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3a JaBame CarJIaCHOCTH HA OJUIYKY O IPUXBAaTamby TeMe JOKTOPCKe JUcCepTaluje
4 0 oapehuBamy MeHTOpA

Mommmo nma, cxomgHo wiany 47. cr. 5. tad. 3. Craryra YHuBep3urera y beorpany ("I'macauk YHupepsurera",
Opoj 186/15-npeunmhenn Texct u 189/16), mate cariaacHOCT Ha OJUTYKYy O NMpPUXBaTalky TEME JOKTOPCKE
TUcepTaIyje:

JIMrHONEe Iy IOTMTHYKA aKTHBHOCT O1a0paHuX U30/1aTa ayTOXTOHUX rbuBa Cpouje

(TIyH Ha3MB NPEUIOKEHE TEME JJOKTOPCKE AUCEPTALHje)

HAVYYHA OBJIACT TexHOOIKO UHKEHEPCTBO




TTOJIAITM O KAHJIUJIATY:

1. Hwme, uMe jemHOT OO pOAUTEIhA U TIPE3NME KaHIuaaTa:

Jenena (Mupocnas) JoBuh, quminoMupany OHOJIOT-€KOJIOT

2. [IlperxomHo oOpa3oBame (Ha3UB U CEAUINTE PaKyITETa, CTYIH]CKH
mporpam): YHusepsurer y Humry,

[Ipupoano-marematnuku gaxynret y Humry, Oncex 3a OHOIOTH]Y U €KOJIOTH)Y

3. T'onmuna 3aBpeTKa
nperxoaHor HuBoa cryamja:  2009.

2016. (monoBHu ynuc Ha JJAC HaKoH HCTEKa poka 3a
4. Topuna ynmca Ha JOKTOPCKE CTyAHje: 3aBpLIETaK CTyAMja, ymucoM Ha Tpehy roauny crynuja)

5. Hazus crynujckor mporpama
JTIOKTOPCKHUX CTyIHja: broxemMujcko HHXEHEPCTBO U OMOTEXHOJIOTH]a




TTIOJIAIT O MEHTOPY:

IHoJAIM O MEHTOPY

Nwme n npesume mentopa: Jbusbana MojoBuh
3Bamwe: PenoBuu npodecop

Criucak pasioBa Koju KBaJTH(PHKY]y MEHTOpa 3a BOh)emhe JOKTOpCKE AUCEpTacHje:

1.

buki¢-Vukovié, B. Jokié, S. Koci¢-Tanackov, J. Pejin, L. Mojovié¢ (2016). Mg-modified zeolite
as a carrier for Lactobacillus rhamnosus in L (+) lactic acid production on distillery wastewater.
Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers. 59, 262-266. (ISSN 1876-1070)
IF(2016)=4,217 (Engineering, Chemical: 16/135)

L. Mojovié, S. Nikoli¢., M. Rakin, M. Vukasinovi¢, Production of bioethanol from corn meal
hydrolyzates, Fuel, 85 (12-13), 2006, 1750-1755. ISSN: 0016-2361; 1F(2006)=1.358.

S. Nikoli¢, L. Mojovi¢, M. Rakin, D. Pejin, J.Pejin, Ultrasound-assisted production by
simultaneous saccharification and fermentation of corn meal. Food Chemistry, 122 (1) (2010) 216-
222. ISSN: 0308-8146; 1F(2010)=3.458.

L. Mojovié, D. Pejin, M. Rakin, J. Pejin, S. Nikoli¢, A. Djuki¢-Vukovi¢, (2012) How to improve
the economy of bioethanol production in Serbia, Renewable and Sustainable Energy Reviews 16 (8)
6040-6047, ISSN 1364-0321; IF(2012)=5.627

J. Jovi¢ , A. Bunti¢, N. Radovanovi¢, B. Petrovi¢, L. Mojovi¢, Lignin-Degrading Abilities of
Novel Autochthonous Fungal Isolates Trametes hirsuta F13 and Stereum gausapatum F28,
(2018), Food Technology and Biotechnology 56 (3), 354-365 doi: 10.17113/fth.56.03.18.5348.
ISSN 1330-9862; 1IF(2017)=1.168

A. Bukié¢-Vukovi¢, L. Mojovi¢, B. Jokié, S. Nikoli¢, J. Pejin, (2013). Lactic acid production on
liquid distillery stillage by Lactobacillus rhamnosus immobilized onto zeolite, Bioresource
technology, 135 (May 2013) 454-458. (ISSN 0960-8524) I1F(2013)=5,039 (Agricultural
Engineering: 1/12)

ObaBemraBamo Bac 1a je HacraBHo-Hay4HoO Behe

(Ha3UB HA/UISKHOT Tena (aKynaTera)

Ha cegauy oapxkaHoj  07.03.2019. romuHe  pa3sMOTPHIIO MPEATIOKEHY TEMY M 3aKJbYUHIIO 1A je

TeMa IMoJ00Ha 3a HW3pamy MOKTOPCKE TUCEpTalHje jep Caap Ku OpPHTHHAIHY HAEjy M Za je Of
3Ha4Yaja 3a pa3Boj HayKe, MPUMEHY IEHUX pe3yiTaTa, OJHOCHO pa3BOj HAYYHE MHCITH YOIIIIITE.

JEKAH ®AKYJITETA

IIpod. mp Iletap Yckokosuh



Honarak y3 obpasar 1.

oAl O MEHTOPY

3a Kagaunara. Jejgena Josuh

Nwme u npezume MenTopa: Jbuibana Mojosuh
3Bame. PenoBuu npogecop

Crnmcak pasoBa Koju KBaTu(DHUKY]y MEHTOpa 3a BOhEeHme TOKTOPCKE JUCEPTACH]e:

1.

bukic¢-Vukovi¢, B. Joki¢, S. Koci¢-Tanackov, J. Pejin, L. Mojovi¢ (2016). Mg-
modified zeolite as a carrier for Lactobacillus rhamnosus in L (+) lactic acid
production on distillery wastewater. Journal of the Taiwan Institute of Chemical
Engineers. 59, 262-266. (ISSN 1876-1070) 1F(2016)=4,217 (Engineering,
Chemical: 16/135)

L. Mojovié, S. Nikoli¢., M. Rakin, M. Vukasinovi¢, Production of bioethanol
from corn meal hydrolyzates, Fuel, 85 (12-13), 2006, 1750-1755. ISSN: 0016-
2361; IF(2006)=1.358.

S. Nikoli¢, L. Mojovi¢, M. Rakin, D. Pejin, J.Pejin, Ultrasound-assisted
production by simultaneous saccharification and fermentation of corn meal. Food
Chemistry, 122 (1) (2010) 216-222. ISSN: 0308-8146; IF(2010)=3.458.

L. Mojovié, D. Pejin, M. Rakin, J. Pejin, S. Nikoli¢, A. Djuki¢-Vukovi¢, (2012)
How to improve the economy of bioethanol production in Serbia, Renewable and
Sustainable Energy Reviews 16 (8) 6040-6047, ISSN 1364-0321; IF(2012)=5.627

J. Jovi¢ , A. Bunti¢, N. Radovanovi¢, B. Petrovi¢, L. Mojovié, Lignin-
Degrading Abilities of Novel Autochthonous Fungal Isolates Trametes hirsuta
F13 and Stereum gausapatum F28, (2018), Food Technology and Biotechnology
56 (3), 354-365 doi: 10.17113/fth.56.03.18.5348. ISSN  1330-9862;
IF(2017)=1.168

A. Dbuki¢-Vukovi¢, L. Mojovié¢, B. Joki¢, S. Nikoli¢, J. Pejin, (2013). Lactic
acid production on liquid distillery stillage by Lactobacillus rhamnosus
immobilized onto zeolite, Bioresource technology, 135 (May 2013) 454-458.
(ISSN 0960-8524) IF(2013)=5,039 (Agricultural Engineering: 1/12)

3aokpyxutu onrosapajvhy omnjy (A, b, B mum I):

A) Y cnydajy MEHTOpPCTBA JWCEpTalldje Ha JOKTOPCKUM CTyAHjaMa y Tpymaiuju
TEXHUYKO TEXHOJIOMIKUX, MPHUPOJAHO-MATEMATUYKUX W MEIUIIMHCKUX HayKa
MeHTOp Tpeba aa uma HajMamwe Tpu paaa ca SCI, SSCI, AHCI unu SCle nucre,
kao u Math-Net.Ru nucre.



b) V cnyuajy meHTOpCTBa AMcepTalje Ha JOKTOPCKUM CTyAMjaMa y TpyHanuju
JIPYIITBEHO-XYMaHUCTHUKUX HaykKa MEHTOp Tpeba Ja WMa HajMame TPU paja ca
peNeBaHTHE JMCT€ HaydyHUX 4aconuca (PeneBaHTHa mmcTa HaydHHX Yacoluca
ob0yxsara SCI, SSCI, AHCI u SCle nucte, kao u ERIH aucry, nucty yaconmca xoje je
MHUHHCTAPCTBO 3a HAayKy Kiaacu(pHKoBaio ka0 M24 u mofaTHy JIMCTy dacomuca Kojy lie,
Ha TIPEJIJIOT YHUBEP3UTETa, IOHeTH HalmoHanHu caBet 3a BUCOKO oOpaszoBame. [ToceOHO
ce BpeAHyjy U MoHorpaduje koje MuHHCTapcTBO Hayke Kiacudukyje kao M11l, M12,
M13, M14, M41 u M51.)

B) V cnydajy uspane MOKTOpCKe AMCEpTalyje IpemMa paHWujUM IpOMHCcHMa 3a
KaHJMJIaTe KOjU Cy CTEKJIM aKaJIeMCKU Ha3WB Marucrpa Hayka MEHTOp Tpeba jaa
uma met pagoBa (pedepeHim) Koje ra, mo orneHn Beha nayuHmx oOiacTH,
KBAJTM(HKY]Y 382 MEHTOpA OJTHOCHE JHCEepTAaIlHje.

I') V cayyajy na y yxoj HaydHO] 00JIacTH HeMa KBalM(PUKOBAaHUX HACTaBHHKA,

NOPUWIOKHUTH OJUTyKy Beha HOKTOpPCKMX CTyauja O WMEHOBambYy pEIOBHOT
npodecopa 3a MEHTOpa.

JJEKAH FAKVYIJITETA

Hatym: 21.02.2019. M.IL
ITpod. np Ierap YckokoBuh



hinii

Ha ocnoBy . 40. craB 3. 3akoHa 0 BUCOKOM oOpa3zoBamy, ui. 112. ctaB 3. Craryra YHuBep3uTeTa y
Beorpany, un. 88. craB 3. Craryra TM®-a u ui. 43. [IpaBuiHuka o JOKTOpckuM crynujama TM®-a, Ha
ceqauiin HactaBHo-HayuHor Beha Texnomomko-meramypmkor dakynarera on 07.03.2019. roawmne,
JIOHETA je

ONIYKA
o npuxBarawy Pedepara Komucuje 3a orieHy mogoOHOCTH TeMe M KaHIuAaTa
3a U3paay JOKTOPCKE AUCEPTAIH]e

[TpuxBata ce Pedepar Komucuje 3a oreny nogo0bHoCcTH TeMe U KaHAUAATa U 0A00paBa u3paaa JOKTOPCKE
nucepTtaryje Jejsenu Jouh, qunioMupanoM OHOIOTY-€KOJIOTY, MO HAa3UBOM: ,,JIMTHOLETYJI0JIUTHYKA
aKTHBHOCT 01a0paHHX M30J1aTa ayTOXTOHUX I'buBa Cponje”.

Omnyky o JaBamy CarJIaCHOCTH Ha MPEAJor TeMe JIOKTOPCKE IucepTaldje JOHOCH YHHBEP3HTET Yy
beorpany.

3a menTopa ce onpehyje np Jbusrana MojoBuh, pemoBrm mnpodecop VYuuBepsutera y beorpany,

TexHOIOUIKO-MEeTaTypIIKH (haKyIITET.

Onnyky moctaBUTH: YHUBEP3UTETY y beorpany, kannuaaty, MmeHTopy, Ciyk0u 3a HACTaBHO CTYACHTCKE
nocinoBe u apxuBu Pakynrera.

NEKAH

[Ipod. np Ierap YckokoBuh



NASTAVNQ—NAUCNOM VEVC’U
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Predmet: Podobnost teme i kandidata Jelene Jovi¢, diplomiranog biologa-ekologa, za izradu
doktorske disertacije.

Odlukom br. 35/38 od 31.01. 2019. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu
podobnosti teme i kandidata Jelene Jovi¢, diplomiranog biologa-ekologa, za izradu doktorske
disertacije i nau¢ne zasnovanosti teme pod nazivom: , Lignoceluloliticka aktivnost odabranih
izolata autohtonih gljiva Srbije®.

Na osnovu pregleda dokumentacije koju je dostavio kandidat, Komisija podnosi slede¢i

REFERAT

1. Podaci o kandidatu
1.1. Biografski podaci

Kandidat Jelena Jovi¢ rodena je 08.07.1981. godine u Leskovcu. Nakon zavrSene osnovne
skole ,,Vuk Kradzi¢* u Leskovcu, upisala je i zavrSila gimnaziju ,,Stanimir Veljkovi¢ — Zele* (danas
samo Gimnazija) takode u Lekovcu, smer Prirodno-matematicki. Po zavrSetku gimnazije upisala je
Prirodno-matematicki fakultet u Nisu, Odsek za biologiju i ekologiju, smer Diplomirani biolog-
ekolog. Diplomirala je februara 2009. godine sa prosecnom ocenom 8.24 odbranivsi rad na temu
,Kvalitativno-kvantitativni sastav makrozoobentosa reke Veternice* sa ocenom 10 i stekla zvanje
diplomirani biolog-ekolog. Doktorske studije na Katedri za biohemijsko inZenjerstvo i
biotehnologiju, TehnoloSko-metalur§kog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, je upisala Skolske
2010/11 godine. Polozila je sve ispite predvidene planom 1 programom doktorskih studija sa
prosecnom ocenom 9,5 i1 odbranila zavrSni ispit na temu ,Ispitivanja predtretmana lignocelulozne
biomase za tehnoloske procese proizvodnje bioetanola ili mle¢ne kiseline* sa ocenom 10. Skolske
2017/18. godine je izvrSila ponovni upis doktorskih studija, upisavsi se direktno na tre¢u godinu, uz
priznavanje svih prethodno polozenih ispita.

1.2. Stec¢eno naucnoistrazivacko iskustvo

Od septembra 2013. godine Jelena Jovi¢ se aktivnho bavi naucnoistrazivackim i
eksperimentalnim radom u oblasti primene gljiva i njihovih enzima za konverziju lignocelulozne
biomase u okviru doktorskih studija. Od 2018. godine ucestvuje u radu na projektu sa NR Kinom
,»Razvoj novih bioloskih postupaka za dobijanje proizvoda sa dodatnom vrednos¢u na agro-
industrijskom otpadu®, koji je finansiran od MPNTR Srbije. U zvanje istrazivac¢ pripravnik izabrana
je u oktobru 2018. godine. U produZzetku je priloZen spisak polozenih predmeta i ostvarenih ESPB
bodova na doktorskim studijama:

Predmet ESPB Ocena
1. Inzenjerstvo celije 5 10
2. Odabrana poglavlje biohemije - vitamini 5 10
3. Sanitarna mikrobiologija 4 10
4. Analiza tragova specificnih zagadujucih materija 4 10
5. Odabrana poglavlja matematicke analize S) 6




6. Engleski jezik / 10
7. Biomasa kao izvor energije 4 10
8. Hemijska kinetika 5 10
9. Odabrana poglavlja hemije prirodnih organskih jedinjenja 4 10
10. Fenomeni prenosa u bioloskim sistemima 5 8
11. Odabrana poglavlja biofizike 4 10
12. Imobilisani biokatalizatori: tehnike imobilizacije, bioreaktori i primena 6 10
13. Zavrsni ispit 30 10
Ukupno bodova 81

Kandidat Jelena Jovi¢ ima objavljen jedan rad u istaknutom medunarodnom casopisu
(kategorije M22), dva rada u medunarodnom casopisu (kategorije M23) i jedan rad predstavljen na
skupu medunarodnog znacaja (rad Stampan u izvodu - kategorija M34). 1z oblasti istrazivanja kojoj
pripada tema doktorske disertacije, Jelena Jovi¢ je objavila dva rada u medunarodnim ¢asopisima
(M23 kategorije), na kojima je prvi autor, i predstavila rad na skupu medunarodnog znacaja (rad
Stampan u izvodu M34) na kom je takode prvi autor.

Spisak objavljenh nau¢nh radova i saopStenja:
1. Radovi objavljeni u ¢asopisima medunaodnog znac¢aja — M20

Rad u istaknutim medunarodnom ¢asopisu (M22)

1. Neda Radovanovi¢, Milica Milutinovi¢, Katarina Mihajlovski, Jelena Jovi¢, Branislav
Nastasijevi¢, Mirjana Rajili¢-Stojanovi¢, Suzana Dimitrijevi¢-Brankovi¢, Biocontrol and plant
stimulating potential of novel strain Bacillus sp. PPM3 isolated from marine sediment,
Microbial Pathogenesis, Vol. 120 (2018) pp. 71-78, ISSN: 0882-4010, 1F(2017)=2.332, DOI:
10.1016/j.micpath.2018.04.056.

Rad u medunarodnom ¢asopisu (M23)

1. Jelena Jovi¢, Aneta Bunti¢, Neda Radovanovi¢, Bojan Petrovi¢ and Ljiljana Mojovi¢, Lignin-
Degrading Abilities of Novel Autochthonous Fungal Isolates Trametes hirsuta F13 and Stereum
gausapatum F28, Food Technology and Biotechnology, Vol. 56/3 (2018), ISSN:1330-9862,
IF(2017) = 1.168, DOI:10.17113/fth.56.03.18.5348

2. Jelen Jovi¢, Jelena Pejin, Suncica Koci¢-Tanackov, Ljiljana Mojovi¢, Primena gljiva koje
razgraduju lignocelulozu za proizvodnju bioetanola iz obnovljive biomase, Hemijska Industrija,
Vol. 69/6 (2015) pp. 627-641, ISSN: 2217-7426, IF(2015) = 0.437,
DOI:10.2298/HEMIND140916086J

2. Zbornici medunarodnih nau¢nih skupova — M30

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34)

1. Jelena Jovi¢, Ljiljana Mojovié¢, Indigenous lignocellulose degrading fungi: new isolates for
technological and environmental use, The 6th International Scientific Meeting: Mycology,
Mycotoxicology, and Mycoses, Matica Srpska, Novi Sad, September 27-29, 2017, ISBN 978-
86-7946-194-0

1.3. Ocena podobnosti kandidata za rad na predlozenoj temi

Na osnovu dosadas$njeg rada i ostvarenih rezultata tokom doktorskih studija i u okviru
naucno-istrazivackog rada na doktorskoj disertaciji i na strateSkom projektu sa NR Kinom koji je
finansiran od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije, Jelena
Jovi¢, diplomirani biolog-ekolog, pokazala je izuzetnu sklonost i sposobnost za bavljenje nauc¢no-




istrazivackim radom. Objavila je 1 rad kategorije M22, 2 rada kategorije M23 i jedan rad saopstila
na medunarodnom skupu. Takode, iz predlozene teme doktorske disertacije, kandidat je do sada kao
prvi autor objavio 2 rada u medunarodnom casopisu (M23), i jedan rad prezentovo na
medjunarodnom skupu (M34). Na osnovu izlozenog kandidat ispunjava potrebne uslove za rad na
predlozenoj temi doktorske disertacije.

2. Predmet i cilj istraZivanja

Predmet istrazivanja ove disertacije bice izolacija, selekcija i identifikacija autohtonih
gljiva Srbije sa izrazenom lignocelulolitickom aktivnos¢u. Glavni fokus ¢e biti na ligninolitic¢kim
aktivnostima odabranih izolata, ali ¢e biti prac¢ena i hidroliticka aktivnost. IzvrSice se optimizacija
parametara odgovaraju¢ih faktora radi unapredenja ligninolitiCke aktivnosti, odnosno definisati
uslovi pod kojima se moze unaprediti ligninoliza odabranim izolatima. Optimalni parametri Ce,
zatim, biti primenjeni na lignoceluloznom otpadu - piljevini bukve koja se odlikuje velikim udelom
lignina - radi potvrde efikasnosti postupka. Takode ¢e se ispitati mogucnost primene odredenih
dodataka kao induktora enzimske aktivnosti, odnosno suplemenata radi unapredenja ligninolize, kao
na primer melasne dzibre, otpada iz industrije alkohola. Glavni cilj istrazivanja je definisanje uslova
za unapredenje lignocelulolitiCke aktivnosti odabranih izolata, koji bi bili primenljivi u
predtretmanu lignoceluloznog otpada radi postizanja efikasne hidrolize u cilju daljeg koris¢enja u
razli¢itim biotehnoloskim postupcima.

Zbog problema sa kojima se danas suocava ¢oveCanstvo kao Sto su sve veca potraznja za
hranom 1 energijom 1 globalni klimatski poremecaji, velikim delom izazvani intenzivnim
iskori§¢enjem 1 iscrpljivanjem rezervi fosilnih sirovina, javila se potreba za razvojem ekoloski i
ekonomski povoljnih metoda koje bi pomogle u njihovom reSavanju. S tim u vezi, danas se
poklanja velika paznja dobijanju znacajnih bioloskih proizvoda, hemikalija i energenata (bioetanola,
mlecne kiseline, biobutanola, enzima, itd.) iz obnovljive biomase postupkom fermentacije [1].
Sirovine koje se u ovim situacijama koriste mogu se podeliti u tri kategorije:

- sirovine prve generacije kojim pripadaju skrobni, $eéerni i uljani usevi - Koriste se i u
ishrani;

- sirovine druge generacije kojim pripadaju lignocelulozni otpad, industrijske biljke i otpad
iz industrije hrane;

- sirovine tre¢e generacije kojim pripadaju fotosinteticke bakterije 1 alge [2].
Lignocelulozna biomasa, tacnije lignocelulozni otpad kome pripada agroidustrijski otpad, kao 1
otpad iz Sumarstva i iz drvopreradivacke industrije, postao je atraktivan poslednjih par decenija
kada se krenulo sa intenzivnim izuavanjem nacina tretmana ovog supstrata kako bi se omogucilo
njegovo efikasno iskori§¢enje. Osim §to pripada obnovljivim sirovinama, lignoceluloza je Siroko
rasprostranjena i ne koristi se u ishrani.

Lignoceluloznu biomasu ¢ine suvi ostaci biljaka. Veoma je vaZan obnovljivi izvor energije
I jedini je obnovljivi izvor ugljenika u prirodi. Hemijske karakteristike njenih strukturnih
komponenata — aromati¢nog polimera lignina i polisaharida hemiceluloze i celuloze — ¢ine je
supstratom velike biotehnoloske vrednosti [3]. Lignoceluloza moze da sadrzi 1 nestrukturne
komponenate poput vode, proteina, minerala, nestrukturnih saharida i drugih komponenata koje se
mogu izdvojiti ekstrakcijom. Udeo strukturnih komponenti i vrsta nestrukturnih komponenti zavise
od porekla lignoceluloznog materijala [4-6]. Medutim, lignoceluloza je izuzetno otporna prema
dejtsvu enzima i mikroorganizama zbog kompleksne strukture i prisustva lignina; acetilovane
hemiceluloze; formiranja lignin-ugljenohidratnog kompleksa; kristalini¢nosti celuloze i stepena
polimerizacije; zapremine pora i specificne povrSine celuloze [7-8]. Sve ovo onemogucava
efektivno iskoriSéenje lignoceluloznog materijala u tehnoloskim procesima. Danas se ispituju
razli¢ite metode predtretmana koje bi olakSale oslobadanje fermentabilnih Secera za proizvodnju
zeljenih hemikalija 1 bioloSkih proizvoda. Jedna od metoda je bioloSki predtretman koji
podrazumeva upotrebu gljiva, bakterija i/ili enzima sposobnih da razgraduju lignocelulozni supstrat.
Ova disertacija ¢e se prevashodno baviti ligninolitickom aktivnoséu gljiva.



Gljive su tokom evolucije razvile mehanizme koji im omogucavaju da pristupe energiji
inkorporiranoj u biomasi u formi polisaharida. Ovi mehanizmi su bazirani na aktivnosti enzima koji
mogu da raskidaju inter- i intrapolimerne veze lignoceluloznog supstrata ¢ime im je omoguceno
uklanjanje lignina i oslobadanje fermentabilnih Secera. Obuhvataju oksidativne mehanizme
(pomocu enzima mangan zavisne peroksidaze, lignin peroksidaze, verzatil peroksidaze i lakaze) i
hidroliticke mehanizme (pomocu enzima celulaze i hemicelulaze) [9].

Na osnovu iskoriS¢enosti materijala 1 karakteristika trulog drveta, razlikuju se tri tipa
lignocelulolitickih gljiva: gljive izazivaci belog, braon i mekog truljenja. Sposobnost iskoriséenja
celuloze rasprostranjena je u cCitavom carstvu Fungi od protista, poput Chytridiomycetes, do
naprednih Basidiomycetes, dok razgradnja lignina pripada bazidiomicetama koje izazivaju belo i
braon truljenje [10]. Gljive izazivaci belog truljenja razgraduju sve frakcije drveta. Najefikasniji su
razgradivaci lignina u prirodi, zbog Cega imaju veoma vaznu ulogu u reciklazi ugljenika iz
lignifikovanog tkiva i najinteresantnija su grupa gljiva za primenu u tehnoloSkim procesima.
Sposobne su za selektivnu (Ceriporiopsis subvermispora, Dichomitus squalens, Phlebia radiata i
dr.) [11] i neselektivnu razgradnju lignina (Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor i
Fomes fomentarius) [10]. Selektivnhom razgradnjom uklanjaju lignin i hemicelulozu dok celuloza
veéim delom ostaje intaktna [11]; neselektivnom uklanjaju podjednako sve komponente
lignoceluloze [10-12]. Gljive izaziva¢i braon truljenja razgraduju hemicelulozu i celulozu, dok
lignin u izvesnoj meri modifikuju. Meko truleljenje je posledica delovanja askomiceta i
deuteromiceta [10]. Mehanizmi razgradnje kod gljiva izaziva¢a mekog truljenja jo§ uvek nisu
sasvim jasni, ali se zna da i one prevashodno razgraduju celulozu i hemicelulozu [13]. Poslednjih
decenija je interesovanje za ligninoliticke gljive sve vece, jer osim u tretmanu lignoceluloznog
otpada, mogu se koristiti 1 za uklanjanje teSkih metala i1 toksi¢nih supstanci iz kontaminirane vode i
zemljiSta. Ligninolitickim mehanizmima mogu da transformiSu toksi¢ne organske hemikalije
(PCDDs, PAHs, PCBs) do bezopasnih formi, razgraduju azotne boje i pesticide [14-24].

Za razliku od drugih metoda, primena gljiva u tretmanu lignoceluloznog materijala ne
zahteva upotrebu skupih hemikalija niti ulaganje energije. Ova metoda je ekoloski i ekonomski
povoljna — nema formiranja toksi¢nih supstanci kao sporednih produkata i moze se kombinovati sa
fizickim, hemijskim ili fizicko-hemijskim metodama predtretmana lignoceluloze c¢ime se
obezbeduje veci prinos, smanjuju potrebe za energijom i ublaZavaju o$tri uslovi metoda sa kojim se
kombinuje [25-26]. Tretman lignoceluloze gljivama se izvodi kultivacijom na ¢vrstom supstratu ili
submerznom kultivacijom. Primenom domacih izolata obezbeduje se ocCuvanje autohtone flore
gljiva. Od domacih izolata se o¢ekuje mnogo efikasnija razgradnja autohtonog lignoceluloznog
otpada nego kada se Kkoriste strani izolati. Kao sporedni proizvodi ove metode predtretmana nastaju
industrijski vazni enzimi celulaze, hemicelulaze i ligninaze [27-30]. Nedostatak ove metode je dugo
vreme trajanja predtretmana i to Sto gljive iskoriste deo Secera iz polisaharida u svojoj ishrani, zbog
cega se preporucuje primena selektivnih razgradivaca. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da se
dodavanjem CuSO,, FeSO,, nekih boja i drugih odgovarajuc¢ih agenasa u lignocelulozni supstrat
moze znacajno uticati na proizvodnju enzima (vrstu i prinos enzima) zaduZenih za razgradnju
lignoceluloze, a time i na predtretman ovog supstrata [31-33]. Jedan od potencijalnih agenasa, ¢iji
¢e se uticaj na ligninoliticku aktivnost izolata ispitati je melasna dzibra.

Melasna dzibra je otpad iz industrije alkohola. KarakteriSe je visoka vrednost hemijske
potrosnje kiseonika (COD, od 80,000 do 100,000 mg/L) i bioloSke potrosnje kiseonika (BOD, od
40,000- 50,000 mg/L) zbog prisustva polisaharida, redukujuéih Secera, lignina, proteina, voskova i
melanoidina; tamnobraon boja, niska pH vrednost, kao i u ve¢im koli¢inama prisustvo neorganskih
supstanci azota, kalijuma, fosfata i sulfata. [34] Mangan, magnezijum, cink i bakar su takode
prisutni [35-36]. Melasna dzibra je toksi¢na za mikroorganizme zbog prisustva melanoidina (oko
2%) zbog Cega se u konverziji najcesée koristi razblazena dzibra od 6.5% - 20% [36]. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da se gljive proizvodaci ligninolitickih enzima mogu koristiti u tretmanu
ovog otpada, kao 1 da bi ovaj otpad mogao da predstavlja kvalitetan suplement za unaprdenje
ligninoliticke aktivnosti.
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3. Polazne hipoteze

Osnovna hipoteza na kojoj se bazira ova disertacija je mogucnost gljiva koje rastu na
lignoceluloznom supstratu da proizvode odredene vrste enzima (lakaze, mangan peroksidaze, lignin
peroksidaze, celulaze i/ili hemicelulaze) koje im omogucéavaju razgradnju ovog supstrata, kao 1
moguénost manipulacije ligninolitickom i hidrolitickom aktivnos$¢u gljiva variranjem odgovaraju¢ih
faktora (poput pH, temperature, vlaznosti supstrata, koncentracije odredenih agenasa Cu, Fe, itd.).
Zbog svega navedenog, ove gljive se mogu koristiti u tretmanu lignoceluloznog otpada, ¢ime bi se
omogucila olakSana hidroliza, a samim tim i efikasnije iskoriS¢enje ovog otpada u biotehnoloskim
procesima:


http://www.ejbiotechnology.info/index.php/ejbiotechnology/article/view/v13n6-2/1281

e Lignocelulozni otpad je supstrat bogat energijom ali je za njegovo potpuno iskori$¢enje
kao proizvodnog supstrata neophodan predtretman, koji podrazumeva uklanjanje lignina
Sto omogucava olakSanu hidrolizu; ovo se moze posti¢i primenom gljiva (bioloski
predtretman) sto je energetski i ekoloski povoljniji postupak nego hemijski, fizicki ili
fizicko-hemijski predtretmani.

e Lignoceluloliticke gljive ispoljavaju ligninoliticku aktivnost (lakaznu, mangan
peroksidaznu i/ili lignin peroksidaznu), kao i hidroliticku aktivnost (celulaznu i
hemicelulaznu) zbog ¢ega je moguce primeniti ih u tretmanu lignoceluloznog materijala.

e Lignoceluloliticke gljive su rasprostranjene na supstratu poput panjeva, oborenih grana,
opalog lis¢a, stabala i drugog biljnog materijala, sa kog je moguée izolovati ih.

e Ligninoliticke gljive Srbije su nedovoljno istrazivane, Sto otvara prostor za izolaciju i
selekciju novih autohtonih sojeva sa znacajnim potencijalom za primenu u tehnoloskim
procesima na lignoceluloznom otpadu.

e \Variranjem parametara faktora kao S$to su vlaznost supstrata, koncentracija razlicitih
agenasa (poput CuSQO, FeSO, ili boja) koji se mogu koristiti kao suplementi,
temperatura, pH, itd., moZe se uticati na enzimsku aktivnost, a na taj nacin i na
efikasnost predtretmana.

e Melasna dzibra je otpad iz industrije alkohola koji se, zbog svoje hemjske strukture,
moze koristiti kao suplement za unapredenje ligninolitickih sposobnosti gljiva, uz
podesavanje odgovarajuce koncentracije (razblazenja) ovog materijala, Sto dalje moze
unaprediti proces predtretmana.

4. Naucne metode istraZivanja

Gljive Ce biti izolovane na agar iz plodonosnog tela; primenice se povrSinska sterilizacija u
procesu izolacije. Selekcija izolata sa potencijalom za primenu u predtretmanu ¢e biti izvrSena na
osnovu kvalitativne analize detektovanjem ligninoliticke aktivnosti na petri $olji pomocu razli¢itih
indikatora (gvajakola, a-napftola, boje azure B), kao i spektrofotometrijski odgovaraju¢im
enzimskim esejima.

Identifikacija odabranih izolata ¢e biti izvedena molekulski na osnovu odgovaraju¢ée DNK
sekvence. Izolacija DNK ¢e biti izvrSena malo izmenjenom metodom koju su predlozili Gardes 1
Bruns. Za identifikaciju ¢e se koristiti ITS sekvence. Za kopiranje ITS sekvenci koristice se PCR
metoda i prajmeri ITS1 i ITS4. Provera kopiranih sekvenci ¢e se vrsiti agaroza gel elektroforezom,
a sekvenciranje Sanger metodom. Dobijene sekvence ¢e biti uporedene sa NCBI (National Center
for Biotechnology Information) GenBank bazom i deponovane u GenBank bazu.

Redukcija lignina i biomase, kao i ispitivanje strukture supstrata obuhvati¢e odredivanje
ukupne suve mase primenom protokola NREL/TP-510-42621, lignina rastvornog u kiselinama i
lignina nerastvornog u kiselinama primenom laboratorijskih procedura LAP-004 i LAP-003, azota
metodom po Kjeldalu, ekstrakata metodom po Soxhlet-u. U analizi vlakana bi¢e koris¢en analizator
vlakana (Fiber Analyzer). Efikasnost predtretmana ¢e biti ispitivana enzimskom hidrolizom.

Optimizacija ligninoliticke aktivnosti ¢e biti izvedena primenom eksperimentalnog dizajna.
Za bolje upoznavanje kompletnog sistema i selekciju faktora koji imaju znaCajan uticaj na
ligninoliticku aktivnost koristi¢e se frakcioni faktorijski dizajn. Polazni parametri, ¢iji uticaj e biti
ispitan, su pH, temperatura, vlaZznost supstrata, veli¢ina inokuluma, koncentracija dzibre. Za
optimizaciju odabranih parametara ¢e se primenjivati metodologija odgovora povrSine (response
surface methodology - RSM).

5. Ocekivani naucni doprinos

Zbog problema sa nedostatkom energije 1 sve ve¢im zagadenjem danas se teZi razvoju
metoda koje bi mogle doprineti reSavanju ili ublaZzavanju ovih problema. Lignoceluloza je supstrat
bogat energijom, ali zbog svoje strukture veoma je otporna na dejstvo mikroorganizama i njihovih
enzima zbog ¢ega se ne moze dovoljno efikasno iskoristiti u tehnoloskoj proizvodnji postupkom
fermentacije. Primenom gljiva sposobnih da razgraduju lignocelulozu 1 optimizacijom faktora koji



utiCu na ligninoliticku 1 hidrolitiCku aktivnost ovih gljiva, moze se unaprediti iskoriS¢enje
lignoceluloznog supstrata. Dzibra je otpad koji se dobija iz industrije alkohola, ali je u
koncentrovanom obliku toksi¢na za mikroorganizme i jedan je od najvecih zagadivaca vodotokova.
Medutim dzibra se moze koristiti kao suplement lignoceluloznom supstratu kojim bi se uticalo na
ligninoliticku aktivnost gljiva. Uzimaju¢i sve navedeno u obzir, od ove disertacije se ocekuje
slede¢i doprinos:

- Bi¢e izolovani novi sojevi gljiva sa potencijalom za primenu u tehnoloskim procesima na
lignoceluloznom otpadu.

- Sa primenom melasne dzibre ocekuje se povecana ligninolitiCka aktivnost i sa njom
efikasnost predtretmana.

- Bi¢e predloZen jedan od nacina primene melasne dzibre, Sto bi trebalo da vodi reSenju
problema odlaganja ovog otpada koji predstavlja jednog od najvecih zagadivaca vodotokova.

- Optimizacijom parametara posti¢i ¢e se uslovi za bolje iskoriS¢enje lignoceluloznog
materijala u biotehnoloskim procesima, §to ¢e biti pokazano kroz olakSanu enzimsku hidrolizu
predtretiranog supstrata.

- Kao finalni rezultat bi¢e razvijena ekoloski i energetski povoljna metoda za bolje
iskori$¢enje lignoceluloznog otpada.

6. Plan istraZivanja i struktura rada

Predmet istrazivanja ove disertacije je lignoceluloliticka aktivnost autohtonih gljiva Srbije,
kao 1 moguénost unapredenja ligninoliticke aktivnosti primenom melasne dzibre kao suplementa 1
optimizacijom parametara primenom dizajna eksperimenta. Izrada disertacije ¢e obuhvatati sledece
faze:

1.1zolaciju gljiva koje rastu na lignoceluloznom supstratu (panjevi, grane, oborena stabla,
Ziva stabla biljaka, opalo liS¢e) i selekciju onih izolata koji budu pokazali najbolju ligninoliti¢ku
aktivnost;

2.Molekulsku identifikaciju odabrnih izolata;

3.Ispitivanje kultivacionih uslova (submerzno ili na ¢vrstoj podlozi) kako bi se izabrali
povoljniji kultivacioni uslovi za dalji rad;

4.Ispitivanje ligninolitickih aktivnosti u supstratu sa dodatim mineralima ili bez dodavanja
minerala;

5.Ispitivanje procesnih parametara, sa dodatkom 1 bez dodatka dzibre, 1 odabir faktora koji
imaju naveci uticaj na proces predtretmana primenom frakcionog faktorijskog dizajna;

6.0ptimizacija odabranih parametara primenom metodologije odgovora povrSine;

7.Predtretman primenom optimalnih uslova, kao i ispitivanje efikasnosti predtretmana
primenom enzimske hidrolize i karakterizacijom predtretiranog supstrata.

Disertacija ¢e sadrzati sledeca poglavlja:

- Uvod — u kom ¢e biti kratak osvrt na oblast istrazivanja ove disertacije, kao i predmet i
ciljeve istrazivanja.

- Teorijski deo — sadrzaée pregled dosadasnjih istrazivanja koja se bave problematikom
iskoriS¢enja lignoceluloznog materijala, bice pomenute i ukratko predstavljene razli¢ite metode
predtretmana. DosadaSnja saznanja stecena o lignocelulolitiCkim gljivama i njihovim enzimima,
kao 1 moguénosti njihove primene, bi¢e detaljno predstavljena. Problematika zagadenja dZibrom,
kao 1 nac¢in na koji bi taj problem mogao da se reSi primenom gljiva, bi¢ce pomenut. Bice i
obrazloZzen potencijal koji bi melasna dzibra kao suplement u predtretmanu lignoceluloznog
materijala mogla da ima.

- Eksperimentalni deo — sadrzac¢e materijale i metode koji ¢e biti kori$¢eni u istrazivanju.

- Rezultati i diskusija — ovo poglavlje ¢e sadrzati pregled i diskusiju postignutih rezultata
istrazivanja.

- Zakljucak — ovo poglavlje ¢e sadrzati zakljuCke izvedene na osnovu postgnutih rezultata,
mogucénosti primene, doprinos i potencijalna buduca istrazivanja.
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