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REZIME

Celijski zid biljaka uglavnom se opisuje kao kompozitni materijal koji predstavlja
finu mesavinu polisaharida, glikoproteina i polifenola, organizovanih oko kristalnih i
amorfnih regiona celulozne mreze, koji se deponuje nakon prestanka Sirenja primarnog
zida. Lignocelulozni sekundarni zid obezbeduje strukturnu podrSku i prolaz vode u
biljkama i zaduZen je za mehanicke osobine biljke u celini. Struktura i grada Celijskog zida
posledica su kontrolisanog sinergistickog i prostorno-vremenskog medusobnog delovanja
biomakromoleka pri ¢emu se formira takva slozena supramolekularna struktura ¢ije su
osobine jedinstvene. Jo§ nije dovoljno poznata ni lokalizacija ni funkcija svake ponaosob
komponente ¢elijskog zida. Samim tim, opisivanje strukture ¢elijskog zida postaje sloZzeno
jer njegova struktura zavisi od tipa celije, sa specificnim osobinama adaptiranim za
odgovarajucu funkciju u zidu.

U ovom radu ispitivali smo uticaja lignin monomera (koniferil alkohola, p-
kumari¢ne kiseline 1 feruli¢ne kiseline) 1 uticaj njihovog masenog odnosa na strukturu 1
funkciju lignin model polimera na sam celijski zid. Na osnovu razlaganja fluorescentnih
spektara pomeranje spektra u nisko energetsku oblast ukazuje na produZenje =-
konjugovanih lanaca u strukturi lignina. Ovi rezultati doprinose boljem razumevanju
uticaja strukturnih varijacija u lignin polimeru na plasti¢nost celog celijskog zida i
modifikacije ligninske strukture unutar zida izazvane dodatnim stresom.

Na osnovu poredenja strukturnih karakterisika celijskog zida mekog drvata
Panc¢iceve omorike (Picea omorika (Panc¢ic) Purkyné, Gymnospermae, drvenasta
Cetinarska vrsta), tvrdog drveta javora (Acer platanoides L., Angiospermae, Dicotyledones,
drvenasta listopadna vrsta), i kukuruza (Zea Mays L., Angiospermae, Monocotyledones,
zitarica iz familije trava), jasno se vidi prostija struktura ¢elijskog zida kukuruza. Struktura

¢elijskog zida kukuruza u sebi sadrzi manji procenat celuloze i lignina a veci sadrzaj



hemiceluloza u odnosu na obe drvenaste vrste. Zbog ovakve strukture veci je i stepen
kristali¢nosti u kukuruzu za razliku od drvenastih vrsta kod kojih je ustaljen 1 iznosi 42 %.
Vidi se jasna razlika u gradi ligninskog molekula a samim tim i celog ¢elijskog zida u
razli¢itim biljnim vrstama. Kovalentne i fizicke interakcije hemiceluloza sa celulozom i
ligninskim molekulom, diriguju razli¢itu strukturu i gradu celijskih zidova u razliitim
biljnim vrstama.

Na osnovu odgovarajuéeg matematickog modela primenjenog za obradu
mikroskopskih slika, pronadeno je da u biljkama koje su izloZzene mehanickom stresu,
postoji porast u koli¢ini p-kumari¢nih jedinica $to pove¢ava mehanicku krutost u biljkama,
preko paralelnog pakovanja dugackih lanaca naizmeni¢nih C-C i C=C veza, §to je u
saglasnosti sa ispitivanim lignin model polimerima. Na osnovu dobijenih rezultata vidimo
da fluorescenciju zajedno sa odgovaraju¢im matematickim modelom mozemo koristiti kao
metodu za merenje jacine kompresije u drvetu.

Kvantne tacke(QDs) su poluprovodne nanocestice koje se Siroko preimenjuju u
biologiji kao fluorescentni obelezivaci. Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju pokazuju da
se CdSe QDs vezuju primarno za celulozu i lignin u ¢elijskom zidu P. omorika. QDs se
vezivuju za lignin uglavnom preko interakcije sa C-C i C=C razgranatim lancima.
Interakcija QDs sa celulozom ostvaruje se preko OH grupa. Strukturna preraspodela u
¢elijskom zidu kao posledica interakcije sa QDs znafajno zavisi od prisustva vode u
¢elijskom zidu. Prikazani rezultati takode pokazuju da su QDs pogodne za homogeno
obeleZavanje celog celijskog zida. Ovo je posledica aranziranja molekula u samom
¢elijskom zidu i ekstremno male veli¢ine QDs Cestica. Ova osobina omogucava prodiranje
ovih nanocestica unutar polimerne kompozitne strukture ¢elijskog zida.

Celijski zidovi predstavljaju bogat izvor hrane, vlakana i daju spektar razli¢itih
biomaterijala. Poslednjih godina, najznacajnija uloga Celijskog zida i najvaZnija oblast
njegovog istrazivanja je njegova primena kao potencijalnog izvora bioenergije. U ovim
istrazivanjima objedinjeni su razliCiti aspekti ispitivanja njegove strukture kako bi se
doprinelo fundamentalnim istraZivanjima u ovoj oblasti biologije 1 kako bi se razjasnile
njegove fizicke i mehanicke osobine u cilju njegove vece eksploatacije u drvnoj industri i

primeni za biogoriva.
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Title:

STRUCTURAL INVESTIGATION OF PLANT CELL WALL

AND LIGNINS OF DIFFERENT ORIGIN
ABSTRACT

Plant cell wall is mainly described as a composite material that is a fine mixture of
polysaccharides, glycoproteins and polyphenols, organized around the crystalline and
amorphous regions of a cellulose network, which is deposited after the spread of the
primary wall. Lignocellulose secondary wall provides structural support and the passage of
water in plants and is responsible for the mechanical properties of the plant as a whole. The
structure and composition of the cell wall are due to the controlled synergistic and spatio-
temporal interactions of biomacromolecules, whereby a complex supramolecular structure
with unique features is formed. Location and function of the each individual cell wall
component are still not well known. Therefore, describing the structure of a cell wall
becomes complex, as it depends on the cell type with specific characteristics adapted to a
corresponding function in the wall.

The object of this study was to investigate the influence of lignin monomers
(coniferyl alcohol, p-coumaric acid and ferulic acid) and the impact of their mass ratio on
the structure and function of lignin model polymers in the cell wall. Based on the
deconvolution of fluorescence spectra, the low energy shift in the spectrum indicates the
extension of the m-conjugated chains in lignin structure. These results contribute to a better
understanding of the influence of structural variation in the lignin polymer on plasticity of
the cell wall and modification of lignin structure inside the wall caused by additional
stress.

Based on the comparisons of cell wall structural features of softwood (Picea
omorika (Pancic) purkinye, hardwood (Acer platanoides L.), and maize (Zea mays L.), it
has been clearly shown that maize cell wall is of a simpler structure. Maize cell wall
contains smaller percentage of cellulose and lignin and a higher content of hemicellulose
than the other two species. Due to this structure, the degree of crystallinity of maize cell

wall is higher, as opposed to wood species where this degree is constant and equals 42%.



There is a clear difference in lignin molecular structure, and therefore in the structure of
the entire cell wall between different plants. The covalent and physical interactions of
hemicelluloses with cellulose and lignin molecule, orchestrate the difference in
architecture of cell wall in different plant species.

It was found that in plants exposed to mechanical stress, there is a raise in the
amount of p-coumaric units, which increases the mechanical rigidity in plants, due to
parallel packing of the long chains of alternating C = C bonds, which is consistent with the
tested lignin polymer model. Based on these results we can see that the fluorescence
spectroscopy together with appropriate mathematical model can be used to measure the
compression severity of wood.

Quantum dots (QDs) are semiconducting nanoparticles that are already widely used
in biology as fluorescent markers. The results obtained in this study show that the CdSe
QDs bind primarily to cellulose and lignin in the cell wall of P. spruce. QDs bind with
lignin mainly through interaction with the C-C and C = C branched chains. The interaction
of QDs with cellulose is accomplished through OH groups. Structural redistribution in the
cell wall, as a result of interaction with QDs, is significantly dependent on the presence of
water in the cell wall. The presented results also show that the QDs are suitable for
homogeneous labeling of the entire cell wall. This is due to the arrangement of molecules
within the cell wall and the extremely small size of the QDs particles. This feature allows
the penetration of these nanoparticles into the polymer composite structure of the cell wall.

The cell walls are a rich source of food, fiber, and provide a spectrum of different
biomaterials. In recent years, the most important role of the cell wall, and the most
important area of research is its application as a potential source of bioenergy. In this
study, different aspects of investigation are combined in order to contribute to fundamental
research in the field of biology and to clarify its physical and mechanical properties to its

greater exploitation in the timber industry and its use for biofuels.
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SKRACENICE

AFM — Metode mikroskopije atomskom silom

APD — Priblizna verovatnoca gustine raspodele

BK — Blago izraZzeno kompresiono drvo

CF — Lignin model polimer sintetisan iz koniferil alkohola i feruli¢ne kiseline
CP — Lignin model polimer sintetisan iz koniferil alkohola i p-kumari¢ne
Kiseline

DHP — Dehidrogenativni polimer, lignin model polimer sintetisan iz €istog
koniferil alkohola

EFM — Mikroskopija elektrostatickom silom

ESEM — Skenirajuca elektronska mikroskopija u uslovima sredine

FAA — Formalin-aceto alkohol

FEMO — Metoda Slobodno- elektronskih Molekulskih Orbitala

FRET — Slobodan elektronski prenos

FT-IR — Infracrvena apsorpciona spektroskopija sa Fourierovom
transformacijom

GAK — Galaktoarabinoksilan

G-lignin — Ligninski molekul koji se sastoji iz gvajacil monomera
GS-lignin — Ligninski molekul koji se sastoji iz gvajacil i siringil monomera
GSH-lignin — Lignin koji se sastoji iz gvajacil, siringil i hidroksifenil
monomera

GPC — Gel permeaciona hromatografija

HRP — Peroksidaza dobijena iz rena

JK — Jako izrazeno kompresiono drvo



LUK — Lignin-ugljenohidrantni kompleks

MFA — Mikrofibrilarni ugao

NMR- Nuklearna magnetna rezonancija

NSOM — Metode skenirajuce opticke mikroskopija bliskim poljem
TEM — Transmisionu elektrnsku mikroskopiju

PZ — Primarni ¢elijski zid

QDs — Kvantne tacke (quantum dots)

RSA — Rendgenska strukturna analiza

SL — Srednja lamela

STEM - Skenirajuca transmisiona elektronska mikroskopija
SZ - Sekundarni ¢elijski zid
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1. UVOD

Na zemlji je zastupljeno nekoliko stotina hiljada biljnih vrsta koje pokazuju
znacajnu razliku u obiku, stanistu i sposobnosti da se fizioloski adaptiraju. Zajednicko za
sve njih je da imaju celijske zidove bogate ugljenim hidratima koji mogu da omoguce
potporu, deluju kao barijera za odbranu biljke, provodnici su informacija i takode
predstavljaju izvor signalnih molekula (Baci¢ et al. 1988, O’Neill et al. 1990, Carpita and
Gibeaut 1993, Ridley et al. 2001).

Spoljasnja sredina u kojoj biljke zive moze biti vrlo raznolikog i promenljivog
sastava. Radi nesmetanog obavljanja ¢elijskih funkcija za biljku je, kao i za sva druga ziva
bi¢a, od najveéeg znacaja odrZzavanje stabilne sredine unutar ¢elija, ali 1 komunikacija sa
spoljasnjom sredinom.

Opste je poznato da naseljavanje zemlje biljnim vrstama, njihovo Sirenje i
menjanje, predstavljaju vazne etape u razvoju Zivota na zemlji a samim tim moZe se
slobodno tvrditi da je ¢elijski zid imao vaznu funkciju u ovom procesu (Kenrick and
Crane, 1997, Karol et al. 2001, McCourt et al. 2004). Celijski zidovi definiSu osobine
biljaka i ¢ine veliki deo mase biljnog tela. Veliki udeo proizvoda fotosinteze kanalisan je
na izgradnju Celijskog zida a u mnogim vrstama je u njegovu biosintezu ukljuc¢en veliki
broj gena (Reiter 2002, Scheible and Pauly 2004, Pauly and Keegstra 2008). Znacaj
¢elijskog zida moze se videti kroz njegovu evoluciju (Pilling and Hofte 2003).

Struktura Celijskog zida se moze predstaviti kao izuzetno kompleksan kompozitni
materijal. On predstavlja heterogeni prirodni polimer izgraden od celuloze, lignina 1
hemiceluloza (Fengel and Wagner 1984). Njegova specifi¢na forma i funkcija i interakcija
sa okolinom dirigovane su razli¢itim hemijskim sastavom i interakcijama izmedu polimera
koji ulaze u njegov satav. Najznaajnije osobine koje odreduju njegovu strkturu su
interakcije medu polisaharidima, interakcije izmedu lignina i ugljenih hidrata, stepen

kristali¢nosti celuloze 1 veli¢ina celuloznih mikrofibrila.



Razvoj analitickih tehnika u istrazivanju celijskih zidova bio je zadivljujuéi u
poslednje dve decenije, do te mere da mogucnost da analiziramo Ccelijske zidove
prevazilazi nasu sposobnost da tumacimo dobijene rezultate.

Jasno je da biljke imaju izuzetan gliko kapacitet koji proizvodi jedinstvenu
raznovrsnost kompleksa polisaharida tako da globalni glikom ¢elijskog zida predstavlja
jedan od najbogatijih izvora bioenergije i razli¢itih biomaterijala na planeti. Donedavno je
glavni fokus u istrazivanju celijskog zida bio na semenima razli¢itih biljnih vrsta. Ova
istrazivanja su nam obezbedila mnogo novih saznanja o sastavu ¢elijskog zida u biljnom
svetu. Detaljnije razumevanje grade celijskog zida i medusobne inerakcije njegovih
komponenti i njihova zastupljenost u zavisnosti od biljne vrste, zahteva mnogo S§ira
spektroskopska, mikroskopska, genetska i biohemijska istrazivanja u cilju njegove

efikasnije eksploatacije (Sorensen et al. 2010).

Peltin

Srednja
lamela

reluloza

Slika 1.1. Struktura biljnog ¢elijskog zida
(http://lwww.daviddarling.info/encyclopedia/C/cellwall)



1.1. CELIJSKI ZID

Celijski zid je karakteristika biljnih éelija po kome se one bitno razlikuju od
animalnih. On okruzuje biljne ¢elije i daje im karakteristican izgled, oblik i veli¢inu. To su
kompozitne strukture u kojima se odvijaju slozeni fizicko-hemijski i enzimski procesi
(McCann and Roberts 1991, Carpita and Gibeaut 1993).

Zidovi svih ¢elija grade slozenu strukturu koja pruza ¢vrstinu biljnom telu i koja
&esto ostaje nepromenjena i kad biljka prestane da Zivi. Celijski zidovi ¢ine oko 20-60%
suve mase biljnog tela. Ranije se smatralo da Ccelijski zidovi predstavljaju inertne
»hezive®) delove celija, koji imaju prvenstveno mehani¢ku funkciju. Danas se zna da je
¢elijski zid, kao poseban kompartment ¢éelije, sediSte vaznih fizioloskih procesa a posebno
onih vezanih za transport. Rast i1 diferencijacija se ¢esto najjasnije manifestuje u rastenju i
diferencijaciji Celijskog zida. S druge strane, Celijski zid prima i prenosi informacije o
faktorima spoljasnje sredine, i o kontaktu sa drugim c¢elijama. PoSto je ¢elijski zid izlozen,
pre svih drugih delova biljke, spoljasnjoj sredini, on §titi biljku od klimatskih, hemijskih 1
patogenih faktora sredine. Prema tome, osim mehanicke, zid ima vrlo znacajnu transportnu
1 zaStitnu funkciju. Zbog svih ovih funkcija neophodno je poznavati njegov hemijski sastav
1 strukturu (Magalhaes Silva Moural et al. 2010, Baci¢ et al. 1988, O’Nill 1990, Carpita
and Gibeaut 1993, Ridley et al. 2001).

1.2. HIIERARHIJSKA STRUKTURA BILJNOG CELIJSKOG ZIDA

Celijski zid se sastoji od tri glavna regiona:

- srednje lamele (SL)

- primarnog ¢elijskog zida (PZ) 1

- sekundarnog ¢elijskog zida (SZ).

Osnovne komponente od kojih su izgradeni ovi slojevi su: celulozni mikrofibrili sa

karakteristicnim rasporedom 1 organizacijom, hemiceluloze, lignin 1 drugi matri¢ni



polimeri (Panshin and de Zeeuw 1980). Uopsteno, celuloza se moze posmatrati kao dug
lancani molekul sa visokim stepenom cvrsto¢e. Molekuli celuloze se pakuju u jos§ duze 1
jace strukture koje grade celulozne mikrofibrile unutar celijskog zida. Lignin je krt
gradivni polimerni materijal. Hemiceluloze su manji, razgranati molekuli Kkoji
omogucavaju povezivanje lignina i celuloze u jedinstvenu celinu.

Kako bi razumeli ovakvu strukturu ¢elijskog zida i medusobnu povezanost slojeva
unutar njega, neophodno je imati u vidu da ¢elije ne opstaju same za sebe u prirodi, ve¢ su
medusobno povezane sa hiljadama drugih celija, formirajuéi tkiva, organe i biljni
organizam u celini. Celije moraju biti povezane tako da obezbede kretanje biomolekula
(kao $to su proizvodi fotosinteze, hormoni, signalni agensi) i vode. Prisustvo srednje

lamele obezbeduje dobru adheziju izmedu celija.

53 sloj
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Slika 1.2. Transferzalni presek biljne ¢elije drvenastih vrsta gde se vidi raspored slojeva
¢elijskog zida (srednja lamela, primarni i sekundarni ¢elijski zid) i tri sloja unutar

sekundarnog ¢elijskog zida (S1,S2 i S3) (http://www.ccrc.uga.edu/~mao/intro/ouline.htm)

Srednja lamela (SL) je sloj koji se javlja izmedu dve susedne celije, i pripada
obema celijama. Ovaj sloj je spoljasnji sloj kontinuuma celijskog zida 1 bogat je
pektinskim supstancama i kod drvenastih vrsta ligninom.

Na unutrasnjoj strani srednje lamele formira se slede¢i sloj - primarni zid. U
¢elijama drveta, primarni zid je tanak i uglavnom je spojen sa srednjom lamelom. Zato u
drvetu pod terminom srednja lamela podrazumevamo srednju lamelu i primarne zidove dve
susedne celije. Ni pod mikroskopskopom se ne moze uociti jasna granica izmedu ova dva

sloja. Za njega je specificna neuredena orjentacija celuloznih mikrovlakana.



Primarni Celijski zid (PZ) nastaje u toku aktivnog rasta celije. On je sastavljen od
pektinskih polisaharida (30%), medjusobno povezanih glukana (hemiceluloze 25%),
celuloze (15-30%) i proteina (20%) (Darvill et al. 1980). Komponente primarnog zida
variraju sa vrstom biljke i uzrastom. Sve biljke imaju primarni ¢elijski zid i srednju lamelu.

Sekundarni celijski zid (SZ) nastaje nakon prestanka rastenja, kada ¢elija poc¢ne da
se diferencira. Sekundarni zid predstavlja glavnu podrsku biljci. On u sebi sadrzi
prvenstveno celulozu i lignin kao gradivne polimere. U njemu mogu da se razlikuju tri
sloja: S1, S2 i S3 — koji se razlikuju u hemijskom sastavu i orjentaciji i pravcu celuloznih
mikrofibrila (Slika 1.2.).

1.3. HEMIJSKA GRAPA CELIJSKOG ZIDA

Celijski zid se sastoji iz dve faze: mikrofibrilarne i matriksne faze. Mikrofibrilarna
faza je izgradena od molekula celuloze (1,4-glukanskih lanaca). Maktriksna faza je
raznovrsnija i sastoji se od: hemiceluloza (ksilan, galaktomanan, glukuronomanan,
ksiloglukan, kaloza(1,3-glukan), B-1,3- 1 p-1,4-glukan, arabinogalaktan), pektina
(ramnogalakturonan I, arabinan, galaktan, arabinogalaktana, —homogalaktronan,
ramnogalakturoran 1), proteina (ekstenzin, arabinogalaktan-protein i drugi proteini kao $to
su enzimi), lignina i drugih fenola (ferulicna kiselina i u manjoj koli¢ini kumari¢na

kiselina).

Slika 1.3. Celijski zid se sastoji od celuloznih mikrofibrila, hemiceluloze, pektina, lignina i
rastvornih proteina (Sticklen 2008)



1.3.1. Celuloza

Celuloza je polimer izgraden od molekula glukoze koji se medusobno vezuju u
duge lance. Primarnu strukturu celuloze predstavljaju povezani nerazgranati 1,4- p-D-
glukani. Celulozni molekuli mogu biti izgradeni od nekoliko stotina do preko 10 000
glukozidnih jedinica. Celuloza iz drveta sadrzi u lancu od 300 do 1700 glukozidnih
jedinica, dok molekul celuloze u pamuku i travnatim biljnim vlaknima sadrzi preko 10 000

molekula glukoze (Klemm et al. 2005).
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Slika 1.4. Stuktura celuloze i gradenje vodoni¢nih veza

(http://www.brooklyn.cuny.edu/bc/ahp/LAD/C4c/C4c_polysaccharides.html)

Celobioza (glukozo-glukozo disaharid) je osnovni gradivni blok celuloze. Celuloza
lako gradi vodoni¢ne veze sa samom sobom (intra molekularne vodoni¢ne veze) 1 sa
drugim celuloznim vlaknima (inter molekularne vodoni¢ne veze). Celulozni lanci
formiraju H-veze sa oko 36 drugih lanaca gradec¢i tako mikrofibrile. Mikrofibrili su
dugacki od 5-12 nm (McCann et al. 1990, Itoh and Ogawa 1993) i daju zidu mehanic¢ku
otpornost, koja je reda veli¢ine otpornosti Celika. Neki regioni mikrofibrila imaju visoku

kristalnost dok su drugi amorfne strukture (Nisizawa 1973).



Celijski zid koji sadrzi semikristalne celulozne mikrofibrile, formira paralelne
celulozne lance koji su ugradeni u amorfnu matricu hemiceluloze i lignina. Mikrofibili
predstavljaju helikoidne strukture umotane oko ose ¢elije (slika 1.5.), i formiraju odredeni
ugao izmedu ose celije 1 mikrofibrila (mikrofibrilni ugao-MFA), kod svakog celijskog
sloja. U primarnom c¢elijskom zidu, mikrofibrili su orjentisani nasumic¢no, dok je srednji
MFA u S1 sloju sekundarnog zida 90° (Donaldson 2008). U normalnom drvetu (sa par
izuzetaka kao $to je kleka) (Hanninen 2012), srednji MFA u S2 sloju je nizak i iznosi
izmedu 0-30 °. Mikrofibrilarni ugao u S2 sloju smatra se jednim od najvaznijih faktora koji
uti¢u na mehanicke osobine drveta (Burgert and Fratzl 2009). Poznato je da se MFA menja
u funkciji starosti drveta (Donaldson 2008, Barnett and Bonham 2004) i da je takode
drugaciji u reakcionom drvetu u odnosu na normalno drvo kod iste biljne vrste (Donaldson

2008, Barnett and Bonham 2004).
=

celulozni
/ mikrofibrili
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Slika 1.5.Celulozni mikrofibrili se uvréu helikoidno oko ¢elijskog zida u S2 sloju.
Shematski prikaz celije traheide u drvetu

(http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/1999/materials/PF089.htm)

Hidroksilne grupe, prisutne u molekulima celuloze, uklju¢ene su u formiranje
velikog broja intermolekulskih 1 intramolekulskih vodoni¢nih veza, i dovode do razli¢itih
uredenja kristalne strukture celuloze. Pomoc¢u rendgenske strukturne analize (RSA) 1 B¢
nuklearne magnetne rezonance (NMR) nadene su Cetiri razlicite kristalne modifikacije
celuloze. Za sada su poznate celuloza I, 11, 111 i IV (Howsmon and Sisson 1963). Celuloza |
je najzastupljenija u prirodi i nazvana je “prirodna celuloza”. Celuloza II -“regenerisana
celuloza” se moze dobiti na dva nacina iz celuloze I: mercerizacijom (bazni tretman) ili

regeneracijom (rastvaranje i postepena rekristalizacija). Celuloze I11; i Ill;; mogu se dobiti


http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Highlights/1999/materials/PF089.htm

iz celuloze I i II uz pomo¢ tretmana sa te¢nim amonijakom (Hayashi et al. 1975). Celuloze
IVi IV, dobijaju se zagrevanjem celuloze 11, i 111, (Gardiner and Sarko 1985).

Kristalna struktura celuloze otkrivena je jo§ u 19-tom veku i do danas se proucava.
Danas su od velikog interesa proucavanja strukture celuloze I, zbog njene potencijalne
primene u proizvodnji bioenergije. Kristalnu prirodu celuloze prvi je otkrio Carl von
Nageli 1858 godine (Wilkie 1961), cije su pretpostavke kasnije dokazane pomocu
kristalografskih tehnika (Meyer and Misch 1937). Bilo je pretpostavljeno nekoliko formi
celuloze I, ali je ipak njena struktura i do danas nerazjaSnjena zbog njene izuzetne
kompleksnosti. Poznato je da je kristalana struktura celuloze I ustvari meSavina dve
posebne strukturne forme: celuloza I, (triklini¢na) i celuloza Iy (monoklini¢na). Ove dve
forme potvrdene su C NMR tehnikom (Atalla and Vanderhart 1984). Relativna
zastupljenost celuloze I, i celuloze Ig varira sa poreklom dobijene celuloze, tj biljne vrste.
Ig forma celuloze sa monoklini¢nom reSetkm je struktura koja dominira u viSim biljkama.
Velicina kristala celuloze je mala i iznosi oko 5 nm, tako da metoda rendgenske strukturne
analize nije u potpunosti dovoljna da se dobiju ta¢ne informacije o kristalnim reSetkama.

Kristali¢nost celuloze je parametar koji se koristi da bi se opisao deo celuloze koji
se nalazi u kristalnom stanju. Tradicionalno dvofazni celulozni model opisuje celulozne
lance koji u sebi sadrze i kristalni (uredeni) i amorfni (neuredeni) region.

Do sada je pokazano da kristalicnost jako zavisi od metode koja se koristi za njeno
odredivanje 1 da sadrzaj kristalne celuloze moZe da varira od 39% do 67% u zavisnosti od
koriS¢ene tehnike (Thygesen et al. 2005)

Dostupnost tatnog opisa kristalne strukture I celuloze, uz pretpostavljenu strukturu
celuloze 1, pruzili su nove uvide o kristalnoj gradi prirodne celuloze. Ovi modeli mogu se
koristiti za odredivanje prisutnih atomskih ravni i njihove zastupljenosti u uzorku.
Nezavisno od njihovih finih strukturnih razlika, iste osobine su nadjene u obe polimorfne
modifikacije tako da ocekujemo da ¢e se pojaviti i iste strukturne osobine u prirodnoj
celulozi. Na osnovu ovakvog strukturnog rasporeda, mogu biti identifikovani tipovi

strukture celuloze u ¢elijskom zidu (Perez and Mazeau 2005).
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Slika 1.6. Molekul celuloze (donja slika) i jedini¢ne ¢elije celuloze Ig iz dva ugla (gornja
slika). U jedinicnoj celiji crne tacke oznacavaju atome ugljenika, crvene tacke atome
Kiseonika i sive tacke vodonikove atome. Dimenzije resetke jedini¢ne Celije su a = 7.78°A,
b =28.20°A, c = 10.38°A i ugao ¥ = 96.5° (monoklini¢ni ugao izmedu a i b ose) (Nishiyama
et al.2002)

U celijskim zidovima drvenastih biljnih vrsta, priblizno jedna polovina celuloze je
u amorfnom obliku (Andersson et al. 2003, Andersson et al. 2007). Tac¢niji proracuni za
amorfnu celulozu 1 njena veza sa njenim kristalnim oblikom nisu jo§ poznati (Kontturi et
al. 2011, Sarkar and Pérez 2012). Po najnovijim istrazivanjima, mikrofibrili su delimi¢no
amorfni (Sarkar and Pérez 2012). Amorfni deo moze predstavljati defekte u resetki i/ili
velike regione neuredenih lanaca u resetki. Defekti reSetke 1 druge nepravilnosti u lancima
mogu se objasniti ¢injenicom da se celulozni lanci neperiodi¢no stapaju u kristalne strkture
(Gomez et al. 2008). Amorfni regioni celuloznih mikrofibrila interaguju sa

hemiceluloznim lancima (Cosgrowe 2005).
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Slika 1.7. Kristalna i amorfna struktura celuloze

(http://www.micro.siu.edu/micr302/products.html)

1.3.2. Hemiceluloze

Hemiceluloze predstavljaju heteropolimerne molekule sacinjene od pentoza
(ksiloze 1 arabinoze) i1 heksoza (glukoze, galaktoze i manoze). One obuhvataju razliite
polisaharide sa razgranatim molekulima, za razliku od celuloze.

Hemiceluloze mogu biti klasifikovane u Cetri tipa:

1. Ksilani: nalaze se u sekundarnom ¢elijskom zidu tvrdog drveta i liS¢ara

2. Ksiloglukani: nalaze se u primarnom zidu visih biljaka, vezani su za celulozu

3. Manani: nalaze se u sekundarnom zidu konifera (mekog drveta)

4. Mesovito vezani B-glukani: nalaze se u pSenici, kukuruzu, pirin¢u, je¢mu ( familije trava
Poales) i vaskularnim biljkama koje nemaju cvet ni seme 1 kod kojih se reprodukcija vrsi

putem spora (Schadel et al. 2009)
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Slika 1.8. Molekuli koji ulaze u sastav hemiceluloza

Kostur hemiceluloze podsec¢a na celulozu. Hemiceluloze se razgranato vezuju za
celulozu. Prisutne modifikacije u njenoj strukturi sprecavaju formiranje mikrovlakana
unutar njih (Atalla 1993, Uhlin 1995, Hackney 1994). Ksiloglukan i arabinoksilan su dve
najzastupljenije hemiceluloze u prirodi.

Ksiloglukan ima kostur koji je sli¢an celulozi ali je dopunjen ksiloznim granama sa
tri do Cetri glukozidna ostatka. On predstavlja glavnu hemicelulozu u tvrdom drvetu.
Ksiloza se takodje mozZe povezivati sa galaktoznim i fukoznim ostacima.

Manani su glavne hemiceluloze u mekom drvetu i imaju sli¢nu funkciju kao
ksiloglukani i arabinoksilani u tvrdom drvetu.

Arabinoksilan sadrzi (1-4)-p-D-ksilanski lanac sa prisutnim arabinoznim granama.
Drugi ostaci, kao Sto su glukuronska kiselina 1 estri feruli€ne kiseline, su takodje povezani

na arabinoksilane i najée$¢e su prisutni u Zitaricama.

11



Fru

!

Gal

!
Xyl Xyl Xyl
+ v v

Glc —» Glc —»-Glc

Slika 1.9. Primer hemiceluloznog kostura, ksiloglukana. Glukozni (Glc) molekuli su
vezani preko a p(1—4)-glukozidnih veza, isto kao u celulozi. Ksiloza (Xyl) je vezana za
glukozidni kostur preko a-(1—06) glikozidnih veza preko kojih se grana, i u granama moze
sadrzati galaktozne (Gal) 1 fruktozne molekule (Fru).Svaka od ovih veza se formira uz
pomo¢ specificnog enzima namenjenog za spajanje odgovarajuceg Secera za odgovarajuci

molekul ve¢ prisutan u lancu

1.3.3 Pektini

Pektin je ime za grupu amorfnih polimera koji se nalaze u ¢elijskom zidu biljaka,
posebno u srednjoj lameli. Pektinski polimeri su bogati galakturonskom Kkiselinom i
strukturno su izuzetno vazni narocito tokom formiranja celijskog zida. Pektini se javljaju u
prirodi kao metilesterifikovani i u obliku slobodnih kiselina. Polimeri pektina takode mogu
da sadrze neutralne Secere, narocito D-galaktoze, L-arabinoze, L- ramnoze, D-ksiloze, L-
fukoze i D-apinoze (Aspinall 1980).

Pektin u obliku kalcijumovih soli formira popre¢ne veze koje uticu na strukturne
osobine amorfne matrice. Tokom lignifikacije ksilemskih Celija (traheja 1 traheida), pektin
je delimi¢no uklonjen (Westermark et al. 1986). Koli¢ina arabinogalaktana u

lignifikovanom mekom i tvrdom drvetu je manja od 1% (Fengel and Wegener 1989).
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Pektini imaju veliku gustinu naelektrisanja $to im omogucava da vezuju
kalcijumove Ca®* jone i da tako lokalizuju jone metala u ¢elijskom zidu, §to moze da
dovede do bubrenja ¢elijskog zida (Westermark and Vennigerholz 1995).

Ova kompleksna i heterogena grupa polisaharida sastoji se iz karakteristicnih
domena, za koje se veruje da su kovalentno povezani medju sobom (Willats et al.2001,
Vincken et al. 2003, Ridley et al.2001, Perez 2000).

Pektini ukljucuju polisaharide koji su kompleksne strukture u kojima su linearne
strukture izgradene od (1-4)-o-D-galakturonana sa regionima (1-4)-a-D-galakturonske

kiseline i (1-2)-a-L-ramnopiranozinskim ostacima.
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Pektinske kiseleline u obliku Ca i Mg soli

Slika 1.10. Pektini: molekul galakturonske kiseline i pektinske kiseline prikazane u obliku
Ca?* i Mg?* soli

Ramnogalakturoran 1 sadrzi ostatke galakturonske kiseline i1 ramnoze, i
pretpostavlja se da ima bocne lance koje sadrze ramnoze a takode 1 druge pektinske
komponente.

Homogalakturonani su linearni lanci ostataka galakturonske Kkiseline, dok je
ksilogalakturonan modifikovan dodavanjem ksiloznih ostataka. Karboksilne grupe
homogalakturonana i ksilogalakturonana su ¢esto metil-esterifikovane, tako da blokiraju
kiselinske grupe i smanjuju njihovu sposobnost da formiraju gel (Carpita and Gibeaut
1993, O’Neill 2003).
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Ramnogalakturonan II je kompleks pektinskih domena koji sadrzi 11 razlicitih
ostataka Secera i1 formira dimere preko boratnih estara.

Prirodni arabinani i arabinogalaktani su takodje povezani sa kiselim pektinima i
pretpostavlja se da su oni zaduzeni za fleksibilnost celijskog zida i da se vezuju za

povrsinu celuloze (Jones et al. 2003, Zykwinska et al. 2005).

1.3.4 Proteini

Proteini u ¢elijskom zidu se javljaju kao strukturni proteini i kao enzimi. Oni su
ukljuceni u modifikaciju komponenata c¢elijskog zida, signalizaciju i interakciju sa
proteinima plazma membrane.

Strukturni proteini se grupisu u pet klasa prema dominantnoj aminokiselini:

1. klasa -Ekstenzini - velika familija baznih glukoproteina u ¢ijem sastavu ucestvuje oko
30% hidroksiprolina. Kod dikotila veliki broj pentapeptidnih jedinica koje se ponavljaju, se
sastoji od 4 molekula hidroksiprolina i 1 molekula serina. Hidroksiprolin gradi glikozidne
veze sa arabinozom, a serin sa galaktozom. Jedan deo ovih proteina se akumulira u
¢elijama koje rastu 1 pri kraju tog procesa ograni¢ava dalje rastenje Do toga dolazi usled
stvaranja tirozinskih veza izmedju dva molekula ekstenzina koji ogranicava dalje

rastezanje Celijskog zida.

Tirozinskd mostovi

Molelouli
ckrienzina

#— (Celulozna mikorovlalma

Slika 1.3.11. Ekstenzin u ¢elijskom zidu (Carpita and McCann 2000)
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2. klasa - proteini bogati glicinom - sadrze do 70% ove aminokiseline, ali su Cesti i
alanin i serin

3. klasa - proteini bogati prolinom - osim prolin-prolin jedinice sadrze i hidroksiprolin

4. klasa - Lektini - glukoproteini bogati hidroksiprolinom i arabinozom.Osnovna
funkcija lektina je prepoznavanje Celija pri kontaktu, Sto narocito dolazi do izrazaja u
prepoznavanju patogenih organizama.

5. klasa - proteini sa arabinogalaktanom — sadrze i do 90% polisaharida sastavljenih od
lanaca arabinoze i galaktoze, zbog ¢ega su veoma rastvorljivi u vodi. Oni imaju vazne
funkcije u morfogenezi.

Enzimi Celijskog zida takode se mogu podeliti u grupe na osnovu njihove funkcije: 1)
peroksidaze koje ucestvuju u procesu lignifikacije ¢elijskog zida, 2) transglukozidaze koje
katalizuju formiranje i razgradnju glukozidnih veza, 3) veliki broj hidrolaza (glukozidaze,
glukanaze, celulaze, poligalakturonaze itd.) i podjednako vazne esteraze, koje ucestvuju u
razgradnji Celijskog zida i 4) ,.ekspanzin“ protein koji je sposoban za raskidanje
vodoniénih veza izmedu celuloznih mikrofibrila i ksiloglukana (MacQueen-Mason et al.

1992)

1.3.5. Lignin

Lignin je glavni strukturni polimer u ¢elijskom zidu. On je drugi po zastupljenosti
prirodni polimer na Zemlji, posle celuloze. Lignin predstavlja razgranat polimer izgradjen
od fenilpropanoidnih jedinica izvedenih iz koniferil, sinapil i p-kumaril alkohola kao
monomera koji u sebi sadrzi aromati¢ne 1 alifati¢ne konstituente. Kompozicija ligninskih
monomera se menja duz razli€itih biljnih vrsta i takodje u zavisnosti od tipa ¢elije u biljci a
takodje 1 duz razli¢itih mesta u samom celijskom zidu (Lewis and Yamamoto 1990,

Whetten and Sederoff 1995).
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Slika 1.12. Struktura tri osnovna monolignola

Na osnovu istrazivanja strukture lignina izolovanog iz drveta (Li 1996) i
sintetisanog lignina - dobijenog pomoc¢u slobodnoradikalske polimerizacije (Sarkanen et
al. 1971, Cathala and Monties 2001, Grabber et al. 2000, Grabber et al. 1995), nadeno je da
postoji jedanaest vrsta medumolekulskih veza unutar njegovog molekula. Najzastupljenija
je B-O-4 etarska veza, koja ¢ini 40%- 60% od ukupnih veza u polimeru lignina. Pronadene
su i a-O-4 etarske veze, 5-5 bifenil (5-10%), 5-O difenil etarske veze (5%) i druge (Li et al.
1996). Razliciti tipovi unutrasnjih veza dovode do formiranja razli€itih tipova substruktura
u njemu.

Lignin se uglavnom akumulira u sekundarnom ¢elijskom zidu daju¢i mu ¢vrstinu i
neprobojnost. Akumuliranje lignina je kontrolisan proces. Njegova sinteza takodje moZe
biti indukovana biotskim i abiotskim stresom, povredama, infekcijama patogenima,
metaboliCkim stresom i perturbacijama u c¢elijskom zidu (Cano-Delgado et al. 2003,
Tronchet et al. 2010). Raznovrsnost veza u polimeru lignina zavisi od ukljucenosti ovog
polimera u razli€ite tipove stresa (Magalhaes Silva Moural et al. 2010).

Molekul lignina je isprepletan i medjusobno povezan sa drugim molekulima u
¢elijskom zidu, uglavnom polisaharidima (celuloze i1 hemiceluloze) 1 strukturnim
proteinima, tako da daje ¢vrstinu ¢elijskom zidu (Boerjan et al.2003, Anterola et al. 2002,

Humphreys and Chapple 2002). Teskoée u izolaciji lignina nastaju zbog njegove jake
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medusobne interakcije sa drugim ligninskim molekulima i polisaharidima, tako da ¢e bilo

koja metoda izolacije neminovno raskinuti kovalentne veze i promeniti njegovu strukturu.
Lignin doprinosi mnogim fizioloskim funkcijama, kao §to su strukturna jacina,

ojacavanje polisaharida i povecavanje otpornosti zida na mikroorganizme (Mohanty et al.

2005, Lairez et al. 2005).

Struktura lignina

Do sada su uradena brojna istrazivanja vezana za strukturu i morfologiju lignina
pomocu direktne vizualizacije ili indirektnim merenjem izolovanih lignina. Rezanowich i
saradnici su zapazili sfernu formu izolovanih ligninskih fragmenata (Rezanowich et al.
1964). Kosikova sa saradnicima (1978) je predvidela priblizno sferan oblik lignoceluloze
iz familije bukve. Gilardi i Cass (1993) su posmatrali formiranje agregata lignina sa
hidrodinami¢nim radijusom od 60 nm u dioksan/vodi kao rastvarau. Oni su dobili da je
svaki agregat sastavljen od 256 molekula ¢ija je ukupna povrsina popre¢nog preseka 190
nm?.

Lignin je prvo posmatran kao amorfni polimer sa razgranatom strukturom. Ipak,
novija istraZivanja su pokazala da lignin moZe da poseduje i uredenu strukturu. Atalla 1

Agarwal (1985) prikazali su orjentaciju molekula lignina u odnosu na povrSinu celuloze

korisenjem Ramanske mikroskopije kod zida izolovanog iz smrce (Picea mariana).

DHP- lignin model polimer

Imajuéi u vidi potencijalnu destrukciju prirodne strukture lignina tokom tretmana
izolacije, in vitro sintetizovan model sistem postao je alternativa za proucavanje uloge
lignina u celijskom zidu biljaka i nekih fizicko-hemijskih procesa tokom njegovog
formiranja. Od prvog rada Freundenberga (1964), proucavanja ligninske strukture i
funkicije su fokusirana na enzimski polimerisan dehidrogenativni polimer (DHP), dobijen
in vitro. DHP ili sinteticki lignin se obi¢no dobija uz pomo¢ peroksidaza/peroksid sistema.

Tokom polimerizacije, monolignoli se oksiduju u aroksil (aril) radikal, koji moze biti
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prisutan u Cetiri mezomerne forme. Reakcija kuplovanja ovih radikala dovodi do stvaranja
razli¢itth veza .Tokom kuplovanja, radikali monolignola istovremeno reaguju i sa
molekulima Secera, formiraju¢i popre¢ne veze izmedu lignina i hemiceluloze, pektina i
drugih polisaharida (Barakat et al 2007, Cathala et al. 2001, Cathala et al. 2005).

Testirana je reproduktivnost i pouzdanost DHP-a kao lignin model polimera i on je
prihvacen kao dobro model jedinjenje (Lewis et al. 1988). Danas se DHP Siroko koristi za
ispitivanje strukture lignina i njegove hemije. Cathala i saradnici (1998) su potvrdili
reproducibilnost sintetisanog DHP-a kao model jedinjenja za istrazivanje strukture lignina .
FT-IR, GPC tehnike i rezultati tioacidolize su takode potvrdili DHP kao dobar model
sistem ali pod pazljivo kontrolisanim uslovima sinteze. Radoti¢ i saradnici (1994) su prvi
postavili  ¢etvoro-slojnu  supermolekularnu  strukturu  (module-supermodule-globule-
superstrukture) pomoc¢u posmatranja DHP-a STM mikroskopijom. Oni su zakljucili da
module sadrze 20 molekula i da se formiraju prve, a nakon toga module polimerizuju u
supermodule koje se sastoje od oko 500 monomera. Supermodule se postepeno grupisu u
agregate zvane globule 1 kona¢no formiraju velike superstrukture. Mi¢i¢ 1 saradnici (2000)
su nastavili ova istrazivanja posmatraju¢i na isti nacin organizaciju DHP-a koriS¢enjem
Skenirajuce Elektronske Mikroskopije u uslovima sredine (ESEM) i zakljucili su da su
prva dva nivoa strukturne organizacije dobijena formiranjem kovalentnih veza dok se dva
vi$a nivoa strukture formiraju putem medusobnih fizi¢kih interakcija. Istom tehnikom, oni
su pokazali da je struktura jedinstvena za sintetisani lignin dok fotohemijski polimerizovan
lignin pokazuje varijacije u strukturi. Kombinacijom metode Skenirajuce Opticke
Mikroskopija bliskim poljem (NSOM- near-field scanning optical microscopy) i metode
Mikroskopije Atomskom Silom (AFM -atomic force microscopy), predlozen je kompletan
model formiranja lignina od module do globule, korak po korak (model je prikazan na slici
1.3.12.) (Radotic et al 1994, Mic¢i¢ et al. 2004).
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Slika 1.13. Organizacija lignina (Radoti¢ et al. 1994, Mici¢ et al. 2004). Oko 20 lignin
molekula formira module. 25 modula formira supermodule, koje se posle udruzuju u
globule. Konac¢no se globule dalje udruzuju u velike strukture nazvane superstrukture (nisu

prikazane). Debele i tanke linije predstavljaju hidrofilne i hidrofobne regione, respektivno

1.3.6.VVoda

Najzastupljenija komponenta u zidu je voda. Zid je visoko hidratisan i u zavisnosti od
porekla sadrzi oko 75-80% vode. Voda se uglavnom nalazi u matriksu, §to ukazuje da
matriks ima osobine hidrogela. Ona ispunjava sve prostore izmedu krupnih makromolekula
izuzev kristalnih regiona celuloznih mikrofibrila. Edelmann (1995) je pretpostavio da su

ekstenzivne osobine izolovanog celijskog zida izuzetno osetljive na dehidrataciju.
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Dehidratacija matriksa moze da uspori rast ¢elijskog zida (Chazen and Newmann 1994,
Passioura 1994). Koli¢ina vode u ¢elijskom zidu varira, a od nje zavisi ¢vrstina pektinskog
gela i povezanost medu polisaharidima. Ona je sredina u kojoj se odvijaju enzimske
reakcije u celijskom zidu i u kojoj je jedino mogu¢ transport. Detaljnija istrazivanja
ponasanja vode u c¢elijskom zidu mogu da nam daju bolji uvid u reoloske osobine

¢elijskiog zida.

1.4. INTERAKCIJE MEPU MOLEKULIMA CELIJSKOG ZIDA

1.4.1. Interakcije izmedu celuloznih vlakana i hemiceluloze

Jedna od glavnih uloga hemiceluloza je ta da utiCu na organizaciju celuloze u
¢elijskom zidu i da obezbeduju kontakt izmedu celuloznih mikrofibrila i ostalih matri¢nih
polimera. ViSestruke vodoni¢ne veze koje stvaraju hemiceluloze sa celulozom
predstavljaju glavne nekovalentne veze prisutne u zidu (Atalla et al. 1993, Hackney 1995).

Postoje znacajni dokazi koji podrzavaju hipotezu da se celulozni mikrofibrili i
hemiceluloze vezuju ¢vrsto medusobno preko viSestrukih vodoni¢nih veza (Levy et al.
1997). Posle sekvencijalne ekstrakcije ¢elijskih zidova sa razli¢itim hemijskim tretmanima,
utvrdeno je da ostatak zida sadrzi celulozu i hemiceluloze, sugerisu¢i na jaku asocijaciju
izmedu ovih makromolekula (Perez 2002, 2005).

Konformaciona istrazivanja i arabinoksilana i ksiloglukana su pokazala da oni
mogu da prilagode strukturu tako da delimi¢no njihova struktura podseca na strukturu
celuloznih molekula i tako omogucavaju formiranje vodoni¢nih veza (Whitney et al.
1995). Sto je manje supstituisanin molekula fukoze, veéi je potencijal za vezivanje
ksiloglukana za celulozu. U mnogim ¢elijskim zidovima, hemiceluloze mogu da formiraju
kompletne mono-slojeve koji prekrivaju mikrofibrile, mada se veruje da neki od molekula
hemiceluloze prodiru, i moguce menjaju mikrokristalni raspored celuloznih molekula u

unutrasnjosti (Whitney et al. 2006). Pretpostavlja se da ostale hemiceluloze premoséuju
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“prazan” prostor izmedu mikrofibrila, i preko vodoni¢nih veza stvaraju poprecne veze
medu mikrofibrilima (slika 1.14.)

Celuloza

Celulozni snopoivi

Slika 1.14. Pozicija i raspored celuloznih mikrofibrila u biljnom ¢elijskom zidu (Murphy
and McCarthy 2005, Shaw 2008)

Cinjenica da se hemiceluloze vezuju preko vodoni¢nih veza i elektrostatickih
interakcija za celulozu, sugeriSe na to da je njihova funkcija da popre¢no povezuju
celulozne mikrofibrile 1 na taj nacin one odvajaju mikrofibrile jednog od drugog i
potencijalno uti¢u na njihovu sposobnost da klize jedan preko drugog. 1z ovog sledi da one
imaju vaznu ulogu u kontroli rasta celijskog zida. Potvrda popre¢nog vezivanja
hemiceluloze dobijena je direktnom vizuaelizacijom ¢elijskog zida (Zhou 2007, Hayashi
1984). Koris¢enjem elektronske mikroskopije na brzo zamrznutom uzoraku primarnog
¢elijskog zida, vidi se da ksiloglukan formira poprec¢ne veze, sa rastojanjem 20 nm do 40
nm duzine izmedu celuloznih mikrofibrila (McCann et al. 1990, Fujito et al. 2000).
Tretman zida sa bazama (1N KOH) dovodi do uklanjanja popre¢nih veza i padanja

mikrofibrila jednog preko drugog. Pretpostavlja se da arabinoksilan ima slicnu funkciju
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popreénog vezivanja u ¢éelijskom zidu (Grabber et al.2000, Lam et al.1992, Ralph et al.
1995).

Dodatna potvrda za poprecne veze koje stvaraju hemiceluloze dolazi od ¢injenice
da vestacki formiran kompozit od celuloze, ksiloglukana ili drugih hemiceluloza daje

neverovatno sliénu mikroskopsku sliku kao i sam ¢elijski zid (slika 1.15.).
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Slika 1.15. Hemicelulozne poprecne veze A) Elektronska mikrografija pokazuje
osencéenost primarnog ¢elijskog zida gde se vidi da ksiloglukan formira poprecne veze, sa
rastojanjem 20 nm do 40 nm duzine izmedu celuloznih mikrofibrila (B) Sli¢an snimak
dobijen od vestackog kompozita, dobijenog od bakterijski sintetisanih mikrofibrila

celuloze rastvorenih u preciS¢enom ksiloglukanu (Wilson et al. 2006)

1.4.2. Interakcija izmedi lignina i polisaharida

Interagujuce sile

lako DHP koristimo kao model jedinjenje za ispitivanje lignina, ipak postoje
izvesne razlike u strukturi i interakcijama kod nativnog lignina (Houtman and Atalla 1995).
Jedan od razloga je postojanje razlike u okruzenju u toku procesa lignifikacije, gde je

najznacajnija interakcija lignina sa polisaharidima.
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Slika 1.16. Shematski prikaz lignin-polisaharidne mreze (Tsubaki and Azuma 2011)

Kao §to je naznaceno ranije, postoji problem u izolaciji lignina jer je on visestruko
povezan sa polisaharidnim molekiluma u celijskom zidu. Veruje se da se ove veze
formiraju u procesu lignifikacije, §to objaSnjava postojanje polisaharidnog efekata na
strukturu lignina. Iako ove lignocelulozne interakcije nisu jo§ dovoljno razjasnjene,
predpostavlja se da se lignin vezuje za celulozu estarskim vezama koje nastaju izmedu
ligninske hidroksilne grupe i karboksilne grupe na uronskim kiselinama hemiceluloze.
Postoji i drugi tip veze, a to je veza lignin propanola sa hidroksilnim grupama celuloze i
hemiceluloza (Mohanty et al. 2005).

Pored jakih kovalentnih veza koje lignin gradi sa polisaharidima prisutne su i,
fizicke interakcije kao $to su vodoni¢ne veze i Van der Waals-ove interakcije koje on
ostvaruje sa celuloznim molekulima. Velika koli¢ina hidroksilnih grupa u celulozi stvara
privlac¢ne sile, obezbedujuc¢i dobre mehanicke osobine celijskog zida (Nishiyama et al.
2002, Nishiyama et al. 2003). Pored celuloze, i lignin po strukturi ima veliki potencijal za

formiranje vodoni¢nih veza sa polisaharidima. Ove interakcije ukljucuju fenolne i
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alkoholne hidroksilne grupe, koje mogu da budu donori ili akceptori. U molekulu lignina
su prisutne i karbonilne i metoksi grupe koje mogu da daju svoj doprinos u formiranju
vodoni¢nih veza sa polisaharidima (Fengel 1984).

Veliki broj istrazivanja ukazuje da polisaharidna komponenta ¢elijskog zida moze
da modifikuje lignin u toku lignifikacije. Interakcije lignina u ¢elijskom zidu, sa ostalim
makromolekulima su podeljene na adsorpciju i na kovalentne interakcije formiranja lignin-

ugljenohidratnog kompleksa (LUK).

Adsorpcioni procesi

Postoje neke dileme oko sposobnosti lignina za adsorpciju na povrSinama
polisaharida, jer je lignin jako hidrofoban molekul za razliku od polisaharida. Bez obzira
Sto monomer lignina ima aromatican prsten i alifaticnu granu, postoji mnogo hidroksilnih i
metoksi grupa u njegovoj strukturi koje mogu da interaguje preko vodoni¢nih veza ili
putem elektrostatickih interakcija sa polisaharidima (Fengel 1984, Houtman and
Atallal995). Pored toga, celulozni mikrofibrili imaju karakteristi¢an prec¢nik od 3-5 nm
(Mohanty et al. 2005), §to zna¢i da imaju ogromnu povrsinu da interaguju sa okolnim
molekulima. Postoje i drugi efekti koji mogu da favorizuju elektrostaticku interakciju
izmedu polisaharida i lignina.

Zasnovano na gornjem razmatranju, mnoga istraZivanja adsorpcije koriste
dinamicki model koji uzima u obzir molekulsku strukturu celuloze i lignina. Houtman i
Atalla (1995) su prorac¢unima pokazali da se koniferil alkohol i oligomer DHP adsorbuju
na modelu celuloznih mikrofibrila u oblasti visokih koncentracija hidroksilnih grupa,
pokazuju¢i da su dominantne sile elektrostaticke prirode. Besombes 1 Mazeau (2005) su
takode koristili dinami¢ki model i ispitivali su adsorpciju p-O-4 dimera na celulozna
vlakna. I jedni i drugi dobili su sli€ne rezultate i pronasli su da je interakcija izmedu
dimera koniferil alkohola i celuloze dovodi do orjentacije ligninskog prstena paralelno
¢elijskom zidu, Sto je u saglasnosti sa posmatranjima nativnog lignina koje su dobili Atalla
i Agarwal (1985). Kasnije, merenja su ponovljena sa oligomerima sa 10 i 20 jedinica .
Oligomeri sa deset jedinica imaju deo aromati¢nih prstenova orjentisanih paralelno sa

povrSinom celuloze, dok kod oligomera sa 20 jedinica adsorpcija je otezana zbog
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konformacione krutosti (Besombes and Mazeau 2005). Perez i saradnici (2004) su uradili i
kompjuterska i eksperimentalna istrazivanja o adsorpciji aromati¢nih jedinjenja na
povrsinu celuloze. Pokazali su da povrsinske osobine celuloze imaju uticaja na adsorpciju i

da supstituisane grupe mogu da proizvedu dodatnu adsorpciju.

Formiranje lignin-ugljenohidratnog kompleksa - LUK

Formiranje lignin-ugljenohidratnog kompleksa (LUK ) je Siroko prihvaéen koncept
koji se desava tokom lignifikacije i ima veliki uticaj na sam proces. Rana proucavanja
ovog kompleksa fokusirana su na trazenje direktnih potvrda o postojanju veza izmedu
lignina 1 celuloze, u izolovanom ligninu. Uocena su dva dominantna tipa veza:1. etarske
veze izmedu lignina i hemiceluloznih hidroksilnih grupa i 2. estarske veze izmedu lignina i
uronske kiseline ili izmedu celuloze i fenolnih kiselina. Tip veze i pozicija veze razlikuju
se od vrste do vrste biljke. Watanabe 1 saradnici (1989) su izolovali LUK iz bora i1 pronasli
da su manoze, galaktoze i glukoze povezane putem O-6-etarskih veza za lignin, dok su
Yaku i saradnici (1981) pokazali da su pozicije O-2 i O-3 manoze i glukoze kod bora
(Pinus densiflora) vezane za lignin. Takahashi i Koshijima (1988) su pronasli da je lignin
vezan za C-2 ili C-3 pozicije ksilana u bukvi. Kosikova i saradnici (1979) su pokazali da je
ucestalost pojavljivanja LUK-a u in vivo eksperimentima dva do osam puta veca nego kod
izolovanog lignina, pokazuju¢i time da u procesima izolacije dolazi do prekidanja ovih
veza i smanjenja broja kovalentnih veza nastalih interakcijom ugljenih hidrata i lignina.

Nedavne studije su fokusirane na ispitivanje formiraranja lignin-ugljenohidratnog
kompleksa u prisustvu polisaharida. Mici¢ i saradnici (2000) su posmatrali formiranje
DHP-a u prisustvu i odsustvu celuloze koriste¢i ESEM. DHP polimerizovan bez celuloze
pokazuje 3-D strukturu sa interakcijama kratkog dometa, dok se DHP formiran u prisustvu
celuloze grupise u kompaktnu jednoslojnu strukturu sa nekoliko domena. Oni sugerisu da
celuloza sluzi kao Sablon za polimerizaciju lignina. Barakat i saradnici (2007) su
polimerizovali koniferil alkohol u prisustvu glukuronoarabinoksilana (GAK) dobijenog iz
zoba i pronasli su da DHP i GAK formiraju hidrofobne agregate. NMR tehnikom
otkriveno je formiranje etarskih veza izmedu DHP-a i GAK (Tanahashi et al.1982). Dalja
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ispitivanja DHP sintetizovanog u prisustvu ksilana pokazuju da porast koncentracije
reaktanata povecava povecava broj B-O-4 veza (Terashima et al.1995).

Uz pomoé *C-NMR tehnike, Terashima i saradnici (1995, 1996) su pokazali da je
struktura DHP sintetisanog u prisustvu pektina, pribliznija onoj u ligninu iz mlevenog
drveta (MWL) nego u ¢istom DHP-u. Cathala i saradnici (2001) su posmatrali DHP-pektin
agregat koji je stabilan u rastvoru. Pronadene su estarske veze unutar agregata koji
formiraju DHP i pektin i ovi agregati spreCavaju talozenje nevezanog DHP-a. Dakle,
pektin povecava rastvorljivost i molekulsku masu DHP-a (Cathala and Monties 2001). Sva
istrazivanja pokazuju da prisustvo pektina indukuje bolju disperziju DHP-a na povrSinu

celuloze i1 povecava broj 3-O-4 veza.
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Slika 1.17. Strukturni model lignina dobijenog iz mekog drveta po Brunow-u (2001)

Uska strukturna povezanost i veliki broj raznovrsnih interakcija koje su prisutne u

¢elijskom zidu otezavaju ekstrakciju celuloze, hemiceluloze i lignina u prirodnom obliku.

26



Kovalentna glikozidna veza medu pektinskim polisaharidima

Pektinski polisaharidi kao $to su homogalakturonan, delimi¢no metilesterifikovan
homogalakturonan, ramnogalakturonan I i ramnogalakturonan II, ¢ine pektinsku mrezu
¢elijskog zida. Veruje se da su pektinski domeni medusono kovalentno povezani i to
glukozidnim vezama (Cosgrove 2005). Pokazano je da se pektin oslobada iz ¢elijskog zida
pomocu hemijskih reakcija sa vodom, puferima ili helatorima. MoZe se odvojiti samo onaj

deo pektinske mreze gde su raskinute glukozidne veze.

1.5. STRUKTURA CELIJSKIH ZIDOVA KOD
DRVENASTIH VRSTA BILJAKA

Termin drvo se koristi za kompleksnu biolosku strukturu koja predstavlja kompozit
izgraden od razli¢itih hemijskih supstanci i tipova celija koje deluju uzajamno kako bi
obezbedili zivot u biljkama. Ne postoji, fizicka, mehanicka, bioloska, hemijska ili
tehnoloska osobina drveta koja nije fundamentalno izvedena iz €injenice da su struktura i
funkcija drveta takve da obezbeduje Zivot biljci. Njegove tri glavne funkcije u biljei su
provodenje vode od korena do lista, mehanicka podrska biljnom telu (stablu) i skladiStenje
biljnih supstanci. Drvo mora da ima celije koje su po svojoj strukturi namenjene 1
medusobno povezane na takav nacin da mogu da obezbede funkcionisanje ove tri glavne
funkcije. Razumevanje osnovnih potreba koje zahtevaju ove tri funkcije i izuCavanje
strukture drveta omogucava njegovu vecu iskoristljivost u industriji (Hoadlez 2000).

Industrijski gledano, drvo je podeljeno u dve osnovne grupe, na osnovu njegovih

strukturnih osobina, i to su tvrdo drvo i meko drvo.

1.5.1. Tvrdo i meko drvo

Tvrdo drvo je karakteristicno za listopadne drvenaste vrste (angiosperme, biljke
cvetnice). To su biljke koje sporo rastu: orah, mahagoni, hrast, topola, breza i javor.

Njihovo drvo je tamnije boje i koristi se u drvnoj industriji. ali ne u tolikoj meri zbog
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visoke cene. Ako su izloZzene mehanickom stresu one kao reakciono drvo formiraju,
tenziono drvo.

Meko drvo je karakteristi¢no za Cetinare (gimnosperme, konifere). U ovu grupu
spadaju: bor, smrc¢a, omorika i drugi Cetinari. Ove biljke uglavnom brzo rastu, njihovo drvo
je svetlije boje, koristi se u drvnoj industriji viSe od tvrdog drveta.. Kao reakciono drvo,

uslovima mehanickog stresa, formiraju kompresiono drvo.

From Panshin & DeZeeuw (1280)

From Haygreen & Bowyer (1989)

Slika 1.18. Struktura drveta konifera-mekog drveta (donja slika) i struktura drveta
angiospermi -tvrdo drvo (gornja slika)
(http://www.bio.miami.edu/dana/160/160S12_15.html)

Meko 1 tvrdo drvo se ne razlikuju samo po tome od kojih biljaka poticu, ve¢ i po
tipu celija koje ih izgraduju. Meko drvo ima jednostavniju strukturu od tvrdog drveta jer
ima samo dva tipa Celija i relativno male varijacije u strukturi unutar njih. Tvrdo drvo je
kompleksnije i ima veci broj tipova ¢elija i mnogo veci stepen raznovrsnosti unutar njih
(slika 1.18.). Osnovne strukturne komponente obe vrste drveta su celuloza, hemiceluloze i

lignin, zajedno sa malom koli¢inom pektinskih supstanci (Fengel and Wegener 1989, Alén
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2000a). Sadrzaj osnovnih komponenti mekog i tvrdog drveta varira kod razli¢itih vrsta 1

dat je u Tabeli 1.1.

Tabela 1.1.Sadrzaj glavnih komponenti drveta (izraCunat na suvu masu

drveta).(Sun and Cheng 2002)

Tip Drugi
drveta | Celuloza | Glukomanan | Ksilan | polisaharidi Lignin
Meko

drvo | 33-42% 14-20% 5-11% 3-9% 27-32%
Tvrdo

drvo | 38-51% 1-4% 14-30% 2-4% 21-31%

Polisaharidi predstavljaju najraznovrsnije i karakteristicne komponentu u obe vrste
drveta. Ksilan je najzastupljenija hemiceluloza u tvrdom drvetu dok je manan zatupljen u
mekom drvetu ali jedan drugog ne iskljucuju (Puls and Schuseil 1993, Smith and Harris
1999, Saha 2003, Willfor et al. 2005b, Dey and Brinson 1984)

Hemiceluloze mekog drveta

Sadrzaj 1 vrsta hemiceluloza u mekom drvetu razlukuju se znacajno od
hemiceluloza u tvrdom drvetu. Prosecan stepen polimerizacije hemiceluloza je pribliZzno
200 jedinica.

Osnovna celuloza mekog drveta je galaktoglukomanan koja ¢ini oko 20% suve
mase Celijskih zidova ovih vrsta. Kostur predstavlja linearni lanac sastavljen od (1-4)-
vezane (-D-glukopiranoze i B-D- manopiranoze. a-D-galaktopiranozni ostaci su (1-6)-
vezani za manopiranozne jedinice. Glavna karakteristika je da su C-2 i C-3 pozicije u
osnovnom lancu delimi¢no O-acetilovane. Ove acetil grupe se lako uklanjaju baznim
tretmanima. Galaktoglukomanan u mekom drvetu je podeljen na dva tipa koji se razlikuju
u koli¢ini galaktoze. Frakcija sa manjom koli¢inom galaktoze ima odnos

galaktoza:glukoza:manoza 0.1:1:4, dok frakcija sa veCom koli¢inom galaktoze ima odnos

1.1.3. Manja frakcije se obi¢no nazivaju samo glukomanan (Lawoko 2005).
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Druga hemiceluloza po zastupljenosti u mekom drvetu je arabinoglukuronoksilan i
¢ini 5-10% suve mase drveta. Sastavljena je od mreze koja sadrzi (1-4)- B-D-
ksilopiranozne jedinice koje su delimi¢no supstituisane na C-2 atomu sa 4-O-metil-a-D-
glukuronskim kiselinskim grupama. Mreza takode sadrzi 1,3 ostatke a-L-arabinofuranoze
na svakoj desetoj ksiloznoj jedinici. Zbog ovakve furanozne strukture arabinoznih boc¢nih
lanaca, ona se lako hidrolizuje pomocu kiselina.

lako se pektinske supstance ne ubrajaju u hemiceluloze, njih je jako tesko izdvojiti
i medusobno razlikovati. Pektinski polisaharidi se uglavnom sastoje iz D-galaktosiluronske
kiseline, D-galaktoze, L-arabinoze i L-ramnoze. Pektinske supstance uglavnom su

lokalizovane u primarnom zidu i srednjoj lameli.

Hemiceluloze tvrdog drveta

Glukuronoksilan  predstavlja glavnu  hemicelulozu u  tvrdom  drvetu.
Glukuronoksilan ¢ini 15-30% suve mase, u zavisnosti od vrste drveta . Njegov kostur je
izgraden od (1-4)-vezanih B-D-ksilopiranoznih jedinica

Glukomanani ¢ini 2-5 % suve mase tvrdog drveta. On je izgraden od [B-D-
glukopiranoznih i p-D-manopiranoznih jedinca povezanih (1-4) vezama. Odnos glukoze i
manoze varira u zavisnosti od biljne vrste i to od odnosa glukoza:manoza 1:2 do 1:1
(Buckeridge et al. 2000b, Willfor et al. 2005b).

Lignin u tvrdom i mekom drvetu

Tvrdo drvo, meko drvo i stablo trava (mnonokotile) se razlikuju i po koli€ini i po
sastavu lignina u njima

Lignin predstavlja 27-30% suve mase mekog drveta i 20-26% suve mase tvrdog
drveta.

Struktura lignina iz mekog drveta predstavlja rezultat polimerizacije koniferil
alkohola (G-lignin), dok struktura lignina tvrdog drveta sadrzi u sebi uglavnom i gvajacil i
siringil monomere (GS-lignin) (tabela 1.5.2), za razliku od trava kod kojih polimerizuju

sva tri monolignola (GSH-lignin).
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Tabela 1.2. Sastav lignina u razli¢itim biljnim vrstama (Saka and Goring 1988)

G S H
Tvrdodrvo
(Javor) 12 88 -
Meko drvo
(omorika) 94 1 5

Razlike u u gradi celijskih zidova ove dve vrste posledica su i specifi¢nih
medusobnih interakcija polisaharida i interakcija polisaharida i lignina. Dammstrom sa
saradnicima je na osnovu proucavanja celijskog zida tvrdog drveta (Dammstrom et al.
2009), pokazao da jedan deo ksilana interaguje sa celulozom dok druga frakcija ksilana
(razgranat ksilan (Ruel 2005)) interaguje sa ligninom. Na osnovu FT-IR spektroskopskih
proucavanja smrée pronadeno je da glukomanani interaguju jako sa celulozom u ¢elijskom
zidu mekog drveta i da kod njih ne postoje nikakve interakcije izmedu ksilana i celuloze
(Akerholm and Salmen 2001).

Usled mehanickog stresa dolazi do diferencijacije strukture pri ¢emu se mogu
uociti dve razli€ite strukture u oba drveta, normalno 1 reakciono drvo (kod mekog drveta,
reakciono drvo se oznacava kao kompresiono, a kod tvrdog drveta nazivamo ga tenziono
drvo). Ove dve strukture, normalno i reakciono drvo, pojavljuju se na dve suprotne strane
stabla, i to kod mekog drveta sa donje strane grane, a kod tvrdog drveta na gornjoj strani
grane (Donaldson 2008).

1.5.2. Kompresiono drvo

Kompresiono drvo je tvrdo, tamno obojeno drvo, koje se obi¢no nalazi na donjoj
strani nagnutih stabala i grana konifera. Ovo reakciono drvo je posledica geotropskog
odgovora biljke, kao i odgovora biljke na vetar i naslage snega. Kompresiono drvo ima
svoje anatomske i kompozicione osobine koje se menjaju kontinualno od normalnog do
jako izraZzenog kompresionog drveta (Nanayakkara et al. 2009). Glavna karakteristika

kompresionog drveta su izmene u strukturi ¢elijskog zida. U strukturi drveta dolazi do
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porasta MFA, povecanja intercelularnog prostora, porasta lignifikacije i povecanja koliCine
(1—4)-B-galaktana u sekundarnom celijskom zidu nakon delovanja mehanickog stresa
(Floyd 2005, Nanayakkara et al. 2009, Brennan et al. 2012)

Kompresiono drvo se javlja u sekundarnom ksilemu svih konifera (Yoshizawa et
al. 1986b, Yoshizawa and Idei 1987). Jako izrazeno kompresiono drvo je od velikog
interesa u drvnoj tehnologiji, jer predstavlja problem u industriji prerade drveta i dobijanja
papira, celuloze i kompozitnih materijala (Warensjo 2003, Ban et al. 2004, Akbulut and
Nadir 2006, Tarmian 2008).

Jako izrazena kompresija drveta dovodi do pojave karakteristicnih osobina
¢elijskog zida, ultrastrukturnih i anatomskih, u odnosu na normalno drvo, koje ukljucuju:
-deblji ¢celijski zid
-pojava inter-celijskog prostora u srednjoj lameli
-deblji S1 sloj
-S2 sloj je podeljen na dva dela, spoljasnji S2L i unutrasnji S2
-visok MFA u S2 sloju
-odsustvo S3 sloja (Wardrop and Dadswell 1955)

Kompozicija ¢elijskog zida kompresionog drveta varira postepeno od velike
koli¢ine lignina i galaktana u jako izraZenom kompresionom drvetu do njihove manje
koli¢ine u blago izrazenom kompresionom drvetu (Nanayakkara et al. 2009). U najblazoj
kompresionoj formi drveta koli¢ina ove dve komponente je skoro ista kao i u normalnom
drvetu. Tako se, preko hemijskog sastava Celijskog zida moZe pratiti jacina kompresije
(Nanayakkara et al. 2009).

Ranija istraZzivanja kompresionog drveta bila su usmerena na UV apsorpcionu
mikroskopiju gde je posmatrana raspodela lignina u njemu (Parham and Coéte 1971,
Fukazawa 1974). Novija istrazivanja imaju prednost jer koriste fluorecentnu mikroskopiju
i transmisionu elektronsku mikroskopiju (TEM) zasnovanu na autofluorescenciji lignina i
bojenju drveta kalijum-permanganatom (Singh 1997, Donaldson et al. 1999, Singh and
Donaldson 1999).

Poslednjih nekoliko godina, fokus je stavljen na istraZivanje prostorne raspodele

komponenata celijskog zida. Pored lignina, u jako izrazenom kompresionom drvetu je
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veoma znacajan i galaktan koji je prisutan u velikoj koli¢ini, priblizno 14% masenog udela
(Nanayakkara et al. 2009). Imunoloska istrazivanja su pokazala da se galaktan pretezno
nalazi u spoljasnjem sloju sekundarnog ¢elijskog zida S2L, koji je i visoko lignifikovan
(Schmitt et al. 2006, Altaner et al. 2007, Mast et al. 2009, Kim et al. 2010, Donaldson and
Knox 2012). Dolazi se do zakljuca da i galaktan moZe imati znac¢ajnu ulogu u lignifikaciji.
Galaktan takode moze biti koriS¢en kao indikator kompresije drveta (Altaner et al. 2009,

Nanayakkara et al. 2009).

Lignin u kompresionom drvetu

Kompresiono drvo pokazuje znacajne promene u raspodeli lignina unutar ¢elijskog
zida, sa smanjenom lignifikacijom u srednjoj lameli i porastom lignifikacije u spoljasnjem
sekundarnom celijskom zidu (S2L) (Lange 1954, Wardrop and Davies 1964, Coté et al.
1966, 1968, Parham and Cété 1971, Wood and Goring 1971, Fukazawa 1974, Donaldson
et al. 1999, Singh and Donaldson 1999). Kompresiono drvo sadrzi veéu koli¢inu p-
hidroksifenil ligninskih jedinica sintetisanih iz p-kumaril alkohola. Proucavanja
fluorescentnom spektroskopijom i autoradiografijom pokazuju da je ovaj tip lignina
zastupljen i u S2L sloju i u srednjoj lameli (Fukushima and Terashima 1991, Donaldson et
al. 2010). U normalnom drvetu p-hidroksifenil lignin se moze naci isklju¢ivo u srednjoj
lameli (Fujita and Harada 1979, Whiting and Goring 1982, Westermark 1985, Saito and
Fukushima 2005).

Region S2L je karakteristi¢an 1 za blago i za jako izraZzeno kompresiono drvo, §to
pruza moguénost da se vrSe mikroskopska ispitivanja strukturnih promena izazvanih
kompresijom (Donaldson et al. 1999, 2004). Unutrasnji deo sekundarnog zida traheida
kompresionog drveta malo je viSe lignifikovan u odnosu na sekundarni zid traheida
normalnog drveta. Donaldson i saradnici (1999) su pronasli porast lignifikacije i
unutrasnjeg i spoljasnjeg S2 regiona kod bora (Pinus radiata). Unutrasnji S2 region u
blago izrazenom kompresionom drvetu je visSe lignifikovan od normalnog drveta gde je

lignin zastupljen u masenom odnosu 21% (Donaldson 1985).
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Polisaharidi u kompresionom drvetu

Celulozni mikrofibrili

Kompresiono drvo ima uglavnom ve¢i MFA u S2 sloju u poredenju sa normalnim
drvetom (Wardrop and Dadswell 1955, Gorisek and Torelli 1999, Donaldson et al. 2004,
Yeh et al. 2005, 2006°, Donaldson 2008). U blago izrazenom kompresionom drvetu bora,
MFA je za oko 5° veéi od onog u normalnom drvetu, dok je u jako izrazenom
kompresionom drvetu veci za oko 8° (Donaldson et al. 2004). Yeh i saradnici (2006a) su
pokazali da je MFA kompresionog drveta bora (P. taeda L.) veéi nego MFA u mladom
drvetu i da je MFA u mladom kompresionom drvetu vec¢i nego u zrelom kompresionom
drvetu.

Kristalnost celuloze je manja u kompresionom drvetu nego u normalnom drvetu
(Lee 1961, Scurfield 1973, Timell 1986). U kompresionom drvetu S1 sloj ¢ini 25-30%
Sirine sekundarnog zida dok u normalnom drvetu obuhvata samo 10% (Timell 1986.). Kod

blago izrazenog kompresionog drveta traheide mogu da imaju S3 sloj (Singh et al. 2003).

Galaktan

Poznato je da u kompresionom drvetu dolazi do povecanja koli¢ine (1—4)-B-
galaktana, $to je 1 imunolokalizovano u spoljasnjem S2L sloju koriS¢enjem MLS5 antitela
(Jones et al. 1997) 1 u manjoj koli¢ini u S1 sloju (Schmitt et al. 2006, Altaner et al. 2007,
Mast et al. 2009, Kim et al. 2010, Donaldson and Knox 2012). Koli¢ina ovih polisaharida
je povezana sa porastom lignifikacije u spoljasnjem S2L sloju u traheidama i blago i jako
izrazenog kompresionog drveta. U normalnom drvetu, (1—4)-p-galaktani nisu prisutni u
sekundarnom zidu ali se mogu detektovati u maloj koli€ini u primarnom zidu i u srednjoj

lameli (Donaldson and Knox 2012).

Drugi polisaharidi
Kod kompresionog drveta je redukovana koli¢ina manana 1 ksilana (Nanayakkara et
al. 2009). Uz pomo¢ imunolokalizacije pokazano je smanjenje koli¢ine ova dva

polisaharida u S2L regionu traheida jako izrazenog kompresionog drveta (Kim et al. 2011,
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Donaldson and Knox 2012). Smanjenje koli¢ine manana i ksilana je samim tim prostorno
povezano sa porastom koli¢ine galaktana i lignifikacijom (Donaldson and Knox 2012). U
normalnom i kompresionom drvetu bora (Pinus radiata), sadrzaj lignina, galaktana,
manoze i glukoze su linearno povezani jedni sa drugima, dok ksiloza i arabinoza pokazuju

nelinearnu korelaciju (Timell 1982).

1.6. STRUKTURA CELIJSKOG ZIDA KUKURUZA

Kukuruz (Zea mays L.) je jednogodisnja zeljasta monokotiledona biljka iz familije
trava (Poaceae). U monokotiledone biljke spadaju razne vrste trava, lala i palmi.

Kukuruz je jedan od ekonomski najznacajnijih i najpristupacnijih monokotila.
Stablo kukuruza je jeftin, Siroko rasprostranjen, stabilan i netoksic¢an biomaterijal koji
predstavlja veliki deo otpadnog materijala u poljoprivredi. Zbog njegove dostupnosti,
kukuruz predstavlja jedan od potencijalno najznacajnijih izvora bioenergije. Stablo
kukuruza je, takode, dobar model sistem za ispitivanje strukturnih osobina ove grupe
biljaka. Razvoj biotehnologija je omogucio bolje razumevanje strukture i funkcije stabljike
kukruza, tako da se ova biljka danas uveliko koristi kao izvor biogoriva (Barriere 2007).
Glavni cilj svih strukturnih istrazivanja celijskog zida kukuruza je pronalazenje jeftinije i
efikasnije procedure koja ¢e omoguciti laku izolaciju etanola iz ove biljke.

Celijski zidovi kukuruza sadrze tri glavna strukturna polimera: linearni i kristalni
polisaharid (celulozu), razgranati i nekristalni heteropolisaharid (hemicelulozu) i
aromaticni biopolimer (lignin).

Kukuruz sadrzi priblizno 30 % celuloze, 24 % hemiceluloza i 24 % lignina mereno
na suvu masu stabljike. Za razliku od hemiceluloza drvenastih vrsta, kod monokotila je
zastupljena velika raznovrsnost veza i nadena su visestruka grananja u hemiceluloznim
polimerima (Puls and Schuseil 1993). Glavna hemiceluloza je gluluronoarabinoksilan.

Oko 15 % suve mase stabljike kukuruza predstavlja lignin. U sastav lignina
kukuruza uklju¢ena su sva tri monolignola i nazivamo ga GSH lignin. U njemu je prisutno
37 % gvajacil (G) jedinica, 60% siringil (S) jedinica i 3 % p-hidroksifenil (H) jedinica, po

¢emu se monokotile razlikuju od drvenastih vrsta. Lignin monokotila je takode
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karakteristican po visokom sadrzaju slobodnih fenolnih grupa (Lapierre 1993). Vise od 60
% lignina u stabljikama kukuruza moze biti uklonjeno baznim tretmanom na sobnoj
temperaturi. Takodje je prisutna koli¢ina od oko 5% ferulicnih monomera i dimera u
travama 1 stabljici kukuruza (Grabber et al. 2004). Feruli¢ne jedinice Se prvenstveno
esterifikuju sa neceluloznim polisaharidima, kao §to je gluluronoarabinoksilan. Ferulati 1
diferulati obezbeduju mesto za rast ligninskog polimera, preko etarskih veza koje
ucvrséuju veze lignina sa polisaharidima celijskog zida i tako stvaraju jake poprecne veze
u zidu (Ralph et al, 1992, Jacquet et al. 1995, Ralph et al. 1995). Ferulati se etarski vezuju
za B poziciju G jedinica lignina (Jacquet et al. 1995). Pored gore navedenog, stvaranje
dimera ferulata je dovoljno za kovalentno sprezanje dva polisaharidna lanca (Hatfield et al.
1999a) §to obezbeduje jos vecu Cvrstinu Celijskog zida kukuruza.

Strukturna ispitivanja ¢elijskih zidova iz stabljike kukuruza mogu da obezbede
informacije koje bi dovele do idejno novih hemijskih, genetskih i bioloskih istrazivanja
koja bi doprinela da se obezbedi efikasnija ekstrakcija Secera iz kukuruza u cilju dobijanja

biogoriva.

1.7 KVANTNE TACKE 1 NJIHOVA PRIMENA U
ISTRAZIVANJIMA

Kvantne tacke (quantum dots-QDs) su poluprovodne nanocestice koje se ve¢ §iroko
primenjuju u biologiji kao fluorescentni obelezivaci. One poseduju nekoliko jedinstvenih
optickih 1 hemijskih karakteristika koje su prikladnije u odnosu na organske fluorescentne
sonde (Jaiswal and. Simon 2004). One imaju karakteristicne luminiscentne i elektronske
osobine, kao Sto su, Siroki i intenzivni apsorpcioni spektar, uska emisija u spektrima i
visoka fotostabilnost (Yu et al. 2006). Osobina koja je od najveée vaznosti za bioloSka
istrazivanja je njihova mala veli¢ina (2-10 nm). Primena nanocestica-QDs, kao nove
tehnike obeleZavanja biosistema je ve¢ uvedena u istrazivanja animalnih celija. QDs
predstavljaju jednu od prvih nanotehnologija koje se integriSu sa bioloskim naukama

(Miiller et al. 2006, Wu et al. 2007, Lin et al. 2009, Corredor et al. 2009, Santos et al.
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2010, Ravindra et al. 2010) 1 o¢ekuje se njihova sve Sira primena u biljnim istrazivanjima
kao i njihova komercijalizacija.

Krajem 1970. godine napravljene su prvi put nanostrukture koje su imale
odgovarajuce elektronske potencijale, tunel efekat i opticke apsorpcione osobine. Za
otkrivanje ovakvih Cestica dodeljena je Nobelova nagrada 1973. godine L. Esaki za otktice
ovakvih poluprovodnika i 1985. godine K. von Klitzing-u i saradnicima za otkrice
Holovog kvantnog efekta. Nakon toga su se brzo razvijale tehnike tako da je razvijena
metoda za dobijanje monoslojnog poluprovodnog kristala a zatim i tehnika kojom je bilo
moguée smanjiti njihove dimenzije do nekoliko nanometara. Kasnije, razvojem
Transmisionog Elektronskog Mikroskopa (TEM), Skeniraju¢e Tunelske Mikroskopije
(STM) i Mikroskopije Atomskom Silom (AFM) dobijene su informacije o ovim
poluprovodnim nanocesticama na atomskom nivou (Sharma et al. 2005, Poole et al. 2004)

Upotreba kvantnih tacaka (QDs) kao obeleZivaca biljnih ¢elija i njihovih ¢elijskih
zidova kod dobijanja informativnih slika postaje sve popularnija zbog njihove male
veliCine, svetloce, nezavisnosti emisije od ekscitacije 1 njthove stabilnosti u razli¢itim
stresnim uslovima (Eggenberger et al. 2010, Miiller et al. 2006).

Prilikom koriS¢enja QDs u bioloskim istrazivanjima, vazno je prouciti na koji nacin
se vezuju i kako QDs menjaju strukturu celije. Pre primene vazno je ispitati i njithovu
toksi¢nost na biljna tkiva. Pored in vitro proucavanja QDs, poZeljno je naéi strukture u
biljnim celijama koje imaju afinitet da interaguju sa kvantnim tackama (Lin et al. 2009;
Chen et al. 2010). PoSto je u biljnim celijama ¢elijski zid prva barijera za sve spoljasnje
agense postoji veliko interesovanje da se QDs koriste za njegovo obelezavanje (Santos et
al. 2010).
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2.CILJ RADA

Cilj ovog rada je da objedini razli¢ite aspekte i1 razli¢ite metode ispitivanja strukture
¢elijskog zida, njegovih fizickih 1 mehanickih osobina, 1 da doprinose kako
fundamentalnim istrazivanjima, tako i industrijskoj eksploataciji biljnog lignoceluloznog
materijala.

U prvom delu ovog rada bice ispitivan uticaj razli€itth monomera lignina 1 njihove
koli¢ine na strukturu i osobine ¢elijskog zida, pracenjem fluorescencije lignin model
jedinjenja.

U drugom delu teze poredice se tri vrse razlicitih Celijskih zidova i to Celijski zid
omorike (Picea omorika (Panci¢) Purkyné) kao primer mekog drveta, javora (Acer
platanoides L.) kao primer tvrdog drveta i Kkukuruza (Zea Mays L.) kao primer
jednogodisnje zeljaste biljke iz familije trava. Cilj nam je da obezbedimo nove podatke o
hemijskim 1 strukturnim karakteristikama celijskih zidova razliCitog porekla, analizom
hemijskog uredenja, pracenjem autofluorescencije lignina i pracenjem kristalicnosti
celuloze.

Zbog velikog interesovanja da se razvije metoda koja ¢e dati meru kompresije
drveta, kako sa stanovista fiziologije biljaka, tako 1 industrijske prerade drveta, u trecem
delu ovog rada praticemo sadrzaj lignina 1 promenu u strukturi drveta koji se javljaju u
toku kompresije. Koris¢enjem fluorescentne mikroskopije i odgovaraju¢eg matematickog
razlaganja cilj nam je da predlozimo metodu za detektovanje jacine kompresije u drvetu.

U cetvrtom delu ovog radu bi¢e prikazana potpunija slika o interakciji kvantnih
tataka (QDs) kao nanocestica sa strukturom celijskog zida i njegovim komponentama.
Ispitiva¢emo koja vrsta interakcija postoji izmedu QDs i ¢elijskog zida, kao i1 to da li se
one homogeno vezuju za njegovu strukturu u celini. Kvantne tacke se sve viSe koriste za
obelezavanje struktura u biljkama, ali ima jo§ nerazjaSnjenih pitanja vezanih za njihove

toksicne efekte na biljku.
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3. MATERIJALI | METODE

Biljni materijal

U ovom radu koris¢ene su Cetri razliCite biljne vrste. Koris¢eni su Celijski zidovi
izolovani iz grana Panci¢eve omorike (Picea omorika (Panci¢) Purkyne, Gymnospermae,
drvenasta Cetinarska vrsta), iz grane javora (Acer platanoides L., Angiospermae,
Dicotyledones, drvenasta listopadna vrsta) i stabla kukuruza (Zea Mays L., Angiospermae,
Monocotyledones, Zzitarica iz familije trava). Za mikroskopska ispitivanja kori§¢ene su
transverzalne sekcije dobijene iz drveta bora (Pinus radiata D.Don, Gymnospermae,

drvenasta Cetinarska vrsta).
Sinteza lignin model jedinjenja

Sintetisana su tri tipa lignin model polimera ozna¢enih sa CF, CP i DHP, iz
koniferil alkohola i feruli¢ne kiseline (CF), koniferil alkohola i p-kumari¢ne kiseline (CP) i
Cistog koniferil alkohola (DHP). Sintetisana su dva tipa CF polimera koji se razlikuju u
koli¢ini koniferil alkohola i feruli¢ne kiseline i to u masenom odnosu 4:1 i 9:1. Koniferil
alkohol i p-kumariéna kiselina su sintetisani u masenom odnosu 9:1. Cist polimer koniferil
alkohola - DHP sintetisan je iz ¢istog koniferil alkohola, po proceduru koju su dali
Freudenberg (1956) i Wayman i Obiaga (1974) i dalje opisali Radoti¢ i saradnici (1994,
1998).

Napravljena je reakciona smesa koja sadrzi 5x10™ M koniferil aklohola, feruli¢ne
kiseline ili p-kumari¢ne kiseline, 5x10° M peroksida (H,0) i 2.5x10® M peroksidaza
dobijena iz rena (HRP) u 50 mM fosfatnom puferu. Rastvor monomera, peroksida i
peroksidaze pripremljen je u fosfatnom puferu pH=7.2. Reakciona smeSa dobijena je
simultanim dodavanjem rastvora peroksida i monomera u rastvor peroksidaze u fosfatnom
puferu. Ukupna zapremina svake reakcione smese bila je 100 ml. Reakciona sme$a meSana

je 48 h neprekidno kako bi se reakcija odigrala do kraja. Suspenzija dobijenog polimera
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centrifugirana je na 1500 x g. Talog je ispran u dejonizovanoj vodi i recentrifugiran dva

puta. Dobijeni materijal susen je na vakuumu 8 h na temperaturi od 20°C.

Izolacija cCelijskog zida

Za sve vrste uzoraka primenjena je ista procedura izolacije ¢elijskih zidova. Biljni
materijal je suSen 72 h na 80 °C i samleven u fini puder. Uzorak od 400 mg dobijenog
materijala homogenizovano je 60 min u 80% metanolu, na sobnoj temperaturi uz stalno
mesSanje. Dobijeni ekstrakt je centrifugiran 5 min na 1500 obrtaja/minuti. Uzorak je
ekstrahovan dva puta sa 80% metanolom i dalje tretiran nizom rastvaraca. Talog je ispiran
dva puta 80% metanolom, zatim po jedan put rastvorima 1M NaCl i 0.5% Triton X-100,
dva puta destilovanom vodom i 100% metanolom i dva puta 100% acetonom (Chen et al.
2000). Svako ispiranje je bilo u ukupnoj zapremini od 20 ml i trajanju od 30 min. Da bi
ekstrakcija celijskog zida bila $to efikasnija prilikom tretmana odredenim rastvara¢em
koriséen je FastPrep-24 Sistem (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). Instrument je
prilagoden sa adapterom za tube od 50 ml, BigPrep (MP Biomedicals, Santa Ana, CA,
USA). Svaki uzorak je tretiran 30 s, brzinom 4.5 m/s u BigClean tubama od 50 ml
napunjenih matricom od inertnih Celicnih kuglica (MP Biomedicals, Santa Ana, CA,
USA).

FastPrep-24 se ve¢ dugo koristi za homogenizaciju biljnih tkiva, 1 to naro€ito u
molekularnoj biologiji za izolaciju nukleinskih kiselina (Haymes et al. 2004). FastPrep-24

instrument i njegove tube obezbeduju brzu i efikasnu destrukciju biljnog ¢elijskog zida.

Priprema biljnog materijala za mikroskopiju

Za ispitivanje uzoraka metodom konfokalne mikroskopije, koris¢ena su tri uzorka
bora. Uzorkovani su: zrelo normalno drvo, blago izrazeno kompresiono i jako izrazeno
kompresiono drvo. Pre mikroskopskih merenja uzorci su fiksirani u formalin aceto-
alkoholu (FAA). Fiksativ FAA ne uti¢e na fluorescentna Svojstva drveta. Uzorci su pre

mikroskopije isprani u dejonizovanoj vodi i dobijene su transverzalne sekcije debljine 60
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um uz pomo¢ mikrotoma. (Ovaj deo eksperimenta uradio je dr Lloyd Donaldson, institut

Scion, Novi Zeland).

Pripremanje uzoraka holoceluloze (dobijanje celuloze bez lignina)

Iz celijskih zidova traheida u normalnom drvetu, pripremljeni su uzorci
holoceluloze. Transfererzalne sekcije normalnog drveta debljine 60 um su delignifikovane
tj. tretirani parasircetnom kiselinom na 90°C priblizno 4h, do potpunog gubitka boje
(Donaldson et al. 1988). Uzorci holoceluloze ispirani su intenzivno u vodi i pripremljeni za
mikroskopiju u glicerolu kao cela vlakna. Snimljeni su FT-IR spektri vlakana kako bi se
potvrdilo odsustvo lignina (Faix 1992). Zajedno sa uzorkom holoceluloze ispitivani su i
uzorci pamucénih vlakana (Sigma Chemicals), nitroceluloze, pektina (Serva) i
galaktomanana (Sigma Chemicals). (Ovaj deo eksperimenta uradio je dr LIoyd Donaldson,

institut Scion, Novi Zeland)

Sinteza CdSe kvantnih taéaka

CdSe kvantne tacke pripremljene su po sledecoj proceduri. Kadmijum oksid (CdO)
I tetradecil fosforna kiselina (TDPA) su upotrebljeni kao Cd prekursori i
trioktilfosfilselenid kao Se prekursor.

CdSe QDs dobijene su pirolizom Cd i Se prekursora u koordinatnom rastvaracu,
trioktinfosfil oksidu (TOPO), na visokoj temperaturi (270-320°C). QDs su sakupljene
metodom selektivnog taloZenja po veli¢ini u metanolu 1 suSene su na vakuumu. U svim
eksperimentima koriS¢ene su CdSe QDs prosecne veli¢ine 3.5 nm, ¢ija je veli¢ina odredena
pomoc¢u Transmisionog Elektronskog Mikroskopa (TEM). Odredivanje prosecne veli¢ine
Cestice i1 raspodela veli¢ina dobijeno je koris¢enjem Scion Image softvera (verzija 4.0.4) iz
sirovih TEM slika. QDs su rastvorene u hloroformu (HPLC c¢istoce, Sigma—Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA). (Ovaj deo eksperimenta odraden na Odseku za hemiju Univerziteta

u Majamiju, i ovako pripremljene CdSe QDs dobijene su od dr.Rogera Leblanac-a)
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Vezivanje QDs za Celijski zid

Izolovan ¢elijski zid dobijen je iz grana Panci¢eve omorike.

Rastvor CdSe QDs (50 mM) i izolovan ¢elijski zid meSani su na tri nacina, koji se
medusobno razlikuju u redosledu dodavanja komponenti (¢elijski zid, CdSe QDs u
hlorformu i voda). U prvom eksperimentu pomesan je rastvor QDs u hloroformu (5ul) sa
suvim izolovanim ¢elijskim zidom (5mg). U drugom i treem eksperimentu suvom
¢elijskom zidu (5 mg) su razliitim redosledom dodavani voda i QDs rastvorene u
hloroformu (5ul). Da bi se dobilo bolje kompleksiranje QDs sa biljnim materijalom
¢elijskih zidova, meSavina je homogenizovana koriS¢enjem FastPrep-24 instrumenta (30 s,

brzinom 4.5m/s), bez upotrebe matrice.

Fluorescentna spektoskopija

Fluorescencija i fosforescencija su procesi emisije fotona koji se deSavaju u toku
relaksacije molekula iz pobudenog elektronskog stanja. Ovi procesi uklju¢uju fotonske
prelaze izmedu elektronskih 1 vibracionih nivoa poliatomskih fluorescentnih molekula
(fluorofora). Jablonski dijagram (slika 3.1) nudi nam detaljan poregled odgovaraju¢ih
prelaza koji se desavaju prilikom relaksacije molekula do osnovnog elektronskog stanja.
Razlike izmedu dva susedna elektronska stanja su reda veli¢ine 10000 em™. Svaki
pojedinacni elektronski nivo podeljen je u viSe podnivoa, koji predstavljaju vibracione
modove molekula i koji se razlikuju u energiji za priblizno 100 cm™. Pri delovanju
ultraljubicaste ili vidljive svetlosti na neke molekule, dolazi do pojave sekundarne emisije
svetlosti vece talasne duzine od pobudne, koja je karakteristi¢na za svaku pojedina¢nu
supstancu. Sama pojava je poznata kao fotoluminiscencija.

Fluorescentna spektroskopija predstavlja kombinaciju apsorpcione i emisione

spektrometrije. FiziCki proces se sastoji u apsorpciji fotona hvl i emisije fotona manje
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energije hvz. Razlika energija se oslobada dodatnim procesima koji se deSavaju u

molekulu. 1zgled fluorescentnog spektra zavisi od prirode i agregatnog stanja supstance.

Kod molekula u rastvorima ili u ¢vrstoj fazi, postoji interakcija izmedu pojedinih
molekula, zahvaljuju¢i malim rastojanjima, kod koji su moguéi slede¢i mehanizmi
deekscitacije: vibraciona relaksacija, interna konverzija, fluorescencija, interkombinacioni
prelazi i fosforescencija.

Vibraciona relaksacija: Molekul koji se nalazi u nekom od vibracionih stanja
pobudenog elektronskog nivoa moze da prede u osnovno vibraciono stanje istog
pobudenog elektronskog nivoa bilo emisijom infracrvene svetlosti, bilo predajom viska

energije u sudaru. Ovaj proces naziva se vibraciona relaksacija i vreme njegovog trajanja je

jako 10-11 -10-13 s. S obzirom na brzinu ovog procesa on predstavlja dominantan nacin
vibracione relaksacije u rastvoru. Ovaj relaksacioni proces odgovoran je za pojavu
Stoksovog pomeraja.

Interna konverzija: Zbog preklapanje ili male energetske razlike izmedu
vibracionih nivoa raznih elektronskih pobudenih stanja, moguce je da dode do prelaska iz
jednog u drugo elektronsko stanje procesom interne konverzije. Verovatnoca interne
konverzije zavisi od energetske razlike dva nivoa i sa smanjenjem energetske razlike medu
nivoima verovatnoc¢a ovog procesa raste.

Fluorescencija: Fluorescencija se kod slobodnih Cestica deSava emisijom fotona,
prilikom dozvoljenog prelaza izmedu dva elektronska stanja. Kod te¢nih 1 ¢vrstih stanja
prelaz se iskljuCivo deSava sa osnovnog vibracionog nivoa prvog pobudenog singletnog
stanja u osnovno elektronsko stanje. Energija emitovanog kvanta se razlikuje od energije
pobudnog zracenja i obi¢no je manja, te je fluorescencija pomerena ka ve¢im talasnim

duZinama.
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Pobudena vibraciona

stamja
A=Apsorpcija fotona
F=Fluorescencija (emisija)
P=Fosforescencija
S8=8ingletno stanje
T=Tripletno stanje
UE=Unutrasnja konverzija
ISP=Intersistemski prelaz

UK

ISP

ENERGIJA —
it |||”w =

So -

Elektronsko osnovno stanje

Slika 3.1. Moguc¢i prelazi u molekulima - Jablonski dijagram

Intersistemski prelazi: Itersistemski ili medusistemski prelazi predstavljaju spinski
zabranjene prelaze izmedu singletnog i tripletnog nivoa. DeSavaju se izmedu energetski
bliskih vibracionih nivoa dva elektronska singlet-triplet nivoa i pri prelazu dolazi do
promene spina (fosforecencija).

Fosforescencija: Fosforescencija predstavlja direktnu radijacionu deekscitaciju
tripletnog nivoa na singletni osnovni nivo. Proces je spinski zabranjen, §to ustvari znaci da

mu je verovatnoc¢a mala, i to odgovara veoma dugom vremenu zivota ovog stanja koje je

reda veli¢ine 10_3— 100 s. Re€ je o metastabilnim nivoima.

Prednosti fluorescentne spektroskopije su u tome §to fluorescencija daje signal koji
je proporcionalan koncentraciji molekula u uzorku samo u odredenom opsegu
koncentracija, te je osetljivost proporcionalna intenzitetu upadne svetlosti. Sirina
spektralne linije u izvoru ne igra bitnu ulogu poSto se posmatra zracenje €iji intenzitet
zavisi jedino od intenziteta svetlosti u oblasti u kojoj atom (molekul) apsorbuje.

OgraniCenja ove tehnike su vezana za nespecificno rasejanje svetlosti unutar

fluorescentog uzorka, ali se ono moze korigovati merenjem rasejanja na razli¢itim talasnim
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duzinama. Apsorpcijom svetlosti pobuduju se samo opti¢ki dozvoljeni prelazi, za koje vaze
odredena selekciona pravila.

Instrument za fluorescentnu spektroskopiju ukljucuje svetlosni izvor (lampa, laser),
kudista sa integrisanim opti¢kim komponentama (monohromatori, filteri) i detektor visoke
osetljivosti.

Fluorescentna spektroskopija se moze Koristiti i za kvalitativnu i za kvantitativnu
analizu.

Kvalitativna fluorescencentna analiza se zasniva na cinjenici da su polozaji
maksimuma fluorescentnih traka karakteristi¢ni za svaki molekul.

Kvantna efikasnost (YF) fluorescencije se definiSe kao odnos broja izracenih fotona

i broja apsorbovanih fotona. Ona zavisi od prirode rastvaraca, koncentracije, temperature i
talasne duzine svetlosti kojom se vrsi pobudivanje. Sa povecanjem temperature snizava se
intenzitet fluorescencije, jer se povecava verovatnoca neradijativnih procesa deekscitacije.

Kvantitativna analiza se moZe vrsiti u oblasti malih koncentracija. Kod razblazenih
rastvora intenzitet fluorescencije raste sa porastom koncentracije do saturacione tacke.
Ukupan intenzitet izotropne fluorescencije se moze dobiti iz Lamber-Berr-ovog zakona, uz
poznavanje kvantne efikasnosti.

IF= Ye(lo-loexp(-uCx))  3.1.

Ako je ukupan intenzitet apsorbovane svetlosti manji od 5% jednaina se moze
napisati u prostijem obliku:

Ir=2.303 YglouCy 3.2.

gde su Yg - kvantna efikasnost, I, - intenzitet upadne svetlosti, p- apsorpcioni
koeficijent fluorofore na datoj talasnoj duzini i Cx — koncentracija supstance.

Ova jednacina predstavlja osnov za primenu fluorescentne opticke spektroskopije
za odredivanje koncentracija pojedinih elemenata.

U oblasti velikih koncentracija, dolazi do gaSenja fluorescencije usled povecanja
broja sudarnih deekscitacija tako da viSe ne postoji linearnost izmedu koncentracije 1

intenziteta fluorescencije.
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Glavne greske ove metode nastaju usled Rejlijevog 1 Ramanovog rasejanja,

odnosno fluorescencije rastvaraca.

Slika 3.2. Fluorog-3 spektrofluorimetra ( Jobin Yvon Horiba, Paris, France)

Eksperimentalni deo

Fluorescentni spektri dobijeni su uz pomo¢ Fluorog-3 spektrofluorimetra (Jobin
Yvon Horiba, Paris, France) koji ima kao izvor ksenonsku lampu snage 450W i
fotomultiplikatorske tube. Lignin model jedinjenja merena su u suvom stanju, bez
dodavanja rastvaraca, u direktnoj (front-face) konfiguraciji. Otvori za ekscitacione i
emisione snopove podeSeni su na 4 nm i 2 nm. Spektri su korigovani na tamnu struju. Pri
svakom merenju usrednjeno je deset uzastopnih prolaza. Sva merenja su obavljena na

temperaturi 25 °C, kontrolisanoj pomoc¢u Peltijeovog elementa.

Procedura merenja emisionih spektara i matematicka obrada podataka

Da bi se odredio broj komponenti u integralnom emisionom spektru, koji odgovara
broju razli¢itih fluorofora u strukturi, primenjena je specifi¢na procedura prikupljanja
podataka. Svaki uzorak je pobuden razli¢itim talasnim duZinama pocevsi od 360 nm sa
korakom od 5 nm. Sakupljeno je 20 razli¢itih spektara za svaki polimer sa ekscitacionim
talasnim duZinama u opsegu od 360 nm do 445 nm. Za svaki uzorak nadjen je optimalan
broj Log-normal komponenti (Radoti¢ et al. 2006, Kalauzi et al. 2007, Siano and Metzler
1969, Djikanovi¢ et al. 2007) i izabran je optimalan broj komponenti za datu emisionu
spektralnu analizu. Nelinearno fitovanje svih fluorescentnih spektara dobijenih za jedan

uzorak, uradeno je uz pomo¢ Nelder-Mead samplex algoritma koji je sastavni deo Matlab
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6.5 i koji je dodatno razvijen od strane Kalauzi A.. Za svaki uzorak, pozicije maksimuma
komponente, dobijenih za seriju spektara, tretirane su kao slu¢ajne promenljive. Da bi se
izraCunala priblizna raspodela gustine verovatnofe za pozicije svih komponenata,
konstruisali smo odgovarajuci histogram pozicija maksimuma komponenti. Posto profil
histograma tj. pozicije i relativne amplitude histograma zavise od broja intervala na apscisi,
iz tog razloga smo izraCunavali pribliznu verovatnoc¢u gustine raspodele (APD),
usrednjavanjem histogramskih veli¢ina za set histograma sa promenljivim apscisnim
intervalom. Broj intervala variran je od h,=2,......hmax gde hnmax definise najfinije rezultat
analize (Radoti¢ et al. 2006, Kalauzi et al. 2007).

Za svaki uzorak primenjena je ista procedura kako bi se dobio optimalni broj

komponenti za matematicku obradu datih spektralnih podataka.

Fluorescentna mikroskopija

Fluorescentne slike celijskog zida dobijene su pomocu Axio Observer Z1
mikroskopa (Carl Zeiss, Jena, Germany). KoriS¢en je 365/445 nm ekscitaciono/emisioni
filter (49 DAPI- (4,9-diamidino-2-fenilindol)). Ova ekscitacija je karakteristicna za
autofluorescenciju celijskog zida koja poti¢e od lignina kao glavne fluorescirajuce
komponente (Albinsson 1999). Uzorci cCelijskog zida (Smg) su postavljeni na staklene
mikroskopske plo€ice. Snimane su dve vrste uzoraka: suv celijski zid 1 ¢elijski zid sa
dodatim rastvorom QDs rastvorenih u hloroformu (5ul). Osvetljenost dobijenih slika je

izracunata uz pomo¢ odgovarajuéeg softvera.

Konfokalna mikrfoskopija

U eksperimentima kori§¢en je Leica SP2 konfokalni mikroskop sa dve ekscitacione
talasne duzine, i to u UV oblasti (350-365 nm) i u oblasti plave ekscitacije na 488 nm.
Dobijene su slike 512x512 piksela sa 10 usrednjavanja, i koriS¢en je objektiv sa uve¢anjem
63x1.2. Spektralne slike su analizirane pomocu softvera Digital Optics V++. (Ovaj deo

eksperimenta uradio je dr LIoyd Donaldson, institut Scion, Novi Zeland)
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Dobijanje spektralnih slika i podataka na konfokalnom mikroskopu

Dobijeni su spektri normalnog, blago izrazenog i jako izrazenog kompresionog
drveta, a takode i spektri holoceluloze iz pripremljenih uzoraka normalnog drveta.
Spektralni interval Sirine 20 nm daje zadovoljavajuéi signal, sa dovoljno informacija, u
toku datog vremena sakupljanja podataka. Ukupno vreme trajanja snimanja pojedina¢nog
spektra je oko 35 minuta. Kod konfokalne mikroskopije, sekvence talasnih duzina za svaki
uzorak dobijene su usrednjavanjem intenziteta osvetljenosti u punom dinamic¢kom opsegu
(opseg nivoa sivog od 0-255) kako bi se dobio optimalan odnos signal/Sum. Da bi se
izbegao efekat niske osetljivosti na osvetljenost (sjajnost), kako bi se mogle porediti
spektralne razlike izmedu uzoraka, podaci su normalizovani tako §to su prevedeni u
procente u odnosu na maksimalnu vrednost.

Efekat pozadine je odzet u svakom snimljenom spektru. Spektralne sekvence su
nakon toga analizirane na dva nac¢ina. Ukupan spektar je dobijen izraCunavanjem srednjeg
osvetljenja za svaki pojedinacni piksel (nivo sivog iznad 10), za svaku sliku u nizu (Moéll
and Donaldson 2001). Na ovaj na¢in meren je svaki pojedina¢ni piksel na spektralnoj slici.
Veli¢ina povrSine za delove Celijskog zida bila je minimum 7 piksela kako bi se dobili
reprezentativni i potpuni podaci.

Kako bi se obezbedilo merenje relativne osvetljenosti razli¢itih uzoraka, snimljen je
set kalibracionih slika u opsegu talasnih dzina od 480-500 nm (Zwier et al. 2004). Ovo je
uradeno tako Sto je uzet najsvetliji uzorak- jako izrazeno kompresiono drvo i pri tom
podesen detektor na pun dinamicki opseg. Dobijene su slike normalnog drveta i1
holoceluloze u istom opsegu talasnih duzina i u istim instrumentalnim uslovima tako da
osvetljenost uzorka pokazuje razlike u fluorescentnom intenzitetu u poredenju sa
kompresionim drvetom. Intenzitet spektara je tada korigovan koris¢enjem referentne slike
relativne osvetljenosti (Zwier et al. 2004). Osvetljenost je tada merena kao usrednjena
osvetljenost piksela za sve piksele Ciji je nivo sivog ve¢i od 10 (greja). (Ovaj deo

eksperimenta uradio je dr LIoyd Donaldson, Novi Zeland).
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Razlaganje spektralnih podataka dobijenih konfokalnom mikroskopijom

Kako bi obezbedili statisticki odgovaraju¢e podatke za matemati¢ko modeliranje,
snimano je 10 razli¢itih traheida duz vidnog polja i to na 5 razli¢itih mesta za sva tri
regiona u ¢elijskom zidu sa deset ponavljanja (srednja lamela SL i S2 sloj za normalno
drvo i S2L sloj za kompresiono drvo). Ovi spektri su razlagani na razli¢it broj Log-normal
komponenti i to od dve do sedam pri ¢emu je izabran optimalan broj komponenti koji ¢e
dati reprezentativan model (Siano and Metzler 1969, Radoti¢ et al. 2006, Djikanovi¢ et al.
2007a,b, Kalauzi et al. 2007).

Nelinearno fitovanje svih fluorescentnih spektara izvrseno je pomocu Nelder-Mead
algoritma u Matlabu 6.5. Za svaki region u ¢eliji (ML, S2 i S2L), pozicija maksimuma
komponenti, dobijenih za seriju spektara merenih na 10 traheida, tretirani su kao slucajne
promenljive. Primenjena je ista procedura za dobijanje optimalnog broja komponenti kao i

kod stacionarne fluorescentne spektroskopije.
Rentgenostrukturna analiza

Rendgenska strukturna analiza (RSA) je tehnika za ispitivanje kristalnih supstanci,
koja koristi difrakcionu sliku (difraktogram) dobijenu rasejavanjem X-zraka (10°-10™ m)
na ispitivanom uzorku. Osnovni cilj RSA je odredivanje kristalne i molekulske strukture
(duzine veza izmedu atoma, uglova medu vezama, apsolutne konformacije, tipova resetke)
ispitivanog uzorka.

Osnovni uslov koji treba ispuniti da bi doslo do difrakcije elektromagnetnog
zraCenja jeste da talasna duZina zracenja i dimenzije reSetke budu bliske. To je zadovoljeno
jer je talasna duzina X-zracenja, §to je istog reda veliine kao i razmak susednih ravni u
kristalnim regionima ¢elijskog zida (1-10 2\).

Kada rendgenski zraci padnu na kristal, atomi ili joni poc¢inju da deluju kao novi,
sekundarni izvori zracenja (Hajgensov princip), tj. dolazi do rasipanja rendgenskih zraka
na elektronskim oblacima atoma. Izmedu rasutih zraka dolazi do interakcije pri ¢emu se

deo talasa pojacava, a deo slabi ili poniStava i ta pojava poznata je kao difrakcija.
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Detekior X zraka

Izvor X
zraka

Slika 3.3. Princip metode rengenostrukturne analize

Izra¢unavanje kristali¢nosti uzorka
Postoje tri razli¢ita metoda odredivanja kristalicnost na osnovu difrakcije X

zraCenja: metoda visine pika, metod razlaganja spektara i metoda oduzimanja amorfnog
dela celuloze (Nara i Komiya 1983, Nisizawa 1973; Park et al. 2010).

10 15 20 25 30 35 40
2 Teta
(b)
.
10 15 20 25 30 35 40
2 Teta
(<)
10 15 20 25 30 35 40

Slika 3.4. Prikazana su tri moguca nacina za odredivanje kristali¢nosti celuloze a)Metod
visine pika b)Metod razlaganja spektara c)Metoda oduzimanja amorfnog regiona.(Park et
al. 2010)
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U ovom radu stepen kristali¢nosti uzoraka odreden je pomocu metode koju su dali

Nara i Komiya (1983), zasnovan na metodi oduzimanju amorfnog dela.
Dobijeni originalni spektar (slika 3.5.a) prvo je korigovan na baznu liniju (slika

3.5.b). Oduzet je amorfni deo ispod spektralne krive. Oduzimanje je ponovljeno sedam

puta i uzeta je srednja vrednost kako bi se dobili Sto precizniji rezultati (slika 3.5.c).

Oduzimanjem amorfnog dela na difraktogramu ostaje samo kristalni deo uzorka (slika
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Slika 3.5. Odredivanje kristalicnosti: a) original difraktogram, b) difraktogran korigovan

na baznu liniju, ¢) odreden amorfni deo difraktograma, d) oduzet amorfni deo pri cemu se

u difraktogramu vidi samo kristalni deo

Integraljenjem krive d) i krive b) i njihovim deljenjem dobijamo veli¢inu

kristali¢nosti celog uzorka.
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Eksperimentalni deo

Strukturna analiza uzoraka vrSena je metodom difraktometrije praha na uredaju
Siemens D500, koris¢enjem CuK, zra¢enja u kombinaciji sa Ni-filterom za uklanjanje
CuKg.

Kvalitativna analiza difraktograma, odnosno identifikacija faza, vr§ena je uz pomo¢
prateceg softvera (EVA Diffrac™, Brukker) i baza podataka difraktograma (JCPDS-ICDD
PDF database).

FT-IR spektroskopija

FT-IR spektroskopija je brz, neinvanzivni spektroskopski metod koji moze
kvalitativno 1 kvantivno da otkrije veliki broj funkcionalnih grupa kao Sto su karboksilni
estri, fenolni estri, proteinski amidi i karboksilne kiseline, 1 moze da obezbedi kompleksni
,»otisak prsta® ugljenohidratnih i fenilpropanoidnih konstituenata ¢elijskog zida i donekle
da predvidi njihovu organizaciju (McCann et al. 1992, 1997, Sene et al. 1994)

Infracrvena spektroskopija se zasniva na cinjenici da molekuli apsorbuju na
specificnim frekvencijama, koje su karakteristika njegove strukture. Oni apsorbuju na
rezonantnim frekvencijama tj kada je frekvencija apsorbovanog zraenja jednaka
frekvenciji veze ili grupe koja vibrira. Energije su odredene oblikom molekulske
potencijalne energije, masom atoma i vibracionim sprezanjem.

U Born-Openhajmerovoj aproksimaciji tj kada se molekulski Hamiltonijan koji
odgovara elektronskom osnovnom stanju moze aproksimirati harmonijskim oscilatorom u
blizini ravnotezne molekulske geometrije, tada su rezonantne frekvencije odredene
normalnim modovima koji odgovaraju molekulskom elektronskom stanju povrSine
potencijalne energije. Rezonantne frekvencije zavise od jafine veze i atomskih masa 1 na

taj nacin se vibracione frekvencije mogu pridruziti odredenim tipovima veza.
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Molekul moze da vibrira na mnogo nacina i svaki od njih se naziva vibracioni mod.
Za molekule sa N atoma, linearni molekuli imaju 3N-5 stepeni slobode, dok nelinearni
imaju 3N-6 vibracionih stepeni slobode tj vibracioninh modova. Kompleksni molekuli
imaju veliki broj vibracionih modova povezanih sa specificnim vrstama veza i
funkcionalnim grupama, koje ukljucuju simetri¢no i1 antisimetricno istezanje, savijanje,
ljuljanje, previjanje i uvijanje.

Kako bi vibracioni mod molekula bio “IR aktivan®, on mora biti povezan sa
promenom dipola. Permanentni dipol nije neophodan, ve¢ samo promena dipolnog
momenta. Infracrveno zracenje ¢e se apsorbovati kada oscilujuéi dipolni momenat koji
odgovara odredenoj molekulskoj vibraciji interaguje sa elektriénim vektorom ovog
zracenja. Veza mora biti asimetri¢na (Williams and Fleming 1980).

Interferogram i odgovaraju¢i spektar su medusobno matematicki povezani preko
Furijeove transformacije. Pomocu FT dobijamo spektar koji direktno prikazuje intenzitet

apsorpcije u funkciji talasnog broja.

FT-IR intenzitet i izraCunavanje koncentracija komponenti

Intenzitet FT-IR traka za izotropne uzorke moze biti opisana sledeCom jednac¢inom
I= Kv'sloexp (-Ei/kT)CaV 3.4
Gde je K konstanta, v je apsolutna frekvencija FT-IR trake, o je povrSina preseka, Ip
intenzitet upadnog snopa, exp (-Ei/kT) je Bolcmanov faktor za traku i, C, je analiticka
koncentracija, V je zapremina ozracenog uzorka. Bez obzira Sto intenzitet dat u gornjoj
jednacini zavisi od mnogo faktora, za dati eksperiment, ako se uzorci nalaze u fiksnoj
geometriji i pri konstantnom pobudnom |, intenzitetu, gornja jednacina se redukuje na:
I=K'VC,. 35
U jednacini 3.5., K’ je nova konstanta za svaku traku ili interval talasnih brojeva. Ako je
konstantna zapremina uzorka onda se gornja jednacina moze dodatno uprostiti:
I=K"C, .36
pokazujuci da je intenzitet trake u direktnoj proporcionalnosti sa koncentracijom, pri cemu

se ovaj rezultat moze smatrati prihvatljiv za kvantitativnu analizu. Ovi svi uslovi su
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ispunjeni u naSem merenjima pomo¢u ATR tehnike tako da intenziteti ligninske i
celulozne trake mogu biti pokazatelji njihove koncentracije (Agarwal 2006).

Kvalitativna analiza vr$i se pomocu identifikacijom polozaja (talasnih brojeva)
apsorpcionih traka.

U ovom radu prikazana je kvalitatina i kvantitativno proucavanje FT-IR spektara.

Eksperimentalni deo
FT-IR spektri suvog ¢éelijskog zida snimljeni su pomoc¢u Nicolet 6700 spektrometra

tehnikom smanjenja totalne refleksije (ATR).

Gel propustljiva hromatografija

Gel propustljiva hromatografija (GPC) predstavlja hromatografsku metodu koja
odvaja analite na osnovu njihove veli¢ine. Cesto se koristi za analizu polimera. Za razliku
od drugih hromatografskih tehnika koje su zasnovane na fizickim ili hemijskim
interakcijama, ova metoda odvaja komponente u smeSi na osnovu veliine Cestica
koriS¢enjem materijala koji u sebi sadrze pore razli¢itih dimenzija upakovane u kolone
(stacionarnu fazu).

Postoji ograni¢en opseg molekulskih masa koje se mogu odvojiti pojedinaénom
kolonom 1 zato veli¢ina pora za odvajanje treba da bude izabrana u skladu sa opsegom
molekulskih masa koje Zelimo da razdvojimo. Ponekad je neophodno koristiti nekoliko
GPC kolona koje su uskladene jedna sa drugom kako bi se dobilo potpuno razdvajanje

ispitivanog uzorka.

Instrumentalni deo
GPC hromatografija se ne razlikuje od drugih te¢nih hromatografija. Uzorak se
rastvara u odgovaraju¢em rastvaracu, obi¢no organskom i nakon filtriranja rastvor se

ubrizgava u kolonu.
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Razdvajanje viSekomponentne smese se odigrava u koloni. Uz pomo¢ pumpe se
omoguéava kontinualno dodavanje svezeg eluenta. Cesto se koristi viestruki detektor
kako bi dobili $to kvalitetnije informacije o uzorku.

Rezultujuéi difraktogram predstavlja raspodelu mase polimera u funkciji retencione
zapremine.

Osnovni pojmovi u gasnoj hromatografiji su:

1) Gel koji se koristi kao stacionarna faza za GPC. Veli¢ina pora u gelu mora biti
pazljivo kontrolisana kako bi se omogucilo dobro odvajanje komponenti. Pozeljno je da su
u gelu odsutne jonizujuce grupe.

2) Eluent je mobilna faza i treba da bude dobar rastvara¢ za polimer, 1 da omoguci
dobro kvasenje gela i da obezbedi dobar signal detektoru. Najces¢e koris¢eni eluenti su
tertrahidrofuran (THF), O-dihlorbenzen i trihlorbenzen na 130-150°C za kristalne
polialkine, i m-krezol i O-hlorfenol na 90°C za kristalne kondenzovane polimere kao $to su
poliamidi i poliestri.

3) Pumpe: Postoje dva tipa pumpi koje se koriste kod GPC tehnike: klipne i
peristalticke.

4) Detektori: Koncentracija polimera moze kontinualno da se prati uz pomoc¢
detektora. Detektore mozemo podeliti u dve klase: koncentraciono osetljivi detektori i
detektori osetljivi na molekulske mase. Za ta¢no odredivanje sastava polimera najbolje je

koristiti oba detektora u nizu.

Eksperimentalni deo

Molekulske mase polimera i njihova raspodela odredeni su GPC-gel propustljivom
hromatografijom koriS¢enjem Agilent 1100 Series sistema sa refraktivnim indeksom i
diodnim detektorom. Koris¢ena je kolona ZORBAX PSM 300, 250 x 6,2mm, Sum sa
opsegom molekulskih masa od 3x10% do 3x10° gmol™. Radna temperatura bila je 25 °C.
Kao eluent koriiéen je tetrahidrofuran (brzina eluiranja 1cm®min™). Prosene molekulske
mase Mw 1 Mn 1 polidisperzni indeks Q odredeni su uz pomoc¢ softvera Agilent
ChemStation. Za dobijanje kalibracione krive koriS¢en je polistiren standard. (Ova merenja

su radena na Odseku za inZenjering materijala, Tehnoloski fakultet Univ. u Novom Sadu).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
4.1.STRUKTURNE RAZLIKE IZMEPU RAZLICITIH
LIGNIN MODEL POLIMERA

REZULTATI

Raspodela molekulskih masa sintetisanih polimera pokazana je na slici 4.1.1.
Razlike u raspodeli molekulskih masa posmatrane su kao posledica razli¢itih odnosa

monomera u razli¢itim polimerima.

Slika 4.1.1. Raspodela molekulske mase polimera sintetisanih razli¢itom kombinacijom
polaznih monomera: CF 4:1 (koniferil alkohol i feruli¢na kiselina u masenom odnosu 4:1),
CF 9:1 (koniferil alkohol i feruli¢nakiselina u masenom odnosu 9:1), CP 9:1 (koniferil

alkohol i p-kumari¢na kiselina u masenom odnosu 9:1) i DHP (¢ist koniferil alkohol)

CF polimer sa masenim odnosom komponenti 9:1 pokazuje pomeraj pika raspodele
molekulskih masa u odnosu na ¢ist polimer DHP. Veli¢ine prosecnih molekulskih masa
Mw 1 Mn i polidisperznost Q za sva Cetri lignin model polimera, baziranih na koniferil

alkoholu, feruli¢noj kiselini i p-kumaril alkoholu prikazana su u tabeli 4.1.1. Uzorci
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pokazuju znatne razlike u molekulskoj masi M, od 1459 do 2432 gmol™ i M,, u opsegu od
1893 gmol™ do 2516 gmol™. Ovi rezultati pokazuju da, koliina i vrsta monomera u
reakcionoj smeSi ima direktan uticaj na molekulsku masu dobijenih lignin model
jedinjenja. Pored toga, rezultati pokazuju da postoje razlike i u polidisperznosti i kre¢u se u
opsegu 1.034 do 1.297. Polidisperznost je najvisa u polimeru CF 9:1 1 CP 9:1 u kojima se 1
vidi da postoje najmanje dve razli¢ite frakcije. Ovo odgovara rezultatima GPC
hromatografije ovih uzoraka gde kod CF 9:1 polimera se pojavljuju dva pika sa razli¢itim
retencionim vremenima i to od 5.70 i 5.87 minuta. Zamenom feruli¢ne kiseline sa p-
kumari¢nom, pomera se hromatografska kriva za dobijeni polimer ka nizim molekulskim
masama i pokazuje Siru raspodelu molekulskih masa. Suprotno CF 9:1 polimeru, malo
veca prosecna molekulska masa i niza polidisperznost javlja se kod polimera CF 4:1, u
kome je prisutna veca koli¢ina feruli¢ne kiseline.

Na osnovu GPC rezultata , polimeri mogu biti podeljeni u dve grupe, na osnovu
broja frakcija i sli¢nosti u molekulskoj masi. Prva grupa ukljuc¢uje DHP, CF 9:1 i CP 9:1
dok se u drugoj grupi nalazi CF 4:1.

Tabela 4.1.1: Molekulske mase (Mw i Mn) i polidisperznost (Q) date za proucavane

polimere zasnovane na razli¢itim odnosima CF 4:1 i CF 9:1 — polimeri sintetisani od

koniferil alkohola i feruli¢ne kiseline u masenim odnosima 4:1 1 9:1, DHP — polimer
sintetisan od ¢istog koniferil alkohola 1 CP 9:1 polimer od koniferil alkohola i p-kumari¢ne

kiseline u masenom odnosu 9:1

CF4:1 CF9:1 CP9:1 DHP
Mn 2.432 1.563 1.459 1.685
Mw 2.516 1.935 1.893 1.981
Q 1.034 1.237 1.297 1175
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Slika 4.1.2. Preklopljeni emisioni spektri polimera 4:1 CF (ljubicast), 9:1 CF (zelen), 9:1
CP (plav) i DHP (crn) (a) i preklopljeni APD komponente DHP i 9:1CF polimera (b), i
DHP i 9:1 CP (c) i DHP i 4:1 CF (d) APD komponente DHP su prikazane punom linijom
na svim slikama
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Sika 4.1.2.a pokazuje preklopljene emisione spektre polimera dobijenih sintezom
polimera razli¢itih masenih odnosa monomera. Svi spektri razli¢itih uzoraka pobudeni su
na 360 nm (slika 4.1.2.a). Polimer CF 9:1 pokazuje visokoenergetski (plavi) pomeraj
emisionog maksimuma, dok prisustvo p-kumari¢ne kiseline u masenom odnosu 9:1 (CP
9:1) pokazuje niskoenergetski (crveni) pomeraj. Emisioni spektri CF 4:1 pokazuje
kvalitativnu razliku u odnosu na CF 9:1 polimer.

Slika 4.1.2.b)-d) pokazuje razlaganje integralnih spektara (prikazanih na slici
4.1.2.a) sa pribliznom raspodelom gustine verovatno¢e (APD) pozicije komponenti. U
matematickom razlaganju koris¢ene su Cetiri Log-normal komponente. Svaki pik odgovara
pojedinacnoj fluorofori. Sve pozicije APD komponenti CF 9:1 u poredenju sa DHP su
pomerene ka visokoenergetskom delu (slika 4.1.2.d). Polimer CP 9:1, pored APD pikova u
zelenom regionu, koji su dominanti i uglavnom na istoj poziciji kao i DHP, ima dve
dodatne komponente na 520 nm i 545 nm (slika 4.1.2.c). Spektar plomera CF 4:1 i njegove
komponente znacajno se razlikuju od spektra DHP polimera (slika 4.1.2.d). Sem dva pika u
plavom regionu koja se kompletno poklapaju sa DHP polimernim pikovima, glavne
spektralne osobine su pomerene u Zuti i narandzasti deo spektra, sa komponentama na 518

nm i 560 nm (slika 4.1.2.a, ,d).
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Slika 4.1.3. Preklopljeni FT-IR spektri polimera a) oblast od 1200-700 cm™ i b) oblast
2000-1200 cm™ (DHP-crna linija, CF 9:1— crvena linija, CF 4:1 - zelena linija, CP 9:1
plava linija)



Odgovaraju¢e FT-IR trake, njihove pozicije i relativni intenziteti dati su u tabeli
4.1.2. Relativni intenzitet traka ratunat je u odnosu na intenzitet trake na 1599 cm™ -1601
cm™ kao jedini¢ne za FT-IR spekre lignin model jedinjenja. Ova karakteristi¢na ligninska
traka izabrana je za procenu odnosa intenziteta pojedinih traka u razli¢itim polimerima. U
FT-IR spektrima nema znacajne promene u traci na 854 cm™, u odnosu na traku 1599 cm™
-1601 cm™ u CP i oba CF polimera (4:1 i 9:1). Intenzitet trake na 966 cm™ se ne menja
osetno kod CP 9:1 i CF 9:1 polimera ali raste znacajno u CF 4:1 polimeru . Traka na 1028
cm™ se ne menja u CP polimeru u odnosu na st polimer koniferil alkohola - DHP, ali je
ipak visi kod CF 9:1 polimera i niZzi u CF 4:1 polimeru. U FT-IR spektrima postoji
znaGajan porast trake na 1263 cm™ -1270 cm™ u CF 4:1 polimeru u odnosu na DHP. Traka
na 1325 cm™ -1330 cm™ u CF 9:1 polimeru opada u poredenju sa DHP. Traka na 1419 cm’
11421 cm™ raste u CF 4:1 polimeru i opada u CP 9:1 polimeru, dok se ne menja zna¢ajno
u CF 9:1 polimeru u odnosu na DHP. Traka 1506 cm™ -1510 cm™ zna&ajno raste u CP 9:1
polimeru, dok se neznatno menja u oba CF polimera. Nema promene u intenzitetu trake na
1651-1660 cm™ u CP polimeru u odnosu na DHP polimer.

U preklopljenim FT-IR spektrima,u oblasti od 1200 cm™ -700cm™ i 2000 cm™ -
1200cm™ vide se male razlike u hemijskom sastavu i organizaciji (kompoziciji) ova etiri
polimera. Zbog izuzetnog preklapanja FT-IR traka racunat je relativni intenzitet
pojedina&nih traka u odnosu na glavnu ligninsku traku na1599 cm™ -1601 cm™ kako bi se

mogle uporediti razlike koje su nastele zbog razli¢ite koli¢ine i vrste polaznih monomera.

61



Tabela 4.1.2. Pozicija FT-IR komponenti, njihovo oznacavanje i intenzitet proracunat u

odnosu na traku 1599 cm™-1601 cm™ ( pozicija )

Talasni
broj 1263-
cm™ 854 966 1028 1086 1270 | 1325-1330
C-Hvan
ravniu C-O defu
poziciji 2,5 | HC=CH- van | arom. C-H u | sekundarnim | G prsten
Oznaka i6G ravni, ravni G>S,i | alkoholimai | plus,C-O G prsten,
trake jedinica | deformaciona | C-O deform | alif etrima istezu¢e | deformacione
2.12 0.76
DHP 0.21 1.55 2.77 0.72 1265" 13317
2.32 0.79
CP 9:1| 023 1.51 2.93 0.82 1265" 1330"
3.24 0.66
CF 9:1| 0.22 2.63 1.38 0.91 1263" 1333"
2.44 0.52
CF 4:1| 0.27 1.27 3.1 0.71 1265" 13317
Talasni
broj
cm™ 1369-1375 1419-1421 1506-1510 1599-1601 1651-1660
C=Cu
arom. skeletne vib. | aromati¢ne | aromat skeletne bo¢nom
Oznaka | alifati¢éne C-H i C-H deformacija skeletne plus C=0 lancu,C=0
trake isteZuée u CH3 u ravni vib istezuée istezuée
0.44 0.73 141 1.00 0.48
DHP 1371* 1421* 1506" 1599 * 1657"
0.63 0.83 2.86 1.00 0.41
CP 9:1 1371* 1419" 1508" 1600 * 1660”
0.75 0.94 1.85 1.00
CF 9:1 1375" 1419" 1508" 1599 * /
0.38 0.57 1.85 1.00
CF 4:1 1369 * 1421* 1508" 1599 * /
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DISKUSIJA

Uveliko je prihvaceno da DHP polimer, tj. polimer dobijen enzimskom
polimerizacijom cistog koniferil alkohola, predstavlja odgovaraju¢e model jedinjenje za
ispitivanje lignina (Lewis and Yamamoto 1990, Lewis et al. 1988). Poznato je da su u
biljkama, pored koniferil alkohola u molekulu lignina prisutni p-kumaril i sinapil alkohol
kao prekursori u njegovoj sintezi, ali u mnogo manjoj koli¢ini (Lewis and Yamamoto
1990, Whetten and Sederoff 1995). Pripremljeni su polimeri sa p-kumari¢nom i ferulicnom
kiselinom u manjem i ve¢em masenom odnosu, za koje se moze pretpostaviti da se javljaju
u prirodi (Glasser et al. 1981).

Fluorescentni spektri lignin model jedinjenja se razlikuju znatno (slika 4.1.2.a).
Razlike su posmatrane u odnosu na polimer koji je sintetisan iz Cistog koniferil alkohola
DHP, kao referentnog i ostalih mesanih polimera CF 4:1, CF 9:1 i CP 9:1. Fluorescentni
spektar polimera CP 9:1 je pomeren u niskoenergetski deo (crveni) spektralni deo u odnosu
na DHP (slika 4.1.2.a). Ovo dovodi do crvenog pomeraja i kod APD komponenti, sa
nastajanjem dve nove komponente na 520 nm i 545 nm (slika 4.1.2.c). Ova dva polimera
imaju slicne molekulske mase i raspodelu molekulskih masa (slika 4.1.1.; tabela 4.1.1).

Pretpostavljamo da je neznatno manja molekulska masa CP polimera u odnosu na
DHP polimer posledica manjeg broja metoksi grupa u p-kumaril alkoholu. Ovo nam
ukazuje da molekulska struktura DHP polimera nije znatno promenjena prisustvom p-
kumari¢ne kiseline. Vidimo da, analizom fluorescentnih spektara, manjak metoksi grupa u
p-kumari¢nim jedinicama, uklanja sterne faktore i omogucava bolje pakovanje unutar
polimera, Sto obezbeduje visi stepen konjugacije 1 formiranje molekulske strukture sa Sirim
domenima konjugovanih veza. Crveni pomeraj APD komponenti u zelenom delu spektra
polimera CP 9:1 u poredenju sa DHP, ukazuje na veée prisustvo naizmeni¢nih dugih
lanaca C=C veza u ligninskoj strukturi, $to je skoro objavljeno u radovima Donaldsa i
saradnika (Donaldson et al. 2010). Njihova proucavanja su pokazala da niskoenergetski

deo spektra fluorescencije lignina unutar celijskog zida, moze biti uspesno objasnjen
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prisustvom konjugovanih polimernih struktura (domena) koje sadrze gvajacil ili p-
hidroksilne jedinice ili njihove derivate. Ove strukture obezbeduju postojanje lanaca
naizmeni¢nih C-C i C=C veza. Energetski nivoi konjugovanih molekula mogu biti
izracunati pomoc¢u semikvantitativne metode Slobodno-elektronskih Molekulskih Orbitala
(FEMO) (Levine 1988). Prema ovoj metodi, pozicije talasnih duzina absorpcionih i1
emisionih traka konjugovanih struktura su direktno proporcionalni kvadratu njihove
duzine, a obrnuto proporcionalni broju n-elektrona u njihovoj strukturi. U biljkama koje su
izlozene mehanickom stresu dolazi do povecanja koli¢ine p-kumari¢nih jedinica $to moze
da poveca mehanicku krutost u biljkama, preko paralelnog pakovanja dugackih lanaca
naizmeni¢nih C-C i C=C veza (Donaldson et al. 2010). Pokazano je da lignin izolovan iz
kukuruza sadrzi veliku koli¢inu esterifikovanih p-kumari¢nih kiselina (Ralph et al. 1994),
Sto ima za posledicu povecanje krutosti samog zida. Pri proucavanju napada gljiva
Puccinia graminis f.sp. tritici, na stabljiku pSenice (Triticum aestivum) uz pomo¢
fluorescentne spektroskopije i spektralne analize, kombinovano sa biohemijskim
metodama, pokazano je da se javlja porast siringil jedinica, kao posledica odgovora biljke
na stres (Menden et al. 2007).

Fluorescentni spektri polimera koniferil alkohola i feruli¢ne kiseline su pokazali da
zavise od masenog udela ovih supstanci. Spektri CF 9:1 polimera pokazuju znacajan plavi
pomeraj u odnosu na ¢ist DHP polimer (slika 4.1.2.a), i o¢ekivano je da su njihove APD
komponente pomerene u visokoenergetski spektralni deo u odnosu na DHP polimer (slika
4.1.2.b). Molekulske mase ova dva polimera su slicne (tabela 4.1.1.), ali ipak
polidisperznost CF 9:1 polimera je mnogo visa i pokazuje dva bliska pika na dijagramu
raspodele molekulskih masa (slika 4.1.1.), pokazuju¢i da sadrzi dve frakcije sli¢nih
molekulskih masa. Sve gore spomenuto pokazuje da CF 9:1 polimer ima u sebi krace
domene konjugovanih veza. Ovo moze biti objasnjeno prisustvom dve metoksi grupe na
prstenu ferulicne kiseline koje sterno spreCavaju pakovanje prstena a samim tim i
konjugaciju.

Polimer CF 4:1, koji ima najmanji udeo koniferil alkohola u sebi, pokazuje znatno
razli¢ite osobine u odnosu na CF 9:1 polimer. On ima najveéu molekulsku masu od svih

polimera proucavanih ovde. Njegov fluorescentni spektar je uglavnom pomeren ka
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crvenom delu spektra. Dve najkratkotalasnije komponente na 410 nm i 445 nm, se dobro
preklapaju sa komponentama DHP-a, dok im je glavni pik u Zutoj oblasti 525 nm i
narandzastoj 570 nm (slika 4.1.2.d). Ovi podaci dobijeni fluorescentnom spektroskopijom i
raspodelom molekulskih masa, pokazuju da polimer CF 4:1 ima u sebi najduze polimerne
lance 1 najduze domene konjugovanih C=C veza. Bez obzira na prisustvo vece koli¢ine
feruli¢ne kiseline u odnosu na CF 9:1 polimer, mehanizam sinteze je promenjen tako da
omogucava pakovanje velikih molekula na pogodan nacin.

Promena odnosa intenziteta traka u FT-IR spektrima je najizrazajnija kod polimera
CF 9:1. (tabela 4.1.2.). Traka u oblasti 1646-1649 cm™ predstavlja C=C istezuce vibracije
u monomernom bo&nom lancu unutar polimera, dok traka na 1321-1328 cm™ predstavlja
vibracije kondenzovanog G prstena (koniferil alkohola supstituisanog u poziciji 5). Tako
dobijeni rezultati potvrduju povecanje koli¢ine C=C veza i istovremeno smanjenje koli¢ine
kondenzovanih struktura u polimerima dobijenim meSanjem feruli¢ne kiseline sa koniferil
alkoholom (CF) u poredenju sa polimerom dobijenim od ¢istog koniferil alkohola (DHP).
Cinjenica da polimer CF 9:1 ne pokazuje crveni tj niskoenergetski pomeraj u odnosu na
emisionie komponente DHP-a, ukazuje da u ovakvom tipu strukture C=C veze nisu
primarno konjugovane ve¢ odvojene sa viSe od jedne proste veze koje sprecavaju
formiranje Sirokih konjugovanih domena, bez obzira na porast broja C=C veza. Razli¢iti
odnos FT-IR aktivnih traka na 966 cm™, 1028 cm™, 1263-1270 cm™ i 1419-1421 cm™ u
odnosu na 1599-1601 cm™ u CF 4:1 polimeru u odnosu na DHP polimer,ukazuje da ovaj
polimer ima u sebi najveci sadrzaj ferulicne kiseline i ima jasnije strukturne razlike od
polimera DHP. Porast u trakama 1263 cm™-1270cm™ u FT-IR spektru u odnosu na Gist
koniferil alkohol (tabela 4.1.2.) mozZe biti objasnjen porastom u broju C-O veza u prisustvu
feruli¢ne kiseline u polimeru.

Krive raspodele molekulskih masa za CF 9:1 i CP 9:1 polimer se razlikuju u
odnosu na referentni polimer DHP i to u opsegu niskih molekulskih masa (slika 4.1.1.), §to
poti¢e od prisutnosti dimera/trimera u polimerima. U ¢istom DHP polimeru, dimeri i
trimeri su prisutni u znatno manjoj koliini nego u polimerima CF 9:1 1 CP 9:1. Ova
razlika u regionu malih molekulsih masa moze biti povezana sa porastom udela C=C veza i

opadanjem koli¢ine kondenzovane strukture u 9:1 polimerima u odnosu na ¢ist DHP, kao
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Sto je dobijeno u FT-IR spektrima (tabela 4.1.2). APD komponente dobijene analizom
emisionih fluorescentnih spektara u polimeru CF 9:1 pokazuju dve fluorofore koje emituju
u plavoj i plavo-zelenoj oblasti (slika 4.1.2.b), §to je u saglasnosti sa njihovom raspodelom
molekulskih masa, koje su Sire i imaju nekoliko frakcija razliCitih veli¢ina. APD
komponente dobijene matematickom analizom za DHP i CP 9:1 polimere se uglavnom
preklapaju (slika 4.1.2.c). Profil raspodele molekulskih masa za ova dva polimera, su
takode sli¢ni i pokazuju prisustvo nekoliko frakcija.

Oblik krive raspodele molekulskih masa za CF 4:1 je jednostavniji u poredenju sa
CF 9:1 1 CP 9:1 polimerima, pokazuju¢i samo jedan pik, povezan sa jednom frakcijom
vece molekulske mase nego obe frakcije kod druga dva mesana polimera 9:1 (slika 4.1.1.).
Ova razlika je u saglasnosti sa FT-IR podacima (tabela 4.1.2). Emisioni spektri i
odgovaraju¢e APD komponente CF 4:1 polimera pokazuju pretezno prisutnu zelenu
fluorescenciju, zbog prisustva dve fluorofore koje emituju na 520 nm i 560 nm, koje
zajedno daju emisioni maksimum na 530 nm u integralnom spektru (slika 4.1.2.a).
Njegova raspodela molekulske mase pokazuje jednu dominantnu frakciju.

U biljkama, feruli¢na kiselina je prisutna znatno manje od koniferil alkohola,
otprilike u odnosu 9:1 u normalnim fizioloskim uslovima (Lewis and Yamamoto 1990,
Sun et al 2002) i ima ulogu u stvaranju kovalentnih veza u ligninskim strukturama Sto
omogucava neophodnu ¢vrstinu ¢éelijskog zida (Anterola and Lewis 2002, Humphreys and
Chapple 2002, Lam et al 1992a, liyama et al. 1994). Polimer koji sadrZi ve¢i maseni udeo
feruli¢ne kiseline CF 4:1 sadrzi drugaciji tip strukture u odnosu na polimer CF 9:1. Ova
razlika se ogleda u nastajanju potpuno nove komponente u emisionom spektru i paralelnim
nestajanjem komponente na 480 nm (slike 4.1.4a 1 d). Visi procenat C=C veza u CF 4:1
polimeru vidi se takodje i nastajanjem (prisutnos$¢u) dve APD komponente na duzim
talasnim duzinama §to je dokaz postojanja dugackih konjugovanih domena. Ovaj tip
polimera razlikuje se u FT-IR spektrima od Cistog polimera DHP-a i ima razlicitu
raspodelu molekulske mase (slika 4.1.6.), Sto je dodatni dokaz za njegovu drugaciju
strukturu.

Ovaj odnos monomera koniferil alkohol:ferulicna kiselina 4:1 nije pronaden u

polimeru lignina u biljakama, gde je maseni odnos 9:1 fizioloSki favorizovan. Razlog
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nedostatka ovog polimera sa veCom koli¢inom feruli¢ne kiseline tj malom koli¢inom
koniferil alkohola u odnosu na CF 9:1 polimer je prisustvo neodgovaraju¢eg visokog
sadrzaja C=C veza i1 odgovaraju¢ih Sirokih polimernih lanaca, S$to se vidi u FT-IR
spektrima 1 spektrima fluorescencije. Odgovarajuéa koli¢ina domena konjugovanih veza,
gde su C=C veze iz bo¢nih lanaca veoma blizu, je jako vazno za energetski transport
unutar ¢elijskog zida i1 izmedu celijskih zidova i interaguju¢ih vrsta (Djikanovi¢ et al.
2011).

Biosinteza lignina ima fundamentalnu ulogu u adaptaciji biljaka na okruzenje na
Zemlji (Weng and Chapple 2010). Poznato je da je ekoloSka i fizioloSka adaptacija tokom
evolucije biljaka, pracena specificnim promenama u strukturi lignina (Vanholme et al.
2010).

Rezultati dobijeni na lignin model jedinjenjima, pokazuju uticaj vrste monomera i
samim tim 1 njihovih koli¢ina na strukturne karakteristike lignina. Ovi podaci su vazni
kako bi dobili bolji uvid o uces¢u ovih polimera u ¢elijskom zidu pri njegovom odgovoru
na stres. Pored toga, metode koje su koris¢ene u ovom istrazivanju mogu biti korisno
sredstvo za pracenje uticaja promena u sastavu lignina tj koli¢ine razli¢itth monomera u

njemu, u kontekstu ekologije i evolucije biljnih vrsta.
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4.2. POREPENJE STRUKTURNIH OSOBINA CELIJSKIH
ZIDOVA RAZLICITOG POREKLA

REZULTATI

Spektrofluorimetrijski rezultati

Na slici 4.2.1. prikazano je matematicko razlaganje fluorescentnih spektara
¢elijskih zidova javora, omorike i kukuruza. Za uzorak ¢elijskog zida javora prikazano je
optimalno peto-komponentno razlaganje spektara (slika 4.2.1.a). Kod uzoraka izolovanog
¢elijskog zida Panci¢eve omorike prikazano je Cetvoro-komponentno razlaganje (slika
4.2.1.b), a kod uzorka kukuruza tro-komponentno razlaganje emisionih fluorescentnih
spektara (slika 4.2.1.c). Kod tvrdog drveta (javor) metoda matematiCkg razlaganja spektara
zahteva jednu komponentu viSe u odnosu na uzorak mekog drveta (Panci¢eva omorika),
dok kod kukuruza zahteva jednu komponentu manje u odnosu na meko drvo. Iz
preklopljenih spektara sva tri uzorka (slika 4.2.1.d) pobudenih na talasnom duZinom od
360 nm nema razlike izmedu spektara sem u intenzitetu fluorescencije u uzorcima.

Kada dobijeni set spektara za svaki uzorak razlozimo na optimalan broj
komponenti dobijamo krajnji poloZaj maksimuma i njihovo grupisanje na odgovarajuéim
talasnim duzinama. Na slici 4.2.2. prikazano je na koji nacin je izabran broj komponenti
koje ¢e se uzeti za razlaganje. Kod uzorka ¢elijskog zida kukuruza (slika 4.2.2.a) vidi se
grupisanje talasnih duzina na tri pozicije dok kod omorike (slika 4.2.2.b) vidi se da je

Cetvoro-komponentno razlaganje stabilizuje pozicije komponenti.
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Slika 4.2.1 Spektralno razlaganje: a) Peto-komponentno Log-normal razlaganje emisionog

spektra izolovanog ¢elijskog zida iz grane javora pobudenog na 365 nm b) Cetvoro-

komponentno Log-normal razlaganje emisionog spektra ¢elijskog zida izolovanog iz grane

omorike ekscitovanog na 365 nm c) Tro-komponentno Log-normal razlaganje emisionog

spektra ¢elijskog zida izolovanog iz stabla kukuruza ekscitovanog na 365 nm d)

preklopljeni emisioni spektri javora, omorike i kukuruza ekscitovani na 360 nm (javor-

zeleno, omorika-plavo, kukuruz-crveno)
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Slika 4.2.2. a) Prikazanesu pozicije razlaganih komponenti kod ¢elijskog zida izolovanog
iz stabla kukuruza dobijene pomocu tro-komponentne analize spektara b) Prikazane su
pozicije razlaganih komponenti kod ¢elijskog zida izolovanog iz grane omorike dobijene

pomocu ¢etvoro-komponentne analize

Iz gornje analize na osnovu grupisanja maksimuma dobijena je najverovatnija
gustina raspodele komponenti tj, APD dijagram. Iz analize APD komponenti posmatranih
¢elijskih zidova 1 njihovim preklapanjem (slika 4.2.3.) vidi se da i javor (zelen) i omorika

(plava) imaju pet razli¢itih struktura a da se kod kukuruza matematickim razlaganjem
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dobijaju tri zna¢ajne komponente §to nam ukazuje na jednostavniju strukturnu kompoziciju
molekula lignina u monokotilama.
1z slike 4.2.3. mogu se videti razlike u strukturi izolovanih ¢elijskih zidova mekog,

tvrdog drveta i kukuruza u odnosu na strukturu DHP-a kao lignin model jedinjenja.
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Slika 4.2.3. Preklopljena APD rezultati za sva tri uzorku odnosu na DHP (omorika-plavo,

javor-zeleno, kukuruz-crveno, DHP-crno)

Smatra se da je lignin glavna komponenta celijskog zida koja je odgovorna za
njegovu fluorescenciju i zato su svi spekti poredeni sa DHP-om. 1z slike preklopljenih
APD-ova vidi se da je struktura kukuruza, kao monokotile najsli¢nija strukturi DHP-a, s
tim Sto DHP pokazuje jednu komponentu viSe. Posmatraju¢i komponentu I (= 400 nm)
vidimo da se ona pojavljuje u visokoenergetskom delu spektra i to samo kod drvenastih

biljaka. Komponenta II (=420 nm) pokazuje crveni pomeraj i kod javora i kod omorike,
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dok je kod kukuruza na istoj poziciji kao kod DHP-a. Komponenta Ill, kao glavna
ligninska komponenta, je uglavhom na istoj poziciju kod javora, kukuruza i DHP-a dok
kod omorike, kao mekog drveta pokazuje crveni pomeraj. Plavi pomeraj se deSava kod
komponente IV (=480 nm) kod javora u odnosu na sva ostala tri uzorka i vidi se da je
preklapanje ove komponente odli¢no u svim ostalim biljnim uzorcima. Komponenta V
(=520 nm), se pojavljuje jedino kod omorike (meko drvo) kao 1 kod DHP-a ukazuju¢i da

ovde postoje prisutne konjugovane strukture.
Rezultati rendgenostrukturne analize

Na osnovu ispitivanja parametara dobijenih difraktograma iz uzoraka ¢elijskog zida
javora, omorike i kukuruza mozemo videti da postoji razlika u ukupnoj kristali¢nosti

uzorka 1 vrsti prisutnih kristalnih resetki.
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Slika 4.2.4 Difraktogrami celijskog zida izolovanog iz grane javora a) originalan

difraktogram b) difraktogram sa oduzetom baznom linijom i amorfnim delom celuloze
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Slika 4.2.5. Difraktogrami celijskog zida izolovanog iz grane Panci¢eve omorike a)
originalan difraktogram b) difraktogram sa oduzetom baznom linijom i amorfnim delom

celuloze
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Slika 4.2.6. Difraktogrami celijskog zida izolovanog iz stabla kukuruza a) originalan

difraktogram b) difraktogram sa oduzetom baznom linijom i amorfnim delom celuloze

Iz tabele 4.2.1. mozemo viditi da je kristali¢nost obe vrste drveta priblizno ista, tj.
malo je veca u tvrdom drvetu (javor), gde je 1 prisutna malo veca koli¢ina celuloze (40-55
%) u odnosu na meko drvo (45-50%). Kristalicnost kukuruza je znatno viSa jer sadrzi
manji udeo lignin u odnosu na drvenaste vrste §to ima za posledicu bolje pakovanje i

pravilniji  raspored celuloznih mikrofibrila. Pikovi dobijeni na difraktogramu
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karakteristi¢ni su za celulozu I i nalaze se na 20 = 14.9, 16.49, 22.84 (Marchessault and
Sundararajan 1983) i kristalne ravni difrakcije 101, 101 i 002. Pik na 26 = 20.64 je
karakteristi¢an za celulozu II i vidljiv je samo kod uzorka ¢elijskog zida dobijenog iz
omorike. Za oba drveta naden je procenat kristalnosti priblizno 42%, koja odgovara onoj
koju je Hulleman sa saradnicima (1994) izraCunao za celulozu u pamuku i drvetu od 40-

48%.

Tabela 4.2.1. Prikazana izraCunata kristalicnost uzorka u sva tri uzorka ¢elijskog zida

(1998 ICPDS- International Centre for Diffraction Data)

Javor grana CW % 42.39
Omorika grana % 42.08
Kukuruz stablo % 57.8

Ning 1 saradnici (1991) su nasli vecu kristali€nost uzorka kukuruza tj visi stepen
kristalnog uredenja celuloze u uzorku, Sto je u saglasnosti 1 sa naSim rezultatima. Pik
posmatran na oko 23° uglavnom se opisuje kao “visoko-kristalni” region celuloze, dok
siroki pik na 20 =16° je proporcionalan manje organizovanoj polisaharidnoj strukturi. Goto
1 Yokoe (1996) su pretpostavili da hemicelulozni materijal prisutan u ¢elijskom zidu moze

da doprinosi ovom “amorfnom” piku.
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Tabela 4.2.2.Tipovi kristalnih resetki celuloze nadeni u uzorcima odredenih na osnovu

literaturnih podataka

Omorika | Javor Kukuruz

20 hkl | dA) grana grana stablo
14.9 101 5.94 da da da
1649 | 111 5.37 da da
1734 | 101 5.11 da da

2064 | 021 4.3 da

2284 | 00 2 3.89 da da da
2822 | 130 | 316 da

Kada poredimo difraktograme razli¢itih uzoraka celijskog zida, veli¢ina i tipovi
reSetke variraju medu uzorcima. U sva tri uzorka primecujemo prisustvo ravni 101 1 002 sa
dimenzijama 5.94 nm i 3.89 nm respektivno. Tip reSetke 111 (d=5.37 nm) pojavljuje se u
mekom drvetu i kukuruzu, dok se u oba drveta javlja 101 ravan (d=5.11 nm). Struktura sa
kristalografskom ravni 021 i dimenzijama d= 4.3 nm pojavljuje se samo u izolovanom
¢elijskom zidu iz tvrdog drveta, dok se struktura sa indeksima 1 3 0 (d = 3.16 nm) nalazi
samo u celijskom zidu kukuruza. U sve tri vrste Celijskog zida imamo prisutne po Cetri
vrste kristalnih ravni opisanih Miller-ovim indeksima hkl. Prisutne razlicite kristalografske
ravni u razli¢itim biljnim vrstama su o¢ekivan rezultat, jer razliciti hemjski sastav ¢elijskog
zida diktira razli¢ito pakovanje celuloze a samim tim utic¢e i na njenu kristalicnost.

Iz tabele 4.2.2 se vidi da su ravni 101 i 002 prisutne u svim uzorcima a da se
razliCitost u samim uzorcima i pakovanju celuloze moze primetiti prisustvom novih

kristalografskih ravni.
FT-IR rezultati

U preklopljenim FT-IR spektrima,u oblasti od 2000 cm™ -700 cm™ vide se fine

razlike u hemijskoj kompoziciji ova tri izolovana celijska zida razli¢itog biljnog porekla
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(sl.4.2.7.a). Zbog izuzetnog preklapanja FT-IR traka racunat je intenzitet pojedinac¢nih
traka na osnovu kojeg se moze proceniti zastupljenost odredene strukture/hemijske veze u
uzorcima, kako bi se mogle uporediti razlike medu biljnim vrstama. Na slici 4.2.7.b
poredili smo koli¢inu C-H i O-H veza u uzorcima. Odgovaraju¢e FT-IR trake, njihove

pozicije i intenziteti dati su u tabeli 4.2.3
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Slika 4.3.7. Preklopljeni FT-IR spektri sva tri uzorka; Plavo-omorika grane, ljubicasta-
javor grane i zuto- kukuruz stablo; a) spektralni region od 700-2000cm-1 b) spektralni
region od 2000-4000 cm-1
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U FT-IR spektrima traka na 834 cm™ koja je karakteristi¢na za anomerne a-veze
glukoze javlja se samo u éelijskom zidu kukuruza. Traka na 898cm™ i 901 cm™ kod javora
i omorike, respektivno, i obe trake 898 cm™ i 991 cm™ kod kukuruza, karakteristi¢ne su za
anomerne P-veze glukoze (Kacurakova et al. 2000). Intetzitet Siroke trake koja je
karakteristi¢na za polisaharide od 900 cm™ -1100 cm™ daje dobro preklapanje kod uzoraka
¢elijskog zida iz drvenastih vrsta dok se uo¢ava njena finija struktura u spektru éelijskog
zida kukuruza, pri emu je i maksimum trake pomeren sa 1030 cm™ na 1052 cm™ (prevoj
na 991 cm-1). U FT-IR spektrima postoji znatajan porast trake na 1235 cm™ -1250 cm™ u
uzorku javora a pri tom kod ostala dva uzorka javlja se Siroka traka u intervalu od 1235
cm™ -1270cm™ . Ove trake karakteridu razli¢ite vibracije estarske grupe celuloze i u
korelaciji su sa kristali¢éno$¢u celuloze (Salmen et al. 2001). FT-IR trake koje su vezane za
prisustvo ksiloglukana u éelijskom zidu na 1371em™ i 1317cm™ i odgovaraju kristali¢nosti
celuloze, javljaju se u sva tri uzorka i rastu znacajno u spektru kukuruza i javora a malo
manje su izrazene kod omorike. Traka na 1423cm™-1427 cm™ mogu se takode koristiti za
odredivanje kristali¢nosti (Nelson et al. 1964) 1 raste u uzorku kukuruza dok je najmanja
kod uzorka omorike, a traka na na 1450 cm™ -1460 cm™ se javlja u sva tri uzorka. Traka
1506 cm™*-1515 cm™ znagajno raste u uzorku éelijskog zida kukuruza, bez obzira na manju
koli¢inu lignina, a priblizno je istog intenziteta u uzorcima celijskih zidova omorike i
javora.

Trake u oblasti 1600-1660 cm™ su Siroke jer je to region u kome se preklapaju
fenolne, amidne i vibracije karboksilne grupe. Struktura trake je drugacija kod uzorka
kukuruza gde se jasno vidi pik na 1608 cm™ koji je karakteristicna za ligninske
konjugovane prstene.

FTIR spektar u oblasti 2000 cm™ -4000 cm™ je karakteristi¢an za celulozu i
prisustvo vodoniénih veza. Trake od 2820- 2980 cm™ karakteristiéne su za C-H istezuée
vibracije 1 najviSe su u korelaciji sa prisutnom celulozom u uzorku tako da se mogu
koristiti za njenu kvantifikaciju. Siroka traka izmedu 3000 cm™ i 3600 cm™ karakteristi¢na
je za vibracije O-H grupe i njene elektrostaticke interakcije u strukturi ¢elijskog zida. Ova
apsorpciona traka u sebi sadrzi dve vibracije i to na 3285 cm™ koja je karakteristi¢na za

intermolekulske vodoni¢ne veze i traka na 3335 cm™ koja odgovara itramolekulskim
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vodoni¢nim vezama (Liang and Marchessault 1959). Na osnovu dobijenih FT-IR spektara
ove dve trake, C-H celulozne i trake OH- vibracija, su najintenzivnije kod kukuruza dok je
kod javora (tvrdo drvo) prisutna manja koli¢ina celuloze, a veca kolicina OH-veza. U
mekom drevtu prisutna je veca koli¢ina celuloze i manja koli¢ina vodoni¢nih veza i slabija
elektrostatickia interakcija izmedu polimera.

Na osnovu izracunavanja visine pikova odredili smo zastupljenost odredenih veza i
komponenti u razli¢itim uzorcima tj. njihovu relativnu zastupljenost (koncentraciju).
Uzorak kukuruza sadrzi najveci udeo celuloze i narocito veliku koli¢inu vodoni¢nih veza u
odnosu na ¢elijske zidove omorike i javora. 1z histograma se vidi da je u uzorku kukuruza
takode najvisi intenzitet traka na 1540 cm™, 1570 cm™ - 1690 cm™, koje su karakteristiéne

za lignin.
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Slika 4.2.8. Odnos intenziteta traka za uzorke omorike (plavo), javor (ljubicasto) i kukuruz

(Zuto).
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Tabela 4.2.3. Intenziteti FT-IR traka na odgovaraju¢im talasnim brojevima za sva tri

Talasni br.
(cm™)
779
812
901
950-1130

1160
1240-1260
1320
1370

1410-1470

1520

1570-1690
1730-1740

2900

3000-3600

Int

grana

0.1

0.1

0.1
56.85

7.85
9.35
3.4
3.1

6.2

15.3
37.7

8.02

16.5

Omorika Talasni br.

(cm™)
780
830
901
1030

1100

1150-1160
1240
1320
1370

1430
1450-1460
1510/1520

1540
1610-1620-

1660
1730-1740

2900

3000-3600

uzorka c¢elijskih zidova (javor, omorika i kukuruz)

Int. Talasni
Javor br.
grana (cm™)

5.6 833

2 901

3.45 930-1110

53.8 1120

119 1170
10.75 1245

247 1310-1350

115 1380

7.4 1430

6.1 1460

7.65 1510

7.1 1540

0.2 1570-1650

1740

26.2

13.9

53 2900

229 3000-3600

Int.
kukuruz
stablo
2.1
7.3
29.4
4.3
8.2

8.7

1.9
5.5
15
3.4

6.2
1.2
27.4

13.9

62.4
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Kod uzoraka omorika vidimo najvecu koli¢inu estarskih veza (1730 cm™-1740 cm’
1 i koli¢inu ukupnih ugljenih hidrata (950 cm™-1130cm™). Kod javora su prisutne najvece
koligine celuloznih C-O-H veza u regionu 1410 cm™- 1470 cm™i celuloznih CH,
oscilujuéih vibracija na 1320 cm™ Javor, takode sadrzi najvecu koli¢inu ligninskih
vibracija i to Caii-O isteZuée metoksi vibracije na fenolnom prstenu (1240 cm™) i ligninske

C=C aromati&ne vibracije u prstenu na 1520cm™,

DISKUSIJA

Celijski zidovi su heterogeni prirodni nanokompoziti izgradeni od celuloze,
hemiceluloze, lignina, pektina i minerala (Fengel and Wegner 1984).

Na osnovu rezultata RSA metode pokazali smo razliku u kristalicnosti ¢elijskih
zidova iz razli€itih biljnih vrsta.

Kada posmatramo kristali¢nost ¢elijskih zidova omorike 1 javora moze se primetiti
da su priblizno iste (42%), s tim $to je malo veca u tvrdom nego u mekom drvetu gde je i
koli¢ina prisutne celuloze veca (tabela 4.2.1.). Uglavnom se u uzorcima izraCunava ukupna
kristali¢nost ¢elijskog zida a ne same celuloze.

Kristali¢nost celijskog zida kukuruza je mnogo visa u odnosu na celijski zid
omorike i javora i ovi rezultati su u saglasnosti sa FT-IR spektrima gde se vidi prisutna
intenzivna traka karakteristi¢cna za OH- vibracije i intenzivna C-H traka karakteristicna za
celulozu. Velika koli¢ina vodoni¢nih veza u ovom uzorku i velika koli¢ina celuloze
omogucavaju da glukozidni linearni lanaci celuloze lako kristaliSu preko vodoni¢nih veza
medusobom.

Prilikom poredenja difraktograma uzoraka celijskih zidova koji potici iz razliitih
biljnih vrsta javlja se varijacija u parametrima ¢elija i veliini kristala i vrsti prisutnih
kristalografskih ravni u njima. Kada ispitujemo celulozu u biljnim uzorcima mi

odredujemo I formu celuloze koja je najzastupljenija forma. Njene se kristalografske ravni
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mogu identifikovati preko pikova koji se pojavljuju u difraktogramu, gde je najizrazenija
kristalografska struktura sa indeksima 002 , koja je prisutna u svim uzorcima. Prisutne
strukture 101 i 101 delimi¢no su maskirane strukturama koje su povezane sa
hemiceluloznim lancima i daju Siroke pikove na difraktogramu. Ovakva slabije uredena
struktura celuloze naziva se ,,amorfna celuloza“i javlja se i u mekom i tvrdom drvetu i u
kukuruzu. Kristalografska struktura sa indeksima 130 javlja se samo kod kukuruza.
Medusobne interakcije molekula celulozi kao i viSestruke interakcije njenih molekula sa
ostalim makromolekulima ¢elijskog zida, dovode do razli¢itih prostornih uredivanja tokom
kojih nastaju najmanje Cetiri razliite kristalografske ravni reSetke. Kristalna reSetka sa
indeksima 021 nadena je samo kod tvrdog drveta, dok je reSetka sa indeksima 111 prisutna
samo u mekom drvetu. Mozemo da zaklju¢imo da i ostale komponente u ¢elijskom zidu
koje variraju u sastavu u razliCitim biljim vrstama diktiraju uslove koji ¢e omogucditi
formiranje odredenih kristalografskih ravni, i da najveéi doprinos daje interakcija sa
hemicelulozama.

Pored celuloze 1 lignina veliku grupu razgranatih molekula ¢ine hemiceluloze. One
zajedno sa ligninom ¢ine matricnu fazu u celijskom zidu. Gradeéi sa ligninom lignin-
ugljenohidratne komplekse, oni direktno uti¢u na strukturu lignina, Sto se vidi u
fluorescentnim razloZenim spektrima, a i na kompoziciju celog ¢elijskog zida.

Fluorescentnom spektroskopijom pratili smo kompleksnost ligninske strukture i
njeno umrezavanje u Celijski zid, posto je lignin komponenta od koje poti¢e ukupna
fluorescencija Celijskog zida. Posmatranjem fluorescentnih spektara za tri razli¢ita uzorka
ne moze se uociti razlika u fluorescenciji koja potice od razliitih struktura ¢elijskih zidova
bez upotrebe matematickog modela. Kao §to se vidi na slici 4.2.1., za svaku biljnu vrstu u
zavisnosti od kompleksnosti strukture njenog celijskog zida koristimo razli¢iti broj
komponenti za spektralno razlaganje. NalaZenjem odgovarajuce gustine verovatnoce za
poziciju komponenti APD i njihovim preklapanjem jasno vidimo razlike u strukturi
lignina. Mozemo videti koji su monomeri i na koji nacin ukljuc¢eni u formiranje polimera
lignina kod odredene biljne vrste i do kakvih je strukturnih promena doslo usled prisustva
razli¢itih hemiceluloznih komponenti u ¢elijskom zidu. U dobijenim rezultatima vidimo da

kukuruz (slika 4.2.1), kao monokotila pokazuje najjednostavniju struktura i da u sebi ima
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tri karakteristicne fluoresciraju¢e strukture. Uzorak celijskog zida omorike, kao
predstavnika mekog drveta, pokazuje najraznovrsniju strukturu sa pet emitujucih vrsta, dok
uzorak javora tj tvrdog drveta ima Cetri znacajne strukture koje fluoresciraju. Ovi rezultati
su u saglasnosti sa koli¢inom lignina prisutnog u razli¢itim vrstama (Sun and Cheng 2002).
Bez obzira sto Celijski zid kukuruza ima najraznovrsniji hemijski sastav lignina (GSH),
putem fluorescentne spektroskopije 1 odgovaraju¢eg matematickog razlaganja mozemo da
primetimo da njegova organizacija najjednostavnija unutar polimera lignina.

Preklapanjem ovih ligninskih struktura sa APD komponetama lignin model
jedinjenjem, vidi se da struktura mekog drveta pokazuje najslicniju gradu ligninskog
polimera sa DHP-om. Od ispitivanih uzoraka, jedino meko drvo pokazuje sklonost ka
formiranju konjugovanih C=C veza i produzZenju konjugacije u strukturi, $to je potvrdeno
prisustvom dugotalasne komponente na 520 nm. U odnosu na tvrdo drvo, meko drvo ima
manju koli¢inu metoksi grupa Sto smanjuje sterne efekte i povecava verovatnocu za pojavu
konjugovanih struktura. Kod izolovanog ¢elijskog zida kukuruza, prisutna je mnogo manja
koli¢ina lignina. Usled prisustva vece koli¢ine metoksi grupa koje poti¢u od prisutnih
siringil jedinica 1 feruli¢ne kiseline moze se pretpostaviti da su u ¢elijskom zidu kukuruza
prisutni jaki sterni efekti koji povecavaju medumolekulska rastojanja i onemogucavaju
pojavu konjugovanih struktura. APD trake Ccelijskog zida dobijenog iz kukuruza u
visokoenergetskoj oblasti pokazuje dobro preklapanje sa visokoenergetskim strukturama u
DHP-u. U ligninskim strukturama poreklom od drveta (mekog ili tvrdog) javlja se nova
fluorofora na 410 nm koja verovatno govori o prisustvu jafih veza medu lignin
monomerima koja je posledica verovatno uspostavljanja odredenih LUK-a. | u tvrdom i
mekom drvetu, u odnosu na kukuruz i DHP dolazi do pomeranja komponeti u srednjem
delu spektra ka nizim energijama (crveni pomeraj) u oblasti od 420-460 nm. Ovo je
verovatno posledica prisutnosti razli¢itih hemiceluloza u tvrdom i mekom drvetu (Fry
1986, Newman et al. 1992) i najizrazenija promena se vidi u polozaju trake na 480 nm gde
tvrdo drvo pokazuje plavi pomeraj u odnosu na meko drvo i DHP. Svi ovi fluorescentni
podaci ukazuju na prisustvo lignin-ugljenohidratnih kompleksa koji su naro¢ito prisutni u
tvrdom drvetu. Prisustvo hemiceluloza u nekim biljnim vrstama slabi ligninske strukture

(crveni pomeraj) dok ih u drugim vrstama pojacava (plavi pomeraj).
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Iz FT-IR spektara na osnovu polozaja i intenziteta pikova u ugljenohidratnom delu
od 900 cm™ - 1100 cm™, moze se takode videti jednostavnija struktura u Celijskom zidu
kukuruza. Udeo i raznovrsnost komponenti nije tako velika da dovodi do potpunog
preklapanja vibracionih traka hemiceluloza i celuloze u uzorku kukuruza za razliku od
uzoraka celijskih zidova obe ispitivane drvenaste vrste. Iz prostijih FT-IR spektara vidi se
manji stepen interakcije medu komponentama celijskog zida (celuloze, hemiceluloze,
lignin) u zidu kukuruza. Ovaj podatak, dobijen iz FT-IR spektra, daje nam moguénost da
pretpostavimo da je proces dobijanja Secera iz kukuruza mnogo jednostavniji nego kod
drvenastih vrsta, jer je lakSe raskidanje medumolekulskih veza unutar Celijskog zida, u
pravcu dobijanja biogoriva.

Sve FT-IR trake koje su povezane sa kristali¢no$¢u celuloze: 1235 cm™-1270 cm™ i
1317 cm™ i 1371 cm™, 1423 cm™ i 1427cm™, su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim
RSA metodom. Intenzitet pika je proporcionalan koli¢ini kristalne celuloze u uzorku 1 oni
su najizrazeniji kod kukuruza. Ovi rezultati ukazuju na veci stepen kristali¢nosti kod
kukuruza i da glukuronoarabinoksilan, kao glavna hemiceluloza, diriguje kristalnu formu
celuloze u Celijskom zidu kukuruza. Zasiéene estarske veze absorbuju na 1740 cm™ i
najizrazenije je njihovo prisustvo kod mekog drveta, dok karboksilne kiselinske grupe
apsorbuju na 1600 cm™ i 1414 cm™ i njihov intenzite je najveéi kod tvrdog drveta
(Morikawa et al. 1978). Koli¢ina fenola, povezanih sa koli¢inom lignina, na 1515 cm™
sli¢na je kod oba uzoraka drveta mada je vidljiva i kod monokotila (Williams and Fleming
1980). FT-IR traka izmedu 1200 cm™ i 900 cm™ je karakteristiéna za ugljene hidrate i
najslozenija 1 najintenzivnija u mekom drvetu S§to je u saglasnosti sa analizom
fluorescentnih spektara i njihovom zastupljeno$¢u u ovim biljnim vrstama.

U regionu od 2000 cm™-4000 cm™, kod uzorka omorike povecan je sadrzaj C-H
vibracija celuloze a smanjen sadrzaj O-H veza, dok je u uzorku javora smanjen sadrzaj C-
H vibracija celuloze ali povecan intenzitet OH vibracija koje dovode do veceg stepena
umrezavanja u uzorku. Ovi rezultati mogu da objasne sli¢nu kristali¢nost drvenastih
uzoraka bez obzira na razli¢it udeo C-H vibracija celuloze u njima. Smanjen udeo C-H
vibracija celuloze kompenzovan je prisustvom vecée koli¢ine vodoni¢nih veza i obrnuto. U

uzorku kukuruza povecan je i intenzitet i C-H traka i koli¢ina O-H veza $to se moglo 1
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pretpostaviti jer je izracunata kristalinost u kukuruzu znatno veca od one izraCunate za
¢elijske zidove kod oba uzoraka drveta. Mozemo zakljuciti da u izolovanom celijskom
zidu kukuruza postoje intenzivne elektrostaticke interakcije i mnogobrojne vodonicne veze
koje dovode do pravilnijeg rasporeda molekula celuloze $to dovodi i do vece kristalicnosti
ovih celijskih zidova u odnosu na celijske zidove uzoraka drveta. Ovi rezultati takode
ukazuju na veliki znacaj nekovalentnih interakcija na ukupnu organizaciju ¢elijskog zida
koje su posledica prisustva velike koli¢ine hemiceluloza u ¢elijskom zidu kukuruza.

Dobijeni rezultati na osnovu primenjene sve tri fizicko-hemijske metode upucéuju
nas na dalja istrazivanja popre¢nih veza 1 intramolekulskih veza medu gradivnim
polimerima celijskog zida. Ovi eksperimenti ukazuju na to da koli¢ina vodoni¢nih veza 1
elektrostatickih interakcija u datoj strukturi odreduje u velikoj meri njenu kompleksnost 1
nacin na koji ¢e se medusobno povezivati komponente ¢elijskog zida.

Mozemo zakljuciti da je prisustvo fizi¢kih interakcija u strukturi podjednako vazno
kao i prisustvo kovalentnih veza, jer zajednicki dovode do prostornih preraspodela
komponenati ¢elijskog zida. One diriguju rastojanja izmedu makromolekula tako da uticu
na kristalnost uzorka i ukupnu kompoziciju ¢elijskog zida a samim tim 1 na njegove fizicke
1 mehanicke osobine.

S druge strane, hemiceluloze diriguju stvaranje kompleksa i umrezavanje lignina u
celuloznu mrezu (Ruel et al. 1978, Ruel et al.1979, Burlat 2000). Razli¢ite hemiceluloze
dovesc¢e do razli¢itih kompozicija lignina a samim tim i celuloze 1 samog cCelijskog zida
(Aterola and Lewis 2002, Ha et al 2002). Cak i mala varijabilnost u hemiceluloznom
sastavu indukuje veliku razliku u kompoziciji ¢elijskih zidova razlicitih biljnih vrsta.

Medusobna interakcija lignina sa hemicelulozom 1 prisustvo odgovarajuce kolicine
vodoni¢nih veza 1 odredene koli¢ine elektrostatickih interakcija diktira strukturnu
kompoziciju lignina, celuloze i celokupnog sekundarnog celijskog zida S§to pokazuju

dobijeni rezultati u ovom radu.
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4.3. KVANTIFIKACIJA JACINE KOMPRESIJE KOD BORA

(Pinus radiata)

REZULTATI

Procena odgovarajuéih talasnih duzina i njihov uticaj na oSteéenje uzorka

Na pocetku eksperimenta praceno je kako ozradivanje utiCe na fluorescenciju
uzorka 1 da 1i je menja. Kako bi se ispitalo da li dolazi do oSte¢enja uzorka pri UV
ozracivanju, poredeno je nekoliko uzastopno snimljenih spektara pri istoj pobudi UV i
plave svetlosti da bi se pratile spektralne promene u uzorku. Pronadeno je da se spektri ne
menjaju pri pobudi sa plavom svetlos¢u, dok pri pobudi uzorka sa UV svetlo$¢u dolazi do
primetnog porasta fluorescencije za 20%, $to nam ukazuje da u daljim eksperimentima pri

koriS¢enju UV zraka treba voditi raCuna o ovoj pojavi.
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Slika 4.3.1 (a) Ponovljeno ozracivanje istog regiona uzorka jako kompresionog drveta UV
svetlo§¢u rezultuje u znatnom povecéanju fluorescencije dok plava svetlost nema nikakav
efekat (b) UV i plava svetlost kod normalnog i jako kompresionog drveta pokazuje vece
razlike izmedju ove dve vrste drveta prilikom upotrebe UV ozraivanja u poredjenju sa

plavim ozracivanjem
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Mikroskopske slike

Da bi dobili $to tacnije mikroskopske slike uzoraka normalnog i kompresionog
drveta, prikupljeni su podaci iz tri spektralne oblasti: ljubicaste (420-460 nm), plave (460-
520nm ) i zelene (520-580nm) i konstruisana je integralna preklopljena slika. Ove slike su
dobijene u optimiziranim uslovima tako da se ne moze koristiti njihov intenzitet, ve¢ samo
spektralne informacije. Normalno drvo je znatno tamnije po intenzitetu od kompresionog
drveta. Na prikazanim slikama (slika 4.3.2.) dominira ljubicasta fluorescencija normalnog
drveta dok na slikama kompresionog drveta dominira plava fluorescencija, ali finese koje
otkriva spektralna analiza nisu vidljive na slikama, ukazujuéi na prednosti spektralne
analize.

Razlika u intenzitetu slika u razli¢itim regionima ¢elijskog zida, pokazuje razlike u
koli¢ini lignina, broju fluorofora i njithovom kvantnom prinosu $to se ne moze odrediti
ovom mikroskopijom, ali se mozZe uopSteno posmatrati pojava da osvetljenost moze da
odgovara koli¢ini lignina $to je ve¢ ispitivano (Donaldson et al. 2001). Na primer, u
normalnom drvetu, poznato je da je srednja lamela (SL) viSe lignifikovana od sekundarnog
¢elijskog zida i tako ima vecu osvetljenost tj. jacu fluorescenciju.

U kompresionom drvetu, srednja lamela je manje lignifikovana od spoljasnjeg
sekundarnog Celijskog zida 1 tako je 1 na slikama tamnija. 1z ovih istrazivanja sledi da su
regioni S2 1 S2L sekundarnog ¢elijskog zida u kompresionom drvetu vise lignifikovani od
S2 regiona kod normalnog drveta, $to pokazuju svetliji regioni na mikroskopskim
slikama(slika 4.3.2).
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Slika 4.3.2. Konfokalne fluorescentne slike normalnog (A) i jako izraZzenog kompresionog

drveta (B). Slike su dobijene u spektralnim opsezima 420-460 nm, 460-520\ nm i 520-580

nm. Prikazane su preklopljene slike ova tri opsega. Velicina slike je 79x79 um.(Donaldson
et al. 2010)
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Fluorescencija lignina i holoceluloze

Kao $to je i ocekivano, uzorci drveta i holoceluloze pobudeni UV svetlos¢u
pokazuju znatne razlike u fluorescentnim spektrima (slika 4.3.3.), gde je fluorescencija
holoceluloze skoro neprimetna u odnosu na drvo. Rastu¢i ksilem pokazuje zanemarljivu
fluorescenciju u primarnom i sekundarnom zidu. Ispitivanja vlakna pamuka takode
pokazuju jako slabu fluorescenciju. Nije pronadena fluorescencija kod pektina (iz limuna),
galaktomanana (iz bagrema) i nitroceluloze (rezultati nisu prikazani). Ovi rezultati nam
potvrduju da je lignin u celijskom zidu odgovoran za autofluorescenciju prisutnu kod
drveta, i da polisaharidne komponente zida traheida sasvim malo ili nimalo utiCu na
fluorescenciju. Pretpostavljamo da je postoje¢i veoma mali fluorescentni intenziteti u
holoceluloznim uzorcima, samo posledica prisustva malih koli¢ina degradacionih

proizvoda lignina ili je posledica hemijskog tretmana kome je uzorak izlozen.
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Slika 4.3.3. Fluorescentni emisioni spektri, normalnog, kompresionog drveta i

holoceluloze P. radiata
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Fluorescencija normalnog, blago i jako komprimovanog drveta P. radiata

Koris¢enjem UV ekscitacije, pokazali smo da postoji progresivni crveni pomeraj u
fluorescentnoj emisiji od blago izraZzenog kompresionog do jako izrazenog kompresionog
drveta (slika 4.3.4.). 1 blago i1 jako izrazeno kompresiono drvo pokazuju vecu
fluorescenciju u poredenju sa normalnim drvetom i pri UV 1 pri plavoj ekscitaciji. Oblik
fluorescentnog emisionog spektra u blago i jako izrazenom kompresionom drvetu ukazuje
na prisustvo viSe fluorofora na osnovu ociglednog odstupanja krive od normalne Log-

normal raspodele (slika 4.3.4.)
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Slika 4.3.4. Razlike u fluorescenciji normalnog, blago i jako izrazenog kompresionog

drveta P. radiata pobudenih UV svetlos¢u
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Pojedinacni regioni u celijskom zidu takode pokazuju razlike u fluorescentnoj
emisiji (slika 4.3.5.).

U normalnom drvetu, srednja lamela (SL) i S2 region pokazuju sli¢ne spektre sa
maksimumom oko 430 nm, mada srednja lamela pokazuje neznatno veée rame i ima
mnogo veci ukupni intenzitet fluorescencije (slika 4.3.5.a).

U blago izrazenom kompresovanom drvetu, S2 region i srednja lamela pokazuju
slicne emisione spektre u odnosu na normalno drvo i smanjenje intenziteta fluorescencije u
regionu srednje lamele (slika 4.3.5.b). Region S2L. u ovom uzorku pokazuje znacajno
izrazeno rame sa pomerajem u emisionom maksimumu na 470 nm, i povecanjem
fluorescencije u odnosu na srednju lamelu i S2 region. U jako izrazenom kompresionom
drvetu promene se deSavaju u sva tri sloja, pokazujuéi rame na 470 nm u sva tri regiona i
dodatno rame na priblizno 600 nm. Intenzitet fluorescencije srednje lamele opada tako da
mu je intenzitet priblizan intenzitetu fluorescencije u S2 sloju (slika 4.3.5c¢).

Svi spektri su usrednjeni. Ovi grafici (slika 4.3.5.a,b,c) pokazuju razlike u
emisionim intenzitetima u regionima celijskih zidova u sva tri tipa drveta P. radiata.
Prikazane su razlike u normalizovanim fluorescentnim spektrima u razli¢itim regionima
¢elijskog zida ukljucujuéi srednju lamelu SL (d), S2 (e) 1 S2L (f) regione. Ovi grafici
prikazuju spektralne razlike u pojedinaénim regionima u zavisnosti od tipa drveta
(Donaldson et al. 2010).

Neophodno je ispitati ponovljivost merenja za individualne ¢elijske regione kako bi
se moglo primeniti matematic¢ko razlaganje spektara. 1z tog razloga snimano je pet tacaka
na krugu, na svakom od deset uzoraka traheida. Ispitano je F-statistikom da je varijacija
medu traheidama/lokacijama bila znacajno veca od varijacija duz tacaka u celijskom zidu

jedne traheide.
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Slika 4.3.5. Varijacije u fluorescentnim spektrima duz regiona u ¢elijskom zidu u
normalnom drvetu (a), blago kompresionom drvetu (b) i jako kompresionom drvetu (c) Svi
spektri su usrednjeni. Ovi grafici pokazuju razlike u emisionim intenzitetima u regionima
¢elijskih zidova u sva tri tipa drveta P. radiata. Prikazane su razlike u normalizovanim
fluorescentnim spektrima u razliitim regionima ¢elijskog zida ukljucujuéi srednju lamelu
SL (d), S2 (e) 1 S2L (f) regione. Ovi grafici prikazuju spektralne razlike u pojedina¢nim
regionima u zavisnosti od tipa drveta. (Donaldson et al. 2010)
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Razlaganje fluorescentnih spektara

Razlaganje fluorescentnih spektara normalnog, blago izrazenog kompresionog i
jako izrazenog kompresionog drveta, za svaki pojedinacni region (SL, S2, S2L), je uraden
za svih deset spektara dobijenih iz razlicitih delova slike istog regiona.

Svaki spektar je razlagan na vise Log-normal komponenti (od 2-7) kako bi se

pronasao optimalan broj komponenti koji ¢e se usvojiti za razlaganje ovih uzoraka (slike
4.3.6.14.3.7)
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Slika 4.3.6. Emisioni spektar S2L regiona ¢elijskog zida jako kompresionog drveta
traheida (krugovi) P. radiata, sumarni spektar (podebljana linija), razlozene komponente,
pokazuju kako se razloZeni spektri uklapaju u dobijene spektralne krive. Peto-

komponentno razlaganje pokazuje optimalno razlaganje ukupnog emisionog spektra.
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Slika 4.3.7.Razlaganje fluorescentnih spektara pokazuje komponente za SL (a), S2 (b) i

S2L (c) regione za normalno i oba kompresiona drveta P. radiata. Pozicije pet pikova (I,

IL, III, IV, V) oznacene su strelicama. Trake I 1 II u S2 regionu ¢elijskog zida

kompresionog drveta su integrisane
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Slika 4.3.7. pokazuje preklopljene priblizne verovatnoce gustine raspodele (APD)
pozicija komponenata dobijenih razlaganjem emisionih spektara SL (a), S2 (b) i S2L (c)
regiona cCelijskog zida, za normalno i kompresiono drvo. Svi spektri su razlagani na pet
komponenti koris¢enjem Log-normal modela (Siano and Metzler 1969, Radoti¢ et al.
2006, Djikanovi¢ et al. 2007a,b, Kalauzi et al. 2007), jer ovaj broj komponenti pokazuje
najbolje matematicko slaganje. Razlaganje sa viSe komponenti ne daje nikakvu manju
greSku analize. Mi pretpostavljamo da ligninski fluorescentni spektri svih ispitivanih
uzoraka ne sadrze viSe od pet komponenti, §to je dobijeno statistiCkom APD analizom.
Jedini izuzetak moze se primetiti u S2 sloju jako izraZzenog kompresionog drveta, gde se
pozicije prve dve komponente preklapaju. Zanimljivo je naglasiti da APD analiza, kao
krajnji rezultat, daje cetiri komponente u ovom slucaju, bez obzira Sto koriS¢eno
petokomponentno razlaganje. APD analiza integriSe prve dve komponente, Sto podrzava
opravdanost i osetljivost metode.

Posle ekscitacije na 488 nm, komponente normalnog i kompresionog drveta su na
istim pozicijama, sugeriSu¢i da su elektronska stanja emitujucih struktura (zelene
fluorescencije) veoma sli¢na, Sto znaci da su 1 njihove molekulske strukture takode sli¢ne.
Postoji razlika u poziciji komponenti normalnog i kompresionog drveta u slucaju
ekscitacije u UV oblasti (360 nm). Pozicije talasnih duzina razloZenih komponenti
(oznacenih od I do V, tabela 4.3.1.) preraCunate su u talasne brojeve, kako bi bile direktno
proporcionalne energijama i u korelaciji sa duzinom makromolekulskog lanca koji se
sastoji iz konjugovanih veza u saglasnosti sa metodom Slobodno-elektronskih Molekulskih
Orbitala (FEMO). Deo ligninskog makromolekula koji nije konjugovan, i odgovara
aromatiénim prstenovima, koji emituje na manjim talasnim duzinama, nije uzet u obzir

ovom metodom.
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Tabela 4.3.1 Pozicije APD pikova izraZene su u nanometrima i cm™, za tri regiona

¢elijskog zida P.radiata: srednje lamele (SL),S2 i S2L , i u normalnom drvetu (N), blago

izrazenom kompresionom (BK) i jako izrazenom kompresionom (JK) drvetu.

I nm I nm I nm IV nm V nm
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
422 436 458 90 538
SL |Normalno| (23697) | (22936) (21834) | (20480) | (18587)
422 436 460 494 546
Blago | (23697) | (22936) (21739) | (20243) | (18315)
436 450 488 527 576
Jako (22936) | (22222) (20492) | (18975) | (17361)
422 430 452 482 528
S2 |Normalno| (23697) | (23256) (22124) | (20749) | (18940)
422 428 456 490 544
Blago | (23697) | (23364) (21930) | (20408) | (18382)
435 487 538 570
Jako (22988) (20534) | (18587) | (17544)
S2L |[Normalno
424 429 472 506 556
Blago | (23585) | (23310) (21186) | (19763) | (17986)
558
(17921) i
438 464 493 520 574
Jako (22831) | (21552) (20284) | (19231) | (17422)

Razlike/pomeraji traka izmedu normalnog i kompresionog drveta izracunati su za

svaku komponentu u svim regionima ¢elijskog zida i1 dati u Tabeli 4.3.2. Razlike/pomeraji
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traka izmedu normalnog i blago izrazenog kompresionog drveta su mnogo manje nego
izmedju blago i jako izrazenog kompresionog drveta. Pomeraji su nula za trake I i I, i
rastu sa porastom talasne duzine trake. Najveca razlika/pomeraj trake zapazen je kod
komponente sa najve¢om talasnom duzinom (komponenta V). Pomeraji su priblizno 750 +
150 cm™ ili je pomeraj umnozak ove vrednosti (tabela 4.3.2). Ovi postupni pomeraji
pozicija komponenti jako izrazenog kompresionog drveta prema vecim talasnim
duzinama/manjim talasnim brojevima, u poredenju sa blago izrazenim kompresionim
drvetom ili normalnim drvetom, moze se tumaciti kao porast duzine ligninskih
konjugovanih struktura dodavanjem jedne ili viSe subjedinica, sli¢ne strukture. Ovo nam
pokazuje da su u jako izrazenom kompresionom drvetu konjugovani lanci znatno duzi

nego oni u normalnom drvetu ili blago izrazenom kompresionom drvetu.

Tabela 4.3.2. Pomeraj trake/razlike odgovaraju¢ih APD pikova izmedu normalnog (N) i
blago izrazenog kompresionog drveta (BK) i izmedu blago i jako izrazenog kompresionog
drveta (JK) za SL,S2 i S2L regione ¢elijskog zida, kao i izmedu DHP i CP lignin model
jedinjenja. DHP je polimer sintetisan od Cistog koniferil alkohola, CP je meSavina koniferil

alkohola i p-kumari¢ne kiseline u masenom odnosu 9:1.

I 1 i v V

(em™) |(em™)] (em™) | (em™) | (em™)

SL N-BK 0 0 95 237 272

JK-BK | 761 714 | 1247 1268 954

S2 N-BK 0 <100 | 194 341 558
JK-BK | 709 1396 | 1821 838
S2L JK-BK | 754 [1758 | 902 532 |65 i 564
Lignin model

jedinjenja [DHP-CP| 0 620 | 639 | 1150 | 1050
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Razlaganje spektara lignin model jedinjenja

Da bi nam bilo lakse i da bi objasnili razlike u gore dobijenim emisionim
spektrima, poredjena je dugotalasna fluorescencija lignina i njegovih lignin model
jedinjenja baziranih na koniferil alkoholu (DHP) i sa polimerom dobijenim meSanjem
koniferil alkohola sa p-kumari¢ne kiseline u njihovom prirodnom masenom odnosu (9:1)

koji je karakteristican za kompresiono drvo (Nanayakkara et al. 2005, 2009).
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Slika 4.3.8. Preklopljeni razlozeni emisioni spektri DHP-a i razloZeni spektri normalnog
drveta (a), i preklopljeni razloZeni spektri lignin model polimera CP i blago izrazenog

kompresionog drveta (b).
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Preklopljeni emisioni spektri DHP-a i njegove razlozene komponente sa emisionim
spektrima normalnog drveta, kao i preklopljeni razlozeni spektri CP 9:1 polimera i blago
izrazenog kompresionog drveta pokazani su na slici 4.3.8. Maksimumi i pozicije
spektralnih komponenti pokazuju dobro slaganje na oba grafika, imaju¢i u vidu razlicite
uslove tokom sinteze u slucaju lignin model jedinjenja, kao Cistog polimera i1 drveta, kao
slozenijiog sistema nastalog interakcijom biopolimera koji uticu na strukturu lignina. Ovi
rezultati objasnjavaju, da crveni pomak prisutan u kompresiji, barem delimi¢no nastaje
zbog povecane koli¢ine p-hidroksi lignina u ovakvom drvetu.

Nakon razlaganja, vidi se znacajan crveni pomak dugotalasnih traka tj. APD
komponenti za uzorke koji sadrze p-hidroksifenil jedinice (tabela 4.3.2., poslednji red) u
poredenju sa Cistim koniferil alkoholom tj. DHP. Ovaj crveni pomak bar delimi¢no
objasnjava slican crveni pomak u emisionim spektrima kompresionog drveta, koji sadrzi
vecu koli¢inu p-hidroksi lignina baziranog na p-kumaril alkoholu (Nanayakkara et al.
2009).

DISKUSIJA

Prirodna fluorescencija celijskog zida uglavnom je pripisana ligninskim
komponentama zida (Olmstead and Gray 1997). Pretpostavlja se da neznatna
fluorescencija izolovane celuloze potice od nerazgradenog lignina u toku hemijskih
procedura izolacije celuloze, kao 1 drugim prisutnim primesama kao $to su proteini 1
hemiceluloze usled njihovih jakih kovalentnih i ne-kovalentnih interakcija (Olmstead and
Gray 1997, Castellan et al. 2007). Iz tog razloga smo istrazivali fluorescenciju
holoceluloze, i uz pomo¢ FT-IR tehnike potvrdili odsustvo lignina u ovom materijalu.
Lignin ima apsorpcioni maksimum na 280 nm a samim tim je i njegova fluorescencija
najintenzivnija u UV oblasti (Olmstead and Gray 1997), mada znacajna fluorescencija
postoji 1 pri plavoj i zelenoj ekscitaciji (Donaldson and Bond 2005). Apsorpcioni

maksimum celuloznih uzoraka javlja se na 265 nm sa fluorescentnim maksimumom na 420
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nm nakon ekscitacije na 320 nm (Olmstead and Gray 1993). Nasi rezultati pokazuju da je
lignin glavni emiter fluorescencije u ¢elijskim zidovima drvenastih biljaka.

Pokazali smo da UV ekscitacija pokazuje znacajne razlike u emisionim
fluorescentnim spektrima kod normalnog i kompresionog drveta. Ekscitacija plavom
svetloS¢u proizvodi manje razlike koje se mogu uociti samo izmedu normalnog i jako
izrazenog kompresionog drveta, dok je blago izrazeno kompresiono drvo spektralno slicno
normalnom drvetu. Sli¢nost fluorescencije u plavom delu talasnih duzina posledica je
nestajanja glavne fluorofore koja emituje na 470 nm u kompresionom drvetu, i ne moze se
videti ekscitacijom na 488 nm.

Eksperimenti su pokazali da kod pobude u UV oblasti (365 nm) fluorescentna
emisija raste pri ponovnom ozra¢ivanju, za razliku od pobude u plavoj oblasti (488 nm).
Ovo moze biti posledica UV indukovane razgradnje veza u ligninu i polisaharidnim
komponentama unutar celijskog zida, §to dovodi do smanjenja neradijativhog gubitka
energije.

Normalno i kompresiono drvo pokazuju sli¢an efeka pri ponovnom ozracivanju ali
ne postoji nikakva promena u emisionim spektrima tako da se ovaj efekat ne moze
iskoristiti za poredenje razlika njihovih fluorescentnih spektara. Slican porast emisije
fluorescencije pri produZenom izlaganju UV zraCenju primecen je ve¢ ranije kod lignina
dobijenog iz samlevenog drveta umrezenog u hidroksi-propil celulozni film i kod uzorka
filter papira (Castellan et al. 1992, Choudhury et al. 1992).

Jako kompresiono drvo

Blago izrazeno kompresiono drvo prisutno je kod Cetinara i to brzo rastucih,
gajenih u plantazama (Donaldson et al. 2004). Ono nije zapazeno u sporo rastuéim vrstama
Cetinara iako je ovo jo$ sustinski neistrazeno. Blago izrazeno kompresiono drvo pokazuje
osobine koje su na prelazu izmedu osobina normalnog drveta i jako izraZenog
kompresionog drveta (Donaldson et al. 2004). Makroskopske osobine ovog drveta sli¢ne
su normalnom drvetu i teSko ih je detektovati sem fluorescentnom mikroskopijom ili

hemijskom analizom prate¢i promenu koli¢ine lignina ili galaktana u njima (Mast et
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al.2009, Altaner et al. 2010). Iz navedenog sledi da fluorescentna spektroskopija nudi
veliki potencijal za prac¢enje kompresije drveta bez potrebe za velikom koli¢inom uzorka i
komplikovanim hemijskim analizama.

Na osnovu nasih rezultata, mozemo predloziti metodu za merenje jacine kompresije
drveta koriS¢enjem fluorescentnih emisionih podataka u spektralnoj oblasti 435-485 nm,
nakon ekstitacije na 350-365 nm. Pri koris¢enju konfokalne mikroskopije neophodno je da
Sitina spektralnog intervala bude oko 20 nm kako bi se prikupio dovoljan broj fotona za
merenje, mada bi bilo mnogo bolje koristiti fluorescenciju na ve¢im povrSinama ili
konvencionalnu mikroskopiju, sa tom manom da imaju malo spektralno razlaganje.

Metod za odredivanje jacine kompresije kod drveta se dobija snimanjem spektara iz
razlicitih ¢elijskih regiona, razlaganjem spektara, u ovom slucaju, na pet komponenti i
primenom APD analize. Crveni (niskoenergetski) pomeraj traka IV i V u opsegu 400- 600
cm™ u poredenju sa normalnim drvetom jeste dokaz blago izrazene kompresije (slika 4.3.6;
tabela 4.3.2). Pomeraj dugotalasnih komponeti od 750 + 150 cm™ ili za njihov umnozak,
potvrda je prisustva jako izrazene kompresije u drvetu.

Nekoliko novijih radova pokazalo je opravdanost primene spektroskopskih metoda
za merenje ja¢ine kompresije drveta. Altaner i sardnici (2009) su koristili FT-IR mikro-
spektroskopiju za merenje kompresije, baziranu na odnosu intenziteta aromati¢nih i
karboksilnih traka. Duncker i Spiecker (2009) su Koristili reflektovanu svetlost i
hiperspektralno snimanje za otkrivanje i klasifikaciju kompresionog drveta kod bele smrce
(Picea abies). Medutim nijedna od gore spomenutih metoda ne pruza informacije na nivou

pojedinacne Celije.
Razlaganje i model jedinjenja

Bilo je mnogo pokuSaja da se objasni elektronski spektar lignina u smislu
otkrivanja razli¢itih benzenovih jedinjenja koja postoje u ligninskoj strukturi (Falkehag et
al. 1966, Konschin and Sundholm 1974, Lundquist et al. 1978, Albinsson et al. 1999).
Ipak, nije moguce objasniti dugotalasnu fluorescenciju koja se javlja u narandzastoj oblasti

spektra na osnovu emisije benzenske strukture (slika 4.3.1). Mi predlazemo da se ova
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pojava moze objasniti postojanjem konjugovanih polimernih struktura formiranih od
gvajacil i1 p-hidroksifenil jedinica ili njihovih derivata, koji se stvaraju u toku
polimerizacije. Konjugovane strukture formiraju dugacke lance naizmeni¢nih C-C i C=C
veza. Energetski nivoi konjugovanih veza mogu se proraCunati semikvantitativnom
metodom FEMO koja pokazuje da su talasne duZzine traka koje odgovaraju konjugovanim
struktura proporcionalne kvadratu njihove duZine a obrnuto proporcionalne broju m-
elektrona u strukturi. Postojanje pet odredenih komponenti u svim spektrima, sem izuzetka
za S2 region kompresionog drveta, sugeriSu nam da postoji pet nezavisnih konjugovanih
struktura koje emituju na razli¢itim talasnim duZinama, u zavisnosti od duZine strukture
koja se sastoji od oligomera koniferil alkohola, ili smese gvajacil i p-hidroksifenil jedinica.

Posmatrani crveni pomak dugotalasnin APD komponenti kompresionog drveta, i
jo§ vise izrazen pomak u slucaju jako izrazenog kompresionog drveta, u odnosu na
normalno drvo (slika 4.3.5., tabele. 4.3.1 i 4.3.2.), pokazuje da su konjugovane strukture
duze u kompresionom nego u normalnom drvetu. Crveni pomeraj sa korakom od 750 +
150 cm™ (tabela 4.3.2.) dobijen je za jako izrazeno kompresiono drvo u odnosu na blago
izrazeno kompresiono drvo. Pomeraj raste za istu vrednost ili njegov umnozak (energija je
proporcionalna talasnom broju). Ovo, ustvari, znaci da su iste ili slicne gradivne jedinice
pripojene na postojecu konjugovanu strukturu, tokom sinteze lignina u kompresionom
drvetu, kako bi se povecala njegova Cvrstina.

Fina odstupanja od ovih rezultata mogu biti objaSnjena varijacijama u stepenu
konjugacije. Porast 7 karaktera prostih C-C veza dovodi do crvenog pomeraja i obrnuto.
Mnogo manji, ali ne beznaCajan, crveni pomeraj traka IV i V kod blago izrazenog
kompresionog drveta u odnosu na normalno drvo, znaci da postoji porast konjugovanih
struktura dodavanjem novih = veza ali da proces nije tako potpun i pravilan kao kod jako
izrazenog kompresionog drveta.

Fizioloska posledica porasta veli¢ine konjugacije strukture je znacajna. Porast ©
karaktera veza daje jaCinu drvetu 1 potrebne su vece energije za raskidanje veza. Takode,
ovakve veze sprecavaju slobodnu rotaciju dajuc¢i vecu krutost Citavoj strukturi. Ovo znaci
da drvo reaguje na kompresivni stres tako S$to proizvodi sloZenije mreze konjugovanih

struktura koje u sebi sadrze gvajacil i p-hidroksifenil jedinice. Kao razlog mogu biti sterni
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faktori, dok velike metoksi grupe u koniferil alkoholu mogu da sprece postavljanje
strukture u odgovarajuci polozaj koji moze da dovede do konjugacije. Dokazi za ovakav
zakljuCak dolaze iz ranijih istrazivanja koja su pokazala da izlozenost biljaka azotnom ili
ozon/suSa stresu, njihovo liS¢e emituje zutu fluorescenciju. Spekulisano je ali nikad
dokazano, da ova fluorescencija poti¢e od ligninskih struktura (Paakkonen et al. 1998,
Corp et al. 2003). Poredenje dugotalasne fluorescencije sintetisanog DHP polimera,
sintetisanog iz Cistog koniferil alkohola, sa polimerom CP 9:1 dobijenog meSanjem
gvajacil i p-hidrooksifenil monomera (tabela 4.3.2) pokazuje znacajan crveni pomeraj za
uzorke koji sadrze p-hidroksifenil monomerne jedinice. Odnos gvajacil/p-hidroksifenil
jedinica u polimeru je slican kao kod kompresionog drveta. 1z ovoga sledi, da mozemo da
napravimo $iri zakljucak da biljke pod stresom proizvode lignin sa duzim konjugovanim
strukturama da bi povecale jaCinu i krutost Celijskih zidova. Ovaj zakljucak je dodatno
podrzan ¢injenicom da su sli¢ne spektralne krive 1 pozicije komponenata normalnog drveta
u odnosu na sintetisan polimer DHP, i kod blago izrazenog kompresionog drveta sa
polimerom CP 9:1 tj gvajacil/p-hidroksil polimerom (slika 4.3.6.). Ovo nam ukazuje da
lignin u normalnom drvetu 1 polimer DHP imaju sli¢ne strukture. Lignin u blago
izrazenom Kompresionom drvetu takode ima strukture slicne gvajacil/p-hidroksifenil
polimeru (CP).

Analizom apsorpcionih spektara, normalnog, blago izrazenog kompresionog i jako
izrazenog kompresionog drveta je u saglasnosti sa gornjim zaklju¢cima (podaci nisu
prikazani). Varijacije u pozicijama apsorpcionih komponenti imaju isti trend koji je
posmatran u fluorescentnim spektrima, tj. jako izraZzeno kompresiono drvo ima vecu
talasnu duzinu apsorpcije. PoSto je apsorpcija direktno proporcionalna koncentraciji
apsorbuju¢ih vrsta, znatno ve¢i intenzitet dugotalasne komponente u apsorpcionim
spektrima Celijskog zida jako izrazenog kompresionog drveta u poredenju sa normalnim
drvetom (podaci nisu prikazani), pokazuju da ¢elijski zid jako izrazenog kompresionog
drveta sadrzi znacajno vecu koli¢inu ligninskih struktura sa duzim lancima u odnosu na
normalno drvo. Ve¢ je ranije pokazano da u jako izrazenom kompresionom drvetu dolazi
do porasta koli¢ine lignina i do 10% od ukupne koli¢ine prisutne u ¢elijskom zidu (Altaner

et al. 2009).
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4.4. PRIMENA CdSe KVANTNIH TACAKA U ISPITIVANJU
CELIJSKOG ZIDA

REZULTATI

Slika 4.4.1. prikazuje emisione spektre uzoraka celijskog zida izolovanog iz grana
Panci¢eve omorike u prisustvu i u odsustvu CdSe QDs. Spektri prikazani na slici 4.4.1.a, ¢
i d su pobudeni na 360 nm. Kvantne tacke rastvorene u hloroformu (CdSe/hloroform),
mogu da interaguju sa hidrofobnim domenima celijskog zida. Ispitivali smo uticaj
rastvaraca na fluorescenciju ¢elijskog zida. Kao hidrofilni rastvara¢ koriS¢ena je voda a
kao hidrofobni koris¢en je hloroform.

Poredenje intenziteta emisije suvog zida, sa intenzitetom emisije prilikom
dodavanja hloroforma i vode dat je na slici 4.4.1.a. Dodavanje hloroforma na suv ¢elijski
zid omorike dovodi do porasta fluorescencije za faktor 1.5, ali ne menja oblik spektralne
krive, ni broj APD komponenti (podaci nisu prikazani). Dodavanje vode na suv celijski zid
omorike dovodi do opadanja intenziteta emisije 2.5 puta, ali takode ne menja oblik
spektralne krive ni broj APD komponent (podaci nisu prikazani).

Na slici 4.4.1.b prikazan je primer preklopljenih spektara dobijenih na razli€itim
talasnim duzinama (od 360 nm do 405 nm). Ocigledno je da se spektri medjusobno
razlikuju i po intenzitetu i po obliku spektralne krive nakon dodavanja QDs. Nakon
dodavanja CdSe/hloroform u oba uzorka, suvom izolovanom ¢elijskom zidu 1 ¢elijskom
zidu tretiranom hloroformom dolazi do opadanja intenziteta emisije fluorescencije (slika
6.3.1.c i d). Ova pojava je takodje prikazana na umetnutim mikroskopskim slikama (slika
4.4.1.c) suvog celijskog zida izolovanog iz grana omorike, u prisustvu (desna slika) 1

otsustvu CdSe QDs (leva slika).
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Slika 4.4.1. Emisioni spektri ¢elijskog zida izolovanog iz grane P. omorika bez i sa 3.5 nm
CdSe QDs ekscitovanim na 360 nm (a) Preklopljeni spektri suvog zida (puna linija), suv
zid sa QDs/hloroform (isprekidana linija) i suv zid sa vodom (tackasta linija) (b) primer
preklopljenih emisionih spektara ¢elijskog zida nakon ekscitacije na razlicitim talasnim

duzinama (od 360 - 405 nm) sa korakom od 5 nm

(c) preklopljeni spektri suvog zida (puna linija) i suvog zida + QDs/hloroform (isprekidana

linija). Na sliku su ubacene mikroskopske slike: izolovan ¢elijski zid bez (levo) i sa 3.5 nm

CdSe QDs rastvorene u hloroformu(desno); (d) suv ¢elijski zid + hloroform (puna linija) i

suv ¢elijski zid + QDs/hloroform (isprekidana linija).

Slike dobijene fluorescentnom mikroskopijom su kori§¢ene kako bi se videlo da li

QDs homogeno obelezavaju strukturu celijskog zida. Deo slike prikazuje vlaknastu
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strukturu koja se sastoji od paralelnih vlakana. Evidentno je da je na obe slike, sa i bez
QDs, fluorescentni intenzitet uniforman sa cele povrSine. Moze se primetiti opadanje u
osvetljenosti slike nakon dodavanja QDs (114.09) u odnosu na osvetljenost cistog
¢elijiskog zida (146.98). Ovi podaci dobijeni su na osnovu ra¢unanja osvetljenosti cele
povrsine slike, tj uzorka.

Kada se u uzorak koji je tretiran QDs/hloroform doda voda dolazi do pojave
opadanja fluorescentne emisije u odnosu na fluorescenciju uzorka pre dodavanja vode. U
obrnutoj proceduri, tj ako se na suv Celijski zid doda prvo voda a zatim QDs/hloroform
dolazi do neznatnog povecanja emisije u odnosu na uzorak ¢elijskog zida tretiranog samo
QDs/hloroformom (rezultati nisu prikazani).

Matematicka analiza grupe spektara, kao Sto su prikazani na slici 4.4.1.b, daje
pribliznu gustinu raspodele (APD) tj. pozicije spektralnih komponenti ¢elijskog zida.
Pozicija APD maksimuma odgovara poziciji spektralnihn komponenti uzorka. Spektri
izolovanog suvog celijskog zida iz grana omorike daje pet APD pikova (maksimuma)
(slika 4.4.2, puna linija) pokazujuci da se njegovi spektri sastoje od pet komponeti, od
kojih svaki pik odgovara nezavisnoj fluorofori, obelezenoj oznakama od I do V (slika
4.4.2.3). Kada se CdSe kvantne tacke rastvorene u hloroformu dodaju na uzorak suvog
¢elijskog zida, najdugotalasnija APD komponenta u spektru nestaje (slika 4.4.2.a,
isprekidana linija). Ako je u uzorku ¢elijskog zida prisutna voda, broj komponenti ostaje
isti nakon dodavanja CdSe QDs rastvoreno u hloroformu, zahvaljujuéi redosledu
dodavanja komponeti (tj vode i QDs/hloroform) (slika 4.4.2.b i 4.4.2.¢). U prisustvu vode
najdugotalasnija komponenta (V) ne nestaje potpuno, ali znacajno opada njen intenzitet
(slika 4.4.2.b i 4.42.¢c). U slucaju kada se uzorku suvog celijskog zida prvo dodaje
QDs/hloroform pre vode, druga dugotalasna APD komponenta (IV) pomerena je u crveni
(niskoenergetski) deo spektra, dok se ova komonenta pomera u plavi deo spektra kada je

voda ve¢ prisutna u uzorku ¢elijskog zida pre dodavanja QDs.
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Slika 4.4.2. Preklopljene APD komonente ¢elijskog zida Picea omorika (a) suv ¢elijski zid
(puna linija) i suv ¢elijski zid + QDs/hloroform (isprekidana linija) (b) suv ¢elijski zid
(puna linija) i suv ¢elijski zid + QDs/hloroform+ voda (isprekidana linija) * (c) suv ¢elijski
zid 1 suv ¢elijski zid + voda+ QDs/hloroform (isprekidana linija)*, * raspored dodavanja

komponenti u uzorku
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U ovom istrazivanju takode je posvecena paznja interakciji QDs sa pojedinacnim
polimerima ¢elijskog zida. Lignin je glavni polimer kome se prepisuje autofluorescencija
¢elijskog zida (Olmstead and Gray 1997, Donaldson et al. 2010). Njegova interakciju sa
QDs ispitivana je merenjem emisionih spektara lignin model jedinjenja DHP, kao
adekvatne zamenu za prirodni lignin (Lewis et al. 1987), sa i bez vezanih QDs (slika
4.4.3).

Lignin model polimer sintetisan je iz koniferil alkohola, posto je u ¢elijskom zidu
omorike on glavni lignin prekursor. Postoji promena u obliku DHP emisionog
maksimuma, a takode dolazi i do opadanja intenziteta fluorescencije u prisustvu QDs u
ovom polimeru. u odnosu na cist polimer DHP (slika 4.4.3.a). Najdugotalasnija APD
komponenta opada u prisustvu vezanih QDs, dok su ostale komponente pomerene u plavu
(visokoenergetsku) spektralnu oblast (slika 4.4.3.b). Kao indikacija promena na nivou
molekulskih grupa, snimljeni su FT-IR spektri lignin model jedinjenja. Uporedo su
snimljeni i FT-IR spektri Ciste celuloze i arabinogalaktana kao predstavnika hemiceluloza,
u svim slucajevima sa i bez dodavanja QDs (slika 4.4.4.b-d). Ovi FT-IR spektri
pojedina¢nih polimera i njihova interakcija sa QDs poredeni su sa spektrima izolovanog

¢elijskog zida (slika 4.4.4.a).
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Slika 4.4.3. (a) Emisioni spektri lignin model jedinjenja (DHP) sintetisani iz koniferila

alkohola kao prekursora, bez (puna linija) i sa 3.5 nm veli¢ine CdSe Qds (isprekidana

linija), ekscitovani na 360 nm; (b) Preklopljene APD komponente koje odgovaraju

spektrima u (a).
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U FT-IR spektrima ¢elijskog zida izolovanog iz grane P. omorika posle dodavanja
QDs (slika 4.4.4a) traka na 1060 cm*, koja predstavlja C-O, C-C, O—C—H vibracije u
glukozidnim polisaharidnim lancima (Kacurdkova et al. 2000, Wilson et al. 2000),
pomerena je na 1040 cm* u prisustvu QDs (slika 4.4.4.a). Traka na 1160 cm*, koja
predstavlja C-O-C vibracije glukozidnog lanca celuloze, opada u prisustvu QDs. Kad su u
uzorcima prisutne QDs takodje dolazi do opadanja intenziteta traka na 1640 cm™ koja
predstavlja C-C vibracije i u prstenu i u bo¢nom lancu fenilpropanoidnog monomera u
ligninu (Pretsch et al. 1981, Faix 1991, Faix 1992), kao i trake na 1740 cm*, koja
predstavlja C-O vibracije estara (Kacurakova et al. 2000, Wilson et al. 2000, Faix 1991,
Faix 1992) uglavnom Kkarakteristitne za polisaharide. Vibracija na 2900 cm
karakteristi¢na je za C-H vibracione modove. Intenzitet traka koje karakteriSu OH veze na
3400 cm*, znagajno opadaju u prisustvu QDs u uzorku izolovanog éelijskog zida. U FT-
IR spektru celuloze, vibracija na 1060 cm™* pomerena je na 1030 cm* u prisustvu QDs
(slika 4.4.4.b), a takode postoji znac¢ajno opadanje intenziteta traka koje su povezane sa
vibracijama OH grupe oko 3350 cm™. U spektrima arabinogalaktana (slika 4.4.4.c) ili
DHP-a (slika 4.4.4.d) ne postoji znacajna promena FT-IR spektra kada su u uzorcima

prisutne QDs.
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Slika 4.4.4. FT-IR spektri (a) suv Celijski zid iz grane P. omorike, (b) celuloza (puna linija
bez QDs, isprekidana sa QDs), (c) arabinoksilan, (d) lignin model jedinjenja. Puna,
isprekidana i tackasta linija oznacavaju spektre struktura, bez QDs ili sa QDs ili Ciste QDs,

respektivno. Spektri samih QDs (tackasta linija) dati su samo na slici (4.4.4a).
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DISKUSIJA

Hidrofobne i hidrofilne interakcije QDs sa Celijskim zidom

Podaci iz dosadasnjih radova potvrduju da fluorescencija ¢elijskog zida potice od
lignina i sli¢nih struktura, kao $to su hidrocinami¢ni interpolimerni mostovi (Olmstead and
Gray 1997, Donaldson et al. 2010). Takode je pokazano da fluorescencija lignina u samom
¢elijskom zidu poti¢e od konjugovanih polimernih struktura (domena), razli¢itih duzina,
formiranih od gvajacil i p-hidroksifenil jedinica ili njihovih derivata nastalih u toku
polimerizacije(Donaldson et al. 2009).

Konjugovane strukture formiraju dugacke lance C-C i C=C veza. Fluorescentne
slike celijskog zida sa i bez QDs (slika 4.4.1c, dodatak) pokazuju da je intenzitet
autofluorescencije uniforman u razli¢itim regionima povrSine Ccelijskog zida. Ovo
predstavlja potvrdu da su molekulske vrste koje emituju, rasporedene ravnomerno u
fragmentima celijskog zida, i takode da su QDs raspredene relativno ujednaceno u uzorku.
Ovaj dokaz je vaZan zbog potrebe za ve¢om primenom QDs kao potencijalnog obelezivaca
u bioloskim ispitivanjima. Nedavno je radeno istrazivanje na TiO,-ZnO kvantnim
¢esticama koje su dodavane u semena Vigna radiata, kako bi se proucila njihova primena
kao obelezivaca u dobijanju slika bioloSkih uzoraka umesto fluorescentnih boja (Wu et al
2007).

Razlaganje emisionih spektara celijskog zida izolovanog iz grana Panciceve
omorike (slika 4.4.2.) pokazuje da je u celijskom zidu prisutno pet glavnih komponenti
(fluoresciraju¢ih struktura). Interakcija QDs sa celijskim zidom zavisi od toga da 1i je
¢elijski zid suv ili je tretiran vodom pre dodavanja QDs (slika 4.4.2.b 1 ¢). Ovim SMO
pokazali da hidrofobne i hidrofilne interakcije imaju znacajnu ulogu pri interakciji QDs sa
éelijskim zidom. Celijski zid sam po sebi sadrzi oba tipa interakcija. Hidrofobni domenu
uglavnom sadrze lignin polimere, ali postoje indikacije da polisaharidi, mada u manjoj
meri, mogu da se ponaSaju hidrofobno tj. da ucestvuju u hidrofobnim interakcijama.
Hidrofilni region ¢elijskog zida uglavnom se sastoji od polisaharidnih blokova (celuloze 1

hemiceluloze) (Sarkanen et al. 1971, Hatakeyama and Hatakeyama 1998, Boukari et al.
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2009). Kombinujuéi tretmane sa dva razliita rastvara¢a, hidrofobnim-hloroformom i
hidrofilnom-vodom i simultanim dodavanjem QDs, mozemo proucavati obe vrste
interakcija u strukturi ¢elijskog zida. Takode, kroz promenu intenziteta autofluorescencije,
mozemo videti afinitet QDs prema odredenim strukturama u ¢elijskom zidu.

Hloroform ili voda kao rastvaraci, interaguju sa polimerima u celijskom zidu
menjajuci intenzitet fluorescentnih spektara (slika 4.4.1.a). Oni ipak ne mogu da uti¢u na
duzinu C-C i C=C konjugovanih lanaca, ali mogu preko elektrostatickih interakcija
promeniti raspodelu gustine naelektrisanja unutar konjugovanih struktura. VVoda interaguje
putem vodoni¢nih veza sa hidrofilnim domenima u ¢elijskom zidu, dok hloroform uti¢e na
hidrofobne domene. Hidrofobna interakcija povecava krutost strukture uglavnom preko
ligninskog makromolekula, §to zauzvrat, poveéava intenzitet fluorescencije (slika 4.4.1.a).

Nasuprot ovome, makromolekuli koji su tretirani vodom postaju fleksibilniji,
obezbedujuci laksi transfer energije okruzenju, $to izaziva znatno opadanje intenziteta
fluorescencije u odnosu na suv izolovan Celijski zid (slika 4.4.1.a). Iz ovog mozemo da
zaklju€imo da polimeri ¢elijskog zida imaju izraZenu dinamicku elektronsku strukturu, $to
im omogucava da lako reaguju na elektrostimuluse. Pomoc¢u ovog mozemo da objasnimo 1
pojavu da interakcija QDs sa Celijskim zidom zavisi od toga da li je u celijskom zidu
prisutna voda ili ne, pre dodavanja QDs.

CdSe QDs su nanocestice male veli¢ine (3.5 nm). Njihova veli¢ina omogucava lako
prodirenje u strukturu celijskog zida. Ranije je pretpostavljeno da male cCestice bilo
hidrofilne ili hidrofobne mogu da se vezu za strukture u éelijskom zidu. Stavise, pri
njihovim visokim koncentracijama apsorpcija hidrofobnih nanocestica, posebno onih vece
veli¢ine, na c¢elijski zid 1 njithovo prodiranje u strukturu, imaju ozbiljne posledice na
fiziolosko stanje biljne celije (Chen et al. 2010). CdSe nanocestice imaju hidrofobne
osobine zbog rastvaraca TOPO, tako da u interakciji sa uzorkom suvog celijskog zida,
hidrofobne interakcije dominiraju. Smanjenje intenziteta fluorescencije celijskog zida u
prisustvu QDs (slika 4.4.1.), kao i opadanje osvetljenosti (slika 4.4.1), pokazuju da se
desava transfer energije sa celijskog zida na QDs. Ovakve strukturne promene mogu se
zapaziti 1 u fluorescentnim spektrima, jer nestaje odgovaraju¢a fluorofora tj.

najdugotalasnija APD komponenta (slika 4.4.2.a). Nestajanje ove fluorofore moze biti
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povezano sa opadanjem duzine konjugovanih C-C i C=C lanaca u polimeru lignina u
prisustvu QDs (Donaldson et al. 2010).

Jasno se vide razlike izmedu interakcija suvog zida i zida tretiranog vodom, sa QDs
preko pozicija APD komponenti na slici 4.4.2. Kada se doda voda posle tretmana ¢elijskog
zida sa QDs/hloroform, omogucena je delimi¢na rekonstrukcija C-C i C=C konjugovanih
lanaca, Sto se vidi ponovnim nastajanjem dugotalasne APD komponente V 1 pomerajem
ostalih APD komponenti ka dugotalasnom delu spektra (slika 4.4.2.b). Ako se ¢elijski zid
tretira vodom a zatim QDs/hloroformom, delimi¢no je sprecena potpuna interakcija zida sa
QDs, §to se vidi iz ¢injenice da APD komponenta V ne nestaje potpuno (slika 4.4.2.c).
Promene u ligninskoj strukturi pri interakciji sa QDs nisu kompletne zbog prisustva vode u
¢elijskom zidu i1 zato dugotalasna APD komponenta ne nestaje upotpunosti (slike 4.4.2.b i
¢). Ovim pokazujemo da hidrofilne interakcije makromolekula ¢elijskog zida sa vodom
smanjuju interakcije QDs/hloroform sa ¢elijskim zidom. Ove interakcije su takode pracene
malim promenama u drugim delovima molekulske strukture, §to pratimo crvenim (slika
4.4.2.b) 1 plavim (slika 4.4.2.c) pomerajima ve¢ine APD komponenti, pokazujuci da su ove
strukture prostorno povezane tj. zatvorene. Ovo znaci da strukturne promene u jednom
delu zida izazivaju strukturne promene i kod drugih komponenata S§to dovodi do
preraspodele naelektrisanja unutar svake komponente, a §to se vidi u pomeranju
spektralnth maksimuma odgovaraju¢ih traka. Pravac pomeraja zavisi od redosleda
dodavanja vode, pre ili posle interakcije sa QDs. Ako su prisutne hidrofilne interakcije u
vlaZznom ¢elijskom zidu, strukturna pregrupisavanja su razlicita posle dodavanja QDs, za
razliku od onih koje se deSavaju kada QDs interaguju sa suvim celijskim zidom.
Neophodan uslov za interakciju QDs sa Celijskim zidom 1 za slobodan elektronski transfer
(FRET) je njihovo medusobno rastojanje tj blizina.

Hloroform kao rastvara¢ omogucava pravilnu konfiguraciju strukture ¢elijskog zida
za interakciju njegovih hidrofobnih grupa sa QDs u procesu transfera energije. Ako se
voda dodaje nakon interakcije ¢elijskog zida sa QDs, hidrofilna interakcija se superponira
na ve¢ postojecu hidrofobnu interakciju. Ovakve promene pokazuju da su se desile
odgovaraju¢e konformacione promene u cCelijskom zidu. U ¢elijskom zidu u prisustvu

vode, hidrofilne i dipol-dipol interakcije izmedu molekula vode i polimernih grupa
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¢elijskog zida dovode do pojave konformacionih promena u strukturi zida. Posle
dodavanja QDs na uzorak celijskog zida koji je ve¢ interagovao sa vodom, suprotno
prethodnom slucaju, javljaju se hidrofobne interakcije QDs sa dostupnim grupama tj
domenima. U ovakvim okolnostima, dolazi do plavog pomeraja dugotalasnih APD
komponenti (slika 4.4.2.c), Sto moze da ukazuje na smanjenje stepena konjugacije i $to
znaci da veze postaju lokalizovane. Ove promene ne moraju znatno da uti¢u na strukturu
¢elijskog zida na makroskopskom nivou, Sto se vidi preko uniformne raspodele

osvetljenosti ¢elijskog zida pre i posle dodavanja QDs (slika 4.4.1.c, dodatak).
Interakcija QDs sa polimerima ¢elijskog zida

Kao $to je ve¢ receno, fluorescencija lignina unutar ¢elijskog zida delom moze da
se tumaci preko postojanja konjugovanih polimernih struktura tj. razgranatih C-C i C=C
veza. Energetski nivoi Konjugovanih molekula mogu se izraunati semikavantitativnom
metodom FEMO (Levine 1988). Postojanje pet diskretnih komponenata u svim spektrima
izrazito sugeriSe da postoji pet nezavisnih konjugovanih struktura koje emituju na
razliitim talasnim duZinama i koje zavise od njihove duzine. Nestajanje najdugotalasnije
APD komponente posle dodavanja QDs na suv Celijski zid sugeriSe da su prekinute
konjugovane strukture koje emituju na 530 nm, 1 da je duZina njihovih konjugovanih
lanaca smanjena. Simultano opadanje FT-IR traka na 1630 cm ™ i 1740 cm ™%, u ¢elijskom
zidu kod koga su prisutne QDs (slika 4.4.4.a), dobro podrzava ovo tumacenje. Ove veze
karakteriSu vibracije C=C u ligninskim bo¢nim lancima konjugovanih sa prstenom (1630
cm %) i estarske veze (1740 cm™Y) (Faix 1991, Faix 1992). Pretpostavljamo da su ovakve
lignin konjugovane strukture prisutne u ¢elijskom zidu kao celini, jer prisustvo QDs ne
menja FT-IR spektar DHP-a kao lignin model jedinjenja (slika 4.4.4 d) i njihovo prisustvo
ne uklanja najdugotalasniju APD komponentu (520 nm) u DHP emisionom spektru vec¢
samo na odreden naCin smanjuje njen intenzitet (slika 4.4.3.b). Ove ¢injenice pokazuju da
je interakcija QDs sa ligninom bolja, kada su konjugovane ligninske C-C i C=C strukture
deo strukture samog celijskog zida. Kraus i Brus (Krauss and Brus 1999) su merili

elektrostaticke osobine CdSe nanocestica pomoc¢u Mikroskopije elektrostatiCkom silom
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(EFM-Electron Force Microscopy). Kao rezultat su dobili da je polovina nanokristala
neutralna a da druga polovina ima permanentno pozitivno naelektrisanje. Fotoekscitacija
nanocestica, koja se deSava u toku fluorescentnih merenja, dovodi do pojave dodatnog
pozitivnog naelektrisanja nanocestica (Krauss and Brus 1999). U jakim elektrostatickim
interakcijama, pozitivhe QDs privlace negativno naelektrisanje (elektrone) iz ligninskih
C=C veza, umanjuju¢i konjugaciju u odredenim delovima konjugovanih lanaca i1 tako
smanjuju njihovu duzinu. Ovako moze da se obezbedi put za transfer energije sa lignina na
druge strukturne komponente, $to obja$njava opadanje intenziteta fluorescencije nakon
dodavanja QDs (slika 4.4.3.a). Ove interakcije dovode do konformacionih promena u
strukturi lignina a samim tim i do promene u spektrima celijskog zida. Moze se
pretpostaviti da sterni faktori sprecavaju interakciju QDs sa dvostrukim C=C vezama u
DHP-u, $to nam ukazuje na to da je struktura lignina mnogo pristupacnija tj. otvorenija u
¢elijskom zidu kao celini nego u lignin model jedinjenju (DHP).

U FT-IR spektrima, u prisustvu QDs dolazi do pomeranja traka na 1060 cm™* i u
spektru éelijskog zida i u spektru iste celuloze na 1040 cm *(u zidu) i na 1030 cm™ (u
celulozi) i sa paralelnim opadanjem u intenzitetu OH traka na 3400 cm ( slika 4.4.4.a i b).
Ove cinjenice pokazuju da su promene u FT-IR spektrima ciste celuloze sli¢ne sa
promenama u Celijskom zidu. FT-IR spektar arabinogalaktana (hemiceluloze) se ne menja
znacajno (slika 4.4.4.c), pokazujuci da se QDs u ¢elijskom zidu vezuju za celulozu. Ovim
je pokazano, da prilikom vezivanja QDs za celijski zid, pored hidrofobnih interakcija sa
ligninom, vazZna je i raspodela hidrofilnih reakcija QDs sa celulozom. Znacajno smanjenje
intenziteta OH vibracija u prisustvu QDs, oba FT-IR spektra i celuloze i ¢elijskog zida,
ukazuje da se interakcija verovatno odigrava preko OH grupa celuloze putem jake
elektrostatiCke interakcije pozitivno naelektrisanih QDs sa elektronegativnim kiseonikom
OH grupe.Ova interakcija je veoma jaka i razgraduje ne samo mreZzu vodoni¢nih veza veé
dovodi do preraspodele elektronske gustine unutar celuloznih makromolekula, $to
pokazuje pomeraj trake ka nizim talasnim brojevima u FT-IR spektru celuloze ukazujuc¢i
na slabljenje odgovarajuce veze.

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju pokazuju da se CdSe QDs vezuju

prvenstveno za celulozu i za lignin u ¢elijskom zidu P. omorika. QDs se vezuju za lignin
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uglavnom preko interakcije sa C-C i C=C razgranatim lancima. Interakcija QDs sa
celulozom ostvaruje se preko elektrostatickih interakcija sa njenim OH grupama.
Strukturna preraspodela u ¢elijskom zidu kao posledica interakcije sa QDs znacajno zavisi
od prisustva vode.

Prikazani rezultati takode pokazuju da su QDs pogodne za homogeno obelezavanje
celog celijskog zida. Ovo je posledica rasporeda molekula u samom c¢elijskom zidu 1
ekstremno male veli¢ine kvantnih tacaka. Ekstremno mala veli¢ina kvantnih tacaka (2-10
nm) omogucava prodiranje ovih nanocestica u slozenu polimernu kompozitnu strukturu

¢elijskog zida 1 njihovu interakciju sa njegovim pojedinacnim makromolekulima.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivali smo uticaj razli¢itih lignin monomera (koniferil alkohola, p-
kumari¢ne kiseline) i1 ferulicne kiseline 1 uticaj njithovog masenog udela na strukturu i
funkciju ligninskog makromolekula. Na osnovu razlaganja fluorescentnih spektara
sintetisanih razli¢itih lignin polimera, dobijena spektralna pomeranja u niskoenergetsku
oblast i pojava dugotalasnih APD komponenti sugeriSu nam da je doslo do formiranja
novih i produzenja ve¢ postoje¢ih - konjugovanih lanaca u ligninskom makromolekulu.
Ovi rezultati doprinose boljem razumevanju uticaja strukturnih varijacija u lignin polimeru
na plasti¢nost celog ¢elijskog zida. Na osnovu ovih istrazivanja mozemo predvideti na koji
¢e se nacin modifikovati struktura lignina unutar ¢elijskog zida u uslovima kad je biljka
izloZena stresu.

Na osnovu poredenja strukturnih karakterisika celijskog zida mekog drvata
Panciceve omorike (Picea omorika (Panc¢ic) Purkyné, Gymnospermae, drvenasta
Cetinarska vrsta), tvrdog drveta javora (Acer platanoides L., Angiospermae, Dicotyledones,
drvenasta listopadna vrsta), i kukuruza (Zea Mays L., Angiospermae, Monocotyledones,
zitarica iz familije trava), jasno se vidi prostija struktura ¢elijskog zida kukuruza. Struktura
¢elijskog zida kukuruza, koja u sebi sadrzi manji procenat i celuloze i lignina a veci sadrzaj
hemiceluloza u odnosu na obe drvenaste vrste, pokazuje veci stepen kristali¢nosti.
Indirektno pokazujemo da vrsta i koli¢ina hemiceluloznih komponenti ima veliki uticaj na
umrezavanje celuloznih vlakana, a samim tim direktno uti¢e na koli¢inu kristalne forme
celuloze u celijskim zidovima odgovaraju¢e biljne vrste. Zbog ovakve specificne
interakcije hemiceluloza sa celulozom, koja je uglavnom elektrostaticke prirode ili se
ostvaruje putem vodoni¢nih veza, gradivne hemiceluloze (arabinoglukuronoksilan) u
¢elijskom zidu kukuruza dovode do njegove vece kristalicnosti. Kod obe vrste drveta
stepen kristaliCnosti je ustaljen 1 iznosi 42% bez obzira na vrstu. Vidi se jasna razlika u
gradi ligninskog molekula, koji u sebi sadrzi razliite vrste monolignola (G-lignin, GH-

lignin, GSH-lignin) §to dovodi do jasnih razlika u kompoziciji ¢elijskog zida kod razlicitih
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biljnih vrsta. Sa fizickohemijskog aspekta, prisustvo razli¢itih kovalentnih 1 fizickih
interakcija koje zavise od ukupnog hemijskog sastava, diriguje finu strukturu citave
kompozicije ¢elijskih zidova. Ovde smo podrzali hipotezu da se celulozni mikrofibrili i
hemiceluloze ¢vrsto vezuju preko viSestrukih vodoni¢nih veza §to pretpostavljamo ima
direktan uticaj na formiranje odredene ligninske strukture i uticaj na kristali¢nost ¢elijskog
zida (Perez 2005).

Na osnovu odgovarajuéeg matematiCkog modela primenjenog za obradu
fluorescentnih mikroskopskih slika, pronadeno je da u biljkama koje su izlozene
mehanickom stresu, postoji porast u koli¢ini p-kumari¢nih jedinica Sto povecava
mehanicku krutost, preko paralelnog pakovanja dugackih lanaca naizmeni¢nih C-C i C=C
veza. Ovi rezultati su u saglasnosti sa ispitivanjem lignin model polimerima u ovom radu.
Na osnovu dobijenih rezultata vidimo da fluorescenciju zajedno sa odgovaraju¢im
matematickim modelom mozemo koristiti kao metodu za merenje jacine kompresije u
drvetu.

Kvantne tacke(QDs) su poluprovodne nanocestice koje se Siroko preimenjuju u
biologiji kao fluorescentni obelezivaci. Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju pokazuju da
se CdSe QDs primarno vezuju za celulozu i lignin u ¢elijskom zidu Picea omorika. QDs se
vezuju za lignin uglavnom preko interakcije sa C-C i C=C razgranatim lancima dok se
njihova interakcija sa celulozom ostvaruje se preko bo¢nih OH grupa celuloze. Strukturna
preraspodela u celijskom zidu kao posledica interakcije sa QDs znacajno zavisi od
prisustva vode u ¢elijskom zidu. Pokazali smo znacajan uticaj hidrofobnih i1 hidrofilnih
interakcija u zidu. Hidrofobna interakcija u ¢elijskom zidu povecava krutost strukture
uglavnom preko ligninskog makromolekula. U ¢elijskom zidu u prisustvu vode, hidrofilne
i dipol-dipol interakcije izmedu molekula vode i polimernih grupa celijskog zida dovode
do pojave konformacionih promena u strukturi zida. Prikazani rezultati takode pokazuju da
su QDs pogodne za homogeno obelezavanje celog celijskog zida. Ovo je posledica
aranziranja molekula u samom celijskom zidu. Ekstremno male veli¢ine QDs cestica
omogucavaju njithovo lako prodiranje unutar polimerne kompozitne strukture celijskog
zida, §to nam otvara mogucnosti za njihovu sve veéu primenu u istrazZivanjima na

molekulskom nivou.
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U ovoj tezi dat je pocetni doprinos za dalja istrazivanja strukture Celijskog zida jer
je on sa svojim lignoceluloznim sastavom ,,dobra‘“ sirovina za dobijanje novih materijala 1

energije.
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Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog
zvanja doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane
rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u

elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranta

U Beogradu 12. 03. 2013. god. Daniela B. Bikanovi¢ Golubovi¢



Prilog 3.

Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku “Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum

Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

“ Strukturna ispitivanja celijskog zida i lignina razli¢itog porekla“

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo —nekomercijalno

3. Autorstvo —nekomercijalno —bez prerade

4. Autorstvo —nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na

poledini lista)

Potpis doktoranta

U Beogradu 12. 03. 2013. god. Daniela B. Bikanovi¢ Golubovié¢



1. Autorstvo — Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju 1 javno saopStavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence ,

¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo- nekomercijalno Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili

davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo- nekomercijalno- bez prerade Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence ovom licencom se

ogranicava najvec¢i obim prava kori$¢enja dela.

4. Autorstvo- nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom

licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju i javno saopStavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora
na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu

upotrebu dela

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno

licencama otvorenog koda.



