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1 UVOD 
Papirniški mulj je največji stranski pro-
izvod v papirniški industriji in predsta-
vlja velik problem kar zadeva odstra-
njevanja [1,2].Poznamo številne načine 
odstranjevanja papirniškega mulja, med 
najpogostejše prištevamo pokrivanje 
različnih površin in sežig [3]. Med alter-
nativne metode pa vključujemo prede-
lavo v hidravlično bariero za prikrivanje 
odlagališč [4] v postopku odstranjeva-
nja metalnih ionov [5], kot absorbent 
za čiščenje vodne površine [3], ter kot 
gradbeni materiali [6]. Kljub številnim 
alternativnim rešitvam papirniški mulj še 
vedno predstavlja velik izziv, zaradi nje-
govih ugodnih karakteristik. Papirniški 
mulj je sestavljeni iz celuloznih vlaken 
in anorganskih polnil (kalcijev karbonat 
in kaolinit), ter iz številnih raztopljenih 
kemikalij v vodi [3]. Poleg tega papirniš-
ki mulj vsebuje težke kovine, klorirane 
organske spojine (dioksini in poliklori-
rani bifenili) ter številna druga onesna-
žila [7, 8]. Za glive je značilno, da lahko 
razgradijo številne lignocelulozne mate-
riale, vključno z odpadki, ki nastajajo v 
kmetijski, gozdarski in živilski industriji 
[9, 10]. Glive imajo velik biotehnološki 
potencial, saj so zelo enostavne za upo-
rabo, obenem pa imajo veliko ekonom-
sko, ekološko in medicinsko vrednost 
[11–13]. Lignocelulozni odpadki  pred-

stavljajo obetavne substrate za gojenje 
gliv in nadaljnjo proizvodnjo hidrolit-
skih in oksidativnih encimskih meša-
nic glivnega izvora. Med temi encimi, 
ki se navadno uporabljajo pri izdelavi 
papirja, so najpomembnejši: (i) hidroli-
tični encimi celulaza in ksilanaza, lipaze 
in mangan peroksidaze [9, 14]. V naši 
študiji smo se osredotočili na proizvo-
dnjo hidrolitskih in oksidativnih encimov 
s pomočjo bukovega ostrigarja (Pleu-
rotus ostreatus), kjer smo uporabili kot 
substrat dva različna papirniška mulja. 

2 MATERIAL IN METODE
Papirniška mulja DS (deinking proces) in 
PS (kemično mehansko čiščenje) sta bila 
pridobljena iz slovenske papirnice in sta 
bila uporabljena kot substrat za kultiva-
cijo gliv.  Sev bukovega ostrigarja (PLAB 
P. ostreatus) je bil pridobljen iz zbirke 
glivnih kulture MycoMedica d.o.o. v 
Podkornu (Slovenija). 

V procesu kultivacije gliv smo uporabili 
300 g substrata. Kozarce z vsebino smo 
inokulirali z glivo  bukov ostrigar in jih 
inkubirali pri 23°C ± 0,5°C . Vzorčenje 
je potekalo v različnih časovnih obdob-
jih in sicer: 34., 40., 48., 53. in 61.dan. 
Za različna časovna obdobja smo se 
odločili z namenom, da preverimo kako 
se obnaša gliva in kakšne so aktivno-

IZVLEČEK

V naši študiji smo raziskovali rast glive Pleurotus ostreatus na papirniškem mulju. Natančneje smo raziskali primernost substrata 
DS (deinking proces) in PS mulja (kemično mehansko čiščenje) v procesu proizvodnje encimov s pomočjo glive P. ostreatus. Encimi, 
ki se proizvedejo tekom kultivacije glive igrajo pomembno vlogo za industrijo celuloze in papirja. Po kultivaciji smo ekstrahirali 
ekstracelularne proteine in določili specifične aktivnosti štirih encimov: aktivnosti celulaze, ksilanaze, lipaze in peroksidaze. Poleg 
tega so bili določeni učinki pH vrednosti ekstrakcijskega pufra na encimske aktivnosti. Preverili smo tudi kakšen učinek na rast 
glive in proizvodnjo encimov ima inkubacijski čas. Rezultati kažejo, da lahko P. ostreatus raste na trdnih odpadkih iz papirniške 
industrije, kar pripomore k zmanjšanju količine odpadkov in zmanjšanju ekološkega vpliva. Poleg tega so trdni odpadki papirniške 
industrije dober substrat za proizvodnjo komercialno zanimivih encimov.
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ABSTRACT

We studied the growth of Pleurotus ostreatus on pulp and paper industry wastes. Specifically, we investigated whether solid-state 
fermentation and growth substrates (de-inking paper mill sludge, primary sludge) are appropriate for the production of enzymes 
by P. ostreatus relevant to the pulp and paper industry. Following fermentation, the extracellular protein was extracted and the 
specific activities of four enzymes were determined: the cellulase, xylanase, lipase, and peroxidase activities. Furthermore, the 
effects of extraction buffer pH on these enzyme activities were determined, along with the effects of  incubation time. These 
data show that P. ostreatus can grow on pulp and paper industry solid wastes, which  helps to minimize the waste volume and to 
decrease the ecological impact. Additionally, these pulp and paper industry solid wastes are good substrates for the production of 
commercially interesting enzymes.

Keywords: cellulase, enzyme, lipase, paper, paper mill sludge, peroxidase, Pleurotus ostreatus, xylanase. 
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POTENTIAL OF PAPER MILL SLUDGE IN THE PROCESS 
OF ENZYME PRODUCTION 

Slika 1: Rast micelija na substratu (papirniški mulj)
Figure 1: Growth of mycelium on the substrate

Slika 2: Encimski ekstrakt 
Figure 2: Enzyme extract

Slika 3: Produkcija encimov tekom kultivacije glive P. Ostreatus
Figure 3: Production of enzymes during the cultivation of P. Ostreatus 

sti posameznih encimov skozi časovna 
obdobja.

Določanje suhe snovi substrata je bil v 
skladu s  standardom SIST EN 14346: 
2007 in celotni organski ogljik (TOC) 
v skladu s standardom SIST EN 13137: 
2002. Vsebnost težkih kovin smo do-
ločili po naslednjih standardih: Cu, DIN 
38406-E7-2: 1991; Zn, SIST ISO 8288: 
1996; Ni, DIN 38406-E11-2: 1991; Cd, 
SIST EN ISO 5961: 1996; Hg, SIST ISO 
5666: 2000; Cr, SIST ISO 9174: 1999; 
Pb, DIN 38406-E6-2: 1998. Vsebnost 
celuloze smo določili po Kürschner et 
al. [15], vsebnost hemiceluloz po  Wise 
in Karl [16] in vsebnost lignina po Fuku-
shima et al. [17].

(mg/kg dry matter) Cu Zn Ni Cd Hg Cr Pb

DS 165 58 2 0,15 <0,01 5 21

PS 104 55 6 0,2 0,2 9 21

% celuloza lignin hemiceluloza

DS 34 6 4

PS 33 8 6

Preglednica 1: Delež težkih kovin v substratu  (mg/kg suhe snovi) 
Table 1: Proportion of heavy metals in the substrate (mg/kg dry matter)

Tabela 2: Delež celuloze, lignina in hemiceluloze v substratu (%) 
Table 2: Proportion of cellulose, lignin and hemicellulose in the substrate (%)

3 REZULTATI Z RAZPRAVO
Cilj te študije je bil oceniti DS in PS kot 
potencialne substrate za proizvodnjo 
encimov P. ostreatus v kultivacije buko-
vega ostrigarja v različnih inkubacijskih 
obdobjih. Vsebnost TOC za DS in PS je 
bila 21,0 % oziroma 28,5 %. Vsebnost 
težkih kovin in vsebnost celuloze, ligni-
na in hemiceluloze sta podani v Tabelah 
1 in 2. 

Ker so vsebnosti celuloze, lignina in 
hemiceluloz v DS in PS primerljive; višja 
vsebnost TOC za PS bo spodbudila bolj-
šo rast micelija v primerjavi s DS. Ne-
katere težke kovine inhibirajo rast gliv, 
vendar inhibicije zaradi težkih kovin 
nismo zaznali. 

Aktivnosti celulaze in ksilanazo, so bile 
pri DS  višje kot pri PS. Pri DS je bila 
celulazna aktivnost najvišja po 53 in 61 
dneh inkubacije, medtem ko je aktiv-
nost ksilanaze najvišjo aktivnost dosegla 
na 34. in 61. dan inkubacije. Aktivnosti 
teh encimov niso posebej vplivale na pH 
ekstrakcijskega pufra (slika 1), dokazali 
smo širok razpon odpornosti na pH, kot 
so poročali že Liguori et al. [18].

Aktivnosti  lipaze, so bile primerljive za 
DS in PS in so bile najvišje pri pH 8, kar 
je skladno z literaturo [19]. Pri PS se 
je aktivnost lipaze zmanjšala s časom 
inkubacije. Ta trend ni bil viden pri DS, 
saj so aktivnosti, specifične za lipaze, 
močno nihale (slika 3). Najvišje aktiv-

nosti  peroksidaze določimo na  34. in 
40. dan inkubacije. Najvišje aktivnosti 
peroksidaze pri DS in PS smo beležili pri 
kislem pH (slika 3).

Proizvodnja oksidacijskih encimov, ki 
omogočajo rast gliv bele trohnobe na 
različnih lignoceluloznih substratih je 
močno odvisna od sestave rastnega me-
dija, pH in temperature, pa tudi od faze 
rasti glive in njegove celice [20].

4 SKLEPI
Podatki naše študije kažejo, da so 
lignocelulozni odpadki (mulji) iz  papir-
ne industrije (DS in PS), dober substrat 
za rast glive (P. ostreatus). Produkcija 
posameznih encimov je tekom inkubaci-
je različna in nelinearna. Takšni rezul-
tati predstavljajo izziv pri optimizaciji 
maksimalnega izplena encimov tekom 
kultivacije  gliv. Izboljšanje produkcije 
encimov bi lahko povečali tudi z vpe-
ljavo co-substratov, ki imajo podob-
ne karakteristike kot papirniški mulji.  
Takšen način reševanja problematike 
prekomernih količin odpadkov in prido-
bivanja produktov z dodano vrednostjo 
(encimov) iz odpadnih materialov je iz 
vidika okoljske in stroškovne sprejemlji-
vosti izjemno atraktiven tudi v procesu 
krožnega gospodarstva.

Encime in druge topne ekstracelular-
ne proteine smo ekstrahirali z dodat-
kom 2 ml ustrezne puferske raztopine 
na 1 g substrata, 2 uri pri 4°C (stresa-
nje). Učinek pH ekstrakcijskega pufra 
na encimske aktivnosti smo testirali z 
devetimi različnimi pufri z naraščajo-
čimi vrednostmi pH na osnovi 50 mM 
MES (pH 4,0–6,0) in 50 mM TRIS (pH 
6,5–8,0). 

Po ekstrakciji smo vzorce centrifugirali 
pri 13.200 × g 10 minut pri 4°C. Ugo-
tovljene supernatante smo analizirali za 
encimske aktivnosti in skupni ekstrace-
lularni protein. Koncentracije beljako-
vin smo določili z uporabo komponent 
BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, 
ZDA).



RA
ZI

SK
A

VE
 IN

 R
A

ZV
O

J
Pa

pi
r 

za
 n

ot
ra

nj
os

t 
re

vi
je

 P
A

PI
R 

je
 p

ris
pe

va
la

 P
ap

irn
ic

a 
Ve

vč
e 

d.
o.

o.
, B

io
m

at
t 

80
 g

/m
2 .

Pa
pi

r 
za

 n
ot

ra
nj

os
t 

re
vi

je
 P

A
PI

R 
je

 p
ris

pe
va

la
 P

ap
irn

ic
a 

Ve
vč

e 
d.

o.
o.

, B
io

m
at

t 
80

 g
/m

2 .
RA

ZI
SK

A
VE

 IN
 R

A
ZV

O
J

Raziskujemo in razvijamo Raziskujemo in razvijamo

  | november 2018 | 20 | XLVI  | november 2018 | 20 | XLVI 

Raziskave iz tujine
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Papir je zelo enostaven material za recikli-
ranje. V Evropi recikliramo že več kot 70 
% papirnih izdelkov. Porabljen papir zbi-
ralci ustrezno sortirajo in stisnejo v bale, 
ki jih dostavijo predelovalcem. Ti bale 
običajno skladiščijo na odprtih prosto-
rih, kjer je požarno tveganje zelo visoko. 
Uporaba IR tehnologije omogoča zgodnje 
odkrivanje ognja. Temelji na dejstvu, da 
vsi predmeti emitirajo elektromagnetno 
valovanje, in sicer predvsem v IR obmo-
čju. Natančen IR spekter je odvisen od 
temperature predmeta, zato omogoča 
vgradnja IR senzorjev detekcijo ognja v 
začetni fazi, ko je temperatura še pod 
temperaturo vžiga.

Janja Zule

Infrardeča termografija v skladiščih papirja  
Infrared thermography in a waste paper storage yard
Lantzsch, J.: Professional Papermaking 15 (2018) 1: 22 – 24

Slika 1: Infrardeča panoramska slika kaže temperaturo v vsaki točki merilnega območja
Figure 1: The infrared panoramic image shows a temperature for every point in the monitoring area

Slika 2: Radarski senzor in radiometrični merilni sistem
Figure 2: Radar sensor and radiometric measurement system

Radarske in radiometrične meritve  
Radar and radiometry measurement
Lambrecht, J, Langensiepen, C.: Professional Papermaking 15 (2018) 1: 30 - 33 

Nekontaktne metode merjenja z uporabo radiometričnih sen-
zorjev so postale rutinske tudi v papirni industriji. Omogočajo 
določitve parametrov kakovosti na papirnem stroju ter merjenje 
nivojev in masnih tokov, hkrati pa ni vpliva  zunanjih pogojev. 
Senzorji lahko zaznajo posamezne celulozne zvitke in pomagajo 
optimirati delovanje razpuščevalnika, s čimer se znatno pove-
ča kapaciteta dela. Najnovejša generacija radarskih merilnikov 
za tekočine deluJe s pomočjo 80 GHz tehnologije. Tako visoke 
frekvence omogočajo precizno fokusiranje na merilno mesto, 
hkrati pa se izničijo vse interference iz okolja.  Možno je na-
tančno merjenje nivojev v vlakninskih suspenzijah med procesom 
razpuščanja. Radiometrični senzorji predstavljajo velik potencial v 
nadaljnjem razvoju papirništva.

Janja Zule

Popravek  
Correction

V prejšnji številki revije Papir 19, XLVI (junij 2018) je 
prišlo pomotoma do zamenjave naslova članka avtorjev 
Hočevar, Bjelić in Grilc, ki je bil objavljen na strani 48. 
Pravilni naslov se glasi: Odpadna biomasa – nova su-
rovina za pridobivanje kemikalij.

Članek pod naslovom Rastlinska biomasa – možni 
alternativni vir papirnih vlaken avtorjev Zule, Fre-
lih, Flajšman je bil objavljen v reviji Papir 18, XLV (no-
vember 2017) na straneh 34 – 37. 

Uredniški odbor revije Papir se avtorjem iskreno opra-
vičuje. 

In Paper Magazine 19 (XLVI, June 2018), the title of the 
article by Hočevar, Bjelić and Grilc, which was published 
on page 48, was inadvertently swapped. The correct 
title is Waste biomass – new raw material for the 
acquisition of chemicals.

The article entitled Plant biomass – potential alter-
native source of paper fibers by Zule, Frelih and 
Flajšman was published in Paper Magazine 18 (XLV, No-
vember 2017) on pages 34–37. 

The Editorial Board of the Paper Magazine sincerely 
apologizes to the authors.


