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Produkti mikrobiološke 
razgradnje lignina
Products of microbiological lignin degradation

IZVLEČEK 
Lignin je kompleksen aromatski biopolimer, ki je v naravi prisoten v stenah rastlinskih celic, v velikih količinah pa nastaja kot 
odpadni produkt pridelave papirja in biogoriv. Skladno s konceptom krožnega gospodarstva in zelene tehnologije brez 
odpadkov je zanimanje za njegovo koristno uporabo v zadnjih letih precej zraslo, saj bi kot naravni vir aromatskega ogljika 
lahko predstavljal odličen vir za proizvodnjo materialov z dodano vrednostjo. Zato smo se osredotočili na okolju prijazno 
razgradnjo lignina z mikroorganizmi, in sicer smo preučevali ligninolitično aktivnost bakterijskih izolatov z lignolitično 
aktivnostjo. Ugotavljali smo, ali je pri izbranih pogojih prišlo do biorazgradnje lignina, in če je, kateri produkti so pri tem 
nastali. Tako smo na osnovi obstoječe literature definirali potencialne produkte bakterijske razgradnje lignina, za katere smo 
razvili tarčno analizno metodo s tekočinsko kromatografijo sklopljeno s tandemsko masno spektrometrično detekcijo (LC-
MS/MS). Naši vzorci so bili pridobljeni iz šaržnih reaktorjev, kamor je bil bakterijam kot vir ogljika dodan lignin, pri čemer 
smo predpostavili, da določitev katerega od produktov razgradnje potrjuje biorazgradnjo v vzorcu. Po optimizaciji pogojev 
razgradnje smo v vzorcih dokazali prisotnost treh razgradnih produktov lignina, in sicer 4-hidroksiacetofenona, 
acetovanilona in vanilinske kisline. Z LC-MS/MS smo izvedli tudi netarčno analizo, ki je pokazala, da je pri razgradnji lignina 
nastalo še veliko drugih produktov razgradnje. Naš naslednji korak bo njihova identifikacija s pomočjo visokoločljivostne MS.  
 
Ključne besede: lignin, bakterijska razgradnja, tekočinska kromatografija, masna spektrometrija 

 
ABSTRACT 
Lignin is a complex aromatic biopolymer present in nature as part of plant cell walls. It is generated in large quantities as 
a waste product in paper and biofuel industries. In the context of circular economy and green technologies, the interest 
in lignin valorisation has grown considerably in recent years. It is an abundant source of renewable aromatic carbon and 
could be a great source for producing value-added chemicals. Our research focuses on environmentally friendly bacterial 
degradation and studying the ligninolytic activity of the selected bacterial strains. Our objective was to determine 
whether biodegradation of lignin occurs under the selected conditions and the products generated in the process. Based 
on the existing literature, potential degradation products were defined and included in a targeted analytical method 
based on determination by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Our samples 
contained lignin treated with ethe laccase-producing bacterial strains in batch reactors and it was presumed that the 
detection of any of the potential degradation products in the sample proves biodegradation. After the optimisation of 
the biodegradation conditions, we confirmed the presence of three products of the bacterial lignin degradation in the 
samples: 4-hydroxyacetophenone, acetovanillone, and vanillic acid. We also performed a non-targeted LC-MS/MS 
analysis, which has shown the presence of many additional degradation products. Our next step is to identify them using 
high-resolution mass spectrometry 
 
Keywords: lignin, bacterial degradation, liquid chromatography, mass spectrometry
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Lignin, kompleksen in heterogen aromat-
ski polimer, se skupaj s celulozo in hemicelu-
lozo nahaja v stenah rastlinskih celic. Tam tvori 
močno prepleteno mrežasto strukturo, ki rast-
lini zagotavlja mehansko trdnost ter jo ščiti 
pred škodljivimi organizmi imenovano ligno-
celuloza (1). Sestavljen je iz fenilpropanoidnih 
aril-C3 enot, med sabo povezanih z eternimi 
in C-C vezmi. Nastane z radikalsko polimeri-
zacijo iz prekurzorjev koniferil, sinapil ter p-
kumaril alkohola (2).  

Deleži posameznih podenot v ligninu se od 
vrste do vrste precej razlikujejo. Lignin v trdem 
lesu vsebuje večinoma koniferil alkohol, v 
mehkem lesu vsebuje velik delež tako koniferil 
kot sinapil alkohola, v travah pa najdemo vse 
tri podenote. Podenote oz. osnovni gradniki 
so med sabo tudi različno povezane, najpo-
gosteje z eternimi vezmi. Posledica te raznoli-
kosti je visoka odpornost lignina na kemijsko 
in biokemijsko razgradnjo. K tej dodatno pri-
speva vezava ligninskega polimera na celulozo 
(3). 

Zanimanje za lignin in njegovo valorizacijo 
je zaradi energetske krize v zadnjih letih zelo 
naraslo. Raziskave so usmerjene predvsem v 
možnosti okolju bolj prijazne razgradnje s po-
močjo mikroorganizmov. Nekatere glive in 
bakterije so razvile metabolne sisteme za učin-
kovito razgradnjo lignina, ki bi jih morda lahko 

Slika 1: Ideja o uporabi v naravi prisotnih mehanizmov biorazgradnje za valorizacijo odpadnega lignina 
/ Figure 1: Idea of using naturally occurring biodegradation mechanisms to valorise waste lignin

ciljano uporabili za razgradnjo odpadnega li-
gnina v produkte z dodano vrednostjo. Do 
sedaj so bile podrobneje raziskane predvsem 
glive, in sicer glive bele in rjave trohnobe. Te 
lignin razgrajujejo z izločanjem številnih enci-
mov, kot so peroksidaze ter lakaze (4). Kljub 
opravljenim obsežnim raziskavam pa glive 
za komercialne biokatalitične procese depo-
limerizacije lignina zaradi kompleksnosti 
njihovih encimov niso uporabne. Bakterijska 
razgradnja lignina je v primerjavi z glivno do 
sedaj precej manj raziskana, ker do sedaj po-
znamo le okoli 16 vrst bakterij, ki lahko tvorijo 
ligninolitične encime (5). Kljub temu bakterije 
zaradi enostavne kultivacije potencialno pred-
stavljajo boljšo rešitev za uporabo lignina, 
poleg tega pa so stabilnejše v ekstremnih 
pogojih (nizek ali visok pH, temperatura, 
anaerobni pogoji), kar je dobrodošla pred-
nost (6). 

Bakterije proizvajajo številne oksidativne 
encime, ki sodelujejo pri depolimerizaciji in 
modifikaciji lignina in se nekoliko razlikujejo 
od glivnih encimov. Pomembno vlogo igrata 
predvsem dve večji skupini: bakterijske lakaze 
in peroksidaze (DyP) (7). 

Peroksidaze tipa DyP so encimi iz družine 
hem peroksidaz, ki so prisotne v glivah, rastli-
nah, največ pa v bakterijah. Glede na njihovo 
strukturo oz. zaporedje aminokislin peroksi-
daze razvrščamo v štiri razrede, poimenovane 
A, B, C in D. Encimi razreda D so glivni, ostali 
so bakterijski. Pri nekaterih DyP peroksidazah 
je bila že dokazana ligninolitična aktivnost na 
dimernih modelih lignina, pri določenih pa 
celo na polimernem ligninu (4). 

Lakaze so encimi, ki so v naravi zelo razšir-
jeni. Prisotne so v višjih rastlinah, glivah, kot 
tudi v bakterijah in celo v insektih. Uvrščamo 
jih med polifenolne oksidazne encime. De -
lujejo tako, da katalizirajo oksidacijo substra-
tov, ki so lahko fenolne ali pa nefenolne 
aromatske spojine, ob sočasni redukciji kisika 
do vode (8). Lakaze se med sabo po funkciji 
zelo razlikujejo, glede na oksidativno moč 
lahko namreč katalizirajo polimerizacijo ligni-
na ali pa njegovo razgradnjo. Glivne lakaze so 
po odkritju veliko obetale, ker imajo v primer-
javi z bakterijskimi višji redoks potencial, kar 
pomeni, da so zmožne oksidirati precej širši 

nabor substratov. Vendar pa so pri ekstremnih 
pogojih večinoma nestabilne, kar otežuje ali 
celo onemogoča njihovo uporabo v nekaterih 
industrijskih procesih. Bakterijske lakaze so po 
molekularni zgradbi enostavneje (brez po-
stranslacijskih modifikacij in z manj podeno-
tami) in imajo dokazano veliko večjo termo- 
in halotoleranco, prav tako so zelo stabilne 
tudi v prisotnosti različnih inhibitorjev, zato se 
zdijo z vidika uporabe v industriji bolj obeta-
vne (7, 9, 10). Ena izmed prednosti lakaz je 
tudi to, da pri reakcijah ne proizvajajo toksi-
čnega vodikovega peroksida kot mnoge 
druge oksidaze (8). Danes jih že uporabljajo v 
papirni in tekstilni industriji, pri razvoju bio-
senzorjev in drugje (9). 

V biorafinerijah je poskus valorizacije ligni-
na in produktov njegove razgradnje zaradi 
velikih pridelanih količin postal ena izmed pri-
oritet. Pri razumevanju procesov razgradnje in 
preučevanju nastalih produktov pa je ključne-
ga pomena natančno poznavanje njegove 
strukture. Ta je namreč zelo kompleksna in se 
glede na vir lignina tudi močno razlikuje. Za 
namen preučevanja strukture so zato že razvili 
številne analizne metode, in sicer tako za ana-
lize celotne strukture kot tudi posameznih 
monomerov, preko analize produktov raz-
gradnje. Pri preučevanju celotne strukture je 
mogoče s pomočjo spektroskopskih metod, 
kot so ultravijolična spektroskopija (UV), in-
frardeča spektroskopija s Fourierjevo transfor-
macijo (FTIR) in jedrska magnetna resonanca 
(NMR), pridobiti informacije o tipih vezi ter 
funkcionalnih skupinah v makromolekuli ligni-
na (13). Za določitev posameznih produktov 
razgradnje pa so v uporabi kromatografske 
metode (navadno plinska, pa tudi reverznofa-
zna tekočinska kromatografija), sklopljene z 
masno spektrometrijo (13). 

 
NAŠA RAZISKAVA  

je bila izvedena v okviru evropskega pro-
jekta APPLAUSE, namen katerega je bil pre-
učevanje možnosti za koristno uporabo v 
Sloveniji rastočih tujerodnih rastlinskih vrst. Iz 
rizosfere (prsti ob korenini) tujerodnega ja-
ponskega dresnika so bile izolirane in genet-
sko karakterizirane bakterije z lignolitčno 
aktivnostjo z zapisom gena iz skupine lakaz v 
genomu.  

Vzorce lignina, izpostavljenega izbranim 
bakterijskim sevom smo tako analizirali na 
tekočinskem kromatografu ultra visoke loč-
ljivosti sklopljenem s tandemskim masnim 
spektrometrom (UHPLC-MS/MS), in sicer na 
dva načina, s tarčno in netarčno analizo.  

S tarčno analizo je mogoče iskanje točno 
določenih spojin v vzorcu. Taka metoda nam 
omogoča, da prisotnost izbranih spojin z go-
tovostjo potrdimo ter tudi določimo njihovo 
koncentracijo v vzorcih. Metodo smo razvili in 
validirali na 14 fenolnih spojinah, ki smo jih na 

Vsako leto pri proizvodnji papirja kot 
stranskega produkta nastane okoli 50 
milijonov ton lignina, vedno več pa ga 
nastaja tudi zaradi naraščajoče proizvod-
nje biogoriv (3). Kljub temu, da ima kot 
bogat obnovljiv vir aromatskih molekul 
precejšen potencial za predelavo v kemi-
kalije in goriva z dodano vrednostjo, pa 
še vedno velja za odpadni produkt in 
služi kot nizkokakovostno gorivo za 
sežig. To je predvsem posledica zahtev-
nosti predelave lignina, ki je odporen na 
razgradnjo, ima heterogeno sestavo, na-
stali produkti pa zaradi strukturne hete-
rogenosti zahtevajo obsežne postopke 
ločevanja in čiščenja.

Cilj naših raziskav je bil ugotoviti, 
če lahko te bakterije v laboratoriju 
razgradijo lignin, ter v kolikor raz-
gradnja poteče, identificirati nastale 
produkte.
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tu, ta torej ni mogoča, smo pa kljub temu pri-
dobili nekaj dragocenih informacij. Očitne ra-
zlike med posnetimi kromatogrami vzorcev 
lignina pred in po inkubaciji z bakterijami 
(Slika 3) jasno nakazujejo, da je njihova sesta-
va različna, kar je še dodaten dokaz, da je pri-
šlo do biorazgradnje. Pridobljene informacije 
o približnih masah v vzorcih prisotnih spojin 
bomo uporabili kot izhodišče za nadaljnje 
delo na HRMS. 
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osnovi literature definirali kot potencialne pro-
dukte razgradnje lignina. V vzorcih iz gojišč po 
6-dnevni inkubaciji lignina z bakterijami smo 
s tarčno analizo določili prisotnost treh izmed 
iskanih polifenolnih spojin: vanilinske kisline, 
4-hidroksiacetofenona ter acetovanilona (Slika 
2). Njihova odsotnost v kontrolnih vzorcih po-
trjuje, da dejansko predstavljajo produkte 
bakterijske razgradnje.  

 
Z netarčno analizo, s katero je teoretično 

mogoče zaznati in identificirati vse spojine, 
prisotne v vzorcih, smo nato preverili še, ali so 
pri razgradnji poleg zgoraj omenjenih nastali 
tudi kateri drugi produkti. Zaznali smo večje 
število signalov za produkte biorazgadnje, ki 
jih bo v naslednji stopnji treba identificirati. Za 
točno identifikacijo ostalih prisotnih produk-
tov iz podatkov netarčne analize so potrebne 
natančnejše informacije o njihovih masah, do 
katerih je mogoče priti le z analizo na visoko-
ločljivostnem masnem spektrometru (HRMS). 
Z analizami, izvedenimi na našem instrumen-

Slika 2: Bakterijska razgradnja lignina do identificiranih produktov / Figure 2: Bacterial degradation of 
lignin to the identified products

Slika 3: Primerjava kromatogramov slepega vzorca (moder signal) in enega izmed vzorcev po biorazgradnji 
(rdeč signal) / Figure 3: Comparison of chromatograms of a blank sample (blue signal) and one of the 
samples after biodegradation (red signal)

Rezultati naše študije jasno nakazujejo, 
da testirani sevi bakterij pod ustreznimi 
pogoji razgrajujejo lignin v potencialno 
uporabne produkte. Med njimi smo 
iden tificirali vanilinsko kislino, 4-hi drok -
 siacetofenon ter acetovanilon, vse lahko 
opišemo kot produkte z dodano vred-
nostjo. Njihova uporaba je namreč razno-
vrstna, med drugim se uporabljajo v far-
macevtskih izdelkih, pa tudi kot arome in 
dišave. Kot produkti razgradnje sicer na-
stajajo še druge spojine, kar je razvidno 
iz rezul tatov netarčne analize. Nadaljnji 
ek spe rimenti so predvideni na zmogljivej-
ših instrumentih, in nam bodo omogočili 
določitev njihovih natančnih mas ter po-
sledično identifikacijo. Bakterijska raz-
gradnja ima torej potencial, da postane 
način za okolju prijazno pretvorbo od-
padnega lignina v uporabne produkte, 
kar bo predmet naših nadaljnjih raziskav.


