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1. Uvod

Svaka prehrambena industrija proizvodi veliku koli¢inu otpada. Navedeni otpad se nekada
zbrinjavao odlaganjem na deponije ili spaljivanjem, no u danasnje se vrijeme proucavaju
dostupne opcije kako bi se poveéala vrijednost tih materijala. Otpad prerade hrane je izvor
vrijednih spojeva poput prehrambenih vlakana, antioksidanasa, polifenola, esencijalnih
masnih kiselina, minerala i mnogih drugih bioloski aktivnih spojeva, te se kao takav moze jos
koristiti zbog svojih povoljnih tehnoloskih, prehrambenih i funkcionalnih svojstava. Bududi da
ovakva vrsta otpada nastaje u velikim kolicinama, predstavlja lako dostupnu i jeftinu
sirovinu. Najces¢e se koristi kao sastojak hrane/sto¢ne hrane, kao supstrat za
mikroorganizme pri proizvodnji finih kemikalija, biomolekula i enzima, u proizvodnji

komposta, u proizvodnji energije, te ih ¢ini proizvodima s pove¢anom vrijednosti.

Prerada uljarica rezultira nastajanjem znacajnih koli¢ina otpada, odnosno nusproizvoda.
Uljne pogace koje zaostaju nakon mehanickog presanja uljarica, prepoznate su kao zanimljiv
nusprodukt pogodan za primjenu u ljudskoj prehrani i/ili sto¢noj ishrani, zbog visoke koli¢ine
proteina, prehrambenih vlakana, zaostalog ulja i drugih bioaktivnih tvari koje imaju pozitivhe
zdravstvene ucinke. Osim primjene u prehrambene svrhe, uljne pogace predstavljaju idealne
podloge za razli¢ite biotehnoloske procese prilikom proizvodnje bioloski aktivnih spojeva,

gljiva, bioplina ili biogoriva.

Cilj ovog istraZzivanja bio je utvrditi kemijski sastav otpada iz industrije ulja, odnosno uljnih
pogaca buce golice (Cucurbita pepo L.) i lana (Linum usitatissimum L.), prije i nakon bioloske
obrade s Trametes versicolor i Humicola grisea u uvjetima fermentacije na évrstim nosa¢ima
kroz 10 dana, te istraziti moguénost poboljSanja nutritivnog sastava navedenih pogaca i
mogucu primjenu. Eksperimentalni dio rada proveden je na Prehrambeno-tehnoloskom
fakultetu Osijek, u Laboratoriju za biokemiju i laboratorijima Zavoda za procesno

inZenjerstvo.
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2. Teorijski dio

2.1. Vrste otpada iz prehrambene industrije

Tijekom cijelog ciklusa proizvodnje hrane, odnosno od poljoprivrede, preko industrijske
proizvodnje i prerade, pa sve do maloprodaje i potrosnje u kuéanstvima dolazi do stvaranja
velikih koli¢ina otpada i nusproizvoda (Mirabella i sur., 2014.). Sav otpad nastao u
prehrambenoj industriji moZe biti podijeljen u dvije glavne grupe, na otpad biljnog i otpad
Zivotinjskog podrijetla, sa podgrupama kao Sto su Zitarice, gomolji, voce i povrée, mesni

proizvodi i mlije¢ni proizvodi (Tamer i Copur, 2014.).

Nakupljanje otpada i nusproizvoda biljnog podrijetla uzrokuje zagadenje okolisa, a
zbrinjavanje istoga je sve skuplje, te je u novije doba prepoznata vaznost iskoristavanja
bioloskih materijala kao obnovljivih izvora energije (Gadd, 2001.). Upotreba nusproizvoda
jedne industrije kao sirovine za drugu industriju nazvana je ,istom tehnologijom® (Salihu i
sur., 2012.). Ovakva upotreba navedenih materijala temelji se na fermentativnim i
nefermentativnim postupcima dobivanja Zeljenog produkta. Kada se radi o fermentativnim
postupcima, otpad se koristi kao supstrat za mikroorganizme u svrhu proizvodnje niza
proizvoda povecane vrijednosti. S druge strane, kod nefermentativnih postupaka, otpad je

izvor bioloski aktivnih tvari koje je potrebno izdvojiti (Tamer i Copur, 2014.).

Otpad prehrambene industrije je obeéavajudi izvor vrijednih spojeva kao $to su prehrambena
vlakna i brojne bioloski aktivne tvari koje ukljuéuju antioksidanse, esencijalne masne kiseline,
minerale, itd. Primjerice, komina grozda je bogat izvor prehrambenih vlakana i polifenola
(katehin, epikatehin), sjeme rajCice sadrzi znatne koli¢ine probavljivih aminokiselina
(metionin, cistein, lizin). Nusproizvodi limuna se mogu koristiti kao funkcionalni sastojci pri
proizvodnji zdrave hrane, posebice dijetalna vlakna, askorbinska kiselina i flavonoidi (Yagci i
GOgls, 2009.). Osim toga, biljni otpad moze biti sirovina za proizvodnju hrane, etanola,
bilinih gnojiva, kemikalija, stocne hrane, enzima, gljiva i komposta biokonverzijom u
uvijetima fermentacije na ¢vrstim nosacima pomocu gljiva (Gadd, 2001.; De Paula i sur.,

2003.; TiSma i sur., 2019.).

Velika koli¢ina biljnog otpada prehrambene industrije se uglavhom sastoji od celuloze,
hemiceluloze i lignina, te se nazivaju lignoceluloznim materijalima. Kako su ovi materijali

iznimno dostupni, nije iznenadujuce Sto imaju velik potencijal kao sirovina. Lignocelulozna
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biomasa obuhvaéa materijale kao $to su slama, komina, pulpa voé¢a, mahunarke, Zitarice,

Secerna trska, uljne pogace i mnogi drugi (Isroi i sur., 2011.; Mussatto i sur., 2012.).

2.1.1. Vrste i karakterizacija otpada nakon proizvodnje hladno preSanog ulja

Nakon prerade uljarica, bilo da se postupak provodi metodom ekstrakcije organskim
otapalom ili metodom preSanja pomocu mehanicke preSe, zaostaje znacajna koli¢ina
materijala koji obuhvaéa ljuske, sjemenke, satmu, odmaséene pogace i uljni mulj, a ti
materijali se smatraju otpadom (Poji¢ i sur., 2014.). Ovisno o sirovini i Zeljenoj kvaliteti
proizvoda, primjenjuje se jedna od metoda ekstrakcije. Kada se u ulju Zele zadrzati bioaktivni
spojevi poput esencijalnih masnih kiselina, fenola, flavonoida i tokoferola, primjenjuje se
metoda hladnog presanja pomocu vij¢ane ili hidraulicne preSe. Tada se hladno presanje
koristi za ekstrakciju ulja iz uljarica umjesto uobi¢ajene metode ekstrakcije otapalom (Teh i

Birch, 2013.).

Otpad, odnosno nusproizvod koji zaostaje nakon hladnog presanja uljarica naziva se pogaca
(Slika 1). Uljne pogace se dijele u dvije skupine, jestive i nejestive. Nejestive pogace kao sto
su pogaca ricinusa, karanja pogaca i nim pogaca se koriste kao organska gnojiva, zbog
visokog udjela dusika, fosfora i kalija. S druge strane, jestive pogace imaju visoku nutritivnu
vrijednost, osobito ako je njihov sadrzaj proteina u rasponu od 15 % do 50 %. Na kemijski
sastav pogace utjece sorta uljarice, metoda ekstrakcije i uvijeti uzgoja (Cozea i sur., 2016.;

Ramachandran i sur., 2007.).



2. Teorijski dio

Slika 1 Pogaca buce (Krimer Malesevi¢, 2016.)

Obzirom da sadrze velike koli¢ine proteina, prehrambenih vlakana, zaostalo ulje, minerale i
druge bioaktivhe spojeve, a nemaju Stetna organska otapala u sastavu, ove pogace su
prepoznate kao dobar izvor novih, hranjivih prehrambenih proizvoda, dodataka prehrani, te
proizvoda sa povec¢anom vrijednos¢u (Poji¢ i sur., 2014.; Tamer i Copur, 2014.). lako se
pojedine pogace primjenjuju kao dodatak ljudskoj prehrani, one se ipak uglavhom preraduju
u sto¢nu hranu (hranu za perad, prezivace, ribe i svinje). Biotehnoloska primjena uljnih
pogaca obuhvaéa fermentativhu proizvodnju antibiotika, gljiva, te proizvodnju vitamina,
biopesticida, antioksidanasa i drugih (Ramachandran i sur., 2007.). Zahvaljujuéi preostalom
sadrzaju ulja i hranjivih tvari koje mogu sluziti kao izvor ugljika i dusika, uljne pogace su
najcesce koriSteni supstrati prilikom proizvodnje lipaze (Salihu i sur., 2012.) i drugih
industrijskih enzima poput proteaze, a-amilaze, glukoamilaze, fitaze, itd. NajceSéu
biotehnolosku primjenu imaju pogace suncokreta, lana, sezama, soje, konoplje, kokosa,

uljane repice i buce (Ramachandran i sur., 2007.).

2.1.2. Pogaca nakon proizvodnje hladno preSanog ulja iz buce

Cucurbita pepo L., odnosno uljna tikva ili buca pripada tradicionalnim uljaricama koja se
uzgaja prvenstveno zbog proizvodnje ulja, iako se i meso ploda koristi za prehranu ljudi i
Zivotinja. Sjemenke buce su elipti¢ne i blago spljoStene, te mogu imati Zuto-bijelu ljusku ili
samo tanku tamno zelenu opnu umijesto ljuske, kao $to je slucaj kod buce golice. Golica je

poznata i pod nazivom ,Stajerska uljna buca“, te je preferirana sorta buce pri proizvodnji
6
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ulja, bududi da nije potrebno ukloniti ljusku i sve komponente pogace su jestive (Radocaj i
sur., 2012.; Krimer MaleSevi¢, 2016.). Sjemenke buce pruZzaju mnoge zdravstvene beneficije
zahvaljujuéi njihovim sastojcima, pa tako imaju pozitivne ucinke kod lije€enja dijabetesa,
hipertenzije, tumora, hiperkolesterolemije, te posjeduju antibakterijske i protuupalne ucinke
(Radocaj i sur., 2012.). Ovisno o sorti sadrze od 28 % do 32 % proteina i 30-50 % ulja bogatog
karotenoidima i tokoferolom (Bochkarev i sur., 2016.; Zdunczyk i sur., 1999.). Hladno
presano bucino ulje je poznato po svojoj specificnoj, orasastoj aromi, te se veé desetlje¢ima
koristi kao ulje za salate u brojnim euroskim zemljama (Radocaj i sur., 2012.). Kao i
sjemenke, povezano je s mnogim zdravstvenim beneficijama poput prevencije raka prostate,

ublazavanje dijabetesa, hiperkolesterolemije, artritisa, inkontinencije, itd. (Akin i sur., 2018.).

Bucina pogaca se uglavnom koristi kao stocna hrana, no u posljednje vrijeme ima sve vecu
primjenu u prehrambenoj industriji. U pogaci zaostaje oko 30 % ulja koje je bogato omega-6
masnim kiselinama, y-tokoferolima, mineralima i proteinima, i kao takva ima razne primjene
u razvoju funkcionalnih prehrambenih proizvoda (Radocaj i sur., 2012.). Zbog svog sastava
(Tablica 1) i funkcionalnih osobina ima primjenu u konditorskoj, mlije¢noj industriji (Vuksa i
sur., 2003.), sluzi kao dobar supstrat za proizvodnju enzima i drugih produkata u uvijetima
fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima (Pericin i sur., 2008.), te se zbog visokog sadrzaja proteina

koristi i kao brasno za ljudsku prehranu (Krimer MaleSevi¢, 2016.).

Tablica 1 Kemijski sastav bucine pogace — literaturne vrijednosti

Zdunczyk i Pericin i Radocaj i Cozeal Bochkarev i Krujler”
Parametar | cur,1999. | S | sur,2012. | S | sur,2016. | MleSevie
' 2008. ’ 2016. ’ 2016.
Suha tvar (%) 93,01 i 96,50 i 91,80-94,50 93,27
Pepeo (% s.t.) 9,09 i 6,50 i 8,10-8,70 8,50
P’°t:t"';' (% 59,80 63,52 5020 | 2939 | 4560-52,30 51,28
Sirova vlakna 3,17 4,50 - - 2,20-4,80** 6,00%*
(%s.t.) ’ ’ O ’
NDF (% s.t.) 10,51 i i i i i
Ukupni
ugljikohidrati - 1,10* 4,90 15,88 - -
(% s.t.)
Masti [ ulja - 8,66 31,30 592 | 11,70-19,40 18,66
(% s.t.)
Minerali Ca, Mg, Na, K, Mn, Fe, Zn, Cu, P
Vitamini B kompleks, E
* topivi Seceri
** celuloza
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2.1.3. Pogaca nakon proizvodnje hladno preSanog ulja iz lana

Linum usitatissimum L., odnosno lan, jedna je od najvaznijih uljarica za industrijske i
prehrambene svrhe, te kao hrana za Zivotinje i izvor vlakana. Laneno sjeme je plosnato i
ovalno sa Siljatim vrhom, Zute do tamne boje. Postoje dvije glavne sorte lana, i to predivi lan
koji ima primjenu u tekstilnoj industriji, te uljani lan koji se uzgaja za ljudsku i Zivotinjsku
potrosnju (Singh i sur., 2011.). Sjeme lana je bogato trima komponentama koje ga Cine
izrazito korisnim u prehrani, a to su a-linolenska kiselina (omega-3 masna kiselina,
esencijalna za ljude), visok udio prehrambenih viakana (topljivih i netopljivih) i lignan.
Takoder je izvor visokokvalitetnih proteina, fenolnih spojeva, omega-6 masnih kiselina,
fitokemikalija i fitoestrogenskih spojeva (Banerjee i Thiagarajan, 2015.; Singh i sur., 2011.), te
sadrzi 30-40 % ulja. Osim Sto se pojavljuje kao vazan sastojak funkcionalne hrane i pokazuje
pozitivne ucinke na prevenciju bolesti (Gutiérrez i sur., 2010.), hladnim presanjem daje ulje
bogato a-linolenskom kiselinom (do 57 % u ulju) (Bochkarev i sur., 2016.). Ulje lana se od
davnina koristi u proizvodniji boja, lakova, linoleuma, vostanog platna, tiskarske boje, sapuna,

bioinsekticida i herbicida (Banerjee i Thiagarajan, 2015.; Singh i sur., 2011.).

Lanena pogaca je zanemaren nusproizvod koji se u veéoj mjeri koristi kao sto¢na hrana, i to
nakon odmaséivanja, za tovne Zivotinje i mlije¢na goveda, pa tako kao dodatak prehrani ima
blago laksativni ucinak, te stimulira apetit (Singh i sur., 2011.). Njen sastav (Tablica 2) ju Cini
pogodnom i za primjenu u ljudskoj prehrani, najéesée u mljevenom obliku i to kao Zitarice za
dorucak, energetske plocice, palacinke i vafle, te razne pekarske proizvode (Ogunronbi i sur.,
2011.). Kao sjeme, i pogaca je bogata hranjivim tvarima poput proteina, lipida, vlakana,
lighana, omega-3 masnih kiselina, te stoga jos uvijek imaju ogroman iskoristivi potencijal kao

izvor ovih sastojaka (Gutiérrez i sur., 2010.).
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Tablica 2 Kemijski sastav pogace lana — literaturne vrijednosti

Gutiérrezi | Bochkarevi Cozeal HaI"Ie I Ogunronbi i Krlr:ner”
Parametar sur.. 2010. sur.. 2016. sur., Schone, sur.. 2011. Malesevié,
’ ’ 2016. 2013. ’ 2016.
Suha tvar (%) 89,35 91,40-93,10 - 89,70 | 89,60-91,20 91,30
Pepeo (% s.t.) 3,40 4,80-5,00 - 5,20 3,90-5,40 5,19
F;;f)’;e;';' 27,78* | 32,60-38,10 | 14,40 32,20 | 29,80-35,40 35,26
Sirova vlakna 7,02 | 570-7,40%* . . 53,10-56,30 |  9,38**
(% s.t.)
NDF (% s.t.) - - - 19,40 - -
ADF (% s.t.) - - - 13,00 - -
Lignin (% s.t.) - - - 5,00 - -
Ukupni
ugljikohidrati - - 16,26 - - -
(% s.t.)
Masti i ulja 29,37 | 10,90-19,00 | 6,83 13,00 | 12,40-22,50 6,60
(% s.t.)
Minerali Ca, Mg, P, K, Fe
Vitamini B kompleks, E
* N x 6.25
** celuloza

2.2. Uzgoj mikroorganizama na cvrstim nosacima

Fermentacija je aerobni ili anaerobni proces u kojem mikroorganizmi iskoristavaju hranjive
tvari uz istovremenu proizvodnju metabolita i akumulaciju biomase (Chen, 2013.). Procesi
fermentacije opéenito su podijeljeni na submerzne fermentacije u tekucoj podlozi (SmF) i na
fermentacije na ¢vrstoj podlozi odnosno nosacima (SSF). Glavna razlika izmedu njih je u
udjelu prisutne vode u supstratu. U sluéaju SmF-a udio Cvrste tvari rijetko kada prelazi
koncentraciju od 50 g/L, dakle sadrzaj vode je najmanje 95 % (Mitchell i sur., 2000.), dok kod
SSF-a udio vode u supstratu varira izmedu 40 i 80 % (Ali i Zulkali, 2011.).

Dakle, uzgoj ili fermentacija na d¢vrstim nosaCima (SSF) podrazumijeva rast radnih
mikroorganizama na ili blizu povrsine vlaznih, ¢vrstih Cestica supstrata, gdje je glavnina vode
koja je potrebna za rast i metabolizam apsorbirana ili vezana za supstrat. Meduprostor je
uglavnom ispunjen plinovitom fazom, odnosno zrakom, no moguca je prisutnost minimalnih
koli¢ina slobodne vode koja se pojavljuje u obliku kapljica ili tankog filma na povrsini ¢estica

supstrata (Mitchell i sur., 2006.; Pandey, 2003.).
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lako neke grupe mikroorganizama, kao S$to su bakterije i kvasci, rastu u tekucini, veliki broj
ostalih mikroorganizama raste pricvrséen za cvrste supstrate ili unutar njih, Sto posebice
vrijedi za gljive. SSF procesi imitiraju uvijete u kojima vecina mikroorganizama raste u prirodi,
te se stoga smatraju boljim izborom od submerznog uzgoja (Hesseltine, 1987.). Osim toga, u
odnosu na SmF, uzgojem na ¢vrstim nosadima postize se i vedi prinos produkta, nastaje
manje otpadnih voda, utroSak energije prilikom procesa je manji, a tehnologija je
jednostavnija, kao i procesi izdvajanja i procis¢avanja produkata. Heterogenost supstrata kod
SSF procesa moze uzrokovati neujednaceno provodenje procesa, dolazi do samozagrijavanja
mase, te je otezano pracenje parametara (pH, temperatura, vlaga, sadrzaj hranjivih tvari,
itd.), a sam produkt sadrzi vise nelisto¢a od produkta nastalog u SmF procesu (Couto i

Sanroman, 2006.; Pandey, 2003.).

SSF procesi su u nekim slucajevima ekonomski povoljniji od SmF procesa ukoliko se kao
supstrati koriste nusproizvodi ili otpad poljoprivredne i prehrambene industrije, Sto je
ujedno i ekoloski prihvatljivije rjeSenje od odlaganja tog ¢vrstog materijala (Ali i Zulkali,
2011.; Singhania i sur., 2009.). U tu svrhu najce$¢e se koriste slama, piljevina, pSeni¢ne i
riZine mekinje, repini rezanci, otpad Secerne trske, komina jabuke ili grozda, ljuske kave,
soja, kukuruzno brasno, krumpir, otpad ¢aja, uljne pogace, te mnogi drugi (Bhargav i sur.,
2008.; Pandey i sur., 2000.; Mitchell i sur., 2006.). Navedeni supstrati pripadaju u skupinu
neinertnih hranjivih nosaca, kada nosace dijelimo prema njihovoj biorazgradivosti. Takva
vrsta nosacda ne sluZi samo kao strukturna potpora za rast mikroorganizama vec i kao izvor
ugljika, dusSika te ostalih faktora rasta. Drugu skupinu cine inertni nosaci, odnosno tesko
razgradivi, kemijski inertni, porozni materijali kao Sto su poliuretanska pjena, makroporozna
smola, perlit i vermikulit. Hranjive tvari, koje mikroorganizmi ne mogu priskrbiti iz ovakvih
nosaca, se dovode u sklopu tekuéeg medija rasprSenog u porama nosaca (Chen, 2013,

Pandey, 2003.).

Od parametara koji utje¢u na izbor supstrata najvazniji su udio vode, sastav hranjivih tvari u
supstratu, veli¢ina Cestica, te meduprostor Cestica (Bhargav i sur., 2008.). Veli¢ina Cestica
vlaznog supstrata je najkritiCniji parametar za rast i aktivnost mikroorganizama. Opdéenito,
manje Cestice osiguravaju vecu povrsinu dostupnu mikroorganizmima, no premale Cestice
mogu uzrokovati aglomeraciju supstrata i rezultirati manjom aktivnoséu mikroorganizama.

Nasuprot tome, velike Cestice osiguravaju bolju aeraciju supstrata (zahvaljujué¢i vecem
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meduprostoru cestica), ali i manju slobodnu povrsinu za mikrobno djelovanje. Potrebno je
dakle odabrati optimalnu veli¢inu cestica koja ¢e predstavljati kompromis izmedu
dostupnosti hranjivin tvari i dostupnosti kisika za svaki individualni proces (Couto i

Sanroman, 2006.; Pandey i sur., 1999.; Mitchell i sur., 2002.).

Kao S$to je prethodno navedeno, uvjeti u SSF procesima nisu optimalni za rast svih
mikroorganizama, te su radni mikroorganizmi u vedini slucajeva filamentozne gljive koje
uspjeSno rastu u sustavima s malim sadrzajem vode. Njihov hifalni nadin rasta omogucava
brzo koloniziranje cijele povrsSine krutine i prodiranje u Cestice supstrata ili prijelaz preko
podrucja koja su siromasna nutrijentima u potrazi za istima. Filamentozne gljive takoder
proizvode niz hidrolitickih enzima kako bi razgradile makromolekule ¢vrstog supstrata u
jednostavnije spojeve. SSF procesi mogu ukljucivati Ciste kulture mikroorganizama ili
kombinacije raznih kultura inokuliranih istovremeno ili uzastopno (Mitchell i sur., 2000.;

2002.; 2006.; Rahardjo, 2005.).

SSF je prisutan tisu¢éama godina u proizvodnji tradicionalne hrane poput sira, kruha, soja
umaka, fermentiranog sirka i drugih (Rahardjo, 2005.; Bellon-Maurel i sur., 2003.). U novije
doba primjenjuje se u proizvodnji aroma, pigmenata, enzima, organskih kiselina, etanola,
antibiotika, biopesticida, ali i komposta, proteinima obogacene sto¢ne hrane, goriva, itd.
(Mitchell i sur., 2000.; Thomas i sur., 2013.). Osim toga sve je ¢eS¢a primjena SSF-a u
bioprocesima poput biorazgradnje ¢vrstog otpada, bioremedijacije organskih polutanata u
tlu, biofiltracije atmosfere (Bellon-Maurel i sur., 2003.), te biotransformacije ostataka usjeva

za poboljsanje nutritivne vrijednosti (Singhania i sur., 2009.).

2.2.1. Gljive

Gljive su raznolika skupina eukariotskih organizama koji mogu rasti na raznim supstratima, u
gotovo svim uvjetima, te su stoga sveprisutne u okoliSu. Imaju vaznu ulogu u svim
ekosustavima, a posebice u ekosustavu tla, kada je rije¢ o razgradnji organskih tvari. Ovisno
o temperaturnim rasponima na kojima gljive mogu rasti, one su podijeljene na psihrofilne,
mezofilne i termofilne gljive. Psihrofilne gljive su sposobne za rast blizu ili ispod 0 °C, a
pojedine mogu prezZivjeti ¢ak i pri vrlo niskoj temperaturi od -40 °C. Dok termofilne gljive

mogu rasti i na temperaturama iznad 40 °C, vecina gljiva ipak pripada mezofilnim gljivama
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koje rastu pri temperaturnom rasponu od 5 do 35 °C, a optimalne temperature rasta su

izmedu 25i 35 °C.

Ovim organizmima pripadaju plijesni, kvasci i filamentozne gljive (Singh, 2006.; Gadd i sur.,
2007.). Filamentozne gljive su najvazniji mikroorganizmi za obradu cvrstih supstrata, Sto se
moze pripisati hifalnom nacinu rasta, te sposobnosti lu¢enja izvanstani¢nih enzima. Imaju
razne industrijske primjene, poput primjene u bioremedijaciji (Singh, 2006.; Webster i
Weber, 2007.), te u proizvodnji primarnih i sekundarnih metabolita, antibiotika, enzima,
vitamina, polisaharida, organskih kiselina, hormona i mnogih drugih komercijalno vaznih
spojeva (Borras i sur., 2008.; Vassilev i Vassileva, 1992.). Filamentozne gljive imaju Cestu
primjenu i u biotransformaciji raznih materijala i otpadnih voda, te se takav proces naziva

mikotransformacija (Singh, 2006.).

Sve gljive se prema morfologiji hifa, naCinu razmnozavanja i vrsti spora svrstavaju u jednu od
5 skupina: Deuteromycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes i Oomycetes

(Webster i Weber, 2007.).

2.2.1. Trametes versicolor

Trametes versicolor je gljiva bijelog truljenja, te pripada skupini Basidiomycetes (Xavier i sur.,
2007.). Takoder je poznata i kao Coriolus versicolor, Agaricus versicolor, Boletus versicolor,
Polyporus versicolor, Polystictus versicolor, Poria versicolor, te pod kineskim nazivom Yun-Zhi
i japanskim nazivom Kawaratake (Cui i Chisti, 2003.). Obligatni je aerob, te ju je moguce
pronac¢i na mrtvim drvenim trupcima, panjevima, deblima i granama u Sumama sjeverne
hemisfere. Zbog lepezastog oblika klobuka sa valovitim rubovima i koncentriéno obojenim
zonama (bijela, boja koZe, Zuta, smeda, crvenkasto smeda, plava i crna) Trametes versicolor
(Slika 2) je poznat i pod nazivom ,puranov rep” (Cui i Chisti, 2003.; Trudell i Ammirati,
2009.). Pripada mezofilnim gljivama, te mu je optimalna temperatura za rast izmedu 25 i

30 °C, aiznad 37 °C ne raste (Magan, 2008.).
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Slika 2 Trametes versicolor (Webster i Weber, 2007.)

Gljive bijelog truljenja su medu najucinkovitijim razgradivacima lignoceluloznih materijala,
sposobne za depolimerizaciju celuloze, hemiceluloze i lignina, te degradaciju Sirokog raspona
polutanata poput policiklickih aromatskih ugljikovodika (PAH), smjesa polikloriranih bifenila
(PCB), pesticida, pentaklorfenola (PCP) i niza sintetickih boja (Xavier i sur., 2007.; Aust,
1995.). U tu svrhu luée niz nespecifi¢nih izvanstani¢nih enzima (Mahajan, 2011.). Proizvode
lignoliticke enzime (lignin peroksidaza, mangan peroksidaza i lakaza) pomodéu kojih
ucinkovito mineraliziraju lignin i ugljikohidrate lignoceluloznih materijala do CO, i H,0. Gljive
bijelog truljenja desetlje¢cima se koriste za bioloski predtretman, odnosno biokonverziju
lignoceluloznih materijala u svrhu dobivanja hranjive i probavljive sto¢ne hrane (Isroi i sur.,

2011.; Singh, 2006.).

Kod bijelog truljenja razlikuju se dva opcenita uzorka. Istovremeno truljenje obiljezava
istodobna razgradnja celuloze, hemiceluloze i lignina, a za selektivnho bijelo truljenje
karakteristicna je birana razgradnja lignina i hemiceluloze, dok celuloza uglavhom ostaje
nerazgradena. Trametes versicolor pripada grupi gljiva koje provode istovremeno bijelo

truljenje (Mahajan, 2011.; Sigoillot i sur., 2012.).

Zbog svog profila oksidativnih izvanstanicnih enzima Trametes versicolor se industrijski

upotrebljava u procesima bioremedijacije, biorazgradnje, proizvodnji papira i pulpe,
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biotransformaciji poljoprivrednih i prehrambenih nusproizvoda (Blanchette, 1991.; Webster i
Weber, 2007.). Ova gljiva ima povijest medicinske upotrebe u Azijskoj kulturi, a u novije je
vrijeme i predmetom istrazivanja u zapadnoj medicini, poput primjene u lije¢enju karcinoma

(Trudell, 2009.; Webster i Weber, 2007.).

2.2.2. Humicola grisea

Humicola grisea var. thermoidea (Hgvt) je termofilna gljiva koja pripada skupini
Deuteromycetes (Pogas-Fonseca i sur., 1997.), a takoder je poznata i kao Torula thermophila,
Humicola insolens, Scytalidium thermophilum (Maheshwari i sur., 2000.; Straatsma i Samson,

1993.).

Opcenito, termofilne gljive rastu na temperaturama izmedu 20 °C i 50 °C, vrlo su
rasprostranjene na kopnenim stanistima, te su glavni sastojci mikroflore koja se razvija u
veé¢im masama biljnog materijala, poljoprivrednih i Sumskih proizvoda i drugim nakupinama
organskog materijala gdje toplina, vlaga i aerobna okolina osiguravaju osnovne uvjete za
njihov razvoj (Maheshwari i sur., 2000.). Termofilne gljive imaju jednostavne potrebe za
hranjivim tvarima i ¢esto ih karakterizira brza stopa rasta i brza razgradnja supstrata (Gadd,
2001.), te daju prinose usporedive s onima kod mezofilnih gljiva ¢ak i kada su uzgajane na
manjim koli¢éinama hranjivih tvari. Poznate su po svojoj sposobnosti razgradnje biljnih
polimera i po svom potencijalu za kompostiranje, te se cCesto koriste u biokonverziji
poljoprivrednih ostataka (Singh, 2006.). Zbog njihove uloge u razgradnji biljnih materijala,
termofilne gljive su od posebnog znanstvenog i komercijalnog interesa, bududi proizvode niz

termostabilnih izvanstani¢nih enzima (Allison i sur., 1992.; Maheshwari i sur., 2000.).

Optimalna temperatura za rast Hgvt je na 40 °C, a maksimalna temperatura rasta joj je na
58 °C (Maheshwari i sur., 2000.). Zahvaljujuéi visokoj temperaturi uzgoja, mogucénost
kontaminacije tijekom uzgoja je minimalna (Gadd, 2001.). Hgvt proizvodi nekoliko
izvanstani¢nih enzima kao $to su amilaza, celulaza, trehalaza, ksilanaza, glukoamilaza, te 8-
glukozidaza (Tosi i sur., 1993.; Campos i Felix, 1995.). Zahvaljujuéi vrlo ucinkovitom sustavu
hidrolitickih enzima ova gljiva mozZe rasti na lignoceluloznim materijalima, te provoditi
njihovu biokonverziju u sastojke hrane za Zivotinje i biljna gnojiva (De Paula i sur., 2003.;
Pocas-Fonseca i sur., 2000.). Osim upotrebe u biokonverziji, Hgvt je od velike industrijske
vaznosti kada je rijeC o proizvodnji industrijskih enzima, te upotrebi istih pri proizvodnji
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alternativnih goriva i bioetanola iz lighocelulozne biomase (Mello-de-Sousa i sur., 2011.;

Pogas-Fonseca i sur., 2013.).

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Cilj ovog rada bio je analizirati kemijski sastav otpada iz industrije ulja nakon hladnog
tijeSnjenja, prije i nakon bioloSke obrade s Trametes versicolor i Humicola grisea u uvjetima
fermentacije na ¢vrstim nosadima, te na temelju rezultata kemijskog sastava istraZiti u koje

svrhe bi se pogace buce i lana mogle iskoristiti.

3.2. Materijali

3.2.1. Kemikalije

Za analizu kemijskog sastava u radu su koristene sljedeée kemikalije:

~ 2-etoksietanol, C4H100, (SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Njemacka)

~ aceton, C3HgO (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

~ acetonitril, C;H3sN (SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Njemacka)

~ bakar (ll) sulfat pentahidrat, CuSO4 X 5 H,O (ALKALOID AD, Skopje, Makedonija)
~ Bradford reagens (BioRad, Njemacka)

~ cetiltrimetilamonij bromid, C19H4,BrN (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA)

~ dinatrijev fosfat, Na,HPO, (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA)

~ fenol, CgHsOH (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

~ fosforna kiselina, H3PO4 (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

~ kalijev hidrogenfosfat, K;HPO4 (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

~ kalijev dihidrogenfosfat, KH,PO,4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

~ klorovodi¢na kiselina, HCl (CARLO ERBA Reagents, Rodano, Italija)

~ krumpirov agar; potato dextrose agar, PDA (BIOLIFE, Milano, Italija)

~ natrijev sulfat, Na,SO4 (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

~ natrijev hidroksid, NaOH (KEFO, Ljubljana, Slovenija)

~ natrij borat dekahidrat, Na,B;07 X 10 H,0 (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA)
~ natrijev etilendiamintetraacetat, EDTA (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
~ natrijev lauril sulfat, C;,H,5Na04S (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA)

~ natrijev sulfit, Na,SO3 (ACROS ORGANICS, New Jersey, USA)

~ n-oktanol, CgH130 (SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Njemacka)
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~ petroleter, C4H100 (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

~ sumporna kiselina, H,SO,4 (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

3.2.1.1. Priprema otopine fofatnog pufera

Za pripremu otopine fosfatnog pufera prvotno su pripremljene otopine kalijevog
dihidrogenfosfata (KH,PQO,) i kalijevog hidrogenfosfata (K;HPO,). lzvagano je 136,09 g soli
KH,POQ,, otopljeno u destiliranoj vodi, te preneseno u odmjernu tikvicu i nadopunjeno do
oznake destiliranom vodom. Dobivena je 1 L otopine, koncentracije 1 mol/dm?. Isti postupak
je ponovljen sa soli K;HPOy4, koje je odvagano 174,18 g, te je takoder dobivena 1 L otopine
koncentracije 1 mol/dm?. Mije$anjem 160 mL otopine KH,PO, i 840 mL K,HPO, pripremljena
je 1L 1 M fosfatnog pufera (PB).

0,1 M fosfatni pufer dobiven je mijeSanjem 100 mL 1 M fosfatnog pufera i 900 mL destilirane
vode. pH je podesen na 7,0 dodatkom nekoliko kapi nerazrjedene fosforne kiseline. Otopine

su ¢uvane u hladnjaku na +4 °C.

3.2.1.2. Priprema Bradford otopine

Za pripremu 100 mL Bradford otopine pomijeSan je Bradford reagens sa destiliranom vodom

u omjeru 1:4, odnosno 20 mL Bradford reagensa sa 80 mL destilirane vode.

3.2.1.3. Priprema neutralne detergent otopine

U veliku ¢asu stavljeno je oko 600 mL destilirane vode u kojoj su uz zagrijavanje potom
postupno otapane kemikalije izvagane na ladicama. Prvo je otopljen natrij borat dekahidrat,
zatim natrijev etilendiamintetraacetat (EDTA), te natrijev lauril sulfat. Nakon S$to su
prethodne kemikalije otopljene dodan je i 2-etoksietanol. U drugu manju ¢asu dodano je oko
50 mL destilirane vode u kojoj je uz zagrijavanje otopljen dinatrijev fosfat. Kada su sve
kemikalije otopljene prebacene su u odmjernu tikvicu od 1 L, koja je zatim nadopunjena do
oznake destiliranom vodom. Otopini je na kraju provjeren pH koji je trebao biti izmedu 6,9 i

7,1.

18



3. Eksperimentalni dio

3.2.1.4. Priprema kisele detergent otopine

Izvagano je 20 g cetiltrimetilamonij bromida u ¢asu i polako otapano u destiliranoj vodi, te
potom kvantitativho preneseno u odmjernu tikvicu od 1 L. U odmjernu tikvicu je dodana
destilirana voda do 2/3 volumena, a zatim i 26 mL 1 M sumporne kiseline, te je nadopunjena

destiliranom vodom do oznake. Otopina je potom ¢uvana u oznacenoj boci.

3.2.2. Oprema

Za provedbu analiza je koristena sljede¢a aparatura:

~ Analiti¢cka vaga (CRYSTAL 200 CE)

~ Analizator ugljika TOC (Shimadzu TOC-Lcp/cpn, SSM-5000A)

~ Analizator vlage (Mettler Toledo HR 73)

~ Autoklav (TIP 7510945)

~ Centrifuga (HERMLE Z 326 K)

~ Inkubator (BINDER GmbH, KB 115)

~ Kjeldahl digestiona jedinica — blok za razaranje (Behr Labor-Technik, Behrotest K12)
~ Mufolna pe¢ (Nabertherm LE 14/11/R7)

~ pH metar (Hanna Instruments 2211 pH/ORP Meter)

~ Spektrofotometar (ThermoSpectronic, HelAOS y)

~ SusSionik (Memmert UFE 500)

~ Tehnicka vaga (OHAUS)

~ Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti UHPLC (Shimadzu Nexera XR)
~ Ultracentrifugalni mlin (Retsch ZM200)

~ Ultrazvucna kupelj (Elma, ElImasonic P 120 H)

~ Uredaj za destilaciju vodenom parom (Gerhard, Vapodest 1)

~ Uredaj za odredivanje sirovih vlakana (Velp Scientifica, FIWE 3)

~ Vibriraju¢a mijesalica (TEHTNICA Vibromix 10)

~ Vodena kupelj s treSnjom (Julabo SW 23)
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3.2.3. Supstrat

Kao neinertni ¢vrsti nosaci koristene su pogace buce i lana s ,Obiteljskog poljoprivrednog
gospodarstva Lazi¢“ (VraneSevci, Hrvatska), nusproizvodi nastali u proizvodnji hladno

presanih ulja.

3.2.4. Mikroorganizmi

Kao radni mikroorganizmi za bioloSku obradu pogaca buce i lana koristene su gljiva bijelog
truljenja Trametes versicolor TV6 (National Institute of Chemistry — MZKI, Ljubljana,
Slovenija) i termofilna gljiva Humicola grisea (Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije,

Zagreb, Hrvatska).

3.3. Priprema hranjive podloge i uzgoj radnih mikroorganizama

U izvaganih 21 g krumpirovog agara (PDA) dodano je 500 mL destilirane vode. Otopina je
zagrijana do vrenja, te sterilizirana u autoklavu 20 minuta pri 121 °Ci tlaku od 1 do 2 bara.
Nakon sterilizacije podloga je ohladena na temperaturu od 45 do 50 °C, te dobro
promijesana i prelivena u sterilne Petrijeve zdjelice. U sterilnim uvjetima na pripremljene
hranjive podloge su nacijepljeni radni mikroorganizmi. Inkubacija je trajala sedam dana pri
temperaturi 27 °C za uzgoj Trametes versicolor i 45 °C za uzgoj Humicola grisea. |z ovako
pripremljenih kultura izrezani su micelijski diskovi promjera 6 mm pomocu sterilnog busaca

Cepova i kao takvi su koristeni za pripravu inokuluma.

3.4. Uzgoj gljiva u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima

Kako bi osigurali rast biomase, dodavanjem odgovaraju¢eg volumena vode u supstrat
postignuta je optimalna vlaznost supstrata za radne mikroorganizme, tj. vlaznost od 60 %. Iz
podataka o pocetnoj vlaznosti svjeZzih pogaca buce i lana izraunat je potreban volumen

destilirane vode koji je potrebno dodati za postizanje potrebne vlaznosti.

lzracun:

) muz) - My, (1)
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gdje je: m,,, — masa uzorka (g)
w; — udio suhe tvari u uzorku (%)
w, — Zeljeni udio suhe tvari u uzorku (%)

Za bucinu pogacu odreden je pocetni udio suhe tvari 93,07 %, a za lanenu 92,09 %. Prema
tome razlikuje se i potrebna koli¢ina dodane destilirane vode kako bi se postigla Zeljena
vlaznost supstrata od 60 %. Dakle, potreban volumen vode za bucinu pogacu je 63,2 mL, a za

lanenu pogacu 63,5 mL.

Izvagano je 50 g supstrata u laboratorijske staklenke, te je dodan potreban volumen

destilirane vode umanjen za 10 mL koji ¢e biti dodani tijekom inokulacije.

Pogace su prije nacjepljivanja sterilizirane u autoklavu kroz 20 min na 121 °C. Ohladene su na
sobnu temperaturu, te je provedeno usitnjavanje supstrata u sterilnim uvjetima
laboratorijskom Spatulom na Cestice veli¢ine 1 - 2 cm kako bi se povecala ukupna povrsina
potrebna za rast mikroorganizama, te kako bi im se osigurala dostupnost kisika. Inokulum je
pripremljen u 10 mL sterilizirane destilirane vode dodatkom pet micelijskih diskova gljive
Trametes versicolor, odnosno pet micelijskih diskova Humicola grisea, te mijeSanjem na
vibriraju¢oj mijesalici tijekom 1 minute. Inokulacija supstrata je zatim provedena u

asepti¢nim uvjetima.

Za svaki radni mikroorganizam, te za svaku pogacu su pripremljene tri paralele. S obzirom na
to da je inkubacija provedena u aerobnim uvjetima, poklopci svih staklenki su zamijenjeni
listom papirnatog ruénika te pricvrs¢eni gumicom. Laboratorijske teglice sa uzorcima su
stavljene u inkubator na inkubaciju i to na 27 °C za uzgoj Trametes versicolor, a za uzgoj
Humicola grisea na 45 °C, te uz brzinu ventilatora od 10 %. Uzgoj je trajao 10 dana, nakon

Cega su sve staklenke s uzorcima sterilizirane (121 °C, 20 min).

3.5. Priprema ekstrakata za analize

3.5.1. Ekstrakcija topljivih tvari iz pogaca uljarica u puferu

U plasti¢ne epruvete odvagano je po 1 g uzorka, te je dodadno 10 mL 0,1 M hladnog
fosfatnog pufera (pH 7,0). Hladna ekstrakcija je provedena kroz 30 minuta, tako da se svakih

5 minuta suspenzija uzorka i pufera mijeSala 30 sekundi na vibriraju¢oj mijesalici. lzmedu
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mijeSanja uzorci su ¢uvani u hladnjaku na +4 °C. Nakon ekstrakcije, ekstrakti su centrifugirani
pri 15 000 g na +4 °C kroz 10 minuta. Izbistreni ekstrakti su potom dekantirani i profiltrirani
kroz nabrani filter papir u Falcon epruvete. Ekstrakti su ¢uvani na temperaturi +4 °C do
provedbe analize ekstraktibilnih proteina Bradford metodom i analize ukupnih

ekstraktibilnih seéera fenol-sulfathom metodom.

3.5.2. Kruto-tekuca ekstrakcija

Uzorci su osuseni na zraku, fino usitnjeni na ultracentrifugalnom mlinu do veli€ine Cestica
1 mm, te je odreden udio suhe tvari pomocu analizatora vlage prije provedbe kruto-tekuce
ekstrakcije. U staklene tikvice odvagano je 1 g uzorka, te je dodano 20 mL destilirane vode.
Tikvice s uzorcima su postavljene u vodenu kupelj s tresilicom na 30 minuta i 27 °C, pri
170 o/min, odnosno na optimalne uvjete za ekstrakciju Secera. Sve suspenzije su nakon
ekstrakcije dekantirane u Falcon epruvete, te su centrifugirane 10 minuta na 30 °C pri
10 000 g. Dobiveni ekstrakt je potom filtriran kroz nabrani filter papir. Filtrati su koriSteni za

odredivanje Se¢era HPLC metodom.

3.6. Analiticke metode odredivanja kemijskog sastava pogaca prije i nakon

obrade

Sve analize su radene u tri ponavljanja za svaki uzorak.

3.6.1. Odredivanje vode susenjem

Udio vode u pogacama odreduje se standardnom metodom (ISO 665:1991) u susSioniku pri

temperaturi od 103 °C+ 2 °C.

U prethodno osusenu (1 sat na 105 °C), u eksikatoru ohladenu i odvaganu aluminijsku
posudicu s poklopcem, odvagano je 5 g uzorka. Posudica je stavljena u zagrijani susionik s
podignutim poklopcem. Nakon 2 sata suSenja posudica je joS u suSioniku zatvorena s
pripadajuéim poklopcem, te stavljena u eksikator na hladenje kroz 1 sat. Zatvorena posudica
s uzorkom je izvagana, a postupak (susenje 30 min) je ponavljan do konstantne mase (4 - 5
sati suSenja), odnosno sve dok razlika izmedu dva uzastopna mjerenja nije bila najvise

0,005 g.
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[zracun:

100-(a—b)
c

Udio vode (%) = (2)

gdje je: a —masa posude s uzorkom prije susenja (g)
b — masa posude s uzorkom nakon susenja (g)

¢ — masa odvagane kolic¢ine uzorka (g)

3.6.2. Odredivanje udjela mineralnih tvari

Za odredivanje udjela pepela u uzorku koriStena je metoda suhog spaljivanja uzorka u

mufolnoj pedi pri 550 °C do konstantne mase.

Neposredno prije upotrebe loncici za spaljivanje su Zareni u mufolnoj peci na temperaturi od
550 °C do postojane mase, zatim su hladeni u eksikatoru 1 sat i izvagani s to¢nosSc¢u od
1+ 0,1 mg. lzvagano je 3 g uzorka u pripremljeni lonci¢. Uzorak je ravnomjerno rasporeden po
lonciéu, te se prvo spaljivao na elektricnom grijacu do potpune karbonizacije (oko 1 sat).
Nakon toga uzorci su stavljeni u prethodno zagrijanu mufolnu peé i ostavljeni sve dok nije
dobiven bijeli ili blijedo zeleni pepeo (od 4 do 6 sati spaljivanja). Po zavrSetku spaljivanja

lonci¢i s uzorcima su stavljeni u eksikator na hladenje (1 sat), te izvagani s to¢noS¢u od

+0,1 mg.
Izradun:
. 0 _ Mmz—my .
Udio pepela (%) = ep— 100 (3)
gdje je: m; —masa prazne posudice (g)

m, — masa posudice s uzorkom prije susenja i/ili spaljivanja (g)

ms —masa posudice s pepelom (g)

Udio pepela (%) X100
Udio suhe tvari (%)

Udio pepela (% s.t.) =

(4)
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3.6.3. Odredivanje udjela proteina

3.6.3.1. Odredivanje proteina po Kjeldahl-u

Ovom metodom udio proteina u uzorku odreduje se indirektno iz koli¢ine dusika. Postupak

se sastoji od tri faze: vlazno spaljivanje/oksidacija, destilacija i titracija.

Prva faza, faza razaranja, provedena je u bloku za spaljivanje pri temperaturi od 420 °C u
trajanju od 1 sata. U toj fazi uzorak je zagrijavan s koncentriranom sumpornom kiselinom
(H,SO4) uz dodatak katalizatora (CuSQ,) i soli za poviSenje vrelista (Na,SO4) prilikom cega je
doslo do potpune oksidacije organske tvari, a iz dusSika koji se pri tome oslobodio u obliku
NH;s je u reakciji s H,SO4 nastao (NH4),SO4. U drugoj fazi odredivanja (destilacija) reakcijom
natrijeve luzine (35%-tna NaOH) i (NH4),SO, oslobodio se amonijak koji je predestiliran
vodenom parom u tikvicu s kiselinom poznatog molariteta (0,1 M HCl) u koju je dodano
nekoliko kapi indikatora. Prikupljeno je oko 100 mL destilata, a destilacija se zavrsila kada je
pH destilata bio 7 (provjera indikator papirom). Visak klorovodi¢ne kiseline je u zadnjoj fazi

odreden titracijom sa 0,1 M NaOH.

lzraCun:
%N = D101 (5)
gdje je: % N — udio dusika
a — 0,1 M otopina NaOH upotrebljenog za titraciju slijepe probe (mL)
b —0,1 M otopina NaOH upotrebljenog za titraciju glavne probe (mL)
f —faktor upotrebljenog 0,1 M NaOH (1)
¢ —masa uzorka (g)
Udio bjelancevina (%) =% N - f (6)
gdje je: % N — udio dusika

f — faktor za izracunavanje udjela bjelancevina u bucinoj pogaci iznosi 5,3

(Jones, 1931.), a u pogaci lana 6,25 (Jeon i Ikins, 1995.)

Udio bjelancevina (%) x100
Udio suhe tvari (%)

Udio bjelancevina (% s.t.) =

(7)
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3.6.3.2. Odredivanje koncentracije ekstraktibilnih proteina Bradford

metodom

Metoda za odredivanje koncentracije proteina temelji se na vezanju Coomassie Brilliant Blue
G-250 za proteine. Vezanje boje za protein, odnosno stvaranje kompleksa protein-boja
uzrokuje pomak u apsorpcijskom maksimumu boje sa 465 na 595 nm u kiselom mediju

(Bradford, 1976.).

Za odredivanje koncentracije proteina u ekstraktima dobivenim hladnom ekstrakcijom, u
PMMA kivete dodano je 100 plL ekstrakta i 2 mL Bradford reagensa. Nakon 5 min izmjeren je
maksimum apsorbancije pri 595 nm. Za pripremu slijepe probe koristen je 0,1 M fosfatni
pufer pH 7,0. Ovisno o koli¢ini proteina u ekstraktima prethodno su pripremljena

odgovarajuca razrjedenja uzoraka.

Izracun:

y (mg/mL) = arssm- A By s ®
uzorak
gdje je: y —masena koncentracija proteina (mg/mL)
Agp 595 nm — apsorbancija glavne probe izmjerene na valnoj duljini od 595 nm
Agp 595 nm — apsorbancija slijepe probe izmjerene na valnoj duljini od 595 nm
B; — Bradford faktor

Dy — faktor razrjedenja

Vuzorax — Volumen uzorka dodanog u test (mL)

Y XV ekstrakt <100 (9)
Udio suhe tvari (%)

M proteini (g/kgs.t.) =
gdje je: y —masena koncentracija proteina (mg/mL)

Vekstrake — Volumen ekstrakta dobivenog hladnom ekstrakcijom (mL)

Mproteini X100

Udio proteina (% s.t.) = T

(10)
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3.6.4. Odredivanje masti po Soxhlet-u

Metoda po Soxhletu se temelji na ekstrakciji lipida iz uzorka pomocu organskog otapala, te

se na taj nacin odreduje slobodna mast u uzorku.

Odvagano je oko 5 g uzorka u odmasceni tuljak za ekstrakciju na analiti¢koj vagi, te je uzorak
pokriven vatom. Tikvica po Soxhletu s nekoliko kuglica za vrenje, prethodno je osusena na
temperaturi od 100 — 102 °C jedan sat, zatim ohladena u eksikatoru 30 minuta, te je nakon
toga izvagana na analiti¢koj vagi. Tuljak je stavljen u ekstraktor aparata po Soxhletu, spojena
je tikvica i dodano oko 150 mL petroletera. Ekstrakcija je trajala 4 sata, odnosno ekstraktor
se ispraznio barem 30 puta. Otapalo je zatim predestilirano, ostatak je otparen na vodenoj
kupelji, a tikvica osusena u susSioniku na temperaturi od 100 — 102 °C. Tikvica je ohladena u
eksikatoru 30 minuta i izvagana na analitickoj vagi. SuSenje je ponavljano u intervalima od 30

minuta do konstantne mase (2 sata susenja).

lzracun:
Udio masti (%) = a-zoo (11)
gdje je: a — masa ekstrahirane masti (g)
b — masa ispitivanog uzorka (g)
Udio masti (% s.t.) = Udto masti (%) X100 (12)

Udio suhe tvari (%)

3.6.5. Odredivanje vlakana prema Van Soest-u

Prilikom odredivanja NDF-a uzorak se tretira neutralnom detergent otopinom kako bi se
otopili Seceri, Skrob i pektin. Zaostali materijal se sastoji od nerazgradivih ili manje
razgradivih spojeva koji ¢ine stani¢nu stjenku, kao Sto su hemiceluloza, celuloza i lignin.
Primjenom kisele detergent otopine na takav materijal hemiceluloza se otapa, te zaostaju
samo celuloza i lignin koji predstavljaju ADF. U posljednjoj fazi, za odredivanje ADL-a zaostali
materijal se tretira sumpornom kiselinom koja razgraduje celulozu, te ostaje samo lignin. Ovi

koraci se mogu provoditi uzastopno ili odvojeno (Moller, 2014.).
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3.6.5.1. Odredivanje neutralnih detergent vlakana (NDF)

Uzorci su osuseni u susSioniku na temperaturi od 45 °C i samljeveni u ultracentrifugalnom
mlinu na veli¢inu €estica od 1 mm. Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene (susenje
1 sat na 100 °C i hladenje u eksikatoru 30 minuta) i izvagane guceve (porozitet P2, 40 um —
60 um). Gucevi s uzorcima stavljeni su u lezZiSte Velp uredaja (Slika 3), a nakon toga je u
guCeve dodan natrijev sulfit, neutralna detergent otopina, te nekoliko kapi n-oktanola
(sredstvo protiv pjenjenja). Otopina je zagrijana do vrenja nakon c¢ega je provedeno
refluksiranje kroz 60 minuta. Sadrzaj guceva je zatim ispran i profiltriran tri puta vruéom
destiliranom vodom, te dva puta sa hladnim acetonom. Gucevi su osuseni na temperaturi od

105 °C tijekom 8 sati, ohladeni u eksikatoru kroz 1 sat i izvagani.

lzracun:
Udio NDF (%) = 2= . 100 (13)
3
gdje je: Udio NDF — udio neutralnih detergent vlakana (%)

m4, — masa praznog guca (g)
m, — masa ostatka (g)

ms —masa uzorka (g)

Udio NDF (%) X100
Udio suhe tvari (%)

Udio NDF (% s.t.) = (14)
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Slika 3 Uredaj za odredivanje sirovih vlakana (Velp Scientifica, FIWE 3)

3.6.5.2. Odredivanje kiselih detergent vlakana (ADF)

Uzorci su osuseni u susSioniku na temperaturi od 45 °C i samljeveni u ultracentrifugalnom
mlinu na veli¢inu €estica od 1 mm. Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene (susenje
1 sat na 100 °C i hladenje u eksikatoru 30 minuta) i izvagane guceve (porozitet P2, 40 um —
60 um). Gucevi s uzorcima stavljeni su u leziSte Velp uredaja, a nakon toga je u guceve
dodana kisela detergent otopina, te nekoliko kapi n-oktanola (sredstvo protiv pjenjenja).
Otopina je zagrijana do vrenja nakon Cega je provedeno refluksiranje kroz 60 minuta. Sadrzaj
guceva je zatim ispran i profiltriran tri puta vruéom destiliranom vodom, te dva puta sa
hladnim acetonom. Gucevi su osuSeni na temperaturi od 105 °C tijekom 8 sati, ohladeni u

eksikatoru kroz 1 sat i izvagani.

Izradun:
Udio ADF (%) = "2 . 100 (15)
3
gdje je: Udio ADF — udio kiselih detergent vlakana (%)

m4 —masa praznog guca (g)
m, — masa ostatka (g)

ms —masa uzorka (g)
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Udio ADF (%) x100
Udio suhe tvari (%)

Udio ADF (% s.t.) = (16)

3.6.5.3. Odredivanje kiselog detergenta lignina (ADL)

Gucevi s uzorcima nakon ADF analize (suseni 8 sati, hladeni 1 sat) stavljeni su u leziste Velp
uredaja, a nakon toga je u guceve dodana 72%-tna sumporna kiselina, te je provedena
hladna ekstrakcija tijekom 3 sata s mijeSanjem sadrzaja svakih sat vremena. Sadrzaj guceva
je zatim ispran i profiltriran tri puta vru¢om destiliranom vodom (odnosno dokle god je bila
prisutna kisela reakcija, provjera sa indikator papirom), te dva puta sa hladnim acetonom.

Gucevi su osuseni na temperaturi od 105 °C tijekom 8 sati, ohladeni u eksikatoru kroz 1 sat i

izvagani.
lzracun:

Udio ADL (%) = % 100 (17)
gdje je: Udio ADL — udio kiselog detergent lignina (%)

m4, — masa praznog guca (g)
m, — masa ostatka (g)

ms —masa uzorka (g)

Udio ADL (%) x100
Udio suhe tvari (%)

Udio ADL (% s.t.) = (18)

3.6.6. Odredivanje Secera

3.6.6.1. Odredivanje ukupnih ekstraktibilnih Secera fenol-sulfatnom

metodom

Analiza je provedena na ekstraktima dobivenim tijekom hladne ekstrakcije u fosfatnom
puferu. Odredivanje ukupnih ekstraktibilnih Seéera fenol-sulfatnom metodom provedeno je

spektrofotometrijski na valnoj duljini od 490 nm.

U staklene epruvete dodani su prethodno razrijedeni ekstrakti, 4%-tna vodena otopina

fenola i 96%-tna sumporna kiselina. Sadrzaj je zatim vorteksiran nekoliko sekundi. Nakon 2
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minute izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 490 nm u PMMA kivetama. Za

pripremus slijepe probe koristen je 0,1 M fosfatni pufer (pH 7,0).

[zracun:

gdje je:

gdje je:

(AGp490 nm—Asp,a90nm) fDf

y (mg/mL) = (19)

Vuzorak
y —masena koncentracija ukupnih Sec¢era (mg/mL)
Agp 490 nm — apsorbancija glavne probe izmjerene na valnoj duljini od 490 nm
Agp 490 nm — apsorbancija slijepe probe izmjerene na valnoj duljini od 490 nm
f —faktor za izra¢unavanje mase ukupnih Secera

Dy — faktor razrjedenja

Vyzorax — Volumen uzorka dodanog u test (mL)

Y XV ekstraktX100

M eceri (‘g/kg S t') = Udio suhe tvari (%) (20)
y —masena koncentracija ukupnih Secera (mg/mL)
Vekstrake — Volumen ekstrakta dobivenog hladnom ekstrakcijom (mL)

Udio $eéera (% s.t.) = Dieteri X100 (21)

1000

3.6.6.2. Odredivanje Sec¢era HPLC metodom

Za odredivanje Secera tekucéinskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (HPLC)

koristeni su ekstrakti dobiveni kruto-tekuéom ekstrakcijom.

Prije same analize uzorci su dodatno profiltrirani na membranskom filteru za Sprice s porama

promjera 0,22 um u viale, odnosno bocice za uzorke, te su kao takvi ekstrakti koristeni za

odredivanje koncentracije Secera pomoc¢u HPLC uredaja (Slika 4). Viale su postavljene u

automatski uzorkivaé. Za otplinjavanje mobilne faze koristena je ultrazvuéna kupelj.
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e !

Slika 4 UHPLC, Shimadzu Nexera XR

Udjeli pojedinacnih Sec¢era u uzorcima analizirane su prema sljedeéim uvjetima:

~ analiticka kolona InertSustain NH,

~ mobilna faza acetonitril : ultracista voda =75 : 25
~ protok mobilne faze 1 mL/min

~ volumen injektiranog uzorka 10 uL

~ vrijeme eluiranja 20 minuta

~ tlak 40 bara

~ temperatura kolonske peénice 40 °C

Dobiveni kromatogrami koristeni su za kvalitativnu i kvantitativnu analizu Seéera u uzorcima.
Identifikacija komponenti, odnosno kvalitativna analiza, provedena je usporedbom vremena
zadrZavanja pojedinacnih Secera u uzorcima s vremenima zadrZzavanja nakon injektiranja
poznatog standarda Seéera odredene koncentracije. Kvantitativna analiza Secera u uzorcima
provedena je pomocu odgovarajuceg softvera za obradu podataka (LabSolution),
odredivanjem povrsine ispod pikova na temelju prethodno izradenih kalibracijskih krivulja.
Maseni udjeli pojedinih Seéera u ekstraktima svjezih i bioloski obradenih uljnih pogacéa su

potom preracunate na suhu tvar uzorka.
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Izracun:
c=—".100 (22)
Myz'Ws.t.
gdje je: C — maseni udio Secera u ekstraktu (mg/gs..)

¢ — masena koncentracija Secera u ekstraktu (mg/mL)
V., —volumen ekstrakta (mL)
m,,, — masa uzorka (g)

W, ¢ — udio suhe tvari u uzorku (%)

3.5.8. Analiza ukupnog i anorganskog ugljika na TOC analizatoru

Metoda odredivanja ukupnog organskog ugljika temelji se na potpunoj oksidaciji organskih
tvari do ugljikovog dioksida i vode, te se primjenjuje kao kvantitativni pokazatelj prisutnosti

organske tvari.

Kako bi se odredio ukupni organski ugljik (TOC), prvo se mjeri ukupni ugljik (TC) i ukupni
anorganski ugljik (IC).

3.5.8.1. Odredivanje ukupnog ugljika (TC)

Keramicke ladice su prije rada spaljene u mufolnoj peci 1 sat na 550 °C, hladene u eksikatoru
1 sat i izvagane, te je u njih odvagano 30 mg uzorka. Uzorak je prekriven tankim slojem
keramicke vune. Odabrana je pripadajuc¢a kalibracijska krivulja pomocu koje se odreduje
vrijednost ukupnog ugljika. Ladica s uzorkom je potom stavljena u jedinicu za ¢vrste uzorke
na TOC analizatoru (Slika 5). Po isteku 3 minute ladica je pomaknuta u ,measuring” polozaj,
te je ocitana vrijednost udjela ukupnog ugljika u uzorku. Temperatura pri kojoj se provodi

mjerenje TC-a je 900 °C.
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Slika 5 Analizator ugljika TOC (Shimadzu TOC-LCPH/CPN, SSM-5000A)

3.5.8.2. Odredivanje anorganskog ugljika (IC)

Keramicke ladice su prije rada spaljene u mufolnoj peci 1 sat na 550 °C, hladene u eksikatoru
1 sat i izvagane, te je u njih odvagano 30 mg uzorka. Odabrana je pripadajuca kalibracijska
krivulja pomocu koje se odreduje vrijednost anorganskog ugljika. Ladica s uzorkom je potom
stavljena u jedinicu za ¢Evrste uzorke na TOC analizatoru. Po isteku 3 minute u ladicu je
dodana 25%-tna fosforna kiselina, ladica je pomaknuta u ,,measuring” polozaj, te je ocitana
vrijednost udjela anorganskog ugljika u uzorku. Temperatura pri kojoj se provodi mjerenje

IC-a je 200 °C.

3.5.8.3. Odredivanje ukupnog organskog ugljika (TOC)

Udio ukupnog organskog ugljika u uzorku jednaka je razlici vrijednosti udjela ukupnog ugljika

i anorganskog ugljika u uzorku.
lzracun:
TOC (%) =TC —IC (23)
gdje je: TOC — udio ukupnog organskog ugljika u uzorku (%)
TC — udio ukupnog ugljika u uzorku (%)

IC — udio anorganskog ugljika u uzorku (%)
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TOC (% s.t.) =

TOC (%) X100

Udio suhe tvari (%)

(24)
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4. Rezultatiirasprava

4.1. Odredivanje kemijskog sastava bucine i lanene pogace prije obrade

Udio suhe tvari, pepela, proteina, masti, vlakana (NDF, ADF, ADL), ekstraktibilnih Secera, te
ukupnog organskog ugljika u pogacdama buce i lana prije bioloSke obrade s Trametes

versicolor i Humicola grisea prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3 Kemijski sastav pogace buce i lana prije bioloSke obrade

Parametar Mjerna jedinica | Bucina pogaca | Lanena pogaca
Suha tvar % 93,07 £0,00 92,09 £ 0,00
Pepeo % s.t. 7,82 £0,00 5,30+ 0,00
Ukupni proteini % s.t. 38,27 + 0,56 33,26 + 0,00
Ekstraktibilni proteini % s.t. 5,71+0,18 5,03+0,19
Masti % s.t. 36,55 + 0,00 21,75+ 0,00
NDF % s.t. 11,81+1,43 18,83 +1,87
ADF % s.t. 5,12+1,77 14,22 +0,30
ADL % s.t. 1,41+1,20 6,02 £0,35
Ekstraktibilni Seceri % s.t. 2,64 £0,46 2,02 £0,58
TOC % s.t. 73,47 £0,62 69,48 + 0,41

Dobiveni eksperimentalni podaci su uglavnom u skladu s literaturnim vrijednostima, gdje se
udio suhe tvari u pogaci buce kreée u rasponu od 91,80 % do 96,50 %, pepela od 6,50 % s.t.
do 9,09 % s.t., proteina od 29,39 % s.t. do 63,52 % s.t., ekstraktibilnih Secera od 1,10 % s.t.
do 15,88 % s.t., masti od 5,92 % s.t. do 31,30 % s.t., a vrijednost za NDF iznosi 10,51 % s.t.
(Zdunczyk i sur., 1999.; Peri¢in i sur., 2008.; Radocaj i sur., 2012.; Cozea i sur., 2016.;
Bochkarev i sur., 2016.; Krimer Malesevi¢, 2016.). Vrijednosti u literaturi za pogacu lana se za
udio suhe tvari kre¢u od 89,35 % do 93,10 %, pepeo od 3,40 % s.t. do 5,40 % s.t., proteini od
14,40 % s.t. do 38,10 % s.t., masti od 6,60 % s.t. do 29,37 % s.t., a vrijednost za NDF je
19,40 % s.t., te za ADF 13,00 % s.t. (Gutiérrez i sur., 2010.; Bochkarev i sur., 2016.; Cozea i
sur., 2016.; Halle i Schone, 2013.; Ogunronbi i sur., 2011.; Krimer Malesevi¢, 2016.). Kemijski
sastav pogaca se razlikuje ovisno o sorti, uvjetima uzgoja, metodi ekstrakcije ulja i drugim
faktorima (Ramachandran i sur., 2007.). |z rezultata u Tablici 3 je vidljivo da se sastav pogace
buce najviSe razlikuje od sastava pogace lana u udjelima masti i vlakana, te tako bucina
pogaca ima udio masti od 36,55 % s.t. u odnosu na 21,75 % s.t. u pogaci lana. Pogaca lana

pak sadrzi vise vlakana (NDF, ADF, ADL) od bucine pogace.
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4.2. BioloSka obrada bucine pogace

4.2.1. Bioloska obrada bucine pogace pomocu Trametes versicolor i Humicola

grisea

Nakon bioloSke obrade s Trametes versicolor udio suhe tvari u bucinoj pogadi iznosio je
44,72 %, a nakon obrade s Humicola grisea mnogo viSe, odnosno 92,30 %. Udio mineralnih
tvari, odnosno pepela je nakon obrade pogace s oba mikroorganizma nesto veci u odnosu na
udio od 7,82 % s.t. kod neobradene pogace, te je tako iznosio 8,59 % s.t. nakon obrade s
Trametes versicolor i 8,64 % s.t. nakon obrade s Humicola grisea. U Tablici 4 vidljivo je da je
nakon obrade pogace s Trametes versicolor doslo do smanjenja udjela ukupnih i
ekstraktibilnih proteina, te su oni redom iznosili 36,50 % s.t. i 0,81 % s.t. Nakon obrade
pogace s Humicola grisea udio ukupnih proteina je porastao sa pocetnih 38,27 % s.t. na
41,91 % s.t., a udio ekstraktibilnih proteina je smanjen na 0,45 % s.t. sa vrijednosti od 5,71 %
s.t. u pogadi prije obrade. Sadrzaj masti je nizi nakon obrade s oba mikroorganizma u odnosu
na pocetnu vrijednost u svjezoj pogaci (36,55 % s.t.), te je nakon obrade s Trametes
versicolor iznosio 16,28 % s.t.,, a 31,35 % s.t. nakon obrade pogace s Humicola grisea.
Izmjerene vrijednosti za udio vlakana takoder su bile manje nakon obrade nego kod
pocetnog uzorka pogace buce gdje su redom iznosile za NDF 11,81 % s.t., ADF 5,12 % s.t.,
ADL 1,41 % s.t. Nakon obrade s Humicola grisea te vrijednosti su bile za NDF 10,04 % s.t.,
ADF 4,98 % s.t., ADL 1,42 % s.t., a nakon obrade s Trametes versicolor vrijednosti su bile jos$
nize i to NDF 3,34 % s.t., ADF 1,25 % s.t.,, ADL 0,15 % s.t. Udio ekstraktibilnih se¢era nakon
obrade s Trametes versicolor je bio 1,26 % s.t., a nakon obrade s Humicola grisea iznosio je
1,56 % s.t., dakle u oba slu¢aja manje od 2,64 % s.t. koliko je bilo u pogaci prije obrade.
Pogaca buce imala je udio ukupnog organskog ugljika (TOC) 73,47 % s.t., koji je neSto maniji
od udjela u obradenim uzorcima. Nakon obrade s Trametes versicolor taj udio je bio 73,86 %

s.t., a 74,70 % s.t. nakon obrade s Humicola grisea.
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Tablica 4 Kemijski sastav pogace buce prije i nakon bioloSke obrade s Trametes versicolor i

Humicola grisea

Mijerna . Nakon obrade s Nakon obrade s
Parametar . e Prije obrade , , ,
jedinica Trametes versicolor Humicola grisea
Suha tvar % 93,07 £ 0,00 44,72 £+1,78 92,30 + 0,08
Pepeo % s.t. 7,82 +0,00 8,59+0,41 8,64 + 0,05
Ukupni proteini % s.t. 38,27 £ 0,56 36,50+ 1,44 41,91 +£0,25
Ekstraktibilni %st | 571+0,18 0,81+0,13 0,45 + 0,02
proteini
Masti % s.t. 36,55 + 0,00 16,28 £1,10 31,35+0,57
NDF % s.t. 11,81 +1,43 3,34+0,19 10,04 £ 0,16
ADF % s.t. 5,12 +1,77 1,25 +0,03 4,98 +0,15
ADL % s.t. 1,41 +1,20 0,15 + 0,01 1,42 +0,17
Ekstraktibilni %st. | 2,64+0,46 1,26 + 0,44 1,56 + 0,37
seceri
TOC % s.t. 73,47 £ 0,62 73,86 +£6,11 74,70+ 0,61

Rezultati kemijskog sastava pogace buce nakon 10 dana obrade s Trametes versicolor i
Humicola grisea su podjednaki, veée razlike su uocljive kod udjela suhe tvari, masti, te

vlakana. Trametes versicolor je razgradio masti i vlakna u ve¢oj mjeri od Humicola grisea.

4.2.2. Promjena masenog udjela pojedinacnih Secera tijekom bioloSke obrade

bucine pogace s Trametes versicolor i Humicola grisea

Eksperimentalno dobivene vrijednosti masenih udjela pojedinac¢nih Seéera (glukoza,
fruktoza, saharoza, maltoza i maltotrioza) identificiranih u ekstraktima dobivenim kruto-
tekuéom ekstrakcijom neobradenih i bioloski obradenih uzoraka pogace buce sa Trametes
versicolor i Humicola grisea prikazane su graficki (Slike 6-10). Bioloska obrada je provedena

tijekom deset dana fermentacija, a uzorci su uzimani svaki dan tijekom fermentacije.

Iz rezultata na Slici 6 vidljivo je da je u neobradenom uzorku udio glukoze iznosio
0,37 mg/gs.+. Prilikom bioloske obrade bucine pogace sa Trametes versicolor maseni udio
glukoze se prvog i drugog dana krece u rasponu od 6,13 do 6,48 mg/gs.. Udio glukoze zatim
naglo opada, te su vrijednosti za treci i Cetvrti dan redom 0,43 mg/gs: i 0,27 mg/gs:. U
periodu od petog do desetog dana obrade u uzorku nije detektirana glukoza, te se moze
zakljuciti da je Trametes versicolor metabolizirao glukozu brZe no Sto je ona nastajala

hidrolizom sloZenih polisaharida. Kod obrade pogace s Humicola grisea maseni udio glukoze
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nakon prvog dana je porastao na 6,53 mg/gs:, nakon c¢ega se od 2. do 10. dana kretao u
rasponu od 0,15 do 1,37 mg/gs:, Sto znaci da i Humicola grisea koristi glukozu za rast i

razvoj.
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Slika 6 Maseni udio glukoze (C) u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

Na Slici 7 je prikazana ovisnost masenog udjela fruktoze o vremenu fermantacije tijekom
bioloske obrade bucine pogace. U uzorku prije nacjepljivanja s Trametes versicolor ili
Humicola grisea detektirana je fruktoza, i to u masenom udjelu od 0,48 mg/gs.. Nakon prvog
dana maseni udio fruktoze je porastao u oba uzorka, te je tako iznosio 9,78 mg/gs: u uzorku
obradenom s Trametes versicolor, te 9,57mg/gs:. u uzorku obradenom s Humicola grisea.
Maseni udio fruktoze drugog dana pocinje opadati, te iznosi 8,23 mg/g,: nakon obrade s
Trametes versicolor, i 7,62 mg/gs: nakon obrade s Humicola grisea. Od 3. do 10. dana
maseni udio fruktoze u uzorku obradenom s Humicola grisea krece se od 0,12 do
1,93 mg/gs:, te se moze zakljuditi da Humicola grisea metabolizira fruktozu. Za uzorak
obraden s Trametes versicolor maseni udio fruktoze je nastavio opadati do 4. dana kada je
iznosio 1,94 mg/g,, nakon ¢ega je narastao na 6,00 mg/gs: nakon petog dana. Sesti dan je
maseni udio pao na 2,47 mg/gs:, a sedmog dana nije detektirana prisutnost fruktoze. Nagli

porast je izmjeren osmog dana (19,68 mg/gs:), nakon Cega je uslijedio pad na udio od
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0,82 mg/g,: devetog dana. Nakon desetog dana opet je detektiran nagli porast, te ujedno i
najvisa vrijednost za maseni udio fruktoze u obradenoj bucinoj pogaci u iznosu od
20,09 mg/gs:. Nagli rast masenog udjela fruktoze posljedica je razgradnje slozenih
ugljikohidrata, a nagli pad iste je znak da Trametes versicolor koristi fruktozu za rast i razvoj

nakon $to je metabolizirao svu glukozu iz supstrata.
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Slika 7 Maseni udio fruktoze (C) u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

U prikazu ovisnosti masenog udjela saharoze o vremenu fermentacije tijekom bioloSke
obrade na Slici 8 vidljivo je da je u neobradenom uzorku bucine pogace detektirana saharoza
u koncentraciji 17,59 mg/gs... Prilikom bioloSke obrade, kako sa Trametes versicolor, tako i sa
Humicola grisea, rezultati su podjednaki, te je maseni udio saharoze znatno nizi nakon prvog
dana, u odnosu na neobradeni uzorak. Tako se se maseni udio krec¢e od 0,83 do 4,80 mg/gs..
od prvog do desetog dana obrade s Trametes versicolor, pri cemu je udio saharoze nakon
desetog dana 3,73 mg/gs:. U uzorku koji je obradivan s Humicola grisea maseni udio
saharoze je Cetvrtog dana pao na 0,00 mg/gs., nakon Cega je od petog do desetog dana bio u
rasponu od 0,21 do 1,98 mg/gs+, dok je nakon zadnjeg dana bioloske obrade taj udio iznosio
0,30 mg/gs+. Iz rezultata je vidljivo da oba mikroorganizma hidroliziraju saharozu, dok ona

istovremeno nastaje razgradnjom sloZenijih ugljikohidrata.
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SAHAROZA
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Slika 8 Maseni udio saharoze (C) u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

Na Slici 9 je prikazana ovisnost masenog udjela maltoze o vremenu bioloSke obrade, te je
vidljivo da u neobradenoj pogaci maltoza nije prisutna. Ve¢ nakon prvog dana detektirana je
u koncentraciji od 1,76 mg/gs:. prilikom obrade s Trametes versicolor, odnosno 1,70 mg/gs+.
prilikom obrade s Humicola grisea. 1z rezultata je vidljivo da dolazi do hidrolize maltoze
prilikom obrade pogace s oba mikroorganizma, no ipak u nesto vecoj mjeri kada je pogaca
obradivana s Humicola grisea. Nakon desetog dana bioloSke obrade u uzorku obradenom s
Trametes versicolor maseni udio maltoze je 2,91 mg/gs+, a u uzorku obradenom s Humicola

grisea taj udio iznosi 0,80 mg/gs..
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Slika 9 Maseni udio maltoze (C) u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

U neobradenoj bucinoj pogadi nije detektirana prisutnost maltotrioze, a kako je vidljivo na
Slici 10 maseni udio iste porastao je tek drugi dan, bilo da se radilo o obradi sa Trametes
versicolor (2,33 mg/g.) ili o obradi sa Humicola grisea (0,84 mg/gs:). Kod obrade bucine
pogace s Humicola grisea najveca vrijednost masenog udjela maltotrioze je petog dana i to
1,47 mg/gs:, a nakon toga opada, te od sedmog do desetog dana obrade maltotrioza nije
detektirana u uzorku. Prilikom bioloske obrade pogace s Trametes versicolor maseni udio
maltotrioze se od treé¢eg do petog dana krece u rasponu od 0,42 do 0,93 mg/gs, nakon Cega
je vidljiv slican trend kao i kod maltoze, sa zavrSnom vrijednoS¢u desetog dana od
2,77 mg/gs.. Prema prikazanim vrijednostima moze se zakljuditi kako Humicola grisea

metabolizira maltotriozu u veéoj mjeri od Trametes versicolor.
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Slika 10 Maseni udio maltotrioze (C) u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace s

Trametes versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

4.3. BioloSka obrada lanene pogace

4.3.1. Bioloska obrada lanene pogace pomocu Trametes versicolor i Humicola

grisea

Nakon bioloske obrade s Trametes versicolor udio suhe tvari u pogaci lana iznosio je 37,60 %,
a nakon obrade s Humicola grisea 91,98 %. Udio mineralnih tvari, odnosno pepela je nakon
obrade pogace s oba mikroorganizma nesto veéi u odnosu na udio od 5,30 % s.t. kod
neobradene pogace, te je tako iznosio 5,38 % s.t. nakon obrade s Humicola grisea i 7,43 %
s.t. nakon obrade s Trametes versicolor. U pogaci lana prije obrade udio ukupnih proteina
iznosio je 33,26 % s.t., a nakon obrade s Humicola grisea 43,59 % s.t., te ¢ak 50,05 % s.t.
nakon obrade s Trametes versicolor. Udio ekstraktibilnih proteina se u oba sluc¢aja smanijio sa
5,03 % s.t. u neobradenoj pogaci lana na 1,22 % s.t. nakon obrade s Trametes versicolor,
odnosno na 0,30 % s.t. nakon obrade s Humicola grisea. U Tablici 5 vidljivo je smanjenje
udjela masti sa 21,75 % s.t. u svjezoj pogaCi na 15,06 % s.t. nakon bioloske obrade s
Humicola grisea. Znacajnije smanjenje je zabiljezeno kod uzorka obradenog s Trametes
versicolor, gdje je udio masti iznosio 3,43 % s.t. Izmjerene vrijednosti za udio vlakana takoder
su bile manje nakon obrade nego kod pocetnog uzorka pogace lana gdje su redom iznosile za

NDF 18,83 % s.t., ADF 14,22 % s.t., ADL 6,02 % s.t. Nakon obrade s Humicola grisea te
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vrijednosti su bile za NDF 16,79 % s.t., ADF 12,53 % s.t., ADL 4,40 % s.t., a nakon obrade s
Trametes versicolor vrijednosti su bile neSto nize i to NDF 16,42 % s.t., ADF 11,04 % s.t., ADL
4,15 % s.t. Obradom pogace lana povecao se udio ekstraktibilnih Secera sa pocetnih 2,02 %
s.t. na 10,09 % s.t. nakon obrade s Humicola grisea, te na ¢ak 17,38 % s.t. u slucaju obrade s
Trametes versicolor. Pogaca lana imala je udio ukupnog organskog ugljika (TOC) 69,48 % s.t.,
koji je nesto manji od udjela u obradenim uzorcima. Nakon obrade s Trametes versicolor taj

udio je bio 70,73 % s.t., a 71,27 % s.t. nakon obrade s Humicola grisea.

Tablica 5 Kemijski sastav pogace lana prije i nakon bioloske obrade s Trametes versicolor i

Humicola grisea

Mijerna .. Nakon obrade s Nakon obrade s
Parametar . e Prije obrade , . ,
jedinica Trametes versicolor Humicola grisea
Suha tvar % 92,09 + 0,00 37,60+1,18 91,98 £ 0,09
Pepeo % s.t. 5,30+ 0,00 7,43+0,71 5,38+0,01
Ukupni proteini % s.t. 33,26 £ 0,00 50,05 + 0,33 43,59 +0,27
Ekstraktibilni
straktibilni %st. | 503+0,19 1,22 0,05 0,30 + 0,01
proteini
Masti % s.t. 21,75+ 0,00 3,43 +0,98 15,06 £ 0,06
NDF % s.t. 18,83 +1,87 16,42 £0,18 16,79+0,18
ADF % s.t. 14,22 +0,30 11,04 0,22 12,53 £ 0,22
ADL % s.t. 6,02 £ 0,35 4,15+ 0,37 4,40+0,14
Ekstraktibilni
straktibilni %st | 2,02+0,58 17,38 + 8,50 10,09 + 0,50
Seceri
TOC % s.t. 69,48 + 0,41 70,73 £ 4,80 71,27 £2,12

Rezultati kemijskog sastava pogace lana nakon 10 dana obrade s Trametes versicolor i

Humicola grisea razlikuju se najvise u udjelu suhe tvari, masti, te ekstraktibilnih Secera.

4.3.2. Promjena masenog udjela pojedinacnih Secera tijekom bioloske obrade

lanene pogace s Trametes versicolor i Humicola grisea

Vrijednosti masenih udjela pojedinacnih Secera (glukoza, fruktoza, saharoza, maltoza i

maltotrioza) identificiranih u ekstraktima dobivenim kruto-teku¢éom ekstrakcijom
neobradenih i bioloski obradenih uzoraka pogace lana sa Trametes versicolor i Humicola
grisea prikazane su graficki (Slike 11-15). Bioloska obrada je provedena tijekom deset dana

fermentacija, a uzorci su uzimani svaki dan tijekom fermentacije.
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Na Slici 11 je prikazana ovisnost masenog udjela glukoze u ovisnosti o vremenu fermentacije
prilikom bioloske obrade pogace lana. U uzorku neobradene pogace lana, te nakon prvog
dana bioloSke obrade nije detektirana glukoza. Drugog dana bioloske obrade pogace glukoza
je identificirana i kvantificirana prilikom obrade pogace s oba mikroorganizma, pa je tako
prilikom obrade s Trametes versicolor maseni udio glukoza iznosio 3,44 mg/gs:, a prilikom
obrade s Humicola grisea 1,38 mg/gs.. Tijekom treceg i Cetvrtog dana obrade s Trametes
versicolor udio glukoze se kretao od 1,22 do 1,28 mg/gs+, nakon ¢ega od petog do desetog
dana glukoza nije detektirana u uzorku, sto bi znacilo da je Trametes versicolor iskoristio
glukozu za rast i razvoj. Kod obrade pogace lana s Humicola grisea takoder je vidljivo da
mikroorganizam metabolizira glukozu, obzirom da maseni udio glukoze nastavlja opadati
nakon drugog dana, te se u rasponu od cetvrtog do desetog dana kreée od 0,13 do

0,44 mg/gs+, sa udjelom od 0,25 mg/gs: zadnjeg dana bioloske obrade.
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Slika 11 Maseni udio glukoze (C) u ekstraktima bioloski obradene pogace lana s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

Fruktoza nije prisutna u pogaci lana prije obrade, kako je vidljivo u rezultatima prikazanima
na Slici 12, te nije detektirana ni prvog dana obrade s oba mikroorganizma. Usporedbom
obrade pogace s Trametes versicolor i obrade s Humicola grisea, moze se zakljuiti da

Trametes versicolor metabolizira fruktozu u znacajno manjoj mjeri, dok ona nastaje
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razgradnjom sloZenih ugljikohidrata, te tako maseni udio iste kontinuirano raste, pa nakon
desetog dana obrade iznosi 38,21 mg/g.:. S druge strane, maseni udio fruktoze je
ujednaceniji tijekom obrade s Humicola grisea, te se kreée u rasponu od 1,04 do

2,49 mg/g;., sa zavrsnom koncentracijom od 1,51 mg/gs...

Iz rezultata bioloSke obrade bucine pogace, te obrade pogace lana, vidljivo je da Trametes

versicolor preferira glukozu u odnosu na fruktozu.
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Slika 12 Maseni udio fruktoze (C) u ekstraktima bioloski obradene pogace lana s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

Iz rezultata prikazanih na Slici 13 vidljivo je kako saharoza nije prisutna u neobradenoj pogaci
lana, pa ni u uzorcima pogace obradenoj s mikroorganizmima nakon prvog dana uzgoja.
Drugog dana uzgoja izmjeren je porast masenog udjela saharoze od 16,24 mg/gs: kod
obrade pogace s Trametes versicolor, te udio od 17,97 mg/gs:. prilikom obrade s Humicola
grisea. U narednim danima bioloSke obrade s Trametes versicolor maseni udio saharoze
varira od 1,14 do 14,80 mg/g., te je vidljivo da gljiva hidrolizira saharozu bududéi je maseni
udio desetog dana 4,02 mg/gs.. Prilikom obrade s Humicola grisea maseni udio saharoze je
unutar raspona od 2,16 do 7,14 mg/gs:, sa koncentracijom 1,97 mg/g.: zadnjeg dana
obrade. Humicola grisea u veéoj mjeri metabolizira saharozu, u odnosu na obradu pogace s
Trametes versicolor.
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Slika 13 Maseni udio saharoze (C) u ekstraktima bioloski obradene pogace lana s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

U pocetnom neobradenom uzorku pogace lana nije detektirana prisutnost maltoze, pa tako
ni prvog dana bioloSke obrade. Na Slici 14 vidljivo je kako drugog dana dolazi do porasta
masenog udjela maltoze (17,97 mg/gs+) u uzorku obradivanom s Humicola grisea, koji zatim
kontinuirano opada do posljednjeg dana obrade kada iznosi 1,97 mg/gs.. Prilikom obrade
pogacte s Trametes versicolor, maseni udio maltoze od drugog dana obrade (0,76 mg/gs+)
raste sve do osmog dana, kada udio maltoze naglo opada, te nije bilo moguée izmjeriti
koncentraciju. Nakon osmog dana udio maltoze opet raste, te je desetog dana izmjerena

koncentracija od 3,30 mg/gs..
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Slika 14 Maseni udio maltoze (C) u ekstraktima bioloski obradene pogace lana s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

Slika 15 prikazuje ovisnost masenog udjela maltotrioze u ovisnosti o vremenu fermentacije
prilikom bioloske obrade s Trametes versicolor i Humicola grisea. |z rezultata je vidljivo kako
maltotrioza nije prisutna u neobradenom uzorku, a ni nakon prvog dana obrade s
mikroorganizmima. Drugog dana su izmjereni podjednaki maseni udjeli maltotrioze prilikom
obrade pogace s oba mikroorganizma, pa je tako u uzorku obradenom s Trametes versicolor
izmjeren udio od 8,25 mg/gs+, a u uzorku obradenom s Humicola grisea 9,02 mg/gs:. Nakon
obrade s Trametes versicolor, desetog dana u uzorku je udio maltoze 1,31 mg/gs:, a hakon
obrade s Humicola grisea 7,75 mg/gs:. Mozie se zakljuditi da oba mikroorganizma
hidroliziraju maltotriozu, no u vecoj je mjeri metabolizirana prilikom obrade lanene pogace s

Trametes versicolor.
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Slika 15 Maseni udio maltotrioze (C) u ekstraktima bioloski obradene pogace lana s Trametes

versicolor (TV6) i Humicola grisea (HG) u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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Na osnovu dobivenih rezultata, doneseni su sljededi zakljucci:

~ Bucina pogaca koristena u ovom istrazivanju sadrzi 93,07 + 0,00 % suhe tvari, 7,82 +
0,00 % s.t. pepela, 38,27 £ 0,56 % s.t. ukupnih proteina, 5,71 + 0,18 % s.t.
ekstraktibilnih proteina, 36,55 + 0,00 % s.t. masti, 2,64 + 0,46 % s.t. ekstraktibilnih
Secera, 73,47 + 0,62 % s.t. TOC-a, te od vlakana 11,81 *+ 1,43 % s.t. NDF-a, 5,12
1,77 % s.t. ADF-ai 1,41 +£1,20 % s.t. ADL-a.

~ Nakon desetog dana obrade bucine pogace s Trametes versicolor TV6 doslo je do
povedéanja udjela pepela i ukupnog organskog ugljika, te smanjenja udjela suhe tvari,
ukupnih i ekstraktibilnih proteina, masti, vlakana (NDF, ADF, ADL), te ekstraktibilnih
Secéera. U slucaju obrade bucine pogace s Humicola grisea nakon desetog dana doslo
je do povecanja udjela pepela, ukupnih proteina, ADL-a i ukupnog organskog ugljika,
te smanjenja suhe tvari, ekstraktibilnih proteina, masti, NDF-a, ADF-a i ekstraktibilnih
Secera.

~ Najveci udio ukupnih proteina (41,91 + 0,25 % s.t.) u budinoj pogaci odreden je nakon
desetog dana bioloske obrade pomodu termofilne gljive Humicola grisea, dok je
najmanji udio vlakana izmjeren u uzorku obradenom s gljivom bijelog truljenja
Trametes versicolor, odnosno udjeli su iznosili 3,34 £ 0,19 % s.t. za NDF, 1,25 + 0,03 %
s.t. za ADF, te 0,15 £ 0,01 s.t. za ADL.

~ Pogaca lana koristena u ovom istrazivanju sadrzi 92,09 + 0,00 % suhe tvari, 5,30 *
0,00 % s.t. pepela, 33,26 + 0,00 % s.t. ukupnih proteina, 5,03 + 0,19 % s.t.
ekstraktibilnih proteina, 21,75 £ 0,00 % s.t. masti, 2,02 + 0,58 % s.t. ekstraktibilnih
Secera, 69,48 + 0,41 % s.t. TOC-a, te od vlakana 18,83 + 1,87 % s.t. NDF-a, 14,22 +
0,30 % s.t. ADF-a i 6,02 + 0,35 % s.t. ADL-a.

~ Nakon desetog dana obrade pogace lana s Trametes versicolor TV6 doslo je do
poveéanja udjela pepela, ukupnih proteina, ekstraktibilnin Seéera i ukupnog
organskog ugljika, te smanjenja udjela suhe tvari, ekstraktibilnih proteina, masti i
vlakana (NDF, ADF, ADL). U slucaju obrade pogace lana s Humicola grisea nakon
desetog dana doslo je do povecdanja udjela pepela, ukupnih proteina, ekstraktibilnih
Seéera i ukupnog organskog ugljika, te smanjenja suhe tvari, ekstraktibilnih proteina,

masti i vlakana (NDF, ADF, ADL).
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Najvisi udio ukupnih proteina (50,05 + 0,33 % s.t.) u pogaci lana odreden je nakon
desetog dana bioloSke obrade pomocu gljive bijelog truljenja Trametes versicolor,
dok je udio vlakana podjednako smanjen nakon obrade s oba mikroorganizma.

Prema rezultatima kemijske analize pogace buce i lana vidljivo je kako su iste vrlo
vrijedan otpad, odnosno nusproizvod prehrambene industrije, zahvaljujuci visokom
sadrZaju proteina, masti i vlakana, te kao takve mogu imati primjenu kao supstrati za
proizvodnju visokovrijednih proizvoda ili kao dodatak ljudskoj prehrani, te kao sto¢na
hrana. Bioloska obrada s gljivama Trametes versicolor i Humicola grisea utjece na
nutritivnu vrijednost pogaca, i to povecanjem probavljivosti i udjela proteina u
pogacama.

Najzastupljeniji Seéder u bioloski neobradenoj pogaci buce bila je saharoza
(17,59 mg/gs:), nakon koje je slijedila fruktoza (0,48 mg/gs:), te glukoza
(0,37 mg/g;+.), dok masene udjele maltoze i maltotrioze nije bilo moguce odrediti.
Nakon desetog dana obrade bucine pogace s Trametes versicolor TV6 maseni udio
glukoze nije bilo moguce odrediti, a maseni udio fruktoze iznosio je 20,09 mg/gs+,
saharoze 3,73 mg/gs., maltoze 2,91 mg/gs. i maltotrioze 2,77 mg/g;...

Nakon desetog dana obrade bucine pogace s Humicola grisea maseni udio glukoze
iznosio je 1,37 mg/gs:, fruktoze 1,35 mg/g.:, saharoze 0,30 mg/g.:, maltoze
0,80 mg/gs.+, dok maseni udio maltotrioze nije bilo mogucée odrediti.

U neobradenoj pogaci lana nije bilo moguée odrediti masene udjele glukoze,
fruktoze, saharoze, maltoze i maltotrioze.

Nakon desetog dana obrade pogace lana s Trametes versicolor TV6 maseni udio
glukoze nije bilo moguce odrediti, a maseni udio fruktoze iznosio je 38,21 mg/gs+,
saharoze 4,02 mg/gs., maltoze 3,30 mg/gs. i maltotrioze 1,31 mg/g;...

Nakon desetog dana obrade pogace lana s Humicola grisea maseni udio glukoze
iznosio je 0,25 mg/gs:, fruktoze 1,51 mg/g.:, saharoze 1,97 mg/g.:, maltoze
1,97 mg/gs+ i maltotrioze 7,75 mg/gs..

Rezultati pokazuju da gljiva bijelog truljenja, Trametes versicolor TV6, i termofilna
gljiva, Humicola grisea, imaju veliku sposobnost razgradnje polisaharida sekrecijom
izvanstani¢nih enzima u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima, pri ¢emu se

oslobadaju monosaharidi, disaharidi i oligosaharidi.
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