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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

¢ —monzinska koncentracija tvari (mM)

n — broj okretaja (okr min?)

t — vrijeme trajanja fermentacije (dan)

A— apsorbancija

T—temperatura (°C)

f—frekvencija (KHz)

V —volumen injektiranog uzorka za analizu na HPLC-u (pL)
m — masa (g)

C— maseni udio analizirane tvari u ekstraktu (mg/gs.+)
P — povrsina ispod pika

KRATICE:

AA — antioksidativna aktivnost

DPPH - 2,2-difenil-1-pikirilhidrazil radikal

E1 - eksperiment 1

E2 — eksperiment 2

HPLC —tekucinska kromatografija vioske djelotovornosti (eng. High-preformace liquid
chromatography)

s.t. —suha tvar

SmF — submerzna fermentacija

SSF — fermentacija na ¢vrstim nosacima (eng. solid state fermantation)



1.UvOD



Je€am je plod jednogodisnjih i dvogodisnjih biljaka iz porodice trava. Ubraja se u prosolike Zitarice
zajedno s pSenicom, zobi i razi, te se smatra jednom od najstarijih Zitarica u Europi. Je¢am se

danas koristi u proizvodniji piva, kruha, brasna, te kao sto¢na hrana.

Pljevica jeéma je proizvodni ostatak prehrambene i poljoprivredne industrije koji se dobije
prilikom prerade je¢ma mljevenjem. Danasnji biotehnolo3ki postupci/procesi omogucuju obradu
proizvodnih ostataka prehrambene industrije pri ¢emu se smanjuje koli¢ina neupotrebljivih
sastojaka, a pritom se dobiju produkti koji se mogu korisno iskoristiti.

Jedan od takvih procesa je i fermentacija na ¢vrstim nosacima (eng. solid-state fermentacija,
SSF) pomocu kojeg je moguce proizvesti razlicite visokovrijedne produkte (npr. enzimi, biogoriva,
bioaktivne tvari) uz primjenu razli¢itih mikroorganizama.

U navedenom procesu gljive bijelog truljenja zauzimaju vazno mjesto buduci da imaju sposobnost
razgradnje i biokonverzije lignoceluloznog materijala, kakva je po svome sastavu i pljevica jeCma,

u visokovrijedne produkte.

Gljive bijelog truljenja proizvode smjesu izvanstanicnih lignolitickih enzima koji se mogu koristiti
u prehrambenoj industriji, farmaceutskoj industriji, industriji papira i pulpe, te brojnim drugim
industrijama. Lignoliticki enzimi imaju sposobnost razgradnje lignina i aromatskih spojeva u
spojeve manje molekularne mase. Djelovanje lignolitickih enzima temelji se na razbijanju
aromatske strukture sloZzenog prirodnog polimera lignina koji okruZuje celulozu u lignoceluloznim
materijalima (Selo, 2014). Na produktivnost enzima osim dostupnih hranjivih tvari i uvjeta
provedbe procesa pri uzgoju gljiva bijelog truljenja takoder utjeCu razli¢iti induktori koji

pospjesuju proizvodnju enzima.

Zitarice su dobar izvor fenolnih kiselina jer fenolne kiseline sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta
Zitarica i mogu djelovati kao signalne molekule, Stite ih od infekcija mikroorganizmima
(antibiotsko djelovanje), privlace oprasivace, djeluju kao zaStitni agensi od UV zracenja,
pridonose pigmentaciji Zitarica, dok u namirnicama pridonose boji, gorcini, okusu, mirisu i
oksidativnoj stabilnosti (Berend i Grabari¢, 2008). Zbog velikog udjela fenolnih kiselina, danas se

Zitarice koriste u velikom broju istraZivanja.



Fenolne kiseline uz vitamine i minerale imaju vaznu ulogu u prevenciji bolesti ljudi. Dokazana su
protuupalna, protualergijska i protukancerogena djelovanja nekih fenolnih spojeva (Berend i
Grabari¢, 2008).

Neke od najpoznatijih i najbolje iskoristivih fenolnih kiselina su 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina,
p-hidroksibenzojeva kiselina, 4-hidroksifeniloctena kiselina, vanilinska kiselina, kafeinska kiselina,
siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, elaginska kiselina i o-kumarinska

kiselina.
Cilj ovog rada je ispitati utjecaj bioloSke obrade proizvodnog ostatka je¢ma (pljevica) pomocu
gljive bijelog truljenja Trametes versicolor — TV6 tijekom 10 dana na ekstraktibilnost fenolnih

kiselina, uz dodatak i bez dodatka ljuske jajeta kao induktora sinteze enzima.



2. TEORUSKI DIO



2.1. Pljevicajecma
Zitarice su najvaZnije i najrasprostranjenije kultivirane biljke na svijetu te ¢ine temelj zdrave
prehrane (Mandi¢, 2007). Zbog niske cijene, lakog skladiStenja, transportiranja, dugotrajnosti i
otpornosti, njihov uzgoj se proteze diljem svijeta te zauzimaju preko 50% prehrambenih potreba
u svijetu. U nerazvijenim zemljama (Afrika, srediSnja Azija, Juzna Amerika) taj postotak prelazi i

80%.

Nutricionisti preporucuju konzumaciju Zitarica tri puta dnevno. Najvise preporucuju brasno
cjelovitih Zitarica jer sadrze najvaznije nutritivne tvari u omotacu (Mandi¢, 2010; Ugarci¢-Hardi,

2010a).

Je¢am zauzima Cetvrto mjesto najznacajnijih ratarskih kultura, odmah iza psSenice, rize i kukuruza.
Koristi se u pekarskoj industriji, u proizvodnji piva i slada, u industrijskoj preradi te u proizvodnji
Skroba i alkohola (Lesko$ek-Cukalovi¢, 2002). Je¢am je bogat izvor topljivih prehrambenih

vlakana, minerala, vitamina, te fitokemikalija: fenola, flavonoida, karotenoida itd.

Izvor prehrambene vrijednosti je suhi jednosjemeni plod (zrno) koji sadrzi prehrambene sastojke
za razvoj i rast klice i mlade biljke. Plod se sastoji od: plodne i sjemene ovojnice (omotac),
aleuronskog sloja, endosperma i klice. Zrno jeCma mozZe sadrZavati pljevicu ili biti bez pljevice.
Pljevica jeCma sastoji se od celuloze i lignina kao glavnih dijelova, a ostatak ¢ine pentozani,
manani, B-glukani, a znatan je i udio silicija Sto daje pljevici abrazivna svojstva. Boja zrna s

pljevicom je slamnato Zuta dok je samo zrno bez pljevice bijele ili Zu¢kaste boje (Slika 1).

Pljevica jeCcma u prehrambenoj industriji nema ulogu, te se svrstava u otpad odnosno proizvodni
ostatak. U danasnje vrijeme Zeli se iskoristiti Sto veca koli¢ina proizvodnih ostataka, a pljevica
je€ma zbog lignoceluloznog sasatava predstavlja pogodan supstrat za rast i razvoj gljiva bijelog
truljenja koje svojim rastom razgraduju lignin, samim time smanjuju koli¢inu otpada, a mogu

utjecati i na povecanje prinosa i promjenu sastava fenolnih spojeva.



Slika 1: A) Zrno je¢ma bez pljevice B) Zrno jeCma s pljevicom (Ugarci¢-Hardi, 2010b)

2.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti i ¢ine jednu od najbrojnijih skupina spojeva u prirodi.
Mogu se naci u velikom broju biljnih vrsta gdje nastaju tijekom njihovog razvoja ili kao odgovor
na stres (oStecenja, UV zracenje, infekcije) (Naczk i Shahidi, 2006).

U prirodi se mogu nadi u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla. Polifenoli u
biljkama sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka i mogu djelovati kao signalne molekule,
Stite biljke od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko djelovanje), privlace oprasivace, djeluju
kao zastitni agensi od UV zracenja, pridonose pigmentaciji biljaka, dok u namirnicama pridonose
boji, gorcini, okusu, mirisu i oksidativnoj stabilnosti (Berend i Grabari¢, 2008).

Podatci iz literature govore kako polifenoli uz vitamine i minerale imaju vaznu ulogu u prevenciji
bolesti ljudi (Berend i Grabari¢, 2008). Dokazana su protualergijska, protuupalna, i
protukancerogena djelovanja nekih polifenolnih spojeva, kao i namirnica koje ih sadrzavaju

(Stratil i sur., 2005).



Flavonoidni spojevi pokazali su se kao najjaci antioksidansi. Otkriveno je preko osamnaest
flavonoida koji imaju veéu antioksidacijsku ucinkovitost od vitamina C i E. Antioksidacijska
aktivnost polifenola pokazuje se u sposobnosti uklanjanja reaktivnih dusikovih i kisikovih
molekula, ali i inhibiciji enzima koji povedavaju oksidacijski stres. Polifenoli takoder imaju
sposobnost vezanja proteina i ugljikohidrata pomoéu hidroksilnih skupina (Berend i Grabari¢,
2008).

U fenolne spojeve pripadaju: fenolne kiseline, kumarini, flavonoidi, tanini, stilbeni, lignini i lignani

(Naczk i Shahidi, 2006).

Na slici 3. prikazana je osnovna podjela polifenola. lako se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva,
gledano s kemijskog stajaliSta, osnovna karakteristika svih polifenola je prisutnost jednog ili vise

hidroksiliranih benzenskih prstenova.
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Slika 3. Osnovna podjela polifenolnih spojeva



2.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline ¢ine oko treéinu fenolnih spojeva prisutnih u biljkama i mogu se pronadéi u
slobodnom ili vezanom obliku. Dijele se u dvije skupine, ovisno o stupnju hidroksilacije i metilacije
aromatskog prstena, a to su hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline te njihovi derivati

(Macheix i sur., 1990; Bravo, 1998).

Derivati benzojeve kiseline nazivaju se hidroksibenzojeve kiseline, iz koje nastaju direktno i
prisutne su obi¢no u slobodnom obliku, ali mogu biti i u obliku konjugiranih Seéera, estera i
organskih kiselina (Schuster i Hermann, 1985; Macheix i sur., 1990; Strack, 1997).
U skupinu hidroksibenzojevih kiselina pripadaju: galna, p-hidroksibenzojeva, vanilinska,
siringinska, protokatehinska, salicilna i gentizinska kiselina (Macheix i sur., 1990; Pereira i sur.,

2009).

Hidroksicimetne kiseline su derivati fenilpropanoida (Apak i sur., 2007). U prirodi se rijetko nalaze
u slobodnom obliku. U tu skupinu kiselina pripradaju: p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i

sinapinska kiselina (Han i sur., 2007; Pereira i sur., 2009; Dai i sur., 2010).

2.3. Gljiva bijelog truljenja

Mikroorganizmi (gré. mikros — malen; organismos — organizam) su organizmi koji se vide pod
mikroskopom, premaleni su da bi se vidjeli golim okom. MoZemo ih pronadi u svim dijelovima
biosfere gdje je prisutna tekuéa voda, uklju¢ujuéi dna oceana, vruce izvore, dubokim stjenovitim

predjelima unutar zemljine kore, te visokim dijelovima atmosfere (Nester i sur., 2004).



Mikroorganizmi su karakteristi¢ni zbog male veli¢ine svojih stanica, zbog ¢ega su podijeljeni u
zasebnu skupinu, odvojenu od Zivotinja i biljaka. Mikroorganizmi kao razgradivaci imaju veliku
ulogu u odvijanju procesa razgradnje i sinteze na zemlji. Preraduju hranjive tvari koje su zaostale
ugibanjem biljaka i Zivotinja, te ih razgraduju iz sloZzenih oblika u jednostavne kemijske spojeve
koje kasnije koriste fotosintetski organizmi. Zbog toga, mikroorganizmi imaju odlu¢ujucu ulogu u
biogeokemijskom ciklusu u koji pritje€u hranjive tvari (nutrijenti) iz prirodne mreZze hrane

(Durakovi¢, 1996).

Gljive pripadaju carstvu Fungi ili Mycota, koje predstavljaju viSestanicni i jednostani¢ni eukarioti.
Uklju€uju kvasce i plijesni, te skupinu makroskopskih organizama c¢esto zvanih mesnatim
gljivama. Gljive su heterotrofni, nefotosintetski organizmi kojima stanic¢na stijenka sastavljena od
polisaharida hitina obavija stanice. Karakteristike vecine gljiva su dugacke, vlaknaste stanice hife
koje svojim ispreplitanjem tvore micelij. Mogu se razmoZavati i rasti na svim mjestima koje sadrze

iskoristiv organski materijal, a najviSe im odgovara vlazno i tamnije okruzenje (Johnson, 1990).

Gljive truljenja mogu se podijeliti na gljive bijelog truljenja, gljive sivog truljenja i gljive blagog
truljenja, a predstavljaju najrasprostranjenije razgradivace drveta. Gljive bijelog truljenja su
eukariotski mikroorganizmi koji se u prirodi mogu naci na trulom drveéu i drvenom materijalu.
Imaju sposobnost razgradnje biljnog polimera lignina i lignoceluloznih materijala, a ukljucuju
razrede Basidiomycota i Ascomycota gdje nakon razgradnje lignoceluloznog materijala, materijal
ostaje bijelo obojen, zbog ¢ega su dobile naziv gljive bijelog truljenja. Trenutacno su jedini poznati
mikroorganizmi koji su razvili kompletan enzimatski sustav za razgradnju lignina. lako razgraduju
lignin, ne mogu ga koristiti kao izvor ugljika za njihov rast i razvoj te im je potreban drugi izvor
ugljika, poput celuloze. Velika paznja usmjerena je na njihovo istraZivanje upravo zbog njihove

sposobnosti da razgraduju razliCite organske spojeve (Revankar i Lele, 2006; Gadd, 2001).

Lignin i celuloza spojevi su bogati ugljikom. U ekoloSkom ciklusu vrlo je vazno da se ugljik moze
iskoristiti kako bi ciklus stalno cirkulirao. Zbog toga, gljive bijelog truljenja imaju vaznu ulogu u

ekoloSkom sustavu, jer omogucuju razgradnju lignina i lignocluloznih materijala (Johnson, 1990).



Gljive bijelog truljenja luce izvanstani¢ne lignoliticke enzime koji imaju mogucnost razaranja
sloZzene strukture lignina i na taj nacin oslobadaju celulozu koja se kasnije koristi kao izvor ugljika
i energije za razmnozZavanje i rast (Gadd, 2001). Gljive bijelog truljenja prilikom rasta napadaju
lignin, dok celulozu lagano oStecuju i zbog toga se nazivaju selektivni razlagaci jer celulozu

ostavljaju neoste¢enom, a lignin razgraduju (Pilas, 2009).

2.3.1. Trametes versicolor

Trametes versicolor, poznata i pod nazivima Coriolus versicolor i Polyporus versicolor, je gljiva
bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes (Slika 2.). U prirodi se moze pronadi u razlicitim
bojama, zbog Cega je dobila ime (lat. trametes — mrSav; versicolor — u viSe boja). Izgledom

podsjeéa na puranov rep zbog ¢ega je u SAD-u nazivaju Turkey Tail (Webster i Weber, 2007).

Slika 2. Primjeri razli¢itog izgleda Trametes versicolor (https://www.firt-
nature.com/fungi/trametes-versicolor.php, 24.04.2019.)

Raste na posijeCenim trupcima stabala (Lorenzo i sur., 2001), na stabljikama i otpalim granama
drveta. Rasprostranjena je Siroko u prirodi, a razni sojevi ovog mikroorganizma koriste se u svrhu
proizvodnje izvanstanicnih lignolitickih enzima mangan peroksidaze, lignin peroksidaze,

avicelulaze, celulaze, te najvise lakaze (Tavares isur., 2005; Singh, 2006; Desai i Nityanand, 2011).



Lignoliticki enzimi ucinkovito razgraduju lignin, mjesavinu polikloriranih bifenila, policiklicke
aromatske ugljikovodike i brojne sintetske boje. Nedostatkom hranjivih stvari ili prisutnoscu neke
fenolne komponente u hranjivom mediju moze se stimulirati proizvodnja enzima iz gljive bijelog
truljenja. Povecanje produktivnosti proizvodnje lignolitickih enzima moze potaknuti dodatak

induktora (Gadd, 2001; Xavier i sur., 2007).

T. versicolor u€inkovito provodi delignifikaciju, obezbojenje izlaznih tokova nastalih izbjeljivanjem
pulpe te izbjeljivanje i omeksavanje pulpe. Zbog toga T. versicolor ima veliku primjenu u industriji
papira i pulpe, ¢ime se Zeli izbjeci upotreba organskih ili anorganskih kiselina i drugih kemikalija

koje su Stetne za okolis (Young i Masood, 1998).

2.4. Uzgoj Trametes versicolor

Dva osnovna nacina uzgoja gljiva bijelog truljenja su:
e solid-state fermentacija (SSF)

e submerzna fermentacija (SmF)

Glavna razlika izmedu ove dvije tehnike je u koli¢ini slobodne tekudine prisutne u sustavu. Rast
mikroorganizama na ¢vrstom materijalu bez prisustva vode ili uz vrlo malu koli¢inu vode odgovara
SSF, dok kod submerznog uzgoja mikroorganizmi rastu u tekucoj hranjivoj podlozi (Desai i

Nityanand, 2011).

Istrazivanja u industriji proizvodnje fungalnih enzima pokazala su da se SSF-om, u usporedbi sa
SmF-om, postiZze vec¢a produktivnost, manja je sklonost problemima inhibicije supstratom, veéa
stablinost enzima pri viSim temperaturama i pH. Osim toga, vrijeme SSF- a je krace i degradacija
proizvedenih enzima nepoZeljnim proteazama je minimalna (Desai i Nityanand, 2011; Toca-

Herrera i sur., 2007)



Prednosti fermentacije na ¢vrstim nosacima u odnosu na submerzni uzgoj:

e jednostavnost procesa i izvedbe bioreaktora;

e veci prinos proizvoda;

e veca otpornost na kontaminaciju (zbog nizeg aktiviteta vode);

¢ bolja i ekonomicnija aeracija;

e uvjeti uzgoja sli¢ni prirodnom stanistu mikroorganizama;

e mala potrosnja energije;

e inokulacija sporama olakSava jednoliko rasprsivanje inokuluma unutar supstrata;
e Cesto jednostavnije izdvajanje proizvoda;

¢ jednostavna obrada ostatka nakon fermentacije;

e ostatak nakon fermentacije moze se koristiti kao sto¢na hrana ili gnojivo (Ali i Zulkali, 2011;

Couto i Sanroman, 2006; Mussatto i sur., 2012; Pejin, 2003).

Nedostaci fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima u odnosu na submerzni uzgoj:

e heterogenost sustava zbog otezanog mijeSanja (otezano mjerenje pH, temperature, relativne
vlaznosti, koncentracije kisika i koncentracije biomase);

e formiranje vrucih tocaka (eng. hot spots) kao posljedica disanja i metabolizma mikroorganizma;
e moguce upotrijebiti samo mikroorganizme koji rastu pri nizim aktivitetima vode;

e Cesto je potrebana predobrada supstrata (rezanje, mljevenje, homogenizacija, hidroliza);

e potreban veci volumen inokuluma;

e proces dugo traje (Ali i Zulkali, 2011; Couto i Sanroman, 2006; Mussatto i sur., 2012; Pejin,
2003).
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2.5. Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima
Procesi pri kojima mikroorganizmi rastu na vlaznim ¢vrstim nosacima naziva se fermentacija na
¢vrstim nosacima (eng. solid-state fermentation, SSF). Cvrsti nosaci istovremeno mogu biti i
supstrati za rast mikroorganizama. Zbog kompatibilnosti uvjeta za odvijanje fermentacija na
¢vrstim nosac¢ima i metabolizma filamentoznih gljiva, upravo se one najcesée koriste kao radni
mikroorganizam u navedenim procesima. Fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima pronasle su svoju
primjenu u obradi poljoprivredno-industrijskih ostataka zbog male koli¢ine nastale otpadne vode,

malih energetskih zahtjeva, te ekoloskog zbrinjavanja krutog otpada (Pandey, 2003).

Za biolosku razgradnju lignoceluloznog otpadnog materijala sve ¢esce se koriste fermentacije na
¢vrstim nosacima upotrebom gljiva bijelog truljenja kao radnog mikroorganizma. Gljive bijelog
truljenja proizvode niz enzima koji mogu razgraditi lignin, hemicelulozu i celulozu, pripremajudi
na taj nacin materijal za daljnju biotehnolosku proizvodnju (TiSma i sur., 2013). Fermentacije na

¢vrstim nosacima provode se na dvije vrste nosaca:
e inertni, koji sluZze samo kao nosac (vlakna);
e neinertni, koji sluze i kao nosac i kao supstrat (lignocelulozni materijali).

Vrste nosaca karakterizira velika povrsina po jednici volumena. Laganim mijeSanjem i laganom
kompresijom ne dolazi do njihovog mehanickog ostecenja, odnosno zadrzavaju svoju strukturu.
Prostor izmedu cCestica nosaca uglavhom je ispunjen plinovitom fazom te manjim dijelom
vodenom fazom u obliku tankog filma ili sitnih kapljica. Budu¢i da je veéina vode apsorbirana u
¢vrstom matriksu, slobodna voda moze se naci u vrlo malim koli¢inama, ili se fermentacija odvija

u odsustvu slobodne vode (Mitchell i sur., 2006; Raimbault, 1998).

Karakteristike fermentacija na ¢vrstim nosacima:
e raspodjela i rast mikroorganizama te nastajanje produkata metabolizma odvijaju se na

povrsini ¢vrstih nosaca;
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e hranjiva podloga nije homogena i ne moze se lako mijesati (potrebna specificna oprema);
e sadrzaj slobodne vode je nizak, a ovisi o fizikalnim i kemijskim osobinama ¢vrstih nosaca;
e aeraciju kroz sloj ¢vrstih nosaca tesko je provesti te se ona svodi na strujanje zraka po
povrsini;

e tijekom procesa razvija se toplina pri ¢emu dolazi do povecanja temperature u sloju ¢vrstih
nosaca i smanjenja sadrzaja vlage;

e ¢vrstinosadi imaju veliku povr$inu po jedinici volumena (103 -=106 m 2 /cm?) (Pejin, 2003;

Raimbault, 1998).

2.5.1. Provedba fermentacije na c¢vrstim nosacima

Fermentacija na ¢vrstim nosac¢ima ovisi o brojnim procesnim parametrima (areacija, pH, vrsta i
soj mikroorganizma, mjesanje i dr.). Osnovni princip provedbe SSF-a ukljucuje:

1. Priprema inokuluma

2. Priprema supstrata

3. Priprema bioreaktora

4. Inokulacija i punjenje bioreaktora

5. Kontrola i upravljanje procesom

6. Praznjenje bioreaktora

7. Metode izdvajanja proizvoda

8. Zbrinjavanje nastalog otpada (Mitchell i sur., 2006.).

1. Priprema inokuluma
Priprema inokuluma ovisi o vrsti radnog mikroorganizma. U vedini fermentacija na ¢vrstim
nosacima koriste se filamentozne gljive kao radni mikroorganizam. Cilj ovog koraka je uzgojiti

dostatnu kolic¢inu inokuluma visoke mikrobioloske aktivnosti (Mitchell i sur., 2006).
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2. Priprema supstrata i bioreaktora

Supstrat je Cesto potrebno usitniti (rezanjem, mljevenjem ili na neki drugi nacin). Ponekad je
supstratu potrebno dodati vodu i nutrijente ili izvrsiti predobradu supstrata kako bi se povecala
dostupnost nutrijenata. Supstrat je ¢esto potrebno sterilizirati ili pasterizirati (ovisno o stupnju
asepticnosti koju proces zahtijeva) izvan bioreaktora, iako je pozeljnije ovaj korak provesti unutar
bioreaktora. Bioreaktor je potrebno sterilizirati prije dodavanja supstrata ¢ime se sprjecava

kontaminacija nezeljenim mikroorganizmima tijekom SSF procesa (Mitchell i sur., 2006).

3. Inokulacija i punjenje bioreaktora

Inokulacija se moZe provesti prije ili nakon punjenja bioreaktora. Ako se sloj supstrata ne moze
promijeSati unutar bioreaktora, inokulacija se provodi izvan bioreaktora. U suptrotnom,
inokulacija se provodi rasprSivanjem inokuluma iznad sloja supstrata tijekom mijeSanja. Ako je
supstrat potrebno sterilizirati ili pasterizirati te inokulirati izvan bioreaktora, punjenje je potrebno
provesti vrlo oprezno kako bi se sprijecio ili minimizirao unos kontaminanata (Mitchell i sur.,

2006).

4. Kontrola i upravljanje procesom

Kontrola i upravljanje procesom ovise o konstrukciji bioreaktora, no glavni zadatak je regulacija
protoka, temperature ulaznog zraka, brzine mijeSanja sloja supstrata i temperature rashladne
vode kako bi se kontrolirali klju¢ni parametri fermentacije (temperatura sloja supstrata, aktivitet
vode, koncentracija otopljenog kisika, itd.) i odrzavale njihove optimalne vrijednosti za rast

mikroorganizma i nastajanje proizvoda (Mitchell i sur., 2006).

5. PraZnjenje bioreaktora
Izdvajanje proizvoda moZe se provesti unutar bioreaktora ili izvan njega. U svakom slucaju,

cjelokupni sadrZaj mora se ukloniti iz bioreaktora (Mitchell i sur., 2006).
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6. Metode izdvajanja proizvoda

Ovisno o procesu, cjelokupni sadrzaj bioreaktora predstavlja produkt ili se pak produkt izdvaja iz
smjese fermentiranog supstrata i biomase radnog mikroorganizma i zatim prociscuje. Prilikom
izdvajanja produkta iz sadrzaja bioreaktora ili iz biomase, primjenjuju se razlicite metode
separacije (filtracija, centrifugiranje), razaranja stanica (fizikalne, kemijske i bioloSke metode),
prociS¢avanja (koncentriranje, ekstrakcija, ultrafiltracija, adsorpcija, taloZenje), operacije visokog
stupnja razdvajanja (kristalizacija, kromatografija, elektroforeza) te susenje (konvekcijsko,

kontaktno, raspriivanjem, liofilizacija) (Mitchell i sur., 2006, Mari¢ i Santek, 2009).

7. Zbrinjavanje nastalog otpada
U nekim slucajevima, kruti otpadni materijal moZe se koristiti kao proizvod (hrana ili krmivo), no
Cesto zaostaje kruti ostatak koji je potrebno zbrinuti na adekvatan nacin (Mitchell i sur., 2006).

Slika 4. Prikazuje rast Trametes versicolor na pljevici jeCma.

Slika 4. Trametes versicolor na pljevici je€ma
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2.5.2. Bioreaktor za provodenje SSF

Fermentacije na ¢vrstim nosacima u laboratorijskim uvjetima obi¢no se provode u Petrijevim
zdjelicama, Rouxovim bocdicama, Erlenmeyerovim bocicama, staklenkama i ostalom staklenom
posudu. Ovakvi eksperimenti lako se provode jer su jednostavni. Bioreaktor osigurava odvijanje
SSF u kontroliranim uvjetima, sprje¢avanje kontaminacije sloja supstrata nepozeljnim okolnim
mikroorganizama, te sprecava otpustanje mikroorganizama u okolinu. Tijekom procesa vazno je
pratiti i kontrolirati klju¢ne parametre, poput temperature sloja supstrata i aktiviteta vode.
Postizanje ustaljenosti optimalnih vrijednosti navedenih parametara kljuéno je za rast

mikroorganizama i nastanak proizvoda (TiSma i sur., 2014).

2.6. Ekstrakcija
Ekstrakcija je jedini¢na operacija koja potpuno ili djelomi¢no odjeljuje smjese tvari koje imaju
razli¢itu topljivost u razlicitim otapalima. Smjesa koja se odjeljuje obraduje se otapalom u kojem
se otapa komponenta koja se Zeli izdvojiti, tj. selektivnim otapalom. Ovisno o polaznoj fazi iz koje

se tvar ekstrahira, proces ekstrakcije dijeli se na:

1. Ekstrakciju kruto-tekuce (ekstrakcija otapalom) — prijenos tvari se odvija iz krute faze, a ukoliko

se provodi otapalom koje nije lako hlapljivo ¢esto se naziva i izluZivanje:

2. Ekstrakcija tekuce-tekuce — prijenos tvari se odvija iz tekuce faze. Ovaj tip ekstrakcije se obi¢no

naziva ekstrakcija u uzem smislu (Floros i sur., 1999).
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2.6.1. Ekstrakcija kruto-tekuce

Kruto-tekuca ekstrakcija je najceSée koristena operacija izolacije aktivnih supstanci iz biljnog
materijala. Kruto-tekuéa ekstrakcija predstavlja operaciju izdvajanja jedne ili viSe komponenti iz
¢vrstog materijala uz pomo¢ odgovarajuceg otapala u nekoliko koraka: ulazak otapala u krutu
tvar, otapanje komponenti, transport otapala s otopljenom tvari na povrsSinu krute tvari,
transport otopine s povrsine krute tvari u glavnu masu otopine, razdvajanje ekstrakta i krutog
ostatka uzorka (Buci¢-Koji¢, 2008).

Zbog razlike koncentracija izmedu dvije faze koje su u kontaktu, dolazi do prijenosa mase koji se
odvija u smjeru uspostavljanja ravnoteze. Uslijed kontakta nekog tijelaili cestice s teku¢inom koja
ga otapa, pretpostavlja se da se na njegovoj povrsini vrlo brzo stvara sloj zasi¢ene otopine (faza
ispiranja ili brza ekstrakcija). Taj sloj potrebno je ukloniti kako ne bi doslo do prestanka otapanja,
a time i ekstrakcije. Uklanjanje topljivog materijala iz grani¢nog sloja u glavnu masu otopine
odvija se redovito kombinacijom molekularne i konvekcijske difuzije (Chalermchat i sur., 2004).
Neki od nacina provodenja kruto-tekucée ekstrakcije su prekolacija, miceracija, ekstrakcija po

Soxhletu, ultrazvuéna ekstrakcija. U ovom istraZzivanju se koristila ultrazvuc¢na ekstrakcija.

2.7. Odredivanje profila fenolnih spojeva HPLC metodom

Za analizu fenolnih spojeva uobicajeno se koristi teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
— HPLC (Slika 5). Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High-Performance Liquid
Chromatography) oblik je kromatografije na stupcu i koristi se u analitickoj kemiji. Ponekad se u
literaturi moZe pronadi i naziv ,Tekucinska kromatografija pod visokim tlakom“ (eng. High
pressure liquid chromatography — HPLC). Pod utjecajem visokog tlaka u sustavu, uzorak je noSen
pokretnom (mobilnom) fazom preko stacionarne faze u koloni. Komponente uzoraka razli¢ito se
zadrZavaju na koloni, Sto ovisi o specifi¢nim fizickim i kemijskim interakcijama. Vrijeme potrebno
da tvar dode do kraja stupca zove se retencijsko vrijeme i karakteristicno je za svaku pojedinu

tvar, ali uvelike ovisi i o stacionarnoj fazi te sastavu mobilne faze (Skoog i sur., 1999).
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Slika 5. UHPLC uredaj

2.8. Antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata

Antioksidativna aktivnost polifenolnih spojeva ovisi o njihovoj sposobnosti da otpuste vodik ili
elektron te sposobnosti delokalizacije nesparenog elektrona u aromatskoj strukturi (Villafio i sur.,

2004).

Fenolni spojevi, kao antioksidansi moraju zadovoljiti dva uvjeta. Prvi uvjet je da moraju usporiti
ili sprijeciti reakciju oksidacije, ako su prisutni u maloj koncentraciji u odnosu na tvar podloZnu
oksidaciji. Drugi uvjet ukljucuje da nastali radikal mora biti stabilan, kako ne bi poticao lan¢anu
reakciju. Radikali se stabiliziraju delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekularnih
vodikovih veza ili reakcijom s drugim lipidnim radikalom. Takoder, interakcijom polifenola s
drugim fizioloSkim antioksidansima postize se sinergijski ucinak i povecanje antioksidativne
aktivnosti (Kazazi¢, 2004.). Postoji vise metoda koje se uobicajeno koriste za odredivanje in vitro
antioksidacijske aktivnosti ekstrakata, a jedna od njih je DPPH metoda. Ova metoda cesto se
koristi zbog jednostavnosti i brzine izvodenja, te zbog stabilnosti DPPH- radikala. Zbog
delokalizacije slobodnog elektrona preko cijele molekule DPPH- radikal je stabilan zbog ¢ega

molekula ne dimerizira, za razliku od vecine drugih slobodnih radikala (Buci¢-Koji¢, 2008).
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Metoda se temelji na redukciji sinteti¢kog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH-) otopljenog
u alkoholnoj otopini u prisustvu antioksidansa (AH) koji donira jedan atom vodika i “hvata”
slobodni DPPH- radikal pri ¢emu nastaje neradikalski oblik DPPH-H i stabilizirani fenoksi radikal

(A-) kako slijedi (Benvenuti i sur., 2004):
DPPH+AH ——» DPPH-H+A

Pri redukciji DPPH- radikala u odredenom vremenu dolazi do smanjenja apsorbancije (mjerene
pri 515 nm) reakcijske otopine zbog smanjenja koncentracije zaostalog slobodnog DPPH- radikala,
Sto se odituje u promjeni ljubicaste boje otopine prema blijedo ljubi¢astoj boji. Koli¢ina

inhibiranog DPPH- radikala dokazuje vecu ili manju antioksidacijsku aktivnost ispitivanog uzorka.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Zadatak

Zadatak rada bio je ispitati utjecaj bioloske obrade pljevice je¢ma na ekstraktibilnost fenolnih
kiselina u odnosu na bioloski neobradene uzorke. Bioloska obrada uzoraka provedna je u
uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima, pomocu gljive bijelog truljenja Trametes versicolor,

uz dodatak i bez dodataka ljuske jajeta (induktora) tijekom 10 dana.

Tijekom bioloske obrade pljevice jeCma pracen je gubitak na masi uzorka te koncentracija
fenolnih kiselina i antioksidacijska aktivnost ekstrakata pripremljenih kruto-tekuéom

ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Mikroorganizam

U ovom radu koriSten je soj mikroorganizama Tramtes versicolor TV-6 (MZKI, Ljubljana, Slovenija;

Slika 6) koji je uzgojen na krumpir- dekstroza agaru.

Slika 6. Trametes versicolor TV-6
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3.2.2. Kemikalije

Koristene su sljedece kemikalije: Krumpir-dekstroza agar (Biolife, Milan, Italija), octena kiselina,
ledena, 99,5% (Macron fine chemicals, Njemacka), Acetonitril (J.T.Baker, Nizozemska), Metanol
(J.T.Baker, Nizozemska), Etanol (Gram mol, Zagreb, Hrvatska), DPPH (Sigma Aldrich, SAD), 3,4-
Dihidroksibenzojeva kiselina, 97%(Acros Organics, Francuska), p-Hidroksibenzojeva kiselina,
99%(Aldrich Chemistry, SAD), p-Hidroksifeniloctena kiselina(Aldrich Chemistry, SAD), Vanilinska
kiselina, 97%(Acros Organics, Francuska), Kafeinska kiselina(Sigma Aldrich, SAD), Siringinska
kiselina, 95%(Sigma Aldrich, SAD), p-Kumarinska kiselina(Sigma Aldrich, SAD), Feruli¢na kiselina,
99%(Aldrich Chemistry, SAD) Elaginska kiselina(Sigma Aldrich, SAD), o-Kumarna kiseline(Sigma
Aldrich, SAD).

3.2.3. Uredaji

Autoklav
Sterilizacija koristenog laboratorijskog posuda, pribora i potrebnih otopina kao i samog
suspstrata prije | nakon SSF-a provodena je u autoklavu (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd; Slika 7)

pri temperaturi 121 °C tijekom dvadeset minuta.

Slika 7. Autoklav
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Inkubator
SSF se provodio pri 27 °C tijekom 10 dana u teglicama smjeStenim u inkubatore (Binder,

Njemacka; Slika 8) koji su opremljeni s ventilatorom.

Slika 8. Inkubatori

Mlin
Nakon SSF procesa, uzorci su samljeveni u ultracentrifugalnom mlinu na veli¢inu ¢estica od 1 mm

ZM 200, Retsch, Njemacka; Slika 9).

Slika 9. Mlin ZM 200
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Uredaj za mjerenje suhe tvari
Udio suhe tvari u uzorcima odredivan je svakog dana tijekom i nakon SSF procesa brzom
termogravimetrijskom metodom pomodu uredaja za radijacijsko-infracrveno susenje (HR-73,

Mettler Toledo, Svicarska; Slika 10).

Slika 10. Uredaj za radijacijsko-infracrveno susenje HR-73, Mettler Toledo

Ultrazvucna kupelj
Elmasonic P (EIma, Svicarska ; Slika 11) je ultrazvuéna kupelj koja se koristila za provodenje
ekstrakcije. Ekstrakcija se provodila 10 minuta pri 80 °C, uz 40 %-tnu snagu | 37kHz u sweep

modu pomoc¢u 20 ml 50%-tne vodene otopine etanola

Slika 11. Ultrazvuéna kupelj
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Centrifuga
Ekstrakti su se prije analiziranja na UHPLC centrifugirani (Hermle Z 326K Njemacka; Slika 12) 10

minuta pri 10 000 okr min™.

Slika 12. Centrifuga

Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC)

Maseni udio fenolnih kiselina odredivan je na tekucinskom kromatografijom ultravisoke
djelotvornosti (Nexera XR, Shimadzu, Japan, Slika 13) koji je spojen na racunalo. Za analizu
fenolnih spojeva koristena je Kinetexe C18 phenomenex (100 x 4,6mm) kolona i PDA detektor
(SPD-M20A). Analiza je provodena na 30 °C, pri protoku od 1 ml/min uz injektiranje 20 ul uzorka.

Kao Eluent A koriSten je acetonitril : metanol (50:50), a kao eluent B je koriStena 1%-tna otopina

octene kiseline.

Slika 13. UHPLC spojen na racunalo

23



Spektrofotometar
Spektrofotometar (Shimadzu, Japan, Slika 14UV-1280 PharmaSpec) koriSten je za mijerenje

antioksidativne aktivnosti pri valnoj duljini od 515nm.

Slika 14. Spektrofotometar

3.2.4. Uzgoj i Cuvanje kulture

Izvagano je 21 g krumpir-dekstroza agara i dodano je 500 ml destilirane vode, zagrijano do vrenja
i sterilizirano u autoklavu pri 121 °C tijekom 15 minuta, nakon ¢ega je podloga ohladena na
temperaturu od 30 °C do 35 °C. Ohladena podloga je dobro promijesana te prelivena u sterilne
Petrijeve zdjelice. Nacjepljivanje mikroorganizama provodili se u potezu nakon s$to se podloga

skrutnula. Inkubacija je trajala sedam dana pri 27 °C.

3.2.5. Priprema uzorka za fermentaciju na ¢vrstim nosacima

Priprema uzorka za fermentaciju pljevice jecma bez dodatka induktora provodila se tako da se u
teglici pomijesalo 50 g uzorka sa 60 ml vode. Dobro promijeSana teglica stavila se na sterilizaciju
u autoklav na 121 °C kroz 20 minuta. Nakon sto su se teglice s uzorkom ohladile na sobnu
temperaturu u teglicu s uzorkom dodano je 10 ml suspenzije spora Trametes versicolor u
prethodno steriliziranoj vodi. Spore Trametes versicolor dodane su steriliziranu vodu u obliku 5
plagova promjera 9 mm.
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Priprema uzorka za fermentaciju pljevice jeéma s dodatkom induktora provodila se tako da se u
teglici pomijesalo 45 g uzorka s 5 g samljevene ljuske jajeta i 60 ml vode. Dobro promijesana
teglica stavila se na sterilizaciju u autoklav na 121 °C kroz 20 minuta. Nakon $to su se teglice s
uzorkom ohladile na sobnu temperaturu u teglicu s uzorkom dodano je 10 ml suspenzije spora
Trametes versicolor i prethodno sterilizirane vode.

Teglice su se pokrile papirom propusnim za zrak (Slika 15) i stavile na inkubaciju kroz 10 dana pri

20 °C u inkubator.

Slika 15. Nacjepljena pljevica je¢ma s T. versicolor stavljena na inkubaciju

3.2.6. Obrada uzorka nakon provedene fermentacije

Nakon zavrSene SSF, uzorci su sterilizirani kako bi se zaustavio rast mikroorganizama i sam proces.
Nakon toga, uzorci su vagani kako bi se vidio gubitak na masi kroz odredeni dan. Uzorci su prije

mljevenja i ekstrakcije suseni na sobnoj temperaturi tijekom 48 sati.
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3.3. Analiticke metode

3.3.1. Odredivanje koncentracije fenolnih kiselina UHPLC metodom

1,5 g samljevenog uzorka pljevice jeCma podvrgnut je procesu ekstrakcije s 20 ml 50%-tnog
etanola na ultrazvucnij kupelji kroz 10 minuta pri 80 °C, sa snagom od 40 % i 37 kHz u sweep
modu.

Navedeni uvjeti su koristeni buduéi da su se u preliminarnim istraZivanjima pokazali kao
optimalni za postizanje najveéeg prinosa fenolnih kiselina. Uzorak je zatim stavljen na centrifugu
na 10 000 okr/minuti kroz 10 minuta kako bi se odvoijili tekuéi i kruti dio. Tekuci dio - ekstrakt
sluZio je za analizu na UHPLC-u. Prije stavljanja na UHPLC, ekstrakti su profiltrirani na mikrofilteru

(45 pum) u vialice iz kojih je ekstrakt uzorkovan tijekom UHPLC analize.

Ekstrakti bioloski obradenih uzoraka pljevice je¢ma dali su kromatograme koji su koristeni za
kvalitativnu i kvantitativnu analizu fenolnih kiselina u uzorcima. Kvalitativna analiza (identifikacija
komponenti) je provedena usporedbom retencijskih vremena pojedinacnih fenolnih kiselina u
uzorku s retencijskim vremenima nakon injektiranja poznatog standarda fenolne kiseline
odredene koncentracije u uzorku. Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u uzorcima provedena
je pomocéu odgovarajuéeg softvera za obradu podataka (LabSolution), odredivanjem povrsine
ispod pikova na temelju prethodno izradenih kalibracijskih krivulja. Kvalitativna i kvantitativna

analiza pojedinaénih fenolnih kiselina odredena je u dva ponavljanja (Sibali¢, 2016).
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3.3.2. Postupak izrade kalibracijskih krivulja za kvantitativnu analizu

pojedinacnih fenolnih kiselina

Za izradu kalibracijskih krivulja pripremljene su temeljne otopine standarda za fenolne kiseline u
koncentraciji 10 mg/ml (500 mg standarda otopljeno u 50 ml redestilirane vode). Od temeljnih
otopina pripremljene su sljedeée koncentracije za svaku pojedinu otopinu pojedinacnih fenolnih
kiselina u koncentracijama 0,5 mg/l; 1,0 mg/l; 1,5 mg/l; 2,0 mg/l. Na slici 16. prikazana je
kalibracijska krivulja siringinske kiseline koja prikazuje ovisnost povrSine ispod pika o
koncentraciji siringinske kiseline. Pove¢anjem koncentracije siringinske kiseline dolazi do porasta
povrsine ispod pika. Na istom principu radene su kalibracijske krivulje preostalih 9 fenolnih

kiselina.
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50000 y =27219x
R? =0.9992
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Slika 16. Kalibracijska krivulja Siringinske kiseline

Nakon provedene tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti odredena je povrsina
ispod pikova na dobivenim kromatogramima. Linearna ovisnost povrsine ispod pikova o promjeni
koncentracije odredene fenolne kiseline procijenjena je linearnom regresijskom analizom

pomodu regresijskog modela najmanjih kvadrata pri ¢emu je dobivena jednadzba:

y =27219x (1)
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odnosno:

¢ (siringinske kiseline) = 27219-P [mg/I]

(2)

koja je koriStena za izracunavanje masene koncentracije fruktoze u ekstraktima kukuruzne silaze.

Prema jednadzbama (1 i 2) dobivenih metodom linearne regresije izraCunate su koncentracije

pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktima pljevice je€ma koje su preracunate na suhu tvar

uzoraka prema navedenom izrazu:

c'V,
my, W,

C— maseni udio analizirane tvari u ekstraktu (mg/gs.)

¢ —masena koncentracija analizirane tvari u ekstraktu (mg/I)
Ve — ukupni volumen dobivenog ekstrakta (I)

my; — masa uzorka (g)

Ws.t. — udio suhe tvari u uzorku (%)

(3)
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3.3.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata pljevica jeCma

U 0,1 ml ekstrakta pljevice je¢cma dodano je 3,9 ml otopine DPPH sa 96%-tnim etanolom (0,026
mg DPPH/mI). Otopina je ostavljena 30 minuta na sobnoj temperaturi na tamnom mjestu. Nakon
30 minuta otopini je mjerena apsorbancija (Aekst.) na spektrofotometru pri valnoj duljini od 515

nm u odnosu na slijepu probu (96% etanol).

Inhibicija DPPH- uslijed antioksidacijske aktivnosti (AA) ispitivanih ekstrakata izracunata je u

postotku (%) prema sljede¢em izrazu (Benvenuti i sur., 2004):

ADPPH - Aeks.

% inhibicije DPPH = [ ] x 100

ADPPH

Za kompleksne sustave kao Sto su biljni ekstrakti preporucuje da se rezultati izraze po masi
materijala. Postotak (%) inhibiranog DPPH- radikala preracunat je na masu inhibiranog DPPH

izrazenu po masi suhe tvari pljevice je¢ma odnosno:

m:
AA = -—nhDPPH [8 inh.opPH/8 s.t]

s.t.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



BioloSka obrada pljevice jema provedna je s gljivom bijelog truljenja Trametes versicolor TV-6 u
uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima tijekom 10 dana pri 27 °C. Eksperimenti su provedeni
uz pocetnu pretpostavku da gljiva bijelog truljenja T. versicolor tijekom rasta na pljevici je¢ma
sintetizira enzime koji razgraduju lignoceluloznu strukturu oslobadaju¢i jednostavnije spojeve
¢inedi ih dostupnijim za ekstrakciju.

Provedena su dva seta eksperimenata i to jedan s dodatkom i jedan bez dodatka induktora
sinteze enzima. U ovom radu kao induktor dodavana je mljevena ljuska jajeta (10% na ukupnu
masu odnosno na masu supstrata + induktor). Eksperimenti s dodatkom induktora provedeni su
s ciljem ispitivanja utjecaja induktora na poveéanu sintezu lignolitickih enzima koji posljedi¢no
mogu utjecati na razgradnju sloZene lignocelulozne strukture i oslobadanje fenolnih kiselina. U
ovom radu nisu prikazane aktivnosti enzima, nego samo utjecaj dodatka induktora na udio
ekstrahiranih fenolnih kiselina.

Pocetna vlaznost svih uzoraka bila je podesena na 60% bududi da je za rast gljiva bijelog truljenja
i njezin metabolizam u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima potrebna vlaznost supstrata
od 60-80%.

Bioloski obradeni uzorci u oba seta eksperimenata su pripremana na isti nacin za odredivanje
fenolnih kiselina Sto je ukljucivalo postupak susenja, mljevenja, ekstrakcije, kvalitativhu i
kvantitativhu analizu ekstrakata UHPLC metodom. Isto tako, svim ekstraktima odredena je i
antioksidacijska aktivnost te mjerenje gubitka mase supstrata nakon bioloske obrade.

Pokusi su provodeni u dva paralelna ponavljanja te su sve vrijednosti prikazane kao srednje
vrijednosti. Rezultati bioloSke obrade usporedivani su pocetnim uzorkom koji nije bioloski
obraden (“nulti dan”).

Nakon provedenih istraZzivanja, eksperimentalno dobiveni podatci i rezultati njihove obrade

prikazani su u dijagramima. Obrada podataka provedna je u Excel programu.

4.1. Odredivanje suhe tvari

Nakon suSenja uzorka u trajanju od 48 h na zraku odredena je suha tvar. Udio suhe tvari u bioloski
neobradenoj pljevici jeCma kretao se u rasponu od 87,24% do 96,05%. Udio suhe tvari u bioloski

obradenoj pljevici je¢ma kretao se u rasponu od 87,33% do 95,62%.
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4.2. Gubitak na masi uzorka

Slika 17. prikazuje ovisnost gubitka mase supstrata o trajanju SSF-a tijekom 10 dana. U pokusu
bez dodatka induktora, gubitak na masi kroz 10 dana iznosi 14,74%, dok kod pokusa s dodatkom
induktora gubitak na masi iznosi 11,53%. Vidljivo je da se vremenom trajanja SSF-a povecavao
gubitak na masi. Uocen je isti trend gubitka na masi i u slu¢aju dodatka induktora i bez dodatka
induktora, s tim da su gubitci na masi u slucaju dodatka induktora bili neSto nizi u odnosu na SSF
bez dodatka induktora. Razlog tome moze biti to je Sto je kod pokusa s induktorom dodano 10%
ljuske jajeta, koja sluzi kao induktor, T. versicolor ga ne koristi za ishranu, ve¢ joj sluzi samo kao
induktor rasta i sinteze enzima. Dobiveni rezultati pokazuju da se gljiva bijelog truljenja T.
versicolor osim za dobivanje visokovrijednih spojeva moze koristiti i za minimiziranje otpada,

bududi da tijekom svog rasta trosi nutijente iz supstrata, te ga razgraduje i smanjuje njegovu

koli¢inu.
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Slika 17. Ovisnost gubitka mase supstrata tijekom bioloSke obrade pljevice je¢ma s T. versicolor

o trajanju bioloske obrade (t)
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4.3. 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina

Maseni udio 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline postepeno je rastao do sedmog dana kod SSF-a bez
induktora kada je dosegnuo maksimalnu vrijednost od 0,051 mg/gs+, nakon ¢ega je maseni udio
opadao (Slika 18). U pokusu s dodatkom ljuske jajeta kao induktora sinteze enzima maseni udio
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline rastao je do devetog dana SSF-a gdje je dosegnuo maksimalnu
vrijednost od 0,031 mg/gs+, nakon ¢ega je maseni udio opadao. Ukoliko se usporeduju pokus s
dodatkom induktora i bez dodatka induktora, najve¢i dosegnuti maseni udio
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline u pokusu bez dodatka induktora je znatno vedi (za 39,22%) od

najboljeg ostvarenog masenog udjela u pokusu sa samljevenom ljuskom jajeta.
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Slika 18. Srednje vrijednosti masenog udjela 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (C) u ekstraktima

bioloski obradene pljevice je€ma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.4. p-hidoksibenzojeva kiselina

Najveci maseni udio p-hidroksibenzojeve kiseline dobiven je u ekstraktima pljevice je€ma nakon

10 dana fermentacije u oba pokusa odnosno u pokusu bez induktora iznosio je 0,020 mg/gs+, a u

pokusu s dodatkom induktora 0,019 mg/gs:. (Slika 19). Na slici je vidljivo da se trend porasta

prinosa p-hidroksibenzojeve kiseline razlikovao kod pokusa, odnosno u prva Cetiri dana bio je

nesto vedi u odsustvu induktora u odnosu na prisutstvo induktora.

p-hidroksibenzojeva kiselina
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Slika 19. Srednje vrijednosti masenog udjela p-hidroksibenzojeve kiseline (C) u ekstraktima

bioloski obradene pljevice je€ma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.5. A4-hidroksifeniloctena kiselina

Maseni udio 4-hidroksifeniloctene kiseline u pokusu bez dodatka induktora rastao je u prvih 4
dana SSF-a gdje je postignut najveéi maseni udio u iznosu od 0,040 mg/gs+, nakon ¢ega je prinos
naglo opadao do osmog dana, nakon ¢ega vise nije detektirana u ekstraktima pljevice (Slika 19).
Kod pokusa s dodatkom induktora najveci maseni udio 4-hidroksifeniloctene kiseline bio je nakon
drugog dana fermentacije i iznosio je 0,037 mg/gs:, nakon cCega je maseni udio
4-hidroksifeniloctene kiseline opadao. Usporeduju¢i maseni udio dobiven u pokusu s induktorom
i maseni udio dobiven bez induktora mozZe se vidjeti, kao i na Slici 20, da je maksimalni prinos

4-hidroksifeniloctene kiseline nesto vedi (za 8,11%) u pokusu bez dodatka induktora.
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Slika 20. Srednje vrijednosti masenog udjela 4-hidroksifeniloctene kiseline (C) u ekstraktima

bioloski obradene pljevice je€ma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.6. Vanilinska kiselina

Najvedi prinos vanilinske kiseline u ekstraktu pljevice bez dodatka induktora postignut je nakon
3 dana SSF-a (0,026 mg/gs+.) nakon Cega je prinos opadao do Sestog dana te ponovo rastao od 6.
do 10. dana SSF-a (slika 21.). U pokusu s dodatkom indikatora, prinos vanilinske kiseline
povecavao se prva Cetiri dana SSF-a kada je ostvaren najveci prinos vanilinske kiseline od 0,032
mg/gs+. Na osnovi odredenih masenih udjela vanilinske kiseline u eksraktima, vidljivo je da je bolja
ekstraktibilnost postignuta u pokusu s dodatkom induktora i to za 18,75% ako se usporeduju

maksimalni ostvareni prinosi u oba pokusa.
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Slika 21. Srednje vrijednosti masenog udjela vanilinske kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice je€ma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.7. Kafeinska kiselina

Pocetni maseni udio kafeinske kiseline u pokusu bez induktora iznosio je 0,002 mg/gs:., dok je u
pokusu s dodatkom ljuske jajeta iznosilo 0,0018 mg/gs.. (Slika 22). U oba pokusa vidljivo je da je
prinos kafeinske kiseline tijekom SSF-a naglo opadao i to tako da se maseni udio prepolovio
odmah nakon prvog dana fermentacije, a nakon 8. dana SSF-a nije zabiljezeno njezino prisutstvo

u ekstraktima.
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Slika 22. Srednje vrijednosti masenog udjela kafeinske kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice jeCma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.8. Siringinska kiselina

Slika 23. prikazuje trend prinosa siringinske kiseline kroz 10 dana SSF-a. Vidljivo je da su vedi
prinosi ostvareni u pokusu bez dodatka induktora gdje je najveci maseni udio zabiljezen u
ekstraktima dobivenim iz uzoraka pljevice je€ma nakon bioloske obrade tijekom jednog dana
(0,083 mg/gs+) nagon cega je maseni udio opadao. U pokusu s dodatkom induktora uocen je
neznatan porast prinosa nakon prvog dana fermentacije nakon cega je prinos opadao do 8 dana

SSF-a kada ponovo pocinje rasti dosezuci najveci prinos deveti dan SSF-a (0,053 mg/gs.).
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Slika 23. Srednje vrijednosti masenog udjela siringinske kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice je€ma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.9. p-kumarinska kiselina

Na Slici 24. vidljivo je da je maseni udio p-kumarinske kiseline u pocetnim ekstraktima pljevice
je¢ma bez dodatka induktora (0,018 mg/gs+) bio je nesto niZzi od masenog udjela u pokusu s
dodatkom ljuske jajeta (0,023 mg/gs..). Najveéi maseni udio p-kumarinske kiseline uocen je nakon
tre¢eg dana SSF-a bez dodatka induktora (0,028 mg/gs+) odnosno nakon drugog dana kod pokusa
s dodatkom induktora (0,025 mg/gs+). Pokus bez dodatka induktora rezultirao je 10,71 % vecim
masenim udjelom p-kumarinske kiseline u odnosu na pokus bez dodatka induktora ako se gledaju
najbolji ostvareni maseni udjeli. Nakon petog dana fermentacije koncentracija p-kumarinske

kiseline je opadala.
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Slika 24. Srednje vrijednosti masenog udjela p-kumarinske kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice jeCma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.10. Ferulinska kiselina

Slika 25. prikazuje trend promjene masenog udjela ferulinske kiseline s vremenom trajanja SSF-a
za oba pokusa. Najveci maseni udio ferulinske kiseline u pokusu s dodatkom ljuske jajeta dobiven
je nakon 1. dana fermentacije (0,061 mg/gs+), nakon ¢ega se uocava trend smanjena ferulinske
kiseline. U slu¢aju pokusa bez dodatka ferulinske kiseline najvec¢a koncentracija ferulinske kiseline
(0,066 mg/gs+) je odredena u pocetnom uzorku bez bioloske obrade dok je bioloska obrada

utjecala na smanjenje koncentracije ferulinske kiseline.
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Slika 25. Srednje vrijednosti masenog udjela ferulicne kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice je€ma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.11. Elaginska kiselina

Maseni udio elaginske kiseline u pocetnom uzorku bez dodatka induktora iznosio je 0,001 mg/gs..
dok je s dodatkom induktora udio bio nesto visi (0,0013 mg/gs.) (Slika 26). U prvom pokusu bez
dodatka induktora vidljivo je da je najveéi udio elaginske kiseline dobiven u ekstraktima
dobivenim iz bioloSki obradenih uzoraka nakon 2 dana SSF-a, dok je u slu¢aju dodataka induktora

zabiljeZzeno opadnje masenog udjela elaginske kiseline u bioloski obradenim uzorcima.
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Slika 26. Srednje vrijednosti masenog udjela elaginske kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice jeCma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.12. o-kumarinska kiselina

Maseni udio o-kumarinske kiseline na pocéetku pokusa s dodatkom induktora iznosio je 0,0038
mg/gst, a najveca dobivena vrijednost iznosila je 0,0044 mg/gs:. 5. dana fermentacije.
U pokusu bez dodatka induktora maseni udio je rastao do 4. dana (0,0041 mg/gs:) od pocetne

vrijednosti koja je iznosila 0,0035mg/gs...

Vidljivo je iz slike 27. da dobiveni maseni udio u pokusu bez dodatka induktora raste do 4. dana
fermentacije, nakon c¢ega pocinje opadati, a nakon 8. dana nije detektiran u ekstraktima. U
pokusu s dodatkom ljuske jajeta maseni udio raste do 5. dana fermentacije, te postepeno opada.

Pokus s dodatkom ljuske jajeta dao je nesto bolje rezultate od pokusa bez dodatka induktora.
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Slika 27. Srednje vrijednosti masenog udjela o-kumarinske kiseline (C) u ekstraktima bioloski

obradene pljevice jeCma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
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4.13. Antioksidativna aktivnost ekstrakata pljevice jeCma

Ovisnost antioksidacijske aktivnosti ekstrakata pljevice jeéma o vremenu trajanja bioloske obrade
prikazana je na Slici 28. Vidljivo je da su ekstrakti pljevice jecma dobiveni iz bioloSki obradenih
uzoraka bez dodtaka ljuske jajeta kao induktora imali vecu antioksidacijsku aktivnost, koja se
oCituje u vecoj inhibiciji DPPH radikala, u odnosu na ekstrakte dobivene iz bioloski obradene
pljevice jeéma uz dodatak inhibicije. Najveca antioksidacijska aktivnost (0,005 g inhib DPPH/gsx+.)
uocena je u pocetnim bioloski neobradenim uzorcima u oba pokusa te nakon 8. dana SSF-a u

pokusu bez dodataka induktora.
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Slika 28. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata (AA) pljevice je¢ma u ovisnosti o vremenu (t)

fermentacije na ¢vrstim nosacima
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4.14. Korelacija udjela fenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti

Slika 29. prikazuje korelaciju izmedu masnenog udjela ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima
bioloSki obradenih uzoraka pljevice jeéma bez dodatka induktora i antioksidacijske aktivnosti
pljevice je¢ma. Ukupne kiseline u ovom slucaju predstavljaju sumu masenih udjela kvantificiranih

svih 10fenolnih kiselina prikazanih u ovom radu.

Koeficijent korelacije moze se kretati u rasponu -1 <R< 1. Ako je vrijednost koeficijenta korelacije
R blizu nule ili jednaka nuli, to znaci da je veza izmedu varijabli x i y slaba ili ne postoji; Sto je
vrijednost koeficijenta korelacije bliza ili jednaka 1 ili -1, to je veza izmedu varijabli x i y jaca.
Vidljivo je da je za promatrani slu¢aj korelacija R = 0.17 Sto predstavlja slabu pozitivhu korelaciju
te sugerira da dokazane fenolne kiseline ne pridonose znacajno antioksidacijskoj aktivnosti

ekstrakata.
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Slika 29. Korelacija masenog udjela ukupnih fenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti

ekstrakta bioloSki obradene pljevice je¢ma u pokusu bez dodatka ljuske jajeta
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Slika 30. prikazuje korelaciju izmedu masenog udjela ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima

bioloski obradenih uzoraka pljevice jeéma s dodatkom induktora i antioksidacijske aktivnosti

pljevice jeéma. Vidljivo je da je za promatrani slucaj korelacija (R = 0.35) Sto predstavlja slabu

pozitivnhu korelaciju te sugerira da dokazane fenolne kiseline ne pridonose znacajno

antioksidacijskoj aktivnosti ekstrakata.
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Slika 30. Korelacija masenog udjela ukupnih fenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti

ekstrakta bioloSki obradene pljevice je¢ma u pokusu s dodatkom ljuske jajeta
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5. ZAKLJUCCI



U ovom istraZzivanju provedena su dva pokusa s ciljem praéenja utjecaja bioloSke obrade, pomocu

Trametes versicolor, na ekstraktibilnost fenolnih kiselina. Prvi pokus proveden je bez dodatka

induktora, a drugi s dodatkom ljuske jajeta koja je sluzila kao induktor sinteze enzima koji mogu

biti odgovorni za razgradnju lignocelulozne strukture te time pridonijeti oslobadanju fenolnih

kiselina i povecati njihov prinos.

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka, njihove statisticke obrade i rasprave za uvjete

provedbe eksperimenata izvedeni su sljededi zakljucci:

U oba pokusa masa supstrata opadala je svakim danom provodenja pokusa. U 10 dana
provdenja pokusa, masa supstrata u pokusu bez dodatka induktora pala je za 14,74%, dok
je u pokusu s dodatkom induktora pala za 11,53%.

U ekstraktima pljevice je€ma identificirano je i kvantificirano 10 fenolnih kiselina (3,4-
dihidroksibenzojeva kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina, 4-hidroksifeniloctena kiselina,
vanilinska kiselina, kafeinska kiselina, siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska
kiselina, elaginska kiselina i o-kumarinska kiselina) i generalno se moze zakljuciti da su vedi
prinosi fenolnih kiselina dokazani u ekstraktima bioloski obradenih uzoraka pljevice je¢ma
bez dodatka induktora.

Pokus bez dodatka induktora donio je sljedece rezultate:

o siringiska kiselina dokazana je u najvecoj koncentraciji pri ¢emu je najbolji prinos
(0,083 mg/gs.t.) uocen nakon 1. dana SSF-a dok je najvedi prinos ukupnih fenolnih
kiselina (0,252 mg/gs) dokazan nakon 3. dana SSF-a.

U pokusu s dodatkom ljuske jajeta:

o ferulinska kiselina dokazana je u najvecoj koncentraciji pri ¢emu je makisimalan
prinos (0,061 mg/gs.t.) ostvaren nakon 1. dana fermentacije, kao i maksimalan
prinos ukupnih fenolnih kiselina (0,210 mg/gs.t.).

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata bila je najve¢a u pocetnim uzorcima bez bioloske
obrade u oba pokusa i iznosila je 0,005g inhib.DPPH/gs ..
Utvrdena je slaba pozitivna korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti i prinosa ukupnih

fenolnih kiselina u oba pokusa.
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	OZNAKE: c – monžinska koncentracija tvari (mM) n – broj okretaja (okr min-1) t – vrijeme trajanja fermentacije (dan) A – apsorbancija T – temperatura ( C) f – frekvencija (KHz) V – volumen injektiranog uzorka za analizu na HPLC-u (µL) m – masa (g) C –...
	KRATICE: AA – antioksidativna aktivnost DPPH - 2,2-difenil-1-pikirilhidrazil radikal E1 – eksperiment 1 E2 – eksperiment 2 HPLC – tekućinska kromatografija vioske djelotovornosti (eng. High-preformace liquid chromatography) s.t. – suha tvar SmF – subm...
	Ječam je plod jednogodišnjih i dvogodišnjih biljaka iz porodice trava. Ubraja se u prosolike žitarice zajedno s pšenicom, zobi i raži, te se smatra jednom od najstarijih žitarica u Europi. Ječam se danas koristi u proizvodnji piva, kruha, brašna, te k...
	Pljevica ječma je proizvodni ostatak prehrambene i poljoprivredne industrije koji se dobije prilikom prerade ječma mljevenjem. Današnji biotehnološki postupci/procesi omogućuju obradu proizvodnih ostataka prehrambene industrije pri čemu se smanjuje ko...
	Jedan od takvih procesa je  i fermentacija na čvrstim nosačima (eng. solid-state fermentacija, SSF) pomoću kojeg je moguće proizvesti različite visokovrijedne produkte (npr. enzimi, biogoriva, bioaktivne tvari) uz primjenu različitih mikroorganizama.
	U navedenom procesu gljive bijelog truljenja zauzimaju važno mjesto budući da imaju sposobnost razgradnje i biokonverzije lignoceluloznog materijala, kakva je po svome sastavu i pljevica ječma, u visokovrijedne produkte.
	Gljive bijelog truljenja proizvode smjesu izvanstaničnih lignolitičkih enzima koji se mogu koristiti u prehrambenoj industriji, farmaceutskoj industriji, industriji papira i pulpe, te brojnim drugim industrijama. Lignolitički enzimi imaju sposobnost r...
	Žitarice su dobar izvor fenolnih kiselina jer fenolne kiseline sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta žitarica i mogu djelovati kao signalne molekule, štite ih od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko djelovanje), privlače oprašivače, djeluju kao z...
	Fenolne kiseline uz vitamine i minerale imaju važnu ulogu u prevenciji bolesti ljudi. Dokazana su protuupalna, protualergijska i protukancerogena djelovanja nekih fenolnih spojeva (Berend i Grabarić, 2008).
	Neke od najpoznatijih i najbolje iskoristivih fenolnih kiselina su 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina, 4-hidroksifeniloctena kiselina, vanilinska kiselina, kafeinska kiselina, siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina, fe...
	Cilj ovog rada je ispitati utjecaj biološke obrade proizvodnog ostatka ječma (pljevica) pomoću gljive bijelog truljenja Trametes versicolor – TV6 tijekom 10 dana na ekstraktibilnost fenolnih kiselina, uz dodatak i bez dodatka ljuske jajeta kao indukto...
	2.1. Pljevica ječma
	Žitarice su najvažnije i najrasprostranjenije kultivirane biljke na svijetu te čine temelj zdrave prehrane (Mandić, 2007). Zbog niske cijene, lakog skladištenja, transportiranja, dugotrajnosti i otpornosti, njihov uzgoj se proteže diljem svijeta te za...
	Nutricionisti preporučuju konzumaciju žitarica tri puta dnevno. Najviše preporučuju brašno cjelovitih žitarica jer sadrže najvažnije nutritivne tvari u omotaču (Mandić, 2010; Ugarčić-Hardi, 2010a).
	Ječam zauzima četvrto mjesto najznačajnijih ratarskih kultura, odmah iza pšenice, riže i kukuruza. Koristi se u pekarskoj industriji, u proizvodnji piva i slada, u industrijskoj preradi te u proizvodnji škroba i alkohola (Leskošek-Čukalović, 2002). Je...
	Izvor prehrambene vrijednosti je suhi jednosjemeni plod (zrno) koji sadrži prehrambene sastojke za razvoj i rast klice i mlade biljke. Plod se sastoji od: plodne i sjemene ovojnice (omotač), aleuronskog sloja, endosperma i klice. Zrno ječma može sadrž...
	Pljevica ječma u prehrambenoj industriji nema ulogu, te se svrstava u otpad odnosno proizvodni ostatak. U današnje vrijeme želi se iskoristiti što veća količina proizvodnih ostataka, a pljevica ječma zbog lignoceluloznog sasatava predstavlja pogodan s...
	Slika 1:  A) Zrno ječma bez pljevice                     B) Zrno ječma s pljevicom (Ugarčić-Hardi, 2010b)
	2.2. Fenolni spojevi
	Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti i čine jednu od najbrojnijih skupina spojeva u prirodi. Mogu se naći u velikom broju biljnih vrsta gdje nastaju tijekom njihovog razvoja ili kao odgovor na stres (oštećenja, UV zračenje, infekcije) (Naczk i Sha...
	U prirodi se mogu naći u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla. Polifenoli u biljkama sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka i mogu djelovati kao signalne molekule, štite biljke od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko djelo...
	Podatci iz literature govore kako polifenoli uz vitamine i minerale  imaju važnu ulogu u prevenciji bolesti ljudi (Berend i Grabarić, 2008). Dokazana su protualergijska, protuupalna, i protukancerogena djelovanja nekih polifenolnih spojeva, kao i nami...
	Flavonoidni spojevi pokazali su se kao najjači antioksidansi. Otkriveno je preko osamnaest flavonoida koji imaju veću antioksidacijsku učinkovitost od vitamina C i E. Antioksidacijska aktivnost polifenola pokazuje se u sposobnosti uklanjanja reaktivni...
	Na slici 3. prikazana je osnovna podjela polifenola. Iako se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s kemijskog stajališta, osnovna karakteristika svih polifenola je prisutnost jednog ili više hidroksiliranih benzenskih prstenova.
	Slika 3. Osnovna podjela polifenolnih spojeva
	2.2.1. Fenolne kiseline
	Fenolne kiseline čine oko trećinu fenolnih spojeva prisutnih u biljkama i mogu se pronaći u slobodnom ili vezanom obliku. Dijele se u dvije skupine, ovisno o stupnju hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena, a to su hidroksibenzojeve i hidroksic...
	Derivati benzojeve kiseline nazivaju se hidroksibenzojeve kiseline, iz koje nastaju direktno i prisutne su obično u slobodnom obliku, ali mogu biti i u obliku konjugiranih šećera, estera i organskih kiselina (Schuster i Hermann, 1985; Macheix i sur., ...
	Hidroksicimetne kiseline su derivati fenilpropanoida (Apak i sur., 2007). U prirodi se rijetko nalaze u slobodnom obliku. U tu skupinu kiselina pripradaju: p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska kiselina (Han i sur., 2007; Pereira i sur., 20...
	2.3. Gljiva bijelog truljenja
	Mikroorganizmi (grč. mikros – malen; organismos – organizam) su organizmi koji se vide pod mikroskopom, premaleni su da bi se vidjeli golim okom. Možemo ih pronaći u svim dijelovima biosfere gdje je prisutna tekuća voda, uključujući dna oceana, vruće ...
	Mikroorganizmi su karakteristični zbog male veličine svojih stanica, zbog čega su podijeljeni u zasebnu skupinu, odvojenu od životinja i biljaka. Mikroorganizmi kao razgrađivači imaju veliku ulogu u odvijanju procesa razgradnje i sinteze na zemlji. Pr...
	Gljive pripadaju carstvu Fungi ili Mycota, koje predstavljaju višestanični i jednostanični eukarioti. Uključuju kvasce i plijesni, te skupinu makroskopskih organizama često zvanih mesnatim gljivama. Gljive su heterotrofni, nefotosintetski organizmi ko...
	Gljive truljenja mogu se podijeliti na gljive bijelog truljenja, gljive sivog truljenja i gljive blagog truljenja, a predstavljaju najrasprostranjenije razgrađivače drveta. Gljive bijelog truljenja su eukariotski mikroorganizmi koji se u prirodi mogu ...
	Lignin i celuloza spojevi su bogati ugljikom. U ekološkom ciklusu vrlo je važno da se ugljik može iskoristiti kako bi ciklus stalno cirkulirao. Zbog toga, gljive bijelog truljenja imaju važnu ulogu u ekološkom sustavu, jer omogućuju razgradnju lignina...
	Gljive bijelog truljenja luče izvanstanične lignolitičke enzime koji imaju mogućnost razaranja složene strukture lignina i na taj način oslobađaju celulozu koja se kasnije koristi kao izvor ugljika i energije za razmnožavanje i rast (Gadd, 2001). Glji...
	2.3.1. Trametes versicolor
	Trametes versicolor, poznata i pod nazivima Coriolus versicolor i Polyporus versicolor, je gljiva bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes (Slika 2.). U prirodi se može pronaći u različitim bojama, zbog čega je dobila ime (lat. trametes – mršav; ve...
	Slika 2. Primjeri različitog izgleda Trametes versicolor (https://www.first-nature.com/fungi/trametes-versicolor.php, 24.04.2019.)
	Raste na posiječenim trupcima stabala (Lorenzo i sur., 2001), na stabljikama i otpalim granama drveta. Rasprostranjena je široko u prirodi, a razni sojevi ovog mikroorganizma koriste se u svrhu proizvodnje izvanstaničnih lignolitičkih enzima mangan pe...
	Lignolitički enzimi učinkovito razgrađuju lignin, mješavinu polikloriranih bifenila, policikličke aromatske ugljikovodike i brojne sintetske boje. Nedostatkom hranjivih stvari ili prisutnošću neke fenolne komponente u hranjivom mediju može se stimulir...
	T. versicolor učinkovito provodi delignifikaciju, obezbojenje izlaznih tokova nastalih izbjeljivanjem pulpe te  izbjeljivanje i omekšavanje pulpe. Zbog toga T. versicolor ima veliku primjenu u industriji papira i pulpe, čime se želi izbjeći upotreba o...
	2.4. Uzgoj Trametes versicolor
	Dva osnovna načina uzgoja gljiva bijelog truljenja su:
	( solid-state fermentacija (SSF)
	( submerzna fermentacija (SmF)
	Glavna razlika između ove dvije tehnike je u količini slobodne tekućine prisutne u sustavu. Rast mikroorganizama na čvrstom materijalu bez prisustva vode ili uz vrlo malu količinu vode odgovara SSF, dok kod submerznog uzgoja mikroorganizmi rastu u tek...
	Istraživanja u industriji proizvodnje fungalnih enzima pokazala su da se SSF-om, u usporedbi sa SmF-om, postiže veća produktivnost, manja je sklonost problemima inhibicije supstratom, veća stablinost enzima pri višim temperaturama i pH. Osim toga, vri...
	Prednosti fermentacije na čvrstim nosačima u odnosu na submerzni uzgoj: ( jednostavnost procesa i izvedbe bioreaktora;  ( veći prinos proizvoda;  ( veća otpornost na kontaminaciju (zbog nižeg aktiviteta vode);  ( bolja i ekonomičnija aeracija;  ( uvje...
	Nedostaci fermentacije na čvrstim nosačima u odnosu na submerzni uzgoj:
	( heterogenost sustava zbog otežanog miješanja (otežano mjerenje pH, temperature, relativne vlažnosti, koncentracije kisika i koncentracije biomase);
	( formiranje vrućih točaka (eng. hot spots) kao posljedica disanja i metabolizma mikroorganizma;
	( moguće upotrijebiti samo mikroorganizme koji rastu pri nižim aktivitetima vode;
	( često je potrebana predobrada supstrata (rezanje, mljevenje, homogenizacija, hidroliza);
	( potreban veći volumen inokuluma;
	( proces dugo traje (Ali i Zulkali, 2011; Couto i Sanroman, 2006; Mussatto i sur., 2012; Pejin, 2003).
	2.5. Fermentacija na čvrstim nosačima
	Procesi pri kojima mikroorganizmi rastu na vlažnim čvrstim nosačima naziva se fermentacija na čvrstim nosačima (eng. solid-state fermentation, SSF). Čvrsti nosači istovremeno mogu biti i supstrati za rast mikroorganizama. Zbog kompatibilnosti uvjeta z...
	Za biološku razgradnju lignoceluloznog otpadnog materijala sve češće se koriste fermentacije na čvrstim nosačima upotrebom gljiva bijelog truljenja kao radnog mikroorganizma. Gljive bijelog truljenja proizvode niz enzima koji mogu razgraditi lignin, h...
	 inertni, koji služe samo kao nosač (vlakna);
	 neinertni, koji služe i kao nosač i kao supstrat (lignocelulozni materijali).
	Vrste nosača karakterizira velika površina po jednici volumena. Laganim miješanjem i laganom kompresijom ne dolazi do njihovog mehaničkog oštećenja, odnosno zadržavaju svoju strukturu. Prostor između čestica nosača uglavnom je ispunjen plinovitom fazo...
	Karakteristike fermentacija na čvrstim nosačima:
	  raspodjela i rast mikroorganizama te nastajanje produkata metabolizma odvijaju se na površini čvrstih nosača;
	 hranjiva podloga nije homogena i ne može se lako miješati (potrebna specifična oprema); (    sadržaj slobodne vode je nizak, a ovisi o fizikalnim i kemijskim osobinama čvrstih nosača; (   aeraciju kroz sloj čvrstih nosača teško je provesti te se ona...
	 čvrsti nosači imaju veliku površinu po jedinici volumena (103 –106 m 2 /cm3 ) (Pejin, 2003; Raimbault, 1998).
	2.5.1. Provedba fermentacije na čvrstim nosačima
	Fermentacija na čvrstim nosačima ovisi o brojnim procesnim parametrima (areacija, pH, vrsta i soj mikroorganizma, mješanje i dr.). Osnovni princip provedbe SSF-a uključuje:
	1. Priprema inokuluma  2. Priprema supstrata  3. Priprema bioreaktora  4. Inokulacija i punjenje bioreaktora  5. Kontrola i upravljanje procesom  6. Pražnjenje bioreaktora  7. Metode izdvajanja proizvoda  8. Zbrinjavanje nastalog otpada (Mitchell i su...
	1. Priprema inokuluma
	Priprema inokuluma ovisi o vrsti radnog mikroorganizma. U većini fermentacija na čvrstim nosačima koriste se filamentozne gljive kao radni mikroorganizam. Cilj ovog koraka je uzgojiti dostatnu količinu inokuluma visoke mikrobiološke aktivnosti (Mitche...
	2. Priprema supstrata i bioreaktora
	Supstrat je često potrebno usitniti (rezanjem, mljevenjem ili na neki drugi način). Ponekad je supstratu potrebno dodati vodu i nutrijente ili izvršiti predobradu supstrata kako bi se povećala dostupnost nutrijenata. Supstrat je često potrebno sterili...
	3. Inokulacija i punjenje bioreaktora
	Inokulacija se može provesti prije ili nakon punjenja bioreaktora. Ako se sloj supstrata ne može promiješati unutar bioreaktora, inokulacija se provodi izvan bioreaktora. U suptrotnom, inokulacija se provodi raspršivanjem inokuluma iznad sloja supstr...
	4. Kontrola i upravljanje procesom
	Kontrola i upravljanje procesom ovise o konstrukciji bioreaktora, no glavni zadatak je regulacija protoka, temperature ulaznog zraka, brzine miješanja sloja supstrata i temperature rashladne vode kako bi se kontrolirali ključni parametri fermentacije ...
	5. Pražnjenje bioreaktora
	Izdvajanje proizvoda može se provesti unutar bioreaktora ili izvan njega. U svakom slučaju, cjelokupni sadržaj mora se ukloniti iz bioreaktora (Mitchell i sur., 2006).
	6. Metode izdvajanja proizvoda
	Ovisno o procesu, cjelokupni sadržaj bioreaktora predstavlja produkt ili se pak produkt izdvaja iz smjese fermentiranog supstrata i biomase radnog mikroorganizma i zatim pročišćuje. Prilikom izdvajanja produkta iz sadržaja bioreaktora ili iz biomase, ...
	7. Zbrinjavanje nastalog otpada
	U nekim slučajevima, kruti otpadni materijal može se koristiti kao proizvod (hrana ili krmivo), no često zaostaje kruti ostatak koji je potrebno zbrinuti na adekvatan način (Mitchell i sur., 2006). Slika 4. Prikazuje rast Trametes versicolor na pljevi...
	Slika 4. Trametes versicolor na pljevici ječma
	2.5.2. Bioreaktor za provođenje SSF
	Fermentacije na čvrstim nosačima u laboratorijskim uvjetima obično se provode u Petrijevim zdjelicama, Rouxovim bočicama, Erlenmeyerovim bočicama, staklenkama i ostalom staklenom posuđu. Ovakvi eksperimenti lako se provode jer su jednostavni. Bioreakt...
	2.6. Ekstrakcija
	Ekstrakcija je jedinična operacija koja potpuno ili djelomično odjeljuje smjese tvari koje imaju različitu topljivost u različitim otapalima. Smjesa koja se odjeljuje obrađuje se otapalom u kojem se otapa komponenta koja se želi izdvojiti, tj. selekti...
	1. Ekstrakciju kruto-tekuće (ekstrakcija otapalom) – prijenos tvari se odvija iz krute faze, a ukoliko se provodi otapalom koje nije lako hlapljivo često se naziva i izluživanje:
	2. Ekstrakcija tekuće-tekuće – prijenos tvari se odvija iz tekuće faze. Ovaj tip ekstrakcije se obično naziva ekstrakcija u užem smislu (Floros i sur., 1999).
	2.6.1. Ekstrakcija kruto-tekuće
	Kruto-tekuća ekstrakcija je najčešće korištena operacija izolacije aktivnih supstanci iz biljnog materijala. Kruto-tekuća ekstrakcija predstavlja operaciju izdvajanja jedne ili više komponenti iz čvrstog materijala uz pomoć odgovarajućeg otapala u ne...
	Zbog razlike koncentracija između dvije faze koje su u kontaktu, dolazi do prijenosa mase koji se odvija u smjeru uspostavljanja ravnoteže. Uslijed kontakta nekog tijela ili čestice s tekućinom koja ga otapa, pretpostavlja se da se na njegovoj površin...
	2.7. Određivanje profila fenolnih spojeva HPLC metodom
	Za analizu fenolnih spojeva uobičajeno se koristi tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti – HPLC (Slika 5). Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High-Performance Liquid Chromatography) oblik je kromatografije na stupcu i koris...
	Slika 5. UHPLC uređaj
	2.8. Antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata
	Antioksidativna aktivnost polifenolnih spojeva ovisi o njihovoj sposobnosti da otpuste vodik ili elektron te sposobnosti delokalizacije nesparenog elektrona u aromatskoj strukturi (Villaňo i sur., 2004).
	Fenolni spojevi, kao antioksidansi moraju zadovoljiti dva uvjeta. Prvi uvjet je da moraju usporiti ili spriječiti reakciju oksidacije, ako su prisutni u maloj koncentraciji u odnosu na tvar podložnu oksidaciji. Drugi uvjet uključuje da nastali radikal...
	Metoda se temelji na redukciji sintetičkog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH ) otopljenog u alkoholnoj otopini u prisustvu antioksidansa (AH) koji donira jedan atom vodika i ˝hvata˝ slobodni DPPH  radikal pri čemu nastaje neradikalski oblik ...
	DPPH + AH                      DPPH – H + A
	Pri redukciji DPPH  radikala u određenom vremenu dolazi do smanjenja apsorbancije (mjerene pri 515 nm) reakcijske otopine zbog smanjenja koncentracije zaostalog slobodnog DPPH  radikala, što se očituje u promjeni ljubičaste boje otopine prema blijedo ...
	3.1. Zadatak
	Zadatak rada bio je ispitati utjecaj biološke obrade pljevice ječma na ekstraktibilnost fenolnih kiselina u odnosu na biološki neobrađene uzorke. Biološka obrada uzoraka provedna je u uvjetima fermentacije na čvrstim nosačima, pomoću gljive bijelog tr...
	Tijekom biološke obrade pljevice ječma praćen je gubitak na masi uzorka te koncentracija fenolnih kiselina i antioksidacijska aktivnost ekstrakata pripremljenih kruto-tekućom ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom.
	3.2. Materijali i metode
	3.2.1. Mikroorganizam
	U ovom radu korišten je soj mikroorganizama Tramtes versicolor TV-6 (MZKI, Ljubljana, Slovenija; Slika 6) koji je uzgojen na krumpir- dekstroza agaru.
	Slika 6. Trametes versicolor TV-6
	3.2.2. Kemikalije
	Korištene su sljedeće kemikalije: Krumpir-dekstroza agar (Biolife, Milan, Italija), octena kiselina, ledena, 99,5% (Macron fine chemicals, Njemačka), Acetonitril (J.T.Baker, Nizozemska), Metanol (J.T.Baker, Nizozemska), Etanol (Gram mol, Zagreb, Hrvat...
	3.2.3. Uređaji
	Autoklav Sterilizacija korištenog laboratorijskog posuđa, pribora i potrebnih otopina kao i samog suspstrata prije I nakon SSF-a provođena je u autoklavu (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd; Slika 7) pri temperaturi 121  C tijekom dvadeset minuta.
	Slika 7. Autoklav
	Inkubator
	SSF se provodio pri 27  C tijekom 10 dana u teglicama smještenim u inkubatore (Binder, Njemačka; Slika 8) koji su opremljeni s ventilatorom.
	Slika 8. Inkubatori
	Mlin Nakon SSF procesa, uzorci su samljeveni u ultracentrifugalnom mlinu na veličinu čestica od 1 mm ZM 200, Retsch, Njemačka; Slika 9).
	Slika 9. Mlin ZM 200
	Uređaj za mjerenje suhe tvari
	Udio suhe tvari u uzorcima određivan je svakog dana tijekom i nakon SSF procesa brzom termogravimetrijskom metodom pomoću uređaja za radijacijsko-infracrveno sušenje (HR-73, Mettler Toledo, Švicarska; Slika 10).
	.
	Slika 10. Uređaj za radijacijsko-infracrveno sušenje HR-73, Mettler Toledo
	Ultrazvučna kupelj Elmasonic P (Elma, Švicarska ; Slika 11)  je ultrazvučna kupelj koja se koristila za provođenje ekstrakcije. Ekstrakcija se provodila 10 minuta pri 80  C, uz 40 %-tnu snagu I 37kHz u sweep modu pomoću 20 ml 50%-tne vodene otopine et...
	Slika 11. Ultrazvučna kupelj
	Centrifuga Ekstrakti su se prije analiziranja na UHPLC centrifugirani (Hermle Z 326K Njemačka; Slika 12) 10 minuta pri 10 000 okr min-1.
	Slika 12. Centrifuga
	Tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC)
	Maseni udio fenolnih kiselina određivan je na tekućinskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (Nexera XR, Shimadzu, Japan, Slika 13) koji je spojen na računalo. Za analizu fenolnih spojeva korištena je Kinetex® C18 phenomenex (100 x 4,6mm) kolo...
	Slika 13. UHPLC spojen na računalo
	Spektrofotometar Spektrofotometar (Shimadzu, Japan, Slika 14UV-1280 PharmaSpec) korišten je za mjerenje antioksidativne aktivnosti pri valnoj duljini od 515nm.
	Slika 14. Spektrofotometar
	3.2.4. Uzgoj i čuvanje kulture
	Izvagano je 21 g krumpir-dekstroza agara i dodano je 500 ml destilirane vode, zagrijano do vrenja i sterilizirano u autoklavu pri 121 ˚C tijekom 15 minuta, nakon čega je podloga ohlađena na temperaturu od 30 ˚C do 35 ˚C. Ohlađena podloga je dobro prom...
	3.2.5. Priprema uzorka za fermentaciju na čvrstim nosačima
	Priprema uzorka za fermentaciju pljevice ječma bez dodatka induktora provodila se tako da se u teglici pomiješalo 50 g uzorka sa 60 ml vode. Dobro promiješana teglica stavila se na sterilizaciju u autoklav na 121  C kroz 20 minuta. Nakon što su se teg...
	Priprema uzorka za fermentaciju pljevice ječma s dodatkom induktora provodila se tako da se u teglici pomiješalo 45 g uzorka s 5 g samljevene ljuske jajeta i 60 ml vode. Dobro promiješana teglica stavila se na sterilizaciju u autoklav na 121  C kroz 2...
	Teglice su se pokrile papirom propusnim za zrak (Slika 15) i stavile na inkubaciju kroz 10 dana pri 20  C u inkubator.
	Slika 15. Nacjepljena pljevica ječma s T. versicolor stavljena na inkubaciju
	3.2.6. Obrada uzorka nakon provedene fermentacije
	Nakon završene SSF, uzorci su sterilizirani kako bi se zaustavio rast mikroorganizama i sam proces. Nakon toga, uzorci su vagani kako bi se vidio gubitak na masi kroz određeni dan. Uzorci su prije mljevenja i ekstrakcije sušeni na sobnoj temperaturi t...
	3.3. Analitičke metode
	3.3.1. Određivanje koncentracije fenolnih kiselina UHPLC metodom
	1,5 g samljevenog uzorka pljevice ječma podvrgnut je procesu ekstrakcije s 20 ml 50%-tnog etanola na ultrazvučnij kupelji kroz 10 minuta pri 80  C, sa snagom od 40 % i 37 kHz u sweep modu.
	Navedeni uvjeti su korišteni budući da su se u preliminarnim istraživanjima pokazali kao optimalni za postizanje najvećeg prinosa fenolnih kiselina. Uzorak je zatim stavljen na centrifugu na 10 000 okr/minuti kroz 10 minuta kako bi se odvojili tekući...
	Ekstrakti biološki obrađenih uzoraka pljevice ječma dali su kromatograme koji su korišteni za kvalitativnu i kvantitativnu analizu fenolnih kiselina u uzorcima. Kvalitativna analiza (identifikacija komponenti) je provedena usporedbom retencijskih vrem...
	3.3.2. Postupak izrade kalibracijskih krivulja za kvantitativnu analizu pojedinačnih fenolnih kiselina
	Za izradu kalibracijskih krivulja pripremljene su temeljne otopine standarda za fenolne kiseline u koncentraciji 10 mg/ml (500 mg standarda otopljeno u 50 ml redestilirane vode). Od temeljnih otopina pripremljene su sljedeće koncentracije za svaku poj...
	Slika 16. Kalibracijska krivulja Siringinske kiseline
	Nakon provedene tekućinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti određena je površina ispod pikova na dobivenim kromatogramima. Linearna ovisnost površine ispod pikova o promjeni koncentracije određene fenolne kiseline procijenjena je linearnom re...
	𝑦=27219 𝑥        (1)
	odnosno:
	c (siringinske kiseline) = 27219∙P [mg/l]          (2)
	koja je korištena za izračunavanje masene koncentracije fruktoze u ekstraktima kukuruzne silaže.
	3.3.3. Određivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata pljevica ječma
	U 0,1 ml ekstrakta pljevice ječma dodano je 3,9 ml otopine DPPH sa 96%-tnim etanolom (0,026 mg DPPH/ml). Otopina je ostavljena 30 minuta na sobnoj temperaturi na tamnom mjestu. Nakon 30 minuta otopini je mjerena apsorbancija (Aekst.) na spektrofotomet...
	Inhibicija DPPH  uslijed antioksidacijske aktivnosti (AA) ispitivanih ekstrakata izračunata je u postotku (%) prema sljedećem izrazu (Benvenuti i sur., 2004):
	% inhibicije DPPH= ,,,A-DPPH.−,A-eks..-,A-DPPH...×100
	Za kompleksne sustave kao što su biljni ekstrakti preporučuje da se rezultati izraze po masi materijala. Postotak (%) inhibiranog DPPH  radikala preračunat je na masu inhibiranog DPPH izraženu po masi suhe tvari pljevice ječma odnosno:
	AA= ,,m-inh. DPPH.-,m-s.t...         [g inh.DPPH/g s.t.]
	Biološka obrada pljevice ječma provedna je s gljivom bijelog truljenja Trametes versicolor TV-6 u uvjetima fermentacije na čvrstim nosačima tijekom 10 dana pri 27  C. Eksperimenti su provedeni uz početnu pretpostavku da gljiva bijelog truljenja T. ver...
	Provedena su dva seta eksperimenata i to jedan s dodatkom i jedan bez dodatka induktora sinteze enzima. U ovom radu kao induktor dodavana je mljevena ljuska jajeta (10% na ukupnu masu odnosno na masu supstrata + induktor). Eksperimenti s dodatkom indu...
	Početna vlažnost svih uzoraka bila je podešena na 60% budući da je za rast gljiva bijelog truljenja i njezin metabolizam u uvjetima fermentacije na čvrstim nosačima potrebna vlažnost supstrata od 60-80%.
	Biološki obrađeni uzorci u oba seta eksperimenata su pripremana na isti način za određivanje fenolnih kiselina što je uključivalo postupak sušenja, mljevenja, ekstrakcije, kvalitativnu i kvantitativnu analizu ekstrakata UHPLC metodom. Isto tako, svim ...
	Pokusi su provođeni u dva paralelna ponavljanja te su sve vrijednosti prikazane kao srednje vrijednosti. Rezultati biološke obrade uspoređivani su početnim uzorkom koji nije biološki obrađen (˝nulti dan˝).
	Nakon provedenih istraživanja, eksperimentalno dobiveni podatci i rezultati njihove obrade prikazani su u dijagramima. Obrada podataka provedna je u Excel programu.
	4.1. Određivanje suhe tvari
	4.2. Gubitak na masi uzorka
	Slika 17. prikazuje ovisnost gubitka mase supstrata o trajanju SSF-a tijekom 10 dana. U pokusu bez dodatka induktora, gubitak na masi kroz 10 dana iznosi 14,74%, dok kod pokusa s dodatkom induktora gubitak na masi iznosi 11,53%. Vidljivo je da se vrem...
	Slika 17. Ovisnost gubitka mase supstrata tijekom biološke obrade pljevice ječma s T. versicolor o trajanju biološke obrade (t)
	4.3.     3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
	Maseni udio 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline postepeno je rastao do sedmog dana kod SSF-a bez induktora kada je dosegnuo maksimalnu vrijednost od 0,051 mg/gs.t., nakon čega je maseni udio opadao (Slika 18). U pokusu s dodatkom ljuske jajeta kao indukt...
	Slika 18. Srednje vrijednosti masenog udjela 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.4.   p-hidoksibenzojeva kiselina
	Najveći maseni udio p-hidroksibenzojeve kiseline dobiven je u ekstraktima pljevice ječma nakon 10 dana fermentacije u oba pokusa odnosno u pokusu bez induktora iznosio je 0,020 mg/gs.t., a u pokusu s dodatkom induktora 0,019 mg/gs.t. (Slika 19). Na sl...
	Slika 19. Srednje vrijednosti masenog udjela p-hidroksibenzojeve kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.5. 4-hidroksifeniloctena kiselina
	Maseni udio 4-hidroksifeniloctene kiseline u pokusu bez dodatka induktora rastao je u prvih 4 dana SSF-a gdje je postignut najveći maseni udio u iznosu od 0,040 mg/gs.t., nakon čega je prinos naglo opadao do osmog dana, nakon čega više nije detektiran...
	Slika 20. Srednje vrijednosti masenog udjela 4-hidroksifeniloctene kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.6. Vanilinska kiselina
	Najveći prinos vanilinske kiseline u ekstraktu pljevice bez dodatka induktora postignut je nakon 3 dana SSF-a (0,026 mg/gs.t.) nakon čega je prinos opadao do šestog dana te ponovo rastao od 6. do 10. dana SSF-a (slika 21.). U pokusu s dodatkom indikat...
	Slika 21. Srednje vrijednosti masenog udjela vanilinske kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.7. Kafeinska kiselina
	Početni maseni udio  kafeinske kiseline u pokusu bez induktora iznosio je 0,002 mg/gs.t., dok je u pokusu s dodatkom ljuske jajeta iznosilo 0,0018 mg/gs.t. (Slika 22). U oba pokusa vidljivo je da je prinos kafeinske kiseline tijekom SSF-a naglo opadao...
	Slika 22.  Srednje vrijednosti masenog udjela kafeinske kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.8. Siringinska kiselina
	Slika 23. prikazuje trend prinosa siringinske kiseline kroz 10 dana SSF-a. Vidljivo je da su veći prinosi ostvareni u pokusu bez dodatka induktora gdje je najveći maseni udio zabilježen u ekstraktima dobivenim iz uzoraka pljevice ječma nakon biološke ...
	Slika 23. Srednje vrijednosti masenog udjela siringinske kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.9.  p-kumarinska kiselina
	Na Slici 24. vidljivo je da je maseni udio p-kumarinske kiseline u početnim ekstraktima pljevice ječma bez dodatka induktora (0,018 mg/gs.t.) bio je nešto niži od masenog udjela u pokusu s dodatkom ljuske jajeta (0,023 mg/gs.t.). Najveći maseni udio p...
	Slika 24. Srednje vrijednosti masenog udjela p-kumarinske kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.10. Ferulinska kiselina
	Slika 25. prikazuje trend promjene masenog udjela ferulinske kiseline s vremenom trajanja SSF-a za oba pokusa. Najveći maseni udio ferulinske kiseline u pokusu s dodatkom ljuske jajeta dobiven je nakon 1. dana fermentacije (0,061 mg/gs.t.), nakon čega...
	Slika 25. Srednje vrijednosti masenog udjela ferulične kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.11.  Elaginska kiselina
	Maseni udio elaginske kiseline u početnom uzorku bez dodatka induktora iznosio je 0,001 mg/gs.t. dok je s dodatkom induktora udio bio nešto viši (0,0013 mg/gs.t.) (Slika 26). U prvom pokusu bez dodatka induktora vidljivo je da je najveći udio elaginsk...
	Slika 26. Srednje vrijednosti masenog udjela elaginske kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.12.  o-kumarinska kiselina
	Maseni udio o-kumarinske kiseline na početku pokusa s dodatkom induktora iznosio je 0,0038 mg/gs.t., a najveća dobivena vrijednost iznosila je 0,0044 mg/gs.t. 5. dana fermentacije. U pokusu bez dodatka induktora maseni udio je rastao do 4. dana (0,004...
	Vidljivo je iz slike 27. da dobiveni maseni udio u pokusu bez dodatka induktora  raste do 4. dana fermentacije, nakon čega počinje opadati, a nakon 8. dana nije detektiran u ekstraktima. U pokusu s dodatkom ljuske jajeta maseni udio  raste do 5. dana ...
	Slika 27. Srednje vrijednosti masenog udjela o-kumarinske kiseline (C) u ekstraktima biološki obrađene pljevice ječma u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)
	4.13. Antioksidativna aktivnost ekstrakata pljevice ječma
	Ovisnost antioksidacijske aktivnosti ekstrakata pljevice ječma o vremenu trajanja biološke obrade prikazana je na Slici 28.  Vidljivo je da su ekstrakti pljevice ječma dobiveni iz biološki obrađenih uzoraka bez dodtaka ljuske jajeta kao induktora imal...
	4.14. Korelacija udjela fenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti
	Slika 29. prikazuje korelaciju između masnenog udjela ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima biološki obrađenih uzoraka pljevice ječma bez dodatka induktora i antioksidacijske aktivnosti pljevice ječma.  Ukupne kiseline u ovom slučaju predstavljaju s...
	Koeficijent korelacije može se kretati u rasponu - 1 ≤ R ≤ 1. Ako je vrijednost koeficijenta korelacije R blizu nule ili jednaka nuli, to znači da je veza između varijabli x i y slaba ili ne postoji; što je vrijednost koeficijenta korelacije bliža ili...
	Slika 29. Korelacija masenog udjela ukupnih fenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti ekstrakta biološki obrađene pljevice ječma u pokusu bez dodatka ljuske jajeta
	Slika 30. prikazuje korelaciju između masenog udjela ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima biološki obrađenih uzoraka pljevice ječma s dodatkom induktora i antioksidacijske aktivnosti pljevice ječma. Vidljivo je da je za promatrani slučaj korelacij...
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