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1. Uvod

Kontinuirani porast otpada zahtjeva odrZivo upravljanje otpadom, koje podrazumijeva
sprjeCavanje njegovog nastanka i tretiranje postojeceg. OdrZivo upravljanje otpadom postao
je jedan od glavnih politickih prioriteta Europske unije i vazan dio zajednic¢kih napora u
smanjenju zagadenja okoliSa. Doprinos zastiti okoliSa olituje se u povecdanju energetske
ucinkovitosti primjenom tehnologija za proizvodnju energije i energenata na nacin prihvatljiv
za okolis, Sto je najviSe izrazeno u podrucju proizvodnje elektricne energije iz obnovljivih
izvora.

Kako bi se smanijila potrosSnja fosilnih goriva i na taj na¢in umanjili ekonomski i ekoloski
problemi, javlja se potreba za novim, energetski i materijalno, ucinkovitim procesom
proizvodnje energije. Lignocelulozni materijal uglavhom kao ostatak na poljima i Sumama je
Siroko rasprostranjen te samim tim predstavlja atraktivnu sirovinu za proizvodnju energije
(Wanisur., 2012).

Lignocelulozni materijal sastoji se od celuloze, hemiceluloze i lignina. Medutim, zbog svoje
slozene kemijske strukture, polimer lignin, sprjecava dostupnost hidrolitickim enzimima.
Prema tome, glavna tehnoloska prepreka za koriStenje lignoceluloze kao izvora energije
predstavlja polimer lignin, te se namecée neophodnost predobrade lignoceluloznog materijala
(Abramson i sur., 2009).

Vecina tehnologija predobrade zahtijevaju skupe instrumente ili uredaje koji imaju visoke
energetske potrebe. Osobito fizikalni i termicki procesi zahtijevaju obilje energije za
konverziju biomase. Bioloska obrada pomocu razli¢itih vrsta filamentoznih gljiva je sigurna i
ekoloski prihvatljiva metoda, koja se provodi pri blagim reakcijskim uvjetima, koji sprecavaju
nastajanje inhibitora. Ovaj proces predobrade ne zahtijeva visoke energetske potrebe za
uklanjanje lignina, unato¢ tome Sto se moze postici visoki stupanj delignifikacije (Kumar i
sur., 2009).

Upravo je cilj ovog diplomskog rada bio istraziti moguénost upotrebe gljive bijeloga truljenja
Trametes versicolor u svrhu razgradnje kukuruzovine u uvjetima fermentacije na Cvrstim
nosacima. Ostatak stabljika, listova i klipa (zrna) na oranicama koja zaostaje nakon Zetve
kukuruza pri éemu je izdvojeno zrno kukuruza, naziva se kukuruzovina, a moie se
upotrebljavati kao sirovina za proizvodnju bioetanola, biometana i biokemikalija.

Gljiva Trametes versicolor je najraSireniji razgradiva¢ drvnog materijala koja ludi

ekstracelularnu kombinaciju lignolitickih enzima, kao $to su lakaza, lignin peroksidaza i
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1. Uvod

mangan peroksidaza, od kojih je najvazniji enzim lakaza. Lignoliticki enzimi sudjeluju u
razgradnji sloZzenog i otpornog prirodnog polimera lignina. Njihovo djelovanje se ocCituje u
uklanjanju lignina koji omeduje celulozu u lignoceluloznom materijalu i razbijanju aromatske
strukture lignina kidajuéi veze izmedu osnovnih jedinica manje molekulske mase. Vaznost
bioloske obrade ovog materijala je zbog njihove daljnje moguénosti upotrebe u procesima

proizvodnje biogoriva ili za primjenu kao sto¢na hrana.
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2.1. KEMUSKI SASTAV LIGNOCELULOZNOG MATERIJALA

Pod pojmom lignocelulozni materijal podrazumijeva se sav poljoprivredni otpad, drvni otpad,
otpad iz prehrambene industrije, vodene biljke, trave i ostale biljne tvari. Ovi materijali su
jedinstveni po svom kemijskom sastavu, kao i po svojim kemijskim, fizikalnim i mehanickim
svojstvima. Lignocelulozne sirovine Cine ¢vrstu i kompaktnu strukturu kao sto je prikazano na
Slici 1 te predstavljaju tehnoloski izazov po pitanju razgradnje do jednostavnih spojeva.
Lignocelulozni materijal sastoji se od celuloze (40 - 50 %), hemiceluloze (25 - 35 %) i lignina
(15 - 20 %) (Kumar i sur., 2009).

Celuloza je stereoregularni polimer kod kojega su glukozne jedinice povezane 8 — (1, 4)
glikozidnom vezom (Slika 1). Celuloza se pojavljuje u obliku mikrovlakana. Sekundarna
stani¢na stijenka sadrzi oko 40 % celuloze po suhoj tvari. Visoka ¢vrsto¢a mikrovlakana
osigurana je povezivanjem lanaca celuloze vodikovim vezama i van der Waalsovim silama.
Formiranje vodikovih veza moze biti u istom lancu ili sa susjednim lancima, posljedica kojih je
formiranje kristalne (pravilne) ili amorfne (nepravilne) strukture celuloze (Shen i sur., 2013).
Naime, stupanj kristalizacije celuloze je u korelaciji s udjelom kristali¢ne strukture u stani¢noj
stijenci lignoceluloznog materijala. Povecanjem stupnja kristalizacije celuloze dolazi do
povecanja udjela kristalne strukture celuloze u stani¢noj stijenci. Lignocelulozni materijal koji
sadrzi veci udio celuloze kristalne strukture teZe se razgraduje od lignoceluloze koja sadrzi
veci udio celuloze amorfne strukture.

Hemiceluloza pripada grupi heterogenih polisaharida koji se stvaraju razli¢itim biosintetskim
putevima u odnosu na celulozu. Hemiceluloza je heterogeni polimer pentoza (ksiloza,
arabinoza), heksoza (manoza, glukoza, galaktoza) i aciliranih Secera, kao $to je vidljivo na Slici
1. Udio hemiceluloze ovisi o vrsti tkiva, stupnju razvoja, biljnim vrstama, sastavu bocnih
lanaca, stupnju polimerizacije i vrstama glikozidnih veza. U lignoceluloznom materijalu glavni
lanac hemiceluloze moZe biti homopolimer, npr. ksilan, ili heteropolimer, npr. glukomanan.
Ksilan se sastoji od povezanih jedinica 1,4—6-D-ksilopiranoze, a osim ksiloze moZe sadrzavati
arabinozu, glukuronsku, octenu i feruli¢nu kiselinu.

Lignin je poslije celuloze najzastupljeniji polimer u prirodi. Sintetiziraju ga gotovo sve
kopnene biljke i neke alge. Ugradnja lignina u stani¢nu stijenku te njegova sinteza tijekom

razvoja, vazni su procesi za biljku ¢ime je omogucena njezina mehanicka ¢vrstoca te zastita
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od patogena i truljenja uzrokovanih djelovanjem mikroorganizmima. Zbog svoje slozene
kemijske strukture Slika 1., polimer lignin, povecava otpornost biomase na enzimsku
razgradnju, tako Sto tvori zastitni sloj oko lanaca celuloze i hemiceluloze (Kujik i sur., 2014).
Na Slici 1. prikazana je sinteza lignina procesom polimerizacije tri monomera alkohola ili
monolignola: p-kumarilnog, koniferilnog i sinapilnog koji se medusobno razlikuju u stupnju
metoksilacije. Sinapilni alkohol ima dvije metoksi skupine (O-CHs), koniferilni alkohol jednu, a
p-kumarilni alkohol ne sadrzi metoksi skupinu (Santiago i sur., 2013). Navedeni monolignoli
proizvode rezidue u polimeru koji variraju ovisno o vrsti tkiva i biljnoj vrsti, a to su p-
hidroksifenil, guaiacil i siringil. Primjerice, u cetinjacama, gvajacilni lignin nastaje iz
koniferilnog alkohola, a u listatama, gvajacil - siringilni lignini sintetiziraju se iz koniferilnog i
sinapilnog alkohola.

Vecina literature o ulozi polisaharida stanicne stijenke u zastiti biljaka od patogena i raznih
nametnika temelji se na analiziranju sastava vlakana. U vlakna se ubrajaju celuloza,
hemiceluloza i lignin. Naj¢esc¢e su analizirana neutralna detergent vlakana (NDF), koja su
najvise zastupljena u stanicnoj stijenci, a obuhvacdaju sva tri polimera, celulozu, hemicelulozu
i lignin. S druge strane, kisela detergent vlakana (ADF) odnose se isklju¢ivo na vlakna koja

nisu topljiva, a to su celuloza i lignin (Santiago i sur., 2013).
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz kemijskog sastava lignoceluloznog materijala (Monlau i sur.,

2013).

2.1.1. Kukuruzovina kao lignocelulozni materijal

Kukuruzna silaza je glavno voluminozno krmivo obroka muznih krava i junadi te je odlikuje

udio suhe tvari, laka i fleksibilna proizvodnja. Kukuruzna silaza ima svojstva voluminoznog

krmiva zbog vlakana, a koncentratnog krmiva zbog Skroba. Radi sigurne

hranidbe potrebno je izvesti dobru pripremu kukuruzne silaze (Grbesa, 2008).
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2. Teorijski dio

Goffart je 1877. prvi opisao proces siliranja kukuruza. U to vrijeme se smatralo da je glavni
proizvod pri procesu siliranja alkohol, dok se danas zna da se konzerviranje postize
konverzijom Secera u organske kiseline, posebno u mlije¢nu i octenu, dok alkohol moze
takoder biti prisutan u silazi. Siliranje je nacin konzerviranja biljaka i njihovih nusproizvoda
vlaznim putem, a postiZe se fermentacijom u siliranoj masi pomodu razlic¢itih mikroorganizma
u anaerobnim uvjetima. Najvazniji proizvod u samom procesu siliranja je mlijecna kiselina,
koja nastaje djelovanjem mlije¢no-kiselih bakterija u siliranoj masi, a rezultati fermentacije

su prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Udio reducirajucih Secera mlijecne kiseline u kukuruznoj silazZi i pH u ovisnosti o
suhoj tvari silaze (Cobi¢ i sur., 1983).

Suha tvar | Udio reducirajucih Udio mlije¢ne kiseline | pH
biljke (%) | Secera u suhoj tvari (%) | u suhoj tvari (%) silaze
25 9,73 10,49 3,85
30 7,86 9,22 3,92
35 6,2 7,95 3,99
40 4,74 6,67 4,06

Da bi proces siliranja bio uspjeSno proveden potrebno je zaustaviti disanje biljke,
hermetickim zatvaranjem silirane mase, jer se procesom disanja vrsi oksidacija
ugljikohidrata, koji su potrebni kao supstrat za mlije¢no-kisele bakterije. Uspjesnost
konzerviranja silaze ovisi o procesu zakiseljavanja izazvan mlije¢no-kiselom fermentacijom.
Mlije€no-kisele bakterije se najbrZe razmnoZavaju u anaerobnim uvjetima, a osiguravanjem
uvjeta za razmnozavanje mlijecno-kiselih bakterija sprjeCava se razmnozavanje drugih,
Stetnih mikroorganizama, koji izazivaju kvarenje silaze.

Kukuruzna silaza se osim za ishranu stoke u posljednje vrijeme koristi i u proizvodnji bioplina
u postupku anaerobne digestije. Kada se za proces anaerobne digestije koristi homogena
mjeSavina iz dvaju ili viSe razliCitih supstrata postupak se naziva kodigestija i to je najcesci
nacin proizvodnje bioplina, primjerice gnojnica (pureca, pileéa, goveda) i kukuruzna silaza.
Ostatak koji ostaje nakon izdvajanja zrna kukuruza zove se kukuruzovina. Nakon procesa
siliranja kukuruza za ishranu stoke, poveéanjem udjela suhe tvari u kukuruzovini,
kukuruzovina se takoder upotrebljava kao sirovina u proizvodnji biogoriva. Kukuruzovina

pripada grupi suhih krmiva male hranjive vrijednosti. Ova krmiva sadrZze nizak udio
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bjelan¢evina, masti, mineralnih tvari i vitamina, dok imaju visok udio ugljikohidrata, ali su oni
slabo probavljivi. Medutim, bioloSkom predobradom kukuruzovine procesom delignifikacije
moze se povecati hranjiva vrijednost krmiva. Kemijski sastav kukuruzovine prema razli¢itim

autorima prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Kemijski sastav kukuruzovine

Parametar Udio (%) Referenca
Suha tvar 94-97 Liew, 2011; Li et al., 2011
Hlapive krutine 88-92 Liew, 2012; Li et al., 2011
Monlau et al., 2013; Saha,
2003; Lee et al., 2007;
Celuloza 31-41 Saha et al., 2013; Liew, 2011;
Sambusiti, 2012
Monlau et al., 2013; Saha,
. 2003; Lee et al., 2007; Saha
Hemiceluloza 19-34 etal., 2013 ; Liew, 2011;
Sambusiti, 2012
Saha et al., 2013; Liew, 2011;
Klasonov lignin 14-18 Sambusiti, 2012

S obzirom na mogucnost proizvodnje bioenergije u Hrvatskoj (Tablica 3.), tehnolo3ki
potencijal kukuruzovine se procjenjuje na 0,37 milijuna tona. Za izracun ukupne proizvodnje
na temelju indeksa Zetve koristena je prosjecna vrijednost za razdoblje od pet godina (2010.
—2014.). Pretpostavka je da 30 % ostataka prilikom obrade kukuruza zaostaje na poljima dok

30 % predshtavlja tehnoloski potencijal, a ostatak je iskoriSten za ishranu stoke.

Tablica 3. Povrsina i proizvodnja kukuruza u Hrvatskoj za razdoblje od 5 godina (Hrvatski
zavod za statistiku, 2015).

2010. | 2011. |2012. [2013. |2014.
Poznjevena povriina (ha) | 296768 | 305130 | 299161 | 288365 | 252567
Kukuruz | Ukupni prinos (t) 2067815 | 1733664 | 1297590 | 1874372 | 2046 966
Ukupna proizvodnja (t) | 61789 | 84960 | 90019 | 130576 | 99489
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2.2. METODE PREDOBRADE LIGNOCELULOZNOG MATERIJALA

Primarni cilj predobrade lignoceluloze kao tehnoloSke sirovine u proizvodnji biogoriva je

olaksati pristup hidrolitickim enzimima. U tu svrhu najcesée se koriste fizikalne, kemijske,

fizikalno — kemijske i bioloske metode. Svaka metoda ima svoj znacaj za odredenu namjenu

iskoristenja biomase (Akintokun i sur., 2014). Tablica 4. prikazuje razlicite metode

predobrade lignoceluloznog materijala i u njoj su prikazane prednosti i nedostatci pojedinih

metoda.

Tablica 4. Kratki pregled razli¢itih metoda predobrade lignoceluloznog materijala (Hendriks i
sur., 2009; Kumar i sur., 2009).

Metode predobrade

Prednosti

Nedostaci

Ne zahtjeva primjenu kemikalija
Ne nastaju Stetni produkti

Velika potros$nja energije

Mljevenje .. Y L

) J degradacije Ocuvana struktura lignina
Povecanje dostupne povrsine
Obrada . L Visoka cijena kiselina

o PospjeSena hidroliza biomase < L oy

koncentriranim . L e Stetan utjecaj na okolis

o Sinteza inhibitora je minimalna . .
kiselinama Nastanak fenolnih spojeva

Obrada razrijedenim
kiselinama

Niska koncentracija kiseline (< 1%)
Kratko vrijeme reakcije

Degradacija jednostavnih
ugljikohidrata
Nastanak fenolnih spojeva

Alkalna obrada

Niska radna temperatura i tlak
Moguénost koriStenja razlicite vrste
biomase

Cijepanje veza lignina i veza izmedu
lignina i hemiceluloze

Stetan utjecaj na okoli$
Potrebna neutralizacija

Organosolv proces

Mogucnost koristenja razli¢ite vrste
biomase

Visoka cijena organskih
otapala

Nastanak inhibitornih
spojeva

Velika potros$nja energije

Parna eksplozija

Hidroliza hemiceluloze
Smanjenje kristalnosti celuloze
Kratko vrijeme reakcije

Nastanak inhibitornih
spojeva

Autohidroliza

Ne zahtjeva primjenu kemikalija
Nema Stetan ucinak na okoli$
Otapanje hemiceluloze

Biomasa s niskim udjelom
lignina

Visoka radna temperatura i
tlak
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Metode predobrade

Prednosti

Nedostaci

Obrada ionskim
kapljevinama

Mogucnost koristenja razliCite vrste
biomase

Stabilnost

Visoka temperatura vrelista

Visoka cijena ionskih
kapljevina
Nastanak inhibitora

Ozonoliza

Degradacija lignina
Ne nastaju inhibitorni spojevi

Velika koli¢ina ozona
Visoki investicijski troskovi

Amonijeva eksplozija

Povecanje dostupne povrsine
Degradacija lignina i hemiceluloze
Ne nastaju inhibitorni spojevi

Biomasa s niskim udjelom
lignina

Obrada teku¢om

Ne zahtjeva primjenu kemikalija
Otapanje hemiceluloze

Nastanak inhibitora
Visoka radna temperatura i

vru¢om vodom
tlak

Niski investicijski troSkovi

Ne zahtjeva primjenu kemikalija
Niski temperaturni uvjeti

Ne nastaju toksi¢ni produkti
Nema Stetan ucinak na okolis
Razgradnja lignina

Minimalan gubitak ugljikohidrata

BioloSka metoda Dugotrajna metoda

2.2.1. Fizikalne metode predobrade

U fizikalne metode predobrade pripadaju usitnjavanje, parna eksplozija, obrada tekuéom
vrelom vodom i ekstruzija. Fizikalnom predobradom lignoceluloze se poboljSava dostupnost
celuloze i hemiceluloze djelovanju hidrolitickih enzima. Proces kao Sto je mljevenje, moze
rezultirati smanjenjem kristalnosti celuloze, povecanjem dostupne povrsine celuloze i
smanjenje stupnja polimerizacije celuloze ¢ime se olakSava razgradnja lignoceluloznog

materijala (Agbor i sur., 2011).

2.2.2. Kemijske metode predobrade

Kemijske metode predobrade lignoceluloze uglavnom ukljuéuju kemikalije kao Sto su
kiseline, luZine i ionske kapljevine. Predobrada lignoceluloze kiselinama moze se provoditi
razrijedenim ili koncentriranim kiselinama, a naj¢esée koristena kiselina je sumporna.
Predobradom lignoceluloze s razrijedenom kiselinom na sobnoj temperaturi, dolazi do
hidrolize hemiceluloze ¢ime bolja dostupnost celuloze.

je postignuta Kemijskom
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predobradom jakim kiselinama ucinkovitost hidrolize celuloze, hemiceluloze i lignina se
povecava. Nadalje, alkalnom predobradom lignoceluloze razgraduju se esterske veze u
ligninu te dolazi do razgradnje hemiceluloze i celuloze, a najcesce koristena alkalna sredstva

su natrij-hidroksid (NaOH), amonijak (NHs) i urea (Agbor i sur., 2011).

2.2.3. Bioloska metoda predobrade

Bioloska metoda predobrade se provodi razli¢itim mikroorganizmima. Gljivicno
predobradena lignocelulozna biomasa se moze koristiti u razlicite svrhe kao S$to je
poboljSanje probavljivosti sto¢ne hrane, proizvodnja bioetanola, metana i kemikalija. Svaki
od navedenih procesa zahtijeva drugaciji izvor lignocelulozne biomasa. Glavni cilj bioloSke
predobrade je razgradnja lignina bez ili uz minimalan gubitak ugljikohidrata.

Medutim, iako je bioloska predobrada gljivama ekoloski i ekonomski prihvatljiva, to je
relativno dugotrajan proces u kojem se ugljikohidrati koriste za metabolizam gljiva.
Optimizacijom procesa bioloSke predobrade odabirom najucinkovitijeg soja za razgradnju
lignina i sastava podloge, moZe se smanijiti gubitak ugljikohidrata te skratiti vrijeme

zadrZzavanja lignocelulozne biomase u bioreaktoru (Saritha i sur., 2012). Jedni od najéesée

koristenih mikroorganizama u ovu svrhu su gljive bijelog truljenja.

Razli¢ite metode predobrade kukuruzovine, procesni uvjeti i ucinci svake od metoda

prikazani su u Tablici 5.
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Tablica 5. Kratki pregled razli¢itih metoda predobrade kukuruzovine

Metode Procesni uvjeti Ucinci Referenca
predobrade
Vodena otopina 15 % amonijaka, T=170°C, t | 84,86 % - tna konverzija | Kim i sur.,
amonijaka =90 min lignina 2003
Razrijedena 0,07 %, H,SO4, T=180°C, t= | 32,43 % - tna konverzija | Kimisur.,
kiselina 30 minuta lignina 2003
Kalcij-hidroksid 0,5gCa(OH),, T=55°C, t= 33,14 % - tna konverzija | Holtzapplei
28 dana lignina sur., 2005
Anorganske soli Cijevni reaktor, 0,03 M NaCl, | 100 % - tna konverzija Liuisur.,
0,03 M KCl, 0,15 M CacCl,, hemiceluloze (postignuta | 2009
0,15 M MgCl, i 0,10 M FeCl;, | s FeCls)
T=160°C, t =20 min
Stladena vruca Kotlasti reaktor, T=200°C,t | 60 % - tna konverzija Liuisur.,
voda = 24 min, protok 10 mL/min lignina 2005
Vlazna oksidacija | 2 g/LNa,COs, T=195°C, t = 60 % - tna konverzija Chen, 2014
15 min hemiceluloze i30 % - tna
konverzija celuloze
Vruda voda T=200"°C, t=20 min 12 % - tna konverzija Liu i sur.,
lignina 2005
Parna obrada s 3%S0,, T=190°C, t=5min | Ukupni pronos Secera Galbe i sur.,
primjenom (Glukoza 95,0 %, Ksiloza | 2005
katalizatora 91,8 %)
Enzimatska 5 mL inokuluma (Coprinus 43,3 % - tna konverzija Ma i Ruan,
hidroliza comatus), t=72h lignina 2015
Bioloska obrada 10 mL inokuluma 11,73 % - tna konverzija | Sasmitaloka
(Phanerochaete lignina isur.,2016
chrysosporium), T=30°C, t=
7 dana
Obrada ionskim 1% NaOH, T=90°C,t=1h; 96 % - tna konverzija Gengisur.,
kapljevinama s 1 L butil-3-metilimidazolij lignina 2011
alkalnom klorid, T=130°C,t=5h
ekstrakcijom

2.3. GUIVE BIJELOG TRULJENJA

Prema mehanizmu razgradnje, gljive koje su aktivne u biorazgradnji drveta, mogu se svrstati
u tri skupine, a to su gljive bijelog truljenja, gljive smedeg truljenja i gljive mekog truljenja.
Gljive bijelog i smedeg truljenja spadaju u porodicu Basidiomycetes, dok gljive mekog
truljenja spadaju u porodicu Ascomycetes. Gljive smedeg truljenja razgraduju hemicelulozu i
celulozu, a lignin modificiraju. Nakon predobrade materijal je fragmentiran, lako se mrvi

(smedi prah), a najpoznatiji primjer je Gloeophyllum trabeum. Gljive mekog truljenja
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razgraduju hemicelulozu i celulozu, dok lignin ne razgraduju Sto rezultira nastanku pukotina
unutar materijala,. Jedan od primjera je Daldinia concentrica. Gljive bijelog truljenja
razgraduju sve komponente lignoceluloze, uklju¢ujuéi lignin, gdje dolazi do obezbojenja
materijala (Durakovi¢, 2003).

Gljive bijelog truljenja rastu na drvu kao Sto su breza, jasika i dr. Medutim, odredene vrste,
kao Sto su Heterobasidion annosum, Phellinus Pini, i Phlebia radiata rastu na Cetinjacama
poput smreke i bora. Gljive bijelog truljenja razgraduju lignin na dva nacina, odnosno
selektivno i neselektivno. Selektivnost gljiva bijelog truljenja za razgradnju lignina ovisi o vrsti
lignoceluloze, vremenu uzgoja i drugim c¢imbenicima. Primjeri gljiva bijelog truljenja koje
posjeduju selektivnu razgradnju su C. subvermispora, Dichomitus squalens, P. chrysosporium
i Phlebia radiata. Primjeri gljiva bijelog truljenja koje posjeduju neselektivni mehanizam
razgradnje lignoceluloze su Trametes versicolor i Fomes fomentarius. Pri selektivnoj
razgradnji lignoceluloze, lignin i hemiceluloza se razgraduju, a celuloza ostaje nerazgradena.
Neselektivnom degradacijom lignoceluloze, razgraduju se priblizno jednake koli¢ine celuloze,
hemiceluloze i lignina (Isroi i sur., 2011).

Enzimi koji sudjeluju u razgradnji lignina su lignin peroksidaza, lakaza, mangan peroksidaza i
versatilna peroksidaza. Gljive bijelog truljenja proizvode razne enzime ukljuéene u razgradniji
lignina te celulaze, ksilanaze i druge hemicelulaze. Gotovo sve gljive bijelog truljenja
proizvode mangan peroksidazu i lakazu, ali samo neke od njih proizvode lignin peroksidazu.

U Tablici 6. su prikazani lignoliti¢ki enzimi i njihove najvaznije reakcije (Janes, 2009).

Tablica 6. Lignoliticki enzimi i njihove najvaznije reakcije (Janes, 2009).

Enzim Kofaktor | Supstrat Reakcija
Lignin peroksidaza | H,0; Veratrilni alkohol Oksidacija aromatskog
(LiP) prstena do kationa
Mangan H,0, Mn?**, organske kiseline, Oksidacija Mn®* do Mn*"
peroksidaza (MnP) nezasi¢ene masne kiseline Oksidacija fenolnih
spojeva
Lakaza 0, o- i p-difenoli, aminofenoli, Oksidacija fenola
poliamini, polifenoli,
monofenoli, medijatori poput
hidroksibenzotirazola
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2.3.1. Primjena gljiva bijelog truljenja

Biorazgradnja lignoceluloze prokariotima ima ekoloski znacaj, ali bioloSka razgradnja lignina
gliivama, osobito gljivama bijelog truljenja, predstavlja i komercijalnu vaznost (Malherbe i
Cloete, 2002).

U posljednjih nekoliko godina, istrazene su razne metode upotrebe gljiva bijelog truljenja u
razgradnji Sirokog spektra organskih zagadenja okolisa. Nadalje, istraZzivanja su provedena na
razgradnji razli¢itog otpada, uklju¢ujuci boje, pesticide, policiklicke aromatske ugljikovodike,
diklorodifeniltrikloroetana, trinitrotoluen, poliklorirani bifenili, klorirani ugljikovodici i druge
toksi¢ne organske spojeva (Abramson i sur., 2009).

Nadalje, gljive bijelog truljenja se mogu upotrebljavati u obradi industrijskih otpadnih voda
kao i u bioremedijaciji onecis¢enog tla. Razlicite industrijske primjene gljiva bijelog truljenja u

obradi lignoceluloze prikazane su na Slici 2 (Isroi i sur., 2011).

Lignocelulozna
biomasa
¥
Bioloska Gljive bijelog
predobrada B truljenja
. J ¥ h J
Biomasa Ostatak nakon Enzimi
gliiva predobrade
v - ¥ ¥ ¥
‘ Hitin i hitozan H Biopulpa Enzimatska Stocna hrana Proéicavanje
hidroliza anzima
¥
‘ Superapsorbent ‘
¥
Y LS ¥ Industrijska
Biokemikalije(ksiloza, Fermentacija Anaerobna primjena
glukoza itd.) digestija (bioizbjeljivanje,
bioremedijacija
L ¥ itd.)

‘ Bioetanol ‘ Bioplin

Slika 2. Primjene bioloske predobrade lignoceluloznog materijala gljivama bijelog truljenja
(Isorii sur., 2011).
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Upotreba lignoceluloznih ostataka kao hrane za preZivace predstavlja jednu od najstarijih i
najrasirenijih nacina upotrebe biomase (Cobi¢ i sur., 1983). Jedan od najveéih nedostataka
siliranja je manipuliranje ogromnom koli¢inom biljne mase s visokim udjelom vlage.
Kukuruzna silaZza je hranjivo koje je bogato ugljikohidratima, ali je siromasno proteinima i
mineralima. Zbog toga se kukuruzna silaza moZe davati stoci samo u kombinacijama sa
ostalim hranjivima i sa dodacima minerala i vitamina. Gljive bijelog truljenja procesom
delignifikacije mogu povecati hranjivu vrijednost krmiva. Povecanjem probavljivosti

lignoceluloze povecava se i biodostupnost hranjivih tvari (Mandebvu i sur., 1999).

2.3.2. Trametes versicolor

Trametes versicolor, prikazana na Slici 3, je gljiva bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes,
koja proizvodi ekstracelularnu kombinaciju lignolitickih enzima te ucinkovito razgraduje
lignin, policiklicke aromatske ugljikovodike, poliklorirane bifenilne smjese i brojna sintetska
bojila. Trametes versicolor ucinkovito provodi delignifikaciju i izbjeljivanje kraft pulpe,
ucinkovito obezbojuje izljeve nastale izbjeljivanjem pulpe Sto predstavlja dobar potencijal da

bude osnova nove ekoloski prihvatljive tehnologije u industriji celuloze i papira (Xavier i sur.,

2007).

Iika 3. Trmetes vfsilor
(http://www.mykoweb.com/CAF/photos/Trametes versicolor%28nw-01%29.ipg
[29.01.2015])
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2.4. FERMENTACUA NA CVRSTIM NOSACIMA

Postoje dva nacina uzgoja filamentoznih mikroorganizama poput gljiva bijelog truljenja:
submerzni uzgoj (eng. submerged fermentation, SmF) i uzgoj na ¢vrstim nosacima (eng. solid-
state fermentation, SSF). Razlika izmedu submerzne fermentacije i fermentacije na ¢vrstim
nosacima je u koli¢ini slobodne vode u supstratu.

Fermentacija na ¢vrstim nosacima (SSF) se opcenito definira kao rast mikroorganizama na
¢vrstom materijalu u odsutnosti slobodne vode. U posljednjih nekoliko godina, SSF se
pokazala obecavaju¢a u razvoju vise razliCitih bioprocesa (npr. proizvodnja biogoriva).
Naime, pojam fermentacija u ¢vrstom stanju i fermentacija na ¢vrstim nosacima su cesto
dvosmisleno koriSteni. Fermentacija na ¢vrstim nosacima se treba koristiti za definiranje
samo onog postupka u kojemu je sama podloga izvor ugljika/energije (Mitchell i sur., 2004).
Za proces fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima Cesto su koristeni proizvodi ili nusproizvodi iz
poljoprivrede, Sumarstva i prerade hrane. Mikroorganizmi kao Sto su gljive rastu izmedu
dijelova supstrata kao Sto je prikazano na Slici 4. Mikrobna biomasa moZe rasti unutar

matriksa supstrata ili na povrsini supstrata.

Kapljice vode

\ Vo

Hife gljiva Voda i hranjive tvari

apsorbirane u Eestici

Slika 4. Rast filamentoznih mikroorganizama izmedu dijelova supstrata u SSF sustavu
(Mitchell i sur., 2004).

Pri odabiru bioreaktora za provedbu fermentacije na cvrstim nosacima obavezno je
poznavanje morfologije mikroorganizama. Procesne uvijete (temperatura, udio vlage u

uzorku, koncentracija inokuluma), dodavanje izvora ugljika i/ili dusika, mineralnih tvari ili
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specificnih enzimskih induktora za rast mikroorganizama i/ili za regulaciju biosinteze
metabolita, treba odabrati pazljivo.

Fermentacija na Cvrstim nosacima mozZe se provesti u razli¢itim tipovima bioreaktora kao sto
su bioreaktor s pliticama, bioreaktor s punilima, horizontalni rotirajuéi bioreaktor, bioreaktor
s fluidizirajuéim slojem i dr.. Bioreaktor s pliticama predstavlja najjednostavniju tehnologiju
SSF, a ovi tipovi reaktora su koristeni dugi niz stoljeéa u proizvodnji tradicionalnih
fermentiranih namirnica u Kini. Mogu biti izradeni od razli¢éitog materijala kao $to su drvo,
plastika, bambus i dr..

Medutim, iako su investicijski troskovi minimalni, prilikom provedbe procesa u uve¢anom
odnosno industrijskom mjerilu dolazi do znacdajnih problema, kao $to su potrebe za velikom
povrsinom plitica jer je maksimalna visina sloja supstrata na plitici 5 cm. Naime, povecanje
broja plitica implicira potrebu za ruénim rukovanjem ili visoko sofisticiranim robotskim

sustavima (Mitchell i sur., 2004).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti moguc¢nost upotrebe gljive bijeloga truljenja,
Trametes versicolor u svrhu razgradnje lignina iz kukuruzovine tijekom uzgoja u uvjetima
fermentacije na cvrstim nosaCima. Za odredivanje ukupnih i pojedinaénih vlakana u
kukuruzovini, koristene su razli¢éite metode (odredivanje sirovih vlakana prema Weende-u i
Wijkstrom-u, odredivanje neutralnih detergent vlakana, kiselih detergent vlakana i kiselog

detergent lignina prema Van Soest-u).

3.2. MATERUALI

3.2.1. Supstrat i mikroorganizam

Svjeza kukuruzna silaza odmah nakon Zetve (2014.) dobavljena je od tvrtke Bovis d.o.o.
(lvankovo, Hrvatska) i zamrznuta. Udio vlage uzorka dostavljenog u laboratorij bio je 65 %. |z
uzorka su ruéno izdvojena zrna kukuruza i takav materijal koristen je dalje za obradu s T.
versicolor.

Kao radni mikroorganizam za fermentaciju na ¢vrstim nosadima koriStena je gljiva bijelog
truljenja, Trametes versicolor koja je uzgajana tijekom sedam dana na krumpirovom agaru

(PDA) pri 27 °C.

3.2.2. Kemikalije

Koristene kemikalije u ovom istrazivanju su: sumporna kiselina, kalij-hidroksid, n-oktanal,
aceton, natrijev borat dekahidrat, EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina), natrijev lauril
sulfat, dinatrijev fosfat, natrijev sulfit, cetiltrimetilamonij bromid (CTAB), 2-etoksietanol,
kalijev-permanganat, srebrov sulfat, octena kiselina, kalijev acetat, tert-butanol, oksalna

kiselina, klorovodicna kiselina, etanol.
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Za potrebe odredivanja kemijskog sastava kukuruzovine pripremljene su sljedece otopine:

neutralna otopina detergenta - u destiliranoj vodi otopljeno je 6,81 g natrijeva borata
dekahidrata i 18,61 g EDTA, otopina je grijana na elektricnom grijacu. Nakon toga dodano je
10 mL 2-etoksietanola i 30 g natrijeva lauril sulfata. 4,56 g dinatrijevog fosfata posebno je
otopljeno u destiliranoj vodi, otopina je grijana na elektricnom grijac¢u. Nakon posebne
pripreme, otopine su pomijesane, a tikvica je nadopunjena do oznake destiliranom vodom.
kisela otopina detergenta - u odmjernu tikvicu dodana je destilirana voda, potrebna koli¢ina
sumporne kiseline i 20 g cetiltrimetilamonij bromida (CTAB).

puferska otopina - u odmjernu tikvicu dodana je destilirana voda, 6 g Zeljezovog nitrata, 0,15
g srebrovog nitrata, 500 mL octene kiseline, 5 g kalijevog acetata i 400 mL tert-butanola.
demineralizirana otopina - u odmjernu tikvicu dodano je 250 mL destilirane vode, potrebna

koli¢ina klorovodicne kiseline, 700 mL etanola i 50 g oksalne kiseline.

3.3. METODE

3.3.1. Priprema kukuruzovine za odredivanje kemijskog sastava

Prije odredivanja kemijskog sastava, uzorci kukuruzovine su samljeveni do veli¢ine Cestica

ispod 1 mm.

3.3.2. Odredivanje kemijskog sastava kukuruzovine

3.3.2.1 Udio vlage

Za odredivanja udjela vlage koristena je brza metoda pomocéu halogenog vlagomjera

(Mettler Toledo HR73, 2011.) prikazanog na Slici 5.
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Slika 5. Halogeni vlagomjer (Mettler Toledo HR73).

3.3.2.2 Udio proteina

Za odredivanje udjela proteina u uzorku koristena je metoda prema Kjeldahl-u. KoriStena je
koncentrirana sumporna kiselina pri ¢emu dolazi do degradacije materijala, primjerice ugljik
se oksidira do ugljikovog dioksida, vodik do vode, a dusik se reducira do amonijaka koji se
destilira vodenom parom i hvata u odredeni volumen kiseline poznatog titra, nakon ¢ega je

visak kiseline retitriran bazom.

3.3.2.3 Udio pepela

Za odredivanje udjela pepela u uzorku koristena je metoda suhog spaljivanja uzoraka u

mufolnoj pedi pri 550 °C do konstantne mase.
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3.3.2.4 Udio masti

Udio masti u uzorcima odreden je metodom prema Soxhlet-u. Metoda se temelji na
ekstrakciji lipida iz uzorka pomocu organskog otapala. Ekstrakcijom masti po Soxhlet-u
odreduje se slobodna mast.

Izvagano je 10 g kukuruzovine u odmasceni tuljac za ekstrakciju koji je potom zatvoren
vatom. Nakon toga, tuljac je postavljen u ekstraktor te je spojena tikvica u koju su stavljene 1
- 2 staklene kuglice za vrenje i dodan je potreban volumen otapala etera ili petrol-etera.
Nadalje, otapalo je predestilirano, a ekstrakt sakupljan u prethodno vaganoj tikvici.
Ekstrakcija je trajala osam sati. Nakon zavrSene ekstrakcije, otapalo je otpareno, a ostatak je
suSen 60 minuta pri 103 °C. Uzorak je potom ohladen i izvagan. SuSenje je ponavljano u

intervalima od 30 minuta do konstantne mase.

3.3.2.5 pH vrijednost

Za odredivanje pH vrijednosti kukuruzovine koristen je pH — metar (Hanna Instruments 2211
pH/ORP Meter). U svrhu dobivanja vodenih ekstakata za mjerenje pH, izvagano je 1 g uzorka

u 20 mL destilirane vode, te je provedena ekstrakcija 30 minuta pri 22 °C pri 150 rmp.
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Slika 6. pH — metar (Hanna Instruments 2211 pH/ORP Meter).

3.3.2.6 Udio vlakana

Za odredivanje udjela vlakana u uzorku koriSten je uredaj (Velp, 2015) koji je prikazan na Slici

7.

Slika 7. Uredaj za odredivanje vlakana u uzorku (Velp, 2015).

3.3.3. Provedba uzgoja Trametes versicolor u uvjetima fermentacije na

¢vrstim nosacima

Uzgoj Trametes versicolor u uvjetima fermentacije na cvrstim nosaima proveden je u
laboratorijskim staklenkama volumena 720 mL. Uzorak kukuruzovine odmrznut je na sobnoj

temperaturi tijekom 24 sata i usitnjen do veli¢ine Cestica 1,5 cm - 2 cm, te je izmjerena
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vlaznost uzorka. U laboratorijske staklenke je dodano 50 g kukuruzovine i 150 mL destilirane
vode. Laboratorijske staklenke su sterilizirane na 121 °C pri tlaku od 1,2 at tijekom 20
minuta, a nakon sterilizacije staklene s uzorcima su ohladene. Inokulacija je provedena s pet
micelijskih plagova promjera 6 mm, pomocu sterilnog busaca ¢epova. Micelijski plagovi su
vorteksirani tijekom jedne minute u 10 mL sterilne vode, potom su micelijski plagovi
nacijepljeni u prethodno sterilizirane laboratorijske staklenke aseptickim tehnikama rada.
Poklopac svake staklenke je zamijenjen papirnatim ruénikom c¢ime su osigurani aerobni
uvjeti. Oznadene laboratorijske staklenke s uzorcima stavljene su na inkubaciju 30 dana na
temperaturi od 27 °C. Staklenke s uzorcima protresane su ru¢no jednom dnevno tijekom pet
minuta. Pokusi su provedeni u tri paralelne serije.

Uzorkovanje je provedeno nakon 10, 20 i 30 dana. Nakon provedbe fermentacije na ¢vrstim
nosacima, laboratorijske staklenke su sterilizirane (121 °C, 20 min), uzorci za analize su
samljeveni do veli¢ine Cestica ispod 1 mm, a ostatak je zamrznut za daljnju analizu. Gubitak

na masi je praéen vaganjem laboratorijskih teglica prije i nakon obrade.

3.3.4. Analiticke metode odredivanja kemijskog sastava kukuruzovine tijekom

i nakon obrade

3.3.4.1 Odredivanje sirovih vlakana prema Weende-u

Metoda se temelji na otapanju ne-celuloznih spojeva sumpornom kiselinom i otopinom kalij-
hidroksida. Ovom metodom se odreduje udio celuloze u suhoj tvari uzorka.

Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene guceve (porozitet 40 um - 60 um), dodano
je 150 mL 1,25 % - tne sumporne kiseline te 3-5 kapi n-oktanola. Nakon 30 minuta kuhanja,
gucevi su isprani tri puta vruéom destiliranom vodom, zatim je dodana potrebna koli¢ina
prethodno zagrijanog kalij-hidroksida te nekoliko kapi sredstva protiv pjenjenja. Nakon
navedenog otopina je kuhana 10 minuta nakon ¢ega su gucevi isprani hladnom destiliranom
vodom te je sadrZaj guceva tri puta ispran sa 25 mL acetona. Zatim su gucevi stavljeni na

susenje pri temperaturi od 105 °C tijekom jednog sata.
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3.3.4.2 Odredivanje sirovih vlakana prema Wijkstrom-u

Metoda se temelji na otapanju ne-celuloznih spojeva sumpornom kiselinom i otopinom kalij-
hidroksida. Ovom metodom se odreduje udio celuloze u suhoj tvari uzorka.

Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene guceve (porozitet 40 um - 60 um), dodano
je 150 mL 6,64 M otopine sumporne kiseline te 3-5 kapi n-oktanola. Nakon 10 minuta
kuhanja, gucevi su isprani tri puta sa vru¢éom destiliranom vodom, zatim je dodano 150 mL
prethodno zagrijane 0,556 M otopine kalij-hidroksida te 3-5 kapi sredstva protiv pjenjenja.
Nakon navedenog otopina je kuhana 10 minuta nakon cega su gucevi isprani hladnom
destiliranom vodom te je sadrZaj guceva tri puta ispran sa 25 mL acetona. Zatim su gucevi

stavljeni na susenje pri temperaturi od 105 °C tijekom jednog sata.

3.3.4.3 Odredivanje lignina i celuloze kalijevim permanganatom

Metoda se temelji na oksidaciji lignina sadrzanog u kiselom detergentu vlakna (ADF),
permanganatom s ciljem oslobadanja celuloze.

Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene guceve (porozitet 40 um - 60 um), dodano
je 100 ml kisele otopine detergenta pri sobnoj temperaturi i par kapi n-oktanola. Zatim je
otopina grijana do vrenja te je provedeno refluksiranje u trajanju od 60 minuta. Nakon toga
gucevi su isprani s vruéom destiliranom vodom te dva puta sa hladnim acetonom. Nakon
toga dodana je potrebna koli¢ina mijeSane otopine kalijevog permanganata te je otopina
ostavljena na sobnoj temperaturi 10 minuta (prisutna crvena boja). Zatim je dodana
demineralizirane otopine dodana je polako zbog moguénosti nastanka pjene te je postupak
demineralizacije ponovljen (ostatak je trebao biti bijel). Sadrzaj guceva ispran je dva puta sa
80 % - tnim etanolom i dva puta sa acetonom, te su gucevi stavljeni na suSenje pri

temperaturi od 105 °C tijekom osam sati.

3.3.4.4 Odredivanje neutralnih detergent vlakana prema Van Soest-u

Metoda se temelji na otapanju topljivih ugljikohidrata, pektina, veéine proteina, lipida,
topljivih mineralnih tvari i silicija. Topljivi sadrzaj je definiran kao neutralni detergent

topljivih tvari (NDS).
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Ostatak se sastoji od vlaknastih dijelova biljnih stanica: hemiceluloze, celuloze, lignina,
kutina, netopivih mineralnih tvari i nekih proteina stani¢ne stijenke.

Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene guceve (porozitet 40 um - 60 um), dodana
je potrebna koli¢ina neutralne otopine detergenta pri sobnoj temperaturi u guceve zajedno
sa natrijevim sulfitom te par kapi n-oktanola. Zatim je otopina grijana do vrenja te je
provedeno refluksiranje u trajanju od 60 minuta. Nakon toga sadrzaj guéeva je tri puta
profiltriran i ispran s vru¢om destiliranom vodom i dva puta sa hladnim acetonom potom su

gucevi stavljeni na susenje pri temperaturi od 105 °C tijekom osam sati.

3.3.4.5 Odredivanje kiselih detergent vilakana prema Van Soest-u

Metoda se temelji na otapanju topljivih ugljikohidrata, pektina, veéine proteina, lipida,
topljivih mineralnih tvari i hemiceluloze.

Ostatak vlakana se sastoji od celuloze, lignina, kutina i mineralnih tvari netopivih u kiselini te
je definiran kao ADF. Razlika izmedu NDF i ADF predstavlja koli¢inu hemiceluloze u uzorku.
Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene guceve (porozitet 40 um - 60 um), dodana
je potrebna kolicina kisele otopine detergenta pri sobnoj temperaturi te par kapi n-oktanola.
Zatim je otopina grijana do vrenja te je provedeno refluksiranje u trajanju od 60 minuta.
Nakon toga je sadrzaj guceva tri puta profiltriran i ispran s vru¢om destiliranom vodom te
dva puta sa hladnim acetonom a gucevi su stavljeni na susenje pri temperaturi od 105 °C

tijekom osam sati.

3.3.4.6 Odredivanje kiselog detergenta lignina prema Van Soest-u

Metoda se temelji na otapanju celuloze sa 72 % sumpornom kiselinom pri ¢emu ostatak
vlakana sadrzi lignin s primjesama kutina.

Izvagano je 1 g uzorka u prethodno pripremljene guceve (porozitet 40 um - 60 um), dodana
je potrebna koli¢ina kisele otopine detergenta pri sobnoj temperaturi i par kapi n-oktanola.
Zatim je otopina grijana do vrenja te je provedeno refluksiranje u trajanju od 60 minuta.

Nakon toga gucevi su isprani s vruéom destiliranom vodom te dva puta sa hladnim

27



3. Eksperimentalni dio

acetonom. Potom je dodana potrebna koli¢ina 72 % - tne sumporne kiseline pri sobnoj
temperaturi (otapalo za celulozu) te je provedena hladna ekstrakcija tijekom tri sata pri
¢emu je otopina mijeSana svakih sat vremena. Zatim su gucevi tri puta profiltrirani i isprani s
kipu¢om vodom, odnosno dokle god je bila prisutna kisela reakcija, nakon navedenog gucevi

su stavljeni na susenje pri temperaturi od 105 °C tijekom osam sati.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. RAZGRADNJA KUKURUZOVINE POMOCU GLIJIVA BIJELOG TRULJENJA

Uzgoj gljiva bijelog truljenja Trametes versicolor na kukuruzovini proveden je u uvjetima
fermentacije na c¢vrstim nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci prikazani su
dijagramima i tablicama. Vrijednosti udjela komponenti lignoceluloze iskazani su kao srednja

vrijednost odredivanja.

4.1.1. Odredivanje kemijskog sastava kukuruzovine prije obrade

Prije pocetka obrade kukuruzovine s Trametes versicolor analiziran je kemijski sastav, a
rezultati su prikazani u Tablici 7. Dobiveni eksperimentalni podaci su u skladu s podacima
dobivenim u razli¢itim istrazivanjima, gdje je pokazano da se udio suhe tvari kukuruzovine
krece u rasponu od 85,9 % do 90,6 %, hemiceluloze od 21,7 % do 33,83 %, pepela od 2 % do
10 %, masti od 1,7 % do 2,5 %, pH od 4,2 do 4,8, lignina od 14,3 % do 26,0 %, celuloze od
19,1 % do 40,1 %, proteina od 2,4 % do 9,1 % (Ohgren i sur., 2007; Sasmitaloka i sur., 2016;
Geng i sur., 2011; Liu i sur., 2005; Chen i sur., 2012; Kedong i sur., 2015; Pordesimoa i sur.,
2005). Razlika u rezultatima posljedica je mnogih faktora, kao $to su vremenski uvjeti tijekom
uzgoja biljke, zrelost biljke za vrijeme Zetve, tehnologija berbe, primijenjene analiticke
metode za odredivanje vlakana i heterogena priroda samog materijala (Chen, 2014). Stovise,
vrlo je teSko precizno analizirati udio lignina zbog njegove netopljivosti. Prinos suhe tvari
cijele biljke kukuruza ovisi o berbi kukuruza u odgovarajucoj fazi zrelosti (Kedong i sur.,

2015).
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Tablica 7. Kemijski sastav kukuruzovine prije bioloSke obrade s Trametes versicolor.

Parametar Vrijednosti Mjerna jedinica
Suha tvar 9,53 %

Pepeo 3,02 % s. tv.

Hlapive tvari 96,98 % s. tv.

Masti 2,32 % s. tv.

Celuloza (metoda prema Weende-u, Wijkstrom-ui | 22,41 -13,97-19,11 | %s. tv.
odredivanje celuloze permanganatom)

Hemiceluloza (Razlika izmedu NDF-a i ADF-a, 25,94 % s. tv.
metoda prema Van Soest-u)

Klasonov lignin (metoda prema Van Soest-u) 26,10 % s. tv.
pH 4,11 -
Proteini 6,26 % s.tv.

4.1.2. Provedba procesa predobrade kukuruzovine

Kao Sto je poznato iz literature, gljive bijelog truljenja rastu u temperaturnom intervalu od 15
°C do 35 °C, medutim, proces delignifikacije je optimalan na temperaturi izmedu 25 °Ci 30
°C. Provedbom uzgoja T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima, morfologija
kolonija se mijenja tijekom vremena provedbe fermentacije. Nakon 20 dana trajanja
fermentacije primijeéen je rast T. versicolor u obliku dugih, tankih i bijelih niti. Kemijski
sastav kukuruzovine (udio vlage, hlapivih tvari, pepela, slobodnih masnih kiselina, te pH)
nakon procesa obrade u laboratorijskim teglicama prikazan je u Tablici 8. Analiza vlakana
prikazana je u poglavljima 4.1.3. - 4.1.8. Udio vlage tijekom provedbe fermentacije se
neznatno povecava, ali je i dalje optimalan za rast T. versicolor (75 — 85 %), Sto se slaze s
literaturnim podacima (Chen, 2014). Ovo opazanje se moZe objasniti na nacin da je
generiranje metabolicke vode bilo veée od isparavanja vode tijekom provedbe procesa
fermentacije. Provedbom uzgoja T. versicolor moZe doéi do znadajnog povecanja
ekstrahiranih spojeva kao S$to su jednostavni Seceri, voskovi, spojevi s dusikom i dr.,
posljedica ¢ega je povecanje udjela pepela, slobodnih masnih kiselina i proteina. Stupanj
kiselosti je jedan od najboljih kriterija za ocjenu kvalitete kukuruzne silaze, a optimalan pH je
izmedu 3,5 - 4,2. Ako je pH iznad 5,0 znadi da silaza nije dovoljno kisela tj. da nije dovoljno
prevrela, medutim, ako je pH oko 2,0 ona je prekisela. pH vrijednost svjeZeg uzorka

kukuruzovine dobivena u ovom istrazivanju (pH 4,11) je optimalna.
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Tablica 8. Kemijski sastav kukuruzovine nakon provedbe bioloSke obrade s Trametes
versicolor.

Parametar Vrijednosti Mjerna jedinica
Suha tvar 9,57 %

Pepeo 5,27 % s. tv.

Hlapive tvari 94,73 % s. tv.
Slobodne masne kiseline 3,29 % s. tv.

Celuloza (metoda prema Weende-u, Wijkstrom- | 21,08 - 20,10- 50,92 | % s. tv.
u i odredivanja celuloze permanganatom)

Hemiceluloza (Razlika izmedu NDF-a i ADF-a, 0 % s. tv.
metoda prema Van Soest-u)

Klasonov lignin (metoda prema Van Soest-u) 14,78 % s. tv.
pH 4,8 -
Proteini 7,03 % s. tv.

4.1.3. Udio sirovih vlakana prema Weende-u

U Poglavlju 3.3.1.1. navedeno je da se metodom prema Weende-u odreduje udio celuloze u
suhoj tvari uzorka. Pocetni uzorak (koji nije predobraden gljivom bijelog truljenja T.
versicolor) sadrzi 22,41 % celuloze po suhoj tvari uzorka. Na Slici 8 je vidljivo da nakon 10.
dana provedbe fermentacije na cvrstim nosa¢ima dolazi do smanjenja udjela celuloze
odnosno postignuta je 8,03 % - tna konverzija celuloze. Isti trend je vidljiv nakon 20 dana
trajanja fermentacije gdje je postignuta konverzija od 23,96 %. Eksperimentalno dobiveni
podaci u ovom istrazivanju se slazu s literaturnim podacima. Primjerice, Lépez i sur., 2013 su
tijekom 21 dan, a kao radni mikroorganizam koriSten je Phanerochaete flavido-alba. Naime,
kao supstrat su koristili kukuruzovinu gdje je postignuta 10,16 % - tna konverzija celuloze,
pSeni¢nu slamu gdje je konverzija celuloze iznosila 9,96 % i drvena vlakna gdje je postignuta
7,6 % - tna konverzija celuloze.

Medutim, iz rezultata prikazanih na Slici 8 vidljivo je da nakon provedbe fermentacije u
trajanju od 30 dana dolazi do povecanje udjela celuloze, te udio celuloze iznosi 21,08 %. Ovo
opazanje moZemo objasniti na temelju topljivosti hemiceluloznih spojeva u silaznom
redoslijedu: manoza, ksiloza, glukoza, arabinoza, i galaktoza, a poveéavanjem temperature
povecava se topljivost navedenih spojeva. Otapanje komponenti lignoceluloze ne ovisi samo

o temperaturi nego i drugim aspektima kao $to su sadriaj vlage i pH. Stovise, topljivost visih
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molekularnih polimera ne moZe se predvidjeti, zbog nepoznate tocke taljenja (Hendriks i
sur., 2009). Tijekom predobrade lignoceluloze, vecina netopljive hemiceluloze se uklanja sa
povrsine celuloznih mikrovlakana u razne topljive oligosaharide. Kao Sto je ve¢ spomenuto,
glavni lanac hemiceluloze, ksilan, se sastoji od medusobno povezanih jedinica 1,4—6-D-
ksilopiranoze. Naime, koriStena sumporna kiselina otpusta vodikov ion uzrokujuci
depolimerizaciju hemiceluloze selektivnom hidrolizom glikozidnih veza, oslobadajuéi O-
acetilne skupine i druge karboksilne ostatke posljedica ¢ega je nastajanje octene i uronske
kiseline. Oslobadanje navedenih kiselina se smatra da katalizira hidrolizu hemiceluloze,
odnosno acetilne skupine kataliziraju depolimerizaciju ksilana. Drugi dio acetil estera je ostao
kovalentno vezan za ksilan, posljedica ¢ega je nastajanje esterificiranih ksilo-oligomera (Pu i

sur., 2013).
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Slika 8. Udio sirovih vlakana u uzorku pri razlicitom trajanju fermentacije prema Weende-u
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4.1.4. Udio sirovih vlakana prema Wijkstrom-u

U Poglavlju 3.3.4.2. navedeno je da se metodom prema Wijkstrom-u odreduje udio celuloze
u suhoj tvari uzorka. Pocetni uzorak odredivan metodom prema Wijkstrom-u sadrzi 13,97 %
celuloze po suhoj tvari uzorka, dok pocetni uzorak odredivan metodom prema Weende-u
sadrzi 22,41 % celuloze po suhoj tvari uzorka, ¢ime je pokazano da odabir metode
odredivanja udjela celuloze ima znacajan utjecaj na rezultat. Iz rezultata prikazanih na Slici 9
vidljivo je da nakon 10. dana i 20. dana provedbe fermentacije dolazi do poveéanja udjela
celuloze (20,37 % i 21,43 %), a nakon 30. dana dolazi do neznatnog smanjenja udjela celuloze
(20,1 %). Naime, zapaZeno povecanje je posljedica koristenja koncentriranije kiseline ¢ime je
skra¢eno vrijeme kuhanja otopine, za razliku od metode prema Weende-u. Kao sto je veé
spomenuto, sumporna kiselina otpusta vodikov ion uzrokuju¢i depolimerizaciju

hemiceluloze, posljedica ¢ega je nastajanje esterificiranih ksilo-oligomera (Pu i sur., 2013).
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Slika 9. Udio sirovih vlakana u uzorku pri razli¢itom trajanju fermentacije prema Wijkstrom-u
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4.1.5. Udio celuloze odredivane kalijevim permanganatom

U Poglavlju 3.3.4.3. je navedeno da se metoda odredivanja celuloze kalijevim
permanganatom temelji na oksidaciji lignina sadrZzanog u kiselom detergentu vlakna (ADF),
permanganatom s ciljem oslobadanja celuloze. 1z rezultata prikazanih u Tablici 9 vidljivo je
da nakon 10. dana dolazi do povecanja udjela celuloze $to znadi da je postignuta veca
probavljivost obradene kukuruzovine u usporedbi s neobradenom. Medutim, nakon 20.
dana dolazi do blagog smanjenja udjela celuloze. Ovo opaZzanje mozemo objasniti na nacin
da je celuloza iskoriStena za rast biomase. Nakon 30. dana provedbe fermentacije dolazi do
ponovnog povecéanja udjela celuloze, a samim time i do povecanja probavljivosti
kukuruzovine. Udio celuloze u kukuruzovini prema literaturi se krece u rasponu od 19,1 % do
40,1 % (Sasmitaloka i sur., 2016). U ovom istrazivanju udio celuloze u neobradenom uzorku
metodom prema Weende-u iznosi 22,41 %, metodom prema Wijkstrom-u 13,97 %, dok udio
celuloze odredivan permanganatom iznosi 19,11 %. S obzirom na dobivene rezultate vidljivo
je da udio celuloze dobiven metodom prema Wijkstrom-u odstupa od rezultata navedenih u
literaturi, Sto bi moglo znaciti da ova metoda nije prikladna za odredivanje udjela celuloze u
kukuruzovini. Dobiveni eksperimentalni podaci udjela celuloze tijekom i nakon provedbe
fermentacije odredivani metodom prema Weende-u pokazuju smanjenje udjela celuloze do
20. dana trajanja fermentacije, a nakon 30. dana poveéanje udjela. Obradom uzorka
kiselinom moZe doci do depolimerizacije hemiceluloze. Naime, iz svega navedenog moze se
zakljuciti da odredivanjem udjela celuloze permanganatom je najprikladnija metoda jer se
udio celuloze odreduje iz ADF-a koji sadrzi samo celulozu i lignin, te druge lignocelulozne
komponente ne mogu utjecati na dobivene rezultate kao Sto je to slu¢aj kod metode prema

Weende-u.

Tablica 9. Udio celuloze odredivane razlicitim metodama prije i nakon provedbe
fermentacije na ¢vrstim nosacima.

Provedba Udio celuloze u Udio celuloze u s.tv. | Udio celuloze u s.tv. uzorka (%)
fermentacije | s.tv. uzorka (%) uzorka (%) prema prema metodi odredivanja
(dani) prema Weende-u | Wijkstrom-u celuloze permanganatom

0 22,41 13,97 19,11

10 20,61 20,37 40,98

20 17,04 21,43 37,10

30 21,08 20,10 50,92
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4.1.6. Udio neutralnih detergent viakana prema Van Soest-u

U Poglavlju 3.3.4.4. navedeno je da se metodom prema Van Soest-u odreduje udio
hemiceluloze, celuloze, lignina i kutina u suhoj tvari uzorka. 1z dobivenih rezultata vidljivo je
da pocetni uzorak sadrzi 51,36 % NDF-a u suhoj tvari uzorka. Dobiveni podaci su u skladu s
literaturnim podacima u kojima je zabiljezen da optimalan udio NDF-a iznosi od 50 % do 55
%, ukoliko se kukuruzna silaZza koristi za ishranu stoke (Cobi¢ i sur., 1983). Iz rezultata
prikazanih na Slici 10 vidljivo je da nakon 10. dana trajanja fermentacije dolazi do povecanja
NDF-a, a udio NDF-a iznosi 71,58 %. Jednaki trend je zapazen nakon 20. i 30. dana, kad udio
NDF-a iznosi 72,40 %, odnosno 73,64 %.
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Slika 10. Udio neutralnih detergent vlakana u suhoj tvari uzorka pri razli¢itom trajanju
fermentacije prema Van Soest-u

Dobiveni rezultati su usporedeni s rezultatima iz literature. U istraZivanju Kerley i sur., 1986
provedena su dva eksperimenta, a izvedena su pomocu Cetiri viSe-kanuliranih ovaca (srednje
tjelesne tezine 65 kg) u svrhu odredivanja ucinka predobrade psenic¢ne slame s alkalnom
otopinom (pH 11,5) vodikovog peroksida (0,26 g vodikov peroksid / g pSenicne slame) na

mjesto i opseg probave u ovaca. Hranjivo je sadrzavalo od 33 % do 37 % suhe tvari (niski udio
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suhe tvari psenicne slame) i od 70 % do 72 % suhe tvari (visoki udio suhe tvari psenicne
slame). Predobradom pseni¢ne slame s peroksidom doslo je povecanja kiselih detergent
vlakana i celuloze te smanjena kiselog detergenta lignina (ADL) u odnosu na neobradenu
pSeni¢nu slamu. Jednaki trend je zabiljezen u istraZivanju provedenom u ovom diplomskog

radu, gdje je kukuruzovina bioloski predobradena s T. versicolor, a usporedni prikaz rezultata

je prikazan u Tablici 10.

Tablica 10. Usporedni prikaz kemijskog sastava pSeni¢ne slame (Kerley i sur., 1986) i
kukuruzovine iz Osatina grupe d.o.o. prije i nakon predobrade.

Eksperiment | Netretiran Tretiran uzorak | Netretiran Tretiran uzorak

1. uzorak psenicne | pSenicne slame | uzorak kukuruzovine
slame (s.tv.33-37 %) | kukuruzovine (% | (% s.tv.)
(s.tv.33-37 %) s.tv.)

NDF 49,5 46,5 51,36 73,64

ADF 30,0 304 25,43 76,65

Celuloza 21,9 30,2 19,11 50,92

ADL 4,6 3,1 26,10 14,78

Eksperiment | Netretiran Tretiran uzorak | Netretiran Tretiran uzorak

2. uzorak psenicne | pSenicne slame | uzorak kukuruzovine
slame (s.tv.70-72 %) | kukuruzovine (% s.tv.)
(s.tv. 70 - 72 %) (% s.tv.)

NDF 65,6 63,6 51,36 73,64

ADF 44,1 58,2 25,43 76,65

Celuloza 32,2 51,1 19,11 50,92

ADL 6,5 4,0 26,10 14,78

Kada je pSeni¢na slama predobradena, ovce mogu probaviti vise suhe tvari, neutralnih
detergent vlakana i celuloze u Zelucu, tankom i debelom crijevu. Provedba procesa
predobrade je bila uspjesna u svladavanju glavnih prepreka za mikrobnu razgradnju pseni¢ne
slame u gastrointestinalnom traktu ovaca, a rezultati probavljivosti su prikazani u Tablici 11.
Mikroorganizmi prisutni u buragu ovce mogu razgraditi amorfnu celulozu, ali ne i kristali¢nu,
a pokazano je da koriStenjem predobradene pSeni¢ne slame ovce mogu razgraditi vlaknasti
materijal. U tankom crijevu je veéa probavljivost NDF-a kada su ovce hranjene obradenom
pSeniénom slamom, zbog vece podloznosti bakterijske populacije tankog crijeva. Dobivene
rezultate u Tablici 11 moZzemo usporediti s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju gdje je

primijecen jednaki trend porasta udjela NDF-a, ADF-a i celuloze te smanjenje udjela lignina.

Primjerice netretirana pSeni¢na slama u eksperimentu 2. sadrzi 51,6 % NDF-a, a netretirana
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kukuruzovina sadrzi 51,36 % NDF-a, dok tretirana pSenic¢na slama sadrzi 72,9 % NDF-a,
tretirana kukuruzovina sadrzi 73,64 % NDF-a. Isto tako, udio ADF-a u netretiranom uzorku
pSenicne slame iznosi 44,1 %, a netretiran uzorak kukuruzovine sadrzi 25,43 %, dok tretirana
pSeni¢na slama sadrZi 58,2 % ADF-a, tretiran uzorak kukuruzovine sadrzi 76,65 % ADF-a.
Bududi da su u istrazivanju Kerley i sur., 1986 mjerili probavljivost pSeni¢ne slame kod ovaca
dobiveni su priblizno jednaki rezultati kao u ovom istrazivanju, sto znaci da se obradom s T.
versicolor postize bolja probavljivost kukuruzovine, te bi se ovako predobradena

kukuruzovina mogla koristiti u prehrani stoke.
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Tablica 11. Probavljivost suhe tvari, neutralnih detergent vlakana i celuloze, tretiranog i netretiranog uzorka u dva razli¢ita eksperimenta
(Kerley i sur., 1986).

Eksperiment 1. Netretiran uzorak | Tretiran uzorak | Netretiran uzorak | Tretiran uzorak
Probavljivost u zZelucu (%) (s.tv.33-37 %) (s.tv.33-37%) | (s.tv.70% - 72 %) | (s.tv.70 % - 72 %)
NDF 51,5 65,6 37,2 68,8
s.tv. 51,6 54,8 20,0 47,4
Celuloza 45,2 66,6 40,7 74,2
Probavljivost u tankom crijevu

(%)

NDF -1,2 11,2 3,5 7,3
s.tv. 8,5 21,5 15,3 17,3
Celuloza 1,1 11,6 1,7 6,5
Probavljivost u debelom crijevu (%)

NDF 3,6 5,0 1,4 5,0
s.tv. 8,3 6,7 14,7 10,1
Celuloza 4,0 7,1 5,1 6,2
Ukupna probavljivost

NDF 53,9 81,8 42,1 81,0
s.tv. 68,4 83,0 50,0 74,8
Celuloza 50,2 85,2 47,6 86,9
Eksperiment 2.

Ukupna probavljivost

NDF 49,4 78,6 51,6 72,9
s.tv. 68,4 82,7 58,0 70,7
Celuloza 53,8 78,0 37,5 84,0
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U istrazivanju Sanchez i sur., 2007 su koriSteni Aspergillus oryzae i Rhizopus oligosporus za
provedbu procesa fermentacije na ¢vrstim nosatima, kao supstrat koriSten je ostatak iz
proizvodnje viskija (je¢meni slad i kukuruz). Prije provedbe fermentacije s Rhizopus
oligosporus, udio neutralnih detergent vlakana (NDF) iznosi 46,1 %, a nakon provedbe 39,5
%, gdje dolazi do smanjenja NDF-a, odnosno konverzije od 14,3 %. Koriste¢i kao radni
mikroorganizam Aspergillus oryzae udio NDF-a prije provedbe fermentacije iznosi 45,2 %, a

nakon provedbe provedbe fermentacije doslo je do povecanja NDF-a, u iznosu od 45,3 %.

4.1.7. Udio kiselih detergent viakana prema Van Soest-u

U Poglavlju 3.3.4.5. navedeno je da se metodom prema Van Soest-u odreduje udio celuloze,
lignina i kutina u suhoj tvari uzorka. Prema dobivenim rezultatima, vidljivo je da pocetni
uzorak sadrzi 25,43 % ADF-a u suhoj tvari uzorka. Dobiveni eksperimentalni podaci su u
skladu s literaturnim podacima, gdje je pokazano da se udio ADF-a u kukuruzovini krec¢e u
rasponu od 23,9 % do 28,3 % (Hunt i sur., 1992). Iz rezultata prikazanih na Slici 11 vidljivo je
znatno povedéanje ADF-a ve¢ nakon 10. dana trajanja fermentacije, odnosno, udio ADF-a
iznosi 41,48 %. Jednaki trend je primije¢en nakon 20. i 30. dana obrade, gdje je udio ADF-a
priblizno jednak (76,78 % i 76,65 %). Na osnovu povecanja udjela ADF-a moze se zakljuciti da

dolazi do povecanja probavljivosti kukuruzovine.
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Slika 11. Udio kiselih detergent vlakana u suhoj tvari uzorka pri razli¢itom trajanju
fermentacije prema Van Soest-u

Prema dobivenim rezultatima, u Tablici 12 vidljivo je da pocetni uzorak sadrzi 25,94 %
hemiceluloze u suhoj tvari uzorka. Dobiveni eksperimentalni podaci su u skladu s
literaturnim podacima, gdje je pokazano da se udio hemiceluloze u kukuruzovini kreée u
rasponu 21,7 % do 33,83 % (Ohgren i sur., 2007). Nadalje, provedbom fermentacije u
trajanju od 10 dana vidljiv je porast udjela hemiceluloze, te udio hemiceluloze iznosi 30,10 %.
Ovo opaZanje mozemo objasniti na nacin da obradom kukuruzovine s T. versicolor dolazi do
razgradnje stanicne stijenke, pri ¢emu dolazi do poboljSanja probavljivosti lignoceluloznog
materijala. Medutim, nakon 20. i 30. dana dolazi do smanjenja udjela hemiceluloze, odnosno
do potpune hidrolize hemiceluloze iz stani¢ne stijenke kukuruzovine ve¢ nakon 10. dana

provedbe fermentacije.
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Tablica 12. Udio hemiceluloze u suhoj tvari uzorka tijekom i nakon provedbe fermentacije na

¢vrstim nosacima.

Provedba fermentacije (dani) | Hemiceluloza (%)
0 25,94

10 30,10

20 0

30 0

U istrazivanju Sanchez i sur., 2007, koristeni su Aspergillus oryzae i Rhizopus oligosporus za
provedbu procesa fermentacije na ¢évrstim nosafima, kao supstrat koriSten je ostatak iz
proizvodnje viskija (jeCmeni slad i kukuruz). Prije provedbe fermentacije s Rhizopus
oligosporus, udio kiselih detergent vlakana (ADF) iznosi 17,8 %, a nakon provedbe obrade
udio ADF-a je 16,7 %, odnosno doslo je do smanjenja ADF-a, tj. konverzije od 6,2 %. Koristeci
kao radni mikroorganizam Aspergillus oryzae udio ADF-a prije provedbe fermentacije iznosi
16,8 %, a nakon provedbe provedbe fermentacije doslo je do povecanja ADF-a, te udio ADF-a
iznosi 20,1 %. Bududéi da je udio ADF-a u pocetnom uzorku i u uzorku nakon provedbe
fermentacije priblizno jednak, znaci da navedeni mikroorganizam ne razgraduje celulozu i

lignin.

4.1.8. Udio kiselog detergenta lignina prema Van Soest-u

Polimer lignin je glavna prepreka za koristenje lignoceluloznog materijala kao sirovine za
proizvodnju biogoriva. Shodno tome, bioloskom predobradom lignoceluloze bi se olakSao
pristup hidrolitickim enzimima u kasnijem procesu proizvodnje bioplina, uzrokujuci
fragmentaciju lignina (Chen, 2014). Kao $to se primijeti na Slici 6, gdje su prikazani rezultati
mjerenja udjela kiselog detergenta lignina prema Van Soest-u, u ovom istrazivanju je nakon
20. dana trajanja fermentacije postignuta 51,74 % - tna konverzija lignina. Isto tako moze se
primijetiti da ve¢ nakon 10. dana provedbe fermentacije dolazi do znadajnog smanjenja
udjela lignina odnosno do 48,28 % - tne konverzije lignina. Medutim, nakon provedbe
fermentacije u trajanju od 30 dana dolazi do poveéanja udjela lignina, a udio lignina iznosi
14,78 %. Naime, ovo opazanje se moze objasniti na nacin da je povecanje udjela lignina
posljedica slozenog metabolizma gljiva bijelog truljenja i njihove lignoliticke aktivnosti.

Medutim, heterogena priroda lignoceluloze i snazna adsorpcija gljiva bijelog truljenja moze
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utjecati na postupak uzorkovanja kao i na samu analiticku metodu odredivanja kemijskog

sastava materijala, pa tako i udjela lignina.
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Slika 12. Udio kiselog detergenta lignina u suhoj tvari uzorka pri razli¢itom trajanju
fermentacije prema Van Soest-u

Jednaki trend, tijekom provedbe procesa predobrade zabiljezen je mnogim istrazivanjima.
Primjerice, Ma i Ruan, 2015, su takoder kao supstrat koristili kukuruzovinu, koju su
enzimatski (koristen mikroorganizam je Coprinus comatus) tretirali tijekom 72 h, gdje je
postignuta 43,3 % - tna konverzija lignina. Lépez i sur., 2013 su takoder zabiljezili jednaki
trend nakon provedbe fermentacije na Cvrstim nosacdim tijekom 21 dan, a kao radni
mikroorganizam koriSten je Phanerochaete flavido-alba. Naime, kao supstrat su koristili
kukuruzovinu gdje je postignuta 23,46 % - tna konverzija lignina, pSeni¢na slama gdje je
konverzija lignina iznosila 18,75 % i drvena vlakna gdje je postignuta 22,6 % - tna konverzija
lignina. Xiao i sur., 2011 su u pokusima predobrade tamarisa s vruéom stlacenom vodom pri
200 °C tijekom tri sata zabiljezili poveéanje udjela lignina sa 23,5 % na 40,1 %. Dobiveni
rezultat udjela lignina je veéi nego u netretiranom uzorku, a povecéanje su objasnili na nacin

da tijekom predobrade tamarisa uz heterogenu prirodu koristenog materijala, vjerojatno
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dolazi do depolimerizacije materijala ili do formiranja kondenzacijskih produkata tijekom

predobrade materijala.

4.1.9. Udio mineralnih tvari u suhoj tvari uzroka

Koli¢ina mineralnih tvari u kukuruzovini se izrazava kao koli¢ina pepela koji se odreduje
spaljivanjem pri 550 °C. Pocetni uzorak sadrzi 3,02 % mineralnih tvari, a dobiveni rezultat je u
skladu s literaturnim podacima gdje je pokazano da se udio mineralnih tvari u kukuruzovini
kreée u rasponu od 2 % do 10 % (Ohgren i sur., 2007). Iz rezultata prikazanih na Slici 13 moze
se primijetiti povecanje udjela mineralnih tvari tijekom provedbe fermentacije u
laboratorijskim teglicama. Nakon 10. dana udio mineralnih tvari iznosi 4,33 %, 20. dana
trajanja fermentacije udio pepela ostao je nepromijenjen, a nakon 30. dana dolazi do
povecanja udjela pepela, te udio pepela iznosi 5,27 %. Pojedini poljoprivredni ostaci mogu
imati sadrzaj pepela iznad 15 %, a na sadrZaj pepela poljoprivrednih ostataka djelomi¢no
moze utjecati oneciséenja iz tla (Lépez i sur., 2013). Obradom s T. versicolor dolazi do
povecanja udjela pepela sto je pozeljno jer biljka kukuruza i silaZza od nje sadrzi nedovoljne

koli¢ine makroelemenata i mikroelemenata.
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Slika 13. Udio mineralnih tvari u suhoj tvari uzorka
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5. Zakljucci

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka koji su dobiveni ovim istrazivanjem mogu

se izvesti temeljni zakljucci istrazivanja:

Kukuruzovina koriStena u ovom istraZivanju sastoji se od vlakana lignina, celuloze i
hemiceluloze (51,4 % s.tv.), proteina (6,26 % s.tv.), slobodnih masti (2,32 % s.tv.), pepela
(3,02 % s.tv.), hlapivih tvari (96,98 % s.tv.), vlage (9,53 % s.tv.).

U svrhu analize sastava vlakana u lignoceluloznim materijalima postoje razlicite metode:
metoda prema Weende-u i Wijkstrom-u (odredivanje udjela celuloze), odredivanje udjela
celuloze permanganatom, odredivanja neutralnih detergent vlakana prema Van Soest-u
(odredivanje udjela hemiceluloze, celuloze, lignina), odredivanja kiselih detergent vlakana
prema Van Soest-u (odredivanje udjela celuloze i lignina), te odredivanje kiselog detergent
lignina prema Van Soest-u.

IstraZivanjem utjecaja tri razli¢ite metode na mjerenje udjela celuloze (metoda prema
Weende-u i Wijkstrom-u i metoda s permanganatom) pokazano je da je koriStenjem
koncentrirane kiseline (prema metodi po Wijkstrom-u) postignut nizi udio celuloze (13,97 %)
u odnosu na metode u kojima je koriStena razrijedena otopina (prema metodi po Weende-u)
kada udio celuloze iznosi 22,41 %, te metoda s kalijevim permanganatom, kada udio celuloze
iznosi 19,11 %.

Obradom kukuruzovine s T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima dobiveni
su sljededi rezultati:

-nakon 10. dana obrade doslo je do povecanja udjela vlage, pepela, proteina, slobodnih
masti, hemiceluloze (razlika izmedu NDF-a i ADF-a, metoda prema Van Soest-u), celuloze
(metoda odredivanja udjela celuloze permanganatom, metoda prema Wijkstrom-u),
neutralnih detergent vlakana i kiselih detergent vlakana (metoda prema Van Soest-u) te
smanjenja udjela celuloze (metoda prema Weende-u) i lignina (metoda prema Van Soest-u).
- nakon 20. dana obrade dosSlo je do povedanja udjela vlage, pepela, proteina, slobodnih
masti, celuloze (metoda prema Wijkstrom-u), neutralnih detergent vlakana i kiselih
detergent vlakana (metoda prema Van Soest-u) te smanjenja udjela celuloze (metoda
odredivanja udjela celuloze permanganatom, metoda prema Weende-u), lignina (metoda
prema Van Soest-u) i hemiceluloze (razlika izmedu NDF-a i ADF-a, metoda prema Van Soest-

u).
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- nakon 30. dana obrade doslo je do povecanja udjela vlage, pepela, proteina, slobodnih
masti, celuloze (metoda odredivanja udjela celuloze permanganatom, metoda prema
Weende-u), neutralnih detergent vlakana i kiselih detergent vlakana (metoda prema Van
Soest-u) i kiselog detergent lignina (metoda prema Van Soest-u) te smanjenja udjela celuloze
(metoda prema Wijkstrom-u) i hemiceluloze (razlika izmedu NDF-a i ADF-a, metoda prema
Van Soest-u). Nakon 30. dana bioloske obrade, postignuta je 51,74 % - tna konverzija lignina.
Kukuruzovina sadrzi visok udio sloZzenih ugljikohidrata, ali su oni slabo probavljivi. U ovom
istraZivanju je pokazano da se obradom kukuruzovine s T. versicolor u uvjetima fermentacije
na ¢vrstim nosa¢ima postize bolja probavljivost materijala. Buduéi da je glavna prepreka
sloZzeni polimer lignin koji omeduje celulozu i hemicelulozu te tvori ¢vrstu i kompaktnu
strukturu, veé nakon 10. dana provedbe fermentacije postignuta je 48,28 % - tna konverzija
lignina, postignuto je potpuno oslobadanje hemiceluloze iz stani¢ne stijenke kukuruzovine,
znatno povecanje udjela celuloze, neutralnih detergent viakana i kiselih detergent vlakana.
Dobiveni rezultati potvrduju navedenu pretpostavku o poveéanju probavljivosti

kukuruzovine nakon bioloske obrade.
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