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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

C— maseni udio analizirane tvari u ekstraktu izraZzen na masu suhe tvari uzorka (mg/gs..)
m — masa (g)

n — broj okretaja (min)

T —temperatura (°C)

t — vrijeme trajanja fermentacije (d)

KRATICE:

BSA — govedi serumski albumin

CE — ekvivalent katehina

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

GAE — ekvivalent galne kiseline

PDA — krumpirov dekstroza agar

s.t. —suha tvar

SSF — fermentacija na ¢vrstim nosacima (eng. solid-state fermentation)
TE —trolox ekvivalent

UHPLC — tekucinska kromatografija ultravioske djelotovornosti (eng. ultra high-preformace
liquid chromatography)
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1. Uvod

Tijekom procesa prerade sirovina iz prehrambene i poljoprivredne industrije u konacni
proizvod nastaju znacajne koli€ine proizvodnih ostataka (otprilike 30 % mase preradene
sirovine). Proizvodni ostaci se ne iskoriStavaju dovoljno i zapravo se tretiraju kao otpad te
njihovo neregulirano odlaganje u okoli§ moZe dovesti do ozbiljnih problema za okolis. Primjeri
takvih proizvodnih ostataka su: komina, kora voéa i povréa, ljuska, mekinje i klice Zitarica,
mahune, stabljike, komina zaostala nakon proizvodnje ulja itd. Zahvaljuju¢i kemijskom
sastavu, ovi proizvodni ostaci su lako dostupni izvori vrijednih komponenti poput polisaharida,
proteina (enzima), dijetalnih vlakana, masnih kiselina, aroma i bioaktivnih spojeva koji se
mogu primijeniti u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji. Brojna istraZivanja
bave se proizvodnjom i izolacijom bioaktivnih fenolnih spojeva biljnog porijekla zbog njihovih
antioksidacijskih, protuupalnih, antialergijskih, antivirusnih, antikancerogenih, antimikrobnih

i antimutagenih svojstava (Teixeira i sur., 2014).

Proizvodni ostaci iz prehrambene i poljoprivredne industrije uglavnom su lignocelulozni
materijali koji se sastoje od celuloze (40-50 %), hemiceluloze (20-30 %) i lignina (20-35 %)
(Hildén i Makeld, 2018). Znacajan udio polifenola (posebno visoko polimeriziranih fenolnih
spojeva), koji imaju brojne pozitivne uéinke na zdravlje ljudi, uklju¢en je u slozenu strukturu
lignina, stoga ih je tesko ekstrahirati konvencionalnim postupcima ekstrakcije (Yu i Ahmedna,
2013). Ekstrakcija fenolnih spojeva slabe topljivosti zahtijeva dodatne procese razgradnje,
uglavnom kiselinsku hidrolizu ili primjenu komercijalnih enzima. Medutim, te metode

povecavaju troskove proizvodnje i mogu biti ekoloski neprihvatljive (Bucié-Koji¢ i sur., 2017a).

U posljednje vrijeme raste interes za razvoj bioprocesa za proizvodnju, odnosno ekstrakciju
bioloski aktivnih komponenti na ekoloski prihvatljiv nacin. Jedan od spomenutih bioprocesa je
uzgoj mikroorganizama na cvrstim nosacima ili solid-state fermentacija (SSF), koja ima
potencijal konverzije proizvodnih ostataka u visokovrijedne produkte poput fenolnih spojeva
(Marzo i sur., 2019). Ova tehnologija temelji se na uzgoju odgovarajuéeg mikroorganizma na
proizvodnim ostacima, koji mikroorganizmu istodobno sluze i kao nosac€ i kao supstrat. Zbog
kompleksnog enzimskog sustava koji posjeduju odredeni mikroorganizmi dolazi do razgradnje
sloZzene polimerne strukture te do oslobadanja fenolnih spojeva okruzenih frakcijom lignina,
¢inedi ih tada lakSe dostupnima za ekstrakciju. U ovom diplomskog radu ispitan je utjecaj
biolosSke obrade tropa grozida sorte cabernet sauvignon pomodu gljive bijelog truljenja

Phanerochaete chrysosporium na ekstraktibilnost fenolnih spojeva
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2. Teorijski dio
2.1. Fermentacija na c¢vrstim nosacima

Procesi fermentacije mogu se podijeliti na submerznu fermentaciju, kada se mikroorganizmi
uzgajaju u tekucoj hranjivoj podlozi, i fermentaciju na ¢vrstim nosacima, odnosno solid-state
fermentaciju (SSF), koja predstavlja uzgoj mikroorganizama na inertnoj ili ne-inertnoj ¢vrstoj
podlozi, u kontroliranim uvjetima. Tijekom SSF procesa mikroorganizami se uzgajaju na
supstratu koji ne sadrzi ili sadrzi vrlo malo slobodne vode. U takvim sustavima, voda se nalazi
unutar Cestica Cvrstog materijala, a moZze biti i u obliku tankog filma na povrsini Cestica ili u
obliku kapljica izmedu &estica. Cvrsti materijal odnosno supstrat je najée$ce izvor ugljika i
drugih hranjivih tvari, medutim, moZe se provesti i dodatno prihranjivanje s tvarima
potrebnim za rast odredenog mikroorganizma. U nekim sluéajevima cvrsti materijal je
potpuno inertan te sluzi samo kao nosac, u kojemu je apsorbirana hranjiva otopina (Mitchell i

sur., 2006; Thomas i sur., 2013).

SSF proces ukljucuje primjenu gljiva, bakterija i kvasaca. Najce$ée se primjenjuju filamentozne
gljive, upravo zbog toga Sto je SSF tehnologija koja oponasa Zivotne uvjete rasta filamentoznih
gljiva u okoliSu (Sadh i sur., 2018). Da bi se razvio pouzdan i ponovljiv SSF proces, isti bi se
trebao provoditi pod kontroliranim uvjetima u razli¢itim vrstama bioreaktora, kao $to su
bioreaktori s pliticama, bioreaktori s rotiraju¢im diskom, bioreaktori s ¢vrstim i lebdeéim
slojem, rotirajuci horizontalni bioreaktori s mijeSalom, bioreaktori s mehanic¢kim mijesalom,
bioreaktori s mijeSanjem pomocu zraka i imerzni bioreaktori (Mitchell i Krieger, 2019; Planinié

i sur., 2016).

Uzgoj na ¢vrstim supstratima se razlikuje od submerznog uzgoja po brojnim karakteristikama.
Najvece prednosti SSF-a u odnosu na submerznu fermentaciju su vedi prinosi proizvodnje, nizi
troSkovi zbog koristenja jeftinih proizvodnih ostataka poljoprivredne i prehrambene industrije
kao supstrata, manja upotreba vode, manje koristenih kemikalija, stvaranje manje otpada,
manja potrosnja energije i manji troSkovi potrebne opreme za provodenje procesa (Jain i sur.,
2013; Mitchell i Krieger, 2019; Rodriguez Couto, 2008; Singhania i sur., 2009). Nedostaci SSF-a
su heterogenost sustava, kontrola i odrZavanje optimalne temperature i pH, odredivanje
koncentracije biomase, poteskoée uzorkovanja tijekom fermentacije radi kontinuiranog
pracenja kemijskog sastava supstrata i akumulacije proizvoda, procis¢avanje krajnjih

produkata, te otezan prijenos tvariitopline, kao i zahtjevno prevodenje procesa u vece mjerilo
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(Singhania i sur., 2009). Unato¢ prednostima, navedeni nedostaci ostavljaju prostor za

istrazivanje i poboljSanje cjelokupnog SSF procesa.

Najvazniji cimbenici koji utjecu na ucinkovitost SSF procesa su: supstrat (kemijski sastav, vlaga,
veli¢ina cestica), inokulum (koncentracija, starost, morfologija), dodatak vanjskog izvora
ugljika i dusika, specifi¢ni induktori enzima za rast mikroorganizama i Zeljenu proizvodnju
metabolita, mijeSanje, temperatura, pH i koncentracija kisika. Kada supstrat ne sadrzi
potrebne koli¢ine hranjivih sastojaka, za optimalan rast i metabolizam mikroorganizama
potrebno je dodati neke makro i mikro nutrijente (Farinas, 2015; Soccol i sur., 2017).
Makronutrijenti su potrebni u koncentracijama ve¢im od 104 M. Glavni elementi su ugljik,
dusik, kisik, vodik, sumpor, fosfor, Mg?* i K*. Ugljik i njegovi spojevi u hranjivoj podlozi glavni
su izvori energije. Mikroelementi su potrebni u koncentraciji manjoj od 104 M. Elementi u
tragovima kao $to su Mo?*, Zn%*, Cu®*, Min?*, Ca%*, Na* te vitamini, hormoni rasta i metaboli¢ki
prekursori ubrajaju se u mikroelemente (Mitchell i Krieger, 2019). Danas se SSF procesima
mogu dobiti razliciti biotehnoloskih proizvodi poput enzim, organskih kiselina, antibiotika,
vitamina, hrane i krmiva, organskih molekula, aroma, pigmenata, biopolimera, biopesticida, a
ova tehnologija ima primjenu u industrijskim bioprocesima poput bioremedijacije,

bioaugmentacije i biopulpiranja (Mitchell i sur., 2002; Pandey i sur., 2000).

2.2. Supstrati u fermentaciji na ¢vrstim nosaCima

Supstrati u SSF-u mogu biti ¢vrsti materijali koji sadrze hranjive tvari i koji sluze kao medij za
rast mikroorganizama. Veli¢ina Cestica i oblik supstrata mogu utjecati na dostupnost hranjivih
sastojaka mikroorganizmu. Manje Cestice supstrata izmedu sebe tvore manje slobodne
prostore i veée tlakove kada zrak prolazi kroz masu supstrata. Manje Cestice imaju veéu
ukupnu povrsinu, ali istodobno imaju tendenciju da , leze” na ravnim povrsinama i dodiruju se
te na taj nacin isklju€uju pristup kisiku, ogranicavajuci rast mikroorganizama (Mitchell i sur.,

2006).

Udio vlage supstrata jedan je od najvaznijih parametara koji utjee na cjelokupan proces
fermentacije. Ukoliko je udio vlage previsok, praznine u évrstom materijalu se popunjavaju
vodom te je difuzija plina ogranicena. Ukoliko je udio vlage prenizak, to ogranicava rast

mikroorganizama. Optimalni udio vlage ovisi o supstratu i mikroorganizmu koji se koriste
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(Pirota i sur., 2013), a mijenja se tijekom procesa fermentacije. Voda djelomiéno isparava, ali
istodobno i nastaje metabolizmom mikroorganizama. Ukoliko je proizvodnja metabolicke
vode veca od isparene vode, tada se udio vode smanjuje. Konaéni udio vode je zbroj pocetnog
sadrzaja vode i vode nastale metabolizmom gljiva, od ¢ega se oduzme voda uklonjena

isparavanjem / hlapljenjem (Planinic i sur., 2016).

Cvrsti supstrati koji se koriste u SSF-u obi¢no se dobivaju iz organskih ostataka koji potjecu iz
poljoprivredne, prehrambene i Sumarske industrije. U praksi su to ¢esto ostaci ili nusproizvodi
Zitarica, poljoprivredni otpad i otpad iz prehrambene industrije (npr. pSenicne mekinje,
kukuruzna silaza, sjemenke grozda, trop grozda i sl.), a ponekad se koriste i materijali poput
cjelovitih Zitarica. Ovi supstrati obi¢no sadrze sloZzene smjese izvora ugljika, ukljucujudi lignin,
celulozu, hemicelulozu, Skrob i topljive Secere. U vedini slu¢ajeva, prije upotrebe potrebno ih
je termicki, kemijski ili mehanicki obraditi kako bi se dobile ¢estice odgovarajuée veliéine te

kako bi se materijal pripremio za prikladan rast mikroorganizma (Mitchell i Krieger, 2019).

Ovisno o namjeni (proizvodnja Zeljenih enzima, fenolnih spojeva, organskih kiselina ili bilo
kojeg drugog vrijednog proizvoda, upotreba za proizvodnju biogoriva, upotreba za pripremu
hrane), vazno je poznavati kemijski sastav supstrata te odabrati prikladan mikroorganizam. S
obzirom na izvore ugljika koje sadrze, Mitchell i sur. (2002) svrstavaju supstrate za SSF u tri

skupine:

- Skrobni supstrati (sadrze skrob kao glavni izvor ugljika)
- lignocelulozni supstrati (sadrze celulozu i lignocelulozu kao glavni izvor ugljika)

- supstrati koji sadrze uglavnom topljive Secere.

2.2.1. Skrobni supstrati

Mikroorganizmi koji posjeduju amilaze mogu koristiti Skrob kao supstrat. Razgradnja Skroba
obi¢no je najbolja ako mikroorganizmi posjeduju kombinaciju glukoamilaze i alfa-amilaze.
Skrobni supstrati koji se koriste u SSF procesima uklju¢uju rizu, manioku, pseni¢ne i rizine
mekinje, krupicu manioke, sjeme heljde, kukuruznu krupicu, ostatak batata i brasno od
banane. Neki od ovih supstrata predstavljaju cjelovitu hranjivu podlogu za uzgoj
mikroorganizama, primjerice riza, dok drugima trebaju dodaci hranjivih tvari kao u slucaju

manioke (slika 1), kojoj se mora dodati izvor dusika. Skrobne sirovine ponekad je potrebno
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predobraditi postupcima koji ukljucuju kuhanje ili parenje radi Zelatinizacije Skroba, meljavu,
struganje ili sjeckanje radi usitnjavanja Cestica, , perlanje” (eng. pearling) radi pretvorbe finog
praha u cestice promjera vise milimetara te lomljenje zrna rize ili pSenice, kako bi se
unutrasnjost ucinila dostupnijom. U slucaju sirovina ovoga tipa, Cesto se javlja problem
liepljivosti Sto dovodi do aglomeracije ¢estica te je onemogucen pristup zraku i ometan rast

radnog mikroorganizma (Mitchell i sur., 2002).

Slika 1 Ljuska manioke (AgroNature Nigeria, 2021)

2.2.2. Lignocelulozni supstrati

Ostaci iz prehrambene i poljoprivredne industrije su klasificirani kao lignocelulozna biomasa.
Navedeni ostaci sadrie visoki udio polisaharida poput celuloze, hemiceluloze i lignina, ali
sadrze i druge hranjive tvari poput proteina, lipida, pektina i polifenola (Ravindranisur., 2018).
U lignoceluloznim materijalima frakcije celuloze, hemiceluloze i lignina usko su povezane
jedna s drugom i ¢ine stani¢ni kompleks biljne biomase te tvore sloZzenu strukturu koja djeluje
kao zastitna barijera unistavanju stanica bakterijama i gljivama. Celuloza tvori kostur koji je
okruzen hemicelulozom i ligninom i zahvaljujuéi ovakvoj strukturi (slika 2), ove materijale
karakterizira velika ¢vrsto¢a. Lignocelulozna struktura ostataka iz prehrambene i
poljoprivredne industrije moZe se razgraditi biokatalitickim aktivnostima razli¢itih
mikroorganizama. Da bi se odabrala najbolja metoda (mikroorganizam, vrsta uzgoja, procesni
uvjeti itd.) za ponovnu upotrebu takvih ostataka, prije svega mora se poznavati kemijski sastav
koristenog materijala. Lignocelulozni supstrati takoder zahtijevaju predobradu kako bi se
razorila kompleksna struktura lignina i celuloze. Supstrati se najée$c¢e usitnjavaju do velicine
Cestica 1 — 2 mm zbog razaranja stanic¢ne stijenke i povecanja povrsine, a ponekad se provodi

i kemijska predobrada dodavanjem luzine ili kiseline (Mitchell i sur., 2002). Gljive tijekom rasta
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proizvode Sirok spektar enzima pomodéu kojih razgraduju lignocelulozne supstrate, a to su
peroksidaze i lakaze za razgradnju lignina i razne vrste glukanaza, celulaza i ksilanaza za

razgradnju celuloze i hemiceluloze (Singh i sur., 2008).

hemiceluloza-

lignin

Slika 2 Kompleksna struktura lignoceluloznih supstrata (Mussato i sur., 2012)

2.2.3. Supstrati koji sadrze topljive Secere

Supstrati koji sadrZe visoki udio topljivih Seéera ukljucuju slatki sirak, Se¢ernu i krmnu repu

(slika 3), otpatke ananasa, mahune rogaca, pulpu kave i sl. (Mitchell i sur., 2002).

Slika 3 Secerna repa i ostaci nakon prerade (Pinova d.o.0. 2021; Bocm Pauls d.o.0., 2012)

2.2.4. Trop grozda

Trop grozda (slika 4) nastaje u procesu proizvodnje vina te predstavlja lignocelulozni materijal

koji se moze iskoristiti za proizvodnju visokovrijednih spojeva. Sastoji se od 30 % neutralnih
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polisaharida, 20 % kiselih pektinskih tvari, 15 % proantocijanidina, lignina, strukturnih

proteina i fenola (Davila i sur., 2017).

Slika 4 Trop crnog grozda (Wine & Spirit Education Trust, 2021.)

Poznato je da je grozde bogat izvor fenolnih spojeva koji imaju pozitivne uéinke na zdravlje
ljudi. Procjenjuje se da se oko 80 % godiSnjeg prinosa grozda preraduje u vino, dok 20-30 %
preradenog grozda ostaje kao trop groZda. Tijekom proizvodnje vina samo 30 % fenolnih
spojeva se ekstrahira u vino, a 70 % bioaktivnih fenolnih spojeva ostaje u tropu grozda (Dwyer

i sur., 2014).

Neodgovorno i neplansko odlaganje tropa grozda u prirodi moze uzrokovati visestruku Stetu
za okolis. Otpustanjem fenolnih spojeva tropa grozda u tlo, sniZzava se pH tla te se tako
unistava flora i fauna tla, osiromasuje tlo i sprje¢ava razgradnja organske tvari. U konacnici

dolazi do zagadenja povrsinskih i podzemnih voda (Buci¢-Koji¢ i sur., 2017a).

Trop grozda sastoji se od koZice, pulpe i sjemenki te ponekad peteljki. KoZica grozda Cini
najvedi udio u sastavu tropa grozda te se zbog nedovoljno istrazenog kemijskog sastava ne
iskoriStava njen potencijal vec se koristi samo u ishrani Zivotinja i gnojidbi tla. Ekstrakti kozZice
grozda koriste se u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao prirodni zgusnjivaci te kao
prirodna bojila (Bucié-Koji¢ i sur., 2017a). Sastav fenolnih spojeva koZice grozda razlikuje se
ovisno o sorti i uvjetima uzgoja. KoZica sadrzi najveéi udio antocijanina i tanina te manju

koli¢inu galata u usporedbi s drugim dijelovima grozda. U kozZici grozda fenolni spojevi se
9
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nalaze u unutarnjem sloju (hipoderma) i mogu se klasificirati kao fenolni spojevi stani¢ne
stijenke koji su hidrofobnim interakcijama i vodikovim vezama vezani za polisaharide te
fenolni spojevi izvan stanicne stijenke, koji obuhvacaju one u vakuolama biljnih stanica i

fenolne spojeve povezane sa stanicnom jezgrom (DA&vila i sur., 2017).

Peteljke grozda predstavljaju skelet grozda i dobivaju se u velikim koli¢inama tijekom
uklanjanja grozda. One Cine 3 - 6 % sirovine preradene u vinariji. Gradene su od celuloze,
hemiceluloze, tanina i relativno visokog udjela lignina (Davila i sur., 2017) te zbog takvog
sastava imaju potencijal u proizvodnji visokovrijednih produkata kao Sto su dijetalna vlakna,

polifenoli, biosorbenti i aktivni ugljen (Buci¢-Koji¢ i sur., 2017a).

Sjemenke grozda su bogate razli¢itim nutrijentima koji posjeduju visoku hranjivu i zdravstvenu
vrijednost. Sadrze 40 % vlakana, 16 % ulja, 11 % proteina i 7 % sloZenih fenolnih spojeva te
druge tvari kao Sto su Seceri, minerali i nefenolni antioksidansi (B-karoten). Na trziStu postoje
ekstrakti sjemenki grozda koji uglavhom sadrzi fenolne spojeve poput flavanola,

proatocijanidina, katehina, galata itd. (Buci¢-Koji¢ i sur., 2017a).

Zahvaljujudi kemijskom sastavu (tablica 1), trop groZda predstavlja visokovrijednu sirovinu, ali
unato¢ tome njegovo iskoriStenje je neznatno, kako u Hrvatskoj, tako i u ostalim zemljama.
Najéesce se upotrebljava kao gnojivo ili sto¢na hrana, a najvecu komercijalnu vrijednost ima
ulje sjemenki grozda zbog visokog udjela bioaktivnih fenolnih spojeva (Buci¢-Koji¢ i sur.,

2017a).
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Tablica 1 Kemijski sastav tropa grozda

Udio, %s.. Literaturni izvor

Bender i sur., 2020; Kovalcik i

Lignin 23,19-34,1
sur., 2020
Bender i sur., 2020; Gowman i
Celuloza 9,15-10,5
sur., 2020
Bender i sur., 2020; Gowman i
Hemiceluloza 6,1-22,45
sur., 2020
Kovalcik i sur., 2020; Zhu i sur.,
Pepeo 2,3-7,59
2015
Ukupni proteini 5,38-12,34 Zhu i sur., 2015
Ukupni polifenoli 4,8-6,7 Buci¢-Koji¢ i sur., 2017a
Seceri 2,7-49,1 Bucic¢-Koji¢ i sur., 2017a

2.3. Mikroorganizmi u fermentaciji na ¢vrstim nosacima

Izbor najprikladnijeg mikroorganizma ovisi o sastavu materijala koji se koristi kao supstrat te
o zeljenom produktu fermentacije (Soccol i sur., 2017). Mikroorganizmi se mogu koristiti kao
pojedinacne kulture, mijeSane kulture koje se mogu identificirati ili kao konzorcij mjesSovitih
autohtonih mikroorganizama. Faktori koji utje€u na rast mikroorganizama su udio vlage
hranjive podloge, svojstva supstrata (kemijski sastav, veli¢ina Cestica, visina sloja supstrata),
temperatura, prozracivanje, mijesanje, pocetna koncentracija i starost mikroorganizma itd.
Rast mikroorganizama obi¢no rezultira oslobadanjem metabolicke topline. Visoke
temperature mogu uzrokovati denaturaciju enzima te negativno utjecati na proizvodnju
metabolita. Bududi da se SSF proces odvija bez prisutnosti slobodne vode, tesko je ukloniti
toplinu koja se stvara tijekom rasta mikroorganizama, zbog ograni¢ene toplinske vodljivosti
¢vrstog supstrata i niskog toplinskog kapaciteta zraka. PoteSkoée u kontroli temperature mogu
postati jos izrazenije kada se proces prevede u ve¢e mjerilo (Ashok i sur., 2017; Farinas i sur.,

2011).
11
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Filamentozne gljive ukljuuju gotovo cijelo kraljevstvo gljiva. To su viSestani¢ne gljive i
predstavljaju skupinu mikroorganizama s najveéim brojem vrsta, koji proizvode vlaknaste hife.
SSF oponasa prirodna stanista filamentoznih gljiva koje zahvaljujuci vlaknastim hifama rastu
na povrsini ¢estica supstrata i unutar njih. Filamentozne gljive tijekom svoga rasta proizvode
razliCite enzime te imaju veliki potencijal za proizvodnju enzima visoke komercijalne
vrijednosti, kao i za brojne druge vrijedne spojeve tijekom SSF procesa (Ozcirak Ergun i Ozturk

Urek, 2017; Rashad i sur., 2016).

Svaki mikroorganizam ima razlicit nacin rasta, Sto rezultira razli¢éitom raspodjelom biomase.
Jednostani¢ni organizmi poput kvasaca rastu u obliku biofilma, dok vlaknasti organizmi poput
filamentoznih gljiva rastu u obliku micelija. Micelij gljiva se sastoji od zrac¢nih hifa i hifa koje
prodiru u materijal. Ukoliko je sloj hifa na povrsini gust, voda iz supstrata se moze kretati kroz
tanke apsorbirajuce kanalic¢e (kapilarnim djelovanjem), pretvarajuci ovaj sloj u vlazni biofilm.
Biofilm se takoder moze stvoriti u slucaju kada se sloj mijesa, jer mijeSanje uzrokuje istiskivanje
zracnih hifa na povrsinu Cestica materijala (Mitchell i Krieger, 2019). Bakterije se uglavhom
koriste za proizvodnju enzima (proteaze, amilaze, ksilanaze, lipaze itd.) (Qureshi i sur., 2016),
a kvasci za proizvodnju klorogenske kiseline, etanola, aromatskih spojeva itd. (Martinez i sur.,
2017; Santos da Silveira i sur., 2019). Primjeri mikroorganizama i supstrata koriStenih u SSF-u

te dobivenih produkata navedeni su u tablici 2.

Tablica 2 Supstrati i mikroorganizmi koristeni u SSF te dobiveni produkti

Mikroorganizam Supstrat Produkt Referenca
ljuska krumpira, lignoliticki enzimi, Elisashvili i sur., 2009;
pSeni¢ne mekinje, ksilanaze, proteaze, landolo i sur., 2011; Ozcirak
Pleurotus ostreatus
kora rajcice, ananasa, bioaktivni polifenoli, Ergun i Ozturk Urek, 2017;
ljuska rize antioksidansi Rashad i sur., 2016

karboksimetil celulaze,
Bjerkandera adusta = pseni¢ne mekinje mangan peroksidaze, Elisashvili i sur., 2009

lakaze, ksilanaze

Trametes hirsuta sjemenke grozda lakaze Rodriguez Couto i sur., 2006
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tomato pomace, Buci¢-Kojic i sur., 2017b;
Trametes versicolor lakaze, ksilanaze, proteaze

kukuruzna silaza landolo i sur., 2011
Phanerochaete

jabucni trop phenolic antioxidants Ajilai sur., 2015
chrysosporium
Saccharomyces

trop grozda etanol Rodriguez i sur., 2010
cerevisiae

2.3.1. Gljive bijelog truljenja

Gljive bijelog truljenja (eng. white-rot fungi) predstavljaju raznoliku skupinu gljiva koje
pretezno pripadaju skupinama Basidiomycetes i Ascomycetes u carstvu gljiva. Prisutne su u
prirodi, posebno u Sumama gdje prevladava drvece poput breze i vrbe. Poznate su po tome
da mogu razgraditi sve komponente drveta (celulozu, hemicelulozu i lignin). Naziv su dobile
po tome S$to nakon razgradnje lignina drvni materijal poprima bijelu boju. Tijekom
sekundarnog metabolizma ove gljive izlu¢uju izvanstani¢ne enzimske komplekse. Uglavhom
su to lakaze, mangan peroksidaze, lignin peroksidaze te drugi enzimi (Mir-Tutusaus i sur.,
2018; Rodriguez-Couto, 2017). Nespecificnost ovih enzima omogucuje im transformiranje
velikog broja spojeva koji su dio lignocelulozne strukture. Zahvaljujuci ovim karakteristikama,
gljive bijelog truljenja mogu imati razli¢ite industrijske i biotehnoloSke primjene, poput
proizvodnje biogoriva iz biljne biomase, biopulpiranja, bioizbjeljivanja i razgradnje razlicitih

zagadivaca okoliSa (Rodriguez-Couto, 2017).

Tijekom rasta gljiva i izluc¢ivanja enzima dolazi do reakcija oksidacije i do cijepanja metoksi,
fenolnih i alifatskih skupina lignina, te do cijepanja aromatskih prstena i tvorbe novih
karbonilnih skupina (Madadi i Abbas, 2017). Prema tipu razgradnje lignoceluloznog materijala,
gljive bijelog truljenja dijele se na one koje razgraduju lignin i hemicelulozu (selektivni tip
razgradnje). Ove vrste su od posebnog bioindustrijskog interesa jer razgraduju lignin,
ostavljajuc¢i vrijednu celulozu netaknutom, primjerice Ceriporiopsis subvermispora i
Dichomitus squalens. Drugi tip razgradnje je simultana ili neselektivnha razgradnja koja
uklju€uje razgradnju svih komponenti lighoceluloznog materijala, primjerice T. versicolor i

Fomes fomentarius (Madadi i Abbas, 2017; Rodriguez-Couto, 2017).

13



2. Teorijski dio

Smatraju se organizmima koji mogu podnijeti teske uvjete pri kojima njihov kompleksni
enzimski sustav moZe funkcionirati te ih njihova otpornost S§titi od visokih koncentracija

organskih zagadivaca i teskih metala (Huang i sur., 2018; Okal i sur., 2020).

2.3.2. Phanerochaete chrysosporium

P. chrysosporium je filamentozna gljiva koja pripada gljivama bijelog truljenja, razredu
Basidiomycetes (slika 5). Jedna je od najvise proucavanih gljiva bijelog truljenja, koja tijekom
sekundarnog metabolizma proizvodi izvanstanicne enzime zaduZene za razgradnju
lignocelulozne strukture. Ovi enzimi najceSce ukljuuju peroksidaze poput mangan
peroksidaza i lignin peroksidaza te oksidaze poput lakaza (Huang i sur., 2017; Sosa-Martinez i
sur., 2020). Zbog svoje unutarstani¢ne hiperakumulacijske sposobnosti moze uklanjati
organska oneciS¢enja i zagadenja teskih metala. Brojna istraZzivanja su pokazala da je ovaj
mikroorganizam ucinkovit u razgradnji ksenobiotika te u obradi otpadnih voda koje sadrze
toksi¢ne organske tvari i teske metale (Hu i sur.,, 2017; Huang i sur., 2018). Tijekom
sekundarnog metabolizma P. chrysosporium moZe razgraditi razne organske spojeve i

proizvesti razli¢ite komponente (Singh i Chen, 2008).

Zbog svojih lignolitickih svojstava, brzog rasta i jednostavnog rukovanja s kulturom cesto se
koristi u laboratorijskim istrazivanjima metabolickih puteva razgradnje lignina (Costa i sur.,
2017). Moze tolerirati Sirok raspon temperatura (od 20 °C do 40 °C) i ograni¢enja hranjivih

tvari, a optimalna temperatura za rast je 35 °C (Whiteford i sur., 2021; Zeng i sur., 2015).

Slika 5 P. chrysosporium (Franjo, 2009)
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3.1. Ciljizadatak rada

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj bioloSke obrade tropa grozda na sastav fenolnih spojeva i
antioksidacijsku aktivnost u ekstraktima tropa grozda prije i nakon bioloske obrade. Bioloska
obrada tropa grozida provedena je u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima, pomocu

gljive bijelog truljenja P. chrysosporium.

Zadatak rada je bio tijekom 8 dana bioloSke obrade pratiti i odrediti gubitak na masi supstrata
(tropa groida) te udjele/koncentracije: vlage, proteina, ukupnih i pojedinacnih fenolnih
spojeva, ukupnih flavonoida i proantocijanidina te antioksidacijsku aktivnost ekstrakata tropa

grozda dobivenih kruto-teku¢om ekstrakcijom u vodenoj kupelji.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Mikroorganizam

Kao radni mikroorganizam koriStena je gljiva bijelog truljenja P. chrysosporium koja je uzgajana

na krumpirovom agaru (PDA) tijekom sedam dana pri 27 °C (slika 6).

Slika 6 P. chrysosporium na krumpirovom agaru

3.2.2. Supstrat

Supstrat, trop grozda sorte cabernet sauvignon porijekom je iz vinarije Erdut, berba 2019. Trop
grozda je skladisten je pri -20 °C te je za potrebe provedbe eksperimenata odmrzavan na

sobnoj temperaturi tijekom 24 sata.
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3.2.3. Kemikalije

Tijekom provedbe eksperimentalonog dijela rada koriStene su sljedeée kemikalije: krumpirov
agar (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italija), BSA otopina — govedi serumski albumin
(Acros Organics, New Yersey, SAD), apsolutni etanol (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska),
metanol ultra gradient grade (J.T. Baker, Arnhem, Nizozemska), acetonitril HPLC Cistoée
(Fisher Chemical, Loughborough, UK), ledena octena kiselina (Macron Fine Chemicals, Gliwice,
Poljska), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), katehin, epikatehin, gallokatehin galat,
epikatehin galat, galna kiselina, elaginska kiselina, siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina,
3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina, (Sigma Aldrich, Saint Louis,

USA) i vanilinska kiselina (Acros Organics, Geel, Belgija).

3.2.4. Uredaji

Autoklav

Sterilizacija laboratorijskog posuda, koristenih otopina i supstrata prije i nakon bioloSke
obrade  provedena je u autoklavu (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd)
pri 121 °C, tijekom 20 minuta.

pH metar

Mjerenje pH vrijednosti ekstrakata tropa grozda prije i nakon bioloSke obrade provedeno je
pomoc¢u pH metra pH/ORP HI 2211 (Hanna Instruments).

Inkubator

SSF proces se provodio u laboratorijskim staklenkama smjestenim u inkubatoru pri 27 °C,

tijekom 8 dana (Binder, Njemacka) (Slika 7).
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p—

Slika 7 Inkubator (Katalog opreme, 2019.)

Milin

Nakon bioloske obrade i susenja, uzorci su samljeveni u ultracentrifugalnom mlinu (ZM 200,

Retsch, Njemacka) na veli¢inu Cestica od 1 mm (slika 8).

Slika 8 Mlin (Katalog opreme, 2019.)

Analizator vlage

Udio suhe tvari u uzorcima odredivan je svakog dana tijekom i nakon SSF procesa brzom

termogravimetrijskom metodom pomocu uredaja za radijacijsko-infracrveno susenje (HR-73,

Mettler Toledo, Svicarska) (slika 9).
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Slika 9 Uredaj za mjerenje suhe tvari

Vodena kupelj

Vodena kupelj s tresilicom (Julabo SW-23, Njemacka) (Slika 10) koristila se za ekstrakciju
tijekom 120 minuta, pri 80 °Ci 200 rpm.

Slika 10 Vodena kupelj (Katalog opreme, 2019.)

Centrifuga

Za provedbu analiza koristen je supernatant dobiven nakon centrifugiranja tijekom 10 minuta

pri 10 000g na centrifugi Hermle Z 326K (Njemacka) (slika 11).
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Slika 11 Centrifuga

Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC)

Identifikacija i kvantifikacija pojedinacnih fenolnih spojeva provedena je pomoéu UHPLC-a
Nexera XR, Shimadzu (slika 12), a podaci su obradeni pomocu softvera LabSolution (verzija

5.71 SP2).

Slika 12 UHPLC (Katalog opreme, 2019.)

Spektrofotometar

Spektrofotometar (UV-1280 Shimadzu, Japan) koristen je za mjerenje ukupnih polifenola,

flavonoida, proteina, proantocijanidina i antioksidacijske aktivnosti (slika 13).
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Slika 13 Spektrofotometar

3.2.5. Uzgoj i Cuvanje kulture

Kultura je uzgajana na PDA agaru na nacin da je izvagano 21 g agara i otopljeno u 500 cm?3
destilirane vode uz zagrijavanje. Podloga je sterilizirana u autoklavu pri 121 °C, tijekom 15 min.
Nakon $to se malo ohladila, dobro je promijeSana te razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice.
Nacjepljivanje mikroorganizma provedeno je prenoSenjem micelijskog diska promjera 0,6 cm

na sterilnu ohladenu podlogu. Inkubacija je trajala sedam dana pri 27 °C.

3.2.6. Priprema uzorka za SSF

Trop grozda je odmrznut i osusen pri sobnoj temperaturi tijekom 24 sata, te grubo usitnjen na
blenderu (HR 2860, Philips). Odvagano je 50 g supstrata (trop grozda) u laboratorijske
staklenke te je dodano 30 cm? destilirane vode. SadrZaj je dobro promijesan te su staklenke
sterilizirane pri 121 °C tijekom 15 min, a potom ostavljene da se ohlade na sobnu temperaturu.
U staklenke sa supstratom dodano je 10 cm?3 suspenzije spora P. chrysosporium pripremljene
dodatkom 5 micelijskih diskova (promjera 1 cm) u 10 cm? sterilizirane vode. Staklenke su
prekrivene papirom propusnim za zrak i stavljene na inkubaciju tijekom 8 dana pri 27 °C i

ventilacijom podeSenom na 20 %.
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3.2.7. Obrada uzoraka nakon provedene fermentacije

Nakon svakog dana fermentacije iz inkubatora su uzimane staklenke koje su potom izvagane
kako bi se pratio gubitak na masi, te sterilizirane kako bi se zaustavio rast mikroorganizma i
sam proces SSF. Na slici 14 prikazane su staklenke nakon treceg dana fermentacije. Nakon
sterilizacije uzorci su suseni na sobnoj temperaturi tijekom 48 sati, nakon ¢ega su samljeveni i

koriSteni za ekstrakciju. Eksperiment je proveden u tri paralele za svaki dan fermentacije.

Slika 14 Staklenke nakon tre¢eg dana fermentacije

3.2.8. Priprema ekstrakata za analize

1 g samljevenog uzorka tropa grozda ekstrahiran je s 40 cm3 50 %-tnog etanola u vodenoj
kupelji s tresilicom (SW-23, Julabo) tijekom 120 minuta pri 80 °Ci 200 rpm. Nakon ekstrakcije,
uzorci su centrifugirani (Z 326 K, Hermle) tijekom 10 minuta, pri 10000 g te je odvojen

supernatant koji je koristen za analize.

3.2.9. Priprema ekstrakata za mjerenje pH vrijednosti

Ekstrakti za mjerenje pH vrijednosti pripremljeni su na nacin da je u 2 g samljevenog uzorka
tropa grozda dodano 10 cm? destilirane vode, promije$ano na vorteksu (DLab MX-S) tijekom
15 sekundi, stajalo 5 minuta te ponovo promije$ano na vorteksu 15 sekundi. Nakon toga su
uzorci centrifugirani pri 10000 g tijekom 5 minuta te je odvojen supernatant koji je koristen za

mjerenje pH vrijednosti.
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3.3. Analiticke metode

3.3.1. Odredivanje koncentracije pojedinacnih polifenola UHPLC metodom

Prije analiziranje ekstrakata na UHPLC-u, ekstrakti su profiltrirani na mikrofilteru (45 um) u
vijalice iz kojih je ekstrakt uzorkovan tijekom UHPLC analize. Analiza je provedena prema
prethodno objavljenoj metodi (Buci¢-Koji¢ i sur., 2017b). Razdvajanje pikova je provedeno
koristenjem reverzno-fazne kolone Kinetex®C18 (100 x 4,6 mm, 2,6 um; Phenomenex).
Detekcija spojeva provedena je pomoéu PDA detektora pri valnim duljinama od 190 do
350 nm, a odredivanje pojedinacnih fenolnih spojeva je provedeno usporedbom retencijskog
vremena i spektralnih podataka nakon injektiranja otopine standarda pri istim uvjetima
analize. Polifenolni spojevi su kvantificirani pomodu kalibracijskih krivulja za svaki pojedini
spoj. Podaci su prikupljeni i analizirani u programu Lab-Solutions (verzija 5.71 SP2). Uzorci su

analizirani u tri paralele.

3.3.2. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu (FC) metoda je kolorimetrijska metoda koja se temelji na oksidacijskim i
redukcijskim reakcijama. FC reagens je smjesa fosfowolframove i fosfomolibdenove kiseline.
U alkalnom mediju uz prisustvo FC reagensa, polifenoli se oksidiraju, a navedene kiseline
reduciraju u wolframov i molibdenov oksid (plavo obojeni) te se njihova apsorbancija mjeri

spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm (Kuzmanovi¢, 2014).

Postupak izrade kalibracijske krivulje

Bazdarna krivulja je napravljena sa standardom galne kiseline, otapanjem 0,5 g galne kiseline
s 10 cm® 96 %-tne otopine etanola te nadopunjavanjem destiliranom vodom do oznake u
odmjerenoj tikvici od 100 cm3. Nakon toga pripremlijena su razli¢ita razrjedenja
(0,05 - 1,0 mg/cm?) na nadin da je u odmjerene tikvice od 50 cm3 dodano po 0,5 cm?3; 1,0 cm3;
1,5 cm3; 2,5 cm3; 5,0 cm?; 7,5 cm? i 10 cm? otopine galne kiseline, te nadopunjeno do oznake
destiliranom vodom. Prema postupku za odredivanje ukupnih polifenola u ekstraktima,
izmjerena je apsorbancija pripremljenih razrjedenja otopine galne kiseline, te je iz dobivenih

rezultata izradena kalibracijska krivulja.
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3. Eksperimentalni dio
Postupak odredivanja ukupnih polifenola

U epruvetu je otpipetirano 40 mm3 pripremljenog ekstrakta tropa groida, 3160 mm?3
destilirane vode i 200 mm?3 FC reagensa. Nakon stajanja od 30 sekundi i 8 minuta u epruvetu
je dodano 600 mm3 20 %-tne vodene otopine Na,COs. Slijepa proba pripremana je na isti
nacin, ali se umjesto ekstrakta dodavao jednaki volumen (40 mm?3) destilirane vode. Svi uzorci
su promijeSani na vorteksu (DLab MX-S) i ostavljeni u vodenoj kupelji 30 minuta pri 40 °C.
Tijekom inkubacije razvijena je boja Cija je apsorbancija mjerena na UV/VIS spektrofotometru
(UV-1280, Shimadzu) pri valnoj duljini od 765 nm. Iz dobivenih apsorbancija izracunate su
koncentracije ukupnih polifenola preko kalibracijske krivulje i izrazene u ekvivalentima galne
kiseline odnosno u mgeae/cM>3ekstrakta te preracunate su na suhu tvar uzorka (mgeae/gst).

Odredivanje ukupnih polifenola provedeno je u tri ponavljanja.

3.3.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida provedeno je spektrofotometrijskom metodom uz pomo¢

aluminijevog klorida.

Postupak odredivanja ukupnih flavonoida

U 4 cm?3 destilirane vode dodano je 1 cm3 ekstrakta biolo$ki obradenog tropa grozda, a potom
0,3 cm3 5 % natrijevog nitrita (NaNO,) (otopiti 5 g u 100 cm3) te je nakon pet minuta dodano
0,3 cm3 10 %-tne vodene otopine aluminij (lIl)-klorida heksahidrata (otopiti 10 g u 100 cm?3).
Nakon 5 - 8 minuta dodano je 2 cm3 1 M natrijevog hidroksida (NaOH) te je reakcijska smjesa
nadopunjena destiliranom vodom do 10 cm?. Slijepa proba pripremana je na isti nacin, ali se
umjesto ekstrakta dodavao jednak volumen (1 cm?3) destilirane vode. Svi uzorci su promijesani
na vorteksu te je odmah izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 510 nm. Koncentracija
ukupnih flavonoida u ekstraktima tropa grozda odredena je u odnosu na standardnu krivulju
(+)-katehina (CE) te preracunata na suhu tvar uzorka (mgce/gst). Uzorci su analizirani u tri

ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti.
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3. Eksperimentalni dio

3.3.4. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordi¢cinom metodom

Bradfordi¢ina metoda temelji se na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie
Brillant Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske boc¢ne ogranke proteina, pri ¢emu dolazi do
stvaranja kompleksa protein-boja, koji u kiselom mediju pokazuje maksimum apsorbancije pri

595 nm (Strelec i Kovac, 2014).

U kivete je dodano 100 mm3 ekstrakta tropa groida i 2 cm?® svjeie pripremljenog
Bradfordi¢inog reagensa (razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:4) te je reakcijska
smjesa ostavljena stajati na sobnoj temperaturi to¢no 5 minuta, nakon cega je izmjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm. Koncentracija proteina u ekstraktima tropa grozda
odredena je u odnosu na standardnu krivulju BSA (govedi serum albumin) te preracunata na
suhu tvar uzorka (mgssa/gs+t.). Uzorci su analizirani u dva ponavljanja, a rezultati su prikazani

kao srednje vrijednosti.

3.3.5. Odredivanje ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina

Ukupni ekstraktibilni proantocijanidini u ekstraktima tropa grozda odredeni su
spektrofotometrijskom metodom baziranoj na njihovoj reakciji s otopinom kiselina-butanol
(slika 15).

Princip

U kiselom mediju proantocijanidini se depolimeriziraju u butanolu uz nastajanje crveno

obojenih antocijanidina koji se mogu detektirati spektrofotometrijski.
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Slika 15 Depolimerizacija proantocijanidina u kiselom mediju (Schofield i sur., 2001)
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Postupak

U 2 cm3 pripremljenog ekstrakta za analizu dodano je 20 cm? otopine Zeljezo(ll)-sulfat-
heptahidrata (pripremljena je otapanjem 77 mg FeSO4-7H,0 u 500 cm? otopine kloridne
kiseline : 1-butanol pomijeSane u omjeru 2:3). Slijepa proba pripremljena je na isti nacin kao i
uzorci, ali je umjesto uzorka dodavan jednak volumen (2 c¢cm3) destilirane vode. Nakon
inkubacije uzoraka 15 minuta pri 95 °C u vodenoj kupelji, uzorci su naglo ohladeni i odmah
analizirani mjerenjem apsorbancija na valnoj duljini od 540 nm. Za svaki uzorak radena su tri
paralelna ponavljanja. 1z dobivenih apsorbancija, masena koncentracija ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina Cupa [g/dm?3] izraCunata je prema sljedeéem izrazu:

A-M-DF
Cura = 1
gdje je: A —apsorbancija, M — molarna masa cijanida (M = 287 g/mol), DF - faktor razrijedenja
(DF = 11; omjer ukupnog volumena reakcijske smjese za odredivanje UPA (22 cm?) i volumena
ekstrakta (2 cm?)), koeficijent molarne ekstinkcije cijanidina (€ = 34700 dm3/mol-cm),

| - duljina optickog puta (1 cm).

Konacne koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina u ekstraktima preracunate
su na suhu tvar tropa grozda [mg/gs+] uzimajuéi u obzir razrjedenje ekstrakta (Kuzmanovic,

2014).

3.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom

ABTS metoda (TEAC metoda) se temelji na sposobnosti antiokisdanasa da reduciraju ABTS**
radikalski kation sto se ocituje u smanjenju plavo zelene boje radikal kationa pri mjerenju
apsorbancije na 734 nm. Brzina obezbojenja (ABTS®*) otopine ovisi o antioksidacijskoj
aktivnosti uzorka, koncentraciji antioksidanasa i trajanju reakcije. Stupanj obezbojenja
otopine ABTS+ radikalskog kationa, odreden je kao funkcija koncentracije i vremena i izracunat
u odnosu na reaktivnost Troloxa kao standarda, pod istim uvjetima. Promjena boje mjeri se

spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 734 nm (Re et al., 1999).

Za pripremu bazdarne krivulje koriStene su koncentracije Troloxa od 25 do 900 uM
pripremljenog u etanolu ili destiliranoj vodi iz stock otopine Troloxa (2,5 mM) pripremljenog

u etanolu (Re et al., 1999).
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Stock otopina 7 mM ABTS-a pripremljena je otapanjem 96,02 mg ABTS soli u 25 cm? destilirane
vode, a stock otopina 2,45 mM amonij persulfata otapanjem 4,9 mg u 25 cm?3 destilirane vode.
ABTS radikalski kation (ABTS®*) proizveden je reakcijom stock otopine ABTS-a s 2,45 mM
amonij persulfatom koje se pomijesaju u jednakim omjerima pri ¢emu nastaje ABTS"* radikal
Sto se odituje nastankom zeleno-plavog obojenja. Kako bi se postigao zavrSetak reakcije,
otopina se ostavlja u mraku, pri sobnoj temperaturi, 12 do 16 sati prije upotrebe. Na dan
provodenja analiza otopina se razrjeduje s etanolom ili destiliranom vodom tako da

apsorbancija konacne otopine iznosi oko 0,706 pri valnoj duljini od 734 nm (Re et al.,1999).

Za slijepu probu koristi se apsolutni etanol. Za kontrolni uzorak koristi se 950 mm?3 otopine
ABTS** radikala i 50 mm?3 apsolutnog etanola te se ocita apsorbancija nakon 10 min inkubacije
na tamnom mjestu pri 734 nm (Hodak, 2019). Za analizu uzoraka pomije$a se 950 mm?3 otopine
otopine ABTS®* radikala i 50 mm?3 ekstrakata, zatim se promije$a i oita apsorbancija nakon 10

min inkubacije na tamnom mjestu pri 734 nm. Sva mjerenja provedena su u tri paralele.
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4. Rezultati i rasprava

BioloSka obrada tropa grozda provedena je s filamentoznom gljivom P. chrysosporium u
uvjetima fermentacije na c¢vrstim nosaCima tijekom 8 dana pri 27 °C. Bioloska obrada
provedena je s pretpostavkom da P. chrysosporium tijekom rasta na tropu grozda proizvodi
kompleksni enzimski sustav te na taj nacin razgraduje sloZzenu lignoceluloznu strukturu pri
¢emu dolazi do oslobadanja jednostavnijih fenolnih spojeva, koji su tada lakSe dostupni za

ekstrakciju.

Pocetni udio vlage supstrata podesen je na 67 % bududéi da je optimalni udio vlage za rast

filamentoznih gljiva u uvjetima SSF od 60 do 80 %.

Pocetni uzorak tropa grozda te bioloski obradeni uzorci pripremani su na isti nacin za potrebe
analiziranja gubitka na masi supstrata, udjela/koncentracije: vlage, proteina, ukupnih i
pojedinacnih polifenolnih spojeva, ukupnih flavonoida i proantocijanidina te antioksidacijske
aktivnosti. Priprema uzoraka je ukljucivala sterilizaciju, suSenje, mljevenje, ekstrakciju,
centrifugiranje i odvajanje supernatanta. Bioloska obrada provedena je u laboratorijskim
staklenkama u tri paralele za svaki dan fermentacije te su sve vrijednosti prikazane kao srednje
vrijednosti. Rezultati bioloSke obrade usporedivani su s pocetnim uzorkom koji nije bio

bioloski obraden (,,nulti dan“).

Udio suhe tvari u bioloski neobradenom i bioloSki obradenim uzorcima tropa grozda odreden
je nakon sterilizacije uzoraka, te hladenja i susenja uzoraka tijekom 48 h pri sobnoj
temperaturi. Udio suhe tvari u bioloski neobradenom tropu grozda kretao se u rasponu od
94,31 % do 94,64 %, dok se u bioloski obradenom tropu grozda kretao u rasponu od 93,65 %
do 95,28 %.

Nakon provedenih istraZzivanja i eksperimentalno dobivenih podataka, obradeni rezultati

prikazani su u dijagramima. Obrada podataka provedena je u Microsoft Excel programu.

4.1. Gubitak na masi uzorka

Tijekom provedbe SSF procesa pracen je i odreden gubitak mase supstrata tijekom svakog
dana fermentacije. Slika 16 prikazuje ovisnost gubitka mase supstrata o vremenu SSF-a, gdje
je vidljivo da se s vremenom fermentacije povecao gubitak na masi. Gubitak mase supstrata

tijekom 8 dana fermentacije iznosio je 17,07 %. Dobiveni rezultati pokazuju da P.

29



4. Rezultati i rasprava

chrysosporium tijekom svog rasta koristi hranjive tvari iz supstrata uslijed ¢ega dolazi do
gubitka na masi te se ovaj mikroorganizam osim za proizvodnju visokovrijednih produkata

moze koristiti i za razgradnju supstrata i smanjenje koli¢ine otpada.
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Slika 16 Ovisnost gubitka mase supstrata (Am) tijekom bioloske obrade tropa grozda s P.
chrysosporium o trajanju bioloSke obrade (t)

4.2. pH vrijednost

Slika 17 prikazuje ovisnost pH vrijednosti tijekom bioloSke obrade tropa groida s P.
chrysosporium o trajanju bioloSke obrade. Rezultati su pokazali da bioloSka obrada tropa
grozda pomocu P. chrysosporium moze utjecati na povecanje pH vrijednosti. Vrijednost pH u
pocetnom uzorku tropa grozda bila je 3,97, a u uzorku nakon 8 dana bioloSke obrade 4,15.
Moguée je da bi do znacajnijeg porasta pH vrijednosti doslo nakon duZze provedbe SSF-a.
Bududi da trop grozda ima nizu pH vrijednost, SSF tehnologija ima potencijal kao metoda
predobrade tropa groida s ciliem povecanja pH vrijednosti te povedanja udjela vaznih

komponenti poput proteina i mineralnih tvari u svrhu njegove primjene kao biognojiva.
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Slika 17 Ovisnost pH vrijednosti tijekom bioloSke obrade tropa grozda s P. chrysosporium o
trajanju bioloske obrade (t)

4.3. Ukupni polifenolni spojevi

Slika 18 prikazuje ovisnost masenog udjela ukupnih polifenolnih spojeva tijekom bioloske
obrade tropa grozda s P. chrysosporium o trajanju bioloske obrade. Rezultati su pokazali da
bioloski neobradeni uzorak tropa grozda sadrzi najve¢i maseni udio ukupnih polifenolnih
spojeva (43,79 mgeae/gst). Tijekom prvog i drugog dana bioloske obrade doslo je do pada
masenog udjela ukupnih polifenolnih spojeva (31,92 mgeae/gs.t), nakon Cega je udio poceo
rasti sve do petog dana (36,69 mgeae/gst) te opet padati do osmog dana bioloske obrade

(33,01 mgeae/8gst).
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Slika 18 Ovisnost masenog udjela ukupnih polifenolnih spojeva tijekom bioloske obrade
tropa grozda s P. chrysosporium o trajanju bioloSke obrade (t)
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4.4. Ukupni flavonoidi

Slika 19 prikazuje ovisnost masenog udjela ukupnih flavonoida tijekom bioloSke obrade tropa
grozda s P. chrysosporium o trajanju bioloSke obrade. Rezultati su pokazali da bioloski
neobradeni uzorak tropa grozda sadrzi maseni udio ukupnih flavonoida od 16,61 mgce/gst, a
bioloskom obradom je doslo do blagog porasta masenog udjela nakon prvog, Cetvrtog i petog
dana kada je maseni udio ukupnih flavonoida iznosio 16,95 mgce/gst, 17,47 mgce/gst. |

17,09 mgce/gs.t..
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Slika 19 Ovisnost masenog udjela ukupnih flavonoida tijekom bioloSke obrade tropa grozda s
P. chrysosporium o trajanju bioloske obrade (t)

4.5. Proteini

Slika 20 prikazuje ovisnost masenog udjela proteina tijekom bioloske obrade tropa grozda s P.
chrysosporium o trajanju bioloSke obrade. Dobiveni rezultati su pokazali da je nakon prvog
dana bioloske obrade doslo do porasta masenog udjela proteina (22,44 mggsa/gst.) u odnosu
na pocetni bioloski neobradeni uzorak tropa grozda (16,95 mgssa/gs+.). Od drugog do osmog
dana bioloske obrade maseni udio proteina se smanjivao pri ¢emu je osmi dan fermentacije

iznosio 13,34 mgasa/gs.t..

Fraser (2005.) u svom radu navodi kako P. chrysosporium nakon Sto osigura dovoljnu koli¢inu
primarnih metabolita neophodnih za rast i razvoj, prelazi u fazu sekundarnog metabolizma u
kojoj se sintetiziraju sekundarni metaboliti koji nisu izravno ukljuceni u rast, razvoj i
razmnozavanje. P. chrysosporium tijekom sekundarnog metabolizma sintetizira kiselinske

proteaze odgovorne za razgradnju proteina.
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Slika 20 Ovisnost masenog udjela proteina tijekom bioloSke obrade tropa grozda s P.

4.6.

chrysosporium o trajanju bioloSke obrade (t)

Ukupni ekstraktibilni proantocijanidini

Slika 21 prikazuje ovisnost masenog udjela proantocijanidina tijekom bioloske obrade tropa

grozda s P. chrysosporium o trajanju bioloske obrade. Dobiveni rezultati su pokazali da bioloski

neobradeni uzorak tropa grozda sadrzZi najvec¢i maseni udio proantocijanidina (8,19 mg/gs..).

Tijekom bioloske obrade maseni udio proantocijanidina se malo smanjio u odnosu na pocetni

uzorak, a najveca vrijednost izmjerena je 5. dan bioloske obrade (7,17 mg/gs..).
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Slika 21 Ovisnost masenog udjela proantocijanidina tijekom bioloSke obrade tropa grozda s

P. chrysosporium o trajanju bioloSke obrade (t)
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4.7. Antioksidacijska aktivnost

Slika 22 prikazuje ovisnost antioksidacijske aktivnosti tijekom bioloske obrade tropa grozda s
P. chrysosporium o trajanju bioloSke obrade. Rezultati su pokazali da je u ekstraktima
pocetnog bioloski neobradenog tropa groida iznosila 0,21 gre/gst, kao i osmi dan

fermentacije. Tijekom bioloske obrade antioksidacijska aktivnost nije se znacajno mijenjala.
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Slika 22 Ovisnost antioksidacijske aktivnosti tijekom bioloSke obrade tropa grozda s P.
chrysosporium o trajanju bioloSke obrade (t)

4.8. Pojedinacni polifenolni spojevi

Slika 23 prikazuje srednje vrijednosti masenog udjela galne kiseline, 3,4-dihidroksibenzojeve
kiseline i siringinske kiseline (C) u ekstraktima pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u
ovisnosti o vriemenu fermentacije (t). Maseni udio galne kiseline postepeno je rastao tijekom
bioloske obrade, a sedmi dan je dosegnuo maksimalnu vrijednost od 0,32 mg/gs:.. Maseni udio
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline je porastao nakon prvog dana bioloske obrade (0,29 mg/gs+.)
u odnosu na pocetni bioloski neobradeni uzorak tropa grozda (0,22 mg/gs+), nakon cega je
poceo opadati sve do osmog dana fermentacije. Maseni udio siringinske kiseline je porastao
nakon prvog (0,25 mg/gs:) i drugog dana (0,24 mg/gs+) bioloSke obrade, nakon cega je

opadao sve do osmog dana fermentacije.
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Slika 23 Srednje vrijednosti masenog udjela galne kiseline, 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline i
siringinske kiseline (C) u ekstraktima pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u ovisnosti
o vremenu fermentacije (t)

Slika 24 prikazuje srednje vrijednosti masenog udjela elaginske kiseline i p-hidroksibenzojeve
kiseline (C) u ekstraktima pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu
fermentacije (t). Maseni udio elaginske kiseline i p-hidroksibenzojeve kiseline nije se znacajno
mijenjao tijekom bioloske obrade tropa grozda. U slucaju elaginske kiseline maksimalna
vrijednost masenog udjela izmjerena je nakon Eetvrtog dana bioloske obrade i iznosila je
0,040 mg/gst, a u slucaju p-hidroksibenzojeve maksimalna vrijednost masenog udjela

izmjerena je nakon drugog dana bioloske obrade i iznosila je 0,005 mg/gs...
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Slika 24 Srednje vrijednosti masenog udjela elaginske kiseline i p-hidroksibenzojeve kiseline
(C) u ekstraktima pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu
fermentacije (t)

Slika 25 prikazuje srednje vrijednosti masenog udjela p-kumarinske kiseline i vanilinske
kiseline (C) u ekstraktima pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu
fermentacije (t). Kod obje fenolne kiseline doslo je do porasta masenog udjela nakon prvog
dana bioloSke obrade u odnosu na pocetni bioloski neobradeni uzorak tropa grozda. Maseni
udio p-kumarinske kiseline u po¢etnom uzorku tropa grozda iznosio je 0,0103 mg/gs.., a nakon
prvog dana bioloske obrade 0,0129 mg/gs: te se vrijednost nakon drugog i treéeg dana
fermentacije malo smanjila i do osmog dana fermentacije nije se znacajno mijenjala. Maseni
udio vanilinske kiseline u pocetnom uzorku tropa grozda iznosio 0,035 mg/gs.t, a nakon prvog

dana bioloske obrade 0,039 mg/gs+, nakon ¢ega je opadao sve do osmog dana fermentacije.
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Slika 25 Srednje vrijednosti masenog udjela p-kumarinske kiseline i vanilinske kiseline (C) u
ekstraktima pocetnog i bioloSki obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu
fermentacije (t)

Slika 26 prikazuje srednje vrijednosti masenog udjela epikatehina i katehina (C) u ekstraktima
pocetnog i bioloSki obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu fermentacije (t).
Maksimalni maseni udio epikatehina (0,768 mg/gs:) i katehina (1,698 mg/gs.+) izmjeren je u
pocetnom bioloski neobradenom uzorku tropa grozda. Prilikom provedbe bioloske obrade
pomocu P. chrysosporium nakon prvog dana fermentacije njihov maseni udio se smanjio u
odnosu na pocetni bioloski neobradeni uzorak te se smanjivao sve do osmog dana

fermentacije.
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Slika 26 Srednje vrijednosti masenog udjela katehina i epikatehina (C) u ekstraktima
pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu fermentacije (t)

Slika 27 prikazuje srednje vrijednosti masenog udjela galokatehin galata i epikatehin galata (C)
u ekstraktima pocetnog i bioloski obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu fermentacije
(t). Maksimalni maseni udio galokatehin galata (0,172 mg/gs:) i epikatehin galata
(0,099 mg/gs.t) izmjeren je u pocetnom bioloski neobradenom uzorku tropa grozda. Nakon
prvog dana fermentacije njihov maseni udio se smanjio u odnosu na pocetni bioloski
neobradeni uzorak. U slucaju galokatehin galata zabiljezen je blagi porast do Sestog dana
fermentacije, a sedmi dan fermentacije maseni udio se smanjio te osmi dan opet malo
porastao. U sluc¢aju epikatehin galata maseni udio se smanjio tijekom prva dva dana bioloske
obrade, zatim je rastao do petog dana fermentacije. Sesti i sedmi dan fermentacije doslo je do

smanjenja masenog udjela epikatehin galata, a osmi dan udio je malo porastao.
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Slika 27 Srednje vrijednosti masenog udjela galokatehin galata i epikatehin galata (C) u
ekstraktima pocetnog i bioloSki obradenog tropa grozda u ovisnosti o vremenu
fermentacije (t)
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5. Zakljucci

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka, njihove statisticke obrade i rasprave

izvedeni su sljedeci zakljucci:

e Trop groida predstavlja lignocelulozni materijal koji je moguce koristiti u SSF
procesu kao supstrat za P. chrysosporium jer sadrzi hranjive tvari koje

mikroorganizam koristi za rast i razvoj.

e Tijekom osam dana bioloske obrade tropa groida s P. chrysosporium masa
supstrata opadala je svakim danom provodenja pokusa. Nakon osam dana

fermentacije masa supstrata smanjila se za 17,07 %.

e Maseni udio ukupnih polifenolnih spojeva bio je najveéi u po¢etnom uzorku bez
bioloSke obrade i iznosio je 43,79 mgeae/gst, kao i maseni udio ukupnih

ekstraktibilnih proantocijanidina (8,19 mg/gs..).

e Maseni udio ukupnih flavonoida bio je najvec¢i u uzorku nakon cetvrtog dana
bioloske obrade i iznosio je 17,47 mgce/gst, dok je udio proteina maksimalnu

vrijednost imao nakon prvog dana bioloske obrade (22,44 mggsa/gs.t.).

e Antioksidacijska aktivnost ekstrakata bila je najve¢a u pocetnom uzorku bez
bioloSke obrade te u uzorku nakon osam dana bioloske obrade te je iznosila

0,21 gre/gs..

e U ekstraktima tropa groida identificirano je i kvantificirano sedam fenolnih
kiselina: galna kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, siringinska kiselina,
elaginska kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina, p-kumarinska kiselina i vanilinska
kiselina. MoZe se zakljuciti da je bioloSka obrada tropa grozda pomocu P.
chrysosporium utjecala na povecanje navedenih fenolnih kiselina u odnosu na
pocetni bioloski neobradeni uzorak tropa grozda pri cemu je doslo do povecanja

masenog udjela za 1,53-, 1,32-, 1,11, 1,24-, 1,22-, 1,25-, odnosno 1,10- puta.

e Galna kiselina dokazana je u najveéoj koncentraciji pri ¢emu je najbolji prinos

(0,322 mg/gs.) uocen nakon 7. dana SSF-a.

e U ekstraktima tropa grozda identificirani su i kvantificirani flavan-3-oli: epikatehin,
katehin, galokatehin galat i epikatehin galat. Maksimalna vrijednost masenog

udjela navedenih flavan-3-ola dokazana je u pofetnom bioloski neobradenom
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uzorku tropa groZda (epikatehin: 0,768 mg/gs.., katehin: 1,698 mg/gs.., galokatehin
galat: 0,172 mg/gs., epikatehin galat: 0,099 mg/gs.).
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