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Negativne klimatske i ekoloSke promjene, poput emisije stakleni¢kih plinova i globalnog
zatopljenja, te porast cijene nafte na svjetskom trzistu sve viSe poti¢u upotrebu obnovljivih
izvora energije, poput biogoriva. Poljoprivredne kulture koje se koriste za proizvodnju
biogoriva su kukuruz, Seé¢erna trska, pSenica, krumpir, Seéerna repa, uljana repica, suncokret,
soja, palma i dr. Medutim, proizvodnja biogoriva iz poljoprivrednih kultura, mogla bi iscrpiti
velika proizvodna podrucja hrane i prirodna stanista, te podiéi cijenu hrane na svjetskom
trziStu, a za posljedicu imati samo neznatno smanjenje emisije staklenic¢kih plinova, uz
istovremenu mogudu nestasicu hrane na Zemlji (Rozman i sur., 2004.). Zbog toga se sve viSe
istrazuju moguénosti iskoriStavanja lignoceluloznog otpada (poljoprivrednog i Sumarskog
otpada, te otpada iz prehrambene industrije) u svrhu proizvodnje biogoriva. Lignocelulozni
otpad moze se nadi i u ku¢anstvima (komunalni otpad). Opéenito se komunalni otpad moze
klasificirati u dvije osnovne skupine: otpad biljnog porijekla i otpad animalnog porijekla.
Poljoprivredni otpad biljnog porijekla je otpad koji se uglavnom sastoji od polisaharida
(celuloze i hemiceluloze), lignina i ekstraktivnih tvari koje sadrze ugljik, vodik i kisik. Elementi
u tragovima poput dusika, sumpora, klora i metala su takoder prisutni u biomasama
poljoprivrednog otpada ove skupine. Pored toga, poljoprivredni otpad biljnog porijekla moze
biti klasificiran u slijedec¢e skupine: otpad drvenastih biljaka i otpad zeljastih biljaka.
Drvenaste biljke sacinjene su od ¢vrsto vezanih vlakana Sto karakterizira ovu skupinu sporim
rastom, dok zeljaste biljke sacinjavaju slabo vezana vlakna Sto ih karakterizira brzim rastom.
Brzorastuée vrste drveda, kao S$to su topola i vrba, sade se na tzv. kratkorotacijskim
plantaZzama, a Zanju se ve¢ nakon nekoliko godina. Trska je potencijalno vrlo vazna energijska
sirovina koja zahtijeva tlo vrlo visoke kakvoce i dobru opskrbljenost vodom. Pogodni za
proizvodnju energetskih oblika su i slama, ali i specijalne Zitarice, npr. tritikale, hibrid pSenice

i razi (Tsai et al, 2004.).

Lignocelulozni materijal se bioloskom metodom, upotrebom razli¢itih filamentoznih
mikroorganizama, moze razgraditi do jednostavnijih spojeva djelovanjem lignolitickih enzima
(mangan i lignin peroksidaze te oksidaza lakaza). Njihovo djelovanje se ocituje u uklanjanju
lignina koji omeduje celulozu u lignoceluloznom materijalu i razbijanju aromatske strukture
lignina kidajuci veze izmedu osnovnih jedinica manje molekulske mase. Lignin-peroksidaza

kao supstrat koristi veratrilni alkohol, dok mangan-peroksidaza koristi organske kiseline i
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nezasi¢ene masne kiseline, a katalizira oksidaciju fenolnih spojeva i Mn** u Mn*". Lakaze

kataliziraju oksidaciju razli¢itih mono - i difenolnih spojeva.

Upotreba filamentoznih mikroorganizama (plijesni i gljiva bijelog truljenja) u svrhu
razgradnje razli¢itog lignoceluloznog otpada poznata je u znanstvenim istrazivanjima, no
njihova upotreba danas jo$S nije komercijalizirana. Vaznost razgradnje ovog materijala je
ponajprije zbog njihove daljnje moguénosti upotrebe u procesima proizvodnje biogoriva. Na
trziStu se uglavnom koriste kemijski procesi obrade lignoceluloznog materijala koji su skupi
(zbog cijene kemikalija) i ekoloski neprihvatljivi (zbog upotrebe agresivnih i po okoli$ opasnih
kemikalija). Nedostatak procesa, u kojima se kao materijal za bioloSku razgradnju
upotrebljavaju Cvrsti i poluévrsti lignocelulozni supstrati, je heterogenost sustava Sto stvara
velike poteskoce tijekom procesa mijeSanja u bioreaktoru, a kao posljedicu ima otezan

prijenos tvari i topline.

U ovome radu koristen je razli¢iti lignocelulozni materijal kao supstrat za uzgoj razliCitih
filamentoznih mikroorganizama, a to su repini rezanci dobiveni nakon procesa proizvodnje
konzumnog Secera, zatim piljevina drveta bukve (Fagus sylvatica), hrasta kitnjaka (Quercus
petraea), i cera (Quercus cerris). Mikroorganizmi su uzgajani u uvjetima fermentacije na

¢vrstim nosacima u laboratorijskim tikvicama.
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2.1. Lignocelulozni materijali

Osnovni sastojci lignocelulozne biomase su celuloza, hemiceluloza i lignin. Najvedi izazov za
potpuno ostvarenje potencijala lignoceluloznih materijala kao supstrata za proizvodnju
vrijednih biotehnoloskih produkata je svladati njihovu veliku otpornost prema razgradnji do
jednostavnih Secera. Lignocelulozni materijali nakupljaju se svake godine u velikim
koli¢inama iz Sumarstva, poljoprivrede, i poljoprivredno industrijskog otpada. Jeftin su i
obnovljiv izvor energije. Takav otpad ukljucuje razne materijale kao Sto su piljevina, topola,
Secerna trska, otpadni papir, pivski trop, trave i slame, stabljike, liSée, ljuske, Zitarice kao Sto
su riza, pSenica, kukuruz, sirak je¢am i drugo (Mussatto i Teixeira, 2006.). Kao prirodni
proizvod bioloskog porijekla, lignocelulozna biomasa je karakterizirana visokim stupnjem
raznovrsnosti u njihovim svojstvima te je dostupna u razlicitim oblicima. Drvo, kao
predstavnik lignocelulozne biomase karakterizirano je velikom ¢vrsto¢om, lako se preraduje
s niskom potroSnjom energije. Nadalje, uz drvo, ostali lignocelulozni vlaknasti materijali su
takoder izolatori topline i elektriciteta, pokazuju malu termalnu kontrakciju i ekspanziju i
imaju dobra akusti¢na svojstva. Omjer izmedu Cvrstoce i teZine je vrlo visok za lignocelulozna

vlakna kada ih usporedimo s gotovo bilo kojim vlaknom. (Antolovi¢, 2008.).

2.1.1. Seéerna repa (Beta vulgaris)

Seéerna repa (Beta vulgaris) pripada porodici Chenopodiaceae koja obuhvaéa oko 1400
vrsta. Dvogodisnja je biljka koja se uglavhom uzgaja u umjereno hladnim podnebljima. Vrlo
je vaZna sirovina za proces proizvodnje konzumnog Secera jer se najvedi dio Secera nalazi u

korijenu, koji je ujedno tehnoloski najznacajniji dio Sec¢erne repe.

Tehnoloski postupak proizvodnje Secera uglavnom je kontinuirani postupak koji se sastoji od
nekoliko proizvodnih faza povezanih u cjelinu. Proizvodnja Secera iz Secerne repe zapocinje
prijemom same sirovine u tvornicu. Zatim slijedi analiza sirovina te ocjena kvalitete, nakon
¢ega sirovina odlazi na ¢iséenje, pranje i rezanje u rezance. Tako izrezana sirovina odlazi na
difuziju. Difuzijom se dobije difuzni sok koji odlazi na ekstrakciju ili izluzivanje. Tim
postupkom se ujedno dobiju i izluZeni repini rezanci, koji se potom presaju i/ili suse (Babic,

2009.).
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Repini rezanci su nusproizvod industrije Seéera, a sastoji se od biljnih vlakna dobivenih nakon
ekstrakcije saharoze. U prosjeku oko 63,5 kg repinih rezanaca je proizvedeno je od jedne
tone Seéerne repe. Koriste se kao hrana za Zivotinje, ali zbog niskog sadrzaja lignina
potencijalna su sirovina za proizvodnju bioetanola. U Tablici 1 prikazan je prosjecan kemijski

sastav Secerne repe (Babi¢, 2009.).

Tablica 1 Prosjecan kemijski sastav Secerne repe (g/100 g repe) (Babi¢, 2009.)

Sastojak Udio (%)

Saharoza 14-20

Celuloza 09-1,2
5
g

S Hemiceluloza 1,1-1,5
2

S Pektini 09-24
g

= Lignin 0,1-0,3
S
'_

Pepeo cca.0,1

Dusicni spojevi 1,0-1,2

Anorganski sastojci 0,4-0,5

2.1.2. Drvni materijal

Stablo je Ziva i dugotrajna biljka, koja pripada u grupu biljaka koje se nazivaju sjemenjace
(Spermatophytae), koje se dalje dijele na golosjemenjace (Gymnospermae) i kritosjemenjace
(Angyospermae). Osnovni strukturni dijelovi stabla ukljuc¢uju deblo, krosnju, grane, korijenje,
koru i lis¢e. Od ovih dijelova stabla, za njegovu komercijalnu upotrebu najvazniji je otkorano
deblo. Opdéenito, drvo je nejednolik (anizotropan) materijal, s obzirom na njegova
anatomska, fizicka i mehanicka svojstva. Drvo je izgradeno od razli¢itih vrsta stanica, koje
daju mehanicku potporu, sudjeluju u transportu vode (otprilike polovicu mase Citavog stabla
¢ini voda) i izmjeni tvari. Vrste stanica drva, njihov postotak i raspored medusobno se

razlikuju izmedu razli¢itih vrsta stabala. Drvne stanice su kemijski heterogene i tvore
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polimernu mrezu strukturnih komponenata: ugljikohidrate (celuloza i hemiceluloza) i lignin.
Ove makromolekularne tvari nisu jednoliko rasporedene unutar staniéne stijenke drva, te
njihova relativna koncentracija varira izmedu razliCitih dijelova stabla. Nestrukturne
komponente (ekstraktivne tvari, neke organske tvari topljive u vodi i anorganske tvari),
predstavljaju samo malu frakciju te su uglavhom sastavljene od niskomolekularnih
komponenata vecinski smjestenih izvan stani¢ne stijenke. Nadalje, koli¢ina sastojaka koji
sadrze dusik, kao Sto su proteini i alkaloidi prisutni su u stani¢noj stijenci drveta (Antolovic,

2008.).

Tablica 2 Prosjecan kemijski sastav drveta (Antolovié, 2008.)

Vrsta drveta Udio ugljika (%) Udio vodika (%) Udio kisika (%)
Bukovina 48,5 6,3 45,2
Hrastovina 49,4 6,1 44,5

2.2. Kemijski sastav lignoceluloze

2.2.1. Lignin

Pored celuloze, lignin je najzastupljenija polimerna organska tvar u biljkama. Struktura mu je
za razliku od celuloze, kompleksna, nepravilna i trodimenzionalna. Lignin §titi drvo od bolesti
i truljenja uzrokovanog mikroorganizmima. Lignin formira amorfan kompleks zajedno s
hemicelulozom enkapsulirajuéi celulozu. Buduéi da lignin predstavlja tvar tesko dostupnu
napadima mikroorganizama, djeluje kao uévrs¢uju¢a komponenta koja povezuje stanice i Siti
unutrasnju stranu stani¢nog zida drva. Uzrok velike otpornosti lignina lezi u aromatskim

prstenovima koji su teze razgradivi (Schmidt, 2006.).

Lignin je otporan na veéinu mikroorganizama. Gljive bijelog truljenja su medu rijetkim
mikroorganizmima koji imaju sposobnost razgradnje lignina. Ukoliko se lignocelulozni

materijali upotrebljavaju u anaerobnim fermentacijama u procesima proizvodnje bioplina,
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lignin se ne moze razgraditi u metanogenoj fazi te ga je potrebno prethodno ukloniti. U
tehnologiji prerade drveta lignin se definira kao dio drvne mase netopljiv u razrijedenim
kiselinama i organskim otapalima. MozZe se kvalitativno dokazati reakcijom s otopinom anilin
hidroklorida pri ¢emu nastaje Zuto obojenje. Razgradni produkti lignina sluze u manjoj mjeri
za sintezu ionsko izmjenjivackih smola te kao komponente lakova i sintetskih smola, dok
procesom bazno — katalizirane depolimerizacije lignina moguce je proizvesti aditive za goriva

ali su takva istrazivanja joS u eksperimentalnoj fazi (Andrici¢, 2009.).

2.2.2. Celuloza

Celuloza je polisaharid koji se sastoji od niza glukoznih jedinica povezanih B 1, 4 —
glikozidnom vezom. Sastoji se od dugackih paralelnih lanaca povezanih vodikovim vezama,
posljedica kojih je kristali¢na struktura celuloze. Skupine celuloznih lanaca nazivaju se fibrili.
Kemijska otpornost celuloze uzrokovana njezinom fibrinalnom strukturom. Potpunom
hidrolizom celuloze nastaje D — glukoza, a taj proces je od velikog interesa u proizvodnji

bioetanola i sto¢ne hrane (Andrici¢, 2009.).

2.2.3. Hemiceluloza

Uz celulozu, u drvetu kao i u ostalim biljnim tkivima je prisutan veliki broj razlicitih
polisaharida koji se nazivaju polioze ili hemiceluloze, a nazivaju se jo$ i nisko molekularne
celuloze. SadrZaj hemiceluloza se krece izmedu 20 — 35 % od ukupne mase drva, a uglavhom
se nalaze u primarnim i sekundarnim stanicnim stjenkama, te se nalaze u izrazito malim

kolicinama i u srediSnjoj lameli stanica drva (Vidakovi¢, 2012.).

Danas je poznato da hemiceluloza pripada grupi heterogenih polisaharida koji se stvaraju
kroz biosintetske puteve razlicite nego kod celuloze. Drvne polioze se razlikuju od celuloze
po sastavu razli¢itih Secera i po granjanju lanaca molekula. Jedinice Secera koje tvore polioze
mogu se podijeliti na grupe kao Sto su pentoze, heksoze, heksouronske kiseline i

deoksiheksoze.
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2.3. Mikroorganizmi za razgradnju lignocelulozne biomase

Mikroorganizmi (gré. mikros — malen; organismos — organizam) su organizmi koji su
mikroskopski, naj¢esée premali da bi se vidjeli golim okom. Nevjerovatno su raznoliki i
uklju€uju gljive, bakterije i protiste, ali i neke mikroskopske biljke i Zivotinje kao $to su
plankton ili prazivotinje poput amebe (Pilas, 2009.). Osnovno svojstvo mikroorganizama je
mala veli¢ina njihovih stanica. Ona nije bila samo osnova za odvajanje mikroorganizama od
Zivotinja i biljaka, nego je imala i znacajne posljedice Sto se tice morfologije, aktivnosti,
prilagodljivosti, rasirenosti i metabolickih procesa koji se u mikroorganizmu odvijaju (Franjo,

2009.).

Sa stajaliSta bioloskih znanosti, klasifikacija je ureden poredak organizama sa slicnim
fizioloskim osobinama ili biokemijskim i genetickim znacajkama unutar pojedinih skupina.

Danas je prihvacena klasifikacija koja se temelji na sastavu tri domene.

Gljive su heterotrofni organizmi koji sadrze polisaharid hitin u stani¢noj stijenci. Gljive mogu
biti jednostani¢ni mikroorganizmi, npr. kvasci; viSestani¢ni mikroorganizmi, npr. plijesni i

makroskopske ili vise gljive.

Plijesni rastu kao stani¢ne tvorevine u obliku nitastih isprepletenih filamenata, hifa koje

tvore micelij.

Kvasci su jednostani¢ne gljive i razmnoZavaju se nespolno stvaranjem pupa, ili spolno
tvorbom spora. Njihove su stanice veée od bakterijskih i posjeduju vecinu eukariotskih

organela (Franjo, 2009.).

2.3.1. Aspergillus niger

Plijesni roda Aspergillus imaju sposobnost rasta u razli¢itim klimatskim uvjetima i ubrajaju se
u najvaznije plijesni koji uzrokuju kvarenje namirnica i stvaranje mikotoksina. Rast plijesni
ovisi o raznim cimbenicima, kao S$to su pH, aktivitet vode, koncentracija otopine,

temperatura i atmosferski uvjeti (Gracia i sur., 2011.).
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Spore plijesni Aspergillus su ¢esto sastavni dio zraka i putuju zracnim strujama, da bi se u
dodiru s c¢évrstom ili tekuéom podlogom pricvrstile te dolazi do razmnozavanja pri

odgovarajuéim uvjetima vlaznosti (Komar, 2012.).

Aspergillus niger je plijesan iz roda Aspergillus koja se upotrebljava u proizvodnji limunske
kiseline i enzima poput amilaza, proteaza i lipaza (May i Adams, 1997.), a moze se koristiti u
podrucju gospodarenja otpadom i u biotransformacijama. Nalazi se naj¢esée u mezofilnim

sredinama poput propadajuce vegetacije tla i biljaka (Schuster et al, 2002.).

A. niger proizvode kolonije koje se sastoje od bijelog ili Zutog osjetila koje je pokriveno
tamnim sporama. Metabolicki sustav sastoji se od citoplazme, mitohondrija i periksoma

(May i Adams, 1997.).

2.3.2. Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus je plijesan koja pripada rodu Aspergillus poznata po proizvodnji
mikotoksina okratoksina A. Aspergillus ochraceus moze obezbojiti razli¢ite ksenobioticke
boje. Biorazgradnja boja je dokazana njihovim obezbojenjem na hranjivoj podlozi (Mékela et
al. 2009).

A. ochraceus se u industriji primjenjuje za proizvodnju ksilanaze i B — ksilozidaze.

2.3.3. Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporium je gljiva bijelog truljenja koja je proucavana kao modelni
organizam u razjaSnjavanju metaboli¢kih puteva koji omogucuju razgradnju lignina. Ti isti
mehanizmi su uklju¢eni u mineralizaciju za okoli$ toksicnih fenolnih kemikalija. Zbog ovih
razloga P. chrysosporium se koristi u brojnim bioprocesima ¢ija je uloga zastita okolisa, kao
primjerice biorazgradnja teSko razgradivog lignina u poljoprivrednom otpadu s ciljem
njegove daljnje upotrebe za ishranu stoke ili za prozvodnju bioetanola (nastaje sirovina s
visokim udjelom fermentabilnih Secera), procesi izbjeljivanja u industriji papira i tkanine,
detoksikacija i dekolorizacija industrijskih otpadnih voda ili bioremedijacija odlagalista

opasnog otpada (Fraser, 2005.).
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2.3.4. Ceriporiopsis subvermispora

Ceriporiopsis subvermispora je gljiva bijelog truljenja koja pripada podrazdjelu Basidiomycota
koje selektivno razgraduju lignin rastuc¢i na drvetu. Dokazano je da C. subvermispora i u
ranim fazama raspada drveta znacajno depolimerizira lignin, iako je taj gubitak lignina jako

mali (Tanaka, 2009).

C. subvermispora tijekom biorazgradnje drveta proizvodi oksidativne enzime. Mangan ovisna
peroksidaza (MnP) je najzastupljeniji enzim, a zatim slijedi lakaza. Samo spojevi s niskom
molekularnom masom mogu difundirati kroz stani¢nu stjenku drveta tijekom ranih faza
razgradnje gljivama bijelog truljenja. Gljive koje razgraduju drvo proizvode razli¢ite spojeve
niske molekularne mase koje izlu¢uje micelij ili su nastali razgradnjom/biotransformacijom
nekih komponenti drveta. Primjeceno je da C. subvermispora izluCuje nekoliko
niskomolekularnih spojeva uklju¢ujuci oksalnu i glioksalnu kiselinu u izvanstani¢nu tekucinu

(Juri¢ T., 2012.).

2.3.5. Dichomitus squalens

Dichomitus squalens je gljiva bijelog truljenja koja se upotrebljava u procesima obezbojenja
bojila i pokazano je da je u tom pogledu ucinkovitija od najistrazivanije P. chrysosporium

(Chander i Aurora, 2007).

D. squalens proizvodi MnP i lakazu, ali ne i LiP (Babic¢ and Pavko, 2012.). Kod P.chrysosporium
je primjerice razgradnja lignina funkcija djelovanja sekundarnog metabolizma u uvjetima bez
prisustva izvora C ili N, medutim, D. squalens razgraduje lignin i proizvodi MnP u uvjetima
gdje u podlozi ima dovoljne koncentracije dusik, ali samo u prisutnosti Mn®" iona (Vijay

Bhasker Reddy et al., 2007).

D. squalens primjerice tijekom rasta na drvetu izluCuje oksalnu kiselinu i pokazano je da kad
se u mediju nalaze visoke koncentracije oksalne kiseline, D. squalens proizvodi oksalat —
dekarboksilazu. Opéenito, sinteza oksalne kiseline kod gljiva se dogada u mitohodrijima

tijekom TCA ciklusa ili u glikosomima tijekom glioksalatnog ciklusa (Makela et al. 2009).
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2.4. Procesi prerade lignocelulozne biomase

Proces proizvodnje visokovrijednih proizvoda, kao obnovljivih izvora energije, iz
poljoprivrednog otpada moZe se podijeliti na dva osnovna procesa: termokemijski i
biokemijski proces. Termokemijska tehnologija iskoriStavanja poljoprivrednog otpada
uglavnom se temelji na obradi otpada za dobivanje plinovitih, tekucih i krutih energenata,

dok za razliku od nje biotehnologija je bazirana na dobivanju tekudih goriva iz otpada (Tsai et

al., 2004.).
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2.4.1. Termokemijska tehnologija

Poljoprivredni otpad biljnog porijekla zbog svoje visoke energetske vrijednosti predstavlja
potencijalno vaznu sirovinu za proizvodnju visokoenergetskih proizvoda u obliku zapaljivih
plinova, katrana u obliku tekuéeg goriva, krutih goriva i elektricne energije koji se dobivaju
termokemijskim postupcima. Proces termokemijske pretvorbe biomase opcenito

podrazumijeva tri osnovne faze: izravno izgaranje, rasplinjavanje i pirolizu.

Izravno izgaranje je proces koji se temelji na oksidaciji ili direktnom sagorijevanju organske
tvari u prisutnosti dovoljne kolic¢ine kisika pri ¢emu se oslobada odredena koli¢ina topline.
Ovakav nacin obrade otpadnog materijala je od vrlo velikog znacaja, jer se ovom
tehnologijom dobije toplina i/ili elektri¢na energija koja moze recirkulirati u pogonu (Tsai et

al., 2004.).

Rasplinjavanje se provodi na vrlo visokim temperaturama (i do 1400°C) uz ogranicen dotok
kisika, Cime se povecava efikasnost proizvodnje elektricne energije u plinskoj turbini oko 35
% (moguce i do 45 %), u parnom kotlu na drva i oko 20 %. Glavni problem kod rasplinjavanja
su plinske turbine koje su vrlo osjetljive na necisto¢e u plinu (Cestice, para) pa je iz toga

razloga potrebno proci$¢avanje $to zahtijeva dodatne troskove (Sljivac i Simi¢, 2009.).

Proces pirolize utemeljen je na termickoj razgradnji organske tvari u otpadu bez prisutnosti
kisika, pri cemu dolazi do isparavanja hlapljivih sastojaka i proizvodnje tekuceg goriva (bio —
ulja). Ovaj proces je sloZzen proces zbog vrlo promjenjivih svojstava bio — ulja ovisno o
uvjetima i sirovini (Sljivac i Simi¢, 2009.). Produkti pirolize su uglavnom biogoriva i bioplinovi

(Tsai et al., 2004.).

2.4.2. Biokemijska tehnologija

Biokemijski procesi se temelje na bioloskoj aktivnosti, gdje se tekuéa ili kruta biomasa
pretvara u tekuéa goriva ili bioplin. Ovakvi procesi podijeljeni su na dva osnovna procesa:

anaerobnu digestiju i alkoholnu fermentaciju (Al Seadi et al. 2008.).
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Anaerobna digestija (AD) je biokemijski proces u kojem se kompleksni organski spojevi
razgraduju djelovanjem razli¢itih vrsta bakterija u anaerobnim uvjetima (bez prisustva
kisika). Anaerobna razgradnja prirodan je proces koji se svakodnevno dogada u prirodi npr. u
morskom sedimentu, u probavi prezivaca ili prilikom nastanka treseta (Al Seadi et al. 2008.).
Anaerobnom digestijom nastaju metan, ugljicni dioksid, neSto vodika i ostalih plinova u
tragovima, manja koli¢ina topline te kao konacni proizvod gnojivo s ve¢om koli¢cinom dusika.
Takvo gnojivo sadrzi duSik u mineraliziranom obliku (amonijak) koje biljke mogu brze
apsorbirati nego organski dusik Sto ga Cini posebno pogodnim za oplemenjivanje obradivih
povrsina. Anaerobna digestija se odvija samo u specificnim uvjetima medu kojima su pH
vrijednost od 6 do 7, temperatura od 25 do 37°C, te odredeno vrijeme zadrzavanja
mjedavine u digestatu (Sljivac i Simi¢, 2009.). Za proces anaerobne digestije koristi se
homogena mjesSavina dvaju ili vise razliita supstrata, kao na primjer gnojnica i organski

otpad iz prehrambene industrije (Al Seadi et al. 2008.).

Alkoholna fermentacija je metabolicki proces u kojem djelovanjem mikroorganizma bez
prisustva kisika dolazi do razgradnje ugljikohidrata, kao Sto su skrob ili Secer, u alkohol ili

kiseline (Tsai et al., 2004.).

2.5. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

Mikrobni procesi razgradnje organskih tvari mogu se odvijati submerzno, u tekucoj podlozi
(eng. Submerged fermentation, SmF) i na ¢vrstoj podlozi (eng. Solid state fermentation, SSF).
Glavna razlika izmedu SmF i SSF je u koli¢ini slobodne vode u supstratu (Mitchell i Berovic,

2006.).

Fermentacija na ¢vrstim nosac¢ima (SSF) zbog svojih prednosti u odnosu na SmF zauzima
vodedéu ulogu u tehnologiji za proizvodnju mikrobioloskih proizvoda poput goriva, hrane,

industrijskih kemikalija i farmaceutskih proizvoda.

Postoji nekoliko vaznih aspekata, koje bi trebalo uzeti u obzir pri razvoju bioloskih procesa

primjenom fermentacije na ¢vrstim nosacima. To uklju€uje pravilan odabir podloge, odabir
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radnog mikroorganizma, optimiranje procesnih parametara i odabir metode izolacije

proizvoda.

Mikrobni procesi u reaktorima sa ¢vrstim slojem su procesi koji se zapravo svakodnevno
dogadaju u nasem okoliSu, npr. na kruhu ili na trulom voc¢u. To su procesi heterogenih
interakcija mikroorganizma i vlaznog krutog supstrata pri ¢emu mikroorganizam moze rasti
izmedu dijelova supstrata, unutar matriksa supstrata ili na povrsini supstrata. Mikrobna
biomasa unutar matriksa supstrata ili na povrSini supstrata troSi supstrat i izlucuje
metabolite i enzime. Kako u krutoj tvari nema konvektivhog prijenosa tvari, potreban je

koncentracijski gradijent za opskrbu supstratom i izdvajanje produkta.

Mikroorganizmi koji se koriste u SSF proizvode enzime koji razgraduju polimere do manijih,
lakse probavljivih spojeva. Isto tako, ti mikroorganizmi koriste spojeve nastale razgradnjom
kao izvor C i N, pri ¢emu kao produkti metabolizma nastaju korisni produkti, primjerice

enzimi.

Vecina supstrata koji se upotrebljavaju u SSF su poljoprivrednog porijekla. Mogu se podijeliti

u tri glavne grupe, obzirom na izvor ugljika:
e Skrobni supstrati: pSenica, je¢am, kukuruz, riza...
e Celulozni ili lignocelulozni supstrati: klasovi kukuruza, psenice, jecma, drvo...

e Supstrati koji sadrzZe topljive Secere kao glavni izvor ugljika: komina grejpa, slatki sorgum,

Seéerna repa, otpad od ananasa (Mitchell i Berovic, 2006.)

Unato¢ brojnim prednostima, tijekom prosla dva desetljeca SSF je smatrana zaostalom
tehnologijom u odnosu na submerznu fermentaciju, ponajvise zbog inZenjerskih problema
povezanih s prijenosom tvari i topline kao posljedica heterogenosti sustava, te poteskocama

pri uvecanju mjerila (scale-up procesa) (Xiong, 2004).

Neminovno je da u SSF, jednako kao i u SmF, postoji koncentracijski gradijent unutar cestica
supstrata i biofilma mikroorganizma. Ovaj gradijent je potreban za transport supstrata i
produkata. Na brzinu reakcije u SSF utjece: difuzija supstrata, metabolita i enzima. Ono Sto
dodatno komplicira stvar je sloZenost fiziologije plijesni i njihova moguénost kretanja, te

¢injenica da su SSF $arZni procesi (Rahardjo i Y.S.P, 2005.).
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti mogucnost upotrebe razli¢itih mikroorganizama u
svrhu razgradnje razli¢itog lignoceluloznog otpada u uvjetima fermentacije na cvrstim
nosaima. U svrhu istrazivanja razgradnje repinih rezanaca, koriSteno je pet vrsta
mikroorganizama (Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Phanerochaete chrysosporium,
Ceriporiopsis subvermispora i Dichomitus squalens), dok su u svrhu istrazivanja razgradnje
razliitih piljevina drveta (piljevina bukve, hrasta i cera) koristene Aspergillus niger,

Aspergillus ochraceus i Phanerochaete chrysosporium.

Tijekom uzgoja mikroorganizama na razli¢itim supstratima, mjerene su koncentracija suhe
tvari, udio lignina, te ukupnog organskog ugljika (TOC), anorganskog ugljika (IC) i ukupnog
ugljika (TC).

3.2. MATERUALI | METODE
3.2.1. Supstrat

Kao supstrat koristeni su repini rezanci iz $ecerne industrije ,Sladorana Zupanja d. d.”
(Zupanja, Hrvatska), te piljevine drveta bukve, cera i kitnjaka iz ,Hrvatskih $uma“ (Hrvatske

Sume, Hrvatska).

3.2.2. Mikroorganizmi

Kao mikroorganizmi za fermentaciju uzoraka koriSteni su Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Phanerochaete chrysosporium, Ceriporiopsis subvermispora CBS 347.63 i
Dichomitus squalens CCBAS Reid 750. Kulture su uzgajane sedam dana na krumpirovom

agaru (PDA) (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italy) pri 27°C.
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3.2.3. Priprema hranjive podloge

Izvagano je 42 g krumpirovog agara (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italy) i dodano
je 1000 mL destilirane vode, zagrijano do vrenja i sterilizirano u autoklavu pri 121°C tijekom
15 minuta. Podloga je ohladena na temperaturu od 45°C do 50°C. Nakon hladenja podloga je
dobro promijesana te prelivena u prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice. Na podlogu su

potom nacijepljeni mikroorganizmi. Inkubacija je trajala sedam dana pri 27°C.

3.2.4. Uzgoj mikroorganizama u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima

Provedeni su slijedeci eksperimenti:

- Uzgoj A. ochraceus, A. niger, C. Subvermispora, D. squalens i P. chrysosporium u

laboratorijskim staklenkama koristeéi repine rezance kao supstrat

- Uzgoj A. ochraceus , A. niger i P. chrysosporium u laboratorijskim staklenkama

koristedi piljevine drveta kao supstrat

Provedba eksperimenta u laboratorijskim staklenkama

Izvagano je 50 g uzorka supstrata, te dodano 32 mL destilirane vode. Tako pripremljene
kompleksne hranjive podloge za uzgoj mikroorganizama sterilizirane su u autoklavu (TIP
7510945, Sutjeska, Beograd), te je dodano pet micelijskih diskova (pomocu sterilnog busaca
¢epova @ 6 mm, sterilnom Spatulom su diskovi prebaceni u laboratorijsku staklenku) kulture
plijesni uzgojene na PDA agaru, te protresen. Poklopac svake staklenke je zamijenjen s listom
papirnatog rucnika kako bi bili osigurani aerobni uvjeti. Oznacene laboratorijske staklenke s
uzorcima stavljene su na inkubaciju u tresilicu koja je podeSena na strujanje zraka
temperature 25°C bez opcije treSenja. Staklenke s uzorcima protresane su ru¢no jednom
dnevno kroz pet minuta. Inkubacija je trajala 10, 20, 30 i 45 dana za uzorke repinih rezanaca,

te 10 45 dana za uzorke piljevina.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 2 Biorazgradnja lignoceluloznih supstrata

3.2.5. Ekstrakcija akcesornih tvari

Za mijerenje udjela lignina koristeni su ekstrahirani uzorci. Za postupak ekstrakcije je
koristeno tri grama prethodno usitnjenog i homogeniziranog uzorka. Uzorak je odvagan u
ekstrakcijske tuljke i stavljen u ekstrakcijsku jedinicu. Kao otapalo koristena je smjesa otapala
etanol : benzen = 50 : 50. Dodano je 50 mL otapala u prethodno osusene i izvagane
ekstrakcijske posude koje su potom stavljene u ekstrakcijsku jedinicu na plocu za
zagrijavanje. Ekstrakcija je provedena u dvije faze (,boiling” i ,rinsing”) u ukupnom trajanju
od 45 minuta na uredaju SOXTEC SYSTEM 1040 Extraction Unit (Foss Tecator). Nakon
zavrSetka ekstrakcije, ekstrakcijske posude s akcesornim tvarima su osusene pri 80°C do

konstantne mase.

3.2.6. Odredivanje udjela suhe tvari

Prije odredivanja udjela TC - a, IC —a i TOC — a izmjeren je udio suhe tvari uzorka. KoriStena
je brza metoda pomodu halogenog vlagomjera (Mettler Toledo HR83, 2011.) (Slika 3). Nakon
Sto je odabran nacin i temperatura susenja, otvoren je pretinac za stavljanje uzorka i u njega
je stavljen aluminijski nosaé. Nakon toga, Zli¢icom je ravnomjerno raspodjeljen uzorak na
nosacu te je uredaj zapoceo proces susenja. Na pisacu koji je u sklopu vlagomjera ispisana je
pocetna masa vlaznoga zraka, temperatura svakog stupnja susenja, gubitak vlage te konacna

masa suhog uzorka i udio vlage u po¢etnom uzorku.

18



3. Eksperimentalni dio

Slika 3 Halogeni vlagomjer (Mettler Toledo HR83

3.2.7. Odredivanje udjela organskog ugljika (TC)

Uzorak za odredivanje TC — a je osusen i usitnjen. Tako pripremljen uzorak odvagan je na
analitickoj vagi (XP 205,Mettler Toledou) keramickoj ladici (maksimalno jedan gram uzorka)
te je spreman za analizu. Svaki uzorak analiziran je u tri paralelne probe. Prije analize, uzorak
u ladici prekriven je tankim slojem keramicke vune. Na racunalu, u programskom paketu je
odabrana kalibracijska krivulja pomoéu koje je odredena vrijednost TC — a. Nakon toga,
ladica je stavljena u komoru na TOC analizatoru (SSM-5000A Shimadzu) za odredivanje
ukupnog ugljika. Ladica je zatim polugom gurnuta u komoru na 900°C, te je ocitana

vrijednost ukupnog ugljika u uzorku.

3.2.8. Odredivanje udjela anorganskog ugljika (IC)

Uzorak za odredivanje IC — a je osuSen i usitnjen. Tako pripremljen uzorak odvagan je na
analitickoj vagi (XP 205,Mettler Toledo), u keramickoj ladici (maksimalno jedan gram
uzorka). Svaki uzorak analiziran je u tri paralelne probe. Pripemljeni uzorak u ladici stavljen je
u komoru TOC analizatoru za odredivanje anorganskog ugljika. Neposredno prije guranja
ladice u komoru na 200°C pumpicom je dodano otprilike 0,4 — 0,5 mL 25 % - tne H3PO,.
Nakon toga, ladica je gurnuta u komoru. Vrijednost udjela anorganskog ugljika ocitana je iz

kalibracijske krivulje.
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3. Eksperimentalni dio

3.2.9. Odredivanje udjela ukupnog organskog ugljika (TOC)

Metoda mjerenja TOC — a temelji se na oksidaciji organskih tvari do ugljikovog dioksida i
vode. Ugljikov dioksid je kvantitativno odreden metodom nerasprSujuée infracrvene
detekcije pri cemu je najprije odreden ukupni ugljik (TC), tj. ukupna koli¢ina ugljika u uzorku,
a potom anorganski ugljik (IC), tj. kolicina anorganskog ugljika u uzorku. Koli¢ina ukupnog
organskog ugljika (TOC) jednaka je razlici vrijednosti ukupne koli¢ine ugljika i anorganskog

ugljika u uzorku.
Udio TOC — a je odreden prema formuli:
TOC (%) =TC —IC,

gdje je TOC (%) — udio ukupnog organskog ugljika u uzorku, TC (%) — udio ukupnog ugljika u

uzorku, IC (%) — udio anorganskog ugljika u uzorku.

Slika 4 Shimadzu TOC analizator SSM-5000A (Shimadzu, 2011.)

3.2.10. Odredivanje udjela lignina

Prije odredivanja udjela lignina u uzorcima odreden udio je suhe tvari na nacin da je

izvagano 2 + 0,0001 g uzorka i osusen pri 105°C do konstantne mase.

Izvagano je 100 * 0,1 mg uzorka u Eppendorf tubicu, te je izraCunata masa suhe tvari na

izvaganu koli¢inu uzorka. U prethodno izvagani uzorak dodano je jedan mililitar 72 % H,SO,,
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3. Eksperimentalni dio

te je sadrzaj izmijesan na vrtloZznoj mijesalici (Vortex) do otapanja uzorka. Ovako pripremljen
uzorak u tubici stavljen je u vodenu kupelj na termostatiranje pri 30°C kroz jedan sat. Uzorak
u vodenoj kupelji povremeno je izmijeSan na Vortex — u. Nakon termostatiranja, uzorak je
prebacen u ¢adu volumena 50 mL i dodano je 28 mL vode. Casa s uzorkom pokrivena je
aluminijskom folijom te stavljena na sterilizaciju u autoklav na 121°C kroz jedan sat. Uzorci
izvadeni iz autoklava ohladeni su na temperaturu 80°C. Udio netopljivog lignina (AIR)
odreden je na nacin da se vruci uzorak profiltrirao koriste¢i prethodno izvagane staklene
sinter lonci¢e odgovaraju¢e poroznosti. Filtrat je zatim prebaden u epruvetu s ¢epom i
sacuvan za odredivanje udjela lignina topljivog u kiselini. Uzorak zaostao na staklenim sinter
lon¢i¢éima ispran je vruéom vodom do neutralne reakcije (provjera pomodéu pH -
indikatorskog papira). Stakleni sinter lonci¢ s uzorkom zatim je osusen u susioniku na 105°C
do konstantne mase, ohladen u eksikatoru i potom izvagan. Udio lignina topljivog u kiselini
odreden je spektrofotometrijski na spektrofotometru (Shimadzu, Kyoto, Japan) mjerenjem

apsorbancije prethodno sacuvanog filtrata pri 205 nm.

Udio lignina koji nije topiv u kiselini je odreden prema formuli:

AIR =-1000 [mg/g],

gdje je m — masa suhe tvari [mg], M — masa uzorka prije kiselinske hidrolize [g]

Udio lignina topivog u kiselini je odreden prema formuli:

A-DV

ASL ==
ab-M

-1000 [mg/g],

gdje je A — absorbancija, D — faktor razrjedenja, V — volumen filtrata (V= 0,029 L), a —
ekstinkcijski koeficijent (a= 110 g/Lcm), b — promijer kivete (b=1 cm), M — masa uzorka prije

kiselinske hidrolize.

Udio ukupnog lignina je odreden prema formuli:

UKUPNI LIGNIN = AIR + ASL
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4.REZULTATI | RASPRAVA



4.Rezultati i rasprava

4.1.Razgradnja repinih rezanaca

Uzgoj mikroorganizama na repinim rezancima proveden je u uvjetima fermentacije na
¢vrstim nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove obrade prikazani su u

tablicama i dijagramima.

4.1.1. Razgradnja repinih rezanaca pomocu plijesni

Uzgoj plijesni A. niger i A. occhraceus na repinim rezancima proveden je u uvjetima
fermentacije na cvrstim nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove

obrade prikazani su u tablicama i dijagramima.

Uzorci repinih rezanaca prije odredivanja udjela suhe tvari ekstrahirani su metodom
opisanom u Poglavlju 3.2.5. Vrijednosti udjela suhe tvari iskazani su kao srednja vrijednost

odredivanja + standardna devijacija, a rezultati su iskazani u Tablici 3.
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4.Rezultati i rasprava

Tablica 3 Udio suhe tvari u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s Aspergillus

niger i Aspergillus ochraceus

Mikroorganizam Uzorak Udio suhe tvari (%)
Repini rezanci (pocetni uzorak) 89,05 + 0,0003
Repini rezanci (slijepa proba 10. dan) 90,24 + 0,0011
Repini rezanci (slijepa proba 20. dan) 90,81 + 0,0003
Aspergillus niger Repini rezanci (slijepa proba 30. dan) 91,24 + 0,0002
Repini rezanci (fermentacija 10. dan) 92,98 + 0,0004
Repini rezanci (fermentacija 20. dan) 93,08 + 0,0001
Repini rezanci (fermentacija 30. dan) 93,50 + 0,0003
Repini rezanci (pocetni uzorak) 89,05 + 0,0004
Repini rezanci (slijepa proba 10. dan) 90,24 + 0,0023
Repini rezanci (slijepa proba 20. dan) 90,81 + 0,0007
Aspergillus ochraceus Repini rezanci (slijepa proba 30. dan) 91,24 + 0,0001
Repini rezanci (fermentacija s 10. dan) 89,94 + 0,0012
Repini rezanci (fermentacija s 20. dan) 92,18 + 0,0006
Repini rezanci (fermentacija s 30. dan) 92,34 + 0,0005

Udio lignina odraden je u prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.10. u pocetnom uzorku
repinih rezanaca te nakon 45. dana fermentacije s plijesni A. niger i A. ochraceus. Rezultati
eksperimentalnog odredivanja su iskazani u Tablici 4 kao srednja vrijednost odredivanja +

standardna devijacija.
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4.Rezultati i rasprava

Tablica 4 Udio topivog i netopivog lignina u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon

fermentacije s Aspergillus niger i Aspergillus ochraceus

Udio topivog Udio netopivog
Mikroorganizam Uzorak
lignina (%) lignina (%)

Repini rezanci (pocetni uzorak) 0,1848 £ 0,0084 | 1,4437 +0,1604

Aspergillus niger
Repini rezanci (fermentacija 45. dan) | 0,1530 + 0,0004 | 11,8225 + 0,1000

Repini rezanci (pocetni uzorak) 0,1848 + 0,0084 | 1,4437 +0,1604

Aspergillus ochraceus
Repini rezanci (fermentacija 45. dan) | 0,1345 + 0,0006 | 4,9225 + 0,0009

Iz dobivenih rezultata mozZe se vidjeti da je ukupan udio lignina u repinim rezancima 1,62 %
Sto odgovara literarnim podatcima. Medutim, nakon procesa fermentacije udio lignina koji
nije topiv u kiselini znacajno je porastao, a uzrok tome je Cinjenica da spore plijesni
adsorbiraju na repine rezance i prilikom filtriranja uzorka na gucevima u postupku mjerenja
udjela lignina doslo je do zacepljenja pora guceva sa sporama mikroorganizma. Ovi rezultati
su sukladni vizualnim opaZanjima, odnosno porast micelija A. ochraceus na repinim

rezancima je bio manji u odnosu na rast micelija A. niger.

Iz dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da ova metoda nije prikladna za odredivanje udjela
lignina kod supstrata koji imaju niski udio lignina a obradivani su bioloSkom metodom

pomocu plijesni u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima.

Konverzija topivog lignina je 17,21 % za uzorke fermentirane s plijesni A. niger, dok za uzorke

fermentirane s A. ochraceus 5 %.

Slika 5a graficki prikazuje udjele TC — a, IC — a i TOC — a u uzorku repinih rezanaca prije i
nakon fermentacije s radnim mikrorganizmom Aspergillus niger, a Slika 5b udjele TC —a, IC -
a i TOC — a u uzorku repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s radnim mikrorganizmom

Aspergillus ochraceus
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Slika 5a Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s
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Slika 5b Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s

Aspergillus ochraceus
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4.Rezultati i rasprava

Udio organskog ugljika u repinim rezancima je bio 46,94 %, udio ukupnog organskog 46,92
%, a udio anorganskog 0,0158 %.

U eksperimentima uzgoja A. ochraceus na repinim rezancima postignuta je konverzija TOC-a
od 4,04 %, Sto je manje u odnosu na pokus s A. niger kada je konverzija TOC — a bila 9,72 %.
Obzirom na porast biomase tijekom procesa fermentacije i njezinu nemoguénost odvajanja
sa supstrata, za pretpostaviti je da na udio organskog ugljika utjece i nastanak biomase, te da
bi stvarna konverzija bila jo$ veca. Sukladno tome, udio anorganskog ugljika tijekom

fermentacije je porastao.

4.1.2. Razgradnja repinih rezanaca pomocu gljiva bijelog truljenja

Uzgoj gljiva bijelog truljenja C. subvermispora, D. squalens i P. chrysosporium na repinim
rezancima proveden je u uvjetima fermentacije na cvrstim nosacima. Eksperimentalno

dobiveni podaci i rezultati njihove obrade prikazani su u tablicama i dijagramima.

Uzorcima repinih rezanaca za Ciju je razgradnju koriSten mikroorganizam Ceriporiopsis
subvermispora odreden je udio suhe tvari metodom opisanom u Poglavlju 3.2.6. Vrijednosti
udjela suhe tvari iskazani su kao srednja vrijednost odredivanja + standardna devijacija, a

rezultati su iskazani u Tablici 5.
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4.Rezultati i rasprava

Tablica 5 Udio suhe tvari u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s gljivama

bijelog truljenja C. Subvermispora, D. squalens i P. chrysosporium

Mikroorganizam

Ceriporiopsis subvermispora

Uzorak Udio suhe tvari (%)
Repini rezanci (pocetni uzorak) 89,05 + 0,0004
Repini rezanci (slijepa proba 10. dan) 90,24 + 0,0023
Repini rezanci (slijepa proba 20. dan) 90,81 + 0,0007

Repini rezanci (slijepa proba 30. dan)

91,24 + 0,0001

Repini rezanci (fermentacija 10. dan)

91,58 + 0,0005

Dichomitus squalens

Repini rezanci (fermentacija 20. dan) 90,91 + 0,0010

Repini rezanci (pocetni uzorak) 89,05 + 0,0004
Repini rezanci (slijepa proba 10. dan) 90,24 + 0,0023
Repini rezanci (slijepa proba 20. dan) 90,81 + 0,0007

Repini rezanci (slijepa proba 30. dan)

91,24 £ 0,0001

Repini rezanci (fermentacija 10. dan)

91,52 £ 0,0009

Phanerochaete chrysosporium

Repini rezanci (fermentacija 20. dan) 91,44+ 0,0008

Repini rezanci (pocetni uzorak) 89,05 + 0,0004
Repini rezanci (slijepa proba 10. dan) 90,24 + 0,0023
Repini rezanci (slijepa proba 20. dan) 90,81 + 0,0007

Repini rezanci (slijepa proba 30. dan)

91,24 £ 0,0001

Repini rezanci (fermentacija s 10. dan)

91,72 £ 0,0005

Repini rezanci (fermentacija s 20. dan)

92,11 £ 0,0008

Repini rezanci (fermentacija s 30. dan)

92,32 £0,0011
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Udio lignina odraden je u prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.10. u poc¢etnom uzorku
repinih rezanaca te nakon 45. dana fermentacije s P. chrysosporium. Rezultati
eksperimentalnog odredivanja su iskazani u Tablici 6 kao srednja vrijednost odredivanja

standardna devijacija.

Tablica 6 Udio topivog i netopivog lignina u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon

fermentacije s Phanerochaete chrysosporium

Udio topivog Udio netopivog
Uzorak
lignina (%) lignina (%)
Repini rezanci (pocetni uzorak) 0,1848 + 0,0084 1,4437 + 0,1604

Repini rezanci (fermentacija 45. dan) 0,0320 + 0,0001 1,0157 + 0,0535

Za razliku od pokusa u kojima u svrhu razgradnje repinih rezanaca koriStene plijesni iz roda
Aspergillus, kod pokusa u kojima je koristena gljiva bijelog truljenja P. chrysosporium uocen
je sporiji rast micelija, a vizualno opaZanje samog supstrata moze se opisati kao izbjeljivanje
(smanjenje intenziteta boje supstrata) uzrokovano razgradnjom lignina i porastom micelija

koji je izrazito bijele boje.

Prema razultatima udjela lignina prije i nakon 45 dana fermentacije moZe se izraunati
konverzija od 29,65 % (netopivi lignin) i 82,68 % (topivi lignin). Obzirom da je i u ovom
slu€aju doslo do zacepljenja pora na gucevima tijekom postupka odredivanja udjela lignina
uslijed nemoguénosti odvajanja spora i micelija gljive, moZe se pretpostaviti da je konverzija
lignina u ovom slucaju i puno veca, sto je u skladu s literarnim podatcima koji govore da P.

chrysosporium moze razgraditi lignin.

Graficki prikaz udjela TC — a, IC — a i TOC — a u uzorku repinih rezanaca prije i nakon
fermentacije s C. subvermispora prikazuje Slika 6a, s D. squalens Slika 6b, a s P.

chrysosporium Slika 6c.
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Slika 6b Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s

Dichomitus squalens
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Slika 6¢c Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima repinih rezanaca prije i nakon fermentacije s

Phanerochaete chrysosporium

Udio organskog ugljika u pocetnom uzorku repinih rezanaca je iznosio 46,94 %, udio

ukupnog organskog 46,92 %, a udio anorganskog 0,0158 %.

Tijekom procesa fermentacije udio organskog ugljika se smanjuje i njegova konverzija iznosi
1,38 % u uzorcima fermentiranim s C. subvermispora, 4,75 % s D. squalens i 6,67 % s P.
chrysosporium. Sukladno tome, udio anorganskog ugljika tijekom fermentacije je porastao
na 0,0247 % u uzorcima fermentiranim s C. subvermispora, 0,0215% s D. squalens i 0,0278 %

s P. chrysosporium.

Obzirom na porast biomase tijekom procesa fermentacije i njezinu nemoguénost odvajanja
sa supstrata, za pretpostaviti je da na udio organskog ugljika utjece i nastanak biomase, te da

bi stvarna konverzija bila jo$ veca.

31



4.Rezultati i rasprava

4.2. Razgradnja piljevine drveta bukve

Uzgoj mikroorganizama na uzorcima bukve proveden je u uvjetima fermentacije na ¢vrstim
nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove obrade prikazani su u

tablicama i dijagramima.

4.2.1. Razgradnja piljevine bukve pomocu plijesni

Uzgoj plijesni A. niger i A. occhraceus na piljevini drveta bukve proveden je u uvjetima
fermentacije na cvrstim nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove

obrade prikazani su u tablicama i dijagramima.

Uzorci piljevine bukve prije odredivanja udjela suhe tvari ekstrahirani su metodom opisanom
u Poglavlju 3.2.5. Vrijednosti udjela suhe tvari iskazani su kao srednja vrijednost odredivanja

+ standardna devijacija, a rezultati su iskazani u Tablici 7.

Tablica 7 Udio suhe tvari u uzorcima piljevine drveta bukve prije i nakon fermentacije s

Aspergillus niger i Aspergillus ochraceus

Mikroorganizam Uzorak Udio suhe tvari (%)
Piljevina bukve (pocetni uzorak) 90,96 + 0,0012
Piljevina bukve (slijepa proba 45. dan) 91,52 + 0,0003

Aspergillus niger

Piljevina bukve (fermentacija 10. dan) 91,61 + 0,0007
Piljevina bukve (fermentacija 45. dan) 91,66 + 0,0002
Piljevina bukve (pocetni uzorak) 90,96 + 0,0012
Aspergillus Piljevina bukve (slijepa proba 45. dan) 91,52 + 0,0003
ochraceus Piljevina bukve (fermentacija 10. dan) 91,44 + 0,0001
Piljevina bukve (fermentacija 45. dan) 91,30 + 0,0002
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4.Rezultati i rasprava

Udio lignina odraden je u prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.10. u poc¢etnom uzorku
piljevine bukve te nakon 45. dana fermentacije s plijesni A. niger i A. ochraceus. Rezultati
eksperimentalnog odredivanja su iskazani u Tablici 8 kao srednja vrijednost odredivanja +

standardna devijacija.

Tablica 8 Udio netopivog lignina u uzorcima piljevine bukve prije i nakon fermentacije s

Aspergillus niger

Udio netopivog lignina
Mikroorganizam Uzorak
(%)
Piljevina bukve (pocetni uzorak) 22,17
Aspergillus niger
Piljevina bukve (fermentacija 45. dan) 20,35

Prema rezultatima koje prikazuje Tablica 8 moze se vidjeti da je udio netopivog lighina u
piljevini bukve 22,17 % Sto odgovara literaturnim podatcima. Nakon procesa fermentacije
udio lignina koji nije topiv u kiselini smanjio se na 20,35 % te njegova konverzija iznosi 8,21

%.

Obzirom da je u prethodnom pokusu razgradnje repinih rezanaca pomocu plijesni roda
Aspergillus pokazano da gravimetrijska metoda odredivanja udjela lignina nije pouzdana za
mjerenje udjela lignina u materijalima s niskim udjelom lignina koji su obradivani pomocu
plijesni, udio lignina u pokusu obrade piljevine bukve s A. ochraceus nije izmjeren. Vizualni
izgled supstrata tijekom i nakon uzgoja s A. ochraceus ocitovao s se rastom bijelog micelija

plijesni adsorbiranog na supstrat.

Udio TOC —a, TC —a te IC — a u uzorcima piljevina bukve odraden je na po¢etnom uzorku te u
uzorcima nakon procesa fermentacije s plijesni A. niger i A. ochraceus. Rezultati
eksperimentalnog odredivanja graficki su prikazani na Slici 7a za uzorke fermentirane

pomodu A. niger te Slici 7b za uzorke frementirane s A. ochraceus.
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Slika 7a Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima piljevine drveta bukve prije i nakon

fermentacije s Aspergillus niger

Udio TC — a u uzorcima piljevine bukve iznosio je 51,61 %, udio TOC —a 51,58 %, a udio IC —
a 0,0313 %. Udio organskog ugljika tijekom procesa fermentacije se smanjuje i njegova

konverzija iznosi 1,53 %.
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4.Rezultati i rasprava

Iz rezultata prikazanim na Slici 7b je vidljivo da udio TOC — a iznosi 51,57 %, TC—a 51,61 %, a
IC — a 0,0313 % u pocetnim uzorcima piljevine bukve. Tijekom procesa fermentacije,
odnosno nakon 45. dana fermentacije s plijesni A. ochraceus udio TOC —a se povecao na
51,94 %, a suprotno promjeni udjela TOC — a, udio IC — a se smanjio nakon fermentacije na
0,0236 %.

Obzirom na porast biomase tijekom procesa fermentacije i njezinu nemoguénost odvajanja
sa supstrata, za pretpostaviti je da na udio organskog ugljika utjece i nastanak biomase, te da

bi stvarna konverzija bila jos veca.

4.2.2. Razgradnja piljevine bukve pomocu gljive bijelog truljenja

Tablica 9 prikazuje vrijednosti udjela suhe tvari iskazane kao srednja vrijednost odredivanja +
standardna devijacija izmjerene u uzorcima piljevine drveta bukve prije i nakon fermentacije

s gliivom bijelog truljenja P. chrysosporium.

Tablica 9 Udio suhe tvari u uzorcima piljevine drveta bukve prije i nakon fermentacije s

Phanerochaete chrysosporium

Uzorak Udio suhe tvari (%)
Piljevina bukve (pocetni uzorak) 90,96 + 0,0005
Piljevina bukve (slijepa proba 45. dan) 91,52 + 0,0001
Piljevina bukve (fermentacija s 10. dan) 91,36 + 0,0003
Piljevina bukve (fermentacija s 45. dan) 91,83 + 0,0006

Tablica 10 Udio netopivog lignina u uzorcima piljevine bukve prije i nakon fermentacije s

Phanerochaete chrysosporium

Uzorak Udio netopivog lignina (%)
Piljevina bukve (pocetni uzorak) 22.17
Piljevina bukve (fermentacija 45. dan) 19.52
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4.Rezultati i rasprava

Bududéi da je gljiva bijelog truljenja P. chrysosporium u pokusima sa razgradnjom repinih
rezanaca pokazala se kao dobar mikroorganizam za razgradnju supstrata s malim udjelom
lignina, primjenjena je u analizi razgradnje piljevine bukve. Uocen je sporiji rast micelija, a
vizualno opaZzanje samog supstrata moze se opisati kao izbjeljivanje materijala uzrokovano
adsorpcijom bijelog micelija. Prema razultatima udjela lignina prije i nakon 45 dana

fermentacije moze se izra¢unati konverzija netopivog lignina od 11,95 % (Tablica 10).

Udio TOC —a, TC —a te IC — a u uzorcima piljevina bukve odraden je na po¢etnom uzorku te u
uzorcima nakon procesa fermentacije s gljivom bijelog truljenja P. chrysosporium. Rezultati

eksperimentalnog odredivanja graficki su prikazani na Slici 8.

56 - 54 0,035
- x TOC %
54 - A IC%
521 — R . ® TC%
52 4 L 0,030
50 4
] x
50 -
S = S
O 48 Q 48 - - 0,025 ¢
=2 le) @)
= =
46 -
46 -
44 - 0,020
44 -
42 -
40 - 42 T T T T T 0,015
0 10 20 30 40 50

Fermentacija / dani

Slika 8 Udio TC—a, IC—a i TOC —a u uzorcima piljevine drveta bukve prije i nakon

fermentacije s Phanerochaete chrysosporium

U eksperimentima uzgoja P. chrysosporium na piljevini drveta bukve postignuta je konverzija

TOC-a od 3,41 %, dok je konverzija za TC iznosila 3,42 %. Vrijednost IC — a povecala se

tijekom procesa fermentacije sa 0,0313 % na 0,0289 %.
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4.Rezultati i rasprava

4.3. Razgradnja piljevine drveta cera

Uzgoj mikroorganizama na uzorcima cera u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima.
Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove obrade prikazani su u tablicama i

dijagramima.

4.3.1. Razgradnja piljevine cera pomocu plijesni

Uzgoj plijesni A. niger i A. occhraceus na piljevini drveta cera proveden je u uvjetima
fermentacije na cvrstim nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove

obrade prikazani su u tablicama i dijagramima.

Uzorci piljevine cera prije odredivanja udjela suhe tvari ekstrahirani su metodom opisanom u
Poglavlju 3.2.5. Vrijednosti udjela suhe tvari iskazani su kao srednja vrijednost odredivanja

standardna devijacija, a rezultati su iskazani u Tablici 11.

Tablica 11 Udio suhe tvari u uzorcima piljevine drveta cera prije i nakon fermentacije s A.

niger i A. ochraceus

Mikroorganizam Uzorak Udio suhe tvari (%)
Piljevina cera (pocetni uzorak) 92,09 + 0,0004
Piljevina cera (slijepa proba 45. dan) 91,83 + 0,0007
Aspergillus niger
Piljevina cera (fermentacija 10. dan) 91,94 + 0,0002
Piljevina cera (fermentacija 45. dan) 91,67 £ 0,0012
Piljevina cera (pocetni uzorak) 92,09 + 0,0004
Piljevina cera (slijepa proba 45. dan) 91,83 + 0,0007
Aspergillus ochraceus
Piljevina cera (fermentacija 10. dan) 91,65 + 0,0001
Piljevina cera (fermentacija 45. dan) 91,48 + 0,0003
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4.Rezultati i rasprava

Iz dobivenih rezultata (Tablica 12) moze se vidjeti da udio netopivog lignina u piljevini cera
iznosi 25,34 %. Medutim, nakon procesa fermentacije s mikroorganizmom A. niger udio
lignina koji nije topiv u kiselini je porastao, Sto je opet posljedica rasta plijesni. No, ako se ovi
rezultati usporede s pokusima u kojima su koristene gljive bijelog truljenja, moze se zakljuditi
da plijesni ne mogu razgraditi lignin, za razliku od gljiva, Sto je pokazano u prethodnom
pokusu razgradnje bukve. Zbog svega navedenog eksperiment s A. ochraceus u svrhu

razgradnje lignina iz cera nije proveden.

Tablica 12 Udio netopivog lignina u uzorcima piljevine cera prije i nakon fermentacije s

Aspergillus niger

Udio netopivog
Uzorak
lignina (%)
Piljevina cera (pocetni uzorak) 25,34
Piljevina cera (fermentacija 45. dan) 27,25

Udio TOC —a, TC —a te IC — a u uzorcima piljevina bukve odraden je na po¢etnom uzorku te u
uzorcima nakon procesa fermentacije s plijesni A. niger i A. ochraceus. Rezultati
eksperimentalnog odredivanja graficki su prikazani na Slici 9a za uzorke fermentirane

pomocu A. niger te Slici 9b za uzorke frementirane s A. ochraceus.
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Slika 9a Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima piljevine drveta cera prije i nakon

fermentacije s Aspergillus niger
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Slika 9b Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima piljevine drveta cera prije i nakon

fermentacije s Aspergillus ochraceus
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4.Rezultati i rasprava

Udio organskog ugljika u pocetnom uzorku piljevine drveta cera je bio 53,13 %, udio

ukupnog organskog 53,11 %, a udio anorganskog 0,0263 %.

Na Slici 9a graficki su prikazani eksperimentalni podaci dobiveni tijekom procesa
fermentacije s plijesni A. niger iz kojih se vidi da se udio ukupnog organskog ugljika tijekom

procesa fermentacije smanjuje i njegova konverzija iznosi 3,52 %.

Prema rezultatima grafickog prikaza sa Slike 9b vidljivo je da konverzija za TOC nakon
fermentacije s A. ochraceus iznosi 3,61 %, za TC 3,59 %, a promjena udjela IC — a se ocitovala

porastom sa 0,0263 % na 0,0270 %.

4.3.2. Razgradnja piljevine cera pomocu gljive bijelog truljenja

Uzorci piljevine cera prije odredivanja udjela suhe tvari ekstrahirani su metodom opisanom u
Poglavlju 3.2.5. Vrijednosti udjela suhe tvari iskazani su kao srednja vrijednost odredivanja *

standardna devijacija, a rezultati su iskazani u Tablici 13.

Tablica 13 Udio suhe tvari u uzorcima piljevine drveta cera prije i nakon fermentacije s

Phanerochaete chrysosporium

Uzorak Udio suhe tvari (%)
Piljevina cera (pocetni uzorak) 92,09 + 0,0004
Piljevina cera (slijepa proba 45. dan) 91,83 + 0,0007
Piljevina cera (fermentacija s 10. dan) 91,84 + 0,0001
Piljevina cera (fermentacija s 45. dan) 91,76 + 0,0004

Udio lignina koji nije topiv u kiselini odraden je u prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.10.
u pocetnom uzorku piljevine cera te nakon 45. dana fermentacije s P. chrysosporium.
Rezultati eksperimentalnog odredivanja su iskazani u Tablici 14 kao srednja vrijednost

odredivanja + standardna devijacija.
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4.Rezultati i rasprava

Tablica 14 Udio netopivog lignina u uzorcima piljevine cera prije i nakon fermentacije s

Phanerochaete chrysosporium

Uzorak Udio netopivog lignina (%)
Piljevina cera (pocetni uzorak) 25.23
Piljevina cera (fermentacija 45. dan) 25.95

Iz rezultata koje prikazuje Tablica 14 vidljivo je da se udio netopivog lignina povecéao sa 25,23
% u pocetnom uzorku na 25,95 % u uzorku nakon fermentacije sa gljivom bijelog truljenja P.
chrysosporium. Porast udjela netopivog lignina nakon procesa fermentacije uvjetovan je

vezanjem spora za supstrat i nemogucénoscéu separacije spora od supstrata.
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U eksperimentima uzgoja P. chrysosporium na piljevinama drveta cera (Slika 10) postignuta

je konverzija TOC — a od 4,97 %, dok je konverzija za TC iznosila 4,96 %. Vrijednost IC — a

povecala se tijekom procesa fermentacije sa 0,0263 % na 0,0296 %.
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4.Rezultati i rasprava

4.4. Razgradnja piljevine drveta hrasta kitnjaka

Uzgoj mikroorganizama na uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka u uvjetima fermentacije
na ¢vrstim nosacima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati njihove obrade prikazani su

u tablicama i dijagramima.

4.4.1. Razgradnja piljevine hrasta kitnjaka pomocu plijesni

Uzgoj plijesni A. niger i A. occhraceus na piljevini drveta hrasta kitnjaka proveden je u
uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima. Eksperimentalno dobiveni podaci i rezultati

njihove obrade prikazani su u tablicama i dijagramima.

Uzorci piljevine hrasta kitnjaka prije odredivanja udjela suhe tvari ekstrahirani su metodom
opisanom u Poglavlju 3.2.5. Vrijednosti udjela suhe tvari iskazani su kao srednja vrijednost

odredivanja + standardna devijacija.

Tablica 15 prikazuje vrijednosti udjela suhe tvari iskazane kao srednja vrijednost odredivanja
+ standardna devijacija izmjerene u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s plijesni A. niger i A. ochraceus.

Tablica 15 Udio suhe tvari u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s A. niger i A. ochraceus

Mikroorganizam Uzorak Udio suhe tvari (%)
Piljevina kitnjaka (pocetni uzorak) 91,69 + 0,0008
Piljevina kitnjaka (slijepa proba 45. dan) 91,85 + 0,0002
Aspergillus niger
Piljevina kitnjaka (fermentacija 10. dan) 91,68 + 0,0001
Piljevina kitnjaka (fermentacija 45. dan) 91,55 + 0,0006
Piljevina kitnjaka (pocetni uzorak) 91,69 + 0,0008
Piljevina kitnjaka (slijepa proba 45. dan) 91,85 + 0,0002
Aspergillus ochraceus
Piljevina kitnjaka (fermentacija 10. dan) 91,33 + 0,0005
Piljevina cera (fermentacija 45. dan) 91,26 + 0,0006
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4.Rezultati i rasprava

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 16 vidljivo je da je dosSlo do konverzije netopivog
lignina tijekom procesa fermentacije, a ona nakon 45. dana fermentacije sa plijesni A. niger

iznosi 7,92 %.

Tablica 16 Udio netopivog lignina u uzorcima piljevine hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s Aspergillus niger

Uzorak Udio netopivog lignina (%)
Piljevina hrasta kitnjaka (pocetni uzorak) 22.09
Piljevina hrasta kitnjaka (fermentacija 45. dan) 20.34

Bududi da su prethodna istrazivanja pokazala da gravimetrijska metoda odredivanja udjela
lignina nije pouzdana za mjerenje udjela lignina u materijalima koji su obradivani pomocu
plijesni, udio lignina u pokusu obrade piljevine hrasta kitnjaka s A. ochraceus nije izmjeren.
Vizualni izgled supstrata tijekom i nakon procesa uzgoja s A. ochraceus ocitovao se s bijelim

rastom micelija plijesni adsorbiranog na supstrat.

Graficki prikaz udjela TC — a, IC — a i TOC — a u uzorku piljevine drveta cera prije i nakon

fermentacije s A. niger prikazuje Slika 11a, a s A. ochraceus Slika 11b.

43



4.Rezultati i rasprava

56 A 54 0,035
x
54 SR x
52 b
e [}
52 - 0,030
50 - A
50 A A
(=}
S S N
O 481 Q 48 - - 0,025 )
e o} Q
|_
46
46 A
44 - r 0,020
X TOC %
42 - 44 A C%
® TC%
40 - 42 T T T T T 0,015
0 10 20 30 40 50
Fermentacija / dani

Slika 11a Udio TC—a, IC—a i TOC —a u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s Aspergillus niger

56 56 0,035
54 54 4 o
X
52 o0 - 0,030
4 X ‘
50 A A—— x
50
S = S
O 487 Q - 0,025
[t O Q
= 48 -
46
46
44 - 0,020
X TOC %
| 44 4 A IC%
42 ® TC%
40 - 42 T T T T T 0,015
0 10 20 30 40 50
Fermentacija / dani

Slika 11b Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s Aspergillus ochraceus
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4.Rezultati i rasprava

Udio ukupnog ugljika u pocetnom uzorku piljevine drveta hrasta kitnjaka je bio 53,51 %,
udio ukupnog organskog 53,48 %, a udio anorganskog 0,0286 %.

Na Slici 11a graficki su prikazani eksperimentalni podaci dobiveni tijekom procesa
fermentacije s plijesni A. niger iz kojih se vidi da se udio ukupnog organskog ugljika, ukupnog
ugljika i anorganskog ugljika tijekom procesa fermentacije smanjuje. Tako sukladno

smanjenju, konverzija za TOCi TC iznosi 2,99 %, dok je za IC 6,99 %.

Tijekom procesa fermentacije s plijesni A. ochraceus udio TOC — a i TC — a se smanjuje, a
suprotno tome udio IC — a se povecéao (Slika 11b). Prema rezultatima iz grafickog prikaza

moze se izracunati konverzija za TOC nakon fermentacije od 5,40 %, za TC 5,98 %.

4.4.2. Razgradnja piljevine drveta hrasta kitnjaka pomocu gljive bijelog
truljenja
Tablica 17 prikazuje vrijednosti udjela suhe tvari iskazane kao srednja vrijednost odredivanja

+ standardna devijacija izmjerene u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s gljivom bijelog truljenja P. chrysosporium.

Tablica 17 Udio suhe tvari u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s Phanerochaete chrysosporium

Uzorak Udio suhe tvari (%)
Piljevina hrasta kitnjaka (pocetni uzorak) 91,69 + 0,0008
Piljevina hrasta kitnjaka (slijepa proba 45. dan) 91,85 + 0,0002
Piljevina hrasta kitnjaka (fermentacija s 10. dan) 91,68 + 0,0004
Piljevina hrasta kitnjaka (fermentacija s 45. dan) 91,52 + 0,0006

Udio lignina koji nije topiv u kiselini odraden je u prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.10.
u pocetnom uzorku piljevine hrasta kitanjaka te nakon 45. dana fermentacije s P.
chrysosporium. Rezultati eksperimentalnog odredivanja su iskazani u Tablici 18 kao srednja

vrijednost odredivanja  standardna devijacija.
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4.Rezultati i rasprava

Tablica 18 Udio netopivog lignina u uzorcima piljevine hrasta kitnjaka prije i nakon

fermentacije s Phanerochaete chrysosporium

Uzorak Udio netopivog lignina (%)
Piljevina hrasta kitnjaka (pocetni uzorak) 22,09
Piljevina hrasta kitnjaka (fermentacija 45. dan) 19,75

Iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 18 mozZe se vidjeti da je udio netopivog lignina u

piljevini hrasta kitnjaka 22,09 % S$to odgovara literarnim podatcima. Nakon procesa

fermentacije udio lignina koji nije topiv u kiselini smanjio se na 19,75 % te njegova konverzija

iznosi 10,59 %.
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Slika 12 Udio TC—a, IC—a i TOC — a u uzorcima piljevine drveta hrasta kitnjaka prije i

nakon fermentacije s Phanerochaete chrysosporium

Udio ukupnog ugljika u pocetnom uzorku piljevine drveta hrasta kitnjaka je bio 53,51 %,

udio ukupnog organskog 53,48 %, a udio anorganskog 0,0286 %.

Na Slici 12 graficki su prikazani eksperimentalni podaci dobiveni tijekom procesa

fermentacije iz kojih se vidi da se udio ukupnog organskog ugljika, ukupnog ugljika i

anorganskog ugljika tijekom procesa fermentacije smanjuje. Tako sukladno smanjenju,

konverzija za TOC iznosi 3,46 %, za TC 3,46%, dok za IC konverzija nakon fermentacije iznosi

9,09 %.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Nakon procesa fermentacije repinih rezanaca kao supstrata s plijesni Aspergillus niger
i Aspergillus ochraceus udio lignina znacajno je porastao. Uzrok tome je ¢injenica da spore
plijesni adsorbiraju na repine rezance i prilikom filtriranja uzorka na gucevima u postupku

mjerenja udjela lignina doslo je do za¢epljenja pora guceva sa sporama mikroorganizma.

Prema rezultatima je vidljivo da je konverzija topivog lignina bila 5%, Sto je manje u
odnosu na pokus s A. niger kada je konverzija bila 17,21 %. Ovi rezultati su sukladni vizualnim
opazanjima, odnosno porast micelija A. ochraceus na repinim rezancima je bio manji u

odnosu na rast micelija A. niger.

Iz dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da ova metoda nije prikladna za odredivanje
udjela lignina kod supstrata koji imaju niski udio lignina a obradivani su bioloSkom metodom

pomocu plijesni u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima.

Udio organskog ugljika tijekom procesa fermentacije repinih rezanaca s plijesni A.
niger i A. ochraceus se smanjuje. U eksperimentima uzgoja A. ochraceus postignuta je
konverzija TOC — a od 4,04 %, Sto je manje u odnosu na pokus s A. niger kada je konverzija

TOC —a bila 9,72 %.

Obzirom na porast biomase tijekom procesa fermentacije i njezinu nemogucénost
odvajanja sa supstrata, moze se zakljuciti da na udio organskog ugljika utjece i nastanak

biomase.

U eksperimentima gdje su koriStene piljevine tri razliite vrste drveta kao supstrata za
proces fermentacije s plijesni roda Aspergillus na osnovu dobivenih rezultata moze se

zakljuciti da je adsorpcija plijesni na supstrat utjecala na udio lignina.

Adsorpcija spora plijesni na supstrat ocituje se zacepljenjem guceva prilikom
filtriranja uzorka u postupku mjerenja udjela lignina te se na osnovu toga moze zakljuéiti da

ova metoda nije prikladna za odreduvanje udjela lignina za ovaj tip supstrata.
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Udio organskog ugljika tijekom procesa fermentacije repinih rezanaca s gljivama
bijelog truljenja D. squalens i C. subvermispora se smanjuje. |z rezultata je vidljivo da je doslo

do konverzije (1,38 % za C. subvermispora i4,75 % za D. squalens).

Obzirom na porast biomase tijekom procesa fermentacije i njezinu nemoguénost
odvajanja sa supstrata, moze se zakljuciti da na udio organskog ugljika utjece i nastanak

biomase, te da bi stvarna konverzija bila joSe veca.

U eksperimentima gdje je u svrhu razgradnje repinih rezanaca koristena gljiva bijelog
truljenja P. chrysosporium uocen je sporiji rast micelija na supstratu u odnosu na rast micelija

gdje su koristene plijesni roda Aspergillus.

Na osnovu rezultata odredivanja udjela lignina koji govore da je doslo do konverzije
(od 29,65 % (netopivi lignin) i 82,68 % (topivi lignin)) mozZe se zakljuciti da gljiva bijelog
truljenja moze razgraditi lignin, no buduéi da je doSlo do zaceplijena pora guceva

pretpostavlja se da je konverzija lignina u ovom slucaju i puno veca.

Isto kao i u eksperimentima gdje su koristeni repini rezanci kao supstrat, u

eksperimentima gdje su koristene piljevine drveta je vidljivo da je doslo do konverzije lignina.

Na osnovu dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da gljiva bijelog truljenja P.

chrysosporium moze razgraditi i ovaj tip lignoceluloznog materijala.
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