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Ispitivanje kvaliteta i bioloSkog potencijala bukovace (Pleurotus ostreatus) i
analiza mogucnosti gajenja na celuloznom otpadu prehrambene industrije

REZIME

P. ostreatus gajena na otpadima iz prehrambene industrije: komini grozda, ljusci soje i suncokreta,
pokazala je izuzetne karakteristike u pogledu odredenih kvalitativnih parametara. Postavljena su
dva matematicka modela kako bi ocenili ukupni indeks kvaliteta (TQI): kvalitativnih parametara
svezih plodonosnih tela i parametara produktivnosti supstrata na kojima su gljive gajene. U pogledu
ukupnog kvaliteta parametara produktivnosti, uzorci sa dodatkom sojine ljuske ostvarili su najbolje
rezultate, dok su uzorci gajeni na supstratu sa ve¢im sadrzajem komine grozda pokazali najbolja
hemijska svojstva. Prvi put su analizirana citotoksi¢na i genotoksi¢na svojstva, a rezultati pokazuju
da je maksimalni rok trajanja P. ostreatus koji omoguc¢ava ocuvanje ukupnog kvaliteta sedam dana.

Senzorne i fizicke karakteristike organske bukovace pripremliene metodama sous-vide i kuvanjem
su analizirane radi procene efekata razliCith temperatura i vremenskih rezima. Radi promovisanja
nutritivne koristi organske bukovace i poboljSanja ukusa, dodati su origano i maj¢ina dusica, a
gliive su izlozene sous-vide tretmanima na 60°C tokom 20" i 30". Senzorna evaluacija ukljucila je
testiranje  intenziteta zaclina, prihvatlivosti 1 prepoznatljivosti uz koriS¢enje analize glavnih
komponenti. Cisti ekstrakti soka sous-vide koji sadrze zaGine i gliive prvi put su analizirani na
antimikrobnu aktivnost. Dok su ocene prihvatljivosti i intenziteta promene boje bile vise za one sa
visSim sadrZzajem maj¢ine duSice, antimikrobna svojstva su pokazali uzorci sa maksimalnim udelom
origana. Ovim istrazivanjem dokazano je poboljSanje senzornih svojstava gljiva primenom
praktitnog kulinarskog tretmana i dodavanjem odabranih za¢ina, umnozavajuci njihove zdravstvene
koristi o¢uvanjem korisnih jedinjenja.

Kljuéne reci: Pleurotus ostreatus; prehrambeni otpad; supstrat; komina grozda; ljuska soje; ljuska
suncokreta; ukupni indeks kvaliteta; senzorno ispitivanje; sous-vide; za¢ini,

Naucna oblast: Tehnolosko inzenjerstvo
UZa naucna oblast: Upravljanje bezbedno$c¢u i kvalitetom hrane

UDK broj: 635.82:676.014(043.3)



Examination of the quality and biological potential of the oyster mushroom
(Pleurotus ostreatus) and analysis of the possibility for growing on cellulose food
industry waste

ABSTRACT

P. ostreatus cultivated on the food industry wastes: grape pomace, soybean and sunflower seed
husk, exhibited outstanding characteristics in terms of certain qualitative parameters. Two
mathematical indices were established to assess the total quality index (TQI): the qualitative
parameters of fresh fruiting bodies and the productivity parameters of the substrates on which the
fungi were cultivated. In terms of the overall quality of productivity parameters, samples with
addition of soybean husk achieved the best results, while samples cultivated on a substrate with
higher grape pomace content exhibited the best chemical properties. For the first time, emphasis
was placed on examining cytotoxic and genotoxic properties. The results show that the maximum
shelf life of P. ostreatus that allows overall quality to be maintained is seven days.

The sensory and physical properties of organic oyster mushrooms prepared by the sous-vide and
cooking culinary method were analyzed to evaluate the effects of different temperature and time
regimes. To promote organic oyster mushroom's nutritional benefits and improve its taste, oregano
and thyme were added and mushrooms were exposed to sous-vide treatments at 60°C for 20" and
30". Sensory evaluation was focused on testing spice intensity, likeability, and recognizability with
principal component analysis employed. Sous-vide pure juice extracts were analyzed for the first
time for antibacterial activity. While the likeability scores and color changes were higher for those
with higher thyme content, the antibacterial results were the most prominent when the highest
amount of oregano was added. The research highlights the sensory improvement of mushrooms
using the convenient cooking treatment and adding selected spices, altogether multiplying their
health benefits by preserving beneficial compounds.

Keywords: Pleurotus ostreatus; food waste; substrate; grape pomace; soybean husk; sunflower
seed husk; total quality index; sensory evaluation; sous-vide; spices;

Scientific field: Technological engineering
Scientific subfield: Food safety and quality management
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LISTA SKRACENICA

a* - udeo crvene boje (Redness)

ABTS — 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

ADF - analiza kiselog detergentskog vilakna (analysis of acid detergent fiber)
ADL — sadrzaj lignina (Acid detergent lignin)
ANOVA - Statisticka metoda analize varijanse (Analysis of variance)

ATCC — Americka organizacija za distribuciju standardnih referentnih mikroorganizama (American
Type Culture Collection)

b* -udeo zute boje (Yellowness)

Bl - indeks braon boje (Browning Index)

BE — bioloska efikasnost (biological efficiency)

BHA — beta hidoksilana kiselina (beta hydroxy acid)

BSA - govedi serumski albumin (bovine serum albumine)

CVS - kompjuterski vizuelni sistem (Computer Vision System)

CFU — jedinica mere broja Zivih kolonija (colony forming unit)

DMSO — dimetil sulfoksid

DPPH- - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil slobodni radikal (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical)
DW - suva masa (dry weight)

ECsp - efikasna koncentracija ekstrakta gljive potrebna da pokaze 50% svoje antioksidativne
sposobnosti

EL — curenje elektrolita (electrolytic leakage)

FAO — Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih Nacija (Food and Agriculture
Organization of the United Nations)

FAOSTAT - Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenin Nacija: Statistika (Food and
Agriculture Organization of the United Nations: Statistics)

FICI — Fractional inhibitory concentration index
FRAP - sposobnost redukcije feri jona (ferric reducing antioxidant power)

FTIR - Infracrvena spektroskopija sa Fourierovom transformacijom (Fourier Transform Infrared
spectroscopy)

FW - sveza masa (fresh weight)
GAE - ekvivalent galne kiseline (gallic acid equivalent)
GLU — glukoza (D-glucose)

HCT116 - ¢elije kolorektalnog karcinoma (human colorectal carcinoma cell line)
|



ICys - inhibitorna koncentracija ekstrakta gljive potrebna da pokaze 25% svoje antimikrobne
sposobnosti

ili

ICyp - mhibitorna koncentracija ekstrakta gljive potrebna da pokaze 10% svoje antimikrobne
sposobnosti

ISO - Medunarodna organizacija za standardizaciju (International Organization for Standadrization)
L* - svetloca (Lightness)

LMP — Agaroza sa niskom tackom toplienja (Low melting point agarose)

MAP — pakovanje sa modifikovanom atmosferom (Modified atmosphere packaging)

MIRCA — Minimalna koli¢ina informacija za objavljivanje rezultata Comet metode (Minimum
Information for Reporting on the Comet Assay)

MIC — minimalna inhibitorna koncentracija (Minimum inhibitory concentration)
MRSA - Staphylococcus aureus otporan na meticilin  (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)

MTT — 3-(4,5-difeniltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolium bromid (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyl tetrazolium bromide)

MRC-5 - ¢elijski soj 5 Saveta za medinska istrazivanja (Medical Research Council cell strain 5);
linjja diploidne ¢elijske kulture koja se sastoji od fibroblasta, razvijenih iz pluénog tkiva fetusa

NDF - analiza neutralnog detergentskog viakna (analysis of neutral detergent fiber)
NMP — Agaroza sa normalnom tackom toplienja (Normal melting point agarose)
NP - Azot-protein (Nitrogen — protein)

PCC — ukupan broj psihrotrofnih mikroorganizama (psychrotrophic colony count)
PCA —analiza glavnih komponenata (Principal component analysis)

PC 1 - prva glavna komponenta

PC 2 — druga glavna komponenta

pH — mera aktivnosti vodonikovih jona u rastvoru

QI — Indeks kvaliteta (Quality index)

SBN - ljuska soje (soybean husk)

SEO - Industrija semenki i jestivin ulja (The seed and edible oil industry)

SFW — ljuska suncokreta (sunflower seed husk)

S| — selektivni indeks (selectivity index)

TCC - ukupan broj mezofilnih mikroorganizama (total colony count)

TEP — ukupna koli¢ina proteina (total extracted protein)

TI - intenzitet repa, procenat DNK u repu kometa (tail intensity)

TQI — Ukupan indeks kvaliteta (Total quality index)

TPA - Metoda analize instrumentalnog profila (Texture Profile Analysis)



TPC — ukupan sadrzaj polifenola (total phenolic content)
TPS — ukupna kolicina polisaharida (total polysaccharide content)
TPOMW - dvofazni otpad od maslinovog ulja (two-phase olive mill waste)

Trolox —Analog Vitamina E rastvorljiv u vodi (z)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-
karboksilna kiselina (6-hydroxy-2,5,7 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

WI - Indeks bele boje (Whiteness Index)

WS — pSeni¢na slama (wheat straw)

YM - kvasci i plesni (yeasts and molds)

AE - ukupna razlika boje (Total color difference)
4ANQO - kinolin (4-Nitroquinoline 1-oxide)

100P - 100% komina grozda (pomace)

80P20S - 80% komina grozda: 20% pSenicna slama
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1. Uvod

Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) P. Kummer (1871) (Bukovaca) je jedna od najzastupljenijih vrsta
gliva na svetskom prehrambenom trziStu. Smatra se funkcionalnom hranom, koja se koristi za
ishranu Sirom sveta kao delikates, s obzirom na njen prijatan ukus i nutritivni kvalitet (Xu i sar.,
2011; Kalac¢, 2013). P. ostreatus je druga vrsta jestivih gljiva po obimu industrijske proizvodnje na
svetskom trziStu, i jedna od najcesce konzumiranih gljiva u Kini (Bellettini i sar., 2019). Bioaktivna
jedinjenja i sekundarni metaboliti P. ostreatus sa svojim antioksidativnim, antiinflamatornim i
antimikrobnim svojstvima, privlaCe paznju kako nauke tako i javnosti (Doroski i sar., 2021; Xu i
sar., 2011). Ova jedinjenja poboljsavaju odbrambene mehanizme i smanjuju oksidativna oste¢enja
Celija (Kozarski i sar., 2011). Osim toga, P. ostreatus pokazuje Sirok spektar bioloskih aktivnosti,
kao Sto su hipoglikemijsko svojstvo sa posebno znacajnim preventivnim uticajem na Dijabetes
melitus, kao i na poremecaj holesterola i lipida (Meetoo i sar., 2007; Nesto, 2008).

Iako savremeno doba nosi brojne prednosti ne treba zaboraviti na pratece probleme medu kojima je
i zagadenje Zivotne sredine. Savremene tehnologije uspevaju samo da smanje zagadenje bez uspeha
u njegovom eliminisanju. Otpad od hrane, koji potiCe iz prlmarne poljoprlvredne proizvodnje,
domadinstava, distribucije hrane ili prehrambene pr01zvodnje ima znaCajan udeo u ukupnom
otpadu (Djekic i sar., 2018). Dok se velika paznja posvecuje izgledu i veli¢ini deponija,
mikrobioloSka kontaminacija i pretnja klimatskim promenama, kao i sveukupno stvaranje globalnih
ekoloskih problema, nose jo§ veci rizik. Strategija izolacije otpadnih materijala velikog vrednosnog
potencijala predstavlja odrzivu strategiju upravljanja otpadom od hrane. Naime, ovaj koncept
ukljuuje reciklazu otpada izolacijom sirovog otpada od hrane koji ¢e biti uklju¢en u novi
proizvodni proces, ¢ime se dobijaju proizvodi sa visokom dodatom vrednos¢u uz generisanje
ciklusa sa minimalnom koli¢inom otpada (engl. “near zero-waste”) (Djekic i sar., 2019b; Morone i
sar., 2017).

P. ostreatus pripada grupi gliva “bele trulezi”, koja poseduje sposobnost da razgradi celulozu,
hemicelulozu i lignin sekrecijom enzima — lakaze i peroksidaze (Tsujiyama i Ueno, 2013). Mnogi
prehrambeni 1 poljoprivredni otpadi bogati su lignoceluloznim jedinjenjima, S$to ih Cini
visokokvalitetnim supstratima za gajenje jestivih gliiva, kao zamena za uobiCajeno koris¢enu
pSenicnu slamu (Bellettini i sar., 2019). Ova Ccinjenica ukazuje na to da je P. ostreatus
visokokvalitetna namirnica koja potice od otpada niske ekonomske vrednosti (Grimm i Wosten,
2018).

Najnoviji pregled upotrebe razlicitih vrsta otpada od hrane za kultivaciju P. ostreatus (Doroski i
sar., 2022) naglasava potrebu za daljim istrazivanjima u optimizaciji veze otpada od hrane i
kultivacije gljive P. ostreatus. Objavljena istrazivanja obuhvataju vrstu Pleurotus spp. Kultivisane
na razli¢itim prehrambenim otpadima, kao Sto su komina od grozda (Doroski i sar., 2021), otpad
crnog luka (Pereira i sar., 2017), otpad od maslinovog ulja (Avni i sar., 2017), kafa (Carrasco-
Cabrera i sar., 2019), itd. Sojino zrno je kori§¢eno u obliku brasna kao dodatak istroSenom supstratu
gliiva ispoljavaju¢i efekat u novom ciklusu gajenja (Economou i sar., 2017), dok je ljuska
suncokreta koriS¢ena u meSavini sa pSenicnom slamom kao supstrat za gajenje P. ostreatus
(Myronycheva i sar., 2017). Takode, vrsta i hemijski sastav otpada koji se koristi kao supstrat za
gajenje jestivin gljiva utiCe na nutritivni profil i produktivnost proizvedene gljive (Rashad i sar.,
2019; Shashirekha i sar., 2005).

Na kraju lanca proizvodnje jestivih gljiva, krajnji potrosa¢i su, osim nutritivne vrednosti,
zainteresovani i za njihov kvalitet. Da bi se kvalitet ocenio, ¢esto se koristi indeks ukupnog
kvaliteta (TQI) kao metodoloski pristup. On se definiSe kvantifikacijom razli¢itih kombinacija
odabranih parametara, kao $to su parametri profila teksture, promene boje, mikrobioloski kvalitet,
senzorni profil, itd. Ovaj matematiCki pristup zahteva evaluaciju odabranih parametara, sa
odredenim ograniCenjima, kao S$to su odsustvo jedinstvenog sistema bodovanja sposobnog da
objasni ukupan kvalitet i nemoguénost davanja prednosti odredenim parametrima na osnovu
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njihove vaznosti. Stoga je razvien jedinstveni indeks kvaliteta kao zajednicka ukupna vrednost
parametara (Djekic i sar., 2017). Ova metoda ve¢ se koristi za ispitivanje ultrazvu¢no tretiranih
sokova od borovnice i brusnice (Rezek Jambrak i sar., 2018), suvih jabuka (Djekic i sar., 2018b),
gliiva Agaricus bisporus (Djekic i sar., 2017), i gljiva Pleurotus sapidus pakovanih u tri razliita
MAP pakovanja (Wan-Mohtar i sar., 2019).

Prema Aisala i sar., (2018), manji broj istrazivanja u pogledu senzornih svojstava jestivih gljiva je
iznenaduju¢i s obzirom na veliko interesovanje za konzumaciju gljiva uopsSte. S obzirom da su
preferencije potroSata prema glivama raznolike, oni koji ne vole njthov ukus ne bi mogli imati
koristi od njihovih zdravstvenih benefita sa postoje¢im metodama pripreme hrane. Zato je potrebno
podsticanje dodatnog ispitivanja koje potencijalno moze otkriti alternative metode pripreme za
privlacenje novih potroSaca iproSirenje prakse zdrave ishrane.

Sous-vide je novija kulinarska metoda koja se Siroko koristi u industriji hrane i takozvanoj
,prefinjenoj kuhinji“ — (haute cuisine, Fr.). Njegova prednost u odnosu na druge zastupljene
kulinarske metode, koje privlaCe paznju u svetu gastronomije, ukljuCuje smanjenje temperaturne
varijacije u toplotnoj obradi i eliminisanje mogucnosti isparavanja i gubitka aromati¢nih jedinjenja
ili njihovo oslobadanje u medijum u kome se odvija temperaturna obrada (Aisala i sar., 2020).
Naime, ova metoda usSla je u interesni fokus naucnika zbog uticaja na produzen rok trajanja hrane
uz minimalnu temperaturnu obradu (Shellekens, 1996). S hemijskog aspekta, najzastupljenije
aromaticne komponente gljiva su kombinacija tri jedinjenja, 1-okten-3-ol, 3-oktenon i metional.
Pored toga, bilo koji na¢in obrade (kuvanje, konzervisanje, suSenje) stvara nove isparljive
supstance, kao rezultat razli¢ith hemijskih reakcija. Od velikog znacaja je i kolicina reaktivnih
jedinjenja koja su ve¢ prisutna u sirovim gljivama (Misharina i sar., 2009). Mnogi istrazivaéi su se
fokusirali na deskriptivnu senzornu analizu jestivin gljiva i povezanost deskriptora sa njihovim
isparljivim aromati¢nim jedinjenjima (Aisala i sar., 2018; Politowicz i sar., 2018; Rotola-Pukkila i
sar., 2019). Istrazivanje Li i sar., (2011) pokazalo je uticaj metoda kuvanja na profil ukusa supe od
jestivih gljiva, u pogledu nivoa slobodnih aminokiselina, odvijanja Maillard-ove reakcije i prisustva
aromaticnih aktivnih jedinjenja. Naime, toplotna obrada je uticala na gubitak neisparljivin materija
u hemijskim reakcijama i izdvajanje isparljivih jedinjenja tokom procesa kuvanja. Na osnovu
Cinjenice da mnogi ljudi ne vole ukus gliva (Aisala i sar., 2018), za¢ini mogu potencijalno
poboljsati ukus i povecati prihvatljivost, osim korisnih i antimikrobnih svojstava kojima zacini
doprinose (Boskovic i sar., 2015; Radiinz i sar., 2021; Salehi i sar., 2019). Crni biber (Piper nigrum,
L.) je Siroko zastuplien u svetskoj kuhinji i njegovi sekundarni metaboliti pokazuju benefitarni
efekat na zdravije ljudi (Salehi i sar., 2019). Zatim, za¢ini kao §to su majéina duSica (Timus
vulgaris, L.) i origano (Origanum vulgare, L.) pokazuju antioksidativne i antimikrobne efekte
zahvaljujuci svojim glavnim sastojcima timolu i karvakrolu, a takode imaju i potencijalne
zdravstvene Koristi, poput aplikacije putem tradicionalne medicine za leCenje bolesti: dijabetes —
diabetes mellitus (tip Il dijabetesa) i kontrole hroni¢nih bolesti, smanjenjem nivoa reaktivnih vrsta
kiseonika (Radiinz i sar., 2021). Antimikrobna svojstva etericnog ulja origana i bosilka detaljno su
istrazena na nekoliko patogenih sojeva: Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus i MRSA (Staphylococcus aureus otporan na meticilin) (Boskovic i sar., 2015), $to dodatno
povecava znacaj zac¢inskog bilja kao kulinarskih dodataka.



2. Pregled literature

Razlicite vrste jestivih gljiva se Sirom sveta konzumiraju kao tradicionalna i funkcionalna hrana (Xu
i sar., 2011), a isto tako i kao specijaliteti, s obzirom na specifi¢an ukus i teksturu koju poseduju
(Kala¢, 2013). Osim toga, javni i naucni interes raste zbog sekundarnih metabolita i bioaktivnih
komponenata prisutnin u jestivim gljivama, koje imaju antioksidativna, antimikrobna, antitumorna,
antiviralna i imunomodulatorna svojstva (Xu i sar., 2011; Corréa i sar., 2016;).

Na osnovu podataka sa sajta FAOSTAT (Engl. Food and Agriculture Organization of the United
Nations: Statistics), ukupna svetska proizvodnja jestivin gljiva i tartufa u 2022. godini bila je 48,3
miliona tona, sa ukupnom koli¢inom od 1,36 miliona tona samo u Evropi. Vodeci proizvodac, Kina,
proizvela je 454 miliona tona jestivin gljiva 2022. godine (FAO, 2024). Jestive gljive koje se
najviSe proizvode na svetskom nivou su A. bisporus (Sampinjon), Lentinula edodes (Sitake) i P.
ostreatus (bukovaca) (Kalac, 2013).

Prema literaturi (Kala¢, 2013), jestive gljive se mogu podeliti u tri kategorije, na osnovu njihovog
nac¢ina ishrane. Prva grupa obuhvata mikorizne ili simbiotske vrste, koje formiraju uzajamno
koristan odnos sa domacinom, korenom drveta. Druga grupa, saprotropske vrste ili saprofiti, crpe
nutrijente iz mrtvog organskog materijala. Gljive ove grupe se mogu komercijalno gajiti. Treca
grupa, parazitske vrste, Zive u nesimbiotskoj vezi sa drugim vrstama.

Sto se tice nauéne klasifikacie vrsta Pleurotus, one pripadaju Kraljevstvu Gljiva, Diviziji
Basidiomycota, Klasi Agaricomycetes, Redu Agaricales, Familiji Pleurotaceae i Rodu Pleurotus,
§to je definisao Nemacki mikolog Paul Kummer, 1871. godine (EI-Ramady i sar., 2022).

Jedna od najces¢e konzumiranih jestivih vrsta gljiva, P. ostreatus, pripada grupi gliiva “bele trulezi”
(engl. “white rot fungi”’), koja proizvodi lignocelulozne enzime — lakaze 1 peroksidaze, Sto im
omogucava 1 razgradnju lignina, pored celuloze. Stoga, ova vrsta se moze gajiti na raznovrsnim
agro-industrijskim, prehrambenim i celuloznim otpadima, kao zameni za uobiajeni supstrat koji se
koristi u industrijskoj proizvodnji (Tsujiyama i Ueno, 2013; Bellettini i sar., 2019). Ovo potvrduje
¢injenicu da bukovaca, medu raznovrsnim gliivama bele trulezi, predstavlja visoko kvalitetnu hranu
koja se gaji na otpadu niskog kvaliteta i ekonomske vrednosti (Grimm i Wdsten, 2018).

Pored svog delikatnog ukusa i teksture, rod Pleurotus spp. je nutritivno bogata namirnica sa
visokim sadrzajem proteina i dijetnih viakana (Rodriguez Estrada i Pecchia, 2017; EI-Ramady i sar.,
2022). Mnoge studije se fokusiraju na jednostavnost gajenja bukovace, §to je postalo privlacno u
komercijalnoj i nau¢noj praksi (Rodriguez Estrada i Pecchia, 2017). U studiji Rodriguez Estrada i
Pecchia (2017) obra¢a se paznja na detaljan proces gajenja glive P. ostreatus, ukljucujuci
proizvodnju maticne kulture, supstrata, kao i na alternativne metode kultivacije, na¢in branja i
opasnosti od pojave bolesti u toku plodonoSenja i prorastanja miceljuma kroz supstrat.
Biodegradacija i enzimska aktivnost Pleurotus spp. je tema studije koju su objavili Sekan i sar.
(2019), koja istie zeleni potencijal ove gliive. Aspektu odrzivosti dodaje vrednost i studija Aradjo i
sar. (2021), koja se bavi proizvodnjom enzima i prorastanjem micelijuma vrste Pleurotus spp., koja
je podstaknuta i unapredena zelenim osvetlienjem.

Aspekt iskoristivosti prehrambenog otpada koji su opisali Morone i sar., (2017) je definisan kao
odrziva strategija upravljanja prehrambenim otpadom sa glavnim ciljem izolovanja vrednog
otpadnog matergjala. U suStini, izolacija bilo kog otpadnog materijala poteklog iz prehrambene
industrije radi upotrebe kao sirovog materijala u novom alternativnom procesu proizvodnje visoko
vrednih proizvoda, generiSe proizvodni ciklus sa minimalnom koli¢inom otpada (engl “near zero-
waste”) 1 formira efektivan ciklus cirkularne ekonomije. Korisni aspekti recikliranja prehrambenog
otpada su raznoliki i uklju¢uju resavanje problema zagadenja Zivotne sredine (Djekic i sar., 2019a,
b), kao i socijalnih (van Herpen i van der Lans, 2019) i ekonomskih (Philippidis i sar., 2019)
globalnih problema.



Djekic i sar. (2018) definisali su podsisteme lanaca snabdevanja hranom znacajne za stvaranje
otpada. Naime, sa stanoviSta procene proizvodnog ciklusa, postoje: poljoprivredna primarna
proizvodnja ili farme; prerada ili proizvodnja hrane; prodaja ili aktivnosti vezane za distribuciju
hrane i pripremu i konzumiranje hrane u kué¢nim uslovima. Uopsteno, osim kori§¢enja otpada kao
resursa za novi proces proizvodnje, vrlo koristan aspekt recikliranja otpada od hrane je eliminacija
zagadenja zivotne sredine kroz lanac ishrane (Djekic i sar., 2018).

2.1. Otpadi iz pre hrambene proizvodnje, otpadi od Zitarica i otpadi od voéaiorasastih
plodova Kkori$¢eni za gajenje gljive P. ostreatus: pregled

Kako bi se priblizila najnovija istraZivanja i znacaj koriS¢enja otpada od hrane za proizvodnju gljive
P. ostreatus u periodu od 2017-2022. godine, otpadi od hrane su kategorisani u tri grupe, na osnovu
industrijskog porekla: otpadi iz prehrambene proizvodnje, otpadi od Zitarica i otpadi od voéa i
orasastih plodova. Trideset Sest odabranih nauc¢nih radova koji se bave prehrambenim otpadom
koris¢enim za gajenje bukovace i podeljeni prema prethodno navedenoj kategorizaciji, predstavljeni
su na Slici 1. Pregled klju¢nih reci koris¢enih u studijama koje pokrivaju upotrebu otpada od hrane
za gajenje bukovacée, formiran je upotrebom VOSviewer programa uzivo i predstavljen na Slici 2.
Pregled literature je izveden koriS¢enjem glavnih karakteristika vezanih za gajenje gljive P.
ostreatus. Slede¢i kriterijumi pretrage su primenjeni kroz Web of Science pretrazivac: raspon
godina (2017-2022); tip clanka (istrazivacki); kljutne reci koje su koriS¢ene na engleskom jeziku
(,,Pleurotus ostreatus®, ,,gajenje®, ,,otpad od hrane®, ,supstrat). Lista prvih pedeset radova ocitanih
na Web of Science pretraZiva¢u suzena je na osnovu pomenutih kriterjjuma.

Dobijeni podaci, predstavljeni na slikama 1. i 2., definiSu najnoviju evaluaciju i vaznost kori§¢enja
prehrambenih otpada za gajenje gljive P. ostreatus u poslednjih pet godina. Konkretno, Slika 1.
Sankey dijagramom prikazuje najces¢e koriS¢ene otpade podeljene u tri kategorije koje su
prethodno navedene i njihovu frekvenciju pojave u nau¢nim radovima objavlenim u periodu od
2017-2022. Najcesc¢i otpadi pripadaju kategoriji otpada iz procesa prerade hrane, gde su najviSe
zastupljeni otpad od maslinovog ulja i kafe. U Kkategoriji otpada od Zitarica, najce$¢i je otpad od
pirin¢a, zatim kukuruza i Sec¢erne trske. Otpad od voéa i oraSastih plodova je najmanje prisutan, ali
ipak sa znacajnim doprinosom.

Pregled kljucnih re¢i koriS¢enih u studijama koje se ti€u supstrata od prehrambenog otpada za
gajenje gljive P. ostreatus generisan je programom VOSviewer online i prikazan na Slici 2. On ima
za cilj da predstavi frekvenciju ponavljanja kljucnih re¢i kroz nau¢ne radove pronadene pomocu
navedenih kriterijuma istrazivanja. PovrSina svake taCke koja pripada navedenom grafikonu
predstavlia vrednost frekvencije. Dakle, vizuelno najviSe pokrivena povrSina pripada slede¢im
kljuénim re¢ima: "supstrat”, "proizvodnja”, "otpad”, “efekat", "fermentacija", "gajenje”, "otpad

hrane", dok kljucne reci kao §to su "otpadna voda od masline”, “ulje palme", “soja", "kora banane",
"pirin¢ano brasno" itd., takode zauzimaju znacCajno mesto u opsegu istrazivanja.



Kafa: 7

Grozde: 6

Otpad iz prehrambene proizvodnje: 28

Palma: 5

Pivo: 3 i
Kukuruz: 6.

Secerna trska: 5
Secematrska: 5 ]
Suncokret: 1 =

~ Soja: 1=
Kokos: 4 |}
Kakao: 3 B
Banana: 2 m
Kikiriki: 2 m
LeSnik: 1 =

Otpad: 60

Otpad od Zitarica: 20

Otpad od voca i orasastih plodova: 12

Slikal. Sankey dijagramnajéesc¢e upotrebljenih otpada iz prehrambene proizvodnje, otpada od Zitarica i otpada od

voca ioraSastih plodova za proizvodnju gljive P. ostreatus
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2.2. Potencijal prehrambenog otpada

Akumulacija organskog otpada uglavnom poti¢e iz razlicitth procesa u prehrambenoj industriji.
Otpadi se razlikuju po sastavu, sadrzaju vode i pH vrednosti, noseci rizik bakterijske kontaminacije
i negativnih ekoloskih uticaja (Pfaltzgraff i sar., 2013; Ravindran i Jaiswal, 2016). Valorizacija
otpada hrane i primena novih tehnologija za eliminaciju otpada proizvodnjom proizvoda sa
dodatnom vrednoSéu putem biokonverziskog procesa, jedini je nafin za rukovanje ovim
problemom. Na taj na¢in, otpad od hrane moZe da postane obnovljiva energija sa visokim sadrzajem
celuloze i lignina (Ravindran i Jaiswal, 2016). Razli¢ite tehnologije se razvijaju kako bi resile
problem generisanja otpada, npr. pretvaranje otpada od kore jabuke u etanol i siréetnu kiselinu
enzimskom hidrolizom celuloze (Parmar i Rupasinghe, 2013). Otpad od listova banane je vredan
izvor sirovog materijala, pogodan za proizvodnju mikro/nanovlakana lignoceluloznog tipa (Tarrés i
sar., 2017).

Osim toga, otpad hrane moze da se biokonvertuje u razli¢ite druge proizvode, kao Sto su: biogoriva,
industrijski enzimi, nutraceutici ili ¢ak biodegradabini plasticni materijali. Ova tehnologija otkriva
organski otpad kao "rezervoar drugih proizvoda sa dodatnom vrednosc¢u" i opravdava novi koncept
"bioekonomije” kroz konverziju organskih resursa u efikasne bioproizvode i energiju (Ravindran i
Jaiswal, 2016).

Otpad iz lanca snabdevanja hranom je podeljen na pre- i post- potroSacki otpad, a sve poti¢e iz
razli¢itth faza lanca snabdevanja hranom: proizvodnja hrane, prerada, distribucija 1 potro$nja
(Pfaltzgraff i sar., 2013). Otpad iz poljoprivredne i prehrambene proizvodnje je i najznacajniji za
proces kultivacije gljiva.

Glavne prednosti pulpe od kafe kao alternativnog supstrata za gajenje Pleurotus spp. jeste $to je to
hranljivi supstrat za rast gljiva, dostupan kao otpadni proizvod bez troskova, moze se dehidrirati i
Cuvati dugo bez uticaja na prinose gljiva, ili, sa druge strane, dostupan je kao sveZ materijal tokom
sezone proizvodnje kafe. Osim toga, pulpa od kafe koju razgraduju gljive moze se smatrati vrednim
post-proizvodom koji se koristi kao organsko dubrivo ili vermikompost (Carrasco-Cabrera i sar.,
2019).

Dok raste na ¢vrstom otpadu od maslina, P. ostreatus koristi sastojke rastvorljive u mastima, $to
menja degradaciju strukturnih uglienih hidrata 1 moze uticati na koncentraciju glukana u gljivama.
Otpad od maslina je takode bogat izvor azota, minerala i drugih hranljivih materija. Buduéi da je
otpad od maslina proglasen opasnim otpadom, njegova znacajna prednost kao supstrata za gajenje
gliiva jeste degradacija i iskoriS¢enje prilikom proizvodnje farmakoloSki aktivnih jedinjenja (Avni i
sar., 2017). Parametri kao $to su brzina rasta plodonosnih tela i brzina rasta micelijuma, pokazali su
da kompostirani otpad od maslina prednja¢i u odnosu na netretirani i kontrolni uzorak. Testovi
fitotoksicnosti pokazali su efikasnost tretmana kompostiranja. Tretman kompostiranja moZe
obezbediti prisustvo odredenih pokretackih jedinjenja, koja mogu stimulisati razgradnju lignina kod
gliiva bele trulezi (Bumpus i sar., 1985). Tako je kompostirani otpad od maslina pokazao znacajno
vise vrednosti pH (7,5 — 8,0) od onih uobiCajeno povoljnih za rast micelijuma, ali je takode pokazao
i visoke prinose i efikasan rast micelijuma uporediv sa netretiranim otpadom od maslina i
pSeninom slamom. Sve vece vrednosti procentualnog udela dvofaznog otpada od maslina u
pSeni¢noj slami, uprkos uticaju na visoke vrednosti fenolnih jedinjenja, uticale su na ukupnu
biotoksi¢nost supstrata. To se manifestuje kao negativni uticaj na prinos gljiva kada dopuna
netretiranog otpada od maslina dostigne 60% zapremine.

2.3. Istrazivanja koja obuhvataju supstrate za proizvodnju P. ostreatus: proizvodnja supstrata

Sposobnost degradacije supstrata od strane Pleurotus spp. povezana je sa njihovom sposobnosc¢u da
luce specifitcne enzime, kao Sto su lakaze, celulaze, hemicelulaze, peroksidaze i ksilanaze, kako bi
iskoristili potrebne hranljive materije, bez potrebe za kompostiranjem, §to ¢ini komercijalnu
proizvodnju relativno pojednostavlienom (Cohen i sar., 2002). Procedure pripreme supstrata
ukljuéuju usitnjavanje supstrata na manje segmente (3 cm) i potapanje u destilovanu vodu tokom
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24h kako bi se postigao sadrzaj vlage od 60%. Zatim se supstrat moze sterilisati u polipropilenskim
kesama na 121°C, 1,1-1,2 atm tokom 1-2h (Koutrotsios i sar., 2018, 2019; Ferreira da Silva i sar.,
2019; Economou i sar., 2020; Sanchez i Montoya, 2020; Doroski i sar., 2021) ili 15 min (Kulkarni i
sar., 2020; Omoni i sar., 2022), sterilisati na 90°C tokom 90 min (S6zbir Diizkale, 2021),
pasterizovati na 60-80°C u vodi pre procedure inokulacije (Abou Fayssal i sar., 2020; Cayetano-
Catarino i sar., 2020), pariti na temperaturi preko 100°C tokom 4h (Adebayo i sar., 2021), ili
tretirati aerobnom fermentacijom: 65°C tokom 36h, fermentacijom tokom 12h i vazduSnim
hladenjem tokom 24h (Myronycheva i sar., 2017). Sva ostala istrazivanja ukljucuju pripremu
Supstrata na isti ili slican nacin.

Nakon mokulacije, mere se razliCiti parametri produktivnosti tokom perioda rasta micelijuma i
berbe, kao Sto su brzina rasta miceljuma, vreme potrebno za zavrSetak rasta micelijuma, vreme
potrebno za pojavu primordijuma i berbu, ukupan prinos gljiva 1 bioloSka efikasnost (Doroski 1 sar.,
2021), kao 1 gubitak organske materije, precnik SesSira i drske, kao 1 duzina drSke (Abou Fayssal i
sar., 2020).

2.4. Hemijs ke analize lignoceluloznih supstrata koji poti¢u od prehrambenog otpada

P. ostreatus, kao gljiva bele trulezi, razgraduje celulozu, hemicelulozu i lignin i Koristi ih kao glavni
izvor hranljivih materija za rast micelijuma (Grimm i Wosten, 2018). Celuloza, hemiceluloza i
lignin su glavni sastojci lignoceluloznog otpada, Sto ga ¢ini idealnim za gajenje gljiva. Glavni izvor
celuloze je Celijski zid vaskularnih biljaka, a sastoji se od jedinica D-glukoze povezanih preko [
(1—4)-glukozidnih veza. Celuloza i hemiceluloza spadaju u ugliene hidrate, a njihove veze se
mogu razgraditi aktivnoS¢u kiselina ili enzima (Sundarraj i Ranganathan, 2018). Takode, faktori
znaCajni za rast micelijuma, prinos 1 efikasnost proizvodnje micelijuma ukluCuju opseg C/N
odnosa, pH vrednost i udeo vlage (Nwanze isar., 2005).

Prema Chang i Miles (1989), vec¢ina gljiva zahteva vlagu supstrata izmedu 50 i 75%, §to podrzava
maksimalni nivo rasta. lzvor wuglienika 1 azota ima uticaj na proizvodnju micelijalnih
egzopolisaharida u submerznoj kultivaciji, to znaéi da na celijski zid gljiva mogu uticati nutritivni
signali i okolni stres (Elisashvili i sar., 2009). Prema Choi (2004), azot se transformiSe u amonijak
tokom procesa fermentacije, Sto izaziva prekid rasta micelijuma u velikim koli¢inama. Idealne
vrednosti azota su izmedu 0,5 i 2% (Naraian i sar., 2009). Komponente bogate azotom, koje se
koriste kao dodaci supstratu za gajenje gliiva, dovode do veceg prinosa gliva i povecanih
metabolickih aktivnosti gljiva prouzrokovanih prisustvom dodatnog azota (Nwanze i sar., 2005;
Rodriguez Estrada i Royse, 2007), Sto protivreci tvrdnji da azot uzrokuje prekid rasta micelijuma
(Choi, 2004).

S druge strane, dodavanje materija bogatih azotom moze takode dovesti do veceg rizika od
kontaminacije konkurentskim mikroorganizmima (Yildiz i sar., 2002). Supstratna suplementacija
doprinosi  uspesnoj fermentaciji razli¢itih lignoceluloznih  supstrata namenjenin gajenju  gljiva
(Zervakis i sar., 2013). Sto se ti¢e fizickih svojstava supstrata, granulometrijski profil i veli¢ina
Cestica odreduju povr$inu koja je dostupna za rast micelijuma. Manje Cestice supstrata doprinose
kompresiji supstrata i limitiranoj razmeni gasova i dostupnosti hranljivih molekula za hidroliticke
enzime odgovorne za rast micelijuma, Sto ograniava rast i prinos gljiva (Gowthaman i sar., 2001).
Pre inkubacije, analiza otpada od maslinovog drveta obicno ukljucuje odredivanje pH vrednosti,
elektroprovodljivosti, sadrzaja ukupne organske materije, vlaznosti i odnosa C/N, pored odredivanja
sadrzaja celuloze, hemiceluloze i lignina. Atomska apsorpciona spektrofotometrija koristi se za
analizu mineralnog sadrzaja (K, Ca, Mg, Na, Fe i Mn) (Abou Fayssal i sar., 2020). Takode,
Sakellari i sar. (2019) su analizirali elementalni sastav supstrata sa razli¢itim udelima lis¢a masline,
otpadnog ulja maslinovog drveta i kostica grozda i detektovali slede¢e elemente: Al, As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cs, Cu, Fe, K, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Sr, V i Zn. Supstrati od otpadnog ulja maslinovog drveta
zajedno sa koSticama grozda su analizirani radi odredivanja ukupnog fenolnog sadrzaja, profila
fenola, terpena i skvalena (Koutrotsios i sar., 2018). Pored analize glavnih sastojaka, Melanouri i
sar. (2022a) uklju¢uju odredivanje ukupnog azota i organske materije supstrata u ¢ijem su sastavu
kostice grozda, otpad od kafe i maslinova pulpa. Analiza iskoris¢ene kafe, kukuruznog i pirinanog
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otpada ukljucivala je odredivanje sadrzaja vlaznosti, ukupnog sadrzaja C i N i odredivanje pH
vrednosti (Carrasco-Cabrera i sar., 2019; Zarate-Salazar i sar., 2020).

Adebayo i sar. (2021) obuhvatili su analize celuloze, hemiceluloze, lignina, otpadnih materija od
palme i pirina, dok su Ma i sar. (2020) dodatno analizirali sadrzaj hranljivih materija supstrata Koji
sadrzi upotrebljene bebi pelene i otpadnu hranu u koju su ukljuceni kora banane, otpadna kafa i
otpad Secerne trske. Odnos C/N 1 ukupni sadrzaj N u supstratima od vlakana kokosa, ljuske kafe i
kukuruznog bra$na bili su deo analize Sdnchez i Montoya (2020). Otpad od piva (iskoris¢eni pivski
ostatci) je uklju¢en u analizu pH vrednosti, odredivanja sadrzaja C i N (Omoni i sar., 2022), dok su
analize P, odnosa C/N i sadrzaja vlage dodatno ukljueni u istraZivanja Carolina i sar. (2021).
Analize otpada Secerne trske ukljuéile su sadrzaj celuloze, hemiceluloze, lignina, ukupni N, ukupni
C, P, Ca, Mg, Na i K (Narvéez i sar., 2021), odnos C/N, S, H, pH i odredivanje sadrzaja vlage
(Zakil i sar., 2019), dok je supstrat od pirin¢a dodatno obuhvatio ukupni K, P i teske metale (Cr, As,
Cd, Hg i Pb) (Huang i sar., 2019). Ukupni N, organska materija, pH i elektroprovodljivost bili su
ukljuceni u analize otpada od soje, maslinovog ulja i vina (Economou i sar., 2020, 2017).

2.5. Sastav supstrata od prehrambenih otpada kori§cenih za gajenje gljiva

Supstrati od otpada masline pripremljeni u eksperimentu Koutrotsios i sar. (2019) sadrzali su otpad
maslinovog drveta i dvofazni otpad od maslinovog ulja (TPOMW) pomeSan sa pSeni¢nom slamom
u odnosima 25, 50 i 75%, kao i meSavinu oba otpada u odnosima 25 i 50%, dok su Abou Fayssal i
sar. (2020) koristili samo otpad maslinovog drveta u kombinaciji sa pSenicnom slamom (1:3, 3:1).
Obimna literatura obuhvata pripremu mesSavina supstrata od otpada maslinovog ulja i kostica grozda
(industrija vina). Stoga su Koutrotsios i sar. (2018) i Sakellari i sar. (2019) Koristili TPOMW, lis¢e
masline, kostice grozda i pSenicu, kao i njihove kombinacije u odnosima 3:1, 1:1 i 1:3. Otpad od
maslinovog ulja i kostice grozda, zajedno sa pSenicom, koriS¢eni su kao supstrati i u istraZivanjima
Tagkouli i sar. (2021) i Tsiantas i sar. (2021) u slede¢im kombinacijama: pSenica:koStice grozda
(1:1), listovi masline: TPOMW (3:1) i pSeni¢na slama kao kontrola. Kostice grozda kao jedini
prehrambeni otpad koriS¢en je u istrazivanju Doroski i sar. (2021), u slede¢im odnosima sa
pSenicom: 100%, 80%:20%, 50%:50%.

Otpad od kafe pripremlien je u meSavini sa kukuruznim bragnom i slamom (Melanouri i sar., 20223,
2022b), dok su Carrasco-Cabrera i sar. (2019) koristili iskoris¢enu kafu u meSavini sa piljevinom.
Ling Ma i sar. (2020) istrazivali su otpad od kafe i banana u meSavini sa dodatkom iskori§¢enih
bebi pelena. Takode, Nguyen i Ranamukhaarachchi (2020) su koristili iskoriS¢enu kafu u slede¢im
formulacijama: 100%, u odnosima 50%:50% i 20%:80% u meSavini sa pSeniénom slamom i
kartonom. Kafa i ljuska kakaovca u mesavini sa drugim otpadom koris¢ene su u radu Lowor i Ofori
(2018), a otpad od kakaovca i palme koris¢en je kao supstrat u slede¢im istrazivanjima: Mota da
Silva i sar. (2020) su mesali otpad od palminog ulja i koru od kakaovca u pet supstrata u razli¢itim
odnosima, Fernandes Pereira i sar. (2021) su koristili ljuske od kakaovca i otpad od piva, gde su
iskoriS¢eni pivski ostatci varirali izmedu 10 1 90% (w/w), dok je otpad od kakaovca koris¢en kao
dodatak tezini do 100g. Otpad od palminog ulja, grane i stabljike, koriS¢en je u drugom istrazivanju
(Adebayo i sar., 2021) u kombinaciji sa brasnom od pirin¢a, piljevinom i kukuruznim bra$nom:
100% svakog supstrata pojedinacno i u odnosu 50% grane i stabljike u meSavini sa 50% sa
pillevine, otpada od pirin¢a ili pSenice.

Palmina ljuska je koris¢ena za proizvodnju biouglja, a zatim kao bio-dubrivo za rast bukovace
(Nam i sar., 2017). Biougalj je meSan sa pSenicom i pilievinom u tri razli¢ite meSavine: biougalj
mase izmedu 10 i 30g, pSenica 84 i 86g, a pilievina > 850g. Sa druge strane, razli¢ita semena palme
u kombinaciji sa ljuskom Brazilskog oraha i borovom piljevinom su ispitivane kao supstrat za
kultivaciju u studiji de Aguiara i sar. (2021), dok su Zakil i sar. (2019) mesali peteljke voca i viakna
palme u kombinaciji sa otpadom Secerne trske i piljevinom kaucuka, uglavnom u procentima
25%:75% i 50%:50%. Economou i sar. (2020) su Kkoristili drugaéiji pristup, upotrebljavajuci
iskorisCen supstrat gljive obogaéen pSenicom i sojom za novi proces gajenja, kako bi se dobio
efekat odnosa C/N za narednu kultivaciju. Sa druge strane, ljuske suncokreta su se Koristile za
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gajenje bukovade U meSavini sa pSenicom (32) (Myronycheva i sar., 2017), dok su cCiste i
degradirane ljuske badema (5%) pripremljene u meSavini sa polimernim matriksom u istrazivanju
Sozbir Dizkale (2021).

Ljuska i plodovi kikirikija pomeSani u razli¢itim udelima (20%:80%, 50%:50%, 100%) koris¢eni su
u studiji Zieda i sar. (2019) za dopunu supstrata P. ostreatus. Otpad od piva je iskoris¢en u
razli¢itim Studijama na razlicite nacine: nezagadena zemlja je pomeSana sa prethodno imobilisanim
istroSenim pivarskim zrnom obraslim micelijumom u odnosu 1:5 (Omoni i sar., 2022); sladni jeCam
(istroseno pivsko zrno) je koris¢en kao suplementacija drugim poljoprivrednim otpadima, a zatim
koris¢en kao supstrat (Rugolo i sar., 2020); dok su tri kategorije pivskog otpada pomeSane sa
lluskom kakao mahuna u razli¢itim odnosima (Carolina i sar., 2021). Submerzna i Cvrsta
fermentacija je primenjena u slede¢im studijama: pseudostem banane i kokosovo vlakno u koli¢ini
od 20 g dodati su u boCice sa Kirkovim medijumom za kultivaciju (Ferreira da Silva i sar., 2019)
gde su smeSteni inokulisani diskovi sa miceljumom. Ova studija je obuhvatila odredivanje
enzimske aktivnosti. S druge strane, pogaca kao ostatak proizvodnje kokosovog ulja, zajedno sa
pogacom od susamovog ulja, pripremana je u konusnim bocama za inokulaciju micelijuma, kako bi
se proizveli proteini sliéni hidrofobinu (Kulkarni i sar., 2020). Ostaci poljoprivrednih Zitarica
ukljucujuéi otpad pirin¢a, kukuruza i Seéerne trske uglavnom su pripremlieni ¢isti za inokulaciju
gliiva: pirinCana slama i kukuruzna strnjika kori§¢eni su u studiji Zarate-Salazar i sar. (2020), dok
su Akter i sar. (2022) dodatno Koristili pirin¢anu ljusku i otpad Secerne trske. Huang i sar. (2019)
koristili su pirincanu slamu, dok su Wiafe-Kwagyan i sar. (2022) dodatno koristili meSavine
pirinCanih mekinja i ljuski dopunjene razli¢itim procentima CaCOj;. Kukuruzna slama i otpad
SeCerne trske su pomesani kako bi se pronasao najbolji supstrat za gajenje (lwuagwu i sar., 2020),
dok je klip kukuruza sam i u meSavini sa slamom od prosa i otpadom od bambusa koris¢en u studiji
Fufa i sar., (2021).

2.6. Produktivnost rasta P.ostreatus na supstratima sa razli¢itim otpadima od hrane

Produktivnost rasta P. ostreatus predstavliena je kroz razlicite parametre. Pre svega, studije
uklju¢uju biolosku efikasnost iskoriS¢enja supstrata (bioloSka efikasnost supstrata, BE) kao
najvredniji parametar Kkoji podrazumeva prinos kultivisanih plodonosnin tela po kg suve mase
supstrata (Abou Fayssal i sar., 2020; Akter i sar., 2022; Cayetano-Catarino i sar., 2020; de Aguiar i
sar., 2021; Doroski i sar., 2021; Economou i sar., 2020; Fufa i sar., 2021; Huang i sar., 2019;
Koutrotsios i sar., 2019, 2018; Lowor i Ofori, 2018; Melanouri i sar., 2022a; Myronycheva i sar.,
2017; Rugolo i sar., 2020; Silva i sar., 2020; Wiafe-Kwagyan i sar., 2022.; Zakil i sar., 2019;
Zarate-Salazar i sar.,, 2020). Ovaj parametar prati brzinu rasta micelijuma u vrecama
(mm/dan)(Akter i sar., 2022; Doroski i sar., 2021; Koutrotsios i sar., 2019; Melanouri i sar., 2022a),
ukupan prinos gljiva (g) (Cayetano-Catarino i sar., 2020; de Aguiar i sar., 2021; Doroski i sar.,
2021; Fufa i sar., 2021; lwuagwu i sar., 2020; Koutrotsios i sar., 2019, 2018; Lowor i Ofori, 2018;
Ma i sar., 2020; Nam i sar., 2017; Wiafe-Kwagyan i sar., 2022; Zakil i sar., 2019; Zied i sar., 2019),
vreme potrebno za zavrSetak rasta micelijuma (dani), vreme potrebno za formiranje primordijuma i
berbu (dani) (Akter i sar., 2022; Cayetano-Catarino i sar., 2020; Doroski i sar., 2021; Economou i
sar., 2020, 2017; Fufa i sar., 2021; Iwuagwu i sar., 2020; Koutrotsios i sar., 2019; Ma i sar., 2020;
Myronycheva i sar., 2017; Nguyen i Ranamukhaarachchi, 2020; Sozbir Dizkale, 2021; Zakil i sar.,
2019). S druge strane, neka istrazivanja su ukljucila ekonomski prinos (g/vre¢i) nakon uklanjanja
nejestivin delova gljive i gubitak organske materije (Abou Fayssal i sar., 2020; de Aguiar i sar.,
2021; Ma i sar., 2020; Zarate-Salazar i sar., 2020), kao i masu gljiva (g) (Abou Fayssal i sar., 2020;
Akter i sar., 2022; Economou i sar., 2020; Koutrotsios i sar., 2018; Myronycheva i sar., 2017),
pre¢nik Sesira i drSke (cm) i duzinu drske (cm) (Abou Fayssal i sar., 2020; Akter i sar., 2022; Fufa i
sar., 2021; Iwuagwu i sar., 2020; Ma i sar., 2020; Melanouri i sar., 2022a; Myronycheva i sar.,
2017; Silva i sar., 2020; Wiafe-Kwagyan i sar., 2022; Zarate-Salazar i sar., 2020). Dodatno,
parametar produktivnosti definisan kao ,,odnos BE u toku ciklusa plodonosenja“ je ukljucen u
studiju Koutrotsiosa i sar. (2018) i Cayetano-Catarino i sar. (2020), dok su Ma i sar. (2020) i Zied i
sar. (2019) obuhvatili prosecan broj plodonosnih tela 1 formiranih primordijuma. Ukupna biomasa
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svezih gljiiva (Zarate-Salazar i sar., 2020), udeo vidljivog micelijuma (Akter i sar., 2022), broj
klastera (Silva i sar., 2020; Zied i sar., 2019) i ukupna masa micelijuma (Economou i sar., 2020) bili
su retki parametri uklju¢eni u proracun.

2.7. Hemijske analize plodonosnih tela P. ostreatus gajenih na supstratima od prehrambenog
otpada

Mnoge vrste gliiva proizvode polisaharide sa medicinskom vredno$¢u, kao $to su antikancerogena i
imunomodulatorna svojstva. Osim toga, nutritivni sastav gajene jestive gljive u velikoj meri zavisi
od supstrata na kojem je odgajena. S obzirom na to, neke studije obuhvataju Sirok spektar hemijskih
analiza svezih i suvih plodonosnih tela i njihovih ekstrakata (Doroski i sar., 2021; Sakellari i sar.,
2019). Mada, mnoge studije izostavljaju nutritivnu i hemijsku analizu plodonosnih tela, i ukljucuju
samo njihovu proizvodnu vrednost i morfologiju.

Shodno tome, analiza plodonosnih tela bukovace gajenih na otpadu masline ukljucila je pepeo,
dijetalna vlakna i ukupne lipide, zatim sadrzaj azota, proteina, ukupnih ugljenih hidrata i energetsku
vrednost, kao i ukupan sadrzaj fenola i antioksidativnu aktivnost — sposobnost hvatanja slobodnih
radikala (DPPHe) i mo¢ redukcije feri jona (FRAP). Pored toga, odredeni su o- i ukupni glukani
(Koutrotsios i sar., 2019).

S druge strane, Abou Fayssal i sar. (2020) su u istrazivanje ukljucili sadrzaj vlage, ukupne
rastvorljive Secere, fruktozu, glukozu i saharozu, kao i mineralni sastav i profil masnih kiselina
gliiva. Pojedina¢na fenolna jedinjenja i terpeni bili su dodatni deo istraZivanja koje su uradili
Koutrotsios i sar. (2018), kao i sadrzaj skvalena i ergosterola. Elementalni sastav plodonosnih tela
gliiva gajenih na supstratima koji sadrze kominu grozda i otpad maslina deo je istrazivanja koje su
sproveli Sakellari i sar. (2019), koji je sluzio za prora¢un unosa toksi¢nih i esencijalnih elemenata
kroz konzumaciju, dok je profil isparljivih aromati¢nih jedinjenja plodonosnih tela bio cilj
istrazivanja koje su sproveli Tagkouli i sar. (2021). U istrazivanju Tsiantas i sar. (2021) odreden je
sadrzaj ergotioneina i lovastatina u gljivama koje su gajene na otpadu grozda i maslina, uporedujuci
ih sa konvencionalnim supstratima.

Sto se tiGe supstrata od komine grozda, Doroski i sar. (2021) primenili su spektrofotometrijske
metode za odredivanje ukupnih polifenola, polisaharida i1 proteina, kao i antioksidativne aktivnosti.
Dobijene vrednosti se konvertuju u indekse kvaliteta kako bi se procenio ukupan kvalitet svakog
pojedina¢nog uzorka (Djekic i sar., 2017).

PotroSeni talog kafe kao supstrat za Kultivaciju P. ostreatus istrazivali su Carrasco-Cabrera i sar.
(2019), kroz ekstrakciju i kvantifikaciju kofeina i metabolita kofeina u kultivisanim plodonosnim
telima u poredenju sa njegovom koncentracijom u istroSenom supstratu. S druge strane, Lovor i
Ofori (2018) wuradili su opseznu hemijsku analizu gljiva gajenih na ljusci kakaa i kafe, koja
obuhvata sadrzaj vlage, sirove proteine, SeCere rastvorlive u etanolu, pepeo, sadrzaj lipida i
ukupnog azota i mineralne hranljive materije.

Nutritivna vrednost plodonosnih tela gajenih na kakao i palminom otpadu (Silva i sar., 2020)
obuhvatala je sadrzaj suve i mineralne materije, sirove proteine, sadrzaj neutralnog i kiselog
detergentskog vilakna i lignin. Ugljenik, odnos C/N, azot, ukupni ugleni hidrati i proracun
energetske vrednosti su takode bili deo analize. Zakil i sar. (2019) i de Agioar i sar. (2021)
analizirali su proteine, ukupne lipide, ukupne ugliene hidrate, vlagu, energetsku vrednost i sirova
vlakna u okviru svog istraZivanja, u vezi sa otpadom Secerne trske i palminog ulja. Sto se tice
otpada od oraSastih plodova i otpada od piva, nijedna studija nije ukljucivala bilo kakvu hemijsku
analizu proizvedenih plodonosnih tela.

Akter i sar. (2022) analizirali su plodonosna tela gajena na otpadu pirinca, klipa kukuruza i Seéerne
trske, a istrazivanja su uklju¢ila ukupan sadrzaj Secera, sadrzaj proteina, sadrzaj pepela i ukupne
fenole, koriste¢i spektrofotometrijske 1 gravimetrijske metode. Nutritivna vrednost, ukljuc¢ujuci
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vlagu, pepeo, polisaharide, proteine, vlakna i sadrzaj lipida gliiva gajenih na otpadu pirinca,
odredena je u istrazivanju Huang i sar. (2019).

Beta-glukani su strukturni sastojci celijskog zida gliiva (Huang i sar., 2015). Za razliku od B-
glukana, izvestaji o strukturi a-glukana su ograniCeni, zbog njihove niske koncentracije u gliivama 1
njihove neizvesne bioloSke funkcije (Avni i sar., 2017). Prema Reverberi i sar. (2004), otpad od
maslina podstice sintezu B-1,3-glukana kod gljive P. ostreatus, Sto je rezultat odgovora na
oksidativni stres. Izvor oksidativnog stresa moze biti prisustvo oksidativnih fenolnih jedinjenja ili
reaktivnih vrsta kiseonika. Potencijalna prepreka koriS¢enja enzimskih metoda za odredivanje
sadrzaja glukana u plodovima gljiva jeste pojava ostataka vlakana, poput hitin-glukan kompleksa,
nerastvorljive materije koja ograniava difuziju enzima tokom odredivanja B-glukana i rezultuje
nizim vrednostima sadrzaja B-glukana (Huang i sar., 2015).

12



3. Ciljeviistrazivanja doktorske disertacije

Cilievi ovog istrazivanja obuhvataju sledece:

e Ocenu bioloske efikasnosti supstrata koji sadrzi razliéite procentualne odnose otpada i
slame;

e Ocenu ukupnog kvaliteta bukovace gajene na supstratu koji sadrzi razliciti procentualni
odnos otpada i slame, od dana branja tokom skladiSta 7. i 14. dana;

e Utvrdivanje promene u kvalitetu bukovace pri razli¢itom procentualnom odnosu otpada i
slame u supstratu, na osnovu razli¢itih parametara kvaliteta, biohemijskog sastava, kao i
antioksidativnih svojstava, od dana branja tokom skladista 7. i 14. dana;

e Ocenu mikrobioloskog kvaliteta bukovae gajene na supstratu koji sadrzi razliciti
procentualni odnos otpada, od dana branja tokom skladiSta 7. i 14. dana;

e Ocenu senzornih svojstava bukovace iz standardne proizvodnje pripremliene razli¢itim
kulinarskim metodama, sa dodatkom zacinskog bilja.

Ovo istrazivanje ima za cilj procenu opSteg kvaliteta bukovace gajene na supstratu koji sadrzi otpad
i slamu, kao i uoCavanje razlke u kvalitetu bukovace u odnosu na razliéiti procentualni sastav
supstrata, na osnovu ispitivanih parametara kvaliteta i biohemijskog sastava plodonosnog tela. Na
taj nacin, alternativna proizvodnja bukovace moze se predloziti kao pogodnija za primenu u
globalnoj proizvodnji na osnovu potencijalnin  funkcionalnih svojstava koja gljiva poseduje pri
ovakvim uslovima gajenja. Takode, prati se razlika u senzornim svojstvima bukovace koja nastaje
zbog primene razli¢itih kulinarskin metoda na plodonosna tela, a zatim se donosi i zakljucak o
pogodnosti odredenog nacdina kulinarske obrade koji se moze primeniti u op$toj praksi.

Osnovna hipoteza koja se moze primeniti u istrazivanju je da postoji opravdani razlog primene
alternativnih supstrata u gajenju bukovace koji predstavljaju biljni otpad iz neke druge prehrambene
industrije. Posebne hipoteze su:

e Pretpostavka je da postoji razlika u kvalitetu, biohemijskim i antioksidativnim svojstvima
bukovace gajene na supstratu koji sadrz razli¢iti procentualni odnos otpada i slame;

e Pretpostavka je da postoji uticaj perioda skladiStenja na kvalitet, biohemijska i
antioksidativna svojstva bukovaCe gajene na supstratu koji sadrzi razliciti procentualni
odnos otpada i slame;

e Pretpostavka je da postoji razlka u bioloskoj efikasnosti supstrata koji sadrzi razliiti
procentualni odnos otpada i slame;

e Mogucée je odrediti parametre kvaliteta bukovace iz standardne proizvodnje koja se razlikuje
po metodi kulinarske obrade;

e Kaulinarske metode obrade bukovace iz standardne proizvodnje utiCu na sveukupnu ocenu
kvaliteta.
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4. Materijal i metode

4.1. Gajenje bukovace na razli¢itim celuloznim otpadima iz prehrambene industrije
4.1.1. Prehrambeni otpadi koriS¢eni za gajenje P. ostreatus

Otpad koji je koris¢en kao supstrat za gajenje jestive gljive P. ostreatus obuhvata (1) kominu
grozda, koja ostaje nakon proizvodnje crvenog vina, sakuplienu tokom leta 2018. od sorte grozda
Prokupac, poreklom iz Aleksandrovacke Zupe, Srbija, (2) suncokretovu ljusku sakuplienu tokom
jeseni 2021. godine u kompaniji Victoria oil, industriji suncokretovog ulja iz Sida, Srbija, i (3)
sojinu ljusku prikuplienu tokom jeseni 2021. godine u kompaniji Bioprotein, industriji sojinih
proizvoda i ulja iz Obrenovca, Srbija. Otpad je skladiSten u hladnom i mra¢nom skladistu do
upotrebe.

4.1.2. Priprema Ciste i mati¢ne kulture gljive P. ostreatus

Za pripremu Ciste kulture (Slika 3.), koris¢ena je metoda inokulacije tkiva gljive (Mondal i sar.,
2011) na sladni agar koji se koristi kao hranljiva podloga. Cista kultura je izolovana iz sveZeg
plodonosnog tela gljive komercijalnog soja HK35 dobijenih od proizvodaca Sylvan i zasejana na
povrsinu hranljive podloge. Pre upotrebe, gljive su oprane destilovanom vodom, a tkivo je
izolovano pod sterilnim uslovima u laminarnoj komori. Priprema matiéne kulture (Slika 3.) je
obavljena po metodi Mondal i sar. (2011), po kojoj su sterilisana zrna pSenice sa dodatim CaCOj3
koris¢ena kao supstrat za proizvodnju matiCne kulture. CaCOj; se u supstrat dodaje radi
obezbedivanja pH vrednosti optimalne za rast micelijuma, kao i zbog postizanja rastresitosti zrna
sto je neophodno za dobru razmenu gasova, te pravilan rast micelijuma. Naime, u sterilnim
uslovima laminarne komore, Cista kultura je presejana na povrSinu zrna zita radi daljeg prorastanja
micelijuma. Posude sa poklopcima koji poseduju otvore u kojima se nalazi mati¢na kultura
prekrivene su sterilnim filter papirom i smeStene su u prostor za inkubaciju sa konstantnom
temperaturom od 25°C, optimalnom za dalje prorastanje micelijuma.

4.1.3. Priprema supstrata za gajenje gljive P. ostreatus

Za kultivaciju P. ostreatus koriS¢eno je pet supstrata sa razli¢itim odnosom komine grozda i slame
(Doroski i sar., 2021), kao i sedam supstratnih smesa, ukljucuju¢i ljusku suncokretovog semena,
ljusku soje i pSeni¢nu slamu (Tabela 1.). U eksperiment je bio ukljucen i supstrat koji sadrzi 100%
slame, koriS¢en kao kontrolni uzorak. PSeni¢na slama je iseCena na manje komade (oko 3 cm
duzine), zatim potopliena u vodu kvaliteta vode za pi¢e u trajanju od 24 h. Svi ostali supstrati su
tretirani na isti na¢in. Nakon S§to je voda fizicki uklonjena, supstrat je oceden do priblizno 60%
sadrzaja vlage. Materijali su meSani prema Sablonu navedenom u Tabeli 1. Polipropilenske kese
(Microsac, PP75/BEH6/Ks37-53, Nevele, Belgija) sa Sest filterskih traka i debljimom folije 75 mm,
koriS¢ene su za pakovanje meSavine supstrata u koli¢ini od 3 kg 1 zacepliene pamuc¢nim ¢epovima
pre sterilizacije. Pamuéni ¢epovi su koriS¢eni kao dodatne barijere koje sprecavaju bilo kakav uticaj
atmosfere na mesavinu. Kese su sterilisane u autoklavu (ProMiTech PMT PS 3050 — 10022,
Beograd, Srbija) 2 h na 121°C pod pritiskom od 15 kg cm?, a zatim ohladene na sobnu
temperaturu u toku 24 h. 2% materijala matiéne kulture koji sadrzi micelijum dodato je u svaku
kesu supstrata u sterilnim uslovima laminarne komore, a zatim promesano kako bi se materijal
mati¢ne kulture ravnomerno rasporedio kroz supstrat. Nakon toga, svaka kesa je zalepliena,
oznaCena 1 smeStena U prostor za inkubaciju na 25°C i 85% relativne vlaznosti vazduha. Rast
micelijuma zavrSava se tokom 15-28 dana, u zavisnosti od supstrata koji je koriS¢en. Svaka
supstratna smesa je pripremliena u triplikatu kada je u pitanju kombinacija sa kominom, odnosno u
kvadriplikatu, kada su u pitanju supstratne smese sa ljuskom soje i suncokreta (Slika 4.).
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Tabela 1. Sastav supstratnih smesa kori§¢enih za gajenje gljive P.ostreatus

Sifra Sastav supstrata
supstrata
100P 100% komina grozda
80P20S 80% komina grozda:20% pSeni¢na slama
50P50S 50% komina grozda:50% pSenicna slama
20P80S 20% komina grozda:80% pSeni¢na slama
100S* 100% psenicna slama
SBN 100% sojina ljuska
SBN:SFW 50% sojina ljuska: 50% suncokretova ljuska
SFW 100% suncokretova ljuska
33,3% sojina lLjuska: 33,3% suncokretova lLuska: 33,3% pSeni¢na
SBN:SFW:WS slama
SBN:WS 50% sojina ljuska: 50% pSeni¢na slama
SFW:WS 50% suncokretova ljuska: 50% pSenicna slama
WS** 100% pSenina slama

4.1.4. Formiranje primordijuma i branje plodonosnihtelaP. ostreatus

Nakon zavrSetka prorastanja miceljuma, kese su postavlene u tunele za plodonoSenje kompanije
Ekofungi u Padinskoj Skeli, Srbija (Slika 5.). Kese su pripremljene po postupku (Doroski i sar.,
2021) i postavlene na police ispod izvora svetlosti Kontrolisana atmosfera u tunelima za
plodonoSenje obuhvatala je dnevno-no¢nu smenu sa protokom vazduha od 2 m s, 10 izmena
vazduha na sat, normalno svetlo, visoku relativou vlaznost (85%) i temperaturni opseg izmedu 20 i
25°C, kada je u pitanju kombinacija supstrata sa kominom, odnosno izmedu 10 i 12 °C, kada su u
pitanju supstrati sa sojinom i suncokretovom ljuskom.

Sto se tice supstrata koji sadrze kominu, inicijacija primordiuma je primeéena nakon 6-12 dana,
plodonosna tela bila su spremna za branje izmedu 5-7 dana nakon formiranja primordijuma, dok je
kod supstrata sa ljuskom soje i suncokreta inicijacija primordijuma primecena nakon 8-9 dana, a
plodonosna tela su ubrana nakon dodatnih 8-9 dana (Slika 6.). Plodonosna tela su ubrana u prvom
talasu plodonosenja, izabrana su za analizu na osnovu privlacnog izgleda i odsustva oStecenja.
Plodonosna tela su transportovana u laboratoriju u rashladenom stanju (8-10°C) jedan sat nakon
berbe, upakovana i uskladiStena na 4°C, odmah analizirana ili suSena do konstantne mase za dalju
analizu.

15



Slika3. Prikaz inokulacije micelijuma, proizvodnje ¢iste imatiéne kulture gljive P. ostreatus: 1) proizvodnja ¢iste kulture; 2) i 3) priprema mati¢ne kulture; 4) prikaz inkubacione
komore (25°C); 5) rast micelijuma
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Slika 4. Prikaz pripreme supstrata kori§¢enih za proizvodnju gljive P.ostreatus: 1) Slama — kontrola; 2) Ljuska suncokreta; 3) Komina grozda; 4) Ljuska soje; 5) Inkubaciona
komora: 25°C, relativna vlaznost 85%
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Slika 5. Prikaz proizvodnog tunela u kojima se odvijala fruktifikacija gljive P.ostreatus: 1) proizvodni tunel; 2) prikaz normalnog osvetljenja u proizvodnomtunelu; 3) pojava
primordijuma
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Slika®6. Prikaz procesa fruktifikacije i izgleda plodonosnih tela P. ostreatus tokomrasta ineposredno pre branja
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4.1.5. Procena pogodnosti supstrata za gajenje bukovace — analiza produktivnosti i hemijska
analiza supstratai plodonosnihtela

4.1.5.1. Evaluacija produktivnosti supstrata koriséenih za gajenje gljive P. ostreatus

Parametri uklju¢eni u procenu produktivnosti bili su brzina rasta micelijuma u dzakovima sa
supstratom (mm/dan), vreme zavrSetka rasta micelijuma (dani), vreme potrebno za formiranje
primordijuma (dani), vreme potrebno za sazrevanje plodonosnih tela (dani), ukupan prinos gljiva
(g) 1 bioloska efikasnost supstrata (BE). Masa svezih gljiva za svaki tretman zabeleZena je na
tehni¢koj vagi. BE se izraCunava prema jednacini koju su definisali Chang i sar. (1981), a oznacava
,prinos sveze gliive po kg suve mase supstrata i racuna se u procentima:

__Fwlgl

BE[%] = =100 1)

gde FW oznacava svezu masu gljiva, a DW suvu masu supstrata.
4.1.5.2. Elementalna analiza plodonosnih tela i supstrata

Za elementalnu analizu koriS¢eni su uzorci gajeni na komini grozda - suvo spraseno plodonosno
telo gljiive i sprasen supstrat komine i slame. Odreden je sadrzaj uglienika, azota, vodonika i
sumpora koriste¢i automatski analizator Vario EL 1l CHNS/O Elementaranalyse, Elementar.
Ukupni proteini su izraCunati iz vrednosti koli¢ine azota (%), koriste¢i faktor konverzije azota u
protein (NP) 4,38 (Mattila i sar., 2002).

4.1.5.3. Odredivanje ukupnih rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana

Analize supstrata (ljuska soje, ljuska suncokreta, slama) obuhvatale su gravimetrijsko odredivanje
ukupnih rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana: NDF - analiza neutralnog detergentskog vlakna,
ADF - analiza kiselog detergentskog vlakna, ADL — sadrzaj lignina, zatim sadrzaji hemiceluloze i
celuloze, prema metodi Van Soest (1963), modifikovano od strane Mertens (1992). Sadrzaj
hemiceluloze i celuloze je izraCunat prema slede¢im jedna¢mnama:

Hemiceluloza (%) = NDF — ADF 2

Celuloza (%) = ADF — ADL 3)

Uzorci supstrata su ukljucivali SFW, SBN i WS, sirovi i nakon fruktifikacije gljiva. Uzorci su
suseni u susari u atmosferi vazduha na 35°C do konstantne mase, usitnjeni u prah i ¢uvani u suvim i
tamnim uslovima pre analize. Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti tri puta ponovljenog
eksperimenta.

4.1.6. Analiza svezih plodonosnih tela bukovace gajene na pre hrambenom otpadu

4.1.6.1. Priprema plodonosnih tela za analize

Plodonosna tela ubrana za eksperiment bila su ujednacene velicine i sliénog oblika, pa potencijalna
varijacija u kvalitetu nije uzeta u obzir. Gljive sa nedostacima iskljuCene su iz istrazivanja kao $kart.
U istrazivanje su ukljuceni celi karpofori. Nakon berbe, svaki uzorak gljive je ¢uvan u frizideru do
pocetka eksperimenta.

Pedeset grama plodonosnin tela svakog uzorka je pojedinacno upakovano u Kkese
(poliamid/polietilen/polietilen, 200 mm X% 300 mm) 85 pm debljine, a koriS¢ena je masina za
pakovanje HVC-510T/2A, Kina, sa brzinama prenosa od 60 ml O,, 12 ml N, i 180 ml CO, m=
dan! atm™1, datim deklaracijom. Svaki uzorak je pojedinacno spakovan i skladisten na 4°C tokom 7
i 14 dana. Deo plodonosnih tela u sveZzem stanju za sve tri vremenske tacke uzorkovanja (0., 7. i 14.
dan) je koriS¢en za analizu profila teksture, analizu profila boje, mikrobiolosku analizu i
odredivanje promene permeabilnosti membrane merenjem curenja elektrolita. Preostale koli¢ine sva
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tri uzorka (0., 7. 1 14. dan) su ostavliene za pripremu ekstrakata gljiva za dalje analize (podnaslov
4.1.8.).

4.1.6.2. Analiza profila teksture

Analiza profila teksture plodonosnih tela gljiva je izvrSena koriS¢enjem uredaja Tekture Pro CTV
1.9 Build 35 (Brookfield Engineering Labs, Inc., SAD). KoriS¢en je tip sferne sonde. Nakon
kalibracije, izvrSen je TPA test sa slede¢im podeSenim parametrima: sila okidanja - 9 g, brzina testa
merenja - 2 mm/s i dubina deformacije - 4 mm (Djekic i sar., 2017). Plodonosna tela gljiva
dimenzija 50-60 mm u pre¢niku su podvrgnuta kompresiji. Koris¢ene su horizontalno postavijene
kapice gljiva. Merenja su obavliena na 10 uzoraka plodonosnih tela gljiva za svaki tretman, u
ambijentalnim uslovima.

4.1.6.3. Analiza promene boje

Merenje boje plodonosnih tela gliive izvrSeno je koriS¢enjem metode Kompjuterski vizuelni sistem
(CVS), koja je prethodno objasnjena (Tomasevic i sar., 2018). CVS se sastojao od drvene komore,
sistema osvetlienja sa Cetiri fluorescentne lampe i digitalne kamere Sony Alpha DSLR-A200 (10,2
MP, CCD senzor) koja se nalazila na udaljenosti od 30 cm od uzorka, dok su podaci sa fotografija
obradeni odgovaraju¢im softverom. Pre upotrebe, kamera je kalibrisana koriS¢enjem fotografske
ploc¢ice sa 24 standardne boje, koja je fotografisana i prilikom obrade fotografija iskoriS¢ena za
kalibraciju u specijalnom softveru ColourChecker Passport 1,0,1, X-Rite Inc.. Fotografisanje
uzoraka vrSeno je postavljanjem tacne sa uzorcima koji su poredani jedan do drugog i oznaeni
odgovaraju¢om oznakom, kako bi na fotografijama bili prepoznatljivi Softver koji se Koristio za
analiziranje fotografije je Adobe Photoshop, koris¢enjem RAW slike uz pomo¢ alata (engl. average
color sampler tool), kojim se dobijaju Hunter parametri boje (L*, a* i b*) jednog reprezentativnog
dela fotografije koji je vizuelno izabran.

Hunter parametri boje (L*, a* i b") koris¢eni su kao pokazatelji merenja boje za svaki pojedina¢ni
uzorak plodonosnog tela. L,", a," i b," predstavljaju eksperimentalne podatke za kontrolni uzorak
svezih plodonosnih tela bukovace gajenih na supstratu od 100% slame, dok L*, a* i b™ predstavljaju
eksperimentalne podatke za svaki drugi uzorak. Merenje je vrSeno u 10 ponavljanja za svaki uzorak.

Ukupna razlika boje (AE), indeks braon boje (BI), indeks zute boje (YI) i indeks bele boje (WI)
odredeni su prema slede¢im jedna¢inama (Pathare isar., 2013):

AE = /(a" = ap)?+ (b — bg)* + (L7 — Ly)? (4)
_100(x—0.31) . _ (a*+ 175 L")

BI'= 0.17 ,gde je x = (5.645 L* + a*— 3.012 b¥) ©)

Yl =142.86 - = (6)

WI =100 — /(100 — L*)2 + (a*)? + (b*)? (7

4.1.6.4. Analiza propustljivosti ¢elijske membrane
Indikator propustljivosti ¢elijske membrane jeste pokazatelj curenja elektrolita iz tkiva, za Sta je
koris¢ena modifikovana metoda od strane Liu i sar. (2010). Sveza plodonosna tela su za analizu
seCena u obliku diskova (pre¢nika 8mm, 6mm debljine, mase 1g po uzorku). Uzorci su potopljeni u
destilovanu vodu na temperaturi 25°C. SmesSa je meSana kori$¢enjem Sejkera (IKA® KS 4000i
control, Kina), na konstantnoj temperaturi tokom 30 min, dok je provodnost rastvora merena
uredajem za merenje konduktivnosti (inoLab IDS Multi 9430, WTW 82362 Weilheim, Nemacka).
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SmesSa je zatim zagrejana do kljucanja tokom 30 min 1 opet ohladena na temperaturu 25°C.
Konduktivnost je merena na konstantnoj temperaturi. Merenja su vrSena u triplikatima i izrazena
kao udeo ukupnih elektrolita u tkivu gljive u vidu curenja elektrolita.

4.1.6.5. Mikrobioloska analiza plodonosnih tela gljive P. ostreatus

Standardne ISO metode koriS¢ene su za mikrobioloSke analize povrSina plodonosnih tela P.
ostreatus: ukupan broj aerobnih mezofilnih mikroorganizama (engl. total colony count, TCC) (1SO,
2013), Enterobacteriaceae (I1SO, 2009), ukupan broj psihrotrofnin  mikroorganizama (engl.
psychrotrophic colony count, PCC) (ISO, 2001), ukupan broj kvasaca i plesni (engl. yeasts and
molds, YM) (ISO, 2008), Escherichia coli (1SO, 2018), Staphylococcus aureus (ISO, 1999),
Salmonella spp. (1SO, 2017), Clostridium spp. (ISO, 2004a) i Listeria spp. (1SO, 2017). Merenja su
vr$ena u triplikatima 1 izrazena u jedinicama log CFU gl sveze mase.

4.1.7. Ukupan indeks kvaliteta- TQI

Ukupan indeks kvaliteta izraCunat je za svaki pojedinacni uzorak na osnovu vrednosti osnovnih
indeksa kvaliteta, gde su u prora¢unu osnovnog indeksa kvaliteta uestvovale dve grupe parametara
koje karakteriSu pojedinacne uzorke: (i) kvalitativni parametri svezih plodonosnih tela bukovace,
koji obuhvataju sledece: analiza profila teksture (tvrdoCa, kohezivnost i elastinost), gde je
primenjena jednacina 10., karakteristike boje (ukupna razlika boje, indeks braon boje i indeks zute
boje), curenje elektrolita i mikrobioloske karakteristike (TCC, Enterobacteriaceae, PCC, YM), gde
je primenjena jednacina 8. i (i) kvalitativni parametri produktivnosti supstrata, koji obuhvataju
slede¢e: brzina rasta miceljuma u dzakovima sa supstratom (mm/dan), vreme zavrSetka rasta
micelijuma (dani), vreme potrebno za formiranje primordiuma (dani), vreme potrebno za sazrevanje
plodonosnih tela (dani), ukupan prinos gliiva (g) 1 bioloska efikasnost supstrata (BE), gde je
primenjena jednacina 10..

Ukupan indeks kvaliteta uzoraka plodonosnih tela bukovace izracunat je prema metodama Finotti i
sar. (2007) i Djekic i sar. (2017), koriste¢i dve jednaCine osnovnog indeksa kvaliteta (QI;;). Prva
formula izraCunava indeks kvaliteta sa slede¢im pravilom - ,§to je manja vrednost, bolji je kvalitet:

xij

Ql; = ,(1I=1,n; j=1,m) (8)

Xmaxl[i]

gde je xj izmerena vrednost odabranog svojstva kvaliteta pojedinaénog uzorka, & Xmaxg Je
maksimalna vrednost medu izmerenim vrednostima odabranog svojstva kvaliteta pojedina¢nog
uzorka (jednacina 9).

Xmaxig = max(x;), (i=1,n; j=1,m) (9)

Druga formula izraCunava indeks kvaliteta sa slede¢im pravilom - ,§to je veca vrednost, bolji je
kvalitet*:

Xmax[i]—Xij

Ql;j = (10)

Xmax[i]~Xmin[i]

gde je Xx; izmerena vrednost odabranog svojstva kvaliteta pojedinacnog uzorka; Xmax Je
maksimalna vrednost (jednacina 9), a Xmins; je mMinimalna vrednost (jednac¢ina 10) medu izmerenim
vrednostima odabranog svojstva kvaliteta pojedinaénog uzorka.

Xmingi) = min(x;), (i=1,n; j=1,m) (11)
22



Ukupni indeks kvaliteta (TQI) je tada predstavlien svim Ql;; indeksima kao komponentama
Euklidove norme vektora:

TQI; = / T21(QL;)? (=1,m) (12)

Radi lakSeg tumacenja TQI, usvojeno pravilo je da Sto je vektor udaljeniji od pocetka, to je njegov
TQI losiji, a $to je vektor blize pocetku, to je njegov TQI bolji“ (Horn i Johnson, 1985).

4.1.8. Analiza ekstrakata plodonosnih tela bukovace gajene na prehrambenom otpadu

4.1.8.1. Pripremasirovih vodenih ekstrakata

Plodonosna tela gljiva su osuSena na vazduhu do konstantne mase na temperaturi od 35 za uzorke
gajene na sojinoj i suncokretovoj ljusci, do maksimalnih 55°C za uzorke gajene na komini grozda.
Temperatura od 55°C je izabrana na osnovu rezultata iz literature (Miranda i sar., 2010; Sudha i
sar., 2012) koji su se vodili radnom hipotezom da ¢e antioksidativnost i prinos fenolnih jedinjenja
biti najbolji. Nakon suSenja, gliive su samlevene u prah i iz njih je pripremlien sirovi vodeni
ekstrakt. Prah je potoplien u destilovanoj vodi i dobijena je suspenzija u koncentraciji 80 mg mL1
koja je termicki tretirana na temperaturi od 85°C tokom 1,5h. Nakon kuvanja, uzorci su ohladeni i
centrifugirani na 11000 x g. tokom 10 min. Supernatant je dekantiran i skladiSten za dalje analize.

4.1.8.2. Hemijske analize sirovih vodenih ekstrakata

4.1.8.2.1. Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja (TPC) je analiziran upotrebom reakcione metode Folin-
Ciocalteu (Singleton i sar., 1999), adaptirane i prethodno objasnjene od strane Djekic i sar. (2017) i
Doroski i sar. (2021). Analizirani su sirovi vodeni ekstrakti pripremljeni u koncentracionom opsegu
od 0,625 - 40 mg mL-1. U svakom bunaru je pomeSano 25 YL uzorka ili pripremljenog standarda sa
125 pL Folin-Ciocalteu reagensa, koji je prethodno razblazen destilovanom vodom u odnosu 1:9.
Smesi je nakon 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi dodato 100 pL 7,5% Na,COs. Dobijena
smesa je zatim inkubirana 1,5h u tamnim uslovima. Nakon inkubacije, ¢ita¢ mikrotitarskih ploca
(microplate reader ELx808, BioTek Instruments, Inc., SAD) je upotreblien za analize u plo¢ama sa
96 bunara, dok je apsorbanca na kojoj su ocitani uzorci bila 630 nm. Galna kiselina je koris¢ena kao
standard u rasponu koncentracija 0,03125-2 mg mL-, a vrednosti su izrazene u mg ekvivalenta
galne kiseline (GAE) g1 ekstrakta.

4.1.8.2.2. Ukupan sadrzaj polisaharida

Odredivanje sadrzaja polisaharida izvrSeno je upotrebom metode fenol-sumporne kiseline (Dubois i
sar., 1956) sa D-glukozom (GLU) kao standardom u rasponu koncentracija 0,03125-2 mg mL.
Rastvori datih koncentracija su za potrebe metode razblazeni 40 puta, pa je 5 Yl uzorka pomesano
sa 195 pL destilovane vode. Zatim je po protokolu dodato jos 200 pL destilovane vode, 400 pL 5%
fenolnog reagensa i zatim 2 mL koncentrovane sumporne kiseline. Smesa je zatim inkubirana na
sobnoj temperaturi u toku 30 min, a zatim promesana na Vorteks-u pre merenja absorbance. Analiza
je izvrSena koris¢enjem UV 1800 spektrofotometra (Shimadzu, Japan), dok je apsorbanca uzoraka
ocitana na 490nm. Vrednosti su kvantifikovane u mg ekvivalenta GLU g1 ekstrakta.

4.1.8.2.3. Ukupan sadrzaj proteina

Odredivanje sadrzaja rastvorljivih protema u vodenim ekstraktima izvrSeno je metodom po
Bradfordu (Bradford, 1976), koriste¢i govedi serumski albumin (BSA) kao standard u rasponu
koncentracija 0,03125-2 mg mL*. Bradford reagens je napravlen 24h pre analize tako §to je u
normalnom sudu od 200 mL pomesano 100mg CBB G-250 (Coomassie Brilliant blue G 250) sa 50
mL 95% etanola, a zatim je dodato 100 mL 85% H3PO, i dopunjeno do crte destilovanom vodom.
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Reagens je inkubiran na sobnoj temperaturi na tamnom mestu u toku 24h. U epruvetama je 100 pL
uzorka pomeSano sa 5 mL Bradford reagensa. SmeSa je inkubirana u toku 20 min pre ocitavanja.
Apsorbance su ocitane koriS¢enjem UV 1800 spektrofotometra (Shimadzu, Japan) na 595 nm.
Koncentracija proteina se izraZzava kao mg ekvivalenata BSA g1 suve mase uzorka.

4.1.8.2.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti — sposobnost neutralizacije DPPH slobodnih
radikala

Potencijal neutralizacije slobodnih radikala DPPH je ispitana prema metodi Ekanayake i sar.
(2005). Na mikrotitarskim plo¢ama analizirana je koncentracija ekstrakta u rasponu od 0,625 do 40
mg mL-1, koriste¢i ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a (microplate reader ELx808, BioTek Instruments, Inc.,
SAD). 50 pL uzorka se pomesa sa 250 yL DPPH reagensa prethodno rastvorenog u metanolu, a
zatim se apsorbanca ocitava nakon 30 min na 517 nm. Sposobnost neutralizacije slobodnih radikala
DPPH izrazena je kao vrednost ECsy (mg mL1), tj. efektivna koncentracija ekstrakta gljive potrebna
da neutraliSe 50% DPPH slobodnih radikala. ECsy vrednost se raduna na osnovu formirane
standardne krive. Veca antioksidativna sposobnost je povezana sa nizom vredno$¢u ECsy (Kozarski
i sar., 2011). Kao pozitivna kontrola, koriS¢eni su katehin i Trolox u rasponu koncentracija od
0,03125-2 mg mL1.

4.1.8.2.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti — sposobnost neutralizacije ABTS slobodnih
radikala

Ispitivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala ABTS je sprovedeno prema metodi Arnao
i sar. (2001). Analizirana je koncentracija ekstrakta u rasponu od 0,625 do 40 mg/mL, koriste¢i
¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a (microplate reader ELx808, BioTek Instruments, Inc., SAD). Rastvor
ABTS reagensa pripremlien je meSanjem 5 mL ABTS rastvora i 88 pL rastvora K-persulfata, koji
se zatim inkubira na tamnom mestu od 12 do 16h. 20 YL uzorka se u mikrotitarskoj plo¢i pomesa sa
200 yL ABTS reagensa, inkubira se na tamnom mestu 6 min i zatim se apsorbanca ocitava na 734
nm. Sposobnost ekstrakta za apsorpciju radikala je testirana in vitro, koriste¢i sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala ABTS i izrazena je kao vrednost ECsy (mg mL1). Kao pozitivna
kontrola kori§¢eni su katehin i BHA u rasponu koncentracija od 0,03125-2 mg mL-1.

4.1.8.2.6. FT-IR spektroskopija

Infracrvena spektroskopija sa Fourierovom transformacijom (FT-IR) koriS¢en je za hemijsku
karakterizaciju plodonosnih tela P. ostreatus gajenih na razli¢itim supstratima koji sadrze slamu i
kominu grozda. Spektri su snimljeni na instrumentu Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, USA).
Spektrofotometar je opremlien DTGS TEC detektorom. Interpretacija spektara vrSena je pomocu
softvera OMNIC 7.3 Software, ThermoNicolet. Spektri su snimljeni u opsegu 400-4000 cm-1
koris¢enjem tehnike oslabliene totalne refleksije (eng. attenuated total reflection, ATR).

4.1.8.3. Analiza rizika: Citotoksic¢ni potencijal ekstrakata gljive P. ostreatus

MTT test je kolorimetrijska metoda za procenu vijabilnosti i metaboliCke aktivnosti ¢elija. Ovaj test
uklju¢uje  redukciju  MTT  3-(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid)  zute  boje
¢elijskim koenzimima NAD(P)H 1 glikolitickim koenzimima endoplazmati¢nog retikuluma u
metabolicki aktivnim c¢elijama do nerastvorljivih ljubiCastih kristala fromazana (Stockert i sar.,
2018). Rastvaranjem stvorenih kristala odgovaraju¢im rastvaracem (DMSO) postize se pogodan
mtenzitet boje koji je prilikom spektrofotometrijskog ocitavanja srazmeran broju metabolicki
aktivnih celija.

Da bi se odredila citotoksi¢nost, uraden je MTT test na fetalnim fibroblastima plu¢a coveka
(¢elijska linjja MRC-5, poreklo: Evropska kolekcija cCelijskih kultura, kataloSka oznaka ECACC
84101801) i celijama humanog kolorektalnog karcinoma (celijska linja HCT 116, poreklo:
AmeriCka kolekcija Celiskih kultura, kataloSka oznaka ATCC CCL -247). MTT testu prethodili su
procedura oZivljavanja i gajenja éelija, kao i tripsinizacija i procena broja i vijabilosti ¢elija. Celije
su gajene u DMEM medijumu u uslovima 100% vlaznosti i 5% zasi¢enosti CO, na 37°C. Na
mikrotitar ploe sa 96 bunara je zasejano 2x10* ¢elija po bunaru. Plo¢e su zatim inkubirane na 37°C
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tokom 24h u prisustvu 5% CO,. Kada se formirao monosloj, ¢elije su isprane 1xPBS-om nakon $to
je medijum izvucen, a zatim je dodat svez medijum sa rastvorenim test supstancama odgovarajuce
koncentracije i plo¢e su vra¢ene na inkubaciju 24h. Nakon inkubacije dodat je rastvor MTT boje
koji je sadrzao 20 pL rastvora MTT u 200 pL medijuma, a plo¢e su vra¢ene na inkubaciju U trajanju
od 3h. Zatim je medijum izvucen iz bunara, a stvoreni kristali rastvareni u DMSO rastvaracu.
Rezultati su o¢itani spektrofotometrijski na 570 nm (Multiscan FC, Thermo Scientific, Sangaj,
Kina). Procenti prezivljavanja racunati su prema formuli 13:

ODsgtest supstance

P(%) = 100 - ( ) (13)

ODsygkontrolerastvaraca

Uzorci ekstrakata su testirani u koncentracionom opsegu od 1,25-40 mg mL-, u dva odvojena
eksperimenta, koriste¢i po $est bunara mikrotitarske plo¢e za svaku tacku tretmana.

Za uzorke dobijene nakon gajenja na komini grozda, test citotoksi¢nosti je raden samo sa
ekstraktima poreklom od gljiva skladiStenih nultog dana. Za njih su konstruisane krive
prezivljavanja na osnovu procenata preZivljavanja odredenih za svaku testiranu koncentraciju u
odnosu na kontrolu rastvaraca. Krive su koriS¢ene za procenu koncentracija koje inhibiraju 10% 1
25% prezivljavanja (ICy i 1Cys, redom). Da bi procenili selektivnu toksi¢nost testiranih supstanci
prema kancerskim celijama, poredene su odgovaraju¢e vrednosti IC za normalne i kancerske celije i
izraCunati specificni indeksi selektivne citotoksi¢nosti (Slig, Slps) prema jednacini, kako je ranije
objasnjeno od strane Bezivin i sar. (2003):

SI, = I re-3) (14)

B ICn(HCT116)
Indeks n u formuli oznacava stopu inhibicije prezivljavanja za koju je izraCunat SI indeks.

Kada je u pitanju odredivanje citotoksicnosti uzoraka gajenih na ljusci soje i suncokreta, ukljuceni
su uzorci dobijeni iz plodonosnih tela nultog i Cetrnaestog dana. Da bi se ocenila citotoksi¢nost,
procenjen je procenat prezivlavanja za sve testirane koncentracije u poredenju sa netretiranom
kontrolom. Prag za slabu citotoksi¢nost postavlen je na 80% prezivljavanja (Cvetkovi¢ | sar.,
2022), sto znaci da su sve koncentracije ekstrakata koje su smanijile vijabilnost ¢elija za maksimalno
20%, koris¢ene za dalje ispitivanje genotoksi¢nosti.

4.1.8.4. Analiza rizika: Genotoksi¢ni potencijal ekstrakata gljive P. ostreatus

Alkalni komet test (engl. Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) je metoda koja detektuje
oSte¢enja DNK molekula pojedinacnih eukariotskih ¢elija. Negativno naelektrisani fragmenti DNK
imaju sposobnost da putuju kroz gel od katode ka anodi, pri ¢emu DNK koja nije oSte¢ena ostaje u
kompaktnoj formi, a fragmenti sa oSteCenjem formiraju strukturu u vidu ,komete“ (Singh i sar.,
1988).

Test genotoksi¢nosti raden je samo sa uzorcima dobijenim gajenjem na ljusci soje 1 suncokreta. Za
ispitivanje genotoksi¢nosti koris¢en je alkalni komet test, sproveden prema preporukama MIRCA
(Mgller i sar., 2020) i u skladu sa prethodnim istraZivanjima (Cvetkovi¢ i sar., 2022). Celile su
zasejane u ploc¢e sa 12 bunara, sa gustinom od 3 x 10° ¢elija po udubljenju i inkubirane na 37°C sa
5% CO; i 100% vlaznosti kako bi formirale monosloj. Nakon toga, medijum je zamenjen onim koji
sadrzi testirane ekstrakte u koncentracionom opsegu 25 do 20 mg mL! i obezbedena je 24-satna
inkubacija ¢elija. 4-nitrohinolin 1-oksid (4NQO) je koris¢en u koncentraciji od 2 pg mL? kao
pozitivna kontrola.

Prvi korak alkalnog komet testa bio je tripsinizacija ¢elija dodavanjem 600 pL 0,1% tripsina.
Tripsinizacija je prekinuta dodavanjem 600 pL medijuma, nakon Cega je sadrzaj centrifugiran 10
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min na 1000 x g u ependorf kivetama, a talog resuspendovan u medijumu nakon otklanjanja
supernatanta. Na prethodno pripremljene staklene plo¢ice naneto je 80 uL 1% NMP (eng. normal
melting point agarose) i prekriveno pokrovnim staklom da se formira gel. Plo¢ice su pripremane u
duplikatu. 30 pL pripremliene éelijske suspenzije je pomesano sa 1% LMP (eng. low melting point
agarose) i naneto na ploCice, nakon ¢ega su bile spremne za liziranje. Proces liziranja dovodi do
oslobadanja DNK uklanjanjem membrana i naruSavanjem nukleoplazme 1 citoplazme, Sto je
izvrSeno potapanjem pripremljenih plocica u pufer za lizu ¢elija (pH 10) u toku 1h na 4°C. Nakon
liziranja, plocice su potopliene u kadice za elektroforezu sa puferom (pH 13), gde je prvo obavljena
denaturacija vodoni¢nih veza u molekulu DNK u toku 20 min na 4°C, a zatim i elektroforeza u
mraku u slede¢im uslovima: 4°C, 20 min, pri struji od 300 mA 1 voltazi od 25V. Zatim je sledila
neutralizacija u puferu (pH 7,5) u toku 15 min na 4°C.

Za bojenje gelova pre analize koriS¢eno je 20 YL fluorescentnog interkaliraju¢eg agensa akridin
oranza koncentracije 2 pg mL-1. Rezultati su analizirani pomo¢u fluorescentnog mikroskopa (Leica,
DMLS, Be¢, Austrija, pod uvec¢anjem 400x, barijerni fiter 590 nm, ekscitacioni filter 510-560 nm)
1 softvera Comet IV Computer (Perceptive Instruments, Edmunds, Velika Britanija). IzvrSena su
dva individualna eksperimenta, svaki sa sto jedara po tretmanu (50 jedara po slajdu). Intenzitet repa
(engl. Tail intensity, TI), tj. procenat DNK u repu kometa, izabran je kao mera oSte¢enja DNK.

4.2. Analiza parametara kvaliteta bukovace nabavljene iz standardne proizvodnje sa
dodatkom zacdinskog bilja podvrgnute razli¢itim kulinarskim metodama

4.2.1. Poreklo gljiva kori$ ¢enih za istraZivanje

Organske bukovace (P. ostreatus) komercijalnog soja HK35 uzgajao je lokalni proizvodac
Ekofungi iz Beograda, Srbija. Plodonosna tela su sveze ubrana i transportovana u laboratoriju 1 h
nakon berbe, u plastiénim kontejnerima u uslovima hladenja (8-10°C). Gljive su pripremliene za
eksperiment odmah nakon prijema.

4.2.2. Priprema gljiva za eksperiment

Za potrebe preliminarnog istrazivanja, plodonosna tela su blansirana u vodi na 83°C tokom 2
minuta i kuvana na 80°C tokom 60 minuta. Temperatura vode je merena digitalnim termometrom i
gljiive su uronjene u vodu po dostignutoj temperaturi, kada je pocelo merenje trajanja tretmana.

Sous-vide kulinarska metoda obuhvata kuvanje svezih materijala u termostabilnim vakuumiranim
vre¢ama pod kontrolisanim uslovima temperature i duzine trajanja tretmana. Za pripremu gljiva za
kulinarsku pripremu, sva oste¢ena plodonosna tela ili nepotrebni materijal su uklonjeni, a zdrava
plodonosna tela su sortirana i oCiS¢ena. Za potrebe sous-vide tretmana, po 100 g gljiva je
pojedinatno smesSteno u plasticne vre¢e (poliamid/polietilen/polietilen, 200 mm x 300 mm),
debljine 85 pm, a zatim su vakumirane u masini za pakovanje HVC-510 T/2A, primenjujuci visok
nivo vakuuma sa kapacitetom vakuumske pumpe od 20 m3 h, sa brzinama prenosa od 60 ml O,, 12
ml N, i 180 ml CO, m2 dan~! atm™!, datim deklaracijom. Vakuum vreée sa gljivama su uronjene u
sous-vide sud kada je temperatura vode dostigla definisanu temperaturu (Poglavlje 4.2.3.1., Tabela
2. 1 3.), kada pocCinje merenje duzine trajanja tretmana. Temperatura vode u srediSnjem delu sous-
vide suda merena je svakih 5 min trajanja tretmana. Uzorci su ¢uvani na sobnoj temperaturi u roku
od 2 h od pripreme, kada je pristuplieno senzornoj analizi.

4.2.3. Primenjene kulinarske metode i faze eksperimenta

4.2.3.1. Preliminarna faza istraZivanja

Preliminarna  eksperimentalna faza obuhvatala je senzornu analizu organskih bukovaca
pripremljenin pomocu tri kulinarske metode: (1) blansiranje u vreloj vodi na 88°C tokom 2 minuta
(kontrola), (2) kuvanje na 80°C tokom 60 minuta i (3) sous-vide (60°C tokom 22 minuta). Metode
kuvanja i sous-vide izvedene su sa tri izabrana zafina (origano, maj¢ina duSica i crni biber).
Senzorni panel je Cmilo devet istrazivaca koji su ucestvovali u preliminarnom istrazivanju.
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Pripremljeni uzorci bukovace ocenjivani su u pogledu prihvatljivosti ukusa, mirisa i opSteg kvaliteta
koris¢enjem skale od pet podeoka (1 - potpuno neprihvatljivo, 3 — na granici prihvatljivog, 5 -
potpuno prihvatljivo), uz moguc¢nost davanja polubodova (1,5; 2,5; 3,5 i 4,5). Ocenjivadima je
ostavliena moguénost da evidentiraju uocene nedostatke. Priprema organskih bukovaca za dalje
senzorno ocenjivanje (Tabela 2.) vrSena je u skladu sa metodama koje su koristili Rotola-Pukkila i
sar. (2019), gde su gljive A. bisporus pripremane sous-vide kulinarskom metodom u trajanju od 10
min na slede¢im temperaturama: 60, 70, 80 1 90°C.

Dodatna evaluacija ukljuCivala je primenu mikrodilucione metode i odredivanje minimalnih
inhibitornih  koncentracija vodenih ekstrakata zacina i ekstrakta Cistog soka gljive pripremljene
sous-vide metodom, prema odredenim sojevima patogenih bakterija. Takode je ispitan tip
mterakcije ekstrakata primenom metode Sahovske table, Sto je zajedno sa prelimmarnim
istrazivanjem uticalo na odluku o wvrsti primenjenih za¢ina i koncentraciama u glavnom
eksperimentu. Preliminarnoj fazi ispitivanja prethodio je test trougla, koji nije dao znacajne
rezultate koji bi uticali na tok istrazivanja, pa je ovaj deo rezultata odbacen.

4.2.3.2. Glavna fazaistraZivanja

Glavni eksperiment sastojao se iz dva dela. U prvom delu, kulinarske metode razli¢itih nivoa
termi¢kog tertmana primenjene su na gljive bez dodatka zac¢ina (Tabela 2.). Dve kulinarske metode
sa unapred definisanim kombinacijama temperature i vremena termiCke obrade izabrane su na
osnovu istrazivanja Rotola-Pukkila isar. (2019) i Aisala i sar. (2018).

Tabela 2. Kulinarske metode sa odgovaraju¢im reZimima temperature i vremena primenjene samo na gljive u prvom
delu glavnog eksperimentalnog stadijuma

Broj uzorka Kulinarska metoda Temperatura(°C) Vreme (')

1 30

2 40

3 Kuvanje 80 45 — kontrola*
4 50

5 60

6 50

7 60

8 Sous-vide 70 — kontrola* 10

9 80

10 90

(*) oznacava kontrolne uzorke koris¢ene tokom senzorne analize

Drugi deo je sadrzao pripremu bukovaca koris¢enjem kulinarske metode sous-vide, sa razli¢itim
kombinacijama odabranih zac¢ina pomesanih sa gljivama u vakuum vreci (Tabela 3.). Na osnovu
preliminarne antimikrobne analize i senzornin karakteristika, odabrani su samo maj¢ina duSica i
origano kao dodatak gljivama, dok je prethodna faza uticala na odluku o izboru glavne kulinarske
metode koriS¢ene sa dodatkom zac¢ina. Ukupan udeo zaina je iznosio 40 mg g1 (4% wi/w), a svi
eksperimentalni uzorci su pripremani u koli¢ini od 100 g bukovade, dok je koli¢ina svakog
primenjenog zacina (majcine dusice i origana) bila varijabilna, Sto je prikazano u Tabeli 3.
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Tabela 3. Kulinarske metode sa odgovaraju¢im reZimima temperature, vremena i dodatim zaCinima primenjene u
drugomdelu glavnog eksperimentalnog stadijuma

Broj Kulinarska

uzorka metoda

Temperatur

Kombinacija i proporcija

dodatih zacina

Udeo dodatih

zactina na 100g

Sifra uzorka

6 Sous-vide

10

11

12

bukovace
100% Majcina duSica 4% majcine dusice 100TH
75% Majéina dusica 25% 3% maj¢ine dusice:
75TH250R
Origano 1% origana
50% Majc¢ina dusica 50% 2% majc¢ine dusice :
50TH500R
Origano 2% origana
25% Majcina dusica 75% 1% majcine dusice:
25TH750R
Origano 3% origana
100% Origano 4% origana 1000R
/ 0% za¢ina KONTROLA20"
100% Majcina dusica 4% majcine dusice 100TH
75% Majcina dusica 25% 3% majcine dusice:
75TH250R
Origano 1% origana
50% Majéina dusica 50% 2% maj¢ine dusice:
50TH500R
Origano 2% origana
25% Maj¢ina dusica 75% 1% maj¢ine duSice:
25TH750R
Origano 3% origana
100% Origano 4% origana 1000R
/ 0% zacina KONTROLA30*

(*) oznacava kontrolne uzorke kori§¢ene tokom senzorne analize

4.2.4. Postupak senzorne evaluacije

Senzorna analiza je izvrSena uz pomo¢ obucenog panela koji se sastojao od devet istrazivaca sa
Poljoprivrednog i Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Odrzane su dve obuke, svaka u
trajanju od 90 minuta, kako bi se ispitanici upoznali sa koriS¢enim senzornim metodama. Gljive su
posluzene na stalnoj sobnoj temperaturi u plastiénim posudama, u roku od 2 h od pripreme uzoraka,
kako bi se izbegao gubitak poZelinih mirisa. Testiranje je obavljeno u senzornoj laboratoriji
dizajniranoj u skladu sa standardom ISO 8589:2007 na Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u

Beogradu.

Prvi deo glavnog istrazivanja obuhvatio je ispitivanje razlka u stepenu izraZenosti odabranih
senzornih atributa uzoraka gljiva u odnosu na kontrolni proizvod. Ispitivano je sedam senzornih
atributa koji se odnose na vizuelne karakteristike (intenzitet boje bukovace), miris (intenzitet mirisa
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bukovace), teksturu (intenzitet soCnosti bukovace, intenzitet hrskavosti/klizavosti bukovace, sila
sabijanja proizvoda izmedu jezika i nepca) i ukus (intenzitet prepoznatljivog ukusa bukovace), kao i
posmatranje atipicnih ukusa (kiselo, slatko, hemija, bljutavo, seno) i ocenu prihvatljivosti proizvoda
sa aspekta kvaliteta. Ocenjivaci su direktno poredili ispitivane uzorke sa kontrolnim uzorkom.
KoriS¢ena je dvosmerna skala sa devet podeljaka, pri ¢emu je vrednost "kontrolnog uzorka™ u
svakom pojedinacnom sluc¢aju odgovarala centralnom podeljku (ozna¢enom sa ocenom "5"). Ocene
1-4 odnosile su se na manji intenzitet, a ocene 6-9 veci intenzitet ispitivanih svojstava, u odnosu na
kontrolni uzorak.

Drugi deo glavne evaluacije je obuhvatio procenu intenziteta odabranih senzornin atributa (miris—
bukovaca, majcina duSica i origano; hrskavost; tvrdo¢a; ukus—bukovaca, maj¢ina duSica i origano)
koris¢enjem lincarne skale od 15 cm sa opisnim terminalnim vrednostima na krajevima (niSta—
intenzivno za miris i ukus; gnjecavo-hrskavo za hrskavost; mekano-tvrdo za tvrdo¢u), kako je
predlozeno od strane ASTM (1992). Ocenjivaci su koristili ove skale na svoj na¢in uporedujuci
uzorke medusobno, s obzirom da nisu postojali referentni standardi. Za ocenu mirisa, zacini su
cuvani u zatvorenim staklenim teglama. Na kraju, koriste¢i 15 cm skale sa oznacenim terminalnim
vrednostima na oba kraja i obelezenim centralnim podeljkom, panelisti su ocenjivali: (1) da li je
intenzitet za¢ina manji/ve¢i u odnosu na njihove navike (vrednost koja odgovara centralnom
podeljku), kao i (2) ukupnu dopadljivost gljiva sa za¢inima (,,veoma se ne dopada‘“ - ,niti se dopada
niti ne dopada“ — ,,veoma se dopada®).

Sva senzorna testiranja su izvrSena u dva ponavljanja. Svakom panelisti je posluzena voda 1
komadi¢ slanog keksa izmedu testiranja uzoraka, kako bi neutralisali zaostale arome (Aisala i sar.,
2018). Panelistima nisu pruzene posebne instrukcije da progutaju ili ispljunu pojedinaéne zalogaje.

4.2.5. Analiza promene boje kulinarski obradenih gljiva

Boja svakog uzorka gljive merena je pomo¢u Hunter parametara boje (L*, a*, i b*) i Lo*, ap*, i bo*
za kontrolne uzorke, koriste¢i metodu Kompjuterski vizuelni sistem (CVS) (Tomasevic i sar.,
2018). Ukupno 10 merenja svakog uzorka analizirano je i uneto u proracun. Zbog vidljivih razlika u
boji razli€itih segmenata tela gljive, vrednosti boje su merene sa tri razliita segmenta tela gljive sa
sli¢nim nijansama ($eSir, ivica, himenijum), u 10 ponavljanja. Ukupna razlika u boji (AE), indeks
braon boje (BI), indeks zute boje (YI) i indeks bele boje (WI) kao klju¢ni parametri, prethodno
opisani od strane Pathare i sar. (2013), odredeni su na osnovu prethodno definisanih jedna¢ina u
okviru poglavlja 4.1.6.3.

4.2.6. Analiza profila teksture kulinarski obradenih gljiva

Sve kulinarski obradene gliive su bile izlozene jednom ciklusu kompresije koris¢enjem uredaja za
merenje teksture CT3 (Brookfield Engineering Labs, Inc., SAD). Parametri ispitivanja su bili
definisani na slede¢i nacin: brzina—3,3 mm/s i dubina deformacije—1 mm koriste¢i sondu i obliku
igle pre¢nika 2 mm (Djekic i sar., 2017). Svaki uzorak gljive je postavlien horizontalno i
komprimiran pri sobnim uslovima, merenjem sile kompresije zajedno sa parametrima prijanjanja, u
deset ponavljanja analize.

4.2.7. Priprema vodenih ekstrakata organske gljive P. ostreatus i odabranog za¢inskog bilja
Vodeni ekstrakti su pripremlieni prema metodama Sudha i sar. (2012) i Rotola-Pukkila i sar.
(2019). Plodonosna tela organske gljive P. ostreatus su usitnjena u prah i pripremljena kao vodeni
ekstrakti na 85°C tokom 1 sata nakon $to su bili suSeni na vazduhu na 55°C do postizanja stalne
mase. Ekstrakti su pripremljeni u koncentraciji od 160 mg mL-1 destilovane vode. Majcina duSica,
crni biber 1 origano su kupljeni u suvom stanju na lokalnom trziStu od dobro poznatog proizvodaca
(Premia—privatna marka najve¢eg maloprodajnog lanca u Srbiji) i pripremljeni su istom metodom
u razli¢itim koncentracijama: 40 mg mL? za majéinu dusicu i 20 mg mL? za sirove vodene
ekstrakte origana i crnog bibera. Nakon termi¢ke obrade, ekstrakti su centrifugirani 30 minuta na
11.000 obrtaja u minuti isupernatant je ¢uvan na 4°C za dalju analizu.
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4.2.8. Priprema ekstrakta ¢istog soka organske gljive P. ostreatus sa dodatkom odabranog
zaCinskog bilja obradene kulinarskom metodom Sous-vide

Ekstrakti Cistog soka pripremljeni su koriS¢enjem sous-vide metode prema poglaviju 4.2.3.1., uz
dodatak za¢ina u istim procentima kao $to su navedeni u poglavlju 4.2.3.2. Sest vakumiranih vre¢a
izloZzeno je sous-vide tretmanu tokom 30 minuta na 60°C. Sok koji se odvojio u svakoj vreci je
sakupljen u sterilnim uslovima i ¢uvan na 4°C za dalju analizu.

4.2.9. Mikrodilucioni test

Ispitivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) je sprovedeno u mikrotitarskim plo¢ama sa
96 bunara, kao Sto su prethodno opisali Nikoli¢ i sar. (2019), sa odredenim modifikacijama. Za
analizu antimikrobne aktivnosti koriS¢eni su Gram-pozitivni bakterijski sojevi Enterococcus
faecalis (ATCC 29219) i Staphylococcus aureus (ATCC 25923), kao i Gram-negativne bakterije
Escherichia coli (ATTC 25922) i Proteus mirabilis (ATCC 12453), uz upotrebu vodenih ekstrakata
za¢ina i organskih bukovaca. Odabrane vrste bakterija poticu iz Kolekcie ATCC (American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland). Vodeni ekstrakti su testirani u koncentracionom opsegu
od 0,625 do 10 mg mL (origano i crni biber), od 1,25 do 20 mg mL1 (majcina dusica) i od 2,5 do
80 mg mL! (bukovaca). Uz sirove vodene ekstrakte zacina i organske bukovace, u mikrodilucionoj
metodi je ispitan i sok dobijen sous-vide pripremom organske bukovace uz dodatak odabranih
za¢ina (majéina duSica i origano, dodati u razli¢itim procentnim udelima). Polazna koncentracija
Cistog soka pripremljenog sous-vide metodom bila je 80 mg g bukovace. Za ovaj deo eksperimenta
koriS¢eni su slede¢i sojevi bakterija: Proteus mirabilis (ATCC 12453), Salmonella enteritidis
(ATCC 13078), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29219), Escherichia coli (humani izolat), MRSA—methicillin-
rezistentni Staphylococcus aureus (humani izolat) i Enterococcus faecalis (humani izolat).

Bakterijska suspenzija je podeSena na priblizno 5-6 log CFU mL-1l. Testiranje antimikrobnog
potencijala za sve ispitivane uzorke je sprovedeno u dva nezavisna eksperimenta, svaki raden u tri
ponavljanja. U svaku podeSenu bakterijsku suspenziju dodato je 150 pL TTC (2,3,5-
trifeniltetrazolijum hlorid, Sigma Chemical Co.) koncentracie 10 mg mL-1 koji sluzi kao indikator
rasta mikroorganizama u vidu crvene boje. U prvi red bunara dodato je 100 pL testiranog uzorka
najviSe koncentracije, koja je duplo veca od Zeljene testirane koncentracije. U sve ostale bunare u
kojima se testira uzorak dodato je 50 uL. TSB (Tripton soja bujon), nakon ¢ega su sledile dilucije
kako bi se u svakom redu bunara postigla duplo manja koncentracija testiranog uzorka od pocetne.
U sve bunare sa dodatim uzorcima dodato je 50 YL podesene bakterijske suspenzije. Kao kontrola
rasta bakterija koriS¢ena je Cista bakterijska suspenzija, dok je kao slepa proba koris¢en bujon TSB.
Mikrotitarske ploe su smeStene u inkubacionu komoru na 37°C tokom 24 h. Najnize koncentracije
dodatih ekstrakata bez vidljivog bakterijskog rasta definisane su kao MIC vrednosti.

4.2.10. Metoda $ahovske table (Checkerboard assay)

Checkerboard ispitivanje je sprovedeno u mikrotitarskim plocama sa 96 bunara, prema metodi
Nikoli¢ i sar. (2019). Za metodu Sahovske table koris¢eni su Gram-pozitivni bakterijski sojevi
Enterococcus faecalis (ATCC 29219) i Staphylococcus aureus (ATCC 25923), kao i Gram-
negativne bakterije Escherichia coli (ATTC 25922) i Proteus mirabilis (ATCC 12453), koji su
odabrani na osnovu rezultata mikrodilucionog testa. MIC vrednosti dobijene mikrodilucionim
testom za odredeni bakterijski soj predstavlja poCetnu vrednost za planiranje metode Sahovske table.
Koncentracije pripremljenih ekstrakata kretale su se od 4MIC do 1/32MIC.

Bakterijski inokulum je podesen na priblizno 5-6 log CFU mL1. U svaku podesenu bakterijsku
suspenziju dodato je 150 pyL TTC (10 mg mL1). Testiranje je sprovedeno u dva nezavisna
eksperimenta, u tri ponavljanja. Metoda Sahovske table ukljucuje dve testirane komponente kako bi
se odredio njihov interaktivni efekat na ispitivanu bakterijsku kulturu. Mikrotitarska plo¢a se u
ovom sluCaju posmatra kao Sahovska tabla, gde se dilucije prve komponente — komponente A prave
po vertikali (duz kolone), a druge, komponente B, po horizontali (duz redova). Prvi red sadrzi 100
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ML dva puta vece koncentracije (8MIC) komponente A, dok se u sve bunare u preostalim testiranim
redovima plo¢e dodaje 50 uL TBS, a zatim slede dilucije do krajnjeg razblaZenja po redovima
(1/32MIC). Zatim u ependorfama pravimo serije dvostrukih razblaZenja test supstance B, i to tako
da nakon dodavanja u bunarice dobijemo finalne koncentracije za testiranje (4MIC do 1/32MIC).
Nakon razblazenja komponente A, u svaku kolonu dodaje se po 50 pL iz odgovarajuce
koncentracije komponente B (za svaku kolonu imamo pripremljenu odgovarajuu koncentraciju u
ependorf kiveti). U svaki bunar koji uCestvuje u analizi dodaje se 100 pL podeSene bakterijske
suspenzije. Kao kontrola rasta bakterija koriS¢ena je Cista bakterijska suspenzija, a kao slepa proba
Je koris¢en TSB. Mikrotitarske ploce su smestene na inkubaciju na 37°C tokom 24 h.

Indeks frakcione nhibicione koncentracije (FICI) je izraCunat prema navedenoj jednacini za
kombinacije dve antimikrobne supstance, a koristi se za razlikovanje tipa interakcije medu njima na
slede¢i nacin: sinergijski efekat (FICI < 0.5); aditivan efekat (0.5 < FICI < 1); indiferentan efekat (1
< FICI < 4) i antagonisticki efekat (FICI > 4).

MICA y kombinaciji MICB y kombinaciji
FICI = / / (15)
MICy MICg

4.3. Statisticka analiza podataka

Za sve analize, osim MTT i alkalnog komet testa, statisticka analiza izvrSena je primenom
jednofaktorske 1 dvofaktorske analize varijanse (ANOVA), koriste¢i SPSS Statistics 23. Faktori
koris¢eni tokom analize bili su vrsta supstrata za gajenje, kao i trajanje skladiStenja. Kako bi se
utvrdile statisticke razlike izmedu podataka, koris¢eni su Tukey post hoc testovi, uz statistiCku
znacajnost na nivou *p < 0,05. Podaci dobijeni u MTT testu analizirani su pomo¢u GraphPad Prism
6.01 softvera (Software, Inc), primenom jednofaktorske ANOVA analize sa Dunnetovim post hoc
testom, sa postavljenim nivoom znacajnosti na *p < 0,05. Rezultati alkalnog komet testa analizirani
su pomocu Statistica 7.0 softvera (StatSoft, Inc), primenom Kolmogorov-Smirnov testa, kao i
Mann-Whitney U testa sa definisanom statisticlkom znacajnoS¢u na slede¢im nivoima: *p < 0,05;
**p <0,01; ***p < 0,001.

Statisticka analiza rezultata senzorne evaluacije je izvrSena koriS¢enjem t-testa Wili jednofaktorske
analize varijanse (ANOVA). Tukey post hoc testovi koris¢eni su za diferencijaciju statistickih
razlika izmedu podataka, s postavljenom statistickom znacajno$¢u na nivou p < 0,05. Opsti pregled
senzornog profila izvrSen je pomocu analize glavnih komponenti (Principal Component Analysis -
PCA), ukljucuju¢i osam deskriptora iz sirovih podataka. Za statisticku analizu podataka koris¢eni su
SPSS Statistics 23 i Microsoft Excel 2013.
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Hemijski sastav supstrata kori$ ¢enih za gajenje gljive P. ostreatus

Hemijske, senzorne i funkcionalne osobine gljiva direktno su povezane sa supstratom koji se koristi
za gajenje (Oyetayo i Ariyo, 2013). Analiziranje Pleurotus spp. gajenih na supstratu sa dodatkom
otpada od Secerne trske (Ortega i sar., 1992) pokazalo je povecanje sadrzaja azota u gljivama
povezano sa koli¢inom azota prisuthom u pocetnom supstratu, uzimajuci u obzir da je komercijalni
supstrat za gajenje Pleurotus spp. - pSeni¢na slama, siromasan azotom, sa opsegom od 0,03% do
0,1% (Machado i sar., 2016), sto se potvrduje rezultatima iz Tabele 4., 0,65% azota u supstratu od
pSeni¢ne slame. Prema tome, rezultati elementalne analize (Tabela 4.) pokazuju znacajan porast
vrednosti sadrzaja azota u uzorcima sa povecanjem udela otpada grozda u supstratu. Sadrzaj azota
ima vaznu ulogu u sintezi enzima i mnogih drugih komponenata, kao $to su proteini, nukleinske
kiseline, purini i pirimidini, @ i za sintezu polisaharida, kao $to je npr. hitin (Abdullah i sar., 2016;
Singh i sar., 2008). Miles i Chang (1997) ukazuju da veoma veliki udeo azota u gliivama ¢ine “ne-
proteinske” komponente, prisutne u obliku hitina ¢elijskog zida ili u obliku slobodnih aminokiselina
i nukleinskih kiselina. Samo 60%-77% azota ¢ini sadrzaj proteina, a univerzalni NP faktor 6,26
koris¢en za konverziju je previSe visok za primenu na gliivama. Ukupni proteini izradunati iz
koli¢ine azota iznose 14,28 g na 100 g u kontrolnim uzorcima, kako je navedeno u poglaviju
Materijali i metode.

Tabela 4. Elementalna analiza uzoraka gljive P. ostreatus gajenih na komini grozda, kontrolnoguzorka i komine
grozdakao supstrata

Elementalna analiza N (%) C (%) H (%) Koli¢ina proteina
po proracunu

(9/100g SM)*

100S* 3,26 39,71 7,08 14,28
100P 6,73 39,54 7,00 29,48
80P20S 4,76 41,11 741 20,85
50P50S 3,44 38,71 6,94 15,07
20P80S 2,91 39,35 6,38 12,75
Uzorak komine 22,00
grozda 3,52 45,85 6,42
Uzorak pSeni¢ne 4,06
slame 0,65 42,04 6,26

*Azot-protein(NP) konverzioni faktori su: 6,25 za uzorke komine grozda i p§enicne slame; 4,38 za uzorke gljiva.

Uzorci 100S, 100P, 80P20S, 50P50S i 20P80S predstavljaju plodonosnatela gljive P.ostreatus gajene na me$avinama sa
kominom grozda, dok su uzorci komine grozda i pSeni¢ne slame materijali koji se koriste kao supstrat za inokulaciju
gljive.

Osnovni izvori hranljivih materija za rast micelijuma gliiva koje razlazu drvenaste supstrate
(uklu€uju¢i 1 bukovacu), tj. celuloza, hemiceluloza 1 lignin, pripadaju uglienim hidratima
sastavljenim od jedinica D-glukoze povezanih B(1—4)-glikozidnim vezama. Iste jedinice su takode
glavni sastojci lignoceluloznih otpada. Gljive bele trulezi razlazu ove veze koriste¢i svoje enzime,
Sto lignocelulozne supstrate ¢ini idealnim za njihovu kultivaciju (Grimm i Waosten, 2018; Sundarraj
I Ranganathan, 2018).

Analiza osnovnih sastojaka supstrata, pSenicne slame (SWS), sojine ljuske (SSBN) i suncokretove

ljuske (SSFW) pre inokulacije micelijuma i nakon ciklusa fruktifikacije, koriS¢ena je za odredivanje

ukupnih rastvorlivih 1 nerastvorljivih vlakana, ukljucujuci lignin, hemicelulozu 1 celulozu.

Neutralna detergentska viakna (NDF) sastoje se od hemiceluloze, celuloze, lignina i nerastvorljivog
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pepela, dok kisela detergentska vlakna (ADF) sadrze jedan sastojak manje - hemicelulozu
(Holtzapple, 2003).

Sto se tiGe rezultata poletnih supstrata, sadrzaj NDF, celuloze i hemiceluloze bio je najvisi u SWS,
dok je SSFW imao najviSi sadrzaj lignina i ADF. Supstrati nakon fruktifikacije pokazali su razliite
promene u osnovnim sastojcima: P. ostreatus je jednakom merom koristio sve sastojke tokom
fruktifikacije na sWS, dok je glavni sastojak koji se koristio u SSBN bio hemiceluloza (Tabela 5.).
Ove razlke mogu se objasniti hemijskom strukturom supstrata, koja odreduje afinitet enzima gljiva
prema supstratu i utice na sastav supstrata i uslove okoline. Hemiceluloza, kompleksni polisaharid
sastavlien od ksilana, ksiloglukana i manana, zahteva kompleksno delovanje endo-enzima kako bi
oslobodila razli¢ite mono- i disaharide, poput D-ksiloze, glavnog sastojka ksilana (Souza, 2013).
Celuloza i lignin su glavni sastojci lLuske suncokreta, pra¢eni redukujuéim Secerima, koji Cine
gotovo 25% ukupne mase ljuske. Skoro 50% postoje¢ih redukujucih Secera ¢ini ksiloza (Cancalon i
Superieure, 1971). Na osnovu ovih ¢injenica, moZe se pretpostaviti da su gljive tokom fruktifikacije
koristile "lako dostupan Secer", Sto objasnjava nedostatak promena u lignoceluloznim sastojcima
ovog supstrata. Druga strana ove pretpostavke je da je sastav sojinog i suncokretovog supstrata, koji
sadrze odredenu koli¢inu masnih kiselina, doveo do onemoguéavanja pristupa lignoceluloznim
sastojcima. Salehi i sar. (2010) ukazuju na interakciju izmedu lignina i oksidacije ulja u drvetu, gde
ulle difunduje u fazu lignina, Sto moze biti objasnjenje izostanka ili smanjenja dostupnosti
lignoceluloznih sastojaka i dodatnog afiniteta ka visoko dostupnim monosaharidima.

Tabela 5. Suva materija, NDF, ADF, lignin, hemicelulozni i celulozni sastav supstrata od p$eni¢ne slame, sojine i
suncokretove ljuske pre i posle plodonosenja

Sifra supstrata SWS* F-sWS SSBN F-sSBN SSFW F-sSFW
Sadrzaj suve
mater & (96) 93,34 92,59 00,84 90,01 925 92,68
NDF (%) 87,61+026° 7853+058  6831+043°  6299+044° 8089 +087% 86,18 +0,41°
ADF (%) 5845 +0207 50,95+006° 4997 +020°  5200+032  6350+035 66,60 + 0,02
ADL (%) 023+0207 6,28 +0,06° 2,04 +0,09° 514 +045°  2251+00% 2451 + 0,20
Hem'(g/g';'oza 2916 +0,060 2757 +051° 1834 +064°  1099+0,12°  1739+052° 1958 +0,39°
Celuloza (%) 4922 +0,00° 4617137  4793+030° 4686 +077° 4098+031° 42,09 +0,18

Srednje vrednostiu tri ponavljanja = standardna devijacija. Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim malim slovima
su znacajno razli¢ite (p < 0,05). SWS* — pseni¢naslama (kontrola); F-sSWS — pSeni¢naslama nakon plodonosenja; SSBN
—sojinaljuska; F-sSBN —sojina ljuska nakonplodono$enja; SSFW — suncokretova ljuska; F-sSFW — suncokretova
ljuska nakon plodonosenja

5.2. Rezultati analize svezih gljiva

5.2.1. Rezultati produktivnosti gljiva

Komina grozda, kao alternativni supstrat za gajenje P. ostreatus, pokazuje odredeni uticaj na rast
gliiva i njihovu biolosku efikasnost. Prema Tabeli 6., ukupan prinos gljiva raste sa smanjenjem
udela komine u supstratu, sa najviSom vredno$S¢u u kontrolnom uzorku. Primecuje se znacajna
razlika izmedu kontrolnog uzorka i svih ostalih uzoraka sa sadrzajem komine za Sve parametre, gde
kontrolni uzorak pokazuje najbolje rezultate, kao Sto su najkraée vreme potrebno za rast micelijuma
u danima i u mm po danu, kao i najkra¢e vreme potrebno za iicijaciju primordijuma, zajedno sa
50P50S. BE (%) raste sa smanjenjem udela komine i dostize maksimum u kontrolnom uzorku.
Sastav komine od grozda, sa ogranicenom razmenom gasova u vrec¢i sa supstratom, ogranicava rast
micelijuma i formiranje plodonosnih tela. Dodavanjem psenicne slame, rastresitost supstrata se
povecava, a time 1 moguénost razmene gasova, Sto pokazuje trend povecanja BE (%) sa povecanjem
udela psSeniCne slame. Ovo moze biti opravdano istrazivanjem Pereira i sar., (2017). Struktura
otpada od luka kao supstrata za gajenje Pleurotus sajor-caju uzrokovala je akumulaciju te¢nosti na
dnu vre¢e nakon sterilizacije i ograniCila razmenu gasova, potrebnu za rast micelijuma i formiranje
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plodonosnih tela. Ovo je takode povecalo rizik od naknadne kontaminacije. Ovaj parametar je
vazan kako bi se ispitalo dejstvo kori§¢enog supstrata na vreme potrebno za rast micelijuma i prinos
gljiiva, $to je prethodno publikovano u radu Islam iRiaz (2017).

Kada su u pitanju smeSe supstrata koji sadrze ljusku soje i1 suncokreta, parametri produktivnosti
gliiva pokazali su razliku u odnosu na sastav (Tabela 7.). Naime, brzina rasta micelijuma bila je
veéa u smeSama supstrata koji sadrze i pSenicnu slamu (WS), dok su supstrati sa Cistim ili meSanim
otpadom hrane pokazali sporiji rast miceljuma. Prostor za razmenu gasova bio je ograni¢en u
supstratima sa prehrambenim otpadom, dok je dodatak pSenicne slame povecao rastresitost
supstrata. Kao Sto je ve¢ zaklju€eno, razmena gasova u smeSama supstrata klju¢na je za normalan
rast micelijuma i formiranje plodonosnih tela. Osim ograniCene razmene gasova i rizika od
postkontaminacije, alternativne smeSe sadrZze jednostavne Secere koji dostizu razli¢ite stadijume
karameilzacije tokom pripreme supstrata, Sto dovodi do njegovog zgu$njavanja. lako ova vrsta
gliiva prirodno raste na trulom drve¢u gde kolonizacija traje odredeno vreme, konvencionalno
gajenje zahteva brzu stopu rasta iz ekonomskih razloga. Brzina rasta micelijuma bila je najve¢a kod
WS, rezultiraju¢i najkraéim vremenom potrebnim za kolonizaciju supstrata. To bi moglo biti
rezultat rastresitosti materijala i lako dostupnih jedinjenja koje gljive Kkoriste kao izvor energije.
Hemiceluloza je dominantna komponenta lignoceluloznih jedinjenja u WS i izvor je "lako
dostupnih Secera". Ovo bi moglo biti povezano sa rezultatima rasta miceljuma i vremenom
potrebnim za berbu, gde je WS bio dominantan.

S druge strane, ako se porede smeSe koje sadrze razlicite kombinacije ljuske (SBN iili SFW),
najkraée vreme potrebno za zavrSetak rasta micelijuma utvrdeno je za kombinaciju SBN:SFW, a
zatim za Cisti SFW supstrat. Na smeSama koje sadrze WS micelijum je najduze prorastao. Ovaj
rezultat moze se objasniti Cinjenicom da razlicite zapremine razliCitih sastojaka supstrata Imaju
jednaku masu.

Supstrati koji sadrze SFW su rezultirali najduzim formiranjem primordijuma, sa izuzetkom
SBN:SFW, koji je pokazao najbolji rezultat. S druge strane, na sme$ama sa Sojinim otpadom
najkasnije je pocela berba gljiva, dok je vreme koris¢enjem smese SBN:SFW:WS bilo najkrace.
Rezultati dobijeni za kominu grozda ukazuju na duze vreme potrebno za zavrSetak rasta micelijuma
za sve uzorke koji sadrze vecu kolicinu otpada od grozda u smesi za gajenje, dok je vreme berbe
bilo kraée, Sto je prethodno i publikovano (Doroski i sar., 2021). Struktura supstrata kao S$to su
otpad od grozda i otpad od luka (Pereira i sar., 2017) rezultuje ograniCenjem razmene gasova, $to je
vazno za formiranje micelijuma i plodonosnih tela.

Bioloska efikasnost i ukupan prinos gljiva bili su najbolji za ¢ist SBN supstrat, zatim za tri preostala
uzorka koji sadrze ljusku soje u meSavini, dok su smeSe sa SFW supstratom dale najnizi prinos.
Ovo istrazivanje pokazalo je bolje rezultate prinosa i bioloske efikasnosti u odnosu na prethodna
istrazivanja (Doroski i sar., 2021). Uddin i sar. (2010) su izvestili o boljoj bioloSkoj efikasnosti zimi
(14-25°C) nego leti (25-30°C). Bioloski prinos P. ostreatus u uslovima zimske sezone (januar i
februar) i u najhladnijem opsegu temperature izmedu 14-25°C u tunelu za gajenje pokazao se kao
najbolji. S obzirom da su temperature gajenja u prethodnim istraZivanjima koja su objavljiena
(Doroski i sar., 2021) bile izmedu 20-25°C, §to je drugacije od uslova u istrazivanju vezanom za
otpad od soje i suncokreta (10-12°C), razlika u bioloskoj efikasnosti moze zavisiti od atmosferskih
uslova, pored uticaja vrste supstrata. Sveukupno, bioloska efikasnost za sve SEO (engl. The Seed
And Edible Oil Industry) materijale koris¢ene u ovom delu eksperimenta bila je ispod 50%, $to se
smatra minimumom za komercijalnu i profitabilnu proizvodnju (Kumla i sar., 2020). Medutim,
rezultati su pokazali da ni kontrolni uzorak, pSeni¢na slama, dala je rezultat BE oko 15%, $to se u
komercijalnim uslovima smatra odlicnim prinosom.

Ipak, ovi materijali ne bi trebalo da se odbace zbog niske bioloske efikasnosti. U pogledu smanjenja
kolic¢ine otpada u prehrambenoj industriji i ekoloskih i druStvenih aspekata koris¢enja SEO, cak i
niza bioloSka efikasnost moze biti opravdana, posebno kada se kombinuje sa drugim,
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komercijalnijim supstratima. Osim toga, kona¢na namena plodonosnih tela, na primer, kao
medicinskih proizvoda za funkcionalnu hranu sa dodatom vrednoS¢u i cenom, mogla bi odrediti
kona¢nu komercijalnu vrednost alternativnih supstrata.

Tabela 6. Sastav supstrata kori§ ¢enog za inokulaciju micelijuma i uticaj komine grozda kao supstrata na produktivnost
gljive P. ostreatus

Potrebno Potrebno

Sifra UKUpan prinos I:fgﬁggg vreme za Brzinarasta vreme za Bioloska
supstrata F?\BFE ) branie potpun rast micelijuma formiranje efikasnost

s gina g (danji) micelijuma (mm/dan) primordijuma  -BE (%)

(dani) (dani)

100P 83,33 £ 11,028 533 £0,58 36,50 + 1,00 3,80 £ 0,60 9,75 £4,35 1,78
80P20S 141,00 + 74,95%° 6,00 £1,41 32,00 +£0,00° 4,70 = 0,80 11,50 + 6,36 3,09
50P50S 379,00 + 84,97 6,50 £ 0,58 31,00 £1,15 7,00 +0,50° 5,50 £ 0,58 8,92
20P80S 621,00 + 115,29° 6,00 £ 1,00 30,00 + 0,00° 9,30 £ 0,60° 9,00 +4,00 15,64

100S 964,00 + 84,59 7,00 £1,00 20,00 + 1,00° 15,60 + 4,80° 6,00 1,00 19,28

Srednje vrednostiu tri ponavljanja + standardnadevijacija. Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim malim slovima

i srednje vrednostiu istomredu sa razli¢itim velikim slovima su znacajno razli¢ite (P<0,05). Legenda: 100P - 100%
komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pSeni¢na slama; SOP50S - 50% komina grozda: 50% pSeni¢na

slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% p$eni¢na slama; 100S - 100% pSeni¢na slama.

Tabela 7. Sastav supstrata koris ¢enog za inokulaciju micelijuma i uticaj ljuske soje i suncokreta kao supstrata na
produktivnost gljive P. ostreatus

Potrebno Potrebno
5. . Potrebno vreme za Brzinarasta vreme za Bioloska
suSll;l;;ta UkuEJgj}nvap(rl)nos vreme za potpun rast  micelijuma formiranje efikasnost
P ghihatg branje (dani) micelijuma (mm/dan) primordijuma - BE (%)
(dani) (dani)
SBN 1114,75 + 76,32° 10,25 + 1,26° 27,75 £ 0,96° 5,42 +1,98° 8,00 + 0,002 37,16
SBN: SFW 914,50 + 125,70 9,75 + 1,71%¢ 2325+263"% 6,03 +210% 7,75 + 0,50%° 30,48
SFW 531,80 + 102,07 8,60 + 1,14 244 + 261 6,62 + 2,09 10,00 +2,73° 18,19
SBN\;VSSFW " 75300 £10208"  7.75+050° 2500 +000% 711+169° 9,25 +050° 25,10
SBN : WS 730,50 + 162,65 9,75 + 0,50 275 +1,29° 7,34 +273° 8,50 + 1,00 24,35
SFW : WS 514,25 + 94,94% 9,5 + 1,00 26,00 £ 1,41 7,38 +1,51° 9,75 + 0,50° 17,14
WS 500,00 + 20,00° 5,33 +0,58° 20,67 £0,58* 8,65 + 1,50 6,00 + 1,00 16,67

Srednje vrednosti u tri ponavljanja = standardnadevijacija. Srednje vrednostiu istoj kolonisa razli¢itim malim slovima
su znacajno razli¢ite (P<0,05).
Legenda: SBN—sojina ljuska; SFW —suncokretova ljuska; WS — p$eni¢naslama
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5.2.2. Rezultati analize teksture gljiva

Tvrdo¢a gljiva opada sa poveCanjem broja dana skladiStenja, pri ¢emu uzorci 50P50S i 20P80S
pokazuju najve¢e smanjenje od dana berbe nadalie (Tabela 8.). Ovaj parametar raste sa smanjenjem
procenta komine grozda u smesi supstrata, §to znaci da smesSa sa 20% komine grozda pokazuje
najviSu vrednost. Smanjenje tvrdo¢e pocinje od 7. dana skladiStenja za svaki uzorak. Iako razlike u
vrednosti parametra tvrdo¢e u razli¢itim uzorcima nisu statistiCcki znacajne (p < 0,05), kohezivnost
plodonosnih tela pokazuje stalni porast tokom roka skladiStenja uzoraka 100P i 20P80S. Povecana
vrednost kohezivnosti nije statisticki znacajna za uzorak 100P, dok 20P80S pokazuje smanjenje od
7. dana. Druga dva uzorka pokazuju maksimalnu vrednost Kkohezivnosti 7. dana, sa daljim
smanjenjem tokom duzeg skladiStenja. Oba uzorka pokazuju primetnu razlku. Razlike izmedu
vrednosti u razlicitim uzorcima nisu znacajne, 0Sim za vrednosti 14. dana roka skladistenja.

Treéi parametar teksture, clasti¢nost, pokazuje znaCajne razlike tokom roka skladiStenja za uzorke
80P20S i 50P50S, sa suprotnim trendom rasta, dok druga dva uzorka nemaju znacajne promene. S
druge strane, razlke izmedu uzoraka su primetne. Kontrolni uzorak 100S pokazao je sledece
vrednosti za tvrdo¢u, kohezivnost i elasti¢nost: 316,5 + 180,7; 0,62 + 0,06; i 3,22 + 0,15, datim
redom.

Tvrdo¢a 1 i 2 predstavljaju maksimalnu silu prvog i drugog ciklusa pritiska (Kotwaliwale i sar.,
2007). Parametri tvrdo¢e 1 i 2 nisu pokazali znaCajne promene u toku skladiStenja od 14. dana, osim
kod uzorka SBN:SFW:WS, gde se znacajan pad primecuje nakon 7 dana skladiStenja (Tabela 9.).
Tvrdo¢a kontrolnog uzorka (WS) bila je znacajno niza u poredenju sa drugim uzorcima. NKketia i
sar. (2020) publikovali su rezultate analiziranja teksture gljiva konzervisanih u salamuri i ulju, a
potom skladistenih tokom 6 meseci. Njihovi rezultati pokazali su da je tekstura svezih gljiva imala
izrazenu tvrdocu, Koja se smanjila tokom procesa konzervisanja i trajanja skladiStenja. Villaescusa i
Gil (2003) objavili su rezultate teksture P. ostreatus, koja se promenila od ¢vrste do mekane nakon
11. dana skladiStenja. P. ostreatus gajen na smeSama supstrata sa otpadom od grozda pokazao je
manji intenzitet tvrdo¢e 0. dana skladiStenja i veCe smanjenje tokom roka trajanja u poredenju sa
ovim istraZzivanjem (Doroski i sar., 2021), osim za kontrolni uzorak.

Razlika u kohezivnosti tokom perioda skladiStenja primecuje se kod uzoraka SBN i WS(kontrola).
Vrednost kohezivnosti za kontrolni uzorak bila je najviSa 0. dana. Parametar elasti¢nosti nije
pokazao znacCajne razlike, osim za SBN:SFW i SFW sa statisticki znacajnim promenama (Tabela
9).

Parametri teksture tokom vremena hladnog skladiStenja uticu na promene u propustljivosti
membrane, Sto ima efekat na promenu boje. Promene u teksturi takode su povezane sa poremecajem
centralne vakuole, Sirenjem meducelijskog prostora i retrakcijom hifa (Zivanovic i sar., 2000).
Prema drugim istrazivanjima, smanjenje tvrdo¢e povezano je sa degradacijom polisaharida i
proteina, migracijom vode, ali i rastom celija (Oz i sar., 2015). Promena parametra kohezivnosti
publikovana je od strane Kotwaliwale i sar., (2007). Naime, upijanje viage u prazan kapilarni
prostor dovodi do povecanja kohezivnosti tokom vremena skladiStenja.

Prema istrazivanju teksturnih svojstava gljiva A. bisporus (Djekic i sar., 2017), primecen je isti
trend, sa postepenim smanjenjem tvrdote od 5. dana skladiStenja. Rezultati za parametre
kohezivnosti su razli€iti, sa stalnim povecanjem tokom vremena skladiStenja. Iste rezultate
objavijuju 1 Jafri i sar. (2013), koji su proucavali parametre kvaliteta gljiva Pleurotus florida.
Rezultati za parametar elastiCnosti takode su razli¢iti za P. florida, sa stalnim smanjenjem tokom
trajanja skladiStenja.

Glavni pokazatelj gubitka mase i promena u teksturi nakon berbe je visoka stopa disanja svezih
proizvoda. Tokom skladiStenja nakon berbe, rastvorljivi ¢vrsti sastojci iz svezih proizvoda podlezu
katabolickim reakcijama uz oslobadanje energije, Sto smanjuje nutritivna svojstva i vek trajanja
proizvoda (Ye isar., 2012).
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Tabela 8. Uticaj komine grozda kao supstrata na karakteristike tekstureiboje gljive P. ostreatus

Uzorci

100P

80P20S

50P50S

20P80S

Karakteristike teksture

Twrdoéa (N)
Dan 0 232,00 + 97,80° 158,50 + 40,40° 306,10 + 243,00° 321,00 + 112,007
Dan 7 143,90 + 30,40 116,30 * 32,40° 112,00 + 47,90* 161,40 =+ 85,00
Dan 14 97,30 + 48,70 78,14 + 36,70 73,90 + 20,40 104,70 + 34,10
Kohezivnost
Dan 0 0,78+ 0,24 0,74 +0,11%° 0,60 £ 0,20 0,56 £ 0,18
Dan 7 0,93 £0,55 1,05 £ 0,47° 0,90 £ 0,30° 0,95 +0,32°
Dan 14 1,04 + 0,328 0,58 +0,26" © 0,75 + 0,05 B¢ 1,09 +0,30" A
Hasti¢nost
Dan 0 3,30 £ 0,20%8 3,50 +£0,30* B 3,20 +£0,30* A8 3,00 +0,40*
Dan 7 3,30 £ 0,407 3,20 +0,20" A8 3,50 +0,10" B 3,10 £0,20*
Dan 14 3,20 £0,20* 3,50 +0,10* B 3,40 + 0,20°" AB 3,20 +£ 0,308
Karakteristike boje
Ukupna razlika boje (AE)
Dan 0 19,20 £ 2,70 19,90 + 3,40 19,60 + 3,507 15,60 + 4,70%
Dan 7 20,20 + 2,30 20,70 £ 2,20 18,30 + 4,60* 19,40 + 1,60
Dan 14 18,40 + 2,201 17,50 + 3,00 12,80 + 4,20°8 8,80 + 1,90
Indeks braon boje (BI)
Dan 0 8,60 + 1,00° 8,20 £ 3,80 8,40 +2,30° 8,10 +2,30°
Dan 7 13,70 + 4,00> AB 8,30 +5,30" 16,80 + 8,70™ B 11,70 +1,30™ A8
Dan 14 19,60 + 4,50% A 11,90 + 3,408 21,00 550>~ 21,80 + 3,504
Indeks Zute boje (YI)
Dan 0 9,70 £ 1,30 6,90 £ 2,70° 8,50 + 2,40 8,30 + 2,50
Dan 7 17,60 + 4,80 AB 6,80 * 1,00* © 19,50 + 8,50™ B 13,10 + 1,40 A
Dan 14 22,80 + 4,904 13,50 +2,80" © 20,90 +5,40> A 22,90 + 3,60~

Srednje vrednosti deset ponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim malim
slovima i srednje vrednosti u istomredu sa razli¢itim velikim slovima su zna¢ajno razli¢ite (p<0,05). Legenda: 100P -
100% komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pSeni¢na slama; S0P50S - 50% komina grozda: 50%
pSeni¢na slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% ps$eni¢na slama
Kontrolni uzorak 100S*- Dan 0: tvrdoc¢a (N) 316,5 + 180,7, kohezivnost 0,62 £ 0,06 i elasti¢nost 3,22 + 0,15
Dan 0: indeks braon boje 16,18 + 1,751 indeks zute boje 14,78 + 2,00
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Tabela 9. Uticaj ljuske soje i suncokreta kao supstrata na karakteristike teksture i boje gljive P. ostreatus

SBN: SBN: SBN: WS

Uzorci SBN SFW SPW shw:ws  ws  SPWEWS ontrola)
Karakteristike teksture
Tvrdoéa 1 (N)
Dan 0 326,00 + 337,32 + 304,80 + 593,71 + 325,45 + 371,20 + 225,70 +
160,122 115,862 89,072 185,21°A 107,092 29,857 122,1234
Dan 7 340,67 + 316,94 + 334,67 + 410,50 + 343,25 + 378,86 + 178,00 +

141,612 92,20* 108,92 95,258 82,02° 116,57° 51,89"A8
Dan 14 23182+ 27222+ 27192+ 38850+ 290,10 + 32457 * 100,12 +
135,51% 91,20% 188,48  136,02°B 73,27° 110,39 44,588

Tvrdoéa 2 (N)

Dan 0 30755+ 31826+ 27870+ 55714+ 31082+ 35500+ 212,50 *
155,22 111,14 76,37° 180,37°A 111,972 30,06* 118,274
Dan 7 33050 + 29937+ 29550 + 37600+ 32350+ 33929 + 167,71

133,90° 89,28 73,48% 91,488 75,117 105,322 49,13°A8
Dan 14 21827 + 25922+ 25731+ 34850+ 27050 + 300,00 94,87 +
129,48 90,54% 179,43  119,18*F 70,91 96,15 41,678

Koheziwnost
Dan 0 060  072: 074  063f 073 064z 077
020°A 0,07 0,00 0,05 0,06 0,06 0,05¢A8
Dan 7 06?006‘31 0,73 0,05 067,371 0,73 +013 1'0?%; 0,87 041 %i%,’f
Dan 14 8:38,:—; 0,69 + 0,08 ngf 0,72 +0,15 0'0%61' 0,67 +0,07 %7()28;:
Elasti¢nost
Dan 0 3&)2,261 g:‘l‘g;; g:‘l‘;ﬁ 347 +0,13 3';25* 334+005 347 +0,16
Dan7 3’5%51' 3651025 363272’% 3.40 +0,08 3b3§7i 327 +017 344 +0,16
Dan 14 3642; 363’261;—“ 365134;—“ 343 +0,26 3'03211 320+024 334 +0,19
Karakteristike boje
Ukupna razlikaboje (AE)
Dan 0 316+  3005% 2746+  1663f 1912f  2850%
913A  36XA  926CA  A45EA  gAYbA 37904 -
Dan 7 225+ 2539+ 1356+ 1619+ 2814+ 2470+
A5®  320CE  411°B  321%A  315°E 4,045 -
Dan 14 1077+ 1646+ 1653+ 496+ 1688+ 1912+ ]
233C  277°C 1848 15RE  2AgA 2 95%8
Indeks braon boje (BI)
Dan 0 2111+ 4504 4400:  3303% 2663  4310% 1280+
107107 390PA  12,04%A  709UAB 11 23cA  7o0MA 54544
Dan 7 A449+ 5518+ 31,92+ 3925+ 5904+ 4826+ 1679 +
550°4B 7788 GA1PE 5ooRA  5G3c 6,10% A 5,000
Dan 14 1753+ 4773+ 5009+ 2060+ 4335+ 5612+ 2683+
705%A  58AA  BO7UA  53ghB 5 oeB 5,50%8 5,588
Indeks Zute boje (YI)
Dan 0 10155  4065%  3064f  3238%  A7l:  B/Ar 13561
8820A  310% 02198  5g5dAB g QobeA 56704 5,674
Dan 7 4182+ 5012+ 3167+ 3744+ 5186+ 4456+ 1787+
A179B 572B  570PA  48®A  4111C 4.72%8 4,800
Dan 14 1891+ 4612+  A754+ 2075+ 4134+ 5125+ 2002+
TATPA 4419B A469C  A79PB 30678 4,86%C 53508
Indeks bele boje (WI)
Dan 0 4911+ 4910+ 5167+ 6250+ 6021+ 5064+ 7898 ¢+
941~  355A  923A  4BEA  gHorA 37004 5,6704
Dan 7 5620+ 5303+ 6490+ 6226+ 5035+ 5383+ 7831+

453PA 3288 4138 321°A  310°° 392048 3750
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Dan 14 71,29 + 57,92 + 57,74 + 7041 £ 58,23 + 55,19 + 7361 £
5,68°8 2,75%C 1,77%4 2,46°8 2,57%A 2,74%B 3,818
Srednje vrednosti deset ponavljanja + standardnadevijacija. Srednje vrednosti u istomredu sarazli¢itim malim slovima
i srednje vrednostiu istojkoloni sa razli¢itim velikim slovima su znacajno razli¢ite (p < 0,05).

SBN — sojina ljuska; SFW — suncokretova ljuska; WS — p$eni¢na slama

5.2.3. Rezultati analize boje gljiva

Promene boje plodonosnih tela tokom perioda skladiStenja zavise od duzine skladiStenja, rasta
mikroorganizama, enzimske oksidacije i vrste gljiive. Promena boje gljiva moZe biti razli¢ita, od
smedih do zutih nijansi (Ares i sar., 2006; Jolivet i sar., 1998). Prema Liu i sar. (2013), najvazniji
faktori u enzimskom tamnjenju gljiva su prisutne fenolne komponente i gubitak integriteta
membrane. Ovo je opravdano istim trendom rasta indeksa braon boje i curenja elektrolita tokom
trajanja skladiStenja, za razliku od opadanja parametra tvrdo¢e. Ukupna razlika u boji znacajna je
tokom perioda skladiStenja samo za sledec¢e uzorke: 50P50S i 20P80S. Uzorak 50P50S pokazuje
primetnu razliku od 14. dana skladiStenja, dok poslednji uzorak, takode sa najmanjim procentom
komine grozda u supstratnoj smesi, pokazuje razlku od 7. dana skladiStenja. Parametar ukupne
razlike u boji izmedu uzoraka nije znacajna, osim 14. dana skladiStenja, gde uzorci S0P50S i
20P80S pokazuju razlku u odnosu na uzorke sa veéim sadrZzajem komine grozda (Tabela 8.).
Kontrolni uzorak 100S pokazao je drasticno viSe vrednosti indeksa braon Zute boje za nulti dan
skladiStenja od drugih analiziranih uzoraka: 16,18 + 1,75; 14,78 + 2,00, redom. Povecanje indeksa
braon boje tokom vremena skladiStenja primec¢eno je i u prethodnim istrazivanjima promena boje za
A. bisporus, kako je opaZeno u studijama Dijekic i sar. (2017) i Oz i sar. (2015).

Kada su u pitanju uzorci gajeni na otpadu od soje i suncokreta, ukupna razlika u boji uglavnom je
opadala tokom skladiStenja, Sto znaci da se boja uzorka priblizava kontrolnom uzorku tokom
njegovog veka trajanja. Najveci indeks razlike u boji primecen je kod uzoraka bez WS u smesi
Indeks braon boje pokazao je najvise vrednosti kod uzoraka koji sadrze SFW u Supstratnoj smesi i
uglavnom se povecavao tokom perioda skladiStenja. Izuzetak su bili uzorci sa SBN, gde je
tamnjenje smanjeno 14. dana. Indeks zute boje bio je povezan sa promenama u tamnjenju, dok je
indeks bele boje bio najvisi kod kontrolnog uzorka, zatim SBN:SFW:WS i SBN:WS. Razlika
izmedu vrednosti drugih uzoraka nije bila statisticki znacajna (Tabela 9.).

5.2.4. Propustljivost ¢elijske me mbrane gljiva

Curenje elektrolita (EL) neprekidno se povecava tokom perioda skladiStenja, s naglim promenama
od sedmog dana (Tabela 10.). NajviSu vrednost na dan berbe ima uzorak 80P20S, s najve¢im
promenama vidljivim izmedu 7. i 14. dana skladiStenja. Ova promena je povezana s Cinjenicom da
tkivo gljive gubi vitalnost tokom duzeg perioda skladiStenja, Sto dovodi do oslabljenja integriteta
Celiske membrane. Ovaj trend moze biti uzrok potamnjivanja tkiva, kao i promene u teksturi
(Zivanovic i sar., 2000). Kontrolni uzorak je pokazao vrednost EL od 21,1 za dan 0. Ista metoda
koris¢ena je i od strane Djekic i sar. (2017) u istrazivanju gljive A. bisporus pakovane u Cetiri
razlicita MAP pakovanja (pakovanja sa modifikovanom atmosferom), s istim trendom uocenim
tokom trajanja skladistenja.

Kada su u pitanju gljive gajene na smeSama koje sadrze otpad soje i suncokreta (Tabela 11.), nakon
14 dana skladiStenja primeceno je intenzivno curenje elektrolita za svaki uzorak, pri ¢emu je
kontrolni uzorak pokazao najozbiljnija oStecenja. Ovi rezultati se slazu sa rezultatima parametara
tvrdo¢e, koji su pokazali intenzivan pad 14. dana. Jasno curenje elektrolita prisutno je i u
kontrolnom uzorku nakon sedam dana skladiStenja, dok su ostali uzorci pokazali manja osSteé¢enja
tkiva nakon sedam dana u odnosu na nulti dan skladiStenja. Slicno bilkama, gljive liSene idealnih
uslova za rast (npr. kombinacija ili koli¢ina hranljivih materija) rastu sporije, ali su otpornije.
Materijali ispitivani u ovom radu imali su specificnosti, poput lipida (koji nisu prisutni u
standardnom supstratu od slame) i gu$¢u strukturu. Sve to se moze smatrati stresorima, tako da je
struktura celija ¢vr§¢a 1 otpornija na curenje elektrolita (Branco i sar., 2022). Stoga je curenje
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elektrolita odloZeno, kao i rast mikroorganizama, jer hranljive materije nisu lako dostupne. U skladu
s tim, Heilmann i sar. (2013) zakljucili su da povrsinski stres dovodi do konzervisanja zida celije
Candida albicans, pracenog ojacavanjem zida hitinom, ¢ime se celija Stiti. U prvom delu
istrazivanja (Doroski i sar., 2021) primetna su veca oStecenja tkiva P. ostreatus pre pocetka perioda
skladiStenja (>20%), pracena ve¢im oSte¢enjem tokom produZenog vremena skladiStenja. Iako je
curenje elektrolita takode bilo >20% na dan berbe, prethodno istrazivanje Djekic i1 sar. (2017)
ukazuje da se blaga osteCenja tkiva A. bisporus povecavaju od prvog do dvanaestog dana
skladiStenja, pri ¢emu oSte¢enje postaje ozbiljnije tokom vremena.

Tabela 10. Uticaj komine grozda kao supstrata na curenje elektrolita iz tkiva plodonosnog tela gljive P. ostreatus

Uzorci 100P 80P20S 50P50S 20P80S
Curenje elektrolita (%0)
Dan 0 20,91 30,75 26,98 23,80
Dan 7 19,27 33,72 37,58 30,47
Dan 14 39,92 50,94 34,13 38,04

Legenda: 100P - 100% komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% p$eni¢na slama; S0P50S - 50% komina
grozda: 50% pSeni¢na slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% p$eni¢na slama
Kontrolni uzorak 100S*- Dan 0: EL 21,1

Tabela 11. Uticaj ljuske soje i suncokreta kao supstrata na curenje elektrolita iz tkiva plodonosnog tela gljive P.
ostreatus

Uzorci SBN SBN:SFW  SFW SBN\;VSSHN SBN:WS SFW:WS  WS*
Curenje elektrolita (%)

Dan 0 17,48 + 15,05 + 1824 + 16,14 + 16,83 1955+ 1804+
5,34 107* 2,024 0,85 293" 0,248 245"

Dan 7 16,26 + 15,97 + 16,83 + 1522 + 15,10 + 1653+ 3345+
1794 0,88 22004 0,80°4 0,514 0744  43PA

Dan14 2731+ B9+ 2812+ 23,26 + 4112 + 2376+ 5314+
10508 25108 3,265 30128 218°8 0,70°C 9,46%®

Srednje vrednostiu tri ponavljanja + standardnadevijacija. Srednje vrednostiu istoj kolonisa razlicitim malim slovima
i srednje vrednostiu istomredu sarazli¢itim velikim slovima su zna¢ajnorazli¢ite (P<0,05). SBN —sojina ljuska; SFW
—suncokretova ljuska; WS — pSeni¢na slama

5.2.5. Rezultati mikrobiolo$ke analize gljiva

Broj mikroorganizama na svezim plodonosnim telima P. ostreatus izrazen je u log CFU g1 (Tabela
12.). Tako se primecuje znacCajna razlika kako u vezi sa vremenom skladiStenja, tako 1 u vezi sa
vrstom supstrata, nije primetna nikakva pravilnost. Interesantno je da su brojevi bakterija za ve¢inu
supstrata fluktuirali tokom vremena. Brojevi mikroorganizama za kontrolni uzorak, ukljucujuci
TCC, Enterobacteriaceae, PCC i YM, iznosili su 6,00 + 0,96, 4,80 + 0,11; 4,20 + 0,42 i 5,80 + 0,00
log CFU g1, datim redom. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Clostridium
spp. i Listeria spp. nisu detektovani. Generalno, koli¢ina mikroorganizama prisutnih na povrSini
plodonosnih tela uzoraka 100P i1 80P20S, sa ve¢im procentom komine grozda u supstratu, znacajno
je veca nego u druga dva uzorka sa manjim sadrzajem komine grozda. Ovo moze biti povezano sa
procentom zadrzavanja tecnosti u komini od grozda, kao i sadrzajem amino kiselina u gljivama
(Mattila i sar., 2002) Wili komini od grozda kao supstratu, §to predstavlja dobro okruzenje za razvoj
mikroorganizama. S druge strane, antioksidativna aktivnost spre¢ava rast patogenih bakterija
(Sudha i sar., 2012; Zhu i sar., 2002), $to objasnjava odsustvo patogena na povrsini plodonosnih
tela. Sli¢no istrazivanje A. bisporus u aktivnom MAP (Oz i sar., 2015) ukljucivalo je ukupan broj
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mezofilnih i psihrotrofnih bakterija; ono je pokazalo konstantan rast do 8. dana, sa postepenom
stagnacijom do 16. dana, na $ta je takode uticao tretman MAP pakovanja.

Broj mikroorganizama TCC, Enterobacteriaceae, PCC i YM na povrsini svezih plodonosnih tela P.
ostreatus gajenih na otpadu soje i suncokreta, izrazen je u log CFU g i naveden je u Tabeli 13.
Rezultati su predstavlieni u funkciji vremena skladiStenja i wvrste supstrata. Patogeni
mikroorganizmi, tj. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Clostridium spp. i
Listeria spp., nisu detektovani, $to ukazuje na validnost gljiva u smislu odsustva uobicajenih
patogena.

U kontrolnom uzorku WS, broj mikroorganizama pokazuje isti trend tokom perioda skladitenja, sa
najviSim TCC, PCC i1 YM vrednostima prvog dana. SmeSe supstrata koje sadrze SFW 1 SBN imale
su ve¢i broj TCC i Enterobacteriaceae. Nasuprot tome, smeSe koje sadrze WS imale su najvise
vrednosti PCC 1 YM, §to je razumljivo s obzirom na rezultate kontrole i sastav supstrata.

Sto se ti¢e promene ukupnih vrednosti tokom skladiStenja, brojevi mikroorganizama su opadali u
prvin sedam dana, a zatim se povecavali do 14. dana za skoro sve uzorke. Akumulacija te¢nosti U
pakovanjima i dostupnost hranljivih materija iz gljiva pruzaju dobro okruzenje za razvoj
mikroorganizama, §to rezultira blagim povecanjem broja mikroorganizama 14. dana skladiStenja
(Mattila i sar., 2002).

U poredenju sa prvim delom eksperimenta, tj. uzorcima gajenim na komini grozda (Doroski i sar.,
2021), sve vrednosti bile su drastiéno nize. Razlog tome mogu biti opsti uslovi tokom inicijacije
primordijuma i samog plodonosenja. Dok se prvi deo eksperimenta odvijao na temperaturi
skladiStenja izmedu 20 1 25 °C, Sto je podsticalo rast mikroorganizama, eksperimentalni set-up u
ovom istrazivanju uklju¢ivao je temperaturni opseg od 10-12 °C, §to je smanjilo stopu rasta svih
grupa osim psihrotrofa. Drugi razlog za razlku u stopi rasta moze biti sastav supstrata. Naime,
komina grozda je supstrat bogat Se¢erom (Doroski i sar., 2021), Sto je sigurno povolniji izvor
nutrijenata za mikroorganizme od otpadnih supstrata iz industrije SEO-a Kkoji su kori§¢eni u ovom
delu istrazivanja.

Tabela 12. Uticaj komine grozda kao supstrata na mikrobiolo$ke karakteristike plodonosnogtela P. ostreatus

Uzorak 100P 80P20S 50P50S 20P80S

Ukupan broj mikroorganizama (log CFUg?)

Dan 0 6,70 £ 0,27> B 7,00 £0,19* B 4,60 +0,84* A 6,10 +0,36* B

Dan 7 590 +0,13* B 6,70 + 0,322 C 6,10 + 0,09> B¢ 4,90 +0,52* A

Dan 14 6,80 + 0,30° 6,00 + 0,56 6,00 + 0,65° 6,60 + 1,00°
Enterobacteriaceae (log CFU g%)

Dan 0 5,90 + 0,30* B 6,10 +£ 0,61 B 2,10 +£2,50* 4,80 +0,04* A8

Dan 7 4,70 +£1,00* B 3,50 +£0,38" A 520+0,16° 3,50 £ 0,23 A

Dan 14 6,40 +0,10" B 4,10 +0,27> A8 1,90 + 2,20" 3,80 + 0,27 A
Psihrotrofni mikroorganizmi (log CFUg1)

Dan 0 6,00 +0,06® 5,70 +0,09* B 3,80 £0,19* A 5,60 +0,09* B

Dan 7 5,70 +0,08* 4,20 +0,09% & 5,20 +0,11> A 3,50 £ 0,21 ¢

Dan 14 5,80 +0,05* 4,60 +0,05" € 4,70 £0,01™ € 5,00 £0,11> B
Kvasci i plesni (log CFU g-1)

Dan 0 6,10 +0,16> A 6,10 £ 0,18* A 4,60 +0,86® 4,10 + 0,41 B

Dan 7 5,60 +0,14* A 4,80 +0,41> 8 5,00 + 0,20° 3,60 +£0,14* ©

Dan 14 6,20 +0,17° 5,30 +0,15° 5,40 £ 0,21° 5,50 + 1,20
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Srednje vrednostitriponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim malim slovima i
srednje vrednosti u istom redu sa razli¢itim velikim slovima su znacajno razli¢ite (p<0,05). Legenda: 100P - 100%
komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pSeni¢na slama; 50P50S - 50% komina grozda: 50% pSeni¢na
slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% pSeni¢na slama

Kontrolni uzorak 100S*- Dan 0: TCC 6,00 £ 0,96, Enterobacteriaceae 4,80 + 0,11, PCC 4,20 + 0,42 i YM 5,80 = 0,00
log CFU g™

Tabela 13. Uticaj ljuske soje i suncokretakao supstratana mikrobiolo§ ke karakteristike plodonosnogtela P. ostreatus

Uzorci SBN  SBN:SFW  SFW SNV seNiws ST WS
Ukupan broj mikroorganizama (log CFU g%)
361+ 368 * 387 ¢ o 385% 308%  407%
Dan0  “g1g 0,054 o21wen  3*015 009%A 001 0024
342 + s 357+ A 327 306+ 386+
Dan7 Yk 3132017 oodrs  362£002 Sops ok oo
Danle U ohma  gpme  sTx0oEe  GUIG TRT oops
Enterobacteriaceae (log CFU g%)
177+ o 1oz L7z 148 08¢
Dan0  opa  L74%004 oA 0,00 + 0,00 Do 000 ol
0,00 + 0,65 + 0,00 + A LB4x 000+ 174+
Dan? g0 0,658 ooore  0S0£030 006"  000°C  026°
Danl4  g0nE  gmpe  gooea  LBEOMFT gk giad R
Psihrotrofni mikroorganizmi (log CFUg)
259 % T 307% o 373z 387+ 408+
Dan0  GU0A 318000 Some 254 + 0,24 SOEA  oopih  oooiA
245 + s 260+ s 295+ 321+ 287+
Dan7  G3R 215015 SR 2,07 +0,07 ek 05" oowe
Dan 14 g'éibf—; 3,20 + 0,25 g’égﬁ 2,65 + 0,05°A® g’égbﬁ gffbic g’ggbﬁ
Kvasci i plesni (log CFU g-1)
783 1 2= - 33T 377%  358%
Dan 0 i 287%002 ppcl 201 +0,43 CiA  00wA 0o
271 + s 254 . 259 + 315+ 311+
Dan 7 oy 215%015 S 265 +0,05 oo SIeA ooEa
250 + 302+ 334+ w 281 + 355+ 376+
Dan14 g5 0,17%A 0,04%C 319+001 0,038 003 003

Srednje vrednostiu tri ponavljanja = standardnadevijacija. Srednje vrednosti u istoj kolonisa razli¢itim malim slovima
i srednje vrednostiu istomredu sa razli¢itim velikim slovima su zna¢ajnorazli¢ite (P<0,05). SBN —sojina ljuska; SFW
—suncokretova ljuska; WS — p§eni¢na slama

5.2.6. TQI indeks — pokazate lj ukupnog kvaliteta gljive P.ostreatus

Slika 7. prikazuje indeks ukupnog kvaliteta (TQI) 11 kvalitativnih parametara za 11 uzoraka svezih
plodonosnih tela P. ostreatus. Kao kontrola prikazan je uzorak iz drugog eksperimentalnog dela,
WS. Najbolji rezultat za nulti dan skladiStenja pokazali su uzorci gajeni na meSavinama koje sadrze
sojinu ljusku: SBN:SFW:WS, SBN:WS i SBN, osim kontrolnog uzorka WS koji je ostvario najbolji
rezultat 0. i 7. dana skladiStenja. Najlosiji kvalitet je prime¢en kod uzoraka gajenih na mesavini koja
sadrzi kominu grozda, slede¢im redom: 80P20S, 20P80S i 100P. Od uzoraka gajenih na supstratu
koji sadrzi kominu grozda, najbolji kvalitet poseduje uzorak S0P50S za dan 0., priblizan rezultatu
uzorka SBN, ali njegov kvalitet drasticno opada do 7. dana skladiStenja. 7. dana skladiStenja
kontrolni uzorak prati uzorak SFW u ukupnom kvalitetu, a zatim SBN:.SFW:WS i SBN. Uzorak
gajen na ljusci soje ostvaruyje najbolji rezultat 14. dana skladiStenja, pracen uzorkom

SBN:SFW:WS, koji na osnovu celokupnog rezultata predstavlja uzorak koji tokom skladiStenja od
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14 dana sveukupno odrzava svoje kvalitativne karakteristike. Kontrolni uzorak 14. dana skladiStenja
gubi na kvalitetu, ali ne drasti¢no. Kvalitet uzorka SBN povecava se tokom vremena skladiStenja, sa
najboljim kvalitetom 14. dana. Na osnovu slike 7. moze se zakljuéiti da u ukupnom kvalitetu
prednja¢e kontrolni uzorak u prvih 7 dana skladiStenja, zatim SBN:SFW:WS u toku celokupnog
skladiStenja od 14 dana.

3.00
100P
550 == 30P205
== 50P505
== 20P80S
_ =fll=\/$* - kontrol
2.00 — - - / ontrola
"\ . - SBN
SBN:SFW
1.50 = e
e SBN:SFW: WS
SBN:WS
SFW:WS
1.00

Dan &0 Dan #7 Dan #14

Slika 7. TQI indeks — indeks ukupnog kvaliteta kvalitativnih parametara svezih plodonosnih tela P.ostreatus, koji
obuhvata sledece: analiza profila teksture (tvrdoca, kohezivnostielasti¢nost), karakteristike boje (ukupna razlika boje,
indeks braonboje iindeks Zute boje), curenje elektrolita imikrobiolo§ke karakteristike (ukupan broj mikroorganizama,
Enterobacteriaceae, psihrotrofni mikroorganizmi, ukupan broj kvasaca i plesni). Legenda: 100P - 100% komina
grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pSeni¢na slama; SOP50S - 50% komina grozda: 50% pSeni¢na slama;
20P80S - 20% komina grozda: 80% pseni¢naslama SBN — sojina ljuska; SFW —suncokretova ljuska; WS — p$eni¢na
slama

Slika 8. prikazuje indeks ukupnog kvaliteta (TQI) 6 parametara produktivnosti 11 supstrata na
kojima je gajena gljiva P.ostreatus. Najbolji ukupan kvalitet produktivnosti poseduje uzorak
SBN:WS, pra¢en uzorcima SBN, SBN:SFW:WS i SFW:WS, datim redosledom. Najlosiji rezultat
pokazao je supstrat 100P, pracen kontrolnim uzorkom WS. Najbolji rezultat od supstrata koji sadrze
kominu grozda poseduje uzorak 20P80S, priblizan meSavini SBN:SFW.

Na osnovu slike 7. i 8., uzorci koji prednjace u ukupnom kvalitetu jesu SBN:SFW:WS, SBN i
SBN:WS. Na osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da je ljuska soje najbolji alternativni supstrat
za proizvodnju bukovace, a prema parametrima produktivnosti, ¢ak i bolji od kontrolnog uzorka
WS.

Ipak, na osnovu hemijske karakterizacije, koja nije obihvac¢ena indeksom ukupnog kvaliteta, uzorci
gajeni na supstratu sa veé¢im sadrzajem komine grozda pokazuju odli¢an antioksidativni potencijal i
nutritivnu vrednost (Doroski i sar., 2021b). Uopste, ovaj model predstavlja jednostavan i precizan
alat koji odrazava ukupan kvalitet proizvoda. Jedinstvena TQI kalkulacija moze biti omogucena za
Sirok spektar pojedina¢nih Kkarakteristika kvaliteta povezanih sa lancom hrane tokom njenog roka
trajanja (Djekic i sar., 2018; Djekic i sar., 2017).
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100P

80P20S
50P50S
20P80S

WS* - kontrola
SBN
SBN:SFW
SFW
SBN:SFW:WS
SBN:WS
SFW:WS

Slika 8. TQI indeks — indeks ukupnog kvaliteta parametara produktivnosti supstrata na kojima je gajena gljiva
P.ostreatus, kojiobuhvatasledece: brzina rasta micelijuma u dZzakovima sa supstratom (mmv/dan), vreme zavr$etka rasta
micelijuma (dani), vreme potrebnoza formiranje primordiuma (dani), vreme potrebno za sazrevanje plodonosnih tela
(dani), ukupan prinos gljiva (g)ibioloska efikasnost supstrata (BE). Legenda: 100P - 100% komina grozda; 80P20S -
80% komina grozda:20% pSeni¢na slama; 50P50S - 50% komina grozda: 50% pSeni¢na slama; 20P80S - 20% komina
grozda: 80% pSenitna slama SBN — sojina ljuska; SFW — suncokretova ljuska; WS — pSeni¢na slama

5.3. Rezultati analiza sirovih vodenih ekstrakata gljive P. ostreatus

5.3.1. Hemijski sastav sirovih vodenih ekstrakata: ukupni polifenoli, polisaharidi i proteini

Eliminacija vode iz uzoraka susenjem na vazduhu na 55°C do postizanja konstantne mase ima za
cilj eliminaciju moguénosti mikrobne kontaminacije, ¢ime se osigurava ofuvanje uzoraka za daljnju
analizu. Uticaj temperature suSenja na sadrzaj fenola i antioksidativna svojstva u semenkama kinoe
proucavali su Miranda i sar. (2010), pri ¢emu su rezultati pokazali da poveéanje temperature od 60
do 80°C smanjuje ukupan sadrzaj fenola, a sa njime se detektuju i nize vrednosti ICso u DPPH testu
antioksidativnosti. Medutim, trajanje procesa suSenja na vazduhu nije navedeno. Sudha i sar. (2012)
su u prethodnom radu koristili metodu susenja plodonosnih tela Pleurotus eous na 60°C do
postizanja konstantne mase za dalju analizu. Ummat i sar. (2020) su naveli da hladne tehnike
ekstrakcije, koje podrazumevaju tretmane relativno niskim temperaturama, imaju minimalan uticaj
na stabilnost fenolnih jedinjenja, dok vreme ekstrakcije utiCe na ukupan sadrzaj fenola.

Hemijski sastav vodenih ekstrakata P. ostreatus, prikazan u Tabeli 14., pokazuje izvesne razlike
izmedu uzoraka. Uzorak 100P pokazuje najviSe vrednosti fenolnih jedinjenja i proteina, a ujedno i
najmanju kolicinu polisaharida, §to se moze pripisati supstratu koji se koristi za kultivaciju
(Gasecka 1 sar., 2016). Naime, bogatstvo komine grozda polifenolnim jedinjenjima svakako utice i
na nivo polifenola koji je detektovan u uzorcima gljiva. Preostala tri uzorka ne pokazuju znacajne
statistiCke razlike izmedu tri hemijska parametra.

Prethodni podaci ukazuju na znaajnu prisutnost polisaharida, ta¢nije uglienih hidrata, kao glavnog
nutrijenta u gljivama, uklju¢uju¢i glukane, Secerne alkohole, hitin, glikogen i mono- i disaharide.
Gljive su takode odlian izvor proteina, pa sadrze i Sve esencijalne aminokiseline. U poredenju sa
povr¢em, gljive poput P. ostreatus sadrze vece koli¢ine aminokiselina treonina, tirozina i arginina
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(Kurtzman, 1997; Mattila i sar., 2002). Gasecka i sar. (2016) su izvestili o 9,64 + 0,33 mg ¢!
polifenola u ekstraktu P. ostreatus, sto je zna¢ajno manje u odnosu na koli¢inu polifenola u uzorku
100P. Drugi objavljeni podaci ukazuju na koli¢ine polifenola u gljivi P. ostreatus u rasponu od 2 do
37 mg g ekstrakta (Babu i sar., 2014; Fontes Vieira i sar., 2013; Puttaraju i sar., 2006; Sudha i sar.,
2012). Fenolne komponente su povezane sa antioksidativnim aktivnostima, prema Chang i sar.
(2001), zbog izrazenih redoks svojstava, delujué¢i prvenstveno kao donori vodonika i supresori
singletnog kiseonika (10,).

Razlika izmedu ukupnih ekstrahovanih proteina i ukupnih proteina posledica je primenjenih
metoda. Ukupni ekstrahovani proteini dobijeni su metodom po Bradford-u i ukljuc¢uju koli¢inu
proteina ekstrahovanu u vrucoj vodi, ¢ime postaju rastvorljivi u vodi (Bradford, 1976). Kontrolni
uzorci pokazuju vrednosti za fenolna jedinjenja, proteine i polisaharide od 19,40 + 1,07 mg ¢!
GAE, 7,12 + 1,49 mg g BSA i 21493 £ 52,03 mg g GLU, datim redom.

Uzorci iz slede¢ih smeSa supstrata (dan O skladiStenja) imali su najviSi ukupni sadrzaj polisaharida:
SBN:SFW: WS i SBN:SFW, zatim SFW:WS (Slika 10.). Prema studiji (Kala¢, 2013),
najzastupljeniji Seceri u gljivama ukljucuju saharozu, rafinozu, glukozu, fruktozu i ksilozu, uz
dodatak manitola i trehaloze, zatim hitina kao strukturalnog polisaharida, glikogena, razgranatog
polisaharida, glukana, manana i pektinskih supstanci. Baeva i sar. (2019) takode isticu
monogalaktan, poznat kao uobiCajeni polisaharid u bukovaci. S obzirom na to da su rezultati
pokazali drastican pad kolicine polisaharida tokom skladiStenja, Li i sar. (2014) objasnili su isti
trend u svom istrazivanju potroSnjom Secera uzrokovanom disanjem gljiva tokom hladnog
skladiStenja.

Fernandes i sar. (2013) takode su opisali uticaj niske temperature skladiStenja na smanjenje
bioaktivnih jedinjenja poput masti, ukupnih Secera, tokoferola, kao i fenolih jedinjenja. Do sedmog
dana skladiStenja, ukupan sadrzaj polifenola povecao se u ovom istrazivanju, $to moZze biti
povezano sa povecanjem sadrzaja CO, u vakuum kesama tokom prvih sedam dana izazvanog
metabolizmom fakultativno anaerobnih bakterija (Adams i sar., 2015; Doulgeraki i sar., 2012;
Karowe i Grubb, 2011). Dalie smanjenje moze takode biti izazvano enzimskom oksidacijom
fenolnih jedinjenja polifenol oksidazom (Liu i sar., 2010). Za razliku od rezultata ovog istrazivanja,
prvi deo istrazivanja (Doroski i sar., 2021) svedoci o povecanju ukupnog sadrzaja polifenola tokom
14 dana skladiStenja, $to se objasnjava formiranjem odbrambenih mehanizama kao reakcija na
stresno okruzenje (Gao i sar., 2014). Bukovaca gajena na komini grozda pokazala je gotovo deset
puta veci sadrzaj polifenola u poredenju sa onim gajenim na otpadu soje i suncokreta, potvrdujuci
pretpostavku da mozZe postojati veza izmedu hemijskog sastava gljiva i porekla supstrata (Gasecka i
sar., 2016). U prvom delu istraZivanja uzorak sa najve¢im sadrzajem polisaharida takode je imao
skoro najmanji sadrzaj polifenola (Doroski i sar., 2021b). Promena indeksa braon boje tokom
vremena obi¢no se podudara sa sadrzajem polifenola, potvrdujuéi teoriju uzroka potamnjivanja (Liu
i sar., 2013). Sto se ti¢e Folin-Ciocalteu reakcione metode, Everette i sar. (2010) ukazuju na to da su
svi testirani fenoli, proteini i tioli reaktivni prema ovom reagensu, postavljaju¢i pitanje koji tip
jedinjenja reaguje sa reagensom u kompleksnim uzorcima hrane poput gljiva.

Ukupan sadrzaj proteina bio je najvisi za gljive gajene na SBN supstratu medu svim supstratnim
sme$ama. Sadrzaj proteina zavisi od hemijskog sastava supstrata, kao i od C/N odnosa (Kumla i
sar., 2020). U ovom slu¢aju, visok ukupan sadrzaj proteina u SBN moze biti povezan sa sojom, koja
je poznata kao namirnica bogata proteinima (Qin i sar., 2022). Sedmog dana skladiStenja, kontrolni
uzorak WS imao je drasticno viSe nivoe proteina u poredenju s drugim uzorcima. Uzorci gajeni na
komini grozda su pokazali znaCajno nize vrednosti za proteine, nasuprot sadrzaju polifenola
(Doroski i sar., 2021b). Jos neki objavljeni podaci o ukupnom sadrzaju polifenola u P. ostreatus
kre¢u se od 4,87 mg g1 (Lam i Okello, 2015) do 9,64 mg g (Gagsecka i sar., 2016), dok se sadrzaj
proteina krec¢e od 17 do 42 g na 100 g osusenog plodonosnog tela (Deepalakshmi isar., 2014).
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Tabela 14. Ukupna koli¢ina fenolnih jedinjenja, ekstrahovanih proteinaipolisaharidau vodenimekstraktima P.
ostreatus gajenih na komini grozda

100P 80P20S 50P50S 20P80S 100S
TPC (mg/g GAE) 2424 £+089° 18,96 + 0,28 20,65 + 1,59 1804 £0,78° 19,40 + 1,07°
TEP (mg/gBSA) 2,82 +0,38° 0,32 +0,0° 0,52 +0,35" 158+063°  712+149°

TPS(mg/gGLU) 17413 £19,74 245,02 + 29,47 235,56 + 53,59 224,85 +2239 214,93 +£52,03

Srednje vrednosti u tri ponavljanja £ standardna devijacija. Srednje vrednosti u istomredu sa razli¢itim malim su
znacajno razli¢ite (P<0,05). Legenda: 100P - 100% komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pS$eni¢na
slama; 50P50S - 50% komina groZda: 50% p$eni¢na slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% pSeni¢na slama

TPC — Ukupna koli¢ina polifenola; TEP — ukupna koli¢ina proteina; TPS — ukupna koli¢ina polisaharida

Antioksidativna svojstva gljiva (ECso mg mL1)

1oos . R —
80P20S F
—

100P

H DPPH M ABTS

Slika 9. Antioksidativna svojstva bukovade gajene na supstratnim meSavinama sa kominom grozda: sposobnost
neutralizacije ABTS i DPPH slobodnih radikala

Legenda: 100P - 100% komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pSeni¢na slama; SOP50S - 50% komina
grozda: 50% pSenicna slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% pSeni¢na slama
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Slika 10. Hemijska analiza gljive P. ostreatus gajenih na ljuscisoje i Ssuncokreta: a) ukupan sadrzaj polifenola; b)
ukupan sadrzajpolisaharida; ¢) ukupan sadrZaj proteina; d) sposobnost neutralizacije ABTS slobodnih radikala; €)
sposobnost neutralizacije DPPH slobodnih radikala.

Napomena: Srednje vrednosti u triponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednosti izmedu iste grupe uzoraka (0,
7, 14) sa razliCitim velikim slovom i srednje vrednosti izmedu razli¢itih uzoraka sa razlicitim malim slovima su
znacajno razli¢ite (p < 0,05). SBN — ljuska soje; SFW — ljuska suncokreta; WS — pSeni¢na slama

5.3.2. Rezultati he mijske analize sirovih vodenih ekstrakata: odredivanje antioksidativne
aktivnosti — sposobnost neutralizacije ABTSi DPPH slobodnih radikala

Mehanizam prevencije mnogih hroni¢nih bolesti, koje u osnovi imaju mutagenezu, karcinogenezu,
ostecenja DNK 1 rast patogenih bakterija, je vezan za neutralizaciju slobodnih radikala u bioloSkim
sistemima (Zhu i sar., 2002). Antioksidativna svojstva gljiva direktno su povezana sa fenolnim
jedinjenjima (Babu i sar., 2014; Puttaraju i sar., 2006; Sudha i sar., 2012).

Antioksidativna svojstva gljiva procenjena su upotrebom metoda sposobnosti neutralizaciie ABTS i
DPPH slobodnih radikala, sa ECsy vrednostima (mg mL-) koje su predstavijale pokazatelj
aktivnosti. U opsegu koncentracije od 0,625-40 mg mL, ECs, vrednosti za sposobnost hvatanja
DPPH- za ekstrakte 100S, 100P, 80P20S, 50P50S i 20P80S bile su 15,04, 8,22, 2,63, 9,98 i 8,96 mg
mL-1, redom (Slika 9.). Pozitivne kontrole katehin i Trolox pokazale su EC50 < 0,03125 mg mL1.
Sa druge strane, ECsy vrednosti za sposobnost hvatanja ABTS*™ za ekstrakte u istom redosledu bile
su 8,42, 5,16, <0,625, 7,66 i 6,77 mg mL1. U ovom sluc¢aju, pozitivne kontrole katehin i BHA imale
su ECsp < 003125 mg mL1 Korelacija izmedu ukupnog sadrzaja polifenola i antioksidativne
aktivnosti nije pronadena u ovom istrazivanju, iako se najjaca sposobnost hvatanja primecuje U
uzorcima gajenim na supstratima sa vec¢im udelom komine grozda u odnosu na kontrolni uzorak.
Isti trend primetili su Fontes Vieira i sar. (2013), §to je objasnjeno stvaranjem kompleksa fenolnih
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jedinjenja sa biodostupnim mineralima poput gvozda, cinka i litjuma. Naime, u kompleksima,
visoko antioksidativna fenolna jedinjenja imaju manju dostupnost slobodnim radikalima koji su
prisutni u reakcionoj sredini, $to vodi smanjenoj antioksidativnoj sposobnosti.

Na dan berbe, SFW je pokazao najbolju sposobnost hvatanja ABTS** sa rezultatom od 6,58 + 0,06
mg mL1. Svi uzorci, osim kontrole, pokazali su svoju 50% antioksidativnu sposobnost pri
efikasnim koncentracijama < 10 mg mL1, §to je u skladu s prethodnim delom istrazivanja (Doroski
i sar., 2021b). Medutim, prethodni rezultati TPC pokazali su mnogo viSe vrednosti, sugeriSu¢i bolja
antioksidativna svojstva. Svi rezultati pokazali su nize ECso vrednosti za dan 7., prac¢ene ponovnim
rastom nakon 14 dana skladiStenja. Na rezultate sposobnosti neutralizacie ABTS** utiCu kolicina
polifenola i proteina, a moze dodatno uticati i razli¢ita zastupljenost bo¢nih grupa aminokiselina
(Kim i sar., 2009), dok su Chun i sar. (2021) istakli i uticaj sadrzaja polisaharida na njihova
antioksidativna svojstva. Vrednosti ECso za DPPH* za dan 0. bile su iznad 20 mg mL1 u svim
slu¢ajevima, ali su vrednosti opale ispod 20 mg mL?1 (povecanje aktivnosti) U gotovo svim
uzorcima nakon 7 i 14 dana skladiStenja (Slika 10. d) i e)). lzuzeci su SFW i kontrola. Za analizu
heterogenih uzoraka moraju se Koristiti najmanje dva testa sposobnosti neutralizacije jer svaki test
ukljucuje razlicite aspekte antioksidansa ili sadrzi razlicit hemijski mehanizam (Serpen i sar., 2012).
Floegel i sar. (2011) su uporedili aktivnost u ABTS* i DPPH-" testovima kako bi odredili
antioksidativnu sposobnost razli¢ith namirnica. ABTS** test se odnosi na hidrofilne i lipofilne
antioksidativne sisteme, dok je DPPH-" test pogodan za hidrofobne sisteme (Kim i sar., 2002). P.
ostreatus predstavlja generalno niskomasnu hranu koja se sastoji uglavnom od nezasi¢enih masnih
kiselina (Kala¢, 2013). S obzirom da hemijski sastav gljiva uglavnom zavisi od sastava supstrata
(Ggsecka i sar., 2016), glive u ovom sluaju mogu potencijalno sadrzati vece koli¢ine lipida
dobijenih od ljuske zaostale iz proizvodnje industrijskog ulja (Qin i sar., 2022). Miris ekstrakata
gliiva tokom pripreme za analizu takode je ukazao na prisustvo masti, verovatno na povrsini Sesira
gljive. Frankel i Meyer (2000) su sugerisali da slobodne masne kiseline treba izbegavati u testovima
antioksidativnosti jer formiraju micele i ponasaju se drugacije od triacilglicerola. Zbog porekla
supstrata, prisustvo masti je moguce, a odredene varijacije mogu uzrokovati visoke vrednosti ECsy
za neutralizaciju DPPH* na pocetku skladiStenja. Tokom hladnog skladiStenja, kisconik, Ciji se
sadrzaj vremenom poveéava u vakuumiranim UZOrcima, moze izmeniti strukturu lipida, dovodeci
do njegove oksidacije (Al-Dalali i sar., 2022), dezintegracije i uklanjanja prepreke primeni DPPH".
Fernandes i sar. (2013) sugerisali su da uticaj niskih temperatura, poput zamrzavanja, moze uticati
na smanjenje sadrzaja masti i snizavanje sadrzaja mononezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina, $to
pak moze uticati na rezultate DPPH" testa.

5.3.3. Rezultati analize rizika: Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni potencijal sirovih vodenih
ekstrakata

Za analizu potencijalne citotoksicnosti odabrane su dve linije celija: normali fetalni fibroblasti
(MRC-5), na kojim bi rezultat ukazao na potencijalni citotoksicni efekat na razlicita normalna tkiva,
I kolorektalne kancerske ¢elije (HCT 116), odabrane da posebno ukazu na potencijalni efekat na
kancerske Celije, a posebno na modelu gastrointestinalnog trakta. Rezultati iz Tabele 15. pokazuju
blagi citotoksi¢ni efekat za sve testirane ekstrakte gljiva gajenih na meSavinama sa kominom grozda
I to na oba tipa Celija. Kako bismo raspravljali o posmatranim rezultatima, trebalo bi imati na umu
da je citotoksicnost nekih komponenata hrane, posebno bioaktivnih jedinjenja dobijenih iz
aromaticnih biljaka kao $to je Nigella sativa, prethodno detektovana (Mahmoud i Torchilin, 2013).
Stavise, hormetska teorija, koja objasnjava korisne efekte niskih doza razli¢itih stresora i toksina,
postavljena je u nauci o nutricionizmu (Hayes, 2007; Son i sar., 2008).

Dalje, uporedivanje rezultata dobijenih na normalnim i kancerskim ¢elijama ukazalo je da je vecina
uzoraka izazvala vecu citotoksi¢nost na kolorektalnim kancerskim celijama HCT 116, §to se moze
videti na slici 11. Rezultati ukazuju na to da su uzorci gajeni na komini grozda pokazali
citotoksi¢nost za celije MRC-5 samo u najvecoj koncentraciji (40 mg mL1), sa izuzetkom §to se
tice uzorka 80P20S koji je pokazao citotoksi€nost 1 pri nizim koncentracijama. Kada su u pitanju
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¢elije HCT 116, samo najnize koncentracije uzoraka su necitotoksi¢ne za ¢elije kancera. Prema
pravilu da Sl (indeks selektivnosti) za citotoksi¢ni efekat > 3 ukazuje na dobru selektivnost prema
Celijama kancera, Slys vrednosti izraCunate za 100P i 80P20S ukazuju na znaajnu selektivnost.
Slicno tome, Sljo vrednosti pokazale su znadajnu selektivnost, sa efikasno$¢u u slede¢em redosledu
50P50S > 100P > 100S. Na kraju, vrednosti Sl,s nisu definisane za uzorke 100S, 50P50S i 20P80S
jer je citotoksi¢nost uo¢ena samo u sluéaju HCT 116 celija, dok u slu¢aju MRC-5 ¢elija nije uoc¢ena
nikakva redukcija vijabilnosti na testiranim koncentracijama. Ovo ukazuje na odli¢nu selektivnost,
iako ona nije mogla biti numericki izrazena.

Da bi se obezbedili osnovni podaci u vezi sa procenom rizika kori§¢enja gljive P.ostreatus gajenih
na otpadu soje i suncokreta, odredena je citotoksicnost, ali i genotoksi¢nost sirovih vodenih
ekstrakata. Sto se tiGe testa citotoksi¢nosti, on je primenjen na uzorcima sa pocetka (dan nulti) i
kraja (dan 14.) perioda skladiStenja, $to je omogucilo analizu uticaja skladiStenja na eventualna
citotoksi¢na svojstva.Uvodenje testa genotoksicnosti pruzilo je uvid u analizu jo§ jednog aspekta
potencijalne toksicnosti. Naime, genotoksicni efekat je povezan sa potencijalnim razvojem kancera,
ali 1 drugim oboljenjima povezanim sa povecanom ulestaloS¢u oSteCenja na molekulu
DNK/mutacija, tako da je na ovaj naCin analiza dodatno obogacena.

Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti ekstrakata bukovace gajene na sojinoj i suncokretovoj ljusci za
¢elije MRC-5 i HCT 116, prikazani na slikama 12. i 13., pokazali su nizak citotoksi¢ni efekat na
obe linjje c¢elija u nultom danu skladiStenja, bez razlke izmedu rezultata za kontrolu (WS) i1
alternativne podloge. Ako se prag od 80% prezivljavanja smatra indikacijjom niskog citotoksicnog
efekta, treba napomenuti da je, sa nekoliko izuzetaka (SBN uzorak u slu¢aju ¢elija MRC-5 i SFW i
SFW:WS u sluéaju celija HCT 116), samo najvec¢a testirana koncentracija (40 mg mL-1) bila
citotoksicna. Medutim, citotoksi¢ni potencijal se uglavnom povecao tokom perioda skladiStenja u
ovom istrazivanju. Rezultati dobijeni za uzorke 14. dana pokazali su smanjenje prezivljavanja
¢elija: drasticno za normalne fibroblaste i slabo (SFW, SFW:WS 1 SBN:SFW) ili umereno (SFW 1
SBN:SFW: WS) za ¢elije kolorektalnog kancera. Medutim, uporedujuéi citotoksi¢ne odgovore
detektovane za uzorke dobijene ekstrakcijom gljiva gajenin na alternativnim supstratima (onim Koji
sadrze ljuske soje 1ili suncokreta) sa kontrolom gajenom na Cistoj slami (uzorak WS), uocena je
sli¢na citotoksi¢nost u slucaju c¢elija MRC-5, odnosno blago veci citotoksicni efekat ekstrakata
dobijenih na alternativnim supstratima u slu¢aju HCT 116 ¢elija. S obzirom na to da su polifenolna
jedinjenja poznata po svojoj citotoksicnoj aktivnosti (Perveen i Al-Taweel, 2017), kao i na Cinjenicu
da se ukupna kolicina polifenola takode povecala tokom perioda skladiStenja (14. dan u poredenju
sa nultim) za uzorke SBN:WS, SFW, SFW:WS, SBN:SFW, mozZe se zaklju¢iti da je moguce das u
polifenoli doprineli uocenoj citotoksi¢nosti. Medutim, neka neslaganja izmedu ova dva parametra
(citotoksicni potencijal 1 vrednosti TPC) sugeriSu da ne samo ukupna koli¢ina polifenola, ve¢ 1
polifenolni profil svakog uzorka nedvosmisleno doprinose posmatranoj citotoksi¢nosti. Osim toga,
koli¢ine polisaharida 1 njhovi specificni profili u uzorcima takode mogu doprineti ukupnim
citotoksi¢nim svojstvima koja su posmatrana (Klaus i sar., 2021; Ren i sar., 2012). Pretpostavlja se
da povecan citotoksicni potencijal primeéen na kraju perioda skladiStenja moze biti rezultat
hemijskin promena nastalih tokom skladiStenja gljiva, §to dovodi do stvaranja nekih citotoksi¢nih
jedinjenja (kao Sto je malondialdehid), razgradnje polisaharida i povecane aktivnosti metaboliCkih
enzima (Li i sar., 2021).

U daljem istrazivanju, ispitivan je genotoksi¢ni potencijal ekstrakata gliva 1 to necitotoksi¢nih
koncentracija uzoraka dobijeninh nultog dana, koriste¢i alkalni kometni test. Prikaz genotoksi¢nih
svojstava sproveden je ne samo radi pruzanja dodatnih informacija o proceni rizika konzumacije
gliva koje se gaje na alternativnim supstratima, ve¢ i radi utvrdivanja da li je zapazena
citotoksi¢nost barem delimiéno uzrokovana indukcijom ostecenja na molekulu DNK, odnosno
mehanizmom genotoksi¢nosti. Rezultati genotoksi¢nosti nakon 24 h tretmana ¢elja MRC-5 i HCT
116 prikazani su na slici 14. A) i B). Za lniu celja MRC-5 samo je SFW ekstrakt bio
genotoksiGan pri koncentraciji od 20 mg mL1. S druge strane, svi ekstrakti, uklju¢ujué¢i i WS -
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kontrolu, ukazivali su na genotoksi¢ni potencijal protiv kancerskih ¢elija HCT 116, s najznacajnijim
oStecenjem DNK pri viSim primenjenim koncentracijama. Slican rezultat prijavljen je od strane
Klaus i sar. (2021), koji su pokazali slab genotoksi¢ni potencijal alkalnih ekstrakata i ekstrakata
micelijalnih egzopolisaharida iz gljive Pleurotus flabellatus. Takode su Buniel i sar. (2018) izvestili
0 genotoksi¢nom uticaju etanolih ekstrakata bele bukovace (P. ostreatus var. forida) nacelijskoj
liniji kancera kolona HT-29. Sto se ti¢e nekih drugih vrsta gliiva, da Rosa Guterres i sar. (2005)
nisu primetili genotoksicne ili mutagene efekte organskih ekstrakata Agaricus blazei Murrill prema
V79 ¢eljama. Interesantno je napomenuti id a su Rajkovic i sar. (2022) analizirali genotoksicne i
genoprotektivne efekte ekstrakata A. bisporus na celijskoj liniji AmE-711 pcela i utvrdili da
ekstrakti A. bisporus ne samo da nemaju genotoksi¢na, ve¢ imaju antigenotoksiéna svojstva.

Tabela 15. Citotoksi¢nost ekstrakata gljive P. ostreatus gajene na komini grozda

. IC25 IC10
Uzorci MRCE HCT 116 S leitotolsieni efelat/1C25 MRCE HCT 116 S Leitotolsicni efelat/IC10
100S nd 2,81 na 4,57 1,15 3,98
100P 31,05 6,65 4,67 13,81 1,20 11,51
80P20S 25,32 5,39 4,69 1,59 1,42 111
50P50S nd 3,92 na 14,68 1,20 12,21
20P80S nd 10,95 na 3,31 1,14 291

nd - nije odredeno u primenjenom opsegu koncentracija zbog nedostatka toksi¢nosti
na- nije primenljivo, stoga $to je citotoksi¢nost odredena samo u kancerogenoj ¢elijskoj liniji

Legenda: 100P - 100% komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda: 20% pSeni¢na slama; SOP50S - 50% komina
grozda: 50% pSeni¢na slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% pSeni¢na slama
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Slikall.Prezivljavanje ¢elija tretiranih ekstraktima P. ostreatus gajenih na komini grozda kombinaciji sa pSeni¢nom
slamom nultog danaskladi§tenja: A) MRC-5 ¢Celijska linija; B) HCT 116 ¢elijska linija. Prag od 80% prezivljavanja se
smatra indikacijomniskog citotoksiénog efekta. Legenda: 100P - 100% komina grozda; 80P20S - 80% komina grozda:
20% pSenicna slama; SOP50S - 50% komina grozda: 50% pSenicna slama; 20P80S - 20% komina grozda: 80% pSenicna
slama
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Slika 12. Prezivljavanje MRC-5 ¢elija tretiranih ekstraktima P. ostreatus gajenih na sojinoj i suncokretovoj ljusciu

kombinaciji sa pSeni¢nom slamom: A) dan 0; B) dan 14. Prag od 80% prezivljavanja se smatra indikacijomniskog
citotoksi¢nog efekta. Legenda: SBN — ljuska soje; SFW — ljuska suncokreta; WS — p$eni¢na slama
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Slika13. Prezivljavanje HCT 116 ¢elija tretiranih ekstraktima P. ostreatus gajenih na sojinoj i suncokretovoj ljusciu
kombinaciji sa pSeniénom slamom: A) dan 0; B) dan 14. Prag od 80% prezivljavanja se smatra indikacijom niskog
citotoksi¢nog efekta. Legenda: SBN — ljuska soje; SFW — ljuska suncokreta; WS — pSeni¢na slama

54



A) MRC-5
401
S _ .
= 304 SBN SFW SBN:SFW:-WS  SBN:WS SEW:WS SBN:SFW
4] — WS
@ - ek
4+ 20
48]
=
~
T 10
o]
=
- T T L T L T T T
I RIS S RO TSI PO S SR S SRCIRS SR SR S PN
0{:{\’ =
L
mg mL™"
B)
HCT 116
60+
e SBN:SFW
= SFW
— WS SEN : ; SFW-WS e
© - - _ SBN:WS  STWiWS
L wod ek SBN:SFW:WS |
- k.3 i __ sk 1
— wkk ke oAk drdeke |
7] ok W e [
-~ - o Sk || dew FEE
E ke |
o 204 . m i
I= . I [ | B ! | ] ml= =
= m n N0
- [] = | W
6@ .0’0 “ B P IR I 1?,.‘".: o 2D B B N, 28N
N E
<&
mg mL"'

Slika 14. Genotoksi¢nost ekstrakata gljiva (nulti dan skladiStenja) prema A) fetalnim fibroblastima plu¢a MRC-5
(ECACC 84101801) i B) ¢elijama kolorektalnog kancera HCT116 (ATCC CCL-247).

Napomena: SBN — ljuska soje; SFW — ljuska suncokreta; WS — p§eni¢na slama (kontrola). Rezultati su izrazeni kao TI
(eng.tail intensity, procenat DNKu repovima kometa). 4NQO (2 pg/ml) kori§¢en je kao pozitivna kontrola. Statisticka
znacajnost je testirana koris¢enjem Mann-Whitney U testa (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

5.4. Rezultati FT-IR spektroskopije

FT-IR spektri plodonosnih tela gljive P. ostreatus gajenih na razliéitim supstratima koji sadrze
pSeni¢nu slamu i kominu (otpad od grozda) prikazani su na slici 15. Analizirani uzorci sadrze
smesuw/komplekse polisaharida, proteina i polifenola u razli¢itim odnosima u zavisnosti od supstrata
na kome su gajeni (Gutiérrez i sar., 1996; Radzki i sar., 2016).

FT-IR spektar plodonosnih tela P. ostreatus gajenih na 100% slame (kontrolni uzorak — 100S, Slika
13. A) pokazao je regione karakteristicne za prisustvo polisaharida i proteina. Karakteristicna Siroka
traka u oblasti 3000-3500 cm? je rezultat valentnih vibracija OH grupa glikozidnih struktura koje
ucestvuju u formiranju jakih inter- i intramolekulskih veza kao i valentnih vibracija OH grupa
molekula konstitucione vode. Takode, ova Siroka traka, se pripisuje simetriCnim i asimetriénim
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vibracijama istezanja N-H veza (Carey, 1982; Kozarski i sar., 2011). Trake izmedu 2950 cm-2850
cm? koreliraju sa frekvencijama istezanja alifaticnih C-H grupa, dok se traka na 2910 cm odnosi
na CH; vibracije primarnih alkoholnih grupa monosaharidnih jedinica medusobno povezanih
glikozidnim vezama (Kozarski i sar., 2019; Larkin, 2011).

Trake u oblasti 1000-1200 cm?® (finger prints za ugliene hidrate) mogu se pripisati valentnim
vibracijama C-O i C-C veza kao i deformacionim vibracijama CCH, COH i HCO veza
(Kacurakova i sar., 2000). Traka na 1078 cm? ukazuje na prisutvo p-glikozidnin veza u
heksapiranoznom nizu (Mathlouthi i Koenig, 1987; Stone i Clarke, 1992). Traka na 1037 cm?l
odnosi se na C-O i C-C rastezanje B-glukozidnih veza, dok je traka na 988 cm relevantna
rastezanju C-O (Sandula i sar., 1999). Trake manjeg intenziteta na 950 cm=t i 850 cm! su
karakteristiéne za o-glikozidne veze (Sandula i sar., 1999). Apsorpcioni maksimum na 804 cml
ukazuje na prisustvo ostataka manoze (Alzorqi i sar., 2017; Gutiérrez i sar., 1996).

U regionu izmedu 1800 cm™ i 1500 cm1, istiu se dve glavne trake na 1646 cm™ i 1570 cm Sto
odgovara vibracijama istezanja amida | i Il i ukazuje na prisustvo proteina. Traka sa maksimumom
na 1646 cm? se takode poklapa sa valentnim vibraciiama O-H adsorbovane vode. Intenzivna traka
na 1650-1620 cm je indikativna za aromatitne C=C grupe koje su konjugovane sa C=0 i/ili COO-
grupama i moze ukazivati na prisustvo fenolnih jedinjenja (Harki i sar., 1997; Kozarski i sar.,
2012). Region na 1450-1460 cm se pripisuje frekvencijama istezanja C-H veza alifati¢nih grupa u
fenolnim jedinjenjima (Harki isar., 1997).

56



A
B I\\J
o]
[ ¥ ]
=
m
E
8 |c
=
o
=
&
D
E
4000 3000 2000 1000

Wavenumbers (cm-1)

Slika15. FTIRspektriplodonosnih tela gljive P. ostreatus gajene na razli¢itim supstratima: A) slama (100%) — 100S;
B) otpad od grozda (100%) — 100P; C) 80% otpad od grozda, 20% slama — 80P20S; D) 50% otpad od grozda, 50%
slama — 50P50S; E) 80% slama i 20% otpad od grozda — 80S20P.



5.5. Rezultati analize parametara kvaliteta bukovace nabavljene iz standardne proizvodnje sa
dodatkom zacinskog bilja podvrgnute razlic¢itim kulinarskim metodama

5.5.1. Reuzultati preliminarnog senzornog ispitivanja

Prema preliminarnoj evaluaciji (Tabela 16.), najprihvatljiviji ukus i ukupan kvalitet, uz
zanemarljive prime¢ene nedostatke, zabeleZeni su za kontrolni uzorak i bukovac¢u sa dodatkom
majcine duSice 1 origana, §to je uticalo na odluku da se crni biber ne razmatra za dalja istrazivanja.
Sto se tice drugih kulinarskih metoda, ukupan kvalitet pokazao se kao obeéavaju¢i kod pripreme
hrane metodom sous-vide (T = 60°C), pa je ova metoda dalie primenjena prema senzornim i
teksturalnim svojstvima gljive.

Tabela 16. Preliminarna senzorna evaluacija bukovaée pripremljene satriodabranazaéina (maj¢ina dusica, cri biber i
origano)

. o Ukupan Prisutni
Kulinarskametoda Ukus Miris ) )
kvalitet defekti
Kuvanje, 80°C 60’
Bukovaca (kontrola) 4,50 + 0,55 4,17 £1,17° 4,33 £0,82° 0,00 £ 0,00°

Bukovaca sa dodatkommajcine
- 4,50 + 0,55 4,50 + 0,55 4,33 £ 0,52 0,00 + 0,00
usice

Bukovaca sa dodatkomcmog
1,83 £0,75° 417 +0,41° 2,33 £0,82° 1,83 £0,41°

bibera

Bukovaca sa dodatkomorigana 433 +0,82% 433 +0,82% 417 + 0,75 0,17 + 0,412
Blansiranje,88°C 2’

Bukovaca (kontrola) 2,67 +£1,51° 2,33 £0,82° 2,50 +1,38" 1,33 £0,82°

Srednje vrednosti §est ponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednosti u istoj koloni sa razli¢itim malim slovima
su znadajno razli¢ite (p < 0,05).

5.5.2. Reuzultati glavne faze senzornog ispitivanja bukovace: tretman kuvanjem i metodom
sous-vide

5.5.2.1. Senzorni profil bukovace pripremljene razlicitim kulinarskim metodama

Na slici 16. prikazani su senzorni profili gliva tretiranih razli¢itim kulinarskim metodama, pri
razli¢itim rezimima termickih tretmana: (a) kuvanje na 80°C tokom 30’ i 60', u poredenju sa 45’ za
kontrolu; (b) sous-vide tokom 10" na 60°C i 80°C, u poredenju sa 70°C za kontrolu. Centralna linija
na svakom grafikonu na slici 16. predstavlja unapred odredenu vrednost na skali (5) za kontrolne
tretmane, na osnovu koje je vrSeno poredenje: tretman 80°C 45 za metodu kuvanja (a) i tretman
70°C 10' za sous-vide (b). Svaka senzorna karakteristika kod ispitivanih uzoraka ocenjena je u
poredenju sa kontrolnim uzorkom. Kod uzoraka tretiranih kuvanjem na 80°C (slika 16.a), statisticki
znacajne razlike izmedu tretmana od 30 i 50 minuta javile su se u mirisu, tvrdoéi i so¢nosti. Naime,
krae vreme tretmana uticalo je na jaCu sofnost i intenzitet mirisa, kao i omekSavanje zagrizaja
gljive.

Slika 16.b) pokazuje da temperatura primenjena kod tretmana sous-vide znacajno utie na razlike u
senzornim svojstvima izmedu uzoraka. Prvo, boja uzorka na 60°C 10' bila je primetno svetlija u
odnosu na kontrolu i uzorak na 80°C 10", tim redosledom. Ovo mozZe biti povezano sa podacima o
boji koji potiCu iz instrumentalne metode CVS, prikazane u Tabeli 17. i 18., koja ukazuje na
pojacanje smedih i zutih nijansi sa tretmanom viSe temperature. Isti odnos bio je prisutan i za
slede¢e karakteristike: miris, ukus i so¢nost. Mekoca uzorka rasla je sa pove¢anjem temperature, §to
je potvrdeno analizom teksture (Tabela 19.). Dodatno, intenzitet so¢nosti uzorka na 80°C 10' bio je
izuzetno visok, $to se o¢ekuje sa tretmanom viSe temperature.
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Slika 16. Senzorni profil gljiva tretiranih razli¢itim kulinarskim metodama, temperaturama i vremenima: (a) kuvanje na 80°C tokom 30’ i 60’, u poredenju sa 45' za kontrolu; (b)
sous-vide tokom 10’ na 60°C i 80°C, u poredenju sa 70°C za kontrolu. Srednje vrednosti sa razli¢itim malim slovima znace da su statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite (p < 0,05).
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5.5.2.2. Karakteristike boje organske bukovace

Sto se ti¢e ukupne razlike u boji centralnog dela 3esira gljive, tretmani 80°C 40' i 80°C 50' imali su
najslicniju boju kontrolnom uzorku. Sli¢an trend primecen je i za indeks bele boje, koji je bio visi
za centralni deo SeSira gljiva kod tretmana sa sliénim vremenom kuvanja kao kod kontrolnog
uzorka. Tretman sa najkra¢im vremenom kuvanja imao je najviSi indeks bele boje ivica SeSira
gliiva, dok su tretmani od 40' i 50' pokazali da je ovaj parametar najvisi za himenijum. Sto se ti¢e
indeksa braon i Zute boje centralnog dela SeSira gljiva, tretmani od 40' i 50' pokazali su nize
vrednosti za centralne delove i viSe vrednosti za ivice. Sto se ti¢e himenijuma gljiva, indeksi braon i
zute boje bili sunajvisi za tretman od 60' (Tabela 17.).

Tretman sous-vide pokazao je manji uticaj na promenu boje generalno (Tabela 18.), sa nizim
vrednostima indeksa. Izuzetak je primeéen u ukupnoj razlici u boji himenijuma gljiva, koja je
pokazala manju razliku u boji uzoraka sa tretmanom viSe temperature. Naprotiv, indeks bele boje
uzoraka gljiva bio je nizi sa poveCanjem temperature, u svim analiziranim delovima gljive. Indeks
braon i zute boje Centralnog dela SeSira gljive povecavali su se sa tretmanom viSe temperature.
Slican trend primeéen je za indekse braon i zute boje ivica SeSira gljiva, sa blazom krivom rasta pri
viSim temperaturama. Vrednosti indeksa himenijuma gljiva pokazali su blagi pad sa povecanjem
temperature, poCevsi od tretmana sous-vide na 60°C. Podaci o boji su vizualizovani slikama
kuvanih i sous-vide tretiranih gljiva (Slika 17., a i b).

Pojava braon boje u gljivama nakon termicke obrade objas$njena je prisustvom Maillard-ove
reakcije. Mnogi istrazivaci pominju ovaj fenomen, bilo da je uzrok ove reakcije kulinarska obrada
gliiva kao $to su kuvanje ili pecenje u rerni (Selli i sar., 2021) ili metoda suSenja (Politowicz i sar.,
2018). Povecanje indeksa braon boje moze biti uzrokovano i vremenom skladiStenja, kao posledica
enzimske oksidacije ili rasta mikroorganizama. Ovo je prime¢eno u prethodnim studijama (Djekic i
sar., 2017; Doroski i sar., 2021b).

Boja je veoma vazan parametar kvaliteta hrane koji odreduje vrednost proizvoda i utice na
privlanost proizvoda potencijalnim potrosacima (Selli i sar., 2021). Poredenje CVS sistema i
tradicionalnog kolorimetra za evaluaciju boje sproveli su Tomasevic i sar. (2018) i zatim potvrdili
Milovanovic i sar., (2021) za mle¢ne proizvode. Rezultati oba istrazivanja ukazala su na to da CVS
sistem doprinosi boljim rezultatima.
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Tabela 17. Efekti vremena kuvanja na karakteristike boje gljiva (Sesir, ivica $e$ira i himenijum)

Kuvanje na 80°C 30° 40° 50° 60

Karakteristike boje centralnog delaSeSira gljive

Ukupna razlika boje (AE) 26,64 + 3,208 29,27 + 2 475¢ 30,96 +3,11¢ 23,40 £ 2,79"
Indeks braon boje (BI) 39,65 + 5,79" 32,41 + 3,655%¢ 28,33 +4,36° 35,36 + 4,26"8
Indeks zute boje (YI) 38,25 + 4,65" 31,94 2,918 27,45 + 3,738 32,00 + 3,668
Indeks bele boje (W1) 59,46 + 3,32"8 62,96 + 2,525¢ 65,09 + 3,16° 57,69 + 2,75

Karakteristike boje ivice SeSira gljive

Ukupna razlika boje (AE) 20,77 + 4,924 11,67 +3,57° 12,70 + 3,818 13,47 £3,11°
Indeks braon boje (BI) 47,26 + 10,37 57,04 £4,17 56,00 + 10,69 48,38 + 8,22
Indeks zute boje (YI) 42,93 + 8,84 49,88 + 3,20 48,19 + 8,54 42,08 +7,59
Indeks bele boje (W1) 45,56 + 4,84* 37,09 + 3,298 37,93 £3,758 39,38 + 3,208

Karakteristike boje himenijumagljive

Ukupna razlika boje (AE) 3,60 + 1,594 7,47 +2,06° 5,19 + 2,268 6,67 + 1,95°
Indeks braon boje (Bl) 17,32 +2,44* 16,08 +1,08* 15,04 + 3,42% 22,42 +5,108
Indeks zute boje (YI) 16,60 + 2,64"® 14,96 + 1,20* 13,40 + 3,59* 20,00 + 5,348
Indeks bele boje (W1) 67,38 + 2,247 71,88 +£2,01* 69,38 + 2,26"® 58,60 + 2,10¢

Srednje vrednosti deset ponavljanja =+ standardna devijacija. Srednje vrednostiu istomredu sa razli¢itim velikim
slovima su statisti¢ki znaéajno razli¢ite (p <0,05).

Tabela 18. Efekti temperature kulinarskog tretmana sous-vide na karakteristike boje gljiva (Sesir, ivica SeSira i

himenijum)

Sous-vide tokom10’ 50°C 60°C 80°C 90°C

Karakteristike boje centralnog delaSeSira gljive

Ukupna razlika boje (AE) 14,81 + 4,024 7,51 + 3,628 4,95 +2,23° 13,41 £2,75*
Indeks braon boje (BI) 15,88 + 4,40* 28,42 + 5,368 31,29 + 5,808 59,40 + 8,41¢
Indeks zute boje (YI) 17,19 £5,01* 30,83 £ 5,338 32,60 £ 5,128 55,80 + 7,17¢
Indeks bele boje (W1) 76,58 + 4,15 69,62 + 3,768 66,03 + 2,978 49,63 + 2,89°

Karakteristike boje ivice SeSiragljive

Ukupna razlika boje (AE) 14,13 £ 3,174 4,78 +1,88° 3,61 +1,79° 6,18 + 1,818
Indeks braon boje (BI) 33,30 +9,30" 61,52 + 9,528 55,01 + 9,69% 51,57 +10,81°
Indeks zute boje (YI) 31,92 +7,89" 56,41 + 7,668 49,53 + 8,497 46,48 + 8,917
Indeks bele boje (W1) 57,05 + 3,91* 4370 + 2,278 42,58 + 2,938 38,81 + 2,09

Karakteristike boje himenijumagljive

Ukupna razlika boje (AE) 10,25 + 2,54* 12,46 + 2 49" 4,60 +1,99° 6,06 + 1,88°
Indeks braon boje (BI) 27,56 + 3,95 26,79 + 4,46" 39,72 + 6,178 35,91 + 6,678
Indeks zute boje (YI) 27,56 + 4,18" 29,26 + 4,53" 39,38 + 5,628 35,68 + 6,46°
Indeks bele boje (W1) 66,61 + 3,36° 70,26 + 2,524 59,10 + 2,86¢ 59,98 + 2,74¢

Srednje vrednosti deset ponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednosti u istomredu sa razliéitim velikim
slovima su statisti¢ki znacajno razliéite (p < 0,05).
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Kuvanje 80°C Sous-vide 10'

a) b )
Sesir  ivica  himenijum Sesir ivica  himenijum
000  O¢
30" 50°C

EEE  EEE

45’ 70°C

40'

(KONTROLA) . . . (KONTROLA) - . .
50" 80°C
60’ 90°C

Slikal7. Slike i kolor ¢ipovigljiva tretiranih razli¢itim kulinarskim metodama, temperaturama i vremenom (8 e ir, ivica
i himenijum). (a) kuvanje na 80°C tokom 30, 40", 45' (kontrola), 50' i 60' (b) sous-vide na 50°C, 60°C, 70°C (kontrola),
80°C i 90°C tokom 10
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5.5.2.3. Teksturna svojstva organske bukovace

Razlika u teksturnim svojstvima gljiva tretiranin metodom sous-vide i kuvanja naglasena je
parametrom vrSnog optere¢enja. On predstavlja "maksimalnu silu potrebnu za probijanje hrane
kombinacijom adhezivnih i kohezivnih efekata™ (Zorrilla i sar., 2000). Ovaj parametar se povecavao
sa vecom temperaturom tretmana Sous-vide i smanjivao sa duzim vremenom kuvanja. Naime, $to je
temperatura tretmana sous-vide bila viSa, bila je potrebna veéa sila kompresije. Duze vreme
tretmana sous-vide nije uticalo na parametre teksture gljiva (podaci nisu prikazani). Za tretman
kuvanja, pravilo je bilo obrnuto. Parametar adhezije takode je pokazao suprotan trend za dve
kulinarske metode. Kontrolni uzorak sous-vide tretmana imao je najnizu vrednost parametra
adhezije, a najvisi za tretman kuvanja (Tabela 19.).

Ko i sar. (2007) otkrili su da termi¢ka obrada (kuvanje na temperaturama od 70-100°C) znacajno
smanjuju tvrdo¢u i lepljivost, dok istovremeno povecavaju elasticnost i kohezivnost barSunaste
panjev¢ice (Flammulina velutipes). Boin i sar. (2016) istrazivali su teksturne i senzorne
karakteristike uzoraka kraljevskih bukovaca (Pleurotus eryngii) koji su bili sirovi, svezi kuvani i
suvi kuvani. Proucavane su slicne karakteristike u vezi sa atributima gljiva. Prime¢ena je razlika u
boji sirovih uzoraka. Kuvani uzorci su se razlikovali u slucaju atributa tvrdoce, gde je suvi kuvani
uzorak dobio viSu ocenu. Intenzitet arome bio je jednak, dok je Zvakanje bilo lakSe kod sveze
kuvanih uzoraka.

Tabela 19. Efekti kulinarske metode, temperature i vremena na teksturne karakteristike gljiva

Sous-vide tokom 10’ 50°C 60°C 70°C (kontrola) 80°C 90°C

Vr$no optereéenje (N) 0,60 £0,10° 0,78 + 0,30°" 0,86 + 0,24*° 092+040° 0,92+0,26°

Sila adhezije (N) 0,06 £ 0,10 0,05 + 0,02 0,03 +0,01 0,03 +0,02 0,03 +0,01
Adhezija (mJ) 42,11 +62,28 61,87 +2334 3857 +50,13 40,77 £49,93 57,10 + 58,98
Kuvanje na80°C 30° 40° 45" (kontrola) 50° 60’

Vr$no opterecenje (N) 1,06 = 0,30* 1,00 +0,28° 1,02 + 0,242 0,72 £0,31° 0,71 £ 0,20°
Sila adhezije (N) 0,04 +0,01 0,04 +0,02 0,03 £ 0,01 0,03 + 0,02 0,03 +0,01

Adhezija (mJ) 58,39 £48,41 4961 +36,62 63,14 £51,15 47,52 +50,11 3545 + 36,27

Srednje vrednosti deset ponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednostiu istomredu sa razli¢itim slovima su
mmadajno razli¢ite (p<0,05).

5.5.3. Rezultati glavne faze senzornog ispitivanja bukovace sa dodatkom zacinskog bilja:
tretman metodom sous-vide

5.5.3.1. Senzorni profil bukovace sa dodatkom zacinskog bilja pripremljene metodom sous-vide

U skladu s prethodno analiziranim podacima, za dalju analizu odabrani su za¢ini origano i majc¢ina
dusica, kao i sous-vide tretman na 60°C kao kulinarska metoda. Preliminarno istrazivanje ukazalo je
na to da se oba zacina mogu koristiti kako bi se poboljSao ukus bukovace obradene na taj nacin.
Medutim, s obzirom da tretman koji traje 10 minuta nije rezultirao o¢ekivanom intenzivno$¢u ukusa
zaCina (podaci nisu prikazani), sous-vide obrada je produzena na 20 i 30 minuta. Utisci o intenzitetu
povezani s dodatim zaCinima bili su u proporcionalni s procentom prisutnog origana. Nasuprot
tome, senzorna prihvatljivost gljiva bila je obrnuto proporcionalna sadrzaju origana. Uporedujuci
dva vremenska tretmana sous-vide (Slika 18.), ukupni rezultati intenziteta za svaki uzorak nakon 20
minuta (a) 1 30 minuta (b) bili su sli¢ni, s izuzetkom 1000R, koji je ocenjen s mnogo ja¢im
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mtenzitetom nakon 30 minuta tretmana. Sliéno tome, privlacnost dva negativno ocenjena uzorka:
25TH750R i 1000R bila je bliza kontrolnom (manje negativna) nakon kra¢eg vremena Sous-vide
tretmana. Ocena privla¢nosti za uzorke s ve¢im sadrzajem maj¢ine duSice bile su viSe nakon duzeg
sous-vide tretmana.

6.0

a) Sous-vide 60°C 20' b) Sous-vide 60°C 30"
75TH250R m 18 75TH250R ;ILZ 17
SOTHS00R —— 50THSO0OR e 15
25TH750R -0.2 E— 26 25TH750R 0 O —— o 5
1000R 1 e — 1000R 3 —— 1
-3.0 -2.0 -1.0 0.0 1.0 2.0 3.0 4, 6.0 4.0 2.0 0.0 2.0 4.0
dopadijivest O u  intenzitet dopadljivost O B intenzitet

Slika18. Intenzitetarome za¢ina u poredenju sa uobi¢ajenomzacinjenosti hrane idopadljivost organske bukovace sa
dodatkom za¢ina a) sous-vide 60° 20’; b) sous-vide 60° 30’

Legenda: Skala intenziteta: nizi intenzitet (negativne vrednosti) - "0" (potpuno isto) - vi§i intenzitet (pozitivne
vrednosti). Skala dopadljivosti: izuzetno se ne dopada (negativne vrednosti)- "0" (neutralnistav) - izuzetno se dopada
(pozitivne vrednosti). Kodovi uzoraka: 100TH — 100% Maj¢ina dusica; 75TH250R — 75% Maj¢ina duSica: 25%
Origano; 50TH500R — 50% Maj¢ina dus$ica: 50% Origano; 25TH750R — 25% Majéina dusica: 75% Origano; 1000R —
100% Origano.

Analiza senzornih karakteristika gljiva obicno se vr$i bez dodataka. Jedino istrazivanje koje
obuhvata senzornu evaluaciju gljiva s blagim modifikaciama ukusa uradili su Khaskheli i sar.
(2017) koriste¢i tradicionalnu kinesku anaerobnu metodu pripreme shiitake ukiseljenih gljiva sa
dodatkom ulja slacice ili obitnom vodom, uz dodatak siréeta i soli Boja, aroma i ukupna
prihvatljivost uzoraka s uliem slacice pokazale su se najboljim u poredenju s uzorcima s obi¢nom
vodom, $to ukazuje na povecanu prijatnost senzornih karakteristika gljiva sa pobolj§iva¢ima ukusa.
Origano i maj¢ina duSica uglavnhom su se dodavali u formi esencijalnih ulja, a proizvodi koji su
predstavljali predmet istrazivanja bili su razli€iti tipovi mesnih proizvoda. Nasuprot ovim
rezultatima, u senzornoj evaluaciji bolonjskih kobasica s dodatkom citrusne vode, esencijalnih ulja
origana i1 majéine dusice (Viuda-Martos i sar., 2009), uzorak sa dodatkom samo ulja origana imao je
oCitu prednost u vezi sa ukupnom dopadljivos¢u i ops$tim kvalitetom, dok je uzorak sa dodatkom
ulla majcine dusice ocenjen kao bolji samo u slucaju intenziteta boje, so¢nosti i tvrdoce. Osim toga,
senzorna analiza ukusa i arome C¢ufti od svinjskog mesa i hamburgera sa dodatkom esencijalnih ulja
origana i majéine dusice, koji su sproveli Szymandera-Buszka i sar., (2020), ukazuje na preferenciju
potroSaca prema aromi i ukusu origana. Nasuprot tome, esencijalno ulie majcine duSice u tim
proizvodima doprinosilo je gor¢ini i aromi mesa, dok su cufte i hamburgeri s origanom bili
pikantniji i ljuti.
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5.5.3.2. PCA analiza — Analiza glavnih komponenata

Rezultati deskriptivne senzorne analize, u formi senzorne mape, prikazani su na slici 19. Sirovi
deskriptivni podaci za osam ispitivanih senzornih karakteristika su, pre pirmene analize glavnih
komponenata (PCA), bili standardizovani (Romano 1 sar., 2008). Analiza glavnih komponenata je
pokazala da su prve dve ekstrahovane komponente dovoljne za tumacenje varijacija kod senzornih
ocena datih ispitivanim uzorcima. Vrednosti koeficijenata korelacije izmedu originalnih
promenljivin (ispitivanih senzornin karakteristika) i ekstrahovanih glavnin komponenata, prikazane
su u tabeli 19. Smatrano je da su ispitivane karakteristike sa koeficijentima korelacije jednakim ili
ve¢im od 0,72, u visokoj korelaciji sa odgovarajuéom glavnom komponentom (Tabela 20.). Miris i
ukus na majcinu duSicu i origano karakteriSu PC1, dok miris i ukus na bukovacu, hrskavost i
tvrdoca karakteriSsu PC2. Ocene uzoraka su, nakon svodenja na dvodimenzioni sistem (PC1-PC2),
bile podvrgnute hijerarhijskoj klaster analizi, ¢iji su rezultati prikazani na slici 20. Uzorci su
grupisani u tri klastera sa sliénim senzornim svojstvima

Kod slede¢ih uzoraka sa veéim sadrzajem majcine dusice: 20TH100, 30TH500RS50, 30TH750R25
1 30THI100 uocava se intenzivniji miris 1 ukus ovog zalina, dok uzorake sa velikim sadrzajem
origana 300R100, 200R100 i 30TH250R75, kao i 20TH500R50 i 20TH250R50, karakterise
miris i ukus na origano. Miris i ukus bukovace, kao i teksturna svojstva tvrdo¢a i hrskavost su bili
viSe izrazeni kod uzoraka 30TH100 i 20TH750R25, praceni uzorkom 20TH250R7S. Rezultati
analize glavnih komponenti ukazuju na to da se subjektivni utisak prisustva zacina poklapa sa
stvarnim sadrZajem zac¢ina u smeSi. Takode, kra¢i vremenski tretman uticao je na intenzitet arome
zaCina, pa su tako uzorci sa velikkim sadrZajem majine duSice pokazali slabiju aromu za¢ina pri
kra¢em vremenskom tretmanu.

3
hrskavost
2 tvrdoka bukovaca (miris)
2 1 bukovaca (ukus)
20TH750R25A
b T 30TH100
;\5\ 1 1 majcina dusica
< 20TH250R75 , (miris)
8 02 ] 3 5ro5 majcina dusica
o 20TH500R50 a JOTTSORZS L (kus)
O 0 .
o
20TH100
-0.5 A?:OORlOO 4
-1 . . 200R100" 1
origano (miris) .
15 : 1 30TH500R50
: origano (ukus) 30TH250R75
-2
-2.5 -2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15 2
PCL1 (44,24 %)

® |spitivane karakteristike 4 Uzorci bukovace

Slika19. Rezultati deskriptivne senzorne analize uzoraka bukovace pripremljenih sous-vide kulinarskom metodom sa
razli¢itim kombinacijama i koli¢inama dodatih zadina i dva vremenska rezima, nakon primene analize glavnih
komponenata (PCA) na srednje vrednosti standardizovanih ocena intenziteta osam senzornih karakteristika.
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Crvenom, plavomi zelenombojom oznaceni su uzorci grupisaniu klastere u skladu sa rezultatima hijerarhijske klaster
analize prikazanim naslici 20. Legenda: Sous-vide 20°, 100% Majé¢ina dusica (20TH100); Sous-vide 20°, 75% Majcina
dusica, 25% Origano (20TH750R25); Sous-vide 20°, 50% Maj¢ina dusica, 50% Origano (20TH500R50); Sous-vide
20°, 25% Maj¢ina dusica, 75% Origano (20TH250R75); Sous-vide 20, 100% Origano (200R100); Sous-vide 30°,
100% Majcina dusica (30TH100); Sous-vide 30°, 75% Majéina dusica, 25% Origano (30TH750R25); Sous-vide 30,
50% Majéina dusica, 50% Origano (30TH500R50); Sous-vide 30, 25% Maj¢ina dusica, 75% Origano (30TH250R75);
Sous-vide 30’, 100% Origano (300R100).

Tabela 20. Korelaciona zavisnost izmedu originalnih promenljivih (is pitivanih s enzornih karakteristika) i eks trahovanih
glavnih komponenata kao rezultat analize glavnih komponenataprimenjene narezultate deskriptivne senzorne analize
uzoraka bukovace pripremljenih sous-vide kulinarskom metodom sa razli¢itim kombinacijama i koli¢inama dodatih
zadina i dva vremenska rezima

Senzorne karakteristike PC1 PC2
Bukovaca (miris) 0.207 0.814
Majcina dusica (miris) 0.896 0.214
Origano (miris) -0.861 -0.393
Hrskavost 0.275 0.891
Tvrdoca 0.100 0.813
Bukovaca (ukus) 0.473 0.761
Majcina dusica (ukus) 0.970 0.071
Origano (ukus) -0.839 -0.504
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Slika20. Dendrogramhijerarhijske klaster analize uzoraka bukovace pripremljenih sous-vide kulinarskommetodomsa
razli¢itim kombinacijama i koli¢inama dodatih zacina i dva vremenska rezima, nakon primene analize glavnih
komponenata (PCA).

5.5.3.3. Karakteristike boje organske bukovace sa dodatkom zacinskog bilja

Kontrolni uzorci koris¢eni za ovaj deo istrazivanja bili su: (i) Cista bukovaca tretirana sous-vide
kulinarskom metodom na 60°C tokom 20 minuta (ii) ¢ista bukovaca tretirana sous-vide kulinarskom
metodom na 60°C tokom 30 minuta.

Promene boje na centralnom delu Sesira gljive su primetne pod uticajem trajanja sous-vide tretmana.
Ukupna razlika u boji bila je generalno veca za sve uzorke nakon 30 minuta tretmana. Ipak, boja
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himenijuma i ivice SeSira gljiva menjale su se suprotno trajanju tretmana. PrimeCeno je da je
centralni deo Sesira gljive i parametar braon boje ivice Sesira opadao sa duzim vremenom tretmana
kod uzoraka sa 100% majcine dusice, dok je ovaj trend bio suprotan kod 100% origana. Takode,
indeks braon i Zute boje uzoraka sa ve¢im procentom majcine dusice bio je veci od onih sa ve¢im
udelom origana, ukazuju¢i na doprinos majcine duSice ja¢im nijansama boje.

Indeks bele boje pratio je trend braon i zute boje gljiva, ali na suprotan na¢in: kada je indeks braon
boje rastao, indeks bele boje je opadao. Promena boje himenijuma gljive generalno je opadala sa
duzim vremenom tretmana, sa izuzetkom indeksa bele boje, koji je rastao sa duzim sous-vide
tretmanom. Ovi podaci takode sadrze odredene nedoslednosti u vezi sa uzorcima 75TH250R i
25TH750R za boju Sesira gljiva, kao i 50TH500R za boju himenijuma gljiva. Naime, parametar
braon/zute boje raste ili opada sa vremenom bez logicne veze sa prethodnom izjavom o uticaju
za¢ina na trend promene braon/zute boje povezan sa trajanjem tretmana. Generalno, uzorak sa
jednakim procentom oba zadina uvek je imao najnizi indeks braon boje za tretman trajanja 20

minuta, $to dovodi u pitanje odredeni uticaj meSanja za¢ina na proces neutralizacije boje (Slika 21. i
Tabela 21.).

Druga istrazivanja boje proizvoda obuhvatila su i istrazivanje esencijalnog ulja origana. Naime,
medu tri esencijalna ulja bogata fenolima, koja ukljuCuje i esencijalno ulle majcine dusice,
sposobnost rastvaranja esencijalnog ulja origana pokazala se najslabijom, §to moze objasniti slabije
bojene karakteristike (Edris i Malone, 2012). Sli¢no tome, intenzitet boje kobasica s dodatkom
esencijalnog ulja maj¢ine dusice dobio je vise ocene u odnosu na uzorke esencijalnog ulja origana u
istrazivanju (Viuda-Martos i sar., 2009).
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Tabela 21. Efekti kombinacije i koli¢ine dodatih za¢ina, kao i vremena tretmana na karakteristike boje gljiva (Sesir,

ivica §esira i himenijum)

Sous-vide na60°C 100TH 75TH250R 50TH500R 25TH/50R 1000R
Karakteristike boje centralnog delaSeSira gljive
Ukupna razlika boje (AE)
20 16,27 + 2,874 15,93 +2,88* 5,07 +1,35° 14,79 + 7,374 9,59 + 3,13°
30 21,73 £3,228 32,66 +2,74° 26,35 + 4,68° 16,03 + 3,36" 23,86 + 3,328¢
Indeks braon boje (BI)
20 84,17 +£10,57* 82,21 +8,07* 42,83 +10,21° 70,03 £20,92* 69,28 +12,93*
30 64,35 + 8,058 92,99 + 16,73° 78,01 + 11,20%¢ 61,74 +9,33" 84,62 + 13,36°
Indeks Zute boje (YI)
20 70,32 + 6,92* 69,70 + 5,24* 41,31 +8,86° 61,10 + 14,45 61,17 +9,79"
30 57,56 * 6,298 74,86 + 12,02 67,27 + 7,345¢ 56,71 + 7,19* 72,56 + 7,30¢
Indeks bele boje (W1)
20 41,87 +2,72% 42,08 +2,81* 59,88 + 4,03¢ 44,44 + 8,65"8 50,44 + 4,218
30 48,46 + 3,10° 37,86 + 2,82° 43,89 + 4,61° 54,41 + 3224 46,49 + 3,285%¢
Karakteristike boje ivice SeSira gljive
Ukupna razlika boje (AE)
20 10,81 +2,8748 15,50 + 4,06* 8,39 + 4,525¢ 13,22 +5,30"8 5,50 + 1,98°
30 4,86 + 3,83* 10,68 + 3,318 7,43 £2,04%8 10,50 + 3,26° 10,38 + 3,608
Indeks braon boje (BI)
20 91,90 + 20,29"8 100,34 + 30,36 72,05 + 18,32 101,67 +28,37® 75,07 + 13,09"8
30 75,25 + 20,83 98,36 + 29,34 73,53 £ 15,53 87,17 + 16,41 100,33 + 22,45
Indeks Zute boje (YI)
20 75,62 + 13,2178 77,92 +17,90%8 61,78 +13,78* 80,45 + 17,33° 65,54 + 9,28"8
30 62,74 £ 12,71 76,38 + 16,97 61,57 £11,77 70,82 £12,03 78,85 + 14,24
Indeks bele boje (WI1)
20 33,32 + 3,08"8 29,03 + 4,21* 36,78 + 4,945¢ 31,02 +5,09" 39,45 +1,94°
30 37,23 + 4,95 29,86 + 3,54% 33,89 + 2,45"8 30,30 + 3,38% 29,84 + 3,448
Karakteristike boje himenijumagljive
Ukupna razlika boje (AE)
20 30,89 +2,215¢ 32,54 +351° 27,15 + 3,42"8 36,56 + 3,23° 25,14 + 3,58"
30 27,26 + 3,26"8 24,66 + 3,50% 29,35 + 4,18" 17,02 + 3,39° 9,95 +2,15°
Indeks braon boje (BI)
20 86,74 + 15,71~ 120,05 + 26,528 74,99 + 14,794 92,66 + 23,37 73,64 +12,01*
30 66,57 + 6,60° 75,57 + 14,428 91,88 + 17,64* 66,86 + 5,018 49,68 + 10,13°
Indeks Zute boje (YI)
20 71,36 +10,51* 91,39 + 14,03° 64,68 + 9,70" 73,78 £ 15,83* 63,31 + 8,53"
30 58,23 + 5,178 64,22 + 9,908 74,94 +11,62° 59,40 + 3,858 47,66 + 8,724
Indeks bele boje (W1)
20 36,06 + 2,405¢ 33,78 + 3,548 39,69 + 3,42°° 31,11 + 3474 41,52 + 3,39°
30 38,46 + 2,828 40,25 + 3,36° 35,60 + 3,99* 47,39 +3,17¢ 54,62 + 2,56

Srednje vrednosti deset ponavljanja + standardna devijacija. Srednje vrednosti u istomredu sa razli¢itim velikim slovima su
znacajno razlicite (p < 0,05). Legenda: 100TH — 100% Majcina duSica; 7STH250R — 75% Majc¢ina dusica: 25% Origano;
50TH500R — 50% Maj¢ina dusica: 50% Origano; 25TH750R — 25% Maj¢ina dusica: 75% Origano; 1000R — 100% Origano.

Kontrolni uzorci: Sous-vide metoda, bez dodataka zac¢ina, 60°20' i 60°30'.
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Slika21. Slike i kolor ¢ipovisa aromati¢nimza¢inima u odnosuna razli¢ita vremena sous -vide tretmana ($e$ir, ivica i
himenijum). 100TH—100% majéina duSica; 75TH250R—75% majéina dusica: 25% origano; S0TH500R—50%
majéina dusica: 50% origano; 25TH750R—25% maj¢ina dusica: 75% origano; 1000R—100% origano. Kontrolni
uzorci: Sous-vide rezim, bez dodataka za¢ina, 60°C 20’ i 60°C 30'.
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5.5.4. Antimikrobna svojstva za¢inskog bilja i ekstrakata bukovace

S obzirom na problem kontaminacije hrane mikroorganizmima, kao i na ¢injenicu da su pozeljne
prirodne metode konzervisanja koje bi mogle produziti rok trajanja hrane, u evaluaciju je ukljucena i
analiza antimikrobne aktivnosti za¢ina i bukovace. Dok su se dosadasnja istrazivanja uglavnom bavila
antimikrobnim dejstvom zacina u obliku esencijalnih ulja i razli¢ith ekstrakata, kao i1 njihovim
potenciajlom interakcije, u ovom radu su analizirana antimikrobna svojstva sirovih vodenih ekstrakata
zacinskog biljla 1 organske bukovace. Antimikrobni efekat je ispitan za svaki uzorak primenjen
pojedinacno u mikrodilucionoj metodi, ali 1 za razli¢ite kombinacije po dva testirana uzorka, primenom
metode Sahovske table. Rezultati primenjenog mikrodilucionog testa prikazani su u Tabeli 22. Crni
biber imao je najslabiji antimikrobni efekat, sa MIC vrednos¢u od 10 mg mL™1 detektovanom samo za
S. aureus, $to je takode uticalo na njegovo isklju¢enje iz glavnog eksperimenta. S druge strane, nijedan
za¢in nije uticao u primenjenim koncentracijama na E. coli, ali bukovacéa je izazvala inhibitorni efekat
pri najvisoj testiranoj koncentraciji (80 mg mL-1). Za ekstrakte maj¢ine dusice i origana detektovan je
odredeni antimikrobni potencijal, $to je u skladu sa rezultatima Boskovic i sar. (2015), koji su izvestili
0 MIC vrednostima (ug mL™1) za esencijalna ulja maj¢ine dusice i origana prema slede¢im bakterijama:
Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus i MRSA.

MIC koncentracije bile su poCetne vrednosti za postavku metode Sahovske table (eng. checkerboard
test). Interakcije izmedu zac¢ina medusobno, kao i izmedu za¢ina origana i bukovace, prikazane su kroz
rezultate metode Sahovske table, koriste¢ci MIC vrednosti kao poCetne za odredivanje opsega
koncentracija ekstrakta. IzraCunate vrednosti FICI uglavnom su ukazivale na indiferentnu interakciju
izmedu dva sastojka. Za neke kombinacije majine duSice i origana, kao i majéine duSice i bibera,
takode je utvrden antagonizam, ali bez sinergizma i aditivizma (Tabela 23.).
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Tabela 22. MICvrednosti (Minimalna inhibiciona koncentracija) sirovih ekstrakata origana, crnog bibera, maj¢ine
dusice iorganske bukovace odredene suu mikrodilucijskomtestu

Enterococcus Proteus Staphylococcus Escf:;rllichla
MIC (mg mL?) faecalis mirabilis aureus ATTC

(ATCC 29219) (ATCC 12453) (ATCC 25923) g5922)
Origano (Oreganovulgare L.) 10 10 10 n.d.
Crni biber (PipernigrumL.) n.d. n.d. 10 n.d.
Majéina duSica (ThymusvulgarelL.) 20 20 20 n.d.
Organska bukovaca (Pleurotus
ostreatus) 80 n.d. 80 80

n.d.—Nije utvrdenou primenjenimkoncentracionimopsezima (do 10 mg mL™* za origano icrni biber,20 mg mL* za
majé¢inu duicu, 80mg mL* za bukovadu)

Tabela 23. Tip interakcije antimikrobne aktivnosti izmedu za¢ina i gljive P.ostreatus u metodi$ahovske table (eng.
checkerboardassay)

Origano (MIC) Majéina dusica (MIC) FICI Interakcija

P. mirabilis (ATCC 12453)

4 0,03125 2,0625 Indiferentniefekat
2 2 5 Antagonizam

1 4 8,5 Antagonizam
E.faecalis (ATCC29219)

4 0,03125 4,03125 Antagonizam

2 0,5 25 Indiferentniefekat
1 2 3 Indiferentniefekat
05 4 45 Antagonizam
S.aureus (ATCC25923)

2 0,03125 2,03125 Indiferentniefekat
1 1 2 Indiferentniefekat
0,03125 2 2,03125 Indiferentniefekat
Origano (MIC) Crni biber (MIC) FICI Interakcija
S.aureus (ATCC25923)

2 0,015625 2,015625 Indiferentniefekat
1 1 2 Indiferentniefekat
0,5 2 2,5 Indiferentniefekat
Majcina duSica

(MIC) Crni biber (MIC) FICI Interakcija
S.aureus (ATCC25923)

4 0,5 45 Antagonizam

2 0,015625 2,015625 Indiferentniefekat
1 2 3 Indiferentniefekat
Origano (MIC) P.ostreatus (MIC) FICI Interakcija
E.faecalis (ATCC29219)

2 0,0078125 2,0078125 Indiferentniefekat
S.aureus (ATCC25923)

2 0,0078125 2,0078125 Indiferentniefekat

Testirane koncentracije prikazane u tabeli izrazene su u MIC jedinicama (testirani opseg svake supstance 4M IC -
1/32MIC). Prikazane su samo kombinacije sa najnizim testiranim koncentracijama koje ukazuju na odredeni tip
interakcije. Vrednosti FICI ukazuju na tip interakcije na sledeé¢i nacin: sinergija (FICI < 0,5); aditivnost (0,5 <FICI <
1); indiferentni efekat (1 < FICI < 4) i antagonizam (FICI > 4).
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5.5.5. Antimikrobna svojstva sous-vide soka bukovace sa dodatkom zac¢ina

Na kraju, mikrodiluciona metoda je primenjena na ¢istim sokovima dobijenim nakon sous-vide
obrade uzoraka bukovace pripremlienih sa dodatkom majéine duSice ¥ili origana u razli¢itim
odnosima. ViSa temperatura uticala je na vezivanje vode u gljivama. Nakon hladenja, bukovace su
oslobodile sok i on je bio izdvojen, omogucavajuéi lako rastvaranje isparljivih jedinjenja zacina.
Imaju¢i u vidu da su isparljiva jedinjenja zapravo odgovorna za njihov antimikrobni potencijal
(Abers i sar., 2021), bilo je pozelino ispitivanje soka dobijenog sous-vide metodom zbog njegovog
potencijalnog antibakterijskog efekta. Uz ranije primenjene test sojeve (referentni sojevi E. faecalis,
S. aureus, P. mirabilis i E. coli) u ovaj deo istrazivanja su ukljuceni i dodatni model
mikroorganizmi i to: humani izolat E. faecalis, meticilin rezistentni S. aureus izolat (MRSA soj),
humani izolat E. coli i referentni soj S. enteritidis. Dobijeni rezultati (Tabela 24.) jasno su to
potvrdili postojanje antimikrobnog potencijala. Uporeduju¢i efekte sous-vide ekstrakata Cistog soka
sa 100% majcme duSice 1 100% origana, moze se primetiti da je majéina duSica izazvala
intenzivnije efekte, posebno prema S. aureus i MRSA. Jedini izuzetak bila je S. enteritidis, koja je
bila inhibirana ekstraktom sa dodatkom 100% origana u nizim koncentracijama.

Tabela 24. MIC vrednosti ekstrakata ¢istog soka gljive P.ostreatus sa za¢inima odredene u mikrodilucionomtestu

100TH 75TH250R 50TH500R 25TH750R
.. 1000R Ekstrakt
Mesavina (8(;_rIng (60 mg gt (40mg g* (20 mg g Eistog
1 e majina duSica maj¢ina duSica majCinaduSica (80 mgg™* sokagljive
MIC (mg g ) majaCIH + 20 mg g.l + 40 mg g»l + 60 mg g-l Origano) (kontrola)
dusica) origano) origano) origano)
P. mirabilis (ATCC 12453) 1/2 1/2 1/2 12 14 n.d.
S. enteritidis (ATCC 13078) 1/8 1/8 1/8 14 1/4 1/2
Escherichia coli (ATTC
2502) 14 14 14 14 14 n.d.
E. coli (humani izolat) n.d. 1/2 12 14 1/4 n.d.
S. aureus (ATCC 25923) n.d. 1/2 12 14 1/16 n.d.
MRSA (humani izolat) 14 1/8 1/16 116 1/32 n.d.
E. faecalis (ATCC 29219) 12 1/2 12 1/2 1/2 n.d.
E. faecalis (humani izolat) 12 1/2 12 14 1/4 n.d.

Brojeviu tabeli odnose se na razblazenje ¢istog soka (100%) sous-vide testiranog mikrodilucionom metodom.

n.d.—Nije odredeno u primenjenim opsezima koncentracija. Legenda: 100TH — 100% Majéina du$ica; 75TH250R —
75% Majcina dusica: 25% Origano; S0THS00R — 50% Majéina dusica: 50% Origano; 25TH750R — 25% Majcina
dusica: 75% Origano; 1000R — 100% Origano.
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6. Zakljucak

Nekoliko zaklju¢aka moze se izvesti u skladu sa postavijenim hipotezama i cilievima doktorske
disertacije. Gljiva P. ostreatus gajena na slede¢im otpadima iz prehrambene industrije: komini
grozda, ljusci soje, suncokreta i njihovim meSavinama uz dodatak komercijalnog supstrata pSenicne
slame, pokazala je pozeline karakteristike u pogledu odredenih parametara kvaliteta. Postavljena su
dva matematicka indeksa kako bi se ocenio ukupni indeks kvaliteta (TQI): svezih plodonosnih tela
na osnovu parametara kvaliteta i samih supstratnih mesavina na kojima su gljive gajene na osnovu
parametara produktivnosti Ovo istrazivanje potvrdilo je potencijal odabranog matematickog
modela da proceni 1 uporedi ne samo gljive proizvedene na supstratima razli¢itog sastava tokom
veka trajanja, ve¢ i parametre produktivnosti tih istih supstrata. Primenom postavljenih modela za
izraCunavanje ukupnog indeksa kvaliteta dokazana je osnovna hipoteza ovog istrazivanja da postoji
opravdan razlog koriS¢enja alternativnih supstrata u gajenju bukovace koji predstavljaju biljni otpad
iz neke druge prehrambene proizvodnie.

Pretpostavka da postoji razlika u kvalitetu, biohemijskim i antioksidativnim svojstvima bukovace
gajene na supstratu koji sadrzi razli¢iti procentualni odnos otpada i slame, dokazana je kroz analizu
svezih plodonosna tela gljiva, gde su izuzetan kvalitet pokazali kontrolni uzorak — psenicna slama,
uzorci gajeni na supstratima sa ljuskom soje, pra¢eni uzorkom gajenim na 100% ljusci suncokreta.
Ipak, uzorak sa odredenim sadrzajem komine grozda, SO0P50S, pokazao je znaCajne kvalitativne
karakteristike. Uzorci koji prednjace u ukupnom kvalitetu bile su meSavine koje sadrze samo ljusku
soje, kao 1 one koje osim ljuske soje sadrze jo§ pSeni¢nu slamu 1 kombinaciju ljuske suncokreta i
pSenine slame. Ipak, na osnovu hemijske karakterizacije, koja nije uSla u proracun indeksa
ukupnog kvaliteta, uzorci gajeni na supstratu sa veé¢im sadrzajem komine grozda pokazuju najbolja
antioksidativna svojstva i nutritivni sastav, Sto moze doprineti ukupnom kvalitetu i potencijalno je
svrstati u kategoriju funkcionalnih proizvoda.

Slede¢a pretpostavka bila je da postoji uticaj perioda skladiStenja na kvalitet, biohemijska 1
antioksidativna svojstva bukovaCe gajene na supstratu koji sadrze razliCite procentualni odnos
otpada i slame. Rezultati hemijske analize ukazuju na znaéajne promene hemijskog sastava tokom
vremena skladiStenja, kao $to je smanjenje ukupnog sadrzaja polisaharida i porast ukupnog sadrzaja
polifenola i proteina tokom 14. dana skladiStenja, dok su svi rezultati testova antioksidativnosti
pokazali nize ECsy vrednosti za dan 7., praéene ponovnim rastom nakon 14 dana skladiStenja.
Ocena ukupnog indeksa kvaliteta (TQI) ukazuje da u ukupnom kvalitetu ipak prednjaci kontrolni
uzorak (WS), narocito u prvih 7 dana skladiStenja. Kod uzorka bukovace gajenog na meSavini koja
sadrzi sojinu, suncokretovu lusku i pSeniénu slamu (SBN:SFW:WS) nije doslo do znaajnih
promena kod ispitivanin svojstava kvaliteta tokom perioda skladiStenja od 14 dana. Sto se tice
procene rizika, primec¢en je odredeni citotoksini i genotoksiéni potencijal, ali uzorci dobijeni
gajenjem na alternativnim supstartima sa analiziranim otpadima izazvali su uporedive odgovore u
odnosu na negativnu kontrolu (gliive gajene na Cistoj pSeni¢noj slami). Tacnije, ekstrakti bukovaca
gajenth na supstratima sa razli€itim udelom komine grozda, testirani samo u nultom danu
skladiStenja, pokazali su veoma nisku i kontroli sli¢nu citotoksi¢nost. Uz to, indeksi selektivnosti su
pokazali da su testirane kancerske celije osetljivie od normalnih fibroblasta, $to se smatra
povoljnim svojstvom. S druge strane, kada su u pitanju gljiive gajene na otpadu iz industrije ulja,
koje su analizirane 1 u nultom i u 14. danu skladiStenja, pokazan je citotoksi¢ni efekat uporediv sa
efektom kontrolnog uzorka, s tim da je niska citotoksicnost primecena na obe celijske linije u
nultom danu skladiStenja, a pojacanje citotoksicnog efekta sa vremenom skladiStenja uo¢eno samo
na celijskoj liniji fibroblasta. U sluaju genotoksicnog potencijala ekstrakata, uoeno je odsustvo
genotoksicnosti na normalnim fibroblastima (izuzetak je uzorak gajen na Cistim lLuskama
suncokreta koji je bio genotoksican samo pri najvecoj testiranoj koncentraciji), dok je snazniji
genotoksicni efekat dobijen na kancerskim ¢elijama kolona. Stoga, rezultati ukazuju da maksimalni
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rok trajanja P. ostreatus, uz oCuvanje ukupnog kvaliteta, ne bi trebalo da prelazi 14 dana. Glavni
razlog odbijanja ideje o Cuvanju gljiva toliko dugo bio je rezultat citotoksicnosti, koji je pokazao
znacajno smanjenje Vijabilnosti ¢elija, posebno normalnih MRC-5 fibroblasta, nakon 14 dana
skladiStenja. Medutim, potrebna su dalja istrazivanja kako bi se precizno odredila dinamika
promena u citotoksiénim i genotoksiénim svojstvima i, samim tim, ispravno definisao rok trajanja.

BioloSka aktivnost je jedan od kljucnih parametara priikom ocenjivanja novih sirovina Zza
proizvodnju gljiva. Pretpostavka da postoji razlika u bioloSkoj efikasnosti supstrata koji sadrzi
razliCite procentualne odnose otpada i slame dokazana je kroz proracun gde je bioloska efikasnost
(BE) bila niza u odnosu na kontrolni uzorak za bukovacu gajenu na supstratima sa dodatkom
komine grozda, ali zato viSa kada su u pitanju supstrati dobijeni iz industrije ulja. Potpuna
evaluacija supstrata Cesto zahteva ekonomsku analizu, posebno kada se tezi proizvodnji u velikom
obimu. lako nije sprovedena u ovom radu, na$ cilj bio je da demonstriramo mogu¢nost upravljanja
otpadom hrane, $to predstavla ogranicenje. U pogledu ukupnog kvaliteta parametara
produktivnosti, uzorci sa sadrzajem sojine ljuske ostvarili su najbolji rezultat, dok se kontrolni
uzorak pokazao kao drasti¢no losiji. Uprkos ograniCenju vremena Cuvanja, ukupni rezultati ukazuju
na izuzetna svojstva P. ostreatus, posebno onih gajenin na otpadu iz industrije ulja, koja po
sveukupnom kvalitetu znatno nadmasuju kontrolni uzorak.

Takode, deo ovog istrazivanja potvrdilo je da sous-vide kulinarska metoda, kao inovativna opcija u
svetu gastronomije, odrzava stabilnim senzorne i fizickohemijske karakteristike kvaliteta tretirane
namirnice, ¢ime se potvrduje pretpostavka da je moguce odrediti parametre kvaliteta bukovace iz
standardne proizvodnje koja se razlikuje po metodi kulinarske obrade. Sa idejom da se potencijalno
poboljsa ukus gljiva 1 povecaju zdravstvene koristi, dodatak odabranih zacina pokazao je povecanu
dopadljivost, osim kod gliiva sa vecom koli¢inom origana koje su pokazale odredene nedostatke.
Pretpostavku da kulinarske metode obrade bukovacde iz standardne proizvodnje utiCu na sveukupnu
ocenu kvaliteta potvrdili su rezultati ispitivanja primene sous-vide metode, koji su pokazali
mogucénost kontrole promena u fizickim osobinama gljiva podeSavanjem uslova tretmana, ¢ime se
obezbeduje predvidivost efekta tretmana. Prvi put je antimikrobni efekat sous-vide ¢istih sokova
gliiva ispitan mikrodilucionom metodom, a dobijeni rezultati ukazali su da zacini dodati u
vakuumskim kesama u odredenim koncentracijama 1 obradeni zajedno sa organskim gljivama
doprinose zna€ajno antimikrobnom efektu, $to daje istraZivanju dodatnu vaznost.
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PRILOZI

Prilog 1 — Upitnik senzorne analize organskih bukovaéa pripremljenih pomocu tri kulinarske
metode: (1) blanSiranje u vreloj vodi na 88°C tokom 2 minuta (kontrola), (2) kuvanje na 80°C
tokom 60 minuta - samo bukovaca i bukovaca sa dodatkom za¢inskog bilja i (3) sous-vide

(60°C tokom 22 minuta) - samo bukovaca i bukovaca sa dodatkom zacinskog bilja

BlanSiranje bukovace (88°C, 2 minuta)

Ukus Miris Sveukupankvalitet | Defekt

Bukovaca (kontrola)

Legenda:Skala za ukus, miris, sveukupan kvalitet: 1 —vrlo neprihvatljivo; 2 —neprihvatljivo; 3 - na granici
prihvatljivosti; 4 —prihvatljivo; 5 —vrlo prihvatljivo (odli¢cno)
Skalaza ocenuintenziteta defekta: 0 - nema defekta; 1 - blagi defekt; 2 - ozbiljan defekt

Opis defekata:

Kuvanje na 80°C, 60 minuta

Ukus Miris Sveukupan kvalitet Defekt

Bukovaca

Bukovacda + MD

Bukovaca + Bl

Bukovaca + OR

Legenda: Skala za ukus, miris, sveukupan kvalitet: 1 —vrlo neprihvatljivo; 2 —neprihvatljivo; 3 - na granici
prihvatljivosti; 4 —prihvatljivo; 5 —vrloprihvatljivo (odli¢no)
Skala za ocenuintenziteta defekta: 0 - nema defekta; 1 - blagi defekt; 2 - ozbiljan defekt

Opis defekata:
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Sous-vide (60°C, 22 minuta)

Ukus Miris Sveukupan kvalitet Defekt

Bukovaca

Bukovacda + MD

Bukovaca + Bl

Bukovaca + OR

Legenda: Skalaza ukus, miris, sveukupan kvalitet: 1 —vrlo neprihvatljivo; 2 —neprihvatljivo; 3 - na granici
prihvatljivosti; 4 —prihvatljivo; 5 —vrlo prihvatljivo (odli¢cno)
Skalaza ocenuintenziteta defekta: 0 - nema defekta; 1 - blagi defekt; 2 - ozbiljan defekt

Opis defekata:
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Prilog 2 — Upitnik inte nziteta senzornih svojstava bukovace podvrgnute kulinarskoj metodi
sous-vide na razli¢itim te mperaturama, koji ukljuuje skalustepenaismerarazlika u odnosu

na kontrolni proizvod

93



Senzornotestiranje —Skala stepena i smera razlika u odnosu na kontrolni proizvod.

Neprihvatljiva
razlika

Senzorno svojstvo

Znacajna Marginalna Kao kontrolni
.J gl, Mala razlika : Mala razlika
razlika razlika uzorak
<<< manje od <<<
2 3 4 6

Marginalna

razlika

>>> vise od >>>

Sifra uzorka

Znacajnarazlika

Neprihvatljiva
razlika

Boja (svetlo-1/
tamno—-9)

Intenzitet boje bukovace

Socnost / juiciness
(suvo —1/ so¢no —9)

1 2 3

4“67 8 9

Intenzitet socnosti bukovace

Hrskavost / crispness
(gnjecavo—1/hrskavo
-9)

1 2 3

4“67 8 9

Intenzitet hrskavosti bukovace

Tvrdoéa / hardness
(meko —1/tvrdo-9)

1 2 3

4“67 8 9

Sila sabijanja proizvoda izmedu jezika i nepca

Miris (manje —1/
vise - 9)

1 2 3

4“67 8 9

Intenzitet mirisa bukovace

Ukus bukovace
(manje—1/vise —9)

1 2 3

4“67 8 9

Intenzitet prepoznatljivog ukusa bukovace

Atipic¢an ukus (veliki
defekti—9)

I

Intenzitet atipi¢nih ukusa bukovace
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1 —kiselo; 2 —slatko; 3 — hemija; 4 — bljutavo; 5 — seno;
Atipi¢ni ukusi
6- 3 7 ; 8

Senzornotestiranje —Stepen prihvatljivosti proizvoda sa aspekta kvaliteta

lzuzetno mi se Veoma mi se Umereno mise | Malo mise ne Niti mi se svida
ne svida ne svida ne svida svida niti mi se ne svida
1 2 3 4 5

PRIHVATLIIVOST PROIZVODA SA ASPEKTAKVALITETA

Donekle mi se
svida

6

Umereno
svida

7

mi se Veoma mi se

Sifra uzorka

svida

8

lzuzetno mi se
svida

9

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ocena kvaliteta

Ocenite prihvatljivost sa aspekta kvaliteta
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Prilog 3 - Upitnik intenziteta senzornih svojstava bukovace podvrgnute kulinarskoj metodi
kuvanje sa razli¢itim vremenskim trajanjem, koji uklju¢uje skalustepenaismera razlika u
odnosu na kontrolni proizvod
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Senzornotestiranje —Skala stepena i smera razlika u odnosu na kontrolni proizvod.

Neprihvatljiva Znacajna Marginalna Kao kontrolni
pri V i .J gl, Mala razlika : Mala razlika
razlika razlika razlika uzorak
<<< manje od <<<
1 2 3 4 6
Senzorno svojstvo Kontrolni uzorak je kuvanje 80°45'

Marginalna

. Znacajnarazlika
razlika

>>> vise od >>>

Sifra uzorka

Neprihvatljiva
razlika

Boja (svetlo-1/ 1 2 3 4 - 6 7 8 9

tamno —39) Intenzitet boje bukovace

Socnost / juiciness 1 2 3 4 “ 6 7 8 9

(suvo —1/ socno - 9) Intenzitet socnosti bukovace

Tvrdoéa / hardness 1 2 3 4 “ 6 7 8 9

(meko —1/tvrdo - 9) Sila sabijanja proizvoda izmedu jezika i nepca

Klizavost (kog&i — 1 2 3 4 “ 6 7 8 9

1/sklizne —9)

Miris (manje =1/ 1 2 3 4 “ 6 7 8 9

vise -9) Intenzitet mirisa bukovace

Ukus bukovace 1 2 3 4 “ 6 7 8 9

(manje -1/ vise - 9) Intenzitet prepoznatljivog ukusa bukovace

Atipic¢an ukus (veliki “ 6 7 8 9

defekti—9) Intenzitet atipi¢nih ukusa bukovace
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1 —kiselo; 2 —slatko; 3 — hemija; 4 — bljutavo; 5 — seno;
Atipi¢ni ukusi
6- 3 7 ; 8

Senzornotestiranje —Stepen prihvatljivosti proizvoda sa aspekta kvaliteta

lzuzetno mi se Veoma mi se Umereno mise | Malo mise ne Niti mi se svida
ne svida ne svida ne svida svida niti mi se ne svida
1 2 3 4 5

PRIHVATLJIVOST PROIZVODA SA ASPEKTAKVALITETA

Donekle mi se
svida

6

Umereno
svida

7

mi se Veoma mi se

Sifra uzorka

svida

8

lzuzetno mi se
svida

9

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ocena kvaliteta
Ocenite prihvatljivost sa aspekta kvaliteta
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Prilog 4 — Upitnik intenzitetasenzornih i teksturnih svojstava bukovace sa dodatkom
zaCinskog bilja, koji ukljucuje skalu intenziteta odabranih senzornih atributa, kao i skalu
dopadljivosti proizvoda
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Sifra

Intenzitet mirisabukovace

Intenzitet mirisa majcine dusice

Intenzitet mirisaorigano

Intenzitet hrskavosti

Intenzitettvrdoce

Intenzitet ukusa bukovace

Intenzitet ukusa majéine dusice

Intenzitetukusaorigano

Opisite intenzitet zacinau bukovacdi u odnosu
na vasu uobicajenu zacinjenost hrane

Kako vam se svida ovaj proizvod?

Ime iprezime

Datum

Nista Intenzivno
NiSta Intenzivno
Nista Intenzivno
Gnjecavo Hrskavo
Meko Tvrdo
Nista Intenzivno
Nista Intenzivno
Nista Intenzivno
Manje Isto Vise

UopsStemisenesvida Nemam stav
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Veoma mi sesvida
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Univerziteta u Beogradu od 2018. godine (istraziva¢-pripravnik 2018-2021, istraziva¢-saradnik
2021-danas). Od 2018. godine, angazovana je na projektu Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja 11146010, pod nazivom "Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih tehnologija
za proizvodnju biokatalizatora 1 bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju povecanja njene
konkurentnosti, kvaliteta 1 bezbednosti’, a od 2022. godine angazovana je i na projektu pod
nazivom ,.Functional products based on goat’s milk proteins and bioactive compounds extracted
from grape pomace and edible mushrooms — FUNPRO* u okviru projektnog ciklusa IDEJE Fonda
za Nauku Republike Srbije. Kao autor i koautor objavila je 5 nau¢nih radova, od kojih je 4 nauc¢na
rada proisteklo iz istrazivanja i pisanja doktorske disertacije, na kojima je prvi autor. Naucni radovi
Ane Doroski su citirani 31 put, dok H-index iznosi 3, prema podacima citatne baze Scopus.
Ucestvovala je u odrzavanju i organizaciji prakticnih vezbi na slede¢im predmetima: Upravljanje
kvalitetom u proizvodnji hrane, OpsSta mikrobiologija, Mikrobiologija, Proizvodnja jestivin i
medicinskih gljiva, Mikrobiologija biljnih proizvoda, Industrijski mikroorganizmi u hrani biljnog
porekla 1 Mikrobiolosko kvarenje hrane.
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Izjava o autorstvu
Ime i prezime autora: Ana Doroski

Broj indeksa: TH170004

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom:

Ispitivanje kvaliteta 1 bioloskog potencijala bukovace (Pleurotus ostreatus) ianaliza moguénosti

gajenja na celuloznom otpadu prehrambene industrije

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila podloZena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSila autorka prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Ana Doroski
Broj indeksa: TH170004

Studijski program: Prehrambena tehnologija

Naslov rada: Ispitivanje kvaliteta i bioloSkog potencijala bukovace (Pleurotus ostreatus) i analiza

mogucénosti gajenja na celuloznom otpadu prehrambene industrije

Mentor 1: dr Ilja Peki¢, redovni profesor

Mentor 2: dr Anita Klaus, redovni profesor

Izjavljuyjem da je Stampana verzia mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam

predao radi pohranjenja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,

kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom

katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku  biblioteku ,,Svetozar Markovic da u Digitalni repozitorjum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Ispitivanje kvaliteta i bioloskog potencijala bukovace (Pleurotus ostreatus) ianaliza mogucénosti

gajenja_na celuloznom otpadu prehrambene industrije

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

[3]. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)

5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

Potpis autora

U Beogradu,

1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak 1 u komercijalne svrhe,

Ovo je najslobodnija od svih licenci.
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2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence, Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nac¢in odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ogranicava najveci
obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju
1 javno saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na na¢in odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca
licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sliéna je softverskim licencama, odnosno licencama

otvorenog koda.
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