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Primena novih sojeva bakterija u proizvodnji komposta

i za gajenje uljanih vrsta sa poboljsanim biolo$kim svojstvima

Rezime

Mesani otpad od lekovitog bilja je kompostiran sa dodatkom novih bakterijskih sojeva
koji pripadaju rodovima Streptomyces, Paenibacillus, Bacillus i Hymenobacter. Kompostiranje je
pra¢eno odredivanjem hemijskih i bioloskih parametara, uklju¢uju¢i C / N odnos, gubitak
organske materije, sadrzaj fosfora i kalijuma, kao i1 oslobadanja CO; i dehidrogenazne aktivnosti
tokom 164 dana. Pronadeno je da izabrani mezofilni bakterijski sojevi imaju potencijal da
znacajno redukuju period razgradnje mesanog biljnog otpada od oko 6 meseci do oko 2,5 meseca.
Na osnovu merenja indeksa klijanja Cetiri biljke (Fagopirum esculentum, Thymus vulgaris,
Cynara scolimus i Lavandula officinalis) klijavost i rast korena ispitanih biljaka je bio poboljsan
inokulisanim kompostom. Indeks klijavosti svih testiranih vrsta na zrelom inokulisanom
kompostu je bio u proseku 60% veci u poredenju sa kontrolnim (netretiranim) kompostom.

U cilju proucavanja uticaja bakterija koje stimulisu rast biljaka (PGPB), a koje
pripadaju rodu Streptomices sp., Paenibacillus sp. i Hymenibacter sp., na sadrzaj masnog ulja
u uljanom lanu (Linum usistatissimum L.), kao i u crnom kimu (Nigella sativa L.),
sprovedeni su dvogodisnji terenski eksperimenti. PGPB je primenjen tokom setve biljaka.
Ekstrakcija ulja iz semena vrSena je natkriticnim CO,. Dodavanje PGPB znacajno povecava
sadrzaj masnih kiselina C18: 1 (od 16,06 + 0,03% do 16,97 £+ 0,03%) i C18: 3 (od 42,97
0,2% do 45,42 £ 0,5%) u uljanom lanu i C18: 2 (od 52,68 + 0,50% do 57,11 + 0,40%) i C20:
2 (od 4,34 + 0,02% do 4,54 + 0,03%) u ulju crnog kima. Utvrdeno je da je sadrzaj ukupnih
polifenola, flavonoida i karotenoida, kao i antioksidativne aktivnosti merene FRAP metodom,
veci u ulju iz semena biljaka tretiranih sa PGPB, u poredenju sa odgovaraju¢im netretiranim
uzorcima. Upotreba PGPB-a poveéava nutritivne osobine biljaka, §to predstavlja odlican

izvor za dobijanje vrednih sastojaka funkcionalnih namirnica.

Kljuéne reci: kompostiranje, biljni otpad, mezofilne bakterije, indeks klijanja, stimulacija
rasta biljaka, fitotoksi¢nost, Nigella sativa L, Linum usistatissimum L, bakterije koje
stimuliSu rast biljaka (PGPB), sadrzaj masnih kiselina, antioksidativna aktivnost

Naué¢na oblast: Tehnolosko inzenjerstvo

UZa nau¢na oblast: Biohemijsko-inzenjerstvo i biotehnologija

UDK:



Application of new strains of bacteria in compost production
and for the cultivation of oil species with improved biological properties

Abstract

Mixed medicinal plant waste was composted with addition of novel bacterial strains
belonging to the genera Streptomyces, Paenybacillus, Bacillus and Hymenobacter. The
composting was followed by assessment of chemical and biological parameters including C /
N ratio, loss of organic matter, phosphorous and potassium content as well as CO, generation
and dehydrogenase activity during 164 days. The selected mesophilic bacterial starters had a
potential to significantly reduce the period of mixed herb waste decomposition, from about 6
months to about 2,5 months. Based on the seed germination index of four plants (Fagopirum
esculentum, Thymus vulgaris, Cynara scolimus and Lavandula officinalis) the germination
and radial root growth of the investigated plants was improved by the inoculated compost.
The germination index of all tested species on the mature inoculated composts was in average
60% higher compared to the control compost. The research indicates that the mesophilic
starter addition into the herbs waste can contribute to the speed of waste decomposition and
lead to the improvement of biofertilization effect of the obtained compost.

In order to study the influence of plant growth promoting bacteria (PGPB) belonging
to the Streptomyces sp., Paenibacillus sp. and Hymenibacter sp, on fixed oil content of
Flaxseed as well as Black cumin, a two years’ field experiments were conducted. The PGPB
was applied during seedtime of plants. The extraction of oil from seeds was performed with a
CO; supercritical extraction. The addition of PGPB significantly increase the content of
C18:1 (from 16,06 = 0.03% to 16,97 + 0.03%) and C18:3 (from 42,97 + 0,2% to 45,42 +
0,5%) in Flaxseed oil and C18:2 (from 52,68 + 0.50% to 57,11 + 0,40%) and C20:2 (from 4,3
+ 0,02% to 4,54 + 0,03%) in Black cumin seed oil. The content of total polyphenols,
flavonoids and carotenoids, as well as antioxidant activity measured by FRAP assay, was
found to be greater in the oil from the seed of plant treated with the PGPB, compared to the
respective non-treated samples. The use of PGPB enhances the plants nutritive properties,

these are representing a great source for obtaining of valuable functional foods ingredients.

Key words: composting, herbs waste, mesophilic bacteria, germination index,plant growth
stimulation, phytotoxicity, Nigella sativa, Linum usitatissimum, plant growth promoting

bacteria (PGPB), fatty acids content, antioxidative activity
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uvoD

Bioloska dubriva ili biofertilizatori su proizvodi koji sadrze korisne mikroorganizme
koji imaju sposobnost da pomazu razvoju korenovog sistema i boljem Kklijanju semena.
Mogu da kolonizuju rizosferu i da stimuliSu rast biljaka, izmedu ostalog, 1 kroz povecano
snabdevanje biljaka esencijalnim hranljivim elementima.

Mnogi mikroorganizmi mogu biti izolovani iz razliCitih okruzenja. Vecina njih se
nalazi u rizosferi i ¢esto je povezana sa korenom biljaka. Rizosfera je zona zemljista koja
okruzuje koren 1 nalazi se pod njegovim direktnim uticajem. To je jedinstvena zona koja se
odlikuje intenzivnom biolo§kom, hemijskom, biohemijskom i mikrobioloskom aktivno$c¢u
kao i brojnos¢u mikroorganizama (10** CFU g*) uzrokovanom velikom koli¢inom organske
materije (Bhardwaj i sar., 2014; Huang i sar., 2014).

Ove rizobakterije podsti¢u rast biljaka i mogu se koristiti u poljoprivredi. Mnoge vrste
proizvode antimikrobna jedinjenja koja su korisna u medicini ili kao pesticidi, a njihovi
enzimi mogu se koristiti za bioremedijaciju ili za proizvodnju vrednih hemikalija.

Bakterije koje stimuli$u rast biljaka, poznatije kao PGPB (Plant Growth Promoting
Bacteria) mogu podstaci njihov rast, povecati prinos, smanjiti infekciju fitopatogenima, ali i
smanjiti osetljivost biljke na stres, bez prenosa patogenosti (van Loon i Bakker, 2005;
Lugtenberg i Kamilova, 2009).

PGPB imaju potencijal da doprinesu razvoju odrzivih poljoprivrednih sistema
(Schippers i sar., 1995), a funkcionis$u na tri razli¢ita na¢ina (Glick, 1995): sintetiSu odredene
supstance za biljke (Dobbelaere i sar., 2003; Zahir i sar., 2004), olakSavaju usvajanje
odredenih hraniva iz zemljista i stite biljke od bolesti (Lucas i sar., 2004).

Neki mikroorganizmi imaju pozitivan efekat na rast biljaka narocito rizobakterije
kao S$to su Azotobacter chroococcum, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces fulvissimus,
Aspergillus candidus, Lactobacillus lactis, Saccharomcyes cerevisiae, mnoge Bacillus
vrste, kao Sto je Bacillus amiloliquefaciens, Bacillus megatherium i Paenibacillus sp.
(Chen, 2006). Vestacka inokulacija sa odabranim efektivnim mikroorganizmima uzrokuje
bolje efekte u procesu poljoprivredne proizvodnje.

Odabrani mikroorganizmi mogu se Kkoristiti za pripremu viSefunkcionalnih
biofertilizatora, Cime se zamenjuje upotreba znacajne koli¢ine mineralnih dubriva u
poljoprivredi (Gaind, 2009). Dodatna vrednost dubriva zavisi od karakteristika kori$¢enih

mikrobioloskih vrsta, a od posebnog znacaja je ukljucivanje vrsta koje poseduju sposobnost



kontrole biljnih patogena. Ova sposobnost moze biti zasnovana na proizvodnji antibiotika,
hidrolitickih enzima kao §to su hitinaze, proteaze, amilaze ili glukanaze (Mehta i sar., 2014).

Zahvaljuju¢i nekim mikroorganizmima koji su u stanju da konvertuju organsku
materiju, agroindustrijski otpad se moze iskoristiti kao dragoceni resurs za proizvodnju
biljnih dubriva ili komposta. Prilikom mikrobne aktivnosti, smanjuje se C / N odnos u
otpadnom materijalu (kompostu) $to moze pogodovati proizvodnoj sposobnosti zemljista.
Mikroorganizmi odrzavaju protok hranljivih materija u zemljiStu (Novinsak 1 sar., 2008;
Umsakul i sar., 2010).

Praksa u poljoprivredi kao i u industrijskom procesuiranju ukazuje da agroindustrijski
otpad pre treba posmatrati kao potencijalni hranljivi supstrat nego kao otpad. S obzirom da
agroindustrijski otpad ima visok sadrzaj organskih materija i biogenih elemenata, moze da se
koristi za poboljsanje plodnosti zemljista.

Kompostiranje, odnosno, bioloska transformacija otpada, predstavlja jedan od
ekoloski prihvatljivih reSenja za zbrinjavanje organskog otpada koji najCeS¢e nastaje iz
domacinstava i agroindustrije. Nastali kompost je proizvod kontrolisane biooksidacije ¢vrstog
heterogenog organskog supstrata koji se moze koristiti za obogadivanje zemljisSta humusnim
materijama i za stimulaciju rasta biljnih kultura. Dodatna vrednost primene mikrobnih kultura
u procesu kompostiranja je u tome $to one mogu same po sebi pozitivno uticati na rast biljnih
kultura na koje se primenjuje dobijeni kompost.

Agroindustrijski otpad sastoji se od kompaktne lignoceluloze, delimi¢no kristalne
strukture, koja se sastoji od linearne kristalisane polisaharidne celuloze i nekristalne
hemiceluloze i lignina. Celuloza je sastavljena od linearnog polimernog lanca koji se sastoji
od niza hidroceluloznih jedinica i glukoznih lanaca. Jedinice hidroceluloze su vezane -1,4
glukozidnim vezama, ¢ineci kristalnu strukturu koja se moze rastaviti na vise samostalnih
monomernih Secera. Druga vazna komponenta strukture lignoceluloze je hemiceluloza, koja
je sadinjena od razli¢itih polisaharida, npr. ksiloze, galaktoze, manoze, arabinoze.

Glukoza je, kao i celuloza, prisutna u velikim koli¢inama u agroindustrijskom otpadu.
Buduéi da su hemiceluloza i celuloza prisutni u zidu ¢elije mora se koristiti efektivan i
ekonomican metod kako bi se odvojile od zida celije i to primenom razli¢itih vidova
predtretmana kao $to su fizi¢ki, hemijski i bioloski (Poonam i Ashok, 2009).

Lignin je povezan sa hemicelulozom i celulozom u ¢elijskom zidu, te se s toga
ponasa kao barijera spreavajuci proces transformacije ugljenih hidrata. Lignocelulozni
materijali poljoprivrednog porekla ¢ine vise od 60% biomase biljaka proizvedenog godisnje

kroz proces fotosinteze. Ovaj ogromni resurs je potencijalni i obnovljivi izvor biogoriva,
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biodubriva, Zivotinjske hrane i hemijskih sirovina. Lignoceluloza moze biti supstrat za
proizvodnju poboljSanih proizvoda, kao biogoriva, biohemijskih elemenata, biopesticida,
biopromotera i ¢ak moze sam biti proizvod nakon biotransformacije (kompost, biomasa)
(Poonam i Ashok, 2009).

Biljni otpad koji nastaje u procesu proizvodnje i prerade preko 90 vrsta lekovitog bilja
u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢®, je specifican zbog samog
sastava bilja koje sadrze znatne koli¢ine antimikrobnih supstanci. Neke od ovih komponenti
mogu da uspore proces razlaganja biljnog otpada usled smanjivanja brojnosti i aktivnosti
prisutnih mikroorganizama. Zbog toga je znacajna primena odabranih mikrobnih kultura koje
mogu da vrSe transformaciju ovog biljnog materijala i da skrate vreme kompostiranja.

Agroindustrijski otpad moze u procesima biotransformacije da se prevede u novi
proizvod — kompost, koji ¢e se dalje koristiti za reciklazu i poboljSanje plodnosti zemljista,
¢ime se zamenjuju u upotrebi znacajne koli¢ine mineralnih dubriva (Poonam i Ashok, 2009).

Funkcionalna hrana igra vaznu ulogu u odnosu izmedu ishrane i zdravlja. Semena
mnogih biljaka se pojavljuju kao vazan sastojak funkcionalne hrane. Mogu se koristiti za
ekstrakciju razli¢itih grupa jedinjenja kao Sto su trigliceridi, masne kiseline, polifenoli,
fitosteroli i tokoferoli. Mnoga biljna semena sadrze hemijska jedinjenja sa bioloskim i
funkcionalnim svojstvima kao S§to su polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) omega 3
grupe. Ljudski organizam nije u stanju da ih sam sintetiSe, te je stoga neophodno njihovo
unosSenje hranom.

Uljani lan medu svim uljanim vrstama ima najveci sadrzaj esencijalnih masnih
kiselina omega-3 (alfa-linolenske kiseline od 45-55%) kao i omega-6 (linolne kiseline). Pored
toga Sto je jedan od najbogatijih izvora alfa-linolenske kiseline, seme uljanog lana je sustinski
izvor visokokvalitetnih proteina i vlakana i znaajan izvor fenolnih jedinjenja (Yu, 2005;
Oomah, 2001; Pengilly, 2003).

Seme crnog kima sadrzi zuckasto masno ulje koje je bogato proteinima,
aminokiselinama, nezasi¢enim masnim kiselinama (uglavnom linolnom i oleinskom),
zasi¢enim masnim kiselinama, alkaloidima, taninima, saponinima, mineralima (Ramadan,
2007). Ulje crnog kima je takode bogat izvor esencijalnih masnih kiselina, kao i polifenolnih
jedinjenja. Koristi se za leCenje malignih, kardiovaskularnih i plué¢nih bolesti, reumatizma,
alergija, raznih vrsta dermatitisa (Burits i Bucar, 2000). Poseduje antialergijska,
antiinflamatorna, antivirusna i antikancerogena svojstva (Randhawa, 2008). Takode, seme

crnog kima je bogat izvor antioksidanasa (Machmudah, 2015).



Smatra se da ishrana semenima ovih biljnih vrsta, moze pomoc¢i u sprecavanju
mnogih hroni¢nih bolesti, dijabetesa, kardiovaskularnih oboljenja i raka (Randhawa i
Alghamdi, 2011). Imaju Siroku upotrebu u raznim granama industrije, naroCito u
prehrambenoj industriji i farmaciji.

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitan uticaj inokulacije smeSom prirodnih izolata
bakterija i streptomiceta na kompostiranje biljnog otpada nastalog tokom procesa proizvodnje
i prerade lekovitog bilja u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,.Dr Josif Panéi¢“. U
Institutu se godiSnje dobije oko 25 tona biljnog otpada kao nus proizvoda. Prema vazecem
zakonu o upravljanju otpadom (,,SI. glasnik RS*, br. 36/2009 i 88/2010) ovako nastao otpad
potrebno je skladiStiti, tretirati 1 odlagati na nacin kojim se ne ugrozava zdravlje ljudi 1
zivotna sredina.

U cilju povecanja brzine kompostiranja koris¢ene su celuloliti¢ke bakterije izolovane
iz Sumskog zemljista i morskih sedimenata: Streptomyces spororaveus CKS2, Streptomyces
microflavus CKS6, Streptomyces fulvissimus CKS7, Paenibacillus chitinolyticus CKS1,
Hymenobacter sp. CKS3, Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3 i Bacillus
altitudinis PPT1. Odabrani sojevi mikroorganizama su deo kolekcije katedre za biohemijsko
inzenjerstvo i biotehnologiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta u Beogradu.

Definisan je hemijski sastav biljnog otpada pre procesa kompostiranja, kao i uslovi za
kompostiranje (temperatura, vlaga, duzina trajanja procesa koji se prati fizicko-hemijskim i
bioloskim parametrima).

Ispitana je enzimska aktivnost izolata i medusobna kompatibilnost izmedu sojeva,
kao i1 njihov uticaj na brzinu kompostiranja. Za procenu zrelosti i kvaliteta komposta za
njegovu dalju upotrebu u poljoprivredi, ispitana je njegova fitotoksi¢nost.

U nastavku istrazivanja ispitana je upotreba odabranih sojeva Streptomyces sp.,
Paenibacillus sp. i Hymenobacter sp. u tretmanu zemljista pri kultivaciji odabranih biljnih
uljanih vrsta — uljanog lana i crnog kima. Definisana je koncentracija inokuluma za tretman
zemlji$ta i ispitan je njihov uticaj na agronomske parametre pri gajenju, u odnosu na
kontrolu, u periodu od 6 meseci vegetacije bez primene hemijskih sredstava i uz ru¢no
kontrolisanje korova. Utvrden je uticaj razliCite koncentracije inokuluma na sastav masnih
ulja uljanog lana i crnog kima, dobijenih natkriticnom ekstrakcijom sa CO, iz semena, u
odnosu na kontrolu kao i na antioksidativna svojstva i ukupan sadrzaj polifenola, flavonoida i

karotenoida.



TEORIJSKI DEO

1. BAKTERIJE KOJE STIMULISU RAST BILJAKA (PGPB)
| NJIHOVA UPOTREBA KAO BIOFERTILIZATORA

Problemi povezani sa upotrebom hemijskih dubriva su dugotrajni Stetni uticaji na
plodnost zemljista, produktivnost tla i bezbednost Zivotne sredine (Kannaiyan, 2000). Zato je
potrebno traziti alternativne izvore dubriva kao $to su bioloska dubriva ili biofertilizatori.

Biofertilizatori su mikrobioloski preparati koji sadrze zive ¢elije bakterija, modro-
zelenih algi ili gljivica, koje efikasno fiksiraju atmosferski azot, rastvaraju nerastvorni fosfat
u tlu ili razgraduju celulozni organski otpad. To su proizvodi koji imaju sposobnost da
pretvaraju nutritivno vazne elemente, nedostupne u raspolozivom obliku, putem bioloskih

procesa (Vessey, 2003; Chen, 2006).

1.1. Bakterije koje stimuliSu rast biljaka

Mikroorganizmi korisni za biljke su interesantni za primenu u poljoprivredi, bilo kao
biofertilizatori ili kao biopesticidi, kao i za primenu u bioremedijaciji (Berg, 2009;
Lugtenberg i Kamilova, 2009). Bakterije koje Zive slobodno u zemljistu, a pozitivno uti¢u na
rast biljaka najcesce to Cine kolonizovanjem korena biljaka. Istrazivanja ovih bakterija su se
bitno prosirila od uvodenja termina PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ili PGPB
(Plant Growth Promoting Bacteria) koji ukazuju na njihov znacaj kao bakterija koje
stimuli$u rast biljaka (Kloepper i Schroth, 1978). Razli¢ite PGPR se danas koriste §irom sveta
u cilju povecanja biljne proizvodnje (Burd i sar., 2000). Nalaze se u rizosferi koja je veoma
vazna zemlji$na zona za interakciju biljke i mikroorganizama (Burr i Caesar, 1984). Prema
odnosima sa biljkama, PGPR se mogu podeliti u dve grupe: simbiotske bakterije i one koje su
slobodne u rizosferi (Khan, 2005). PGPR se takode mogu podeliti u dve grupe prema mestu
gde su locirane: 1) PGPR koje zive unutar biljne ¢elije, formiraju kvrzice (nodule) i locirane
su unutar tih specijalizovanih struktura, i 2) PGPR koje Zive van biljnih ¢elija i ne formiraju
nodule, ali ipak promovisu biljni rast (Gray i Smith, 2005).

Neki rizosferni mikroorganizmi mogu biti neutralni ili Stetni u odnosu na rast biljaka,

dok drugi podrZzavaju svoje domacine (Welbaum i sar., 2004; Raaijmakers i sar., 2008).



Nakon rizosferne kolonizacije, endofiti mogu kolonizovati razliite biljne organe
(James i sar., 2002; Compant i sar., 2005b, 2008a). Endofiti predstavljaju podgrupu
rizobakterijskih zajednica, koji imaju sposobnost da udu u unutrasnjost korena svojih
domacina kada se kolonizuju (Hallmann i Berg, 2007). Razli¢ite mikrobioloske zajednice su
pronadene u razli¢itim biljnim organima kao $to su koren, stablo, li§¢e, cvetovi, kao i plodovi
i seme (Sessitsch i sar., 2002; Berg i sar., 2005b).

Bakterijske ¢elije prvo kolonizuju rizosferu nakon inokulacije zemljista (Gamalero i
sar., 2003). Kolonizacija se tada moze javiti na celoj povrsini nekih rizodermalnih éelija, a
bakterije mogu ¢ak i da razviju mikrokolonije ili biofilmove (Benizri i sar., 2001).

Hranljivi sastojci u korenovom sistemu privlace Stetne rizobakterije, kao 1 korisne 1
neutralne bakterije, gljivice i druge organizme u tlu. Shodno tome, PGPB mora biti visoko
konkurentna za uspes$no kolonizovanje zone korena.

Neke bakterije poput sojeva Bacillus amiloliquefaciens FZB42 (Chen i sar., 2007) ili
P. fluorescens PF-5 (Paulsen i sar., 2005) poseduju velike Klastere gena koji su odgovorni za
sekreciju antibiotika 1 siderofora, kao i za detoksikaciju (Sto je takode potrebno tokom
kolonizacije). Time se delimi¢no objasnjava njihova efikasna kolonizacija biljaka domacina.

Nekoliko studija je potvrdilo da biljke imaju razli¢ite endofitske zajednice (Berg i
sar., 2005b) i da su endofitske bakterije uglavnom proistekle iz rizosfere (Sessitsch i sar.,
2002; Hardoim i sar., 2008). Dobro je poznato da se endofiti mogu sistemski Siriti unutar
biljke i kolonizovati stabljike i lis¢e (Hardoim i sar., 2008). Nekoliko studija navodi da neke

endofitske bakterije kolonizuju cvece, voce i seme (Hallmann, 2001).

1.2. Biofertilizatori

Biljke za svoj rast zahtevaju veci broj hranljivih elemenata medu kojima su za
poljoprivrednu praksu najznacajnija tri. To su azot, fosfor i kalijum, koje biljka usvaja iz
zemljis$ta u koje se oni unose uglavnom u vidu mineralnih dubriva. Bioloska fiksacija azota
nudi ekonomski atraktivan i ekoloSki prihvatljiv na¢in za povecanje obezbedivanja biljaka
ovim hranljivim elementom pomo¢u mikroorganizama.

Biofertilizatore su identifikovali holandski naucnici 1888. godine i nakon toga
,,Nobbe i Hiltner su proizveli prvi biofertilizator pod trgovackim imenom ,,Nitragin, 1895.

godine u Sjedinjenim Americkim DrZzavama (Borkar, 2015).



U Dbiofertilizatore spada velika populacija specificne grupe korisnih
mikroorganizama koji se asepti¢no inkorporiraju u sterilne nosace kao §to su treset, lignit ili
ugalj. Takav materijal se pakuje i prodaje poljoprivrednicima za poboljSanje produktivnosti
zemljiSta. Biofertilizatori predstavljaju  jeftin, ekoloski prihvatljiv, izvor hranljivih
elemenata za biljke (Borkar, 2015).

Biofertilizatori pospesuju fiksaciju azota, rastvorljivost fosfata, oksidaciju sumpora i
pomazu u pristupacnosti drugih makro i mikro elemenata. Time oni, povec¢avaju vegetativni
rast, ukupnu suvu materiju, prinos i kvalitet proizvoda. Biofertilizatori su inputi zemljista koji
se koriste u poljoprivredi za odrzavanje i poveéanje plodnosti zemljista. Mogu se koristiti kod
proizvodnje svih vrsta voca, zitarica, povrca, travnjaka, ukrasnih biljaka i slicno (Borkar,
2015).

Poljoprivrednici Sirom sveta sve viSe se okrecu ka bioloskoj poljoprivredi, jer se
susre¢u sa opasnim posledicama primene visokih doza mineralnih dubriva i njihovim visokim
troSkovima. BioloSka poljoprivreda ima za cilj ocuvanje prirodne i ekoloske ravnoteze u
skladu sa standardima zaStite Zivotne sredine (Borkar, 2015).

Biofertilizatori, koji se cesto nazivaju i bioinokulanti, mikrobioloske kulture ili
bakterijska dubriva su grupisani u razlicite kategorije, U zavisnosti od tipa aktivnosti koju vrsi
mikrobioloski agens (Borkar, 2015):

o Biofertilizatori za fiksiranje azota, kao Sto su: Rhizobium, Azotobacter,

Azospirillum, Acetobacter, cijanobakterije i Azolla

e Biofertilizatori za poboljSanje pristupac¢nosti fosfora

e Biofertilizatori za poboljSanje pristupa¢nosti kalijuma

o Biofertilizatori za oksidaciju sumpora

e Biofertilizatori koji razgraduju organski otpad

o Biofertilizatori za fiksiranje azota:

Rhizobium je gram-negativna bakterija tla koja fiksira atmosferski azot u biljke kroz
korenske nodule. Rhizobium formira simbiotski odnos sa odredenim biljkama i fiksira azot iz
vazduha u amonijak, koji deluje kao prirodno dubrivo. Postoji 67 rizobijum vrsta.

Rod Azotobacter otkrio je 1901. godine holandski mikrobiolog i botani¢ar Martinus
Beijerinck. Odabrao je i opisao vrstu Azotobacter chroococcum.

Azotobacter je aerobna, ovalna ili sferi¢na bakterija koja igra vaznu ulogu u azotnom

ciklusu u prirodi, vezujuéi atmosferski azot, koji je nepristupacan za biljku i koji se oslobada



u obliku amonijum jona u zemljiste. To je gram-negativna bakterija, pronadena u neutralnim i
alkalnim zemljistima (Gandora i sar., 1998; Martyniuk i Martyniuk, 2003). Azotobacter
chroococcum se $iroko koristi za proizvodnju biofertilizatora.

Khosravi i sar. (1998), Yadav i sar. (2000) i Arafa i sar. (2009) su proucavali efekat
inokulacije azotobakterijumom kao bioloskim dubrivom na rast i prinos pSenice i zakljucili su
da je A. chroococcum imao znacajne efekte na sadrzaj suve materije i razvoj korenovog
sistema. Rezultati su takode pokazali da se umesto azotnog dubriva moze primeniti A.
chroococcum, Streptomyces sp., B. megatherium, P. fluorescens, A. candidus koje su
izolovane iz rizosfere razli¢itih biljaka i izabrane kao biofertilizatori jer poseduju mnoge
poZeljne osobine 1 imaju potencijal za bioloSku kontrolu biljnih patogena. Pored sposobnosti
A. chroococcum da poveca sadrzaj azota, sve vrste mogu da proizvode hormon rasta IAA
(indol siréetna kiselina) i druge fitohormone (Abdel-Ghany i sar., 2010).

Cijanobakterije predstavljaju grupu bakterija koje dobijaju svoju energiju putem
fotosinteze. Cijanobakterije se mogu naéi u skoro svakom kopnenom i vodenom stanistu kao
Sto su okeani, sveza voda, vlazna tla, privremeno vlazno kamenje u pustinji, pa ¢ak i na
antarktiCkim stenama (Stewart i Falconer, 2008).

Pored vrsta Azotobacter i vrste Azospirillum, kao slobodne azotofiksirajuce bakterije,
imaju sposobnost da u zoni rizosfere sintetiSu neke bioloski aktivne supstance koje
pojacavaju razvoj korena (Chen, 2006).

Azospirillum moze da kolonizuje, promovise rast i povecava prinos brojnih biljnih
vrsta (Bashan i Levanoni, 1990; Bashan, 1993; Okon i Labander-Gonzales, 1994; Bashan i
Holguin, 1995) usled sposobnosti azotofiksacije iz atmosfere, koja poboljsava sintezu auksina
1 giberelina, stimuliSe rast korena i na taj nacin, apsorbuje vodu i hranljive materije, Sto
dovodi do poveéanja produktivnosti mnogih useva. Poredeci efikasnost procesa fiksacije

azota, nadeno je da je Azospirillum tri puta efikasniji od Azotobacter vrsta (Chen, 2006).

e Biofertilizatori za poboljsanje pristupacnosti fosfora

Fosfor je vazan hranljivi element u proizvodnji useva i igra znacajnu ulogu U mnogim
fizioloSkim i biohemijskim aktivnostima kao §to su Celijska deoba, fotosinteza, metabolizam
Secera, transport hranljivih materija unutar biljke, prenos genetskih karakteristika iz jedne
generacije u drugu i regulisanje ukupnog metabolizma biljke (Tandon, 1987; Armstrong,
1988; Theodorou i Plakton, 1993). Fiksirani oblici fosfora u kiselim zemljiStima su
aluminijum 1 gvozde fosfati, dok su u neutralnim i alkalnim zemljiStima teSko rastvorljivi

trikalcijum fosfati. Egamberdiyeva i sar. (2000), su proucavali rast pSenice, kukuruza i
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pamuka primenom bakterija koje pospesuju rastvaranje fosfata. Njihov rezultat ukazuje na to
da su bakterije za pospeSivanje rastvaranja fosfata sposobne da mobilisu vise fosfora u
zemljistu pristupacnog biljci 1 poboljSaju rast biljke u poredenju sa standardnim tretmanom
bez bakterijske inokulacije. Bakterije za koje je poznato da pospesuju rastvaranje fosfata
pripadaju vrstama: Bacillus polymyxa, B. megetherium var. phospheticum, B. megetherium
var. serratia, B. circulens, Pseudomonas striata, P. liquefaciens, Achromobacter spp.,
Arthrobacter spp. (Borkar, 2015):

Vrste gljiva koje su pogodne za solubilizaciju fosfata su: Penicillium digitatum,
Aspergillus awamori, A fumigatus, P. liliacinum, Cephalosporium sp., Trichoderma sp.
Actinomicetes, Streptomyces sp., Nocardia sp. dok kvasci koji se naj¢eS¢e koriste za ovu

namenu pripadaju rodovima Rhodotorula sp., Schwanniomuces occidentails (Borkar, 2015):

o Biofertilizatori za poboljsanje pristupacnosti kalijuma

Kalijum je jedan od najvaznijih biogenih elemenata u visim biljkama. On igra vaznu
ulogu u rastu i razvoju biljaka. Aktivira enzime, odrzava Ccelijski turgor, poboljsava
fotosintezu, pomaze u transportu Secera i pomaze USvajanju azota i bitan je za sintezu
proteina. Pored metabolizma biljke, kalijum poboljSava kvalitet useva povecava otpornost na
bolesti i pomaze biljci da bolje izdrzi stres. Avakyan i sar. (1986) i Li (1994) su izolovali
kalijum solubiliziraju¢u bakteriju iz zemlje i stena i identifikovali je kao B. mucilaginosus na

bazi morfoloskih 1 fizioloSkih svojstava.

o Biofertilizatori za oksidaciju sumpora

Sumpor je neophodan element za mnoge biljne funkcije. To je strukturalna
komponenta proteina i1 peptida i razli¢itih enzima. Bakterije koje pripadaju porodicama
Thiobacteriaceae, Beggiatoaceaeae i Achromatiaceae, poznate kao bezbojne sumporne

bakterije, imaju sposobnost da oksiduju redukovani neorganski sumpor.

e Biofertilizatori koji razgraduju organski otpad

Velike koli¢ine neiskori§¢enih ili nedovoljno iskori§¢enih resursa biomase kao Sto su
ostaci poljoprivrede i Sumarstva, industrijski i urbani organski otpad, moze posluziti kao
sirovina za pripremu komposta, specijalno dizajniranog za potrebe odredenih useva.

Za kompostiranje se pripremaju specijalni mikrobioloski anaerobni ili aerobni starteri

od 6-8 razli¢itih mikroorganizama ukljucujuéi i aktinomicete. Bakterije rastu do postizanja



titra od 10°-10" CFU/mL i meSaju se u odgovarajucoj proporciji u skladu sa procesom
kompostiranja. Dodaje se oko 5-10% v/v me$ane mikrobioloske kulture na izabrani organski
nosac i kompostira se anaerobno ili aerobno na odredenoj optimalnoj temperaturi i pH, 25-60
dana. U takvom kompostu, dodate bakterije su i dominantne vrste.

Kompostiraju se ostaci od prerade voca i vinove loze, poljoprivrednih, industrijskih i
Sumskih ostataka. Takvi komposti se prodaju na trziStu kao komercijalni proizvodi.

Dok tradicionalne procedure kompostiranja traju od 4 do 8 meseci za proizvodnju
gotovog komposta, brze metode kompostiranja nude mogucénosti za skracenje perioda obrade

do tri nedelje.

1.3. Mehanizam delovanja bakterija na stimulaciju rasta biljaka

Mnogi mikroorganizmi mogu podsticati rast useva direktno putem bioloSke
azotofiksacije, rastvaranjem fosfata, produkcijom fitohormona indol-3-siréetne kiseline
(IAA), i oslobadanjem siderofora koje omoguéavaju vezivanje gvozda kao i antimikrobnim
delovanjem. Oni takode mogu pruziti zastitu od insekata i fitopatogena, ukljucujuci bakterije,
gljivice, nematode i viruse. Ovo se postize proizvodnjom raznih antimikrobnih jedinjenja i

pokretanjem preosetljivog odbrambenog odgovora biljke.

1.3.1. Fiksiranje azota

Atmosferski azot (N2) je relativno inertan i mora biti fiksiran u upotrebljivu hemijsku
formu pre inkorporiranja u aminokiseline, nukleotide i druge metabolite. PoSto eukarioti
nemaju sposobnost vezivanja azota, njegova bioraspolozivost u zemljistu je cesto glavni
ograniCavajuci faktor za rast biljaka, a poljoprivrednici rutinski primenjuju azotna dubriva
kako bi osigurali produktivnost useva. Komercijalno azotno dubrivo moze da dovede do
zagadenja zemljiSta, izaziva emisiju ugljen-dioksida i doprinosi globalnom zagadenju $to ima
negativan uticaj na zdravlje ljudi. Njegovi efekti se mogu smanjiti inokulacijom polja ili

......

korenima biljaka ili oko njega.
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1.3.2. Pospesivanje rastvaranja fosfata

Pored azota i fosfor je element koji ograniCava rast biljaka i produktivnost. Od
ukupnog sadrzaja fosfora u zemljistu, samo 0,1% postoji u rastvorljivom obliku koji moze
absorbovati koren biljaka. Ostatak formira nerastvorljive mineralne komplekse, ili je
imobilizovan u organskoj materiji. Mineralna fosforna dubriva se stoga koriste za ishranu
gajenih biljaka na vecini poljoprivrednih zemljista, ali ona su skupa i mogu negativno da
uti¢u na zivotnu sredinu (Sharma i sar., 2013).

Za razliku od azota, fosforno dubrivo se dobija od stena koje sadrze fosfate. Od
primenjenog fosfata u zemljistu, biljka obi¢no koristi manje od 30% mineralnog dubriva, pri
¢emu se ostatak ukljucuje u neorganske mineralne komplekse unutar zemljista.

Kao $to je sluc¢aj i sa azotom, primena mineralnog fosfatnog dubriva se moze smanjiti
inokulacijom polja sa mikroorganizmima koji rastvaraju fosfor.

Mikroorganizmi koji pospesuju rastvaranje fosfora koriste razliite mehanizme koji
omogucavaju biljkama dostupnost fosfora, a glavna metoda je proizvodnja organske kiseline
(narocito glukonske kiseline). Takve kiseline mogu direktno rastvarati mineralni fosfor putem
anjonske razmene jona helatnih metala.

Genomske analize ukazuju da vecina Paenibacillus sojeva mogu rastvoriti fosfor kroz

proizvodnju glukonske kiseline.

1.3.3. Vezivanje gvozda

Kao i fosfor, gvozde se nalazi u zemljistu uglavnom u mineralnom, i ¢esto bioloski
nedostupnom obliku. Narocito u alkalnim zemljistima, gvozde se formira uglavnom u
nerastvornom Fe** obliku, koji ne mogu lako koristiti ni mikroorganizmi niti biljke. Veéina
mikroorganizama stoga redukuje Fe** do Fe?* koriste¢i ferireduktaze ili ga solubilizuje pomocu
ekstracelularnih Fe** helatatora sa niskom molekulskom masom koji se nazivaju siderofore (Raza
i Shen, 2010). Rastvorljivi Fe** sideroforski kompleksi su dostupni biljkama kao i
mikroorganizmima (Hayat i sar., 2012), koji poseduju specificne membranske receptore i
transportuju se u ¢elije (Wen i sar., 2011).

Tri vrste siderofora su klasifikovane na osnovu njihovih funkcionalnih grupa, koje su
kateholati, hidroksamati i alfa-hidroksi karbolati (Hertlein i sar., 2014).
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1.3.4. Proizvodnja fitohormona

Biljni hormon rasta — auksin je kljuéni regulator ekspresije i razvoja gena tokom
zivota biljke, ucestvujuci u Celijskoj deobi, razvicu i starenju. Postoji vise klasa auksina, ali
prva identifikovana je indol-3-siréetna kiselina (IAA) (Delker i sar., 2008). Poznato je da
stimuliSe izduzivanje celije.

Smatra se da proizvodnja IAA kod Paenibacillus vrsta stimuli$e rast biljaka (Patten i
sar., 2013).

Citokinini su druga vazna grupa fitohormona, a prisutni su u malim koli¢inama u
bioloskim uzorcima. Njihov efekat na biljke je povecanje ¢elijske deobe, kao 1 razviée korena
1 korenskih dlacica.

Veliki broj radova pokazao je da PGPR takode proizvode gibereline. Dobbelaere i
sar. (2003) su numerisali preko 89 do sada poznatih giberelina. Gotovo sve vrste bakterija
sintetizuju etilen. Etilen je regulator biljnog rasta koji uti¢e na razne nacine na biljni rast i

razvice.

1.3.5. Insekticidno delovanje

Pojedine vrste roda Paenibacillus su pokazale da ubijaju larve insekata Stetocina

(Sharma i sar., 2013) i larve leptira.

1.3.6. Antimikrobno delovanje

Mnoge vrste mikroorganizama takmic¢e se sa drugim mikroorganizmima kroz
proizvodnju Sirokog spektra antimikrobnih jedinjenja.

Njihova izolovana antimikrobna jedinjenja mogu biti korisna za kontrolu
fitopatogenih mikroorganizama, $to dovodi do smanjenja upotrebe hemijskih biocida koji
mogu imati negativne efekte na zZivotnu sredinu.

Antimikrobna sredstva ukljucuju peptide, enzime 1 isparljiva organska jedinjenja.

Antimikrobni peptidi su izuzetno znac¢ajni za biokontrolu u poljoprivredi.
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2. KOMPOSTIRANJE

Kompostiranje je kontrolisani, bioloski, aerobni proces transformacije i stabilizacije

¢vrstog organskog otpada mikroorganizmima, u cilju dobijanja proizvoda — komposta, u

kojoj je organska komponenta delimi¢no mineralizovana i humificirana. To je metod za

reciklazu raznih organskih nus produkata pri ¢emu nastaje hemijski stabilan materijal, koji

moze da se koristi kao izvor hranljivih materija i za poboljsanje strukture zemljista (Castaldi i

sar., 2005).

Kompost dobijen iz obrade agroindustrijskog otpada je pouzdaniji zato §to potice od

unapred izabranog materijala sa definisanim sastavom.

Kompostiranje se moze izvesti na razli¢ite nacine. Prema U.S. Composting Council

(1997) postoji 5 razli¢itih tehnologija kompostiranja (Thompson, 2001):

kompostni materijal je nezasti¢en od atmosferskih uticaja, sakupljen na obi¢nu
gomilu, pasivan proces bez prevrtanja i mesanja gomile, bez podesavanja C / N
odnosa, stepena aeracije, pH vrednosti, vlaznosti i temperature, a vreme
kompostiranja je 12—14 meseci;

kompostni materijal je nezasSti¢en od atmosferskih uticaja, pravilno postavljen
u dugackim naslagama nalik na nasipe, aktivan proces sa prevrtanjem i
meSanjem kompostne mase, s konvektivnom aeracijom, s pocetnim
podesavanjem C / N odnosa, kontrolom vlaznosti i temperature, a vreme
kompostiranja je 2—-12 meseci;

kompostni materijal je zaSti¢en od atmosferskih uticaja (prekrivanjem ili na
drugi nacin), sakupljen je na gomile ili se nalazi u tunelskim prostorima,
aktivan proces sa staticnom strukturom kompostne mase, s aeracijom, s
pocetnim podeSavanjem C / N odnosa, kontrolom vlaznosti, meSanjem i
dodavanjem vode, kontrolom temperature, uduvavanjem vazduha, a vreme
kompostiranja je 2—6 meseci;

kompostni materijal je zasticen od atmosferskih uticaja (prekrivanjem ili na drugi
nacin), postavljen je u dugacke ogradene (betonirane, zidane, oblozene) prostore
nalik na rovove ili bazene, aktivan proces sa prevrtanjem kompostne mase, S
mehani¢kim prozracivanjem, s pocetnim podesavanjem C / N odnosa, kontrolom
vlaznosti, meSanjem i dodavanjem vode, kontrolom temperature, uduvavanjem

vazduha, a vreme kompostiranja je 2-5 meseci;
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e kompostni materijal je zaSticen od atmosferskih uticaja, postavljen je u
zatvorene tunele ili komore, aktivan proces sa prevrtanjem kompostne mase, s
pocetnim podesSavanjem C / N odnosa, kontrolom vlaznosti, meSanjem i
dodavanjem vode, kontrolom temperature, uduvavanjem vazduha, a vreme

kompostiranja je 2—4 meseca.

Na slici 2.1 prikazana je uopsStena Sema procesa kompostiranja.

MIKROORGANIZMI
VobpA KiseoNik
v
Organska materija
BRZO UGL‘IE'NI, HIDRATI
SECERI
PROTEINI
MAsSTI
BRZINA PRODUKTI
RAZGRADNIE HEMICELULOZA - RAZGRADNJE
CELULOZA
LIGNIN COz
SPORO v Mineralna materija H.0
A 4
KomposT TopLoTA

Slika 2.1. Sema procesa kompostiranja

Proces kompostiranja obuhvata tri faze:
e inicijalna faza (mezofilna),
o faza porasta temperature (termofilna faza),

e faza hladenja i sazrevanja.

Tokom prve faze kompostiranja dolazi do povecanja temperature i do oslobadanja
CO,. Podloga se smanjuje usled degradacije Secera i belancevina pod uticajem mezofilnih
mikroorganizama (Hellmann i sar., 1997; Schloss i sar., 2003; Zeng i sar., 2011).

U drugoj fazi, termofilnoj, dolazi do poveéanja temperature u kompostu iznad 40 °C i
mezofilni mikroorganizmi su zamenjeni termofilnim (Pedro i sar., 2003). Na temperaturi

iznad 55 °C uniStavaju se mnogi mikroorganizmi koji mogu biti humani ili biljni patogeni.
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Temperature preko 65 °C ubijaju mnoge oblike mikroorganizama, ubrzavaju razgradnju
proteina, masti i sloZzenih ugljenih hidrata poput celuloze i hemiceluloze koji su glavni
strukturni molekuli u biljkama.

Treca faza po€inje sa smanjenjem temperature i rashladivanjem kompostne gomile i
mezofilni mikroorganizmi se ponovo javljaju u kona¢noj fazi sazrevanja preostale organske materije.

Opstanak mezofilnih bakterija u kompostiranju velikih koli¢ina biljnog otpada mozZe biti
pod znakom pitanja zbog potencijalne termofilne faze razvoja. Medutim, istrazivanja LOpez-
Gonzéleza i sar. (2015), pokazala su da ve¢ina mezofilnih mikroorganizama mogu da prezive
termofilnu fazu i ¢im temperatura opadne, ove bakterije po¢inju opet aktivno da rastu. Stavise u
fazi hladenja termofilni mikroorganizmi nestaju, a mezofilni nastavljaju razgradnju polimernih
komponenata koje nisu razgradene u biooksidativnoj fazi. Vredi napomenuti da neki sojevi koji

su kori$¢eni u ovom radu Se mogu naéi i u kompostu istrazivaca LOpez-Gonzalez i sar. (2015).

2.1. Parametri za pracenje napredovanja u procesu kompostiranja

Kompostiranje je prioritetan ekoloski metod kojim se organski otpad svodi na
organsko dubrivo. U toku procesa kompostiranja na kvalitet i stabilnost komposta uticu
razli¢iti parametri. Glavni faktori u kontroli kompostiranja su parametri okoline (temperatura,
vlaznost, pH, aeracija) i parametri podloge (C / N odnos, veli¢ina ¢estice i sadrzaj hranljivih
materija). Svi prirodni organski materijali s vremenom se razloze. Pod prirodnim uslovima,
proces razlaganja moze da traje od nekoliko meseci do godinu dana pa i viSe, u zavisnosti od
klimatskih uslova. Medutim, prirodni proces se moze ubrzati tako $to se kontroliSu pojedini
faktori procesa. Istrazivanjima su izdvojeni vazniji faktori:

e temperatura,

sadrzaj vlage,

e aeracija,

e odnos ugljenika prema azotu (C / N),

e veliCina Cestice,

®  poroznost,

e promene pH vrednosti tokom kompostiranja,
e hranljivi elementi,

e  prisustvo i uticaj mikroorganizama.
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2.1.1. Temperatura

Temperatura je osnovni parametar za kompostiranje. Male varijacije u temperaturi
u vlaznosti, pH ili C / N odnosa. Termofilna aktivnost je najveé¢a izmedu 50 °C i 60 °C.
(Schulze, 1962).

Do porasta temperature tokom procesa kompostiranja dolazi usled odigravanja
egzotermnih reakcija povezanih sa respiratornim metabolizmom mikroorganizama. Postoji
uzajamni odnos izmedu temperature i kiseonika koji se utrosi. Sto je visa temperatura, veca je
potro$nja kiseonika, pa je time i razlaganje brze. Povecanje temperature, koje nastaje kao
rezultat mikrobioloSke aktivnosti, moze se primetiti u roku od nekoliko sati posle formiranja
gomile. Temperatura gomile izmedu 32 °C i 60 °C ukazuje na brzi proces kompostiranja.
Temperatura iznad 60 °C smanjuje aktivnost mnogih korisnih organizama. Prema tome,
optimalni raspon za kompostiranje je od 32 °C do 60 °C. Temperatura kompostnog materijala
karakteristicno prati tok brzog povecéanja izmedu 55 °C i 60 °C i ostaje tako visoka, blizu
termofilnog nivoa, nekoliko nedelja. Temperatura postepeno pada na vrednost temperature
vazduha okoline. Rast i pad temperature tokom procesa kompostiranja zavise od materijala
koji se kompostira, od metoda kompostiranja i od raspolozivosti vode koja isparavanjem

hladi materijal koji se kompostira (Risti¢ i Vukovié, 2006).

2.1.2. Sadrzaj vlage

Vlaga je kljuéni faktor koji utice na mikrobiolosku aktivnost (Anastasi i sar., 2005).
Optimalni sadrzaj vlage je izmedu 50% i 70% (Crawford, 1983).

Vlaga u kompostnoj masi ima vaznu ulogu za metabolizam mikroorganizama, a
indirektno ucestvuje u snabdevanju materijala kiseonikom. Mikroorganizmi mogu da koriste
samo one organske molekule koji su rastvoreni u vodi. SadrZaj vlage izmedu 40% 1 60%
obezbeduje odgovarajucu vlaznost bez sprecavanja aeracije.

Ako sadrzaj vlage padne ispod 40%, bakterijska aktivnost bi¢e usporena, a potpuno se
prekida ako padne ispod 15%. Sa druge strane, ako sadrzaj vlage prede 60%, dolazi do
ispiranja hranljivih elemenata, zapremina vazduha se redukuje, stvara se neprijatan miris
(zbog anaerobnih uslova) i sam proces razlaganja se usporava. Kada dode do ovakvog stanja,
gomilu treba mesati. Ovim se omoguéava normalizovanje cirkulacije vazduha, materijal

postaje rastresitiji za bolju dreniranost i vazdusno susenje. Dodavanje suvog materijala kao
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Sto je slama, strugotina ili zreli kompost moZze, takode, popraviti ovaj problem sa
prekomernom vlagom.

Ako je gomila isuviSe suva, potrebno je dodati vodu. Mnogo efikasnija praksa je
mesati gomilu 1 ponovo navlaziti materijal. Izvesni materijali odbijaju vodu ili je apsorbuju
samo svojom povrsinom. Optimalan sadrzaj vlage sirovog materijala treba da bude u rasponu
od 50% do 60%, u zavisnosti od veli¢ine Cestica, raspolozivih hranljivih elemenata i fizi€kih

karakteristika.

2.1.3. Aeracija

Aeracija se definiSe kao najvazniji faktor u sistemu kompostiranja. Aeracijom se
postize obogacivanje svezim vazduhom centra kompostne gomile, gde nedostaje kiseonik.
Brzo aerobno razlaganje deSava se samo uz prisustvo dovoljne koli¢ine kiseonika. Aera-
cija se vrsi prirodnim putem kada se vazduh zagrejan aktivno$éu mikroba dize kroz
gomilu, a njega zamenjuje nesto hladniji svez vazduh iz okoline. Inicijalno meSanje
materijala obi¢no unosi dovoljno vazduha za pocetak kompostiranja. Potrebe za
kiseonikom su vece prvih nekoliko nedelja. Na kretanje vazduha kroz kompostnu gomilu
uti¢u poroznost i vlaznost materijala. Ukoliko se gomila meSa, prevrée, dolazi do
pojacCane aeracije u kompostnoj gomili, a time i ve¢e mikrobioloSke aktivnosti §to dovodi

do Zeljenog cilja — brzeg kompostiranja (Thompson, 2001).

2.1.4. Odnos ugljenika prema azotu (C / N)

Ugljenik i1 azot su sastavni delovi organskog otpada koji mogu lako da poremete proces
kompostiranja ako se nalaze u nedovoljnim ili prekomernim koli¢inama ili pak, kada je odnos
C / N nepovoljan. Mikroorganizmi u kompostu koriste ugljenik kao energetski izvor, dok azot
koriste za sintezu proteina. Odnos ova dva elementa u organskom otpadu treba priblizno da
bude 30 delova ugljenika prema 1 delu azota. Optimalan C / N odnos kompostne mase treba da
bude od 20:1 do 35:1 (Hubbe i sar., 2010). C / N odnos veé¢i od ove vrednosti usporava
razgradnju organske materije. A manji od optimalne dovodi do gubitka azota. Cetinarska $uska,
strugotina i slama su dobar izvor ugljenika. Ukoliko se odrzava stalan C / N odnos 30:1,
mikroorganizmi mogu da razloze organski materijal vrlo brzo. Pri visokom C / N odnosu
sadrzaj azota je mali i razlaganje se usporava. Sa druge strane, pri niskom C / N odnosu,

sadrzaj azota je visok i on ¢e najverovatnije da se izgubi u atmosferi u formi amonija¢nog
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gasa. Ovo obi¢no dovodi do problema sa neprijatnim mirisom. Vecina materijala za
kompostiranje nema ovaj idealan C / N odnos od 30:1, tako da se moraju mesati razli¢iti
materijali da bi se on postigao.

Opste je poznato da krupni, osuSeni materijal sadrzi vrlo malo azota. Na primer,
drveni otpadni materijali su sa visokim sadrzajem ugljenika. Sa druge strane, zeleni materijal,
kao Sto su liS¢e 1 stajnjak, sadrzi relativno visok sadrZaj azota. Pravilno meSanje ugljenika 1
azota pomaze da se obezbede dovoljno visoke temperature kompostiranja kako bi proces
mogao efikasno da se odvija. MeSanje materijala, da bi se postigao radni C / N odnos,
predstavlja vestinu u kompostiranju.

Kako kompostiranje odmice, C / N odnos se postepeno smanjuje od 30 : 1 do 10-15: 1
za gotov proizvod (Rashad i sar., 2010.) Ovo se deSava kao posledica razgradnje organskih
jedinjenja od strane mikroorganizama, gde se dve treCine ugljenika izbacuje kao
ugljendioksid. Preostala trecina se ugraduje zajedno sa azotom u ¢elije mikroorganizama, a
kasnije oslobada za dalju upotrebu nakon smrti ¢elije. Iako je dostizanje C/ N odnosa od oko
30:1 glavni cilj u planiranju operacije kompostiranja, ovaj odnos je potrebno prilagoditi kada
je u pitanju biodostupnost hranljivih elemenata u materijalu. Ve¢i deo azota u razgradivim
materijama je lako dostupan. Jedan deo ugljenika, medutim, moze biti vezan u jedinjenjima

koja su visoko rezistentna bioloskoj degradaciji.

2.1.5. Veli¢ina Cestice

Optimalna stopa veli¢ine Cestice je u opsegu 1,25-5 cm (Choi, 1999; Nakasaki i sar.,
1993). Relativno mala pocetna veli¢ina Cestice pomaze brzu razgradnju pruzajuéi vecu
povr$inu za mikrobnu aktivnost (Das i sar., 1996). Medutim ukoliko je veliina Cestice
premala dolazi do inhibicije cirkulacije vazduha kroz gomilu, smanjuje se slobodan vazdusni
prostor u sistemu i smanjuje se difuzija kiseonika (Haug i sar., 1993).

Mikrobioloska aktivnost se odvija na povrsini ¢estica materijala koji se kompostira.
PovrSina materijala koji se kompostira moze biti povecana seckanjem na manje delove.
Povecavanjem povrSine omogucava se mikroorganizmima da razgrade viSe materijala, da se
brze razmnoZavaju i stvore veéu toplotu. Sto vise ima manjih &estica, veéa ée biti bioloska
aktivnost 1 brzina kompostiranja. Neke materijale, npr. strugotinu, ne treba usitnjavati. Danas
postoje razli¢iti uredaji koji mogu da samelju ili iseckaju kompostni materijal pre

deponovanja na gomilu za kompostiranje.
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2.1.6. Poroznost

Poroznost se odnosi na prostor izmedu Cestica u kompostnoj gomili. Ako materijal
nije zasi¢en vodom, ovi prostori su delimi¢no ispunjeni vazduhom koji snabdeva kiseonikom
organizme razlagace. Ako dode do zasi¢enosti kompostne gomile vodom, smanjuje se prostor

za vazduh a time dolazi do usporavanja procesa kompostiranja.

2.1.7. Promene pH vrednosti tokom kompostiranja

Kompostiranje moze da se efikasno sprovodi pri razlicitim pH vrednostima, a da se
ozbiljno ne ugrozi proces. Optimalna pH vrednost za mikrobnu aktivnost je izmedu 6,5 1 8,0
(Christian i sar., 1997).

Sam proces kompostiranja dovodi do velikih promena u materijalu pri razlaganju
organske materije koje su pra¢ene i promenama u pH vrednostima. Na primer, oslobadanje
organskih kiselina moZe privremeno ili lokalno da snizi pH, a time i poveca kiselost. S
druge strane, proizvodnja amonijaka iz azotnih jedinjenja moze prouzrokovati oslobadanje
neprijatnih mirisa, takode se povecava pH, tj. alkalnost materijala tokom pocetnih
stadijuma kompostiranja, §to moze da poboljSa proces jer je u alkalnoj sredini kontrolisan
rast patogenih gljivica koje vole kisele uslove rasta (Saidi i sar., 2008). Ali bez obzira na
merenja pH vrednosti u pocetnom materijalu, krajnji proizvod — kompost ¢e uvek biti sa

stabilnim pH, koji je neutralan.

2.1.8. Hranljivi elementi

Odgovaraju¢i nivoi fosfora i kalijuma takode su vazni za proces kompostiranja i
normalno se nalaze u poljoprivrednim organskim ostacima, naro€ito u stajnjaku ili u

zivotinjskim ostacima koji se mogu naci na farmama (Benito i sar., 2003).

2.2. Stabilnost i zrelost komposta

Kvalitet i stabilnost komposta u potpunosti zavisi od polaznih sirovina koje se
kompostiraju (Ranalli i sar., 2001; Benito i sar., 2003).
U toku procesa kompostiranja razli¢iti parametri, ukljucuju¢i C / N odnos,

temperatura, pH, sadrzaj vlage i prisustvo potencijalnih patogena koriste se za procenu
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kvaliteta i stabilnosti komposta (Steger i sar., 2007; Erickson i sar., 2009; Al-Turki, 2010;
Fourti i sar., 2011; Sanmanee i sar., 2011).

Procena stabilnosti komposta pre njegove upotrebe je od suStinskog znacaja za
reciklazu organskog otpada na poljoprivrednom zemljiStu. Glavni uslov za bezbedno
kori§¢enje komposta u zemljistu je stepen stabilnosti ili zrelosti komposta koji podrazumeva
stabilan sadrzaj organske materije i odsustvo fitotoksi¢nih jedinjenja, patogenih biljaka i
zivotinja. Zrelost je povezana sa potencijalnim rastom biljaka ili fitotoksi¢nost (Iannotti i sar.,
1993), a stabilnost je ¢esto u vezi sa mikrobioloskom aktivnos¢u komposta.

Zrelost komposta se odnosi na stepen razgradnje fitotoksi¢nih supstanci proizvedenih
tokom aktivne faze kompostiranja (Wu i sar., 2000). Fitotoksi¢nost i nezrelost komposta je
vezana za prisustvo organskih Kiselina, amonijaka i etilen-oksida u ranim fazama procesa
kompostiranja (Hue i sar., 1995). Kao rezultat mikrobioloske aktivnosti nastaje proizvodnja
CO; i oslobadanje toplote (Iannotti i sar., 1993; Conti i sar., 1997). Zrelost komposta
karakteriSe 1 indeks klijavosti semena u ekstraktu komposta — bioloska metoda za procenu
stepena zrelosti komposta (Iglesial-Jimenez i Perez-Garcia, 1992). Zrelost komposta odreduje
I indeks humifikacije (Inbar i sar., 1993). Fitotoksi¢nost komposta je u kasnijim fazama
procesa kompostiranja uslovljena proizvodnjom, amonijaka i etilenoksida (Mathur i sar.,
1993; Tam i Tiquia, 1994; Tiquia i sar., 2002). Test klijavosti semena je Siroko prihvacen za
ocenu fitotoksi¢nosti i stabilnosti komposta (Tiquia i sar., 1996; Zucconi i sar., 1981). Obim
fitotoksi¢nosti usled nedovoljnog kompostiranja moZe se uzeti kao pokazatelj hemijske
nestabilnosti komposta (Wu i Ma, 2001). Medutim, zbog selektivne toksi¢nosti razli¢itih
materijala za kompostiranje prema semenima razli¢itih vrsta bice potrebno da se izaberu vrste
koje su osetljive na odredeni materijal za kompostiranje i koje mogu da se koriste za procenu
stabilnosti komposta (Bernal i sar., 1998).

Fizicke karakteristike kao $to su boja, miris i temperatura su opste karakteristike o
postignutoj fazi raspadanja, ali daju malo informacija o stepenu sazrevanja. Stabilizacija
sazrevanja podrazumeva formiranje nekih huminskih materija i stepen, tj. indeks humifikacije
organske materije je opSte prihvacen kao kriterijum zrelosti. Nezreo kompost sadrzi
fitotoksi¢ne supstance kao §to su fenolne kiseline i isparljive masne kiseline, amonijak, etilen
oksid (Kirchmann i Widen, 1994).

Kalifornijski savet za kvalitet komposta (CCQC) je razvio numericki ,,Indeks zrelosti*
koji koristi standardne metode laboratorijskih ispitivanja za ocenu zrelosti komposta
(Compost Maturity Index, 2001).
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Kao pocetna tacka za procenu u CCQC Indeksa zrelosti koristi se odnos C : N.

Uzorak komposta mora imati C : N odnos jednak ili manji od 25 : 1 da bi se smatrao

dovoljno zrelim za dalje ispitivanje. Ako uzorak komposta prode taj pocetni test, onda se

Salje na dva seta testova. Testovi iz grupe A mere da li je doSlo do adekvatnog raspadanja

merenjem ugljendioksida, uvodenjem kiseonika. Testovi iz grupe B direktno mere u uzorku

potencijalne koli¢ine fitotoksi¢nih jedinjenja, kao S§to je amonijak. Ili se alternativno,

posredno oceni da li uzorak ima fitotoksi¢na jedinjenja merenjem Kklijavosti semena

(Compost Maturity Index, 2001).

Postoje tri kategorije gotovog komposta: veoma zreo, zreo i nezreo i odnose se na

komposte sa slede¢im karakteristikama koje su date u tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Kategorije komposta sa osobinama (Compost Maturity Index, 2001).

Veoma zreo

Zreo

Nezreo

Dobro osusen kompost

Osusen kompost

Neosusen kompost

Bez mirisa

Mala je verovatnoca
proizvodnje neprijatnih
mirisa

Moze proizvesti neprijatne
mirise

Nema daljeg razlaganja

Minimalan sadrzaj N

Znacajan sadrzaj N

Bez potencijalne toksi¢nosti

Mala potencijalna toksi¢nost

Visoka potencijalna
toksicnost

Na osnovu prethodnih osobina 1 u zavisnosti od kategorije, kompost moze da se

iskoristi za razliCite namene koje su date u sledecoj tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Finalne upotrebe komposta na osnovu Indeksa zrelosti (Compost Maturity Index,

2001).

Veoma zreo

Zreo

Nezreo

ZemljiSte za uzgoj biljaka u
saksijama

U polju (pasnjaci, seno)

Poboljsanje osobina jalovih
zemljiSta

Alternativni gornji sloj tla

U vinogradima

Dodatak organskih materija
osiromasSenim zemljiStima

Prekrivanje busenja trave

Prekrivanje redova useva

Sirovina za nov kompost
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2.3. Izvori i oblici ugljenika u zemljiStu

Zemljiste sadrzi veliki izvor organskih materija, od prostih Secera pa sve do
kompleksnih ugljenih hidrata, proteina, masti, voskova i organskih kiselina.

U zemljistu mogu biti prisutna tri osnovna oblika ugljenika:

e elementarni ugljenik,

e neorganski ugljenik,

e organski ugljenik.

2.4. Ugljeni hidrati u biljnom materijalu

Lignoceluloza je glavni strukturni materijal biljnih organa. Na nano nivou,
lignoceluloza je kompozitni materijal koji se sastoji od tri kompleksna biopolimera, od
kristalnih vlakana celuloze koja su povezana sa hemicelulozom (uglavnom ksilanom),
ugradenih u ligninu, slozenom i heterogenom fenolnom makromolekulu. Pektinske
supstance spadaju u poliuronide koji se nalaze u rastvornom ili nerastvornom obliku skoro

u svim biljkama.

2.4.1. Struktura i uloga celuloze

Struktura lignoceluloze ima vaznu ulogu tokom kompostiranja biljnog otpada posto
je sastavni deo biljnih ¢elija. Vecina poljoprivredne lignocelulozne biomase se sastoji od
10-25% lignina, 20—-30% hemiceluloze i 40-50% celuloze (Anwar i sar., 2014).

Prisustvo lignina ¢ini celulozne materijale otpornije na biodegradaciju. Lignin je
trodimenzionalan polimer koji se sastoji od supstituisanih fenilpropanskih jedinica povezanih
preko razlicitih tipova veze. Lignin peroksidaza je enzim koji razgraduje lignin i klasifikuje
se kao fenoloksidaza. Razli¢ite vrste gljiva igraju razli¢ite uloge u degradaciji biomase.
Basidiomycetes su najefikasniji degradatori lignoceluloznog materijala. Gljive bele trulezi su
najefikasniji degradatori lignina. Gljive braon trulezi (porodica Basidiomycetes), koje
uglavnom razgraduju polisaharidne komponente drveta, mogu ubrzati propadanje lignina
stvaranjem kanala u biomasi kroz reakcije hidroksilacije i demetilacije.

Celuloza (slika 2.2) je najrasprostranjeniji prirodni polisaharid koji predstavlja

osnovnu supstancu zidova celija biljaka. Ima veliku moguénost koriS¢enja kao obnovljivi
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izvor ugljenjih hidrata, za proizvodnju bioloskih proizvoda i bioenergije (Rubin, 2008). Tako
se u drvetu nalazi oko 50% celuloze, cementirane ligninom. Pamucno vlakno je skoro Cista

celuloza (90% do 99%).

CH20H CHy OH
0 H
H
OH H
OH
H OH

Slika 2.2. Sematski prikaz celuloze

(http://www.rsc.org/Education/Teachers/Resources/cfb/carbohydrates.htm.)

Molekuli celuloze su linearni polimeri koji se sastoje od jedinica D-glukoze
medusobno povezanih 3-1,4-glikozidnim vezama (Zhang i sar., 2006; Zhang i sar., 2004).

Parcijalnom hidrolizom polisaharida celuloze pod dejstvom enzima celulaze nastaje
celobioza, osnovna jedinica celuloze. Molekul celobioze ¢ine dva molekula D-glukoze
povezana B-glikozidnom vezom.

Molekuli celuloze se javljaju u obliku dugih nizova pri ¢emu se vise njih reda
paralelno i povezuje stvaranjem mnogobrojnih vodoni¢nih veza i van der Valsovih sila. U
celuloznom vlaknu se naizmeni¢no redaju pravilni, kristalni delovi, sa amorfnim. Kristalni
delovi daju veliku mehani¢ku évrstinu i nerastvornost vlakana, dok do bubrenja i reakcione
sposobnosti dolazi usled prisustva amorfnih delova niza.Molekul celuloze je veoma stabilan
sa vremenom polu-zivota od nekoliko miliona godina za spontano razlaganje usled raskidanja
B-glikozidnih veza, sto potvrduje da se u prirodi degradacija celuloze odvija pod dejstvom

enzima (Zhang i sar., 2006).

2.4.2. Uloga hemiceluloze

Hemiceluloze spadaju u heteropolisaharide jer su sacinjene od raznih monosaharida.
One kod biljaka prate celulozu. Za razliku od nje one lakse podlezu hidrolizi, pri ¢emu
nastaju D-galaktoza, D-ksiloza, D-arabinoza, uronske Kiseline, a ponekad i D-manoza i D-
glukoza. U zavisnosti od sastava, nose razli¢ite nazive (manani, galaktani, ksilani, arabani,
itd.). U svakoj od tih vrsta hemiceluloze nalaze se razni monosaharidi ali oni koji preovladuju
daju naziv (Pileti¢ i Mili¢, 1989).
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2.4.3. Pektinske supstance

Glavni monosaharid koji ulazi u sastav pektinskih supstanci je D-galakturonska
kiselina, dok se u manjim koli¢inama nalaze i neki drugi monosaharidi (L-arabinoza,
D-galaktoza).

Rastvori pektinskih supstanci imaju izrazita koloidna svojstva.

U danasnje vreme su poznati neki enzimi koji deluju na pektinske supstance i
razlazu glikozidne veze izmedu ostataka D-galakturonske kiseline. Smesa pektolitickih
enzima se proizvodi u industrijskom obimu i sluZi za bistrenje voénih sokova i vina (Pileti¢

i Mili¢, 1989).

2.5. Enzimska aktivnost kao parametar pracenja procesa kompostiranja

U oksidoreduktaze spada veliki broj enzima, koji katalizuju oksidacije razlicitih
organskih jedinjenja. Njihova uloga u metabolizmu i u tehnologiji je veoma vazna, jer iz
oksido-redukcionih procesa zivi organizmi dobijaju energiju za zadovoljavanje svojih
vitalnih i drugih potreba, energiju za svoju egzistenciju.

Prema vrsti jedinjenja koje se oksidiSe, oksidoreduktaze se dele na nekoliko pod-
grupa u zavisnosti na koju funkcionalnu grupu deluju (alkoholnu, aldehidnu ili keto, amino
primarnu i sekundarnu) ili koje deluju na redukovane NAD ili NADP kao davaoce, itd.

Svi enzimi ove grupe sadrze koenzim ili prostetsku grupu, koja u toku oksido-
redukcije prima ili daje vodonikove atome ili elektrone. Dok je broj enzima ove grupe veliki,
samo nekoliko koenzima i prostetskih grupa ucestvuju u oksidativnim procesima. Znaci,

razli¢iti enzimi imaju iste koenzime (Kendereski, 1986).

2.5.1. Nikotinamid-nukleotid-oksidoreduktaze (Piridin-dehidrogenaze)

U grupu piridin-dehidrogenaza ili oksidoreduktaza sa NAD® i NADP® kao
akceptorima vodonika spada veliki broj enzima koji reaguju sa raznim organskim je-
dinjenjima od kojih oduzimaju vodonik, koji time ujedno i aktiviraju. Pojam aktivacije
vodonika uveo je u biohemiju Wieland.

Dehidrogenaze su takvi enzimi, koji deluju na odredene atome vodonika unutar nekog
organskog molekula i osposobljavaju ih za prenos na akceptore — druge organske molekule, koji

se pri tome redukuju. Supstrati, koji otpustaju vodonik i elektrone, oksidiSu se. Posto je izvrSena
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primopredaja vodonika, oksidisani metabolit i redukovani prenosilac odvajaju se od dehidro-

genaze i dehidrogenaza se oslobada za novu reakciju (Kendereski, 1986).

2.5.2. L-glutamat: NAD (P)*-oksidoreduktaza ili glutamat-dehidrogenaza (NAD P")

To je enzim, koji deluje na granici metabolizma belancevina i ugljenih hidrata.
Katalizuje pretvaranje L-glutaminske u odgovaraju¢u iminokiselinu; posle te reakcije
iminokiselina se spontano hidrolizuje i pretvara u odgovarajucu alfa-ketokiselinu i amonijak
(slika 2.3) (Kendereski, 1986):

(I:OOH (|300H (]ZOOH (fOOH

CH, CH, CH, CH,

(fH; +NADP* = (I:H2 +NADP-H,; (:1H2 +H,0 = (:;H, + NH,3

CH - NH, C=NH C=NH Cco

CIOOH CIZOOH (i:OOH (l.‘OOH
L-glutaminska Iminokiselina Alfa ketoglutarna kiselina

Slika 2.3. Reakcija NADP™ sa L-glutaminskom kiselinom

U ovom enzimskom sistemu mogu kao aktivna grupa da uéestvuju i NAD i NADP. |
prvi i drugi deo reakcije su reverzibilni. U prisustvu dehidrogenaze amonijak moze reduktivnom
amincijom da prevede alfa-ketoglutarnu kiselinu u L-glutaminsku kiselinu. Ova reakcija ima vrlo
veliki fizioloski znacaj, jer zahvaljujuci upravo njoj u mikroorganizmima i u biljnom svetu vrsi se
asimilacija amonijaka. To su glavna vrata kroz koja neorganski azot, iz zemlje prelazi u biljna
tkiva, ulazi u sastav glutaminske kiseline i dalje se zatim inkorporira u druge aminokiseline i
belancevine (Kendereski, 1986).

2.5.3. Aktivnost dehidrogenaze u zemljiStu

Od svih enzima u zemljistu dehidrogenaze su jedne od najvaznijih, a koriste se kao
pokazatelj ukupne mikrobioloske aktivnosti zemljista (Quilchano i Maranon, 2002; Gu i sar.,
2009; Salazar i sar., 2011).

Dehidrogenaze igraju znacajnu ulogu u bioloskoj oksidaciji organskih materija za
prenos vodonika iz organskih supstrata na neorganski akceptor. Atomi vodonika su ukljuceni

u reduktivnim procesima biosinteze (Wolinska i Stepniewska, 2012).
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Dehidrogenaze su osnovni deo enzimskog sistema svih zivih mikroorganizama. Sluze
kao indikator mikrobioloskog redoks-sistema i mogu se smatrati kao dobra mera

mikrobioloske oksidativne aktivnosti u zemljistu (Benito i sar., 2003).

2.5.4. Faktori stimulacije aktivnosti dehidrogenaze

Najvazniji faktori koji stimuliSu aktivnost dehidrogenaze su:
e Vlaznost zemljista

e Acracija zemljista

e Sadrzaj organske materije

e pH vrednost zemljista

e Temperatura

e Uticaj doba godine na aktivnost dehidrogenaze

e Vlaznost zemljista

Vlaznost zemljiSta snazno uti¢e na mikrobnu aktivnost zemljiSta. Enzimska aktivnost
dehidrogenaze je veca ukoliko je veca i vlaznost zemljista. Najveci stres za mikroorganizme
zemljista je suSa. Pokazano je u brojnim studijama da na aktivnost dehidrogenaze znacajno
uti¢e sadrzaj vode i da ona pada sa smanjenjem vlaznosti zemljiSta. Primeceno je da su vise

vrednosti dehidrogenaze u poplavljenim zemljiStima (Zhao i sar., 2010; Weaver i sar., 2012).

e Aecracija zemljiSta

Brzina difuzije kiseonika se obi¢no smatra najkriti¢nijim regulatorom mikrobioloske
aktivnosti. Pretpostavlja se da smanjenje sadrzaja vlage u zemljiStu prouzrokuje povecanje
brzine difuzije kiseonika. Istrazivanjima je potvrdeno da aktivnost enzima dehidrogenaze

indirektno zavisi od aeracije zemljista (Wolinska i Bennicelli, 2010).

e SadrZaj organske materije

Neki autori su ukazali na pozitivnu korelaciju enzimske aktivnosti sa sadrZajem
organske materije. Visi nivo organske materije moze da obezbedi dovoljno podloge za vecu
mikrobnu biomasu i veéu proizvodnju enzima (Chodak i Niklinska, 2010; Moeskops i sar.,
2010).
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Mikroorganizmi ubrzavaju razgradnju organske materije, $to se ogleda u
oslobadanju CO; iz rizosfere, tako da je dehidrogenaza u pozitivnoj korelaciji sa
sadrzajem organske materije. Takode je primeceno povecanje dehidrogenaze sa vecim

brojem mikroorganizama.

e pH vrednost zemljista

Generalno enzimi imaju tendenciju da se njihova aktivnost poveéava s povecanjem
pH zemljista. Medutim, studija izvedena po (Wlodarczyk 1 sar., 2002), ukazuje da je
maksimalna aktivnost dehidrogenaze na pH=7,1. Sli¢no je dokazano u radu (Ros i sar., 2003),
gde je optimum za delovanje dehidrogenaze zabelezen kod pH=7,6-7,8. Pretpostavlja se da
pH moze da uti¢e na nivo enzima dehidrogenaze na tri razli¢ita nacina (Shuler i Kargi, 2001):

- Promenom u jonskom obliku aktivnih mesta enzima, §to posledicno uti¢e na

aktivnost enzima i stoga na brzinu reakcije,
- Menjanjem trodimenzionalnog oblika enzima,

- Uticajem na promenu podloge za enzim.

e Temperatura

Poznato je da se brzina enzimske katalize generalno povecava sa povecanjem
temperature do nepovoljne temperature na kojoj enzim postaje denaturisan i samim tim
njegova aktivnost se smanjuje (Wolinska i Stepniewska, 2011).

U nekim istrazivanjima je pronadeno da dehidrogenaza pokazuje najvisu aktivnost na

temperaturi zemljista od 28 °C do 30 °C.

e Uticaj doba godine na aktivnost dehidrogenaze

Dehidrogenaze pripadaju enzimima koji prikazuju jake fluktuacije u svojoj
aktivnosti u zavisnosti od doba godine. Istrazivanja (Yuan i Yue, 2012), navode da je
najvisi nivo dehidrogenaze u jesen, a najnizi u zimu. Istrazivanja Wolinska i Stgpniewska,
(2011) pokazuju da je nivo dehidrogenaze najveéi u maju (96%), a vrlo visok nivo je

primecen i u julu.
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2.5.5. Faktori inhibicije dehidrogenaze

Najvazniji faktori inhibicije dehidrogenaze su:
e Dubinatla
e Dubrenje pesticidima

e Prisustvo teskih metala

e Dubinatla
Najvisi nivo dehidrogenaze je primeéen u povrsinskom sloju (od 0—20 cm), dok je u
najdubljem delu profila (od 40-60 cm) aktivnost dehidrogenaze smanjena za 95% u odnosu

na povrsinski sloj.

e Dubrenje pesticidima

Dubrenje pesticidima ima snazan negativan uticaj na aktivnost dehidrogenaze.

e  Prisustvo teskih metala

TeSki metali iako su prirodni sastojci zemljiSta, mogu imati dugoroCne Stetne
posledice na ekosistem i na bioloSke procese u zemljiStu. TeSki metali smanjuju aktivnost
enzima interakcijom sa ferment-supstrat kompleksom, denaturacijom proteina enzima ili u

interakciji sa protein aktivnim grupama.

Smanjenje enzimske aktivnosti u zemljiStu treba da se smatra nepovoljnim u smislu
plodnosti zemljiSta, jer zemljiSte dobrog kvaliteta sa visokim sadrZajem organske materije
pokazuje visoku enzimsku aktivnost.

se odnose na kvalitet 1 plodnost zemljista.

2.6. Biljni otpad nastao u toku prerade lekovitog bilja

Primarnom preradom lekovitog bilja u toku tehnoloskog procesa u Institutu za
proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢* nastaje suvi otpad u vidu krupnijeg ili sitnijeg
praska. U toku postupka ekstrakcije bilja sa rastvara¢ima: mesSavinom alkohola i vode i

meSavinom propilenglikola i vode, nastaje vlazni otpad sa krupnijim frakcijama bilja.
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Godisnje se u Institutu generise oko 26 tona suvog biljnog otpada i najmanje oko 1500 kg
vlaznog otpada nastalog u postupku ekstrakcije.

Prema definiciji, supstance biljnog porekla jesu sve biljke u celini ili delovima, u
nepreradenom, suvom ili svezem stanju, kao i odredeni eksudati koji nisu podvrgnuti
specifi¢nim postupcima prerade (Zakon o lekovima i medicinskim sredstvima br. 30/2010. i
107/2012.). Termin ,,biljne droge* je sinonim za termin ,,supstance biljnog porekla“ koji se
koristi u legislativi Evropske Unije za biljne lekove (Ph. Eur. 7.0). Biljna droga je, kako to
zahteva Ph. Eur. 7.0, precizno definisana pomocu botanickog nau¢nog imena, u skladu sa
binarnom nomenklaturom (rod, vrsta i autor)

Pod pojmom prerade biljnih sirovina podrazumevaju se tehnoloski procesi
usitnjavanja (mlevenje i seckanje), uklanjanje organskih i neorganskih necistoca,
prosejavanje, pri cemu se dobija usitnjena biljna sirovina.

Biljne sirovine prema biljnim delovima koji se koriste u procesu prerade mozemo

svrstati u nekoliko grupa:

e Cvetovi
e Listovi
e Herbe

e Plodovi
e Semena

e Koreni, rizomi
e Kore

e Ostalo (specifi¢ni i/ili kombinovani delovi biljaka)

TehnoloSka linija za seckanje 1 prosejavanje vr$i usitnjavanje biljnih sirovina 1
frakcionisanje usitnjene biljne sirovine prema definisanom zahtevu specifikacije za odredenu
biljnu sirovinu. Sastoji se od slede¢ih maSina: masine za seckanje (koncizir masina),
trakastog transportera i sejalice (slika 2.4).

Biljna sirovina doprema se ru¢nim paletarima iz magacina biljnih sirovina. Radnik-
operater stavlja biljnu sirovinu na pokretnu traku seckalice, koja ga prenosi do mesta na
kome su postavljeni nozevi. Kombinovanim kretanjem nozevi usitnjavaju biljnu sirovinu koja
se potom kosim transporterom usipa na sejalicu. Sejalica je snabdevena sistemom sita,
pomocu koje se odvajaju frakcije Zeljenog stepena usitnjenosti. Izmedu sita se izdvaja

frakcija Zeljenog stepena usitnjenosti. Sitnija frakcija (frakcija manja od 0.30 mm) koja
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prolazi kroz sito u vidu praSine se sakuplja kao biljni otpad, dok se krupnija frakcija ponovo

vraéa u proces seckanja.

& feamamamamamamamae,

Trakasti
transporter

Sejalica (11) (12)

Koncizir
masina (13)

Werijala

A
o4

O

Slika 2.4. Tehnoloska linija za seckanje i prosejavanje. Tehnoloski projekat 152/2014,

odeljenje primarne prerade Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,.Dr Josif Panci¢*

Masina za seckanje (ili koncizir maSina) je maSina za usitnjavanje biljne sirovine
rezanjem koja u svom sastavu ima kuciSte u kome su smeSteni nozevi i dva trakasta
transportera pomoc¢u kojih se usipa biljna sirovina. Trakasti transporteri su sastavljeni od
jednog duZeg transportera kojim se biljna sirovina transportuje i jednog manjeg koji ima
ulogu sabijanja biljnog materijala do usta masine. Trakasti transporteri su sistemom klinastog
remenja 1 zupcastih prenosnika povezani na motor masine za seckanje.

Transportna traka je napravljena od gume. Posto traka zbog vlaznosti, promenom
temperature i istezanja menja svoju duzinu, zatezanje se vrsi preko jednog od bubnjeva. Tako
se sprecava klizanje gume.

Kosi trakasti transporter se sastoji iz beskrajne trake namenjene transportu biljnog
materijala od koncizir maSine do sejalice, izradena je od gume sa reljefnim izgledom kako bi se
materijal zadzavao dok se kre¢e ka vrhu. Pokretanje se vrSi pomoc¢u dva bubnja, gornji bubanj
je snabdeven motorom dok je donji bubanj pokretan u svom leziStu i njime se zateze traka.

Sejalica je maSina za frakcionisanje biljne sirovine i opremljena je sistemom ravnih

sita koja osciluju u horizontalnoj ili kosoj ravni. Sito je razapeto na drveni okvir i obeseno o
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nosa¢. Osovinom, koja je vezana sa elektromotorom, ram je vezan za ekscentar koji pri
obrtanju dovodi do oscilatornih kretanja.

Usitnjavanjem biljne sirovine nastaju frakcije razli¢itih veli¢ina koje mogu da se
podele prema Ph. Jug. IV na: grubo secene droge (6 mm), polusitno secene droge (3 mm),
sitno seCene droge (2 mm), grub prasak (0,75 mm), sitan prasak (0,3 mm) i vrlo sitan
prasak (0,15 mm).

Magnetni separatori su Sastavni delovi maSine za seckanje i sejalice kojima se
uklanjaju metalne primese postavljeni na ulazu i izlazu biljnih sirovina u tehnolosku liniju.
Magnetne primese se zadrzavaju na magnetnim ploCama separatora a potom mehanicki
uklanjaju sa istih. Na ovaj nacin se $tite biljne droge od onecis¢enja i linija od kvarova.

Specificnost otpada od lekovitog bilja se ogleda u njegovom sastavu koji je
karakteristiCan zbog prisustva razli¢itih aktivnih jedinjenja, polifenola, flavonoida,

karotenoida, saponina, tanina, alkaloida i drugih jedinjenja.

2.7. Uticaj mikroorganizama na proces kompostiranja

Preduslov za formiranje komposta je ukljucivanje razli¢itih mikroorganizama u
proces kompostiranja.

Najaktivniji mikroorganizmi u procesu kompostiranja su bakterije, gljive i
aktinomicete. Ovi mikroorganizmi su prisutni u ostacima hrane, zemljiStu, 1i8¢u, otpacima
trave. Razli¢ite vrste mikroorganizama su aktivne u razli¢itim fazama kompostiranja.
Mezofilni mikroorganizmi vrSe razlaganje organske materije i povecavaju temperaturu, ¢ime
ograniCavaju uslove za sopstveni opstanak, ali istovremeno stvaraju uslove za razvoj
termofilnih populacija. Bakterije su uglavnom najbrojnije u kompostnoj gomili i razgraduju
lako dostupna jedinjenja (proteine, ugljene-hidrate). Takode, prisutne su i azotofiksirajuce
bakterije koje vezuju atmosferski azot i inkorporiraju ga u ¢elijsku masu. Gljive imaju vaznu
ulogu u kompostiranju i to u fazi suSenja komposta, posto one podnose uslove sa malo vlage
bolje nego bakterije. Takode, neke gljive imaju enzimske sisteme koji ucestvuju u razlaganju
lignina 1 hitina. Aktinomicete ucestuju u razlaganju aromati¢nih jedinjenja, steroida, fenola i
drugih sloZenih organskih molekula (Neklyudov i sar., 2006).

Organski otpad obezbeduje hranu (azot i ugljenik) neophodnu mikroorganizmima da
bi efikasno vrsili razlaganje. Toplota koja se stvara povecava temperaturu u kompostnoj

gomili do 70 °C. Ovo povecanje temperature dovodi do pojacanog isparavanja vode koja se u
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hladnijim danima moze videti kao magla koja se dize sa kompostne gomile. Priblizavanjem
procesa kraju (posle nekoliko meseci do godinu dana, a i viSe, u zavisnosti od kompostnog
materijala 1 nacina pracenja procesa) temperatura kompostne gomile se ponovo priblizava
temperaturi okolnog vazduha.

Kompostiranjem dolazi do smanjivanja zapremine kompostnog materijala. Do ove
redukcije dolazi zbog oslobadanja CO,, vode 1 drugih gasova u atmosferu. Dalje smanjivanje
dolazi sa pretvaranjem inicijalne kompostne mase u kompost, u kome ne moze da se
prepozna struktura poc¢etnog materijala. Krajnji proizvod, kompost, sastavljen je od mikro-
organizama 1 beski¢menjaka, njihovih skeleta i produkata razlaganja i organske materije koju
ovi organizmi nisu mogli da razgrade. Zreli kompost ima mnoge karakteristike humusa, koji
je organski deo zemljista.

Brzina kojom se kompost stvara kao i temperatura tokom kompostnog procesa
zavise od mnogih faktora o kojima je diskutovano ranije. Po zavrSetku kompostiranja,
kompostna gomila se smanji zapreminski za 20—60%, sadrzaj vlage je ispod 40%, a tezina
je smanjena 50%. pH vrednost dobijenog komposta je oko 7, znaci neutralna, a odnos uglje-
nika prema azotu (C / N) treba da je manji od pocetne vrednosti C / N odnosa u kompostu.
Karakteristi¢an, nepozeljan miris, koji se redovno javlja u pocetnom materijalu, menja se u
miris koji podseca na miris zemlje.

Organski supstrat, sredstva za bubrenje i aditivi koji se koriste u kompostiranju su
uglavnom izvedeni iz biljnog materijala. Lignoceluloza se sastoji od polisaharida kao §to su
celuloza, hemiceluloza i fenolnog polimera lignina. Stoga, sposobnost mikroorganizama da
asimiliraju organske materije zavisi od njihove sposobnosti da proizvedu potrebne enzime za
degradaciju komponenti materijala koji se kompostira, odnosno, celuloze, hemiceluloze i
lignina. SloZeniji supstrat, zahteva Siroki i sveobuhvatniji sistem enzima. Dejstvom
mikroorganizama, sloZena organska jedinjenja se degradiraju do manjih molekula, koji zatim
mogu biti koriS¢eni od strane mikroorganizama.

Mnogi organizmi, gljive, bakterije, beski¢menjaci kao i kiSne gliste igraju vaznu
ulogu tokom kompostiranja.

Oni konvertuju organski otpad u dragocene resurse kao Sto su biljna hraniva i
povecavaju produktivnost zemljista (Zeinhom i sar., 2010). Sitni beski¢menjaci kao $to su
grinje, stonoge, insekti, mokrice, kisSne gliste 1 puzevi primarni su agensi fizickog razlaganja.
Oni rasturaju otpad i transportuju mikroorganizme sa jednog mesta na drugo.

Brzina kojom se organski materijal razlaze zavisi od vrste razlagaca i tipa organskog

materijala koji se kompostira kao i od metoda kompostiranja.
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Razli¢iti razlagaci ,,napadaju’ razli¢it organski materijal pod razli¢itim temperaturnim
postanu nepovoljni za odredenog razlagaca, taj organizam izumire ili se premesta u mnogo
povoljniji deo gomile.

Mikroorganizmi kao §to su bakterije, gljive i aktinomicete smatraju se najveéim
razlaga¢ima 1 uzro¢nicima poviSenja temperature koja nastaje u kompostnom procesu.

Stotine vrsta gljiva su u stanju da razgraduju lignocelulozu. Uglavnom postoje tri vrste
gljiva koje Zive na ostacima drveca koje prvenstveno razgraduju jednu ili viSe komponenti
drveta. To su gljive meke trulezi (Ascomycetes i Fungi imperfecti), gljivice braon trulezi
(Basidiomicetes) i gljive bele trulezi. Ascomycetes i Fungi imperfecti mogu efikasno da razlazu
celulozu, ali razgradnja lignina tee polako i nepotpuno. Basidiomycetes generalno pokazuju
sklonost ka ugljenohidratnim komponentama drveta, dok je razgradnja lignina uglavnom
ogranic¢ena. Gljive bele trulezi sposobne su da razgraduju i lignin i celulozu. U veéini zemljista,
80% gljivicne populacije pripada rodovima Aspergillus i Penicillium. Medutim, najvise
proucavane su gljive Trichoderma i Phanerochaete (1ARI, 2013).

Celuloliticne bakterije su svuda u prirodi. Pod odgovaraju¢im uslovima bakterije
razgraduju celulozu i1 stoga mnogi bakterijski sojevi su poznati po tome da detaljno
modifikuju i rastvaraju lignocelulozne strukture. Ali njihova sposobnost da mineralizuju
lignin je ogranicena (IARI, 2013).

Sporocitophage su dominantni celulolitiéni mikroorganizmi u svim procesima
kompostiranja. Cellulomonas i Citophaga su mezofilne aerobne bakterije sposobne da
razgraduju celulozu. Vise od jedne polovine ispitanih Bacillus spp. proizvodi vancelijske
celulaze. Mezofilni aerobni i anaerobni oblici Bacillus vrsta kao $to su: B. subtilis, B.
polimyxa, B. licheniformis, B. pumilus, B. brevis, B. firmus, B. circulans, B. megaterium i B.
cereus su poznati po sposobnosti razgradnje celuloze i hemiceluloze (IARI, 2013).

Aktinomicete izolovane iz tla 1 srodnih materijala pokazuju primarnu
biodegradativnu aktivnost, lu¢e niz ekstracelularnih enzima i pokazuju sposobnost da
metaboliSu teSke (slozene) molekule. Termofilne Thermoactinomyces, Streptomyces i
Thermomonospora su prisutne u suvim, toplim zemljistima, gde su visoke koncentracije
soli i pH sredine. lako aktinomicete mogu razgraditi celulozu i modifikovati strukturu
lignina, njihova sposobnost da mineralizuju lignin je ograni¢ena. Nedavni izvestaji ukazuju
na ulogu Streptomycessp. u deligninfikaciji pirinéane slame $to je ¢ini veoma osetljivom na

degradirajuée enzime.
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2.7.1. MeSovite kulture mikroorganizama za ubrzavanje kompostiranja

lako gljive, bakterije i aktinomicete igraju jedinstvene i vazne uloge tokom
kompostiranja, meSovite kulture mikroorganizama povecavaju brzinu razgradnje
lignoceluloze zbog njihove sinergistiCke aktivnosti kroz koriS¢enje meduproizvoda
razgradnje (IARI, 2013).

Na IARI (Indian Agricultural Research Institute) u Nju Delhiju, razvijena je meSovita
kultura od cetiri gljiva na osnovu njihovog potencijala za produkciju enzima koji razgraduju
lignocelulozu. Kultura od ¢etiri gljivicne kulture koju ¢ine Aspergillus nidulans, Trichoderma
viride, Phanerochaete chrysosporium i Aspergillus avamori je koris¢ena za kompostiranje
pirinCane slame u perforiranim jamama. Prototip je razvijen za povecanje biomase gljiva
komposta od raznolikog poljoprivrednog otpada npr. pirin¢ana slama, otpad od soje, prosa,
ostataka kukuruza i stoéne hrane, slacice. Termofilne gljivicne kulture A. nidulans,
Scitalidium thermophilum i Humicola sp. su veoma efikasne u razgradnji mesanog otpada od

soje 1 pirin¢a tokom letnjih meseci (IARI, 2013).

2.7.2. Aerobni i anaerobni mikroorganizmi

Aerobni mikroorganizmi su poZeljniji za kompostiranje, u odnosu na anaerobne. Zive
u sredinama gde je nivo kiseonika veé¢i od 5%. U svezem vazduhu ima priblizno 21%
kiseonika. Ovi mikroorganizmi su mnogo povoljniji jer obezbeduju brzo i1 efikasno
kompostiranje.

Nasuprot ovim organizmima, anaerobni mikroorganizmi se razvijaju kada u
kompostnoj gomili nedostaje kiseonik. Razlaganje putem anaerobnih mikroorganizama
naziva se fermentacija. Anaerobni uslovi su nepoZeljni u kompostnoj gomili. Neki od
proizvoda anaerobnog razlaganja (vodonik-sulfid 1 drugi) stvaraju neprijatan miris. Pored
toga, anaerobnim procesom se stvaraju kiseline i alkoholi koji su Stetni za biljke.

Od svih mikroorganizama, aerobne bakterije su najvazniji inicijatori razlaganja i
porasta temperature u kompostnoj gomili. Psihrofilne bakterije su aktivnhe na nizim
temperaturama od 5 °C. Mezofilne bakterije su najaktivnije na temperaturama izmedu 10 i
15 °C, da bi na temperaturama od 50 °C i viSe, najviSe dosle do izrazaja termofilne
bakterije. Naravno, izmedu ovih grani¢nih vrednosti postoje mnogi sojevi bakterija.

Pocetna temperatura kompostne gomile je sli¢na temperaturi okolnog vazduha. Ako je

temperatura kompostne gomile niza od 21 °C, psihrofilne bakterije pocinju razlaganje.
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Njihova aktivnost stvara neznatnu toplotu i prouzrokuje poveéanje temperature kompostne
gomile koja sada pogoduje aktivnosti mezofilnih bakterija. Zahvaljujuéi aktivnosti mezofilnih
bakterija dolazi do brzeg razlaganja i povecanja temperature kompostne gomile, pa se
stvaraju uslovi za razvoj termofilnih bakterija u kompostnoj gomili. Kasnije, sa smanjivanjem
termofilnih bakterija u kompostnoj gomili, dolazi i do snizavanja temperature, tako da
mezofilne bakterije ponovo postaju dominantne.

Prednost visokih temperatura jeste u tome Sto dolazi do unisStavanja semena korova i
patogenih organizama koji prouzrokuju bolesti kod biljaka i ljudi. Sa druge strane, umerena
temperatura omogucava razvoj aerofilnih bakterija koje su najefikasniji razlagaci. Mnogi
razlagaci su uniSteni na temperaturama iznad 60 °C. Rast i pad temperature tokom procesa
kompostiranja zavise od materijala koji se kompostira, od metode kompostiranja i od

raspolozivosti vode koja isparavanjem hladi materijal koji se kompostira.

2.7.3 Koriscene vrste i karakteristike mikroorganizama

Koris¢ene vrste mikroorganizama u ovom radu su Bacillus amyloliquefaciens,

Hymenobacter sp., Paenibacillus chitinolyticus, Streptomyces sp.

2.7.3.1. Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens (slika 2.5) je bakterija koju je 1943. godine izolovao
Fukumota, kao pripadnika roda Bacillus.

Slika 2.5. Bacillus amyloliquefaciens
https://www.indiamart.com/proddetail/bacillus-amyloliquefaciens-11427341691.html
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B. amyloliquefaciens je Gram pozitivna, katalaza pozitivna, aerobna, Stapicasta
bakterija. StaniSte joj je zemlja. Formira otporne endospore kada su uslovi nepovoljni koje se
raznose sa prasinom.

Moze da raste u prisustvu 10% NacCl, a na otpatcima krompira, fermentise laktozu pri
¢emu se proizvodi kiselina.

Celije su pokretne pomoéu peritrihalnih flagela. Ovalne spore su smestene ili u
centru ili paracentralno u sporangiji koja nije naduvena. Optimalna temperatura za rast je
od 30 °C do 40 °C. Rasta nema ispod 15 °C ili iznad 50 °C. Bakterija je izolovana iz
zemljista, i pri industrijskoj fermentaciji amilaze. Koriste citrate kao izvor ugljenika (Priest
i sar., 1987).

Bacillus amyloliquefaciens proizvodi ekstracelularne:

e amilaze,
e proteaze,
e celulaze.
e Amilaze

Amilaze su enzimi koji katalizuju delimi¢nu ili potpunu hidrolizu skroba do glukoze i
oligosaharida manje molekulske mase (KneZevi¢-Jugovié¢, 1998).

Svrstavaju se u karbohidrolaze (hidrolizuju O-glikozilna jedinjenja) koje se nalaze u
podgrupi glikozidaza koje spadaju u grupu hidrolaza. Predstavnici ove grupe enzima su o-
amilaze, B-amilaze, glukoamilaze, pululanaze i izoamilaze.

Za industrijsku primenu ovih enzima od izuzetnog znacaja su temperaturni optimum i
termostabilnost enzima, pa se industrijski vazne o-amilaze dele na termostabilne i
termolabilne. Termostabilne bakterijske amilaze se koriste u deterdzentima i u prvoj fazi
hidrolize skroba — likvefakciji, koja se odvija na ekstremno visokim temperaturama, dok se
termolabilne amilaze, uglavnom iz biljaka i plesni, koriste u drugoj fazi hidrolize skroba —
saharifikaciji, ali 1 u pekarskoj, pivarskoj i slicnim industrijama. Alfa amilaza iz

B. amyloliquefaciens se ¢esto koristi pri hidrolizi skroba.
e Proteaze

Proteaze predstavljaju veliku grupu enzima koji katalizuju hidrolizu peptidne veze u

molekulima proteina i peptida pri ¢emu ih razlazu na proizvode manje molekulske mase.
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Reakcija hidrolize je reverzibilna, pa proteaze mogu, pod odredenim uslovima, da katalizuju i

povratnu reakciju sinteze peptida uz izdvajanje vode.

o Celulaze

Celulaze su grupa enzima koji Katalizuju hidrolizu B-1,4-glikozidne veze u molekulu
celuloze. Poznato je da se biljna biomasa sastoji uglavhom od tri polimera: celuloza,
hemiceluloza i lignin, pored kojih se nalazi i manje pektinskih materija. Potencijalne primene
celulaza i uopste enzima lignoceluloznog kompleksa u industriji su enormne. Jedan od
najperspektivnijih enzimskih procesa je hidroliza biljne biomase pomocu celulaza u cilju
dobijanja glukoze koja se moze koristiti direktno kao proizvod za Zivotinjsku i humanu
primenu ili kao polazna sirovina za proizvodnju etanola, metanola, butanola, aminokiselina,
organskih kiselina, biogoriva i mnogih drugih korisnih proizvoda.

Celulaze su multienzimski kompleks koji se sastoji od tri razlicita enzima (Xu i sar.,
2007; Tebeka i sar., 2009) i to:

e endoglukanaze ili celulaze u uzem smislu (endo -1,4-D-glukan glukanohidrolaze),

e egzoglukanaze ili celobiohidrolaze (B-1,4-D-glukan celobiohidrolaze) i

e B-glukozidaze ili celobiaze (B-D-glukozid glukohidrolaze).

Celulaze imaju malu primenu u prehrambenoj industriji uglavnom zbog nedostatka
aktivnog enzimskog preparata koji bi se proizvodio ekstracelularno na ekonomican nacin.
Koriste se u pekarstvu, proizvodnji piva, sokova, preradi voca 1 povréa.

Upotrebom celulaza pored pektinaza u tehnoloskim procesima proizvodnje vina ili
sokova iz juznog voca povecava se koli¢ina, kvalitet i1 stabilnost proizvoda. Upotrebom ovih
enzima u vinarstvu olakSava se i povecava brzina filtracije. Moze se spomenuti i njihova
primena, uz fosfolipaze i lipaze, za dobijanje ulja iz maslina, palminih kostica i drugih.

Bacillus amyloliquefaciens sintetizuje antibiotik barnase. Barnase je bakterijski
protein Kkoji se sastoji od 110 amino kiselina koje ispoljavaju ribonukleaznu aktivnost. Sam
antibiotik je letalan za ¢eliju kada nije prisutan njegov inhibitor barstar. Inhibitor se vezuje
za ribonukleazni centar, i time spre¢ava oStec¢enja cCelijske RNK koje bi izazvao barnase,.
Barnase ne poseduje disulfidne veze, niti zahteva divalentne katjone, niti nepeptidne

komponente da bi se vezao (Buckle i sar., 1994).
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2.7.3.2. Hymenobacter sp.

Rod Hymenobacter se sastoji od obligantnih aeroba, crveno pigmentisanin Gram
negativnih bakterija. Crveni pigment potic¢e od karotenoida.
Bakterije su izolovane iz razli¢itih okruzenja, iz Antarktika, Mediterana, iz vazduha,

iz ozraCenog mesa (Aharon, 2006).

Slika 2.6. Hymenobacter psychrotolerans

S obzirom da Hymenobacter rodovi zive u suvom i hladnom okruzenju, adaptirane su
na stresan Zivot.

Celije su $tapicastog oblika, ne formiraju spore, produkuju u vodi rastvoran blago
ruziGasti pigment (slika 2.6). Celije nisu pokretne. Rastu u prisustvu 0-0,15% NaCl, pH=5-10,
(optimalni 7) i na temperaturi od 4-28 °C (optimalna 18 °C).

One su oksidaza i katalaza pozitivne, redukuju nitrate, bez stvaranja gasa. Ne
produkuju indol iz triptofana. Osetljive na bacitracin, hloramfenikol, eritromicin, gentamicin,
kanamicin, penicilin G, vankomicin.

Razgranate masne kiseline dominiraju u membranama Hymenobacter vrsta, ali su
fosforilizovane grupe neindeintifikovane (Aharon, 2006).

Najznacajnija morfoloSka karakteristika Hymenobacter sp. jeste njihova crvena boja,
koja je posledica prisustva karotenoida.

Karotenoidi pripadaju grupi izoprenoida, koje proizvode mnoge bakterije, gljive, i
fotosintetske eukariote. Karotenoidi se formiraju postepenom kondenzacijom 5 izoprena,

monomer koga proizvode mnogi mikroorganizmi, za biosintezu razliCitih steroida, i
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hopanoida, lipida, izoprenoidnih hinona, mnogih sekundarnih metabolita, i ostalih manje
poznatih jedinjenja (Aharon, 2006).

Karotenoidi imaju razli¢ite uloge zavisno od tipa karotenoida, organizma, i Celijske
strukture. Najbolje su izu¢ena njihova antioksidativna svojstva, koja su rezultat delokalizacije

dvostruke veze, koja §titi lipidne membrane i proteine (Aharon, 2006).

2.7.3.3. Paenibacillus chitinolyticus

Paenibacillus je relativno nov rod. Naime, detaljnijim ispitivanjima, rod Bacillus je
podeljen u 12 rodova, medu kojima se nasao i Paenibacillus tek od 90-ih godina XX veka.

Metode identifikacije bakterija ¢esto ukljucuju ispitivanje morfoloskih i fizioloskih
karakteristika, analizu metilestara masnih kiselina, analizu i molekularne tehnike bazirane na
istrazivanju specificnih prajmera. Parcijalno sekvencioniranje pomocu 16S TrRNK
kodiraju¢eg gena se koristi u detaljnijem ispitivanju razliitosti ova dva roda. Komparativna
16S rRNK analiza sekvence pokazuje da ovi mikroorganizmi predstavljaju filogenetski
drugaciju grupu i dokazuje samo veliku povezanost sa Bacillus subtilis (Ash i sar., 1991).

(13 b4

Naziv ovog roda poti¢e od re€i ,paene“, sto na latinskom znaci ,,skoro*, dakle,
bukvalan naziv je ,,skoro bacilus®.

Prirodno se nalaze u rizosferi i na korenu plodonosnih biljaka kao $to su pSenica,
kukuruz, jeCam, SeCerna trska, na drvecu kao $to je bor i na naslagama ispod mora (Lal,
2009).

Rod Paenibacillus sadrzi mnostvo vrsta za koje je poznato da podsticu rast biljaka
ukljucujuéi kukuruz, tikvu (Flrnkranz i sar., 2012), rizu (de Souza i sar., 2014) i mnoge
druge. Kao i druge bakterije koje podsti¢u rast, oni to postizu kroz razli¢ite aspekte. Uticu
direktno na rast biljaka proizvode¢i indol-3-sir¢etnu kiselinu (IAA) 1 druge auksin
fitohormone, rastvaranjem nepristupacnog fosfora u obliku koji moze biti unet u koren biljke,
a neke vrste mogu vezati atmosferski azot. Pored toga, Paenibacillus pomaze u kontroli
fitopatogena izazivanjem indukovane sistemske rezistencije (ISR) i/ili proizvodnjom
razli¢itih biocidnih supstanci.

Celije su Gram pozitivne, aerobne, pokretne, pojavljuju se same ili u paru. Elipsoidne
spore se formiraju u nadutoj sporangiji. Kolonije na agaru nisu pigmentisane, glatke su,
okrugle. Rastu u opsegu 28-30 °C, minimum od 5-10 °C, maksimum 35-40 °C. Do rasta
dolazi na pH=5,6-5,7, sa 3% NaCl (Kuroshima i sar., 1996).
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Paenibacillus vrste su oksidaza negativne, ne redukuju nitrate u nitrite, hidrolizuju
alginate, dok beta glukane ne. Iz Secera produkuju kiseline. Izolovani su iz zemlje
(Kuroshima i sar., 1996).

Paenibacillus chitinolyticus sintetizuje enzim hitinazu. Kao i celuloza, hitin pripada grupi
biopolimera koji su relativno rezistentni na degradaciju.

Hitinaze pripadaju grupi glikozidnih hidrolaza, koje katalizuju degradaciju hitina. Ovi
enzimi imaju sposobnost hidrolize hitina do njegovih oligomera, i monomer N- acetil-p- D-
glukozamina. Kao i celuloza, hitin pripada grupi biopolimera koji su relativno rezistentni na
degradaciju.

Paenibacillus chitinolyticus proizvodi velike koli¢ine hitinaza, u medijumu koji sadrzi
hitin kao jedini izvor ugljenika. Hitinoliticka aktivnost kulture dostize maksimum nakon 72 h.
Enzim pokazuje optimalnu aktivnost na 37 °C, i pH 5-7. Hitinooligosaharidi dominiraju pri
enzimskoj hidrolizi, ukazuju¢i da je enzim endohitinaza.

Enzim sa ovakvim karakteristikama moze biti koristan pri tretmanu dubreta,

hitinosaharidnim proizvodima.

2.7.3.4. Streptomyces sp.

Streptomyces je najve¢i rod familija Actinobacteria i predstavlja sastavni deo
mikrobioloske zajednice rizosfere, Cine¢i 10% od ukupnog broja mikroorganizama u
zemljiStu.

Rod Streptomyces ¢ine aerobne, Gram-pozitivne, filamentozne bakterije. Supstratna
micelija ovih bakterija je veoma razgranata, a vazdusna micelija formira lanac od 3 i vise

bespolnih spora (Prescott i sar., 2002), (slika 2.7).
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Aktinomicete predstavljaju veoma dobre razlagace organske materije, narocito
pektina, hitina i lignina (Janssen, 2006). Pored uloge u mineralizaciji organske materije,
aktinomicete imaju sposobnost sinteze antibiotika kojim brane svoje izvore hrane.

Neke vrste iz roda Streptomyces grade simbiotske asocijacije sa biljkama i gljivama
(Poole i sar., 2001; Maier i sar., 2004), dok druge imaju sposobnost da prodru u tkivo biljaka
ili gljiva, pri ¢emu izazivaju razli¢ite poremecaje i oboljenja (Loria i sar., 2006). Simbiotski
odnosi sa azotofiksatorima i biljkama mogu biti, ili podstaknuti ili inhibirani prisustvom
aktinomiceta (Tokala i sar., 2002). Aktinomicete inhibiraju sposobnost azotofiksatora da
stimuliSu proces nodulacije.

Aktinomicete imaju ulogu biokontrole S$tetnith mikroorganizama, jer svojim
antibioticima inhibiraju rast patogena, ¢ime indirektno pospesuju rast biljke (Crawford i sar.,

1993; Yuan i Crawford, 1995; Xiao i sar., 2002; Errakhi i sar., 2007).
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3. Nutritivne i funkcionalne osobine odabranih uljanih biljnih vrsta

Uljani lan i crni kim su znacajne uljane vrste zbog svojih nutritivnih i funkcionalnih osobina.

3.1. Uljani lan (Linum usitatissimum)

Uljani lan je jednogodisnja biljka iz familije Linaceae. Latinski naziv ima znacenje

,,vrlo korisno®.

a ® b)
Slika 3.1. Lan: seme (a) i ¢aura (b)

Korenov sistem je vretenast i prodire u zemljiste do 1 m, ali se vecina bo¢nih korenova
obrazuje u sloju dubine do 30 cm. Stablo je ¢lankovito, tanko, uspravno, elasti¢no, zeljasto i
plavicastozeleno sa voStanom prevlakom i u sredini prazno. Visina stabla uljanog lana je 30-60
cm. List je jednostavne grade (kratka peteljka i glatka, gola, tanka liska). Cvetovi su dvopolni,
petodelni plavih, belih ili crvenkastih kruni¢nih listi¢a. Lan je samooplodna biljka. Broj cvetova
na stablu zavisi od razgranatosti lana. Plod lana je viSesemena loptasta ¢aura, na vrhu zasiljena,
pre¢nika 5-9 mm. Podeljena na pet komora, a u svakoj komori se razvijaju do dva semena.
Seme je pljosnato, povijeno pri vrhu, sa jedne strane zaobljeno, sa druge suzeno. Obavijeno je
semenjatom. DuZina semena je 4-7 mm, §irina do 2 mm. U sastav semena ulaze glatka, sjajna,
smeda, zuta ili zelenkasta semenjaca, sloj slabo razvijenog endosperma i klica sa dva
kotiledona u kojima se nalaze rezervne hranljive materije. Prema krupnoc¢i semena sorte se dele
na sitnosemene (tekstilne), sa masom semena 3-6,5 g i krupnosemene (uljane) sa masom 1000
semena 6,6-13 g. Seme ima veliku hranljivu, energetsku i vitaminsku vrednost. Kod uljanih

sorti u semenu se nalazi 38-47% ulja, 18-24% ukupnih proteina, 21,5-35,4% ukupnih Secera,
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6,5-6,8% celuloza, 2,3-3,5% mineralnih soli (kalcijum, fosfor i gvozde) i oko 6,5% vode. Seme
je bogato vitaminima rastvorljivim u ulju (A, D, E i K) i vitaminima grupe B (tiamin,
riboflavin, niacin) (Glamoclija i sar., 2015).

Zahvaljujuci svom sastavu laneno seme se pojavljuje kao vazan sastojak hrane jer daje
ulje bogato omega-3 masnim kiselinama, proteinima i ligninima, ugljenim hidratima i znacajan
je izvor fenolnih jedinjenja (Oomah, 2001; Pengilly, 2003). Od svih masnih kiselina u semenu
lana 53% Cc¢ini a-linolenska kiselina -3 (ALA); 17% je linolna kiselina, -6 (LA); 19%
oleinska kiselina, 3% stearinska kis. i 5% palmitinska (Simopoulos, 2002).

Ishrana bogata lanenim uljem moze pomoci u spre¢avanju mnogih bolesti kao §to su
hroni¢ne, kardiovaskularne i maligne. Koristi se za leCenje odredenih infekcija, ulkusa,
migrene, poremecaja paznje, glaukoma, psorijaze, emfizema, lupusa, hiperaktivnosti i napada
panike (Harper i sar., 2006). Laneno ulje moze smanjiti ukupni LDL-holesterol i povisenu
glukozu u krvi i smanjiti rizik od koronarnih sr¢anih bolesti i mozdanog udara.

Laneno seme zbog svih nutritivnih i1 funkcionalnih svojstava koje ima ¢ini da
zadovoljava osnovne potrebe u ljudskoj ishrani i odrzavanju zdravlja. Laneno seme se Koristi i
za proizvodnju lekova i Evropska farmakopeja propisuje kvalitet semena. Evropska agencija za
lekove propisuje laneno seme — Lini semen kao biljni lek i kao tradicioalni biljni lek. Biljni lekovi
na bazi semena lana se primenjuju za le¢enje zatvora (opstipacije) ili u uslovima kada je otezano
praznjenje creva (defekacija). Tradicionalni biljni lek, koji sadrZi sluzi iz semena lana koristi se za

ublazavanje blagih gastrointestinalnih smetnji.

3.2. Crni kim (Nigella sativa)

Crni kim (slika 3.2) je jednogodisnja zeljasta biljka iz familije ljutica (Ranunculaceae).

Slika 3.2. Crni kim: seme (a) i ¢aura (b)
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U narodu je poznat kao ¢urukot, crno seme, crni kumin, crnjika hrapava i mackovi
brkovi. Ova biljka naraste do 40 cm i ima manje ili viSe razgranato stablo obraslo sitnim
dlacicama. Listovi su svetlozeleni, trostruko perasto deljeni, nazubljeni, smeSteni
naizmeni¢no na stablu. Cvetovi se nalaze na vrSnim granama biljke, boje od mle¢no bele,
preko bledo ljubicaste do tamno plave. U zavisnosti od vremenskih uslova cvetanje je od
maja do septembra. Plodovi su ¢aure u kojima se nalazi sitno crno seme, pliSane povrSine i
blago aromati¢nog mirisa. Seme moze zadrzati klijavost 3-4 godina. Crni kim je biljka koja
vodi poreklo iz predela isto¢nog Mediterana, odnosno sa podrucja aridne klime koju odlikuju
periodi duzih letnjih susa. U spontanoj flori kim raste od prostora Grcke do Irana tako da i
gajene forme u takvim agroekoloskim uslovima daju seme najboljeg hemijskog sastava.
Odlikuje je kratak vegetacioni period, mala biljna masa, pogodni semenski parametri
kvaliteta. Na prinos 1 kvalitet pri gajenju semena crnog kima znacajno uti¢u pojedine
agrotehni¢ke mere, prvenstveno vreme i gustina setve (Abdolrahimi i sar., 2012; Koli, 2013).

Ova biljka predstavlja jednu od najstarijih fitoterapeutskih biljaka. Nadeno je da je
koriS¢ena jos u Starom Egiptu za poboljSanje varenja, protiv prehlada, glavobolja, infekcija i
zubobolja. Za crni kim je prorok Muhamed tvrdio da ,le¢i sve osim smrti“. Kroz vekove
koristili su ga mnogi poznati lekari i fitoterapeuti. Ova biljka spominje se u Bibliji i Hadithu.
Njegova lekovita svojstva poznata su vekovima, a o tome svedoce zapisi, kao 1 staklena boca
ulja iz grobnice faraona Tutankamona. KoriS¢en je kao zalin, protiv alergija, upala, za
jacanje imuniteta. Seme i ulje crnog kima smatraju se prirodnim antibiotikom. Na istoku se
koristi za leCenje alergija, bronhitisa, astme 1 hroni¢nog kaslja, neurodermatitisa,
menstrualnih tegoba, depresija i Zeluda¢nih tegoba, reumatizma, groznice, gripa i ekcema
(Burits i Bucar, 2000). Seme crnog kima sadrzi zuckasto masno ulje koje je bogato
proteinima, aminokiselinama, nezasi¢enim masnim kiselinama (uglavnom linolna kiselina
50-60% i oleinska kiselina 20%), zasi¢enim masnim kiselinama (palmitinska i stearinska, oko
30%), vitaminima, taninima, alkaloidima, saponinima i mineralima (Ramadan, 2007).

Postoji na stotine zdravstvenih dobrobiti semena i ulja crnog kima. Smatra se da zbog
sinergije njegovih sastojaka ovo ulje ima gotovo ¢udesnu isceljuju¢u mo¢ (Ahmad i sar.,
2013). Pojedina istrazivanja su dokazala da seme i ulje crnog kima znacajno smanjuju nivo
holesterola i glukoze u krvi (Bamosa i sar., 1997; Zaoui i sar., 2002; Mohtashami i Entezari,
2016). U prethodnom periodu sproveden je veliki broj istrazivanja lekovitosti crnog kima
(oko 21.900 rezultata pretrage na Scholar.google, 2016a), a mnoga od njih usmerena su na
njegovo antikancerogeno delovanje (oko 7.940 rezultata pretrage na Scholar.google, 2016b).

Zahvaljujuéi timohinonu i fitosterolima, koji imaju antitumorska svojstva, crni kim je odlicno
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sredstvo za prevenciju svih vrsta kancera (Menounos i sar., 1986; Nergiz i Otles, 1993;
Randhawa i Alghamdi, 2011). Seme i ulje crnog kima kod nas se najéeSce koristi u ishrani,
farmaciji i kozmetici. U ishrani, seme se koristi u pekarstvu pri izradi hleba, keksa i drugih
peciva. Seme se moze dodavati i u jela, jer nema posebnu aromu. Ulje je pogodno za salate.
U farmaciji i medicini njegova upotreba je u prethodnom periodu bila predmet brojnih
istrazivanja i studija. Crni kim ima jako neutrofilno dejstvo, aktivator je interferona, supstanci
koje odrzavaju imuni status organizma. Crni kim §titi zdrave Celije i spre¢ava razvoj malignih
¢elija (Randhawa i Alghamdi, 2011). U istrazivanjima je pronadeno da seme crnog kima
predstavlja najbolji izvor antioksidanasa (Machmudah i sar., 2015; Yu i sar., 2005).

Ulje crnog kima postaje sve popularnije pa je i prodaja sve rasprostranjenija. Na
nasem trziStu sve su viSe prisutni seme 1 ulje crnog kima uvezeni iz Indije 1 pojedinih
bliskoisto¢nih zemalja (Sirija, Irak, Turska, Iran, Egipat, Pakistan, Kina, Liban).

Ulje crnog kima se koristi kao antiseptik i lokalni anestetik. Pokazuje Sirok spektar
farmakoloskih aktivnosti (hepatoprotektiv, antiinflamatorno, antigljiviéno i antibakterijsko
delovanje). Zakljuc¢ak vaznijih farmakoloskih i fitohemijskih ispitivanja je da izolovanje
sastojaka iz crnog kima moze dovesti do ,,novih“ molekula i proizvodnje ,,novih“ biljnih

lekova (Sultana i sar., 2015).

3.3. Karakteristike masnih Kiselina uljanih vrsta

Poznato je preko 1000 razli¢itih masnih kiselina koje su prirodne komponente masti, ulja
i drugih sli¢nih jedinjenja (Gunstone i Norris, 1983). Ove masne kiseline mogu imati razlicite
duzine alkil lanaca (sa obi¢no 10 ili vise C-atoma) i 0-6 dvostrukih veza cis ili trans izomerije i
mogu sadrzati mnostvo funkcionalnih grupa duz alkil lanaca (Gunstone i sar., 2007b).

Od ukupnog broja, 20-25 vrsta masnih kiselina su Siroko rasprostranjene u prirodi.
One ulaze u sastav masti i ulja koji nalaze veliku upotrebu u ljudskoj ishrani i hemijskoj
industriji za proizvodnju sapuna, deterdZenata, proizvoda za licnu negu, maziva, boja i
odnedavno biodizela. Najve¢i izvori biljnih ulja su uljani usevi (soja, uljana repica i
suncokret) koji se uzgajaju u relativno umerenim klimatskim uslovima. Drugi veliki izvori su
palma, kokos i maslina koji se uzgajaju u tropskim i toplim klimama (O’Brien i sar., 2000).
Ulja se dobijaju iz uljarica mehani¢kim presovanjem ili kori§¢enjem rastvaraca za ekstrakciju
(n-heksana). Seme koje ima visok sadrzaj ulja, prvo se mehani¢ki ekstrahuje cedenjem dok se

ne smanji sadrzaj ulja u semenu za 60%, a onda se nastavlja ekstrakcija rastvaracem.
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Na osnovu prisustva dvostruke veze, masne kiseline se dele na zasi¢ene i nezasicene.

Zasi¢ene masne kiseline ne sadrze dvostruke veze, niti druge funkcionalne grupe duz
lanca, osim karboksilne i ugljenikovi atomi, pored medusobnih, grade veze samo sa
vodonikom, (osim u COOH grupi).

Najrasprostranjenije zasi¢ene masne kiseline su miristinska (C14:0), palmitinska
(C16:0), stearinska (C18:0), arahinska (C20:0) i dr.

Nezasi¢ene masne kiseline poseduju jednu, ili viSe dvostrukih veza u osnovnom
ugljenicnom lancu (mono- i polinezasi¢ene). Na ugljenikovim atomima koji obrazuju
dvostruku vezu, pored vodonika, vezuju se i razlic¢ite funkcionalne grupe. U zavisnosti od
polozaja koji vodonikovi atomi pri tome zauzimaju, razlikuju se cis 1 trans konfiguracija.

Najrasprostranjenije nezasi¢ene masne kiseline su: palmitoleinska (C16:1); oleinska
(C18:1); linolna (LA), ®-6 (C18:2); a-linolenska (ALA), »-3 (C18:3); arahidonska (C20:4);
eruka (C22:1) i dr.

3.4. Esencijalne masne Kiseline

Masne kiseline koje su neophodne ¢oveku, a koje on ne moze da sintetiSe, nazivaju se
esencijalnim i zato se moraju unositi hranom ili putem suplemenata. To su linolna (LA), ®-6 i
a-linolenska kiselina (ALA), o-3. Mogu se na¢i u velikim koli¢inama u biljkama i ribljem
ulju, a u organizmu se prvenstveno koriste za sintezu hormona, koji reguliSu krvni pritisak,
nivo masti u krvi, uti¢u na imuni sistem i odbranu organizma od infekcija, sastavni su deo
membranskih lipida i prekursori prostaglandina. Ove kiseline poseduju dvostruke veze na ®-3
1 -6 ugljenikovom atomu. U covecjem telu ne postoji mehanizam za sintezu upravo tih veza.
Posledica deficita esencijalnih masnih kiselina je usporen rast, dermatitis, renalna
hipertenzija, oStecenje reproduktivnih sposobnosti, poremecaj u radu srca i cirkulaciji, defekti
U razvoju mozga, poremecaju aktivnosti mitohondrija, poremecéen balans vode i dr.

Primarni izvori Alfa-linolenske kiseline (ALA), ®-3 su morski plodovi, naro€ito masne
ribe iako se nalaze u manjim koli¢inama u drugim hranama Zivotinjskog porekla. Svetska
zdravstvena organizacija kao i mnoge druge organizacije preporucuju upotrebu masnih riba
jednom do dvaput nedeljno, kako bi se osigurao unos ®-3 masnih kiselina sa priznatim
zdravstvenim prednostima (WHO, 2014). Medutim, postoji zabrinutost u pogledu odrZivosti ribe,
a trenutne zalihe, morske i gajene ribe, verovatno nece biti dovoljne za ljudske potrebe (Roberts,

2014). To je povecalo interesovanje za dobijanje ®-3 masnih Kiselina iz biljaka. lzvori ALA
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ukljucuju zelena biljna tkiva, ulje uljane repice, ulje soje (u kojem ALA ¢ini 10% ukupnih
masnih kiselina) i ulje od semena uljanog lana (u kojem ALA ¢ini 50% masnih kiselina).
Prose¢an unos ALA u ljudskoj ishrani, u Evropi, Australiji i Severnoj Americi kre¢e
se od 0,6 do 2,3 g dnevno kod odraslih muskaraca i 0,5-1,5 g dnevno kod odraslih Zena
(Hulshof i sar., 1999; Ollis i Mayer, 1999; Kris-Etherton i sar., 2000; Innis i Elias, 2003).

3.5. Polifenoli i flavonoidi biljnih vrsta

Poliofenolna jedinjenja u biljnim ekstraktima pokazuju antioksidativno delovanje.
Antioksidansi su supstance koje su prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
koji se oksiduje i znacajno usporavaju oksidaciju tog supstrata (Halliwell, 1990). Poznato je
viSe od osam hiljada fenolnih jedinjenja razliCitih struktura. Najzastupljenije su fenolne
kiseline, flavonoidi, flavanoli, izoflavoni, tanini, antocijani. Ova jedinjenja pored
antioksidativnih poseduju i antimutagena, antikancerogena, antiinflamatorna i antimikrobna
svojstva i smanjuju rizik od kardiovaskularnih oboljenja.

Prema mestu nastajanja antioksidanti se dele na endogene koji nastaju u ljudskom
organizmu i egzogene Kkoji se unose putem lekova ili hrane. Najvaznija grupa prirodnih
egzogenih antioksidanata su fenolna jedinjenja.

Polifenolna jedinjenja ispoljavaju antioksidativnu aktivnost na vise nacina:

e predajom H atoma, vezivanjem slobodnih kiseonikovih i azotnih radikala,

e heliranjem prooksidativnih metalnih jona (Fe®*, Cu**, Zn**, Mg*),

e aktiviranjem antioksidacijskih enzima,

e inhibicijom prooksidativnih enzima (NADH oksidaza, ksantinoksidaza, lipoksigenaza).

Flavonoidi predstavljaju biljne pigmente rasprostranjene u svim biljnim organima
zelenih biljaka. Rastvorljivi su u vodi i mogu biti Zute, crvene ili ljubiCaste boje. Sastoje se od
dva benzenova prstena. 1z biljaka je izolovano preko tri hiljade flavonoida koji su podeljeni u
12 klasa. Najzastupljeniji su: flavoni, izoflavoni, flavononi, flavonoli, katehini, anticijanidini
1 dr. Njihova uloga u biljkama je viSestruka i ponaSaju se kao antioksidansi, inhibitori enzima,
fotosenzibilizatori i imaju antikancerogene osobine (Lajsi¢ i Gruji¢-Injac, 1998). Povecan
unos flavonoida moze da ima prooksidativnu aktivnost, prouzrokuje mutagene procese i

inhibira kljuéne enzime u metabolizmu hormona (Skibola i Smith, 2000).
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CILJ RADA

Osnovni cilj ovog rada je ispitivanje uticaja inokulacije, smeSom prirodnih izolata

bakterija i streptomiceta, na kompostiranje biljnog otpada nastalog tokom procesa

proizvodnje i prerade lekovitog bilja kao i uticaj izabranih sojeva pri gajenju uljanog lana i

crnog kima na nutritivna i funkcionalna svojstva masnih ulja.

Specifi¢ni ciljevi disertacije Se mogu podeliti na tri grupe koje obuhvataju:

Utvrdivanje uticaja bakterijskih sojeva na tretman biljnog otpada u procesu
kompostiranja u cilju smanjenja perioda razlaganja i dobijanja visokokvalitetnog
organskog dubriva — komposta

Odredivanje uticaja razliCite koncentracije meSane mikrobioloske kulture tokom
inokulacije zemljista na agronomske karakteristike gajenog uljanog lana i crnog kima
Ispitivanje  efikasne primene razli¢itih koncentracija izabranih sojeva
Streptomiceta, Paenibacilusa i Himenobactera tokom kultivacije uljanog lana i
crnog kima koja se ogleda u poboljSanju nutritivnih i funkcionalnih svojstava
masnih ulja iz semena ovih biljaka kroz povecan sadrzaj esencijalnih masnih
kiselina naroCito omega-3, povecanje antioksidativne aktivnosti i sadrzaja

polifenolnih jedinjenja.
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EKSPERIMENTALNI DEO

4. MATERIJALI | OPREMA

4.1. Materijali

4.1.1. Bakterijski izolati kori§¢eni u radu:

Bacillus altitudinis PPT1

e Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3
e Hymenobacter psyhrotolerance CKS3

e Paenibacillus chitinolyticus CKS1

e  Streptomyces fulvissimus CKS7

e Streptomyces microflavus CKS6

e  Streptomyces spororaveus CKS2

4.1.2. Biljna semena kori$¢ena u radu:

e Cynara scolimus

e Fagopirum esculentum
e Lavandula officinalis
e Linum usitatissimum

e Nigella sativa

e  Thymus vulgaris

4.1.3 Biljni otpad

Materijal koji je koris¢en u eksperimentu je otpad nastao tokom procesa proizvodnje i
prerade lekovitog bilja u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢™ u
Beogradu, 2012. godine. ldentifikovano je ukupno 25.225 kg otpada biljnog porekla. U
ukupnoj koli¢ini preovladuje otpad nakon prerade lekovitog bilja u pogonima Instituta u

koli¢ini od 20.925 kg i oko 4300 kg otpada nastalog u postupku ekstrakcije.
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4.2. Hemikalije i reagensi:

e aceton (CENTROHEM, Srbija)

e agar (TORLAK, Srbija)

e aluminijum — hlorid (MERCK, Nemacka)

e kazein hidrolizat (TORLAK, Srbija)

e destilovana voda

e etanol 100%-C,HsOH (ZORKA FARMA, Srbija)

o fenol- CeHsOH (LAHEMA, Ceska)

o fenolftalein (ZORKA FARMA, Srbija)

e Folin&Ciocalteu’s phenol reagens (SIGMA — ALDRICH, Svajcarska)

e galnakiselina (SIGMA — ALDRICH, Nemacka)

e glacijalna siréetna kiselina (BETA HEM, Srbija)

e gvozde (IT) sulfat heptahidrat FeSO4x7H,0 (LANCH — NER, Ceska)

e gvozde-hlorid heksahidrat FeClsx6H,0 (ANALYTIKA, Ceska)

e hlorovodoni¢na kiselina (LA CHEMA, Ceska)

e hlorovodonic¢na kiselina HCI (ZORKA PHARMA, Srbija)

e kalijum — dihromat (HEMIKA, Hrvatska)

e kvascev ekstrakt (TORLAK, Srbija)

e kvercetin dihidrat (SIGMA — ALDRICH, Svajcarska)

e metanol (LANCH — NER, Ceska)

e n—Heksan (CARLO ERBA REAGENTS, Francuska)

e natrijum — acetat (ZDRAVLJE, Srbija)

e natrijum — karbonat anhidrovani (CENTROHEM, Srbija)

e natrijum-hidroksid—-NaOH (CENTROHEM, Srbija)

e Sumporna kiselina (H,SO,) (ZORKA PHARMA, Srbija)

e TRIS (hidroksimetil) — aminometan (ACROS ORGANICS, New Yersey, SAD)
e Whatman No.1 filter papir (SIGMA-ALDRICH, Nemacka)

e 1,35 trifenilformazan (TPF) (SIGMA — ALDRICH, Svajcarska)

e 235 trifeniltetrazolium hlorid (TTC), 0,3% rastvor (SIGMA — ALDRICH, Svajcarska)
e 2,4,6—Tri—(2—pyridyl) —s—triazin (SIGMA — ALDRICH, Svajcarska)
e 2,2 —difenil — 1 — pikrilhidrazil fosfat (SIGMA — ALDRICH, Nemacka)
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4.3. Oprema

e Analiticka vaga (KERN&Sohn GmbH, Tip ABS 220-4)

e Autoklav (Sutjeska, Srbija)

e Centrifuga (SigmaRmodel2-16, Shropshire, Velika Britanija)

e Gasni hromatograf modela 7890A Agilent Technologies

e Homogenizator (IKA, SAD)

e Orbitalna tresilica (KS 40001 control, IKAR, Werke GmbH & Co. KG, Nemacka)

e Pec za zarenje, (SNOL, Litvanija)

e PH metar (InoLab pH 720, Nemacka)

e Sistem za natkriticnu ekstrakciju NKE Autoclave Engineers SCE Screeing
System (SAD)

e Susnica, Fabrika medicinskih uredaja i instrumenata ,,Sutjeska®, Srbija

e Termokonduktometrijski detektor za elementarnu analizu (Elementar Vario EL
I1I element analyzer, Nemacka)

e Termostat za rast mikroorganizama, ,,Memmert”, Nemacka

e Ultrazvucno vodeno kupatilo, ,,EiR0-Vep”, Nis, Srbija

e UV/VIS Spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro — Amersham Biosciences,
Australija)

e Vakuum pumpa, (V-700), ,,BUCHI*, Svajcarska

e Vlagomer (KERN, MLS_A Version 3.1)

e Vorteks (REAX 7000, Heidolph, Schwabach, Nemacka)

51



5. METODE

5.1. Metode za pripremu uzoraka

U okviru metoda za pripremu uzoraka ubrajajaju se: identifikacija sojeva i njihovo
pripremanje za kompostiranje, pripremanje sojeva za ispitivanje uticaja na kultivaciju crnog
kima i uljanog lana, ispitivanje kompatibilnosti sojeva metodom klijavosti, biohemijski profil
sojeva-Test API- ZIM, pripremanje biljnog otpada za kompostiranje i pripremanje biljnog

materijala za kultivaciju uljanog lana i crnog kima.

5.1.1. Identifikacija koris¢enih sojeva i njihovo pripremanje za kompostiranje

U radu je ispitan uticaj inokulacije smeSom prirodnih izolata bakterija i streptomiceta
na kompostiranje biljnog otpada nastalog tokom procesa proizvodnje i prerade lekovitog bilja
u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢*. Korisceni izolati predstavljaju
deo kolekcije mikroorganizama mikrobioloSke laboratorije TehnoloSko-metalurSkog fakulteta
u Beogradu.

Koris¢eni izolati su:

e Streptomyces spororaveus CKS2

e Streptomyces microflavus CKS6

e Streptomyces fulvissimus CKS7

e Hymenobacter psyhrotolerance CKS3

e Paenibacillus chitinolyticus CKS1

e Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3

e Bacillus altitudinis PPT1

Izolati su dobijeni iz uzoraka Sumskog zemljista i morskih sedimenata sa razli¢itim
hidrolitickim potencijalom. Sojevi su identifikovani prema najblizim vrstama zasnovanim na
morfoloskim karakteristikama 1 sekvenci gena koji kodira 16S rRNA (broj pristupa genom
KP715850-KP715856) koji je bio visi od 99% za sve vrste, sa izuzetkom soja CKS3 (sa 98%
sli¢nosti sa najblizim Himenobacter vrstama) i naznaceni su kao: Streptomyces spororaveus
CKS2, Streptomyces microflavus CKS6, Streptomyces fulvissimus CKS7, Hymenobacter sp.
CKS3, Paenibacillus chitinolyticus CKS1, Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3 i
Bacillus altitudinis PPT1.

Kulture bakterija su zasejane na te¢noj ISP1 podlozi. Titar bakterija je 10°~10" mL™.
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Potrebni reagensi za ISP1 bujon:

e Hidrolizat kazeina 50gL"?
e Kvascev ekstrakt 309 L?
e Destilovana voda 1L
Postupak:

Odmerene aktivne supstance za podlogu su kuvane na vodenom kupatilu do potpunog
rastvaranja. Zatim su prohladene podloge izlivene u erlenmajere po 50 mL i sterilisane u
autoklavu 20 min. na 121 °C. Nakon sterilizacije, podloge su prohladene i vrseno je
zasejavanje po 2 mL odabranih mikroorganizama. Zasejane podloge u erlenmajerima su
inkubirane na tresilici 24 h, na 30 °C, pri brzini od 150 rpm.

Umnozene Celije ispitivanih sojeva u podlozi su odmerene u jednakim koli¢inama po
20 mL i pomesane u odgovaraju¢u menzuru ili stakleni sud. Tako napravljen miks od sveze
pripremljenih sojeva je koris¢en u koncentraciji od 2% za inokulaciju uzoraka od 10 kg
biljnog otpada koji je obelezen u daljem radu oznakom IC. Uzorak koji je izdvojen kao

kontrola nije tretiran inokulumom i obelezen je kao CC.

5.1.2. Priprema sojeva za ispitivanje uticaja na kultivaciju crnog kima i uljanog

lana

KoriS¢eni su slede¢i izolati:
e Paenibacillus chitinolyticus CKS1,
e Hymenobacter sp. CKS3,

e Streptomyces fulvissimus CKS7.

Kulture su pripremljene u ISP1 bujonu dok se ne dostigne titar 10°-10" CFU mL™.
Tec¢ne kulture su pomesane u odnosima jednake zapremine u ISP medijumu i dobijena
mesana populacija koriséena je za inokulaciju zemljista u razliitoj koncentraciji (1 mL L™ i

7 mL L™ po 1 m? tla) za kultivaciju L. usitatissimum i N. sativa.

5.1.3. Ispitivanje kompatibilnosti sojeva metodom klijavosti

Test za ispitivanje klijavosti semena je koriS¢en za odredivanje kompatibilnosti

sojeva. Koris¢eno je 5 mL razblazenih mesanih te¢nih kultura (razblazenje koncentracije 1
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mL pune kulture u 1 L destilovane vode), za vlazenje sterilizovanog filter papira (Whatman
No.1) u staklenoj petri posudi. Za kontrolu je koris¢eno 5 mL destilovane vode. Indeks
klijanja (GI) izracunat je koris¢enjem 25 semena L. usitatissimum i N. sativa, sa tri
ponavljanja. Semenima je bilo dozvoljeno da klijaju 72 sata na 25 °C u mraku. Posle tog
vremena je izmerena duzina korena i broj isklijalih semena. Indeks klijanja (Gl) je izracunat

koriS¢enjem poznate jednacine:

Gl (%)=100 X G/Gc x L/ILc ~ (5.1)

gde su G 1 L klijavost 1 duzina korena uzoraka ispitanih semena tretiranih sa bakterijskim
inokulumom, dok su Gc 1 Lc klijavost 1 duzina korena semena tretiranih destilovanom vodom

(kontrola).

5.1.4. Biohemijski profil sojeva - Test API- ZIM

Enzimske aktivnosti izolata bile su okarakterisane sa APl ZIM-test trakama
(bioMerieuk) prema uputstvima proizvodaca. API-ZIM test daje mogucnost da se odredi
prisustvo enzima iz grupa: fosfataza, esteraza, amino peptidaza, proteaza i glikosil
hidrolaza, u skladu sa procedurom predlozenom od strane proizvoda¢a. U 2 ml API
medijuma se doda suspenzija sveze kulture mikoorganizama da bi se dobila zamucenost
smeSe 5-6 McFarlanda (McFarland). Potom je u svaki bunar¢i¢ (ima ih ukupno 19) API
test trake dodato po 65 pL smesSe. Zatim se test traka zatvara i ostavlja u termostat (4,5 h,
30 °C). Nakon inkubacije, dodaju se redom, u svaki bunarCi¢, reagensi ZimA (ZymA) i
ZimB (ZymB) kako bi se zaustavila reakcija i razvila boja tokom narednih 5 min. Ukoliko
se razvije boja u bunarci€u, test je pozitivan. Intenzitet boje se uporeduje sa kontrolnom
tablom koja se dobija od proizvodaca i svakom bunarcicu se dodeljuje vrednost intenziteta
boje od 1 do 5: reakcije niskog intenziteta (1), reakcije umerenog intenziteta (2-3) i reakcije
visokog intenziteta (4-5).

Sposobnost solubilizacije mineralnih fosfata (MPS) detektovana je na agarnim
plo¢ama sa trikalcijum fosfatom. Preliminarno ispitivanje sposobnosti fiksiranja azota u

¢istim bakterijskim kulturama izvrseno je na polutvrdom malatnom medijumu bez N (Nfb).
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5.1.5. Pripremanje biljnog otpada za kompostiranje

Za eksperiment su kori$¢ene Cetiri manje drvene Kutije tzv. kompostista u kojima je
postavljeno Cetiri uzoraka po 10 kg mesanog otpada lekovitog bilja dobijenog nakon prerade
iz pogona i biljnog otpada nastalog u postupku ekstrakcije u odnosu (5:1). Kompostni
materijal je delimi¢no zasti¢en od atmosferskih uticaja. Pod uticajem je spoljasne temperature
od 15 °C do 35 °C. Na svakoj kutiji je ostavljen otvoren prostor na vrhu, za razmenu vazduha.
Svake nedelje je dolivana voda po potrebi, a svake druge nedelje kompost se meSao
prevrtanjem kako bi se omogucila aeracija. Tri uzorka su tretirana smeSom izolata koji
predstavljaju deo kolekcije mikroorganizama mikrobioloske laboratorije Tehnolosko-
metalur§kog fakulteta u Beogradu. Uzorcima je dodato 2% inokuluma. Uzorak koji je
izdvojen kao kontrola nije tretiran inokulumom. Nakon inokulacije uzorci su nakvaseni
vodom (do sadrzaja vlage 60%).

Uzorkovanje se vrsi u razli¢itim fazama kompostiranja 7., 20., 33., 61., 93., 128., 163.
1 191. dana kompostiranja. Svaki uzorak je meSavina pet poduzoraka, uzetih sa pet razli¢itih
tataka duz gomile i od vrha ka dnu gomile. Jedan subuzorak je uskladisten na -20 °C za dalje
hemijske analize. Ekstrakti za hemijske analize dobijeni su ekstrakcijom uzorka komposta sa
destilovanom vodom (1:10). Dobijeni ekstrakti su centrifugirani brzinom 4500 rpm, 10
minuta. Supernatant je koriS¢en kao uzorak u daljim analizama. Planirano vreme raspadanja
otpada i1 pracenja procesa je oko 6 meseci.

Za potrebe ostvarenja cilja istrazivanja, koriS¢eni su vaze¢i Zakoni i podzakonska akta
Republike Srbije 1 razli¢ita interna dokumenta Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr
Josif Pancic¢* koja se odnose na bioloski tretman organskog otpada. U cilju sagledavanja
postojeceg stanja, izvrSena je analiza vrste biljnog otpada i njihovih okvirnih koli¢ina,
nastalih u procesu proizvodnje i prerade lekovitog bilja.

Agrohemijske analize biljnog otpada lekovitog bilja uradene su u laboratoriji za
agrohemiju i fiziologiju biljaka, Instituta za zemljiste i melioracije, Poljoprivrednog fakulteta

u Beogradu — Zemunu. Rezultati su dati u tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Agrohemijska analiza biljnog otpada nastalog u procesu proizvodnje i prerade

lekovitog bilja u Institutu ,,Dr Josif Panci¢*

Poreklo

uzorka Pepeo Ukupni P Ukupni K Ukupni N Ukupni C o
(%) (%) (%) (%) (%)

UP-P 33,0 6,19 0,27 1,32 1,12 33,50 29,91:1
UP-S 7,90 5,63 0,33 1,67 1,64 46,02 28,06:1
UP-K 8,30 5,47 0,33 2,00 1,56 45,85 29,39:1
UP-M 21,5 5,97 0,25 1,79 1,39 39,26 28,24:1
UE 8,30 6,72 0,27 1,07 1,47 45,84 31,19:1
UP-G 65,90 5,73 0,20 0,50 0,98 17,06 17,41:1
UP-E 42,70 6,08 0,16 1,67 1,40 28,63 20,45:1

Uzorci iz pogona: UP-P— sitna prasina; UP-S— sitno seckani delovi; UP-K— krupno seckani

delovi; UP-M- mesane frakcije; UE — Uzorak iz ekstrakcije; UP-G— gorke materije; UP-E—

praSina od prerade rastavic¢a-Equiseti pulvis

Prema podacima iz tabele 5.1. svi uzorci iz pogona (osim uzorka koji ¢ine gorke

materije u koli¢ini od 1.266 kg na godiSnjem nivou) po svojim agrohemijskim osobinama

predstavljaju pogodnu sirovinu za proizvodnju visokokvalitetnog komposta.

5.1.6. Pripremanje biljnog materijala za kultivaciju uljanog lana i crnog kima

U istrazivanju su kori$¢ena semena Sledecih biljnih vrsta: crni kim (Nigella sativa L.)

i uljani lan (Linum usitatissimum L. var. Vulgare Boen.), koje se uzgajaju i umnoZavaju na

parcelama u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢* iz Beograda, koje se
nalaze u Panéevu, Vojvodina, Republika Srbija (44 ° 52'20" N, 20 ° 42'06 "E, 74 m

nadmorske visine).
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5.2. Ispitivanje sposobnosti rasta odabranih bakterijskih sojeva na ISP1 agarnim

plo¢ama sa dodatkom 1%, 5% i 10% biljnog otpada

Potrebni reagensi za pripremanje ISP1 podloge:

e Hidrolizat kazeina 509 L™

e Kvascev ekstrakt 3,09 L?

o Agar 1509 L*

e Destilovana voda 1L
Postupak:

Odmerene aktivne supstance za podlogu se kuvaju na vodenom kupatilu dok se ne rastvore.
Zatim se skuvana i prohladena podloga izlije po 50 mL u erlenmajere u kojima je prethodno
odmeren biljni uzorak od meSanog biljnog otpada u koncentracijama od 1%, 5% i 10%.
Zatim se steriliSe u autoklavu 40 min. na 121 °C. Nakon sterilizacije se prohladi i izliva u

sterilne petri-Solje. Nakon hladenja se vrsi zasejavanje odabranih sojeva.

5.3. Metode za praéenje procesa kompostiranja

U okviru metoda za pracenje procesa kompostiranja spadaju: odredivanje pH reakcije
komposta, odredivanje koncentracije ukupnih Secera u ekstraktu komposta, odredivanje
ukupnog sadrzaja organske materije, Odredivanje suve materije, Odredivanje sadrzaja
ukupnog ugljenika, azota, fosfora i kalijuma, odredivanje enzimske aktivnosti dehidrogenaze

i sadrzaja CO i ispitivanje stabilnosti komposta metodom klijavosti.

5.3.1. Odredivanje pH reakcije komposta

Optimalna pH vrednost za mikrobnu aktivnost je izmedu 6,5 i 8,0 (Christian i sar.,
1997). Sam proces kompostiranja dovodi do velikih promena u materijalu pri razlaganju
organske materije koje su pracene i promenama u pH vrednostima. Na primer, oslobadanje
organskih kiselina moze privremeno ili lokalno da snizi pH a time i poveca kiselost. S druge
strane, proizvodnja amonijaka iz azotnih jedinjenja u kasnijim fazama procesa kompostiranja
pracena je oslobadanjem neprijatnih mirisa, pri ¢emu se povecava pH vrednost. Krajnji

proizvod — kompost uvek ¢e biti sa stabilnim pH, koji je neutralan.
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Odredivanje pH vrednosti vodenog ekstrakta komposta vrsi se elektrometrijskim
merenjem na pH-metru. Ekstrakt komposta je dobijen od 10 g uzoraka komposta koji je
pomesan sa 100 mL destilovane vode (1:10 W/V, uzorak: voda) (Tiquia i Tam, 2002).
Nakon 4 h ekstrakije uzorci su filtrirani a zatim centrifugirani 10 min. brzinom 4500 rpm.
Supernatant je koris¢en za analize pH vrednosti kao i odredivanje sadrzaja ukupnih

Secera.

5.3.2. Odredivanje koncentracije ukupnih Secera u ekstraktu komposta

Ova metoda ukazuje na proces postupne hidrolize polisaharida celuloze pod
dejstvom enzima celulaze raskidanjem B-1,4-glukozidnih veza do nastajanja disaharida
celobioze i daljom njegovom hidrolizom do izdvajanja glukoze. Takode proces hidrolize
celuloze prati i hidroliza hemiceluloze — heteropolisaharida pri ¢emu nastaju razli¢iti
monosaharidi.

Sadrzaj ukupnih Secera se odreduje po spektrofotometrijskoj metodi na UV/VIS
spektrofotometru na 490 nm. Prinos izdvojenih ugljenih hidrata tokom hidrolize je odreden
fenol-sumpornom metodom (Albalasmeh, 2013), a rezultati su izraZzeni preko koncentracije
glukoze (ng mL™) i preracunatina 1 L (g L™Y).

Ova metoda se moze koristiti 1 u slucajevima kada su uz Secer prisutni ostaci soli i
proteina 1 u slucaju kada su Seceri zakaceni za polimer. Uz izuzetak odredenih deoksi Secera,
Mmetoda je veoma opSta i moze se primeniti za redukujuce 1 neredukujuce Secere, kao i mnoge
druge vrste ugljenih hidrata ukljucujuéi i oligosaharide. Odredivanje Secera se zasniva na
merenju apsorbancije obojenog aromaticnog kompleksa koji se formira izmedu fenola i
ugljenih hidrata, na 490 nm. Koli¢ina prisutnog Secera se odreduje uporedivanjem sa
standardnom krivom, dobijenom uz pomo¢ spektrofotometra. Pod odgovaraju¢im uslovima,
ta¢nost metode je £2%.

U slucaju kada spektrofotometar nije dostupan, metoda se izvodi kvalitativno,
direktnim vizuelnim uporedivanjem boja uzoraka poznatih koncentracija.

Reagensi:

e 4% fenol: 40 g fenola rastvoriti u 1 L destilovane vode, ¢uvati do 6 meseci na

sobnoj temperaturi,

e 96% sumporna kiselina,

e 1 mg mL™ standardnog $ecera (glukoza) u zatvorenim epruvetama.
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Postupak:

Epruvete zapremine 10 mL se prvo isperu destilovanom vodom. Spektrofotometar se
podesava na 490 nm. Kao slepa proba koristi se uzorak napravljen meSanjem 500 uL 4%
fenola i 2,5 mL 96% sumporne kiseline. Standardna kriva se dobija merenjem apsorbance
standardnog rastvora $eéera, koncentracije 1 mg mL™. Uzorak se odgovarajuéom pipetom
rasporeduje u 10 razli¢itih suvih epruveta, u opsegu od 5 puLL do 50 pL, dodaje 500 uL 4%
fenola i 2,5 mL 96% sumporne kiseline i meri na 490 nm. Dobijena standardna kriva je

prikazana na slici 5.1.

Linear Regression for Data1_B:
124 y=a+B*"X
1 Parameter Value Eror z

104 a 001144 0,01271
B 00236 4,10264E-4 .
—_~ E i
E -
S 084rR so N P
= 1 0.9988 0,01972 10 <0.0001
8 06 P
g i |
: -/
@ 0.4 /
=1
<

o
o
]
)
]

Glukoza (ng)

Slika 5.1. Standardna kriva za odredivanje koli¢ine

oslobodenih ugljenih hidrata preko koncentracije glukoze

Izmeri se zapremina uzorka ekstrakta nepoznatog Secera koja se zeli ispitati i prenese
u epruvetu. Dodaje se 500 ul 4% fenola i 2,5 mL 96% sumporne kiseline i meri apsorbanca.
Dobijene vrednosti apsorbance se ubacuju u dobijenu jednacinu standardne krive i izra¢unava

koncentracija nepoznatog Secera.

5.3.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja organske materije

Ukupni sadrzaj organske materije se odreduje po Thompsonovoj metodi (2001),
7arenjem na 550 °C, pet sati, u peéi za Zarenje. Kori$éeni su uzorci suve materije — komposta

nakon sus$enja u vakuum susnici na 50 °C.
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Odredivanje sadrzaja pepela i organske materije:

neto masa pepela nakon zarenja na 550°C(g)

Pepeo (%) = x 100 (5.2)

neto suvog uzorka (g)

Organska materija (%) _ [1 __ neto masa pepela nakon Zarenja na 550°C(g)] % 100 (53)

neto suvog uzorka (g)

5.3.4. Odredivanje suve materije

Suva materija uzorka odreduje se primenom standardne metode susenja na 105 °C do

konstantne mase (Trajkovi¢ i sar., 1983).

5.3.5. Odredivanje sadrzaja ukupnog ugljenika, azota, fosfora i kalijuma

Ukupan sadrzaj ugljenika i azota se odreduje pomocu termokonduktometrijskog
detektora za elementarnu analizu (Elementar Vario EL 111 element analyzer) (Bremner, 1965).

Kivete za sagorevanje (CuO, PbCrO4, aluminijumska i kvarcna vuna) i redukciju
(bakarna zica, srebrna i kvarcna vuna) postavljene su na odgovarajue temperature
(sagorevanje 900 °C i redukcija 600 °C). Suvi biljni materijal (0,01 g) postavljen je u
aluminijumsku foliju, a zatim u aparat.

U Kkiveti za sagorevanje, biljni materijal je sagoren do CO,, H,O, NO; i SO..
Sumporna jedinjenja su apsorbovana pomocu PbCrO4 po izlasku iz kivete za sagorevanje.
Isparljive halogene komponente su eliminisane iz smeSe gasova pomocu srebrne vune. COy,
H,0 i SO, su adsorbovani pomoc¢u He, a preostali N, je detektovan pomoc¢u TCD (detektor
ukupnog ugljenika, engl. Total Carbon Detector).

Kolicina C i N u uzorku dobijena je pomoc¢u standardnih kriva zavisnosti
detektovanih vrednosti i apsolutnih koli€ina ispitivanih elemenata u mg.

Sadrzaj azota (TKN) je odreden po mikro Kjeldahlovom digestivhom postupku,
digestijom uzoraka sa koncentrovanom sumpornom kiselinom (H,SO4) i smeSom katalizatora
(100:1:1000 CuS0O4-5H,0/Se/K;S04). Amonijak u Kjeldahlovim digestijama je odreden
titrimetrijski, nakon destilacije alkalne pare (Bremner, 1965).

Sadrzaj fosfora je odreden digestijom sa HNO3;-HCIO,4 a zatim kolorimetrijskom
metodom pomoc¢u Bartonovog rastvora (AOAC, 2000). Kalijum je odreden digestijom s
HNO3-HCIO, i plamenim fotometrom (AOAC, 2000).
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5.3.6. Odredivanje enzimske aktivnosti dehidrogenaze

Procedura testa dehidrogenaze daje pouzdan indeks mikrobne aktivnosti u vezi sa
specificnim tretmanom zemljiSta sa minimalnim vremenom, reagensom 1 opremom.
Dehidrogenaze igraju znacajnu ulogu u bioloSkoj oksidaciji organskih materija za prenos
vodonika iz organskih supstrata na neorganski akceptor.

U metodi je koriS¢en reagens trifeniltetrazolium hlorid (TTC). Metoda je radena po
ISO standardu 23753-1.

Procedura se izvodi u mraku sa uzorkom komposta od 5 g u koji se dodaje 5 mL
0,1 M Tris HCL pufera sa TTC-om. U uzorku, koji je kontrola, se dodaje 5 mL 0,1 M Tris
HCL pufera. Epruvete koje su dobro zatvorene se inkubiraju 24 sata na 30 °C. Nakon
inkubacije uzorcima se dodaje po 25 mL acetona. Uzorci se promeSaju i ostave dva sata u
mraku. Nakon prvog sata se jo$ jednom promeSaju. Posle toga se vrsi filtriranje u
polumraku i merenje apsorbance na 485 nm.

Metodu je predlozio SAD savet za kompostiranje (1997), koja se zasniva na Glathe i
Thalmann (1970) metodi. Kao standard se koristi 1,3,5-trifenilformazan (TPF).

Za izraCunavanje standardne krive se Koristi 0,1 g TPF koji se rastvori u 10 mL
acetona. Odmeri se 0,5 mL tog rastvora i razblazi acetonom do 50 mL. U ¢etiri epruvete se
odmeri prethodno pripremljen rastvor redom 1 mL, 2 mL, 5 mL i 10 mL i dopuni acetonom
do 30 mL, u petoj epruveti se odmeri samo 30 mL acetona koji sluzi kao slepa proba. Meri se
apsorbancija na spektrofotometru na 485 nm. Dobijene vrednosti apsorbancije se ubacuju u
dobijenu jednacinu standardne krive i izracunava se enzimska aktivnost dehidrogenaze.

Dobijena standardna kriva je prikazana na slici 5.2.
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20 - Equation y=a+b'x
| | Adj. R-Square 0.99994

Value

Standard Error

1.8 B Intercept -7.97546E-5 0.00366

18 Slope
1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

06

Apsorbanca 485 nm

04 -

02 -

0.0514 2.03823E-4

TPF Koncentracija pg/ml

Slika 5.2. Standardna kriva koncentracije TPF-a (1,3,5- trifenilformazan)

Dehidrogenazna aktivnost se izraCunava preko sledece jednacine:

— (Pcs—pps) XV x 100

a
mxDMxt

a - enzimska aktivnost (ug g*h™)

x razblazenje

pes- prose¢na koncentracija TPF-a u uzorku (ug mL™)

(5.4)

Pps - proseéna koncentracija TPF-a u slepoj probi (ug mL™)

V — zapremina rastvora (pufer + rastvara¢ = 2,5 mL pufera + 12,5 mL acetona =15 mL)

m — masa uzorka (2,5 g)

DM - procenat suve materije u uzorku

t — vreme inkubacije (24 h)

5.3.7. Odredivanje sadrzaja CO,

Metoda za odredivanje sadrzaja CO, se izvodi po postupku koji su dali lannotti i sar.

(1993). Ovom metodom prati se gubitak ugljenika tokom procesa kompostiranja nastao kao

rezultat mikrobioloske aktivnosti.
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2,5 g suvog uzorka komposta se inkubira tri dana na sobnoj temperaturi na 25 °C u
mraku, u dobro zatvorenoj posudi sa epruvetom u kojoj je odmereno 1 M NaOH poznate
zapremine od 2 mL. Posuda se zatvori parafilmom. Nakon inkubacije nastali CO, se odreduje
titracijom NaOH sa 1 M HCI.

5.3.8. Ispitivanje stabilnosti komposta metodom klijavosti

Procena stabilnosti komposta pre njegove upotrebe je od sustinskog znacaja.
Fitotoksi¢nost i nezrelost komposta je vezana za prisustvo organskih kiselina, amonijaka i
etilen-oksida u ranim fazama procesa kompostiranja (Hue i sar., 1995). Zrelost komposta
karakteriSe i indeks klijavosti semena u ekstraktu komposta — bioloska metoda za procenu
stepena zrelosti komposta (Iglesial-Jimenez i Perez-Garcia, 1992).

Test klijavosti semena je Siroko prihvacen za ocenu fitotoksi¢nosti i1 stabilnosti
komposta (Tiquia i sar., 1996; Zucconi i sar., 1981).

Ovom metodom se ispituje klijavost semena na vodenim ekstraktima komposta
(1:10). Rezultati se uporeduju sa kontrolnim uzorkom semena cija se klijavost ispituje na
destilovanoj vodi. Ovom metodom je planirano postavljanje na klijanje po 25 semena 4
razli¢ite lekovite biljke (Thymus vulgaris, Lavandula officinalis, Cynara scolimus,
Fagopirum esculentum), sa trajanjem inkubacije od 72 sata, na 25 °C, u mra¢nim uslovima.
Semena su postavljena na duplom filter papiru u staklenim petri Soljama. Filter papir je
navlazen sa 5 mL ekstrakta (1:10) ili destilovane vode (kontrola). Rezultati su izrazeni kao
procenat klijavosti semena na ekstraktu komposta u odnosu na klijavost semena u

destilovanoj vodi. GI je izracunat koris¢enjem jednacine (5.1).

5.4. Agronomska metoda gajenja uljanih vrsta

Ogled je postavljen u nasumi¢nom kompletnom projektu bloka sa Cetiri replikacije.
Svaka parcela se sastojala od 4 reda, 50 cm odvojene i 5 m duzine (obradena povrSina
iznosila je 2,5 m? — dva srednja reda). Koriiéene uljane vrste u ogledu su uljani lan (L.
usitatissimum) i crni kim (N. sativa). Vrste su bile postavljene sredinom aprila i dostigle
zrelost pocetkom avgusta. Pre i posle setve, zemljiste se tretira samo jednom Sa bakterijskim
inokulumom u toku celog vegetacionog perioda (slika 5.3). Uzorci su obelezeni na sledeci

naéin: (N1, N. sativa — kontrola; N2, N. sativa sa bakterijskim inokulumom koncentracije 1
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mL L% N3, N. sativa sa bakterijskim inokulumom koncentracije 7 mL L™ L1, L.
usitatissimum — kontrola; L2, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom koncentracije 1
mL L™; L3, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom koncentracije 7 mL L™). Nisu
koris¢ene hemikalije za zastitu bilja, a korovi su kontrolisani ru¢no.

Biljni materijal je sakupljen i uzorkovan nakon zavrSetka vegetacionog perioda
sredinom avgusta tokom 2015. i 2016. godine.

Berba semena crnog kima se obavlja u fazi tehnoloske zrelosti semena u momentu
kada caure promene boju iz ljubicasto-zelene u zemljano-braon, u tom momentu otpadaju tzv.
,brkovi“ i seme ,,zvecka” u ¢aurama zbog njegovog odvajanja od placente. U nasim
agroekoloskim uslovima u zavisnosti od vremenskih prilika, berba semena najcesce se
obavlja u toku avgusta. Berba se obavlja u ranim jutarnjim casovima u cilju, §to manjeg
rastura semena. Na malim povrSinama berba je dvofazna. Zrele caure se rucno odsecaju,
naknadno dosuSuju u platnenim vre¢ama, a izdvajanje semena je ru¢no ili zitnim vrSalicama).
Stabla se odsecaju na visini najnizih ¢aura. Ako se koristi semenski materijal iz komercijalne
proizvodnje, seme se uzima iz krupnijih, zdravih ¢aura. Jednofaznu berbu treba obaviti kada
je vlaznost semena ispod 11%. Niska vlaznost dovodi do problema prilikom ekstrakcije ulja,

$to moze dovesti do smanjenja kvaliteta ulja.

Bakterijski
preparat

: \ Prinos semena

Sadrzaj ulja

Sadrzaj masnih Kiselina

Sadrzaj ukupnih

polifenola,
flavonoida
;-_ . _,'/! " i karotenoida
Antioksidativna
aktivnost

Slika 5.3. Sematski prikaz primene i uticaja PGPB-a na prinos semena i sastav masnih ulja,

uljanog lana i crnog kima
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5.5. Natkriti¢na ekstrakcija (NKE) masnih ulja iz semena crnog kima i

uljanog lana sa CO,

Natkriti¢na ekstrakcija (NKE) masnog ulja je izvrSena u sistemu za NKE Autoclave
Engineers SCE Screeing System (SAD) (slika 5.4) na 300 bara i 40 °C. Za ekstrakciju je
koris¢eno oko 15 g mlevenog biljnog semena, dok je prose¢na brzina protoka CO; bila 0,44
kg h™. Prinos iz ekstrakcije izradunat je nakon potro$nje priblizno 127 g CO; pri éemu je

biljni materijal iscrpljen.

@ [
SEPARATOR
-~ o
EKSTRAKTOR IZLAZ
UGLJENIK(IV)-OKSIDA
U ATMOSFERU
oty @ Vo ) UZORKOVANJE
i
KRIOSTAT TUMPA
BOCA SA

UGLIENIK(IV)-OKSIDOM

Slika 5.4. Sema postrojenja za NKE iz semena uljanog lana i crnog kima na nizem pritisku

Aparatura prikazana na slici 5.4. pogodna je za rad na pritiscima do 45 MPa i
temperaturama do 238 °C. Te¢ni CO, iz boce sa sifonom prvo prolazi kroz kriostat da bi se
sprecilo njegovo isparavanje, a zatim ulazi u pumpu visokog pritiska za te¢nosti (MiltonRoy,
Francuska) izlaznog pritiska do 45 MPa sa moguénoscu podesavanja protoka u opsegu od
50-500 mL h™. CO, se uvodi u ekstraktor i komprimuje do Zeljenog pritiska na Zeljenoj
temperaturi. Ekstraktor radne zapremine 150 mL je prethodno ispunjen biljnim materijalom
(biljnim semenima crnog kima i uljanog lana). Nakon postizanja Zeljenih vrednosti pritiska i
temperature, pocinje kontinualno proticanje CO; kroz sistem. Rastvoreni ekstrakt se odvaja u
separatoru (staklena epruveta). CO; se iz sistema ispusta u atmosferu, a njegova utroSena

masa se meri pomocu vage na kojoj je smestena boca.
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5.6. Analiza masnih ulja dobijenih natkriticnom ekstrakcijom sa CO,

primenom gasne hromatografije

Primenom analiticke gasne hromatografije 1 gasne hromatografije / masene

spektrometrije uradena je analiza metil estara masnih ulja uljanog lana i crnog kima.

5.6.1. Pripremanje metil estara

Pazljivo se doda 2 g H,SO4 u 125 mL mesavine benzena i apsolutnog metanola
MeOH u odnosu (1:3). Odmeri se 1.0 g masnog ulja (semena uljanog lana i crnog kima) u
erlenmajer od 125 mL u kojem je prethodno odmereno 60 mL smeSe benzena i apsolutnog
metanola sa H,SO,. Postavi se na kondenzator i kondenzuje 2,5 h. Nakon toga u levku za
odvajanje od 250 mL, doda se 100 mL H,O. Ekstrakcija se vrsi sa 50 mL ¢istim petroletrom
(30-60°) i ispere sa dodatkom 20 mL vode do oslobadanja kiselina. Susi se sa anhidrovanim
Na;SOy 1 rastvara¢ se uparava na vodenom kupatilu. Metil estri se cuvaju u zatvorenim
posudama u frizideru. Kao antioksidans moze da se doda 0,05% hidrohinon. Analizira se §to

je pre moguce.

5.6.2. Analiticka gasna hromatografija (GC/FID)

GC/FID analiza testiranih uzoraka metil estara masnih ulja (FAME) izolovanih iz
semena uljanog lana i crnog kima obavljena je na gasnom hromatografu modela 7890A
Agilent Technologies, koji je opremljen sa injektorom za split-splitless i automatskim
uzorkivacem tecnosti (ALS), koji je priklju¢en na kolonu HP-5MS (30 m < 0,25 mm,
debljina filma od 0,25 pm) i ugraden u plamensko-jonizacijski detektor (FID). Protok
nosivog gasa (H.) iznosio je 1 mL min™, temperatura injektora bila je 250 °C, temperatura
detektora 300 °C, dok je temperatura kolone bila linearno programirana od 40-260 °C
(brzinom od 4° min™), i drzala se izotermalno na 260 °C narednih 15 minuta. Rastvori
ispitanih uzoraka u n-heksanu (15 uL mL™) su zapravo injektirani ALS-om (2 uL, u odnosu
1:30). lzvestaji o povrSinskom procentu, dobijeni kao rezultat standardne obrade

hromatograma, su koris¢eni kao osnova u cilju kvantifikacije.
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5.6.3. Gasna hromatografija / masena spektrometrija (GC/MS)

Isti hromatografski uslovi kao oni koji su navedeni za GC/FID su koriS¢eni za analizu
GC / MS, koriste¢i sistem HP G 1800C serije Il GCD (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA
(USA)). Umesto vodonika, helijum se koristi kao nosivi gas. Transferna linija je zagrevana na
260 °C. Maseni spektri su nabavljeni u El rezimu (70 eV), u opsegu od 40-450 Da. Uzorci su
ubrizgani ALS (2 pL, u odnosu 1:30).

Sadrzaji su identifikovani uporedivanjem njihovih masenih spektara sa onima iz
Wiley275 i NIST / NBS biblioteka, koristeéi razlicite pretrazivace (PBM i NIST). Pored toga,
eksperimentalne vrednosti za indekse zadrzavanja odredene su koriS¢enjem kalibriranog
Automatizovanog Sistema za Masenu Spektralnu Dekonvulaciju i Identifikaciju softver
sistema (AMDIS verzija 2.64.), u poredenju sa onima iz dostupne literature, (Adams, 2007) i

koris¢en kao dodatni alat za odobravanje nalaza MS.

5.7. Odredivanje antioksidanasa u uljima

Antioksidansi u uljima se odreduju pomoc¢u sadrzaja polifenola, flavonoida 1

karotenoida. Za odredivanje antioksidativne aktivnosti koris¢ena je FRAP metoda.

5.7.1. Ekstrakcija ulja za odredivanje antioksidanasa

Ekstrakti ulja za odredivanje antioksidansa su pripremljeni koris¢enjem metode J.
Bernatoniena i sar. (2011) sa malim modifikacijama. 0,5 g ulja je ekstrahovano 3 puta sa po 2
mL 96% etanola. Dobijeni ekstrakti su sakupljeni, pomeSani i dopunjeni rastvaratem do 10
mL. Dobijeni ekstrakt ulja je koris¢en kao uzorak za odredivanje polifenola, flavona,
flavonola i karotenoida, kao 1 merenje antioksidativne aktivnosti FRAP metodom
(Milutinovi¢ i sar., 2013).

5.7.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli su odredivani spektrofotometrijskom metodom na 760 nm

(Bernatoniene i sar., 2011).
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Postupak:

1 mL uzorka (ekstrakta) je oksidovan koris¢enjem Folin Ciocalteu reagensa (200 pL),
pa je dopunjen rastvorom natrijum—karbonata (75 gL™) do zapremine 10 mL. Nakon 2 h,
suspenzija je centrifugirana 10 minuta na 5000 o/min, a absorbanca merena na talasnoj duzini
760 nm. Rezultati su dobijeni koriS¢enjem kalibracione krive galne kiseline 1 izrazeni kao

ekvivalenti galne kiseline (GAE) u pg na 1 mL uzorka (ekstrakta).

Priprema standardne krive:

Za pripremu standardne krive (slika 5.5) kori$¢eno je po 1 mL vodenog rastvora galne
kiseline razli¢itih koncentracija (1, 5, 10, 1 20 pg mL'l) 1 oksidovano pomocu Folin Ciocalteu
reagensa (200 pL), a zatim dopunjeno rastvorom natrijum-karbonata (75 g L™) do zapremine
10 mL. Nakon 2 h, suspenzija je centrifugirana 10 minuta na 5000 o/min, a absorbanca

merena na talasnoj duzini 760 nm.

Standardna kriva - Polifenoli

0.3 /
y=0,0149x+0,0293
/ R*= 0,992
/ —#— Apsorbanca, 760nm
/ —— Linear (Apsorbanca, 760nm)
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o
=
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o
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Koncentracija (ng/ml)

Slika 5.5. Standardna kriva za odredivanje ukupnih polifenola

5.7.3. Odredivanje flavona i flavonola

Sadrzaj flavona i flavonola je odredivan spektrofotometrijskom metodom na 425 nm

(Bernatoniene i sar., 2011).

Postupak:
U 4,9 mL ekstrakta je dodato 100 pL 10% rastvora aluminijum-hlorida. Nakon 30

minuta, absorbanca je merena na talasnoj duzini 425 nm. Rezultati su dobijeni koriS¢enjem
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kalibracione krive za kvercetin i izrazeni kao ekvivalenti kvercetina (QE) u pg na 1mL

uzorka (ekstrakta).

Priprema standardne krive:
Za pripremu standardne krive (slika 5.6) uzimano je po 4,9 mL alkoholnog rastvora
kvercetina razli¢itih koncentracija (1, 5, 10, 20 i 50 ug mL™) i dodato je 100 uL 10% rastvora

aluminijum-hlorida. Nakon 30 minuta merena je absorbanca na talasnoj duzini 425 nm.

Standardna kriva - Flavoni i flavonoli
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Slika 5.6. Standardna kriva za odredivanje flavona i flavonola

5.7.4. Odredivanje karotenoida

Sadrzaj karotenoida je odredivan spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 440 nm,
poredenjem dobijene ekstinkcije sa ekstinkcijom standardnog rastvora kalijum—dihromata
(Bernatoniene i sar., 2011). Kalijum—dihromat standardni rastvor je pripremljen rastvaranjem
0.09 g kalijum—dihromata u 250 mL destilovane vode.

Postupak:

Absorbanca etanolnih ekstrakata i standardnog rastvora kalijum—dihromata je merena
na talasnoj duzini 440 nm, a kao slepa proba korisc¢en je 96% etanol.

Ekstinkcija 1 mL standardnog rastvora kalijum—dihromata odgovara ekstinkciji
0.00208 mg P-karotena. Ukupan sadrzaj karotenoida je izrazen kao sadrzaj B—karotena

(Mg g™ ulja), 1 izracunat po sledecoj formuli:
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__0.00208xAx25x100
Alxa

X

(5.5)

pri ¢emu su A i Al absorbanca uzorka i standardnog rastvora, redom, a a je masa uzorka u

gramima.

5.7.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost pripremljenih ekstrakata je merena koriS¢enjem FRAP

metode.

5.7.6. FRAP metoda

FRAP metoda se zasniva na redukciji gvozde (III) — tripiridil triazin kompleksa [Fe
(1) — TPTZ] do gvozde (II) — tripiridil triazina [Fe (1) — TPTZ] pri kiselom pH. [Fe (I) —
TPTZ] kompleks je intenzivno plavo obojen sa maksimumom absorbance na 593 nm
(Milutinovi¢ i sar., 2013).

Potrebne hemikalije:

- 10 mmol L™ rastvor 2,4,6-tripiridil-s-triazina TPTZ rastvor: 0.031g TPTZ doda se
u 10 mL 40 mmol L™ HCI

- 40 mmol L™ HCI (3.31 mL koncentrovane HCI se dopuni do 1 L)

- Acetatni pufer, pH 3,6 (6,4 mL 2 M rastvora natrijum-acetata i 93,6 mL 2 M
rastvora sir¢etne kiseline se dopuni u normalnom sudu do 1 L)

- 20 mmol L*rastvora FeCl; x 6H,0: 0,054 g FeCl; x 6H,0O doda se u 10 mL

destilovane vode

FRAP radni rastvor je pripremljen neposredno pred upotrebu mesanjem:
- 25 mL acetatnog pufera, 300 mmol L™, pH 3.6

- 2,5mL TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)

- 2,5mL 20 mmol L™, rastvora FeCls3x 6H,0

Postupak:
150 pL ekstrakta je dodato u 4,5 mL FRAP radnog rastvora i sadrzaj je snazno

promuckan. Posle 5 minuta merena je absorbanca rastvora na 593 nm, koris¢enjem FRAP
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radnog rastvora kao slepe probe. Rezultati su izraZeni u pmol Fe?* mL™ uzorka (ekstrakta) i

izra¢unati su iz standardne krive.

Priprema standardne krive:
Za pripremu standardne krive uzimano je po 150 pL FeSOsx7H,O razlicitih
koncentracija (50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 pmol L™) i dodato u 4.5 mL radnog FRAP

rastvora, a nakon 5 minuta merena je absorbanca na 593 nm. Iz ocitanih vrednosti ekstinkcije

I poznatih koncentracija konstruisana je kriva (slika 5.7).

Standardna kriva - FRAP

=
-1

0.6 A
g
5
& 0. ¥ = 0,0006x - 0,0082
r 2z —
R 0a R:=0,9962
3
§ 03 —+—Apsorbanca, 593nm
=20
S / —— Linear (Apsorbanca, 593nm)
202
-
0.1
0 T

=)

200 400 600 800 1000

Koncentracija (umol Fe'/1)

Slika 5.7. Standardna kriva za FRAP metodu

5.7.7. Statisti¢ka analiza

Za statisticku obradu rezultata koris¢en je program Origin Pro 8 (OriginLab,
Northampton, MA). Svi rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri
nezavisna merenja. Podaci su analizirani koriS¢enjem analize varijanse (ANOVA), a Tukei-
ov test se primenjuje za poredenje srednjih vrednosti sa nivoom od 0,01. Za sveobuhvatnu

multivarijantnu statisticku analizu koriS¢en je softver Canoco for Windows 4.5 (Leps i
Smilauer, 2003).
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6. REZULTATI | DISKUSIJA

Kao sto je ve¢ napomenuto, eksperimentalni deo ovog rada se sastoji od tri dela:

1. Prvi deo se odnosi na ispitivanje odredenih karakteristika novih sojeva bakterija,
izolovanih iz prirodnih staniSta sa ciljem da se utvrdi njihova pogodnost za primenu u
procesu kompostiranja i u procesu gajenja uljanih biljnih kultura — crnog kima i uljanog lana.
Ova ispitivanja obuhvataju kvalitativno utvrdivanje proizvodnje celulolitickih enzima 1
sposobnost rasta na koris¢enom biljnom otpadu, kao karakteristika koje mogu uticati na
proces kompostiranja navedenog biljnog otpada. Za utvrdivanje pogodnosti primene u
stimulaciji rasta biljnih kultura, neophodno je bilo utvrditi Sira biohemijska svojstva
odabranih sojeva, kako bi se sagledao potencijal fiksacije azota i solubilizacije fosfora, pre
svega, ali i1 proizvodnja Sireg spektra enzima koji mogu doprineti ovoj stimulaciji i
eventualno, zaStiti od fitopatogena. Krajnja potvrda potencijala odabranih sojeva za
fitostimulaciju je dobijena ispitivanjem njihovog uticaja na klijavost semena lana i crnog
kima, pojedina¢no i u kombinacijama.

2. Drugi deo eksperimentalnog rada se odnosi na pracenje procesa kompostiranja
biljnog otpada primenom smeSe odabranih sojeva kao inokulanata u pilot uslovima (polazna
masa biljnog otpada je 10 kg). Vaznost ovih ispitivanja se ogleda u tome S§to se, na osnovu
pracenih parametara moze utvrdi da li primenjeni sojevi doprinose skracenju vremena
kompostiranja (S§to ima ekonomski znacaj) 1 poboljsanju kvaliteta dobijenog komposta, §to je
pokazano kroz povecanje fitostimulatornog dejstva dobijenog komposta.

3. Tre¢i deo istrazivanja se odnosi na uticaj odabranih sojeva bakterija na agronomske
karakteristike u gajenju biljnih kultura crnog kima i lana kao i na njihova nutritivna svojstva.
Pozitivan efekat koriS¢enih bakterija se pokazao kroz poveéanje prinosa biljaka i posebno
kroz povecanje sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina kao i kroz povecanja bioloski aktivnih
komponenti (polifenola, flavonoida, karotenoida) u ulju dobijenom iz njihovog semena

postupkom natkriticne ekstrakcije.

6.1. Kvalitativno ispitivanje celuloliticke aktivnosti i sposobnost rasta na

biljnom otpadu bakterija koriséenih za kompostiranje

Celuloliti¢ki enzimi igraju vaznu ulogu u procesima prirodne degradacije u kojima se

lignocelulozne biljke efikasno konvertuju u proizvode koji se mogu Koristiti za rast bakterija.
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Dodavanje celuloliti¢kih bakterija bi moglo povecati brzinu razgradnje biljnog materijala i
proces kompostiranja. Medutim, ocekuje se da nisu sve bakterije aktivne kod razgradnje
biljnog materijala, jer mnoge biljne vrste sadrze tanine koji mogu da deluju antimikrobno na
razli¢ite mikroorganizme (Siqueira i sar., 2012).

Zbog toga je veoma vazno da se ispitaju antimikrobna svojstva meSanog otpada
lekovitog bilja na rast 1 aktivnost odabranih celulitickih bakterija.

U cilju povecanja brzine procesa kompostiranja pozeljno je da izabrani sojevi
poseduju celuloliti¢ku aktivnost. Kvalitativno ispitivanje na agarnim podlogama je
ukljucivalo pet novih prirodnih izolata iz Sumskog zemljista (Paenibacillus chitinolyticus
CKS1, Hymenobacter sp. CKS3, Streptomyces spororaveus CKS2, Streptomices microflavus
CKS®6, Streptomyces fulvissimus CKS7) i dva nova izolata iz morskih sedimenata: (Bacillus
amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3i Bacillus altitudinis PPT1). Svi testirani sojevi su
mezofilni sa optimalnom temperaturom rasta oko 28-30 °C (sa izuzetkom Bacillus
amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3 sa optimalnom temperaturom rasta 45 °C), i imaju
antibakterijska i antifungalna svojstva. Preliminarni rezultati su pokazali da svi ispitivani

sojevi pokazuju odredeni stepen celuloliticke aktivnosti (slika 6.1a).

Paenybacillus chitinolyticus
4 vt Streptomyces spororaveus

/ LR s CKS2

_ )\ i

Bacilus altitudinis Streptomyces fulvissimus Hymenobacter psyhrotolerans
PPT1 CKS 7 L

B. altitudinis PPT1
¥ S. spororaveus

CKS2

P. chitinolyticus
CKS1 ——

B. amyloliquefaciens PPM3

Qﬁﬁ‘:

o
’i

N < S. microflavus

('-'} CKS6

Slika 6.1. a) Celuloliticka aktivnost odabranih sojeva na CMC agarnim plocama;
b) sposobnost rasta odabranih sojeva na agarnim plo¢ama koje sadrze ISP1 agar sa 10%

mesanim otpadom lekovitog bilja
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Dobijeni rezultati su pokazali da su sve izabrane bakterije mogle da rastu na agarnim
ploc¢ama sa 1%, 5% i 10% mesanim biljnim otpadom. Sposobnost rasta na agarnim plo¢ama
sa 10% meSanim biljnim otpadom je prikazan na slici 6.1b.

Otpad od lekovitog bilja je pokazao posebno efekat stimulacije rasta za Paenibacillus
chitinolyticus CKS1, Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3 i Bacillus altitudinis
PPT1.

Posto izabrani celuloliticki sojevi, koji su u stanju da rastu na otpadu lekovitog bilja,
nisu pokazali medusobni antagonizam pri kompostiranju, formirana je meSavina jednakih

koli¢ina ovih sedam bakterijskih sojeva.

6.2. Izbor sojeva za ispitivanja fitostimulatornog efekta putem odredivanja

indeksa klijavosti semena (GI) crnog kima i uljanog lana

U cilju odabira sojeva za eksperimente u polju i ispitivanje fitostimulatornog
delovanja bakterija na uljane kulture, prvo je ispitan uticaj primene razli¢itih koncentracija
bakterijskih sojeva (PPT1 — Bacillus altitudinis, CKS1 — Paenybacillus chitinolyticus, CKS3
— Hymenobacter sp., CKS7 — Streptomyces fulvissimus, PPM3 — Bacillus amiloliquefaciens
ssp. plantarum) na indeks klijavosti (GI) semena crnog kima i uljanog lana. Opseg
koncentracija se kretao od 0,5 mL L™ do 3 mL L™ inokuluma pojedina¢nih bakterija (tabela
6.1 i 6.2). Prema Rashad i sar. (2010), efekat biofertilizacije je evidentan kod onih
bakterijskih sojeva koji daju Gl vrednosti iznad 100%. Na osnovu rezultata prikazanih u
tabelama 6.1 i 6.2., moze se uociti da sojevi CKS1, CKS3 i CKS7, u svim koncentracijama
daju vrednosti GI preko 100% za lan, dok je kod crnog kima, takav efekat pokazao samo soj
CKS7. Soj PPM3 je pokazao blagi efekat inhibicije klijavosti u svim koncentracijama kod
crnog kima a sa povecanjem koncentracije i kod lana. Soj PPT1 je dao dobre rezultate
klijavosti u nizim koncentracijama ali je znatno inhibirao klijavost i lana i kima pri

koncentraciji inokuluma od 3 mL L™.
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Tabela 6.1. Promena indeksa klijavosti (Gl, %) za seme N. sativa pri razli¢itim
koncentracijama bakterijskih sojeva

Bakterijski
S0j
Konc. PPT1 CKS1 PPM3 CKS3 CKS7
(mL L™
0.5 108,6 111,4 62,6 112,2 119,1
1 102,7 104,2 83,8 105,3 105,5
1.2 100,3 92,7 51,7 94,3 110,3
3 91,7 86,6 62,8 72,8 1131

PPT1 — Bacillus altitudinis, CKS1 — Paenybacillus chitinolyticus, CKS3 — Hymenobacter sp.,

CKS7 — Streptomyces fulvissimus, PPM3 — Bacillus amiloliquefaciens ssp. plantarum.

Tabela 6.2. Promena indeksa klijavosti (Gl, %) za seme L.usitatissimum pri razli¢itim

koncentracijama bakterijskih sojeva

Bakterijski
S0j
Ko, PPT-1 CKS-1 PPM-3 CKS-3 CKS-7
(mL L™
0.5 104,7 124,1 102,6 108,3 101,5
1 101,7 101,4 89,2 102,4 106,8
1.2 104,1 104,6 76,7 102,5 108,0
3 65,4 109,8 61,6 103,7 109,3

PPT1 — Bacillus altitudinis, CKS1 — Paenibacillus chitinolyticus, CKS3 — Hymenobacter sp.,
CKS7 — Streptomyces fulvissimus, PPM3 — Bacillus amiloliquefaciens ssp. plantarum.

Imaju¢i u vidu prikazane rezultate uticaja bakterijskih sojeva na indeks klijavosti
crnog kima i uljanog lana, za dalja istrazivanja su odabrana tri soja: CKS1 — Paenibacillus

chitinolyticus, CKS3 — Hymenobacter sp. i CKS7 — Streptomyces fulvissimus.

6.3. Biohemijske i enzimske karakteristike odabranih sojeva za gajenje

crnog kima i uljanog lana

Biohemijske i enzimske karakteristike odabranih sojeva su prikazane u tabeli 6.3.
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Tabela 6.3. Biohemijske karakteristike PGPB.

Biohemijske karakteristike ~ Paenibacillus sp Hymenobacter sp  Streptomyces sp.

CKS1 CKS 3 CKS7

Ca-P rastvaranje + + ++
Nfb reakcija + + -
Alkalne fosfataze - + +
Kisele fosfataze + + +
Napthol-AS-BI

fosfohidrolaze * + +
Esteraze + + -
Esteraze lipaze - + +
Lipaze - - +
Leucin arilamidaze - + +
Valine arilamidaze - + +
Cistin arilamidaze + + +
Tripsin + - +
a-himotripsin + - +
a-galaktozidaze + - -
B- galaktozidaze - - +
B-glukuronidaze + - -
a-glukozidaze - - +
B- glukozidaze + - +
N-acetil-p-glukozaminidaze + + +
a-manozidaze + - -
a-fukozidaze - - +

Svi odabrani sojevi su bili u mogucnosti da rastvaraju trikalcijum fosfat koji pokazuje
jasne halo zone oko njihovih bakterijskih kolonija. Takode dva soja, CKS1 1 CKS3, su dala
pozitivne reakcije na Nfb medijumu, §to ukazuje na njihove potencijalne sposobnosti
fiksacije azota. APl ZIM profil pokazuje veliki enzimski potencijal sva tri soja, posebno
Streptomices fulvissimus CKS7 koji je sposoban da reaguje sa 15 enzimskih supstrata od 19.
S obzirom na znacajan uticaj PGPB na opisane karakteristike crnog kima i uljanog lana
moglo se pretpostaviti da mehanizmi delovanja mogu biti posledica enzimskih aktivnosti
sojeva kao i sposobnosti rastvaranja fosfora (Burns i sar., 2013; Caldwell, 2005). U drugim
istraZivanjima je poznato da soj S. fulvissimus Act1433 kao i neki Paenibacillus sp. (Grady i
sar., 2016) pokazuju stimulaciju rasta biljaka putem bioloSke fiksacije azota, fosfatne
solubilizacije, proizvodnje fitohormona indol-3-siréetne kiseline (IAA) i oslobadanjem
siderofora koji omogucavaju apsorpciju gvozda. Interesantno je da svi odabrani sojevi u
ovom radu pokazuju aktivnost (N-acetil-B-glukozaminidaza), koji se smatra jednim od

moc¢nih agenasa za poboljSanje rasta biljaka, kroz odrzavanje kontrole nad insektima,
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fitopatogenima ukljucujuci bakterije, gljivice, nematode i viruse (Grady i sar., 2016; Parham i
Deng, 2000).

6.4. Kompatibilnost bakterijskih sojeva

Odredivanjem indeksa klijavosti GI semena crnog kima i uljanog lana sa ispitanim
sojevima CKS1, CKS3 i CKS7 pri najoptimalnijoj koncentraciji od 1 mL L™ potvrdena je
visoka kompatibilnost izmedu sojeva. Indeks klijavosti semena GI sa tri kombinacije soja kod
crnog kima je 120,2% a kod uljanog lana 161,9% (tabela 6.4) i znatno je veéi u poredenju sa
individualnom primenom soja, pa ¢ak i sa dve kombinacije soja kod obe biljke. Posto su sva
tri soja pokazala medusobno visoku kompatibilnost, formirana je meSavina jednakih koli¢ina

sojeva za kultivaciju uljanog lana i crnog kima.

Tabela 6.4. Promena indeksa klijavosti (Gl, %) za semena N. sativa i L.usitatissimum.

Bakterijski
S0j e 0 @) 0O 0
@) @) Q QX Q x QX QXX
5 o > a2 5@ 74 6 8@
- [uis w ~ ~Noy @t Wy ~N ¥ o+
Biljka

L. usitatissimum  101,4+1.0° 102,4+1.2° 106,8+0.8° 1055+1.4® 101,5+1.1° 1332+1.7° 161,9+1.1°
N. sativa 104,2+1.1*  105,3#1.1* 1055+1.2° 108,7+0.9° 107,4#1.3" 1151+1.0° 120,2+1.6°

CKS1-Paenybacillus chitinolyticus, CKS3 — Hymenobacter sp., CKS7 — Streptomyces
fulvissimus:.(statisticki znacajna razlika u zadanom redosledu pojedinih biljaka obeleZena je

razli¢itim slovom (p<0.01))

6.5. Monitoring procesa kompostiranja

Prac¢enje procesa kompostiranja je obuhvatalo odredivanja slede¢ih parametara:
temperature i sadrzaja vlage u kompostu, pH komposta, sadrzaj ugljenih hidrata rastvorljivih
u vodi, sadrzaj organske materije (OM) u kompostu, ukupni sadrzaj ugljenika i azota, C / N
odnos, sadrzaj kalijuma i fosfora u kompostu, dehidrogenazne aktivnost (DH-ase) i sadrzaj

oslobodenog CO; u kompostu i fitotoksi¢nost kompostnog materijala.
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6.5.1. Fizi¢ko-hemijske karakteristike meSanog biljnog otpada pre procesa

kompostiranja

Pre postavljanja eksperimenta kompostiranja, ispitani su odredeni hemijski parametri

otpadnog bilja prikazani u tabeli 6.5.

Tabela 6.5. Agrohemijska analiza meSanog biljnog otpada nastalog tokom proizvodnje i
prerade lekovitog bilja u Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panéi¢“ u 2012.

godini i sadrzaj pojedina¢nog biljnog otpada

Klase biljnog otpada Sadrzaj biljnog otpada (%)
SH 74,06
E 17,05
SG (Valeriane radix, Primulae radix, Gentianae radix) 5,00
SE (Equiseti herba) 3,90

Srednje vrednosti fizicko-hemijskih parametara mesanog biljnog otpada

Pepeo pH Ukupni P Ukupni K Ukupni N Ukupni C C/N
(%) (%) (%) (%) (%)

26,80+21.95 5,97+0,42  0,26+0,06 1,42+0,51 1,37+0,23 36,60+10,97 26,38+5,27

SH - ostale biljne droge, E - otpad iz ekstrakcije, SG — otpad nastao nakon prerade gorkih

droga, SE — otpad nastao nakon prerade rastavica

U tabeli 6.5 su prikazani agrohemijski parametri uzorka mesanog biljnog otpada koji
je nastao mesanjem Cetiri velike grupe: E — otpad nastao nakon ekstrakcije, SG — otpad koji
¢ine gorke biljne droge (valerijana, jagorcevina i lincura), SE — otpad nakon prerade rastavica
i SH — ostale biljne droge.

Prema podacima iz tabele 6.5, uzorak meSanog biljnog otpada po svojim
agrohemijskim osobinama predstavlja pogodnu sirovinu za proizvodnju visokokvalitetnog

komposta.
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6.5.2. Promene fizi¢ko-hemijskih karakteristika biljnog materijala tokom

procesa kompostiranja

Proces kompostiranja je pracen fizicko-hemijskim i bioloSkim parametrima kao $to

su: temperatura i sadrzaj vlage u kompostu, pH komposta, sadrzaj ugljenih hidrata

rastvorljivih u vodi, sadrzaj organske materije (OM) u kompostu, ukupni sadrzaj ugljenika i

azota, C / N odnos, sadrzaj kalijuma i fosfora u kompostu, dehidrogenazna aktivnost (DH-

ase) 1 sadrzaj oslobodenog CO, u kompostu i fitotoksi¢nost kompostnog materijala. Promene

hemijskih parametara su dati u tabeli 6.6.

Tabela 6.6 Promene u glavnim hemijskim parametrima tokom perioda kompostiranja u

kompostnoj mesavini sa bakterijskim inokulumom (IC) i bez bakterijskog inokuluma (CC):

pH vodenog ekstrakta (1:10); OM — sadrzaj organske materije; RSV — rastvorljivi $eéeri u

vodenom ekstraktu komposta (1:10); TC — ukupni sadrzaj ugljenika; TKN — ukupni sadrzaj
azota (Kieladal), C / N odnos

20 33 61 93 128 164

7,49+0,15 7,39+0,22 8,14+0,25 7,89+0,18 7,66+0,25 7,77+0,13
7,43+0,13 7,47+0,18 8,09+0,17 7,89+0,18 7,75+0,21 7,76+0,12
70,95+1,26 69,04+1,93 67,83+2,01 65,37+2,02 62,03+1,17 60,01+1,08
74,07+£2,02 70,22+1,81 66,49+1,75 64,94+2,02 63,34+1,45 61,87+1,18
0,54+0,02 0,28+0,030 0,25+0,02 0,19+0,03 0,11+0,01 0,07+0,01
0,56+0,05 0,32+0,020 0,22+0,03 0,13+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01
41,15+0,50 40,04+0,20 39,34+0,40 37,91+0,70 35,97+0,20 34,80+0,30
42,96+0,90 40,72+1,02 38,56+0,70 37,66+0,40 36,73+0,50 35,88+0,50
2,18+0,12 1,95+0,13 2,04+0,14 2,32+0,11 2,37+0,13 2,42+0,11

2,07+£0,11 2,29+0,12 2,24+0,11 2,39+0,13 2,09+0,12 2,23+0,11

37,11+1,12 23,83+1,020 18,87+1,36 20,53+1,12 19,28+1,44 16,34+1,21 15,18+1,23 14,38+1,03

Vreme
kompostiranja 0 7
(dani)
IC 6,18+0,12 5,56+0,12
pH
CC 6,54+0,12 6,71+0,24
IC 87,02+1,12 75,21+1,28
OM (%)
CC 87,32+1,01 75,13+1,13
IC  1,53+0,05 2,20+0,040
RSV (%)
CC 1,53+0,05 1,90+0,020
IC  50,47+0,80 43,62+0,40
TC (%)
CC 50,64+0,80 43,57+0,60
TKN IC 1,36+0,16 1,83+0,15
(%) cc 136+0,12 1,46+0,14
IC
C/N
CC 37,24+1,14 29,84+1,24

20,75+1,52 17,78+1,64 17,21+1,23 15,75+1,03 17,57+1,32 16,09+1,22
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6.5.2.1. Pracenje temperature i sadriaja vlage u kompostu

Temperatura je jedan od najvaznijih parametara za procenu stabilnosti komposta i
takode je pod uticajem mikrobne aktivnosti tokom kompostiranja (Tiquia 1 Tam, 2002).
Temperatura kompostne gomile zavisi od razli¢itih faktora kao Sto su: vrsta materijala koji se
kompostira, sadrzaja vlage materijala, postupka kompostiranja, spoljasnje temperature
(Tiquia i Tam, 2002). U ovoj studiji, temperatura kompostnog materijala na pocetku
kompostiranja bila je od 23 °C do 35 °C. U toku kompostiranja (33. dana) temperatura dostize
maksimalnu vrednost od 62,3 °C u uzorku IC i na kraju procesa dostize vrednost od 13 °C do
20 °C (slika 6.2). Na osnovu merenja unutrainje temperature komposta, moze se re¢i da su
procesi u uzorku koji je obelezen sa IC i u kontroli koja je obelezena sa CC na pocetku i na
kraju procesa viSe mezofilni, a u toku procesa termofilni.

Rezultati pracenja promene temperature u ovim ispitivanjima, tokom procesa
kompostiranja su prikazani na slici 6.2.

Sadrzaj vlage u uzorcima na pocetku procesa varira od 55% do 70% i na kraju

procesa pada ispod 50%.
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Slika 6.2 Promena temperature u kompostnoj mesavini

® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.
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6.5.2.2. pH komposta

Promena pH vrednosti u kompostu, tokom perioda pracenja, je prikazana na slici 6.3.
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Slika 6.3. Promena pH vodenog ekstrakta (1:10) tokom perioda kompostiranja:

® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.

Pocetna pH vrednost uzoraka je 6,19-6,54. Tokom prve nedelje kompostiranja pH
vrednost je pala na 5,56 za IC, ali ne i za kontrolu CC. Posle prve nedelje pH vrednost se
povecava kod oba komposta (slika 6.3). Inicijalni pad pH je vezan sa nastajanjem organskih
kiselina u pocetnoj fazi procesa kompostiranja (Khan i sar., 2009). Posle 61. dana, pH je bio
blizu 8,0 za obe vrste komposta. Ovo poveéanje pH je verovatno posledica oslobadanja
amonijaka 1 drugih alkalnih jedinjenja koji su oslobodeni tokom mineralizacije proteina,
aminokiselina i peptida. pH vrednosti su bile izmedu 7,5 1 8,0 od 93. dana do zavrSetka
procesa.

Sliéne rezultate promene pH vrednosti kompostne mase su dobili Khan i saradnici

(2009) tokom kompostiranja otpada zelenog ¢aja i pirinCanih mekinja.

6.5.2.3. SadrZaj ugljenih hidrata rastvorljivih u vodi

Kvantifikacija rastvorljivih Se€era u vodi u periodu kompostiranja pokazala je da
postoji znacajno povecanje tokom prvih sedam dana kompostiranja (slika 6.4).
Primecen je pad do 61. dana posle ¢ega je koncentracija Secera relativno konstantna u

obe vrste komposta. Znacajna razlika u sadrzaju Secera izmedu uzorka IC i kontrole CC je
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primecéena samo na drugom uzimanju uzorka (7. dana). Ve¢i sadrzaj u vodi rastvorljivih
Secera u prvim danima kompostiranja u uzorku komposta IC je pokazatelj pojac¢ane aktivnosti
bakterijskog startera u odnosu na prirodnu mikrofloru u kontroli CC. U prethodnim
istrazivanjima utvrdeno je da P. chitinoliticus CKS1 proizvodi egzoglukanazu (Mihajlovski i
sar., 2015). Pored toga streptomicete CKS6 i CKS7 poseduju jaku aktivnost beta-glukozidaze
u skladu sa API-ZIM testom. Ovakav efekat mikrobioloSkog startera je o¢ekivan s obzirom
da svi izabrani sojevi proizvode enzim iz grupe celulaza i doprinose razgradnji biljnog otpada
1 povecanju rastvorljivih Secera u vodi.

Na kraju procesa sadrzaj rastvorljivih Secera je bio 0,05% i 0,07% za IC i CC redom
(slika 6.4). U oba komposta sadrzaj rastvorljivih Secera dostigao je nivo karakteristiCan za

zreo kompost (Said-Pullicino i sar., 2007).
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Slika 6.4. Promena u vodi rastvorljivih Secera u vodenom ekstraktu (1:10) komposta.

® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.

6.5.2.4. Sadriaj organske materije (OM) u kompostu

Za razliku od rastvorljivih Se¢era u vodi, organska materija (OM) postepeno opada
tokom procesa kompostiranja. Poc¢etni sadrzaj organske materije u mesavini za kompostiranje
je 87,62%. Ostar pad je primecen u oba uzorka IC i u kontroli CC do 20. dana procesa i
postepeni pad je nastavljen sve do 61. dana procesa kompostiranja (slika 6.5). Posle 93. dana
organska materija je dostigla vrednost od 60% u IC i1 62% u CC kompostu.
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Slika 6.5. Promena sadrzaja organske materije.
® |C uzorak sa 2% inokuluma, ® CC kontrola bez inokuluma.

6.5.2.5. Ukupni sadriaj ugljenika i azota, C | N 0dnos

Pocetni sadrzaj ugljenika (TC) u uzorku sa bakterijskim inokulumom je bio 50,64%
(slika 6.6), a pocetni sadrzaj azota (TKN) je bio 1,36% (slika 6.7).

Visok sadrzaj ukupnog ugljenika (TC) i relativno nizak sadrzaj azota (TKN) kaoi C/ N
odnos od oko 37 (slika 6.8) je tipican za lignocelulozni biljni materijal (Hubbe i sar., 2010).
Preporuka je da kompostna mesavina treba da bude pripremljena tako da pocetni C / N odnos
bude izmedu 25 i 50. U vis§im C / N odnosima temperatura u kompostnoj gomili mozda nece
uspeti da raste, a ako je prenizak C / N odnos meSavina moze da emituje neprijatne mirise
(Hubbe i sar., 2010).

U istrazivanjima FEiland i sar. (2001), ispitan je uticaj pocetnog C / N odnosa na
hemijski i mikrobioloski sastav tokom dugotrajnog kompostiranja slame.

Pronadeno je da je kompost u toku tretmana kompostiranja slame sa vrednostima C / N
odnosa od 11, 35 1 47 pokazao najbolje rezultate mikrobne aktivnosti, degradacije celuloze i
hemiceluloze 1 formiranje vece koli¢ine nitratnog azota.

Tokom aerobnog procesa kompostiranja veliki deo ugljenika se usled delovanja
mikroorganizama oslobada u vidu ugljen dioksida, a ostatak se asimiluje kroz mikrobni

¢elijski metabolizam. Shodno tome, tokom kompostiranja otpada lekovitog bilja, sadrzaj
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ukupnog ugljenika se brzo smanjuje, dok se ukupni sadrzaj azota povecava i shodno tome C /
N odnos je smanjen.

Zavr$ni C / N odnos na kraju procesa je dostigao vrednost od 16,09 i 14,38 za CC i IC
uzorak redom (slika 6.8). Promena C / N odnosa karakterise stabilnost komposta (Hubbe i
sar., 2010) i ova vrednost se Cesto koristi kao pokazatelj zrelosti komposta. Posto C / N odnos
zrelog komposta treba da bude od 15 do 25 (Rashad i sar., 2010), evidentno je da su oba
komposta proizvedena u ovoj studiji dostigla zrelost.

Otpad od lekovitog bilja je bogat celulozom, hemicelulozom i ligninom, ali je
siromasan azotom i supstrat se sporije razgraduje. Relativno nizak pocetni sadrzaj azota TKN
u kompostnoj mesavini u kombinaciji sa blago alkalnim pH i relativno niskom temperaturom
kompostiranja spreCava isparavanje i gubitak azota (Hubbe i sar., 2010). Primeéeno
povecanje TKN moze se pripisati posledici razgradnje organskih jedinjenja (Said-Pullicino i
sar., 2007). Pored toga, ukupan azot moze biti povecan zahvaljujuéi aktivnosti bakterijama-
azotofiksatorima. (Hubbe i sar., 2010; Rashad i sar., 2010). Porast ukupnog sadrzaja azota u
uzorcima komposta IC i CC na kraju procesa kompostiranja je bio primetan, ali nije bio

statisticki znacajan.
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Slika 6.6. Promena sadrzaja ukupnog ugljenika (TC).

® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.
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Slika 6.7. Promena sadrzaja ukupnog azota (TKN).

® IC uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.
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Slika 6.8. Promena C / N odnosa.

® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.

6.5.2.6. SadrZaj kalijuma i fosfora u kompostu

U oba komposta CC i IC, kalijum se poveéava u prvih 33. dana kompostiranja, nakon

Cega opada na vrednost koja je neznatno iznad pocetne (slika 6.9). Nasuprot tome fosfor se

postepeno povecava tokom kompostiranja sa statisti¢ki znac¢ajnom razlikom izmedu CC i IC, gde
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je na kraju procesa kompostiranja ona bila najistaknutija. Moldes i saradnici (2007) su dobili
sli¢an rezultat u promeni fosfora i kalijuma tokom kompostiranja komine grozda. Fosfor je druga
limitiraju¢a hranljiva materija pored azota u veéini zemljiSta. Veoma je znacajan za ratarsku
proizvodnju i ucinjeni su mnogi pokusaji da se proizvede kompost sa povecanim sadrzajem
fosfora (Rashad i sar., 2010). Tokom procesa kompostiranja, oslobadanje organskih kiselina
pomaze solubilizaciju nerastvornog fosfora. Dodatak azotofiksirajucih i fosfosolubilizacionih
bakterija, moze doprineti ovom procesu (Kumar, 2001; Meunchang i sar., 2005).

Preporuceni odnos ugljenika i fosfora je izmedu 120 1 240 kada C / N odnos iznosi 30
(Hubbe i sar., 2010). Pocetna vrednost odnosa ugljenika i fosfora u otpadu od lekovitog bilja
iznosi 152 za CC kompost i 146 za IC kompost i C / N odnos oko 37.
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Slika 6.9. Promena sadrzaja kalijuma i fosfora tokom perioda kompostiranja.

® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.

6.5.2.7. Dehidrogenazna aktivnost i sadrzaj oslobodenog CO, u kompostu

Dehidrogenazna aktivnost (aktivnost DH-ase) je mera ukupne bioloske aktivnosti u
kompostu i lak metod pracenja zrelosti komposta (Forster i sar., 1993). Vrednost aktivnosti
DH-ase na pocetku procesa kompostiranja u uzorku IC je znatno veéa nego u uzorku CC
(slika 6.10). Ovo zapazanje ukazuje na efikasnost bakterijskog startera i njegovu sposobnost
da pokrene i ubrza proces kompostiranja. Velika pocetna aktivnost DH-ase u kontroli CC
ukazuje na visoku aktivnost prirodne mikroflore koja je doprinela i visokom sadrzaju
rastvorljivih Se¢era. Nakon prve nedelje, aktivnost DH-ase opada u oba uzorka IC i CC do 33.

dana. Drugo povecanje aktivnosti DH-ase je primeceno 61. dana. To je verovatno posledica
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povecéanja temperature u ovom periodu kompostiranja i povecanja mikrobioloske aktivnosti u
kompostu. Zatim aktivnost DH-ase opada do 93. dana na nivo koji se odrzava konstantno do
kraja procesa bez znacajne razlike izmedu CC i IC. S obzirom na nizak sadrzaj oslobodenog
CO; na kraju procesa oba podatka ukazuju na stabilnost komposta (slika 6.11). Sli¢ni rezultati

se mogu nacéi i u drugim studijama (Benito i sar., 2003).
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Slika 6.10. Promena DH-ase aktivnosti,
® IC uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.

+¢+ odnosi se na statisticki znac¢ajnu razliku (P=0.01).
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Slika 6.11. Promena oslobodenog CO, tokom perioda kompostiranja,
® |C uzorak sa 2% inokuluma, B CC kontrola bez inokuluma.

+¢+ odnosi se na statisticki znacajnu razliku (P=0.01).
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indeksom Klijanja semena Cetiri vrste lekovitih biljaka:

6.5.2.8. Fitotoksi¢nost kompostnog materijala

Fitotoksi¢nost kompostnog materijala uzorka IC i kontrole CC je procenjena

timijan (Thymus vulgaris),

scolimus) i heljda (Fagopirum esculentum) (tabela 6.7).

Tabela 6.7. Promena indeksa klijanja (G1) za semena heljde (Fagopirum esculentum),

timijana (Thymus vulgaris), arti¢oke (Cynara scolimu) i lavande (Lavandula officinalis)

lavanda (Lavandula officinalis), articoka (Cynara

Fagopirum esculentum

Thymus vulgaris

Cynara scolimus

Lavandula officinalis

S,
[
(5] E —~
E 2 T
g o S
> 2 <= IC(%) CC (%) IC (%) CC (%) IC (%) CC (%) IC (%) CC (%)
o
7 60 + 4° 73+ 6% 25+ 12 50 + 22 11 + 8~ 45 + 52 30 + 42 58 + 52
20 20 +1° 32+1° 21+2° 48 + 3° 35+1° 38+1° 16 +1° 24 +1°
33 67 +3° 42 £ 3° 64 + 4° 66 + 6° 80+ 7° 41 £ 2° 37+ 4° 26 + 3¢
61 68 + 2¢ 59 + 2¢ 88 + 2¢ 72 + 61 105 + 3° 78 + 3¢ 75 + 6° 29 + 3¢
93 84 + 4° 62 +5° 96 + 4° 84 + 8° 121 + 4F 83 + 4 83+ 7 36+ 2°
128 102+ 3° 68+ 5' 128 + 5F 97 + 4 163+6° 101 +6Y 89 + 3F 52 + 3f
164 122 + 6° 75 + 49 175+7¢ 119+ 3¢ 190+4"  108+3" 106 +6° 70 + 69

CC-kompost bez inokuluma - kontrola; IC-kompost sa inokulumom, razli¢ite veli¢ine slova

oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike (P=0.01)

Prihvatljive fitotoksi¢nosti,

Biofertilizaciona aktivnost

Rezultati su pokazali da oba komposta imaju fitotoksi¢an efekat u prvim fazama

kompostiranja (prve tri nedelje). Fitotoksi¢nost uzorka IC je bila ve¢a u prvom i drugom

merenju (7. 1 22. dana) $to moze da ukazuje na intenzivniji proces razgradnje biljnog

materijala. Ve¢ u tre¢em merenju (33. dana) fitotoksi¢nost uzorka IC je bila niza nego u

kontroli CC i taj trend je ostao do kraja procesa kompostiranja. Posle 61. dana uzorak IC je

pokazao karakter prihvatljivog i stabilnog komposta za tri testirane biljke (Fagopirum

esculentum, Tymus vulgaris, Lavandula officinalis) sa Gl iznad 66 (66<G1<100) (Rashad i dr.

2010). Arti¢oka (C. scolimus) je pokazala manju osetljivost na ekstrakt uzorka IC i imala je

ve¢ 33. dana indeks klijavosti od 80 + 7%, a efekat biofertilizacije ve¢ 61. dana GI = 105 + 3%

dok je na kraju procesa kompostiranja dostigla vrednost od 190 + 3%. Zreo kompost IC se

pokazao kao biofertilizator i za druge testirane biljke T. vulgaris (Gl = 128 = 5%), F.
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esculentum (Gl = 122 + 6%), i za L. officinalis (Gl = 106 + 6%). Za razliku od 1C , kompost
CC-kontrola je pokazao umerenu fitotoksi¢nost posle 61. dana kompostiranja ali samo za
timijan 1 articoku. Na kraju kompostiranja ekstrakt zrelog komposta kontrole je pokazao
biofertilizacioni efekat samo za ove dve biljne vrste (Gl = 119 £ 3%) i (Gl = 108 = 3%).
Osetljivost semena heljde i lavande na ekstrakt kontrolnog komposta, do kraja kompostiranja
se ogleda u umerenoj fitotoksi¢nosti (Gl = 75 + 4% i Gl = 70 = 6%, redom). Ovaj rezultat
pokazuje da je izbor biljnih vrsta za testiranje fitotoksi¢nosti veoma vazan jer postoji razlika
u njihovoj osetljivosti na komponente procesa razgradnje. RazliCita osetljivost razlicitih
biljnih semena na istom kompostu je primecena i u radu drugih istrazivaca (Komilis i
Tziouvaras, 2009). U ovom radu, test indeksa klijavosti GI je jasno pokazao razliku izmedu
CC i IC komposta kao i da je izabrani bakterijski starter znacajno poboljSao kvalitet
dobijenog komposta. Moze se pretpostaviti da aktivnost odabranih bakterija doprinosi
biofertilizacionom efektu dobijenog komposta (Mehta i sar., 2014).

Ovi rezultati pokazuju da je brzina kompostiranja (merena aktivnoséu CO, i DH-ase),
povecana dodatkom bakterijskog startera, i §to je jo$ vaznije, dodavanje bakterijskog startera
je imalo veliki uticaj na indeks klijavosti GI kod tri od Cetiri testirana semena lekovitog bilja.

Dodavanje bakterijskog startera transformisalo je kompost nastao iz otpada lekovitog
bilja u vredan biofertilizator.

6.6. Agronomski parametri gajenja crnog kima i uljanog lana sa tretmanom sa

bakterijskim inokulumom

U istrazivanju su kori$éene biljne vrste: crni kim (Nigella sativa L.) i uljani lan
(Linum usitatissimum L. var. vulgare Boen.) koje se gaje i umnozavaju na parcelama u
Institutu za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢“ iz Beograda sa lokacijom u
Pancevu, Vojvodina, Republika Srbija (44°52'20"N; 20°42'06"E; 74 m.n.v.). Pre i nakon
zasnivanja useva, zemljiSte je tretirano bakterijama, osim kontrole (L1, L. usitatissimum —
kontrola; L2, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom 1 mL L™; L3, L. usitatissimum sa
bakterijskim inokulumom 7 mL L™; N1, N. sativa — kontrola; N2, N. sativa sa bakterijskim
inokulumom 1 mL L™, N3, N. sativa sa bakterijskim inokulumom 7 mL L™). Biljni materijal
je uzorkovan nakon zavrSetka vegetacije u toku 2015. i 2016. godine. Ogled je zasnovan po
potpuno slucajnom blok sistemu sa velicinom osnovnih parcela 10,0 m? (4,0 m x 2,5 m) u tri

ponavljanja. Osnovna ili elementarna parcela posluzila je istovremeno i kao obracunska.
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Setva je u dve godine istrazivanja obavljana ru¢no na dubini od 1 cm. Kako bi se odredile
pojedine morfoloske osobine uzimano je po deset biljaka sa svake parcelice. Merena je visina
biljaka (cm), broj Caura, masa cele biljke (g), masa korena (g) i duzina korena (cm). Prinos
semena po hektaru (kg ha™) dobijen je odgovarajuéim preratunavanjem prinosa sa
elementarnih parcelica i vlaznosti semena (Filipovié i sar., 2014).

U tabeli 6.8 su prikazani prinos, morfoloski, i semenski parametri kvaliteta semena
crnog kima i uljanog lana. Pozitivan uticaj primene bakterijskog preparata na visinu biljaka
bio je primetan kod crnog kima, dok je u usevu uljanog lana L1 — kontrola u proseku biljka
imala visinu 53,5 cm, dok su varijante L2 i L3 imale 52,3 cm odnosno 52,7 cm. Pozitivno
dejstvo bakterijskog preparata kod obe ispitivane biljne vrste zabelezeno je kod broja ¢aura
i mase cele biljke. Ostvareni rezultati bili su u skladu sa prethodno realizovanim
istrazivanjima (Toncer i Kizil, 2004; Khan i sar., 2005; Pospisil i sar., 2011; Rahimi i sar.,
2011; Zajac i sar., 2012). Masa korena crnog kima imala je interval od 0,168 g (N1) do
0,264 g (N3), dok je masa korena uljanog lana imala istu tendenciju od najmanjih vrednosti
od 0,267 g (N1) do 0,327 g (N3). Najduzi koren je formiran u kontrolnim varijantama, Sto
je u saglasnosti sa istrazivanjima Abdel-Aziez i sar. (2014). Slican odnos je zabelezen sa
duzinom korena uljanog lana. Na siromasnijim i zemljistima loSije strukture koren uljanog
lana radi boljeg ukorenjavanja i ishrane ima tendenciju brzeg i dubljeg rasta u odnosu na
koren koji se razvija na plodnim 1 strukturnim zemljistima. Na formiranje visoke produkcije
semena kao najboljom se pokazala varijanta N2 odnosno L2 gde je zemljiste tretirano sa 1
mL L™ bakterijskog inokuluma. Kod crnog kima ostvarena je razlika izmedu najviseg N2
(290,1 kg ha') i najmanjeg N1 (249,2 kg ha™) od 14,1%. U slu¢aju prinosa semena po
hektaru uljanog lana razlika izmedu najviseg L2 (743,5 kg ha™) i najmanjeg prinosa L3
(585,8 kg hal) je 21,2%. Generalno su ostvarene visoke vrednosti energije klijanja i
ukupne Kklijavosti semena za obe biljne vrste. U odnosu na crni kim, kod uljanog lana je
uocljivo povecanje vrednosti ukupne klijavosti u odnosu na energiju klijanja. Na kraju za
sve ispitivane varijante utvrdene vrednosti ukupne klijavosti su vece od 90%. Najvecu
klijavost je ostvarila varijanta N2 odnosno L2 sa 96,0% ukupne klijavosti kod crnog kima i

98,3% kod uljanog lana.
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Table 6.8. Morfoloske karakteristike, prinos i parametri kvaliteta Semena N. sativa i L.

usitatissimum.

Visina Broj Cela Masa Duzina Prinos Energija Ukupna

biljke Caura sveza korena (Q) korena  semena po klijanja klijavost

(cm) biljna (cm) hektaru (%) (%)

masa (Q) (kg ha™)

N1 26,5+2,0 4,7¢0,8  0,76+0,09 0,168+0,09° 8,1+0,6  249,2+64,7 96,040  96,0+4,0
N2  28,6+2,3 54+0,6  0,83+0,18 0,234+0,05" 8,005 290,1+98,3 94,7431  96,0+2,7
N3  28,0£0,5 6,1+2,6  0,83+0,12 0,264+0,04° 7,9+0,8 269,2+61,8 94,0+1,7  94,3+2,3
L1  53,5%3,7 27,149,7  3,90£1,98 0,267+0,07 7,512 692,1+130,8 86,7+17,1 90,0+13,0
L2  52,3+3,7 30,5+6,9 4,10+0,96 0,313+0,08 7,3+1,7 743,5+213,8 97,3x1,5 98,3+1,2
L3 52,7453 30,948,3 4,40+1,31 0,327+0,06 7,8+0,3 585,8+66,4 91,3+£10,9  92,0+9,9

L1, L. usitatissimum kontrola; L2, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom 1 mL L™:;

L3, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom 7 mL L%; N1, N. sativa kontrola; N2, N.

sativa sa bakterijskim inokulumom 1 mL L™ N3, N. sativa sa bakterijskim inokulumom 7

mL L™, (statisticki zna¢ajna razlika u datoj koloni pojedinacnih biljaka oznagena je razli¢itim

slovima (p<0.05))
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6.7. Prinos masnog ulja ekstrahovanog sa natkriticnim CO,

Natkriti¢na ekstrakcija masnog ulja iz semena crnog kima i uljanog lana sa CO,
izvedena je u Autoclav inZzenjerskom skrining sistemu na 300 bara i 40 °C i dobijeno je
masno ulje sa prinosom od 20% do 29%. Rezultati prinosa su dati u tabeli 6.9. Za ekstrakciju
je koris¢eno oko 15 g mlevenog biljnog semena dok je prosecna brzina protoka CO; bila oko
0,44 kg h™. Prinos iz ekstrakcije je izraGunat nakon potrosnje priblizno 127 g semena pri

¢emu je biljni materijal iscrpljen.

Tabela 6.9. Prinos masnih ulja izolovanih natkritiécnom ekstrakcijom na 300 bara i 40 °C.

Uzorci N1 N2 N3 L1 L2 L3

Prinos 283+0,1 269+0,1 27,7+0,2 20,8+0,1 28,8+0,2 250+0,1

masnih ulja %

L1, L. usitatissimum — kontrola; L2, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom 1 mL L™; L3,
L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom 7 mL L™; N1, N. sativa — kontrola; N2, N. sativa sa

bakterijskim inokulumom 1 mL L™, N3, N. sativa sa bakterijskim inokulumom 7 mL L™

Natkriticna ekstrakcija (NKE) u poredenju sa drugim metodama ekstrakcije daje
najnizi prinos ekstrakcije, medutim predstavlja jednu od Cistijih 1 efikasnijih metoda kod
kojih je najesée koriS¢eni rastvara¢ natkriticni ugljendioksid (nkCO;). Njegove
karakteristike su niska cena, dobra dostupnost, mogucénost koris¢enja za ekstrakciju
nepolarnih molekula iz biljnog materijala kao $to su masne kiseline (Reverchon i De Marco,
2006). Proces ekstrakcije sa nkCO, omogucava dobijanje ekstrakata na umereno niskim
pritiscima u opsegu 9-30 MPa i niskim temperaturama (40-50 °C), ¢ime se spreCava
termicka degradacija lako isparljivih i termolabilnih jedinjenja koja se smatraju glavnim

nosiocima antimikrobne i antioksidativne aktivnosti.

6.8. Hemijski sastav masnih kiselina u ulju crnog kima i uljanog lana
Pojedinacan sastav masnih kiselina u ulju dobijen je pomoc¢u GC i GC/MS analize.

Sastav masnih kiselina u ulju crnog kima (N. sativa) i uljanog lana (L. usitatissimum) prikazan

je u tabeli 6.10. lzrazen je kao % masne kiseline na ukupan sadrzaj masnih kiselina g/100g.
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Tabela 6.10. Sastav masnih kiselina (GC/MS) u masnom ulju crnog kima (N. sativa) i

uljanog lana (L. usitatissimum) izolovanih natkriticnom ekstrakcijom sa CO, (NKE) na 300

bara i 40 °C.

Fatty acid N1 N2 N3 L1 L2 L3

C12:0 0,54+0,03*  0,25+0,02°  0,20#0,03°  0,24+0,01° 0,12+0,02° 0,15+0,02°
C 14:0 0,17+0,02 0,17+0,03 0,18+0,02 0,05+0,01 0,04+0,01 0,05+0,01

C 16:0 10,81+0,20  10,99#0,20  11,01+0,10  6,36+0,04*  595+0,03"  596+0,02°
C16:1 0,14+0,02 0,15+0,02 0,15+0,03 0,12+0,03 0,100,01 0,11+0,03
C18:0 3,100,02 3,06+0,02 3,04+0,02 5,34+0,05°°  541+0,03°  5,24+0,03
c18:1 2597+0,20%  23,05+0,10°  21,71+0,30°  16,06+0,03*  16,97+0,03°  16,50+0,05°
C18:2 52,68+0,50°  55,70+0,35°  57,11+0,40°  26,96+0,20°  25,95+0,30°"  25,19+0,40"
C18:3 N,D, N,D, N,D, 42,97+0,20*  44,10+0,15°  45,42+0,50°"
C 20:0 0,17+0,02 0,17+0,02 0,17+0,01 0,19+0,03 0,20+0,05 0,18+0,04

C 20:2 434+0,02%  446+0,02°  454+0,03°  0,510,02 0,55+0,02 0,55+ 0,01

L1, L. usitatissimum — kontrola; L2, L. usitatissimumsa bakterijskim inokulumom 1 mL L™:;
L3, L. usitatissimum sa bakterijskim inokulumom 7 mL L™ N1, N. sativa — kontrola; N2, N.
sativa sa bakterijskim inokulumom 1 mL L™ N3, N. sativa sa bakterijskim inokulumom 7
mL L (statisti¢ki znacajna razlika u zadanom redosledu pojedinih biljaka obeleZena je

razli¢itim slovom (p<0.01)); N.D. — nije detektovan

Iz rezultata se vidi da je analizom ulja iz crnog kima sastav zasi¢enih masnih kiselina
oko 14% (uglavnom Palmitinska C 16:0 i Stearinska C 18:0, 10-11%, i oko 3% redom).
Sastav je sliCan u sva tri uzorka N1, N2 i N3. Oleinske kiseline C 18:1 ima oko 21-26% i
najvise u kontroli N1 (25,97%). Dominantna kiselina u ulju crnog kima je polinezasi¢ena
esencijalna masna kiselina — linolna C 18:2, ¢iji sastav iznosi od 52-58%. Pregledom
rezultata moZzemo uociti znacajno povecanje linolne kiseline sa pove¢anjem koncentracije
bakterija u uzorcima N2 (55,7%) i N3 (57,11%) u odnosu na kontrolu N1 (52,68%). U
prethodnim istrazivanjima se moze videti da su sli¢an profil masnih kiselina dobili autori
Piras i sar. (2013) koji su ispitivali hemijski sastav masnog ulja crnog kima Kkoji je gajen u

razli¢itim oblastima Turske (Antalya, Aydin, Denzil) i u Italiji.
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U ovom radu je dobijeno da je sadrzaj linolne kiseline C 18:2 najve¢i u uzorku ulja
N3 (57,11%) koji je dobijen sa vetom koncentracijom bakterija (7 mL L™) i veéi je od
sadrzaja iste masne kiseline u radu kod pomenutih autora kod kojih iznosi oko 55%.

Sastav masnih kiselina u ulju lana (tabela 6.10) pokazuje da zasi¢enih masnih kiselina
ima oko 12% (uglavnom palmitinske C 16:0 i stearinske C 18:0, od 6-7% i 5-6% redom).
Sadrzaj obe masne kiseline je u sva tri uzorka L1, L2, L3 vrlo sli¢an. Oleinske kiseline C
18:1 ima 16-17% i najviSe u uzorku L2 (16.97%). Linolne kiseline C18:2 ima od 25-27%, a
linolenske C 18:3 (42-46%). Kod oleinske i linolenske kiseline mozemo da primetimo da je
sadrzaj masnih kiselina ve¢i u uzorcima L2 i L3 nego u kontroli, a najve¢i sadrzaj ima
dominantna esencijalna masna kiselina — linolenska u uzorku L3 (45,42%).

Porede¢i rezultate sadrzaja masnih kiselina analizom ulja crnog kima i uljanog lana,
mozemo da primetimo da bakterije imaju jednak uticaj kod obe biljke na sastav esencijalnih
masnih kiselina u ulju lana (linolenske C 18:3) i u ulju crnog kima (linolne kiseline C 18:2).
Naime, njihov sadrzaj se linearno povecava sa povecanjem koncentracije bakterija, pri cemu
je najveéi u uzorcima L3 i N3 gde je korid¢ena veéa koncentracija bakterija (7 mL L), a

najmanji je u kontroli.

6.9. Sadrzaj polifenola, flavonoida i karotenoida u ulju crnog kima i

uljanog lana

Prisustvo znacajnih koli¢ina ukupnih polifenola i flavona u biljei bitno doprinosi
ukupnom antioksidativnom delovanju biljke i njenim ekstraktima. Na osnovu dosadasnjih
brojnih istrazivanja dokazano je da na sadrzaj polifenolnih jedinjenja utiCu genotip, mesto,
tehnika gajenja kao i razlika u zrelosti biljke (Orhan i sar., 2007). Spoljasnji faktori poput
temperature, svetlosti, hranljivih materija u zemljistu 1 nadmorske visine imaju uticaj na
fenilpropanoidni metabolizam biljke (Dixon i Paiva, 1995). 1zolovanje polifenolnih jedinjenja
iz masnog ulja semena lana i crnog kima vrseno je ekstrakcijom gde je koriS¢en etanol kao
rastvara¢. Analizirani su ekstrakti masnog ulja iz semena lana i crnog kima sa ciljem da se
odredi uticaj koncentracije inokuluma mezofilnih bakterija koje su koriS¢ene pri gajenju ovih
biljaka, na antioksidativnu aktivnost kroz koli¢inu ekstrahovanih fenolnih jedinjenja.

Kvantitativno odreden sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima lana i crnog kima

prikazan je naslici 6.12.
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Slika 6.12. Uticaj razli¢ite koncentracije bakterijskog inokuluma
na ukupan sadrzaj polifenola u masnom ulju L. ussitatisimum i N. sativa:
L1 — kontrola; L2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; L3 — bakterijski inokulum 7 mL L™;
N1 — kontrola; N2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; N3 — bakterijski inokulum 7 mL L™

Sadrzaj ukupnih polifenola kod lana se krece od 9,44-28,33 pg GAE mL™ ekstrakta,
dok je kod crnog kima ta vrednost skoro pedeset puta veca i iznosi izmedu 517,9-571,6 ug
GAE mL™* ekstrakta. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zaklju¢iti da najveéi sadrzaj
polifenolnih jedinjenja ima ekstrakt crnog kima N2 (571,6 pg GAE mL™), dobijen
tretmanom sa manjom koncentracijom bakterijskog inokuluma u iznosu od 1mL L™
vodenog rastvora.

Sa druge strane, ekstrakt lana sadrzi 1,57-1,97 ug QE mL™ ukupnih flavonoida a kod
crnog kima je utvrdeno da su te koli¢ine izmedu 1,47-1,90 ug QE mL™ (slika 6.13), §to je

priblizno jednako u oba ekstrakta semena.
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Slika 6.13. Uticaj razli¢ite koncentracije bakterijskog inokuluma
na ukupan sadrzaj flavonoida u masnom ulju L. ussitatisimum i N. sativa:
L1 — kontrola; L2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; L3 — bakterijski inokulum 7 mL L™
N1 — kontrola;N2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; N3 — bakterijski inokulum 7 mL L™

Takode sadrzaj karotenoida je prikazan na slici 6.14. Primecen je sli¢an trend kao kod
sadrzaja polifenola i flavonoida. Sadrzaj karotenoida je povecan u uzorku i lana i crnog kima
koji su tretirani bakterijama u poredenju sa kontrolom. Pored toga, vece prisustvo karotenoida

je bilo o¢iglednije u ekstraktu lana nego u ekstraktu crnog kima.
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Slika 6.14. Uticaj razli¢ite koncentracije bakterijskog inokuluma

na sadrzaj karotenoida u masnom ulju L. ussitatisimum i N. sativa:
L1 — kontrola; L2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; L3 — bakterijski inokulum 7 mL L™:;
N1 — kontrola; N2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; N3 — bakterijski inokulum 7 mL L™

Povecan sadrzaj polifenola i flavonoida u uzorcima tretiranim sa bakterijama u
poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama ukazuje na to da upotreba bakterija tokom gajenja
bilja pozitivno uti¢e na stvaranje vecih koli¢ina bioaktivnih jedinjenja i njihovo oslobadanje u
dobijenim ekstraktima. Pored toga nisu nadene znacajne razlike izmedu uzoraka gde su
koriS¢ene vece ili manje koncentracije bakterija. Ukupan sadrzaj polifenola u ekstraktu crnog
kima je bio veéi u poredenju sa ekstraktom iz ulja crnog kima koja potice iz Turske, §to se

moze objasniti i kori§¢enjem razli¢itih tehnika ekstrakcije (Kiralan i sar., 2014).

6.10. Antioksidativna svojstva ulja crnog kima i uljanog lana

FRAP metoda pripada grupi metoda kojima se odreduju antioksidativna svojstva
materijala koja se zasnivaju na transferu elektrona Fe**~Fe**. Ova metoda meri kapacitet
antioksidanasa da redukuju prisutnu oksidativnu komponentu uz promenu boje koja se
odreduje spektrofotometrijski. Stepen promene boje je proporcionalan koncentraciji

antioksidanasa.
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Dobijene FRAP vrednosti u ekstraktima crnog kima su iznosile redom 2,587 umol
Fe?* mL™, 4,403 pumol Fe** mL™ i 3,253 pmol Fe?* mL™ za N1, N2 i N3, redom (slika 6.15).
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Slika 6.15. Uticaj razli¢ite koncentracije bakterijskog inokuluma
na antioksidativnu aktivnost (FRAP) u masnom ulju L. ussitatisimum i N. sativa:
L1 — kontrola; L2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; L3 — bakterijski inokulum 7 mL L™
N1 — kontrola; N2 — bakterijski inokulum 1 mL L™; N3 — bakterijski inokulum 7 mL L™

Poredec¢i rezultate antioksidativne aktivnosti ekstrakta crnog kima izrazene preko
FRAP vrednosti i rezultate odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola, moze se uociti direktna
linearna zavisnost, odnosno veci sadrzaj polifenola daje i ve¢u FRAP vrednost.

Takode, poredeci rezultate antioksidativne aktivnosti u ekstraktu lana izrazene preko
FRAP vrednosti, i rezultate odredivanja ukupnog sadrzaja flavona i karotenoida, i ovde se
moze takode uociti linearna zavisnost, odnosno, visi sadrzaj flavona i karotenoida daje i1 visu
FRAP vrednost.

Dobijene FRAP vrednosti za lan su iznosile redom 0,355 pmolFe** mL™ (L1), 0,440
pmolFe? mL™ (L2) i 0,378 pmolFe? mL™ (L3) ekstrakta.

Najve¢u FRAP vrednost kod uzoraka crnog kima je imao uzorak N2 (4,403 pmolFe?
mL™) ekstrakta, koji je dobijen iz semena crnog kima koja je gajena sa mezofilnim

bakterijama u koncentraciji od 1 mL L™.
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Takode i kod lana najve¢u FRAP vrednost ispoljio je uzorak lana L2 (0,440 pmolFe®*
mL™) ekstrakta, koji je gajen na isti na¢in.

U rezultatima se moze uoditi da su najmanje vrednosti FRAP aktivnosti bile
zastupljene u uzorcima kontrole lana 0,355 pmolFe?* mL™ (L1) i crnog kima 2,587 pmolFe?*
mL™ (N1) ekstrakta, kod kojih nisu koris¢ene bakterije tokom gajenja.

Na osnovu rezultata antioksidativne aktivnosti u uzorcima ekstrakta lana i crnog kima
izrazenih preko FRAP vrednosti, moZze se zakljuéiti da uticaj bakterijskog inokuluma
mezofilnih bakterija pri gajenju navedenih biljaka povecava antioksidativna svojstva masnih
ulja dobijenih iz semena obe biljke pri ¢emu je ona veca kod semena onih biljaka dobijenih sa
manjom koncentracijom bakterijskog inokuluma (1 mL L™).

Moze se primetiti da seme crnog kima dobijeno gajenjem pri toj koncentraciji
bakterija ima skoro deset puta veéu vrednost FRAP aktivnosti od semena lana dobijenog

gajenjem u istim uslovima.
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7. ZAKLJUCAK

Predmet istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije odnosi se na ispitivanje uticaja
inokulacije, smeSom prirodnih izolata bakterija i streptomiceta, na kompostiranje biljnog
otpada nastalog tokom procesa proizvodnje i prerade lekovitog bilja kao i uticaj izabranih
sojeva pri gajenju uljanog lana i crnog kima na nutritivna i funkcionalna svojstva masnih ulja.

Na osnovu analize svih dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

» IzvrSena je identifikacija radnih mikroorganizama metodom sekvencioniranja 16s
rRNK kodiraju¢e genomske sekvence koja je potvrdila da izolati pripadaju
sojevima:

- Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum PPM3
- Bacillus altitudinis PPT1

- Streptomyces spororaveus CKS2

- Streptomyces microflavus CKS 6

- Streptomyces fulvissimus CKS 7

- Hymenobacter sp. CKS3

- Paenibacillus chitinolyticus CKS1

e Svi testirani izabrani sojevi su mezofilni i proizvode celuloliticke enzime.

e Sve izabrane bakterije su mogle da rastu na agarnim plo¢ama sa 1%, 5% i 10%
mesanim biljnim otpadom.

e Izabrani sojevi nisu pokazali medusobni antagonizam i napravljena je meSavina
jednakih koli¢ina svih sedam sojeva za kompostiranje sa kojom je tretiran biljni
otpad sa 2% inokuluma.

e API ZYM test je pokazao veliki enzimski potencijal enzima sva tri odabrana soja
(Paenibacillus sp., Hymenobacter sp., Streptomyces sp.) pri gajenju crnog kima i
uljanog lana. Svi sojevi su bili u mogucnosti da rastvaraju trikalcijum fosfat i
pokazuju aktivnost (N-acetil- B-glukozaminidaza), koji se smatra jednim od
mogucih agenasa za poboljSanje rasta biljaka. Potvrdena je visoka komatibilnost
izmedu sojeva u smesi odredivanjem indeksa klijavosti semena crnog kima
(G1=120,2%) i lana (GI1=161,9%).

e Ova studija pokazuje proces raspadanja stvarnog industrijskog otpada, nastalog
mesSanjem od preko 90 razlicitih vrsta lekovitog bilja. Dobijeni proizvod pokazuje

karakteristike stabilnog komposta, prema svim fizicko-hemijskim i bioloskim
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parametrima. Pored toga, biofertilizacioni efekat testiranih lekovitih biljaka je bio u
proseku 60% veéi nego kod neinokulisanog komposta. Takav kompost se moze
koristiti u poljima i ocekuje se da ¢e povecati prinose lekovitih biljaka, tako da bi
bio efikasan nacin valorizacije biljnog otpada u Institutu za proucavanje lekovitog
bilja ,,Dr Josif Pan¢i¢* kao i u industrijama koje generisu slican otpad.

Proces kompostiranja, na osnovu merenja temperature u kompostnoj gomili, na
poCetku i na kraju ima mezofilan karakter a u toku procesa termofilan sa
maksimalnom izmerenom temperaturom od 62,3 °C.

U razli¢itim fazama procesa kompostiranja pH vrednost varira 1 dostize na kraju
procesa posle 93. dana stabilnu vrednost od 7,5-8,0 koja je karakteristi¢na za zreo
kompost.

Povecan sadrzaj rastvorljivih Se€era u vodi na pocetku procesa, pokazatelj je
pojacane aktivnosti bakterijskog startera. Na kraju procesa sadrzaj rastvorljivih
Secera opada i iznosi 0,05% u kompostu sa inokulumom i 0,07% u kontroli, $to je
pokazatelj zrelog komposta. Takode i sadrzaj organske materije postepeno opada
tokom odigravanja procesa od pocetne vrednosti od 87,62% do 60% na kraju
procesa.

Visok sadrzaj ukupnog ugljenika TC i nizak sadrzaj azota TKN kao i visok C/ N
odnos je tipican za lignocelulozni materijal. Zavrsni C / N odnos dostize vrednost
od 16,09 u kompostu sa inokulumom i 14,38 u kontroli, Sto karakteriSe stabilan i
zreo kompost.

DH-ase aktivnost na pocetku procesa kompostiranja u kompostu sa inokulumom
(158 pugTPF g*h™) je veéa u odnosu na kontrolu (75 pgTPF g*h™), i ukazuje na
efikasnost bakterijskog startera i njegovu sposobnost da pokrene i ubrza proces
kompostiranja.

Primena bakterijskih startera u kompostiranju znacajno poboljSava kvalitet
komposta i smanjuje toksi¢nost komposta, $to dokazuje indeks klijavosti Gl
semena odabranih biljnih vrsta.

Dobijeni uzorci komposta sa i bez inokuluma su stabilni po svim fizicko-
hemijskim i bioloskim parametrima.

Biofertilizacioni efekat na testiranom lekovitom bilju je bio znatno veéi u
inokulisanom kompostu nego u kontroli. Pozitivno dejstvo koris¢enog bakterijskog

preparata u koncentraciji od 7 mL L™, pri gajenju obe biljke, je zabelezeno
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merenjem mase cele biljke, broja ¢aura i formiranjem visoke produkcije semena i
njihove ukupne klijavosti.

e Analiza sastava masnih kiselina u masnom ulju crnog kima i uljanog lana
izolovanog natkriticnom ekstrakcijom sa CO;, pokazuje da bakterije u
koncentraciji od 7 mL L™ imaju pozitivan uticaj kod obe biljke na sastav
esencijalnih masnih kiselina. U ulju lana sadrzaj linolenske kiseline C18:3
(45,42%) je povecan u odnosu na kontrolu (42,97%) kao i u ulju crnog kima gde je
sadrzaj linolne kiseline C18:2 (57,11%) u odnosu na kontrolu N1 (52,68%).

e Primenom bakterijskog preparata u koncentarciji od 1 mL L™ u gajenju crnog kima i
uljanog lana naden je povecan sadrzaj polifenolnih jedinjenja (najveci kod crnog
kima 571,6 pg GAE mL™), flavonoida i karotenoida kao i pove¢ana antioksidativna
aktivnost (najveéa kod crnog kima 4,403 umol Fe* mL™ ) u ekstraktima masnog
ulja u odnosu na kontrolu. Pored toga nadeno je i veée prisustvo karotenoida u
ekstraktu lana nego u ekstraktu crnog kima.

e Povecan sadrzaj polifenola i flavonoida u uzorcima tretiranim sa bakterijama u
poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama ukazuje na to da upotreba bakterija tokom
gajenja bilja pozitivno utie na stvaranje vecih koli¢ina bioaktivnih jedinjenja i
njihovo oslobadanje u dobijenim ekstraktima. Pored toga nisu nadene znacajne

razlike izmedu uzoraka gde su kori$éene vece ili manje koncentracije bakterija.

Na osnovu dobijenih eksperimantalnih podataka i detaljnog literaturnog pregleda,
naucni doprinos ove disertacije ogleda se u selekciji prirodnih izolata mikroorganizama koji
poseduju zeljena svojstva u procesu kompostiranja i koji svojim produktima metabolizma
dodatno mogu obogatiti nutritivnu vrednost samog komposta, i smanjiti period razlaganja
otpada sa oko 6 meseci do 2,5 meseca. Kao krajnji proizvod ocekuje se dobijanje
visokokvalitetnog komposta koji bi se koristio kao organsko dubrivo, bogato hranljivim
materijama, za poboljSanje strukture zemljista i povecanje produktivnosti zemljista.

Odabrane meSane mikrobioloske kulture se mogu upotrebljavati za tretman tokom
inokulacije zemljista pri gajenju uljanih vrsta uljanog lana i crnog kima. Primena razlicitih
koncentracija izabranih sojeva Streptomices, Paenibacilus i Himenobacter se ogleda u
poboljsanju nutritivnih 1 funkcionalnih svojstava masnih ulja iz semena ovih biljaka kroz
povecan sadrzaj esencijalnih masnih kiselina naroCito omega-3, povecanje antioksidativne

aktivnosti i sadrzaja polifenolnih jedinjenja.
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PRILOG 1
Prikaz GC/FID analize

FAME of Flaxseed Fatty Oil Samples #L1-#L3: GC/FID Chromatograms

FID1A, Front $gnal (A789017 890387 2016-03-31 11-58-38178 900004 888 .0)

A [FAME #L1 GC/FID]
400

0 10 20 30 40 50 60 min
FID1A, Front Signal (A7690\7 890387 20 16-03-31 11-58 38178 900004 889 D)

- [FAME #L2 GC/FID]

0 10 20 30 40 50 60 min
FID1A. Front Sinal (A789017890 387 2016-03-31 11-58.38\78 900004 890 .0)

o [FAME #L3 GC/FID]

Slika P-1.1. GC/FID analiza metil estara uljanog lana.

FAME of Flaxseed Fatty Oil Samples #L 1-#L.3: GC/FID Chromatograms [RT range from 35-55 min]

FID1A, Front Sgnal (A7890\7 890387 2016:03-31 11-58 -3 8178 900004 888 .0)

[FAME #L1 GC/FID]

36 38 40 42
FID1A, Front Signal (A7890\7 890387 20 16-03-31 11583 8176 900004 889 D)

52 54 min
[FAME #L2 GC/FID]

36 38 40 42
FID1A, Front Sgnal (A7890\7 890387 20 16-03-31 11-58 38178 900004 890 D)

[FAME #L3 GC/FID]

Slika P-1.2. GC/FID analiza metil estara uljanog lana

(vremenski interval 35-55 minuta).
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FAME of Flaxseed Fatty Oil Samples #L1-#L3: GC/MS Total lon Chromatograms [TIC]

TIC: GMSD3346.0

FAME L#1 [Linum usitatissimum]
GC/MS of petrol ether sol. (15 pl/ml)
40-260° (4°/min) & iso @ 260 (15 min)

6000

FAME L#2 [Linum usitatissimum]
GC/MS of petrol ether sol. (15 pl/ml)
40-260° (4°/min) & iso @ 260 (15 min)

0l

FAME L#3 [Linum usitatissimum)]
oo | GC/MS of petrol ether sol. (15 pl/ml)
40-260° (4°/min) & iso @ 260 (15 min)

Slika P-1.3. GC/MS analiza metil estara uljanog lana.

FAME of Flaxseed Fatty Oil Samples #L1-#L3: GC/MS Chromatograms [TIC, RT range fr

FAME L#1 [Linum usitatissimum]
GC/MS of petrol ether sol. (15 ul/ml)
40-260° (4°/min) & iso @ 260 (15 min)

FAME L#2 [Linum usitatissimum)
GC/MS of petrol ether sol. (15 pl/ml)
40-260° (4°/min) & iso @ 260 (15 min)

1000000

FAME L#3 [Linum usitatissimum]
GC/MS of petrol ether sol. (15 ul/ml)
40-260° (4°/min) & iso @ 260 (15 min)

Slika P-1.4. GC/MS analiza metil estara uljanog lana

(vremenski interval 35-42 minuta).
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FAME of Flaxseed Fatty Oil Sample #L1: GC/MS Chromatogram [EIC, RT range fro

FAME L#1 [Linum usitatissimum] GC/MS:
e Extracted lon Chromatogram (EIC) at 292 Da
40000 4.0 Methyl octadecatrienoate isomers

20000

FAME L#1 [Linum usitatissimum] GC/MS:
Extracted lon Chromatogram (EIC) at 294 Da
Methyl octadecadienoate isomers

FAME L#1 [Linum usitatissimum] GC/MS:
Extracted lon Chromatogram (EIC) at 296 Da
Methyl octadecenoate isomers

FAME L#1 [Linum usitatissimum] GC/MS:
%1 | Extracted lon Chromatogram (EIC) at 298 Da
40000 Methyl octadecanoate

20000

Slika P-1.5. GC/MS analiza metil estara uljanog lana
(vremenski interval 40-42 minuta).
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PRILOG 2

ima

lana i crnog k

ja

I GC/FID i GC/MS analize masnog ul

Rezultat

lana i crnog kima

il estara masnog ulja

1ze met

i GC/FID i GC/MS anali

Tabela P-2.1. Rezultat
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PRILOG 3

Spisak skracenica korisé¢enih u disertaciji

ALA — alfa linolenska kiselina

CC — kompost kontrola bez inokuluma

CKS1 — Paenibacillus chitinolyticus

CKS2 — Streptomyces spororaveus

CKS3 — Hymenobacter psyhrotolerance

CKS6 — Streptomyces microflavus

CKS7 — Streptomyces fulvissimus

DHA — dehidrogenazna aktivnost

FAME  — metil estri masnih kiselina

FRAP — antioksidativni potencijal neutralizacije jona gvozda

(Ferric Reducing-Antioxidant Power)
GAE — ekvivalenti galne kiseline (Gallic Acid Equivalents)
GC/FID - gasna hromatografija
GC/MS - gasna hromatografija / masena spektrometrija
IC — kompost sa inokulumom
LA — linolna kiselina

NnkCO;,  — natkriti¢ni ugljen-dioksid

NKE — natkriti¢na ekstrakcija

oM — organska materija

PPM3  —Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum
PPT1 — Bacillus altitudinis

RSV — rastvorljivi Seceri u vodi
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O6pazau 5.

UsjaBa o ayTopcTBy

Mme v npeaume aytopa _CHexaHa umutpujesuh
Bpoj uHpekca _4004/2011

WUsjaBrbyjem
a je AOKTOpCKa AucepTaLmja noj HacnoBoM

MpumeHa HoBUX cojeBa GakTepuja y NPOU3BOAM KOMMOCTA U 33 rajere yrbaHux BpcTa
ca nobosbLiaHum G1MONOLLIKUM CBOJCTBUMA.

e pesynTart COMCTBEHOT UCTPAXMBAYKOr pajaa;

e [a fucepTrauuja y LenuHu HW y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa 3a cruuarwe
Apyre aunnoMme npeMa CTyAWjCKUM NporpaMuMa ApYyruX BUCOKOLLIKOSNCKMX
YCTaHOBg;

e [lacy pe3ynTaTil KOPEKTHO HaBeaeH! 1

* Ja HUCaMm Kplmo/na ayTopcka npasa M KOpUCTUO/Na MHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aytopa

/-

Y Beorpaay, 17.04.2018.
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O6pa3ay 6.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU LWITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [JOKTOpPCKOr paga

Wme n npeaume aytopa CHexaHa iumutpujeuh
Bpoj uHpekca 4004/2011

Cryaujckn nporpam Buoxemuicko ukxerepcTso 1 GuotexHonorvja

Hacnos paga [NpumeHa HoBux cojeBa 6akTepuja y NPoM3BOAHM KOMMOCTA U 3a rajete
y/baHux BpcTa ca noborbualumM 61MonoLwkumM ceojcTeuma

MeHTop npod. ap Cy3sana [iumurpujesuh-BpaHkoBuh, pefosHu npodecop
Texronouwko-metanyplwior dakyntera YHusepauteTa y Beorpagy

Msjasrbyjem aa je wramnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eNEeKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npejao/na paau noxpatweHa y [MrMTanHoOM penosutopujymy
YuuBep3utera y Beorpagy.

[lossorbaBam aa ce objaBe MOjU NUYHM Mofauu BesaHu 3a aobujare akafemckor
Ha3uBa AOKTOpa HaykKa, Kao LUTO CY UMe U Npe3ume, roauHa U MecTo pofiera u 4atym
oabpaHe paga.

OBy nuuHm nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHAM CTpaHuuama AavrutanHe
GubnuoTeke, y enekTpoHcKom kaTanory v y nybnukauvjama YHusepauteta y Georpagay.

Mortnuc ayTopa

Y Beorpaay, 17.04.2018. . QO %/ <
S Yy %ch
{f
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O6pasau 7.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap MapkoBuh“ aa y Jurutantu
penosutopujyM YHuepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpcKy AucepTauujy noj
HacnosomM:

MpumeHa HoBuX cojeBa GakTepuja y NPOU3BOAHU KOMNOCTA U 3a rajeHe yrbaHux Bpcta
ca no6orbwaHumM GUOoNoLIKUM CBOJCTBUMA.

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[vcepTaumjy ca cCBUM NpuoauMa npeaao/na cam y enekrpoHCKoM (hopMaTty norogHoM
3a TpajHO apXuBUpatLE.

Mojy ApoKTopcKy Auceptauujy noxpaweHy Yy [urutanHoMm  penosuTtopujymy
YHusepauteta y beorpagy u AOCTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYMy MOTY Ja KOpUCTe CBU
Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeamMeHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)
2. AytopcTeo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@Ay‘ropctao — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopCTBO — HEKOMepumjanHo — aenutu noAa uctum ycnoeuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo— 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBOo— Aenutu noa uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo Aa 3a0KpyXuTe caMo jefHy OA LLEeCT NOHYREeHUX NULEHLM.
Kparak onuc nuueHLy je cactaBHU Ae0 OBe U3jaBse).

I'lornuc‘ay'rq ? .
Kot iy ;?l///CM &
v

Y beorpapy, 17.04.2018.
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