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LUHENDID

FAO — (Food and Agriculture Organization of the United Nations) - URO toidu ja
pollumajanduse organisatsioon

TFF — Tahkefaasiline fermentatsioon

MEA- (malt extract agar)- linnaseekstrakti agar

HPLC- (High-performance liquid chromatography)- korg-efektiivne vedelikkromatograafia
C - slisinik

H - vesinik

N — lammastik



SISSEJUHATUS

Seened, kui vaikese energia ja suure valgu ja kiudainete sisaldusega toiduaine omab
Uha suuremat tahtsust meie toidulaual. Kuna loodusest nende korjamise mahud on
piiratud kogub Gha enam jéudu seente kultiveerimine. Tavaliselt on substraadiks ligno-
tselluloossed materjalid, mis otseselt ei ole toiduna kasutatavad: naiteks dled, saepuru
ja -laastud. Seetdttu pakuvad huvi vaid kultiveerimisel saadud viljakehad ja
seeneniidistik, mis moodustab kuni pool seenemassist jadb kasutamata. Samas tekib
Olletdostuses suures koguses Olleraba — 39 miljoni tonni aastas kogu maailmas, mis
vOiks potentsiaalse kasutust leida inimtoiduna. Arvestades Glle tarbimismahtu tekkib
Ghe elaniku kohta 10 kilogrammi dlleraba aastas (FAO).

Olleraba sisaldab palju valku (20%), mdningal maaral ka inimese poolt omastatavaid
suhkruid ja poliiglukaane, pShiosa aga moodustavad tselluloos (17%), hemitselluloosid
(35%) ja ligniin (28%). Korge valgu ja hemitselluloosi sisalduse tdttu on &lleraba
vaartuslik loomas6dda allikas, seda eriti maletsejate toidus.

Mingil maaral lisatakse Glleraba ka kiuaine allikana inimese toidule. Erinevalt inimest on
seened vOimelised omastama Ollerabas leiduvaid beta-glikaane: tselluloosi ja
hemitselluloosi ja mdned liigid ka ligniini. Kuigi toostuslikul rakendusel on palju
probleeme sobib Glleraba pigem seenemiitseeli kui seente kasvatamiseks.

Selleks, et uurida mida tiks voi teine seeneliik kasvul 6llerabast omastab on vaja moota:
valgu, ligniini, suhkrute, tsellulosi, hemitselluloosi kontsentratsiooni dllerabas. See on
keeruline tlesanne, millel kirjanduses puudub efektiivne lahendus.

Seet6ttu, antud t66 Ulesandeks oli kombineerides kaal- ja kromatograafilist analiisi
tootadada valja ja valideerida valgu, suhkrute, tselluloosi, hemitselluloosi ning ligniini
maaramismeetod Olle- ja seenerabas, ja rakendada seda seente miitseeli kasvu
uurimisel.



KIRJANDUSE ULEVAADE

Selles osas kasitleme seene miitseeli kasvatamise potentsiaalse substraadi Glleraba
saamist ja omadusi, kasvatamisel kasutatud seeneliike, seente kultiveerimist kui ka
meetodeid mis sobivad 6lle- ja ka seeneraba anallisiks.

OLLERABA

Olleraba on &lle tootmise kaasprodukt, mis saadakse virde eemaldamisel meskist.

SAAMINE

Olle valmistamine on mitmeetapiline protsess, mis h&lmab linnaste valmistamist
teraviljast, meskimist ja virde eemaldamist ja keetmist koos humala lisamisega.
Kbigepealt labib koristatud oder puhastamise ja suuruse jargi sorteerimise etapid.
Parast 4—6-nadalast puhke perioodi teravilja terad idandatakse kontrollitud tingimustes.
Idanemisprotsessi kaigussuureneb teravilja ensliimatiline aktiivsus ja sisaldus. Linnas
saadakse 4 - 5 pdeva idandatud teradest peale nende kuivatamist ja idujuurte
eemaldamist.

Oder (Hordeum vulgare L.) on peamine teravili, mida kasutatakse Olletootmises nii
linnase kui terade kujul. Odralinnas tagab Glle valmistamise protsessiks vajaliku tarklise
ja selle lagundamiseks vajalikud ensiliimid, mille tulemusel tekivad meskimisel
kaaritatavad suhkrud: maltotrioos, maltoos ja gliikoos (Paynter ja Young, 1996). Lisaks
sisaldab oder futokeemilisi ained — fenoolhapped, flavonoidid, lignaanid, E-vitamiin
(tokoferoolid), steroolid ja folaadid — mis suuremal v&i vaiksemal maaral jéuavad
Ollesse. Fenoolsed ained mangivad olulist rolli taime arengus ja paljunemises, toimivad
tokkena viiruste, parasiitide ja kiskjate vastu ning mojutavad taime varvust. Odra tera
on rikas tarklise ja valkude poolest ning koosneb kolmest pdhiosast: idust (scutellum),
endospermist, mis on iimbritsetud aleuroonikihiga ja terakestadega (Joonis 1).

alpha amylase —>

glucose

scutellum (embryo) starchy endosperm

Joonis 1. Odra tera struktuur



scutellum (embryo) starchy endosperm

Joonis 2. Linnase struktuur

Esimene etapp Olle tootmisel on linnase ettevalmistamine. Lisaks pohilinnastele, mis
vastutavad enslimaatilised aktiivsuse ja suhkrute tekke eest kasutatakse eri linnaseid,
mis annavad oOllesordiledllele omased erilised maitse- ja varviomadused. Neid lisatakse
Ollepruulimisel vdiksemates kogustes, sOltuvalt sellistest aspektidest nagu
varvusnditajad ja maitseomadused (Narzif3, Back, Gastl & Zarnkow, 2017).

Idandamiseks asetatakse puhastatud odraterad ligikaudu 2 paevaks veepaakidesse,
mille temperatuur on 5-18°C likku. Vesi siseneb embriiosse labi mikroptdli ja 16puks
jouab tera niiskus 42-48% -ni. Leotusvett vahetatakse iga 6—8 tunni jarel. ja seda ei
kasutata uuesti. Leotamisest tulenev hiidratsioon kaivitab idanemise ja viib aleurooni
rakukihi metabolismi aktiveerumiseni.

Parast leotamist transporditakse oder idandamismahutisse, kus seda keeratakse
kruvirotaatoritega ja hoitakse kontaktis teraviljakihti labiva niiske dhuvooluga, hoides
temperatuuri 15-21°C. Idanemise staadium soodustab aleurooni ja tarkliserikaste
endospermi enstilimide, sealhulgas amiilaaside, proteaaside, B-gliikanaaside jt siinteesi
ja aktivatsiooni. Nende enstiimide toime muudab tarkliserikka endospermi struktuuri.
Tavaliselt 6 voi 7 paeva kestva idandamisemisprotsessi I0pus on endosperm taielikult ja
Uhtlaselt modifitseeritud.

Linnaseoder kuivatatakse (p&letatakse) temperatuuril 40—60°C niiskusesisalduseni 4—
5%, et viltida mikroobset saastumist ja moodustada maitsekomponente. Padrast seda
etappi hoitakse kuivatatud linnaseid 3 voi 4 nddalat, et saavutada Uhtlus ja tasakaal
(Kendal, 1994, Chope, 2001, Venturini Filho ja Sereda, 2001).

Olletehases linnaseoder jahvatakse, segatakse meski veega ja temperatuuri tdstetakse
vahemikus 37-78°C, astmeliselt, saavutada 6llesordile omane meski koostis.

Meskimise kaigus muudetakse tarklis valdavalt kaaritavateks suhkruteks (peamiselt
maltoos ja maltotrioos) ja vdiksemal maaral mittekdaritatavateks suhkruteks
(dekstriinid). Valgud lagundatakse osaliselt peptiidideks ja aminohapeteks, mis on parmi
kasvul lammastiku allikaks. Meskimisel toimuvate enslimaatiliste protsesside tulemusel
saadakse magusa vedeliku, mida peale tahke faasi (0lleraba) eemaldamist nimetatakse
virdeks. Olleraba eemaldamiseks lastakse linnase odra tera lahustumatul, lagunemata



osal settida sbelale, kus see moodustab filterkihi, ja llejaanud meski filtreeritakse labi
selle.

Virret kasutatakse Olletootmises kaarituskeskkonnana (Dragone et al., 2002, Linko et
al., 1998). Tahke jaakfraktsioon — Glleraba leiab kasutamist pohiliselt loomaséddana.
Odraterast Olletera valmistamise protsess on skemaatiliselt kujutatud Joonisel 3.
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Joonis 3. Olleraba moodustumine éllevalmistamise protsessis

KEEMILINE KOOSTIS

Olleraba keemiline koostis varieerub olenevalt odrasordist, koristusajast, linnase- ja
meskimistingimustest ning pruulimisprotsessi kaigus lisatud lisandite kvaliteedist ja
tllbist (Huige, 1994, Santos et al., 2003). Mikroskoopiline uuring naitab kiuliste
rakukudede olemasolu odratera pinnakihtides. Nende kudede pdhikomponendid on
arabinoksilaan, ligniin (poliifenoolne makromolekul) ja tselluloos (gliikoosithikute
lineaarne homopoliimeer) moodustavad maatriksi koerakkude vahel. (Santos jt, 2003)
leidsid, et kuivatatud olleraba sisaldas lisaks kiudainetele 24,2% valku, 3,9% lipiide ja
3,4% tuhka. Valgud ja kiudained on dllerabas vaga kontsentreeritud, kuna suurem osa
odratarklisest hadroltisitakse ja eemaldatakse meskimise kdigus (Kisel ja Prentice,
1979).



Olleraba sisaldab ka mineraalaineid, vitamiine ja aminohappeid. Mineraalelementide
hulka kuuluvad kaltsium, koobalt, vask, raud, magneesium, mangaan, fosfor, kaalium,
seleen, naatrium ja vaavel, kdik kontsentratsioonis alla 0,5% (Huige, 1994, Pomeranz ja
Dikeman, 1976). Vitamiinide hulka kuuluvad (ppm): biotiin (0,1), koliin (1800), foolhape
(0,2), niatsiin (44), pantoteenhape (8,5), riboflaviin (1,5), tiamiin (0,7) ja puridoksiin
(0,7); Valkudega seotud aminohapete hulka kuuluvad suurtes kogustes leutsiin, valiin,
alaniin, seriin, glltsiin, glutamiinhape ja asparagiinhape ning vaiksemates kogustes
tUrosiin, proliin, treoniin, arginiin ja lUsiin. Samuti vodivad esineda tsistiin, histidiin,
isoleutsiin, metioniin, fenidlalaniin ja triptofaan (Huige, 1994, Mariani, 1953). Tuleb
mainida, et ka osa virdes lahustunud suhkrud ja happeid jaab éllerappa.



KULTUURSEENED / SEENEKULTUURID

AUSTERSERVIK

Viimastel aastatel on seeni laialdaselt kasutatud lisaks toidule ka meditsiinis ja
tervisetoodetes. Pleurotus ostreatus kuulub Basidiomycota hdimkonda ja on kdige
laiemalt kasvatatud ja kasutatud seen Hiinas. Meditsiinilised uuringud naitavad, et P.
ostreatus omab mitmesuguseid farmakoloogilisi omadusi, sealhulgas
immuunregulatsioon, hiipogliikeemia, hiipolipideemia, kasvajavastane, antioksiidant,
antibakteriaalne ja podletikuvastane toime (Qingchun Zhao, Xiaopeng Liu, Lili Cu,
Changyang Ma, 2023). P. ostreatus on samuti tervislikuks toiduks, kuna see on rikas
mitmesuguste  bioaktiivsete Uhendite, sealhulgas polisahhariidide, valkude,
aminohapete, polifenoolide, vitamiinide ja rasvhapete poolest.
Ekstraktsioonimeetoditeks on lahustiekstraktsioon, ensiimaatiline meetod ja
ultraheliekstraktsioon. Madala energiatarbimise ja madala rasvasisaldusega ravim- ja
sd6odava ressursina on séddavad seened palvinud Giha rohkem tahelepanu.

Joonis 4. Austerservik

SHIITAKE

Lentinula edodes, Uldtuntud kui shiitake-seen, on maailma populaarsuselt teine
s6ogiseen oma meelitava maitse ja kvaliteedi t6ttu (Ozcelik ja Peksen, 2007). Lisaks on
Lentinula edodes lks tuntumaid ja pdhjalikumalt uuritud meditsiinilistel eesmarkidel
kasutatavaid seeni (Ooi ja Liu, 2000), millel on kasvajavastane (Minato et al., 1999),
antiokslidantne (Choi et al., 2006), viirusevastane (Rincdo et al., 2012), antibakteriaalne
(Hatvani, 2001) toime ning madal kolesteroolisisaldus (Fukushima et al., 2001). L.
edodes on samuti valgemadaniku puidulagundaja seen, mida peetakse looduses kdige
téhusamaks ligniini lagundajaks. See elab looduslikult paljude surnud puuliikide tiivedes
ja kasutab kasvu substraadina looduslikke palke, kuid viljakehade tootmine votab kaua
aega.



Joonis 5. Shiitake

LAVILAKK

Hericium erinaceus on s60dav seen, mida kasvatatakse peamiselt Aasias, kuid ka ménes
Euroopa osas (Sokot et al., 2015). Edukas kasvatamine soltub mitmest tegurist, nagu
niiskus, temperatuur, pH ja substraadi koostis. Nagu teiste kasvatatavate seente puhul,
on substraadi niiskusesisaldus tiks olulisemaid parameetreid eduka saagi jaoks (Imtiaj et
al., 2008). H. erinaceus'e kasvatamiseks voib kasutada erinevaid
lignotselluloosijaatmeid, nagu saepuru, puuvillajddtmed, maisitolvikud, riisikdrred ja
teraviljad. H. erinaceus on valgemadaniku seen, mis toodab laia spektrit ensliiime
substraadi lagundamiseks, ja see aktiivsus on tihedalt seotud mitseeli kasvuga. Need
seenensiiimid hdlmavad tsellulaasi, hemitsellulaasi, ligniini peroksiidaasi, lakkaasi ja
mangaani perokslidaasi (Atila, 2019; Sokoét et al., 2015).

Joonis 6. Lovilakk



LAKKVAABIK

Ganoderma lucidum kuulub kandseente hulka, omab puidulaadset tekstuuri ja on laialt
levinud troopilistes ja parasvodtme piirkondades Euroopas, PGhja-Ameerikas ja Aasias.
See seen on nii toiduks kui ka ravimiks ja omab pikka ajalugu Hiinas, Jaapanis, Koreas ja
teistes Aasia riikides. Hiina farmakopda jargi on sellel gi tugevdav ja vaimu rahustav
toime, koha ja astma leevendav ning seda saab kasutada rahutuse, unetuse,
sidamepekslemise, kopsupuudulikkuse, kéha ja astma, kurnatuse ja hingeldamise ning
isukaotuse korral. Uuringud naitavad, et G. lucidum sisaldab pollsahhariide,
triterpenoide, steroide, steroole, nukleotiide, rasvhappeid ja teisi aktiivseid aineid.
Paljud uuringud on kinnitanud, et G. lucidum omab laia farmakoloogilist toimet,
sealhulgas kasvajavastast, immuunmoduleerivat, antioksiidantset, antimikroobset,
diabeedivastast, siidant kaitsvat, poletikuvastast, antiandrogeenset, mutatsioonivastast
ja neurokaitsvat toimet (Sijia Wu, Siyuan Zhang, Bo Peng, Dechao Tan, Mingyue Wu,
Jinchao Wei, Yitao Wang, Hua Luo, 2023).

Joonis 7. Lakkvaabik



SEENTE KULTIVEERIMINE

Seeni on laborites kunstlikes tingimustes kasvatatud kauem kui sajand (Ainsworth,
1986). Traditsiooniliselt alustatakse kasvatamist tahkel agaril Petri tassidel, harvem
vedelas keskkonnas. Vedelkultuuris on Ghtlase kasvu saavutamine keeruline, kuna seen
vOib kolbide kiilgedele tekitada seeneniidistiku v6i moodustada seeneniidistiku tiikke.
Agar vajab toitainete lisamist kuna koosneb pohiliselt kahest pollisahhariidist, agarist ja
agaropektiinist (Araki, 1937), mis on suhteliselt stabiilsed seeneenstiimide toimele.

Tahkefaasiline fermentatsioon on bioloogiline protsess, mis hdlmab tihti tahke
maatriksi lagunemist ja mikroobide kasvu. See on olnud aastatuhandeid kasutusel
toitude valmistamisel idamaades. Viimastel aastatel on nendele tehnoloogiatele (iha
enam pooratud tahelepanu ka ladnemaises toiduainetéostuses.

“Tahkefaasilised fermentatsioonid on perspektiivsed toidusaaduste vaarindamisel
vaikeettevotetes ja ka munitsipaalsete toidujadkide komposteerimisel. See véimaldab
aidata kaasa péllumajandussaaduste tootmise ja toiduslisteemide jatkusuutlikusele,
aidates utiliseerida toidu kaassaadusi véimalikult efektiivselt ja keskkonnnasébralikult.
TFF on suurepdrane lahendus korgekvaliteetsete suure lisavaartusega toodete
tootmiseks kasutades erinevaid toormaterjale ja pollumajandustddstuse jadke
substraatidena. Jaatmed saab lisaks biokontrolli agentidele Umber tdddelda
biovaetisteks ja ka loomasootaks. TFF ja selle alane oskusteave on laialdlaselt
rakendatav  just maapiirkondades, kus oluliseks majandusvaldkonnaks on
pollumajandus. Lisaks voimaldab TFF vdikesemahulist tootmist ja seeldbi vdahendab
transpordi kulusid. TFF iheks vdimalikuks ja potentsiaali omavaks edasiarenduseks on
ka toostusensiiiimide tootmine, kaasa arvatud puidu- ja tselluloosi t66stuse jaakide
jatkusuutlikuks kasutamiseks bioetanooli ja orgaaniliste lahustite tootmisel, s.o.
laiemalt biomajanduses. “ (RESTA13 materjalid)

TFF on mikroorganismide poolt kasutatav protsess, kus kasv toimub madala
veesisaldusega substraatidel. See protsess sobib héasti biokonversiooniprotsesside
arendamiseks labi tahkefaasilise fermentatsiooni. Toédstustoodete valik, mida saab
toota seente TFF abil, hlmab ensiiime, orgaanilisi happeid, biokituseid ning mitmeid
aktiivseid Uhendeid ja metaboliite, nagu antibiootikumid, pigmendid ja bioloogilise
kontrolli ained. Neid tooteid kasutatakse erinevates t6dstusharudes, sealhulgas toidu-,
s60da-, farmaatsia-, kosmeetika- ja biokltusetoostuses.

Mutseeli l[abikasvamise kiirust mdjutab peale temperatuuri ka oluliselt dhu O, sisaldus.
Seene elutegevuse kaigus hapnik neelatakse keskkonnast ja eraldub siisihappe gaas ja
ka vesi. Mtseeli labikasvamine kasvusubstraadist votab umbes kaks nadalat ning sel
hetkel peaks substraadi pinnal olema naha valkjad seeneniidistiku ringid, mis omavahel
kokku puutuvad.



OLLE- JA SEENERABA KEEMILINE ANALUUS

SUHKRUTE SISALDUS

Olleraba keemiline koostis erineb, olenevalt sellest, millisest toormest ja missugust
protsessi kasutades O6lu valmistatakse. Kuigi p&himdétteliselt on dlle valmistamisel
kasutatud erinevaid teravilju, domineerib tdnapaeval siiski oder. Uuringud on néidanud,
et Olleraba proovidest leiti suures koguses suhkruid — maltoos 4,8% kuivmassist,
glikoos 2,3% kuivmassist, maltotrioos 0,7% kuivmassist ja fruktoos 0,4% kuivmassist
(zhao Jin, Yang Lan, Jae-Bom Ohm, James Gillespie, Paul Schwarz, Bingcan Chen,

2022 ). Suhkru sisalduse maaramiseks Glle- ja seenerabas kasutatakse HPLC analiiisi.

VALGU SISALDUS

Kuna odralinnase kest on lignotselluloosne materjal, on 6lleraba tselluloosi-,
hemitselluloosi- ja ligniinirikkad jadgid, mis sisaldavad ka valku. Valgu sisaldus ollerabas
on keskmiselt 21,3% kuivmassist.

Toorvalgu sisaldust toiduainetes maaratakse Kjeldahl'i meetodi abil. Meetodi p&hineb
uuritava aine poletamises kontsentreeritud vadvelhappes viimase keemistemperatuuril
(330°C) spetsiaalses kuumuskindlas kolvis. PGletamisel orgaanilises aines olev susinik
oksliideerub CO,-ks, vesinik H,0-ks, lammastik moodustab ammooniumsulfaadi.
Orgaanilise aine pdletamine H,SOs-ga kulgeb aeglaselt ning protsessi kiirendamiseks
kasutatakse erinevaid katallisaatoreid, mis aitavad lle kanda hapnikku vaavelhappelt
orgaanilise aine sisinikule. KatalUsaatorina kasutatakse metallilist elevhdbedat,
elavhdbeoksiidi, vaske, vaskoksiidi, seleeni jt. Tekkinud segule lisatakse leelis ja
ammoniaagi kontsentratsioon maaratakse peale veeauru destillatsiooni tiitrimisel.
Alternatiiv on CHN analiitis. M&lema protsessi tulemusena saadaks lammastiku sisaldus
proovis, mis korrutades labi vastava koefitsiendiga annab valgu sisalduse.

TSELLULOOSI JA HEMITSELLULOOSI SISALDUS

Tselluloos ja hemitselluloos moodustavad koos peaaegu 50% kuivmassist kasutatud
terade koostisest. Keskmiselt tselluloosi ja hemitselluloosi on vastavalt 22,4% ja 30,43%
kuivmassist (,,Biotechnology for Agro-Industrial Residues Utilisation®,2009). Tselluloos
koosneb gliikoosimolekulidest (B-D-gliikoplranoosi monomeeridest mis on omavahel
seotud B-1,4-gliikosiidsete sidemete kaudu). Tselluloos koosneb 3000 vGi rohkemast
glikoosilhikust.

Tselluloosi ja hemitselluloosi maaramiseks kasutatakse Klasoni meetodi (Ana
B. Ibanez, Stefan Bauer, 2014). Tselluloosi sisaldust arvutatakse gliikoosi sisalduse jargi.
Hemitselluloosi sisaldust arvutatakse arabinoosi ja ksliloosi summa sisalduse jargi.



LIGNIINI SISALDUS
Varasemad anallitisid néitavad, et Gllerabas olev ligniin moodustab &llerabas keskmiselt
19,6% kuivmassist (,,Biotechnology for Agro-Industrial Residues Utilisation”,2009).

Ligniini maaramiseks kasutatakse Klasoni meetodi. Saadud hidroliisaat filtreeritakse
labi filtri, pestakse destilleeritud veega ning kuivatatakse 105°C juures konstantse kaalu

saavutamiseni.



TOOULESANNE

Tootada valja happelisel hidroltusil, HPLC-I , CHN ja mahtanalidsil péhinev protokoll
Olle- ja seeneraba keemilise koostise kvanditatiivseks analliisiks.



MATERJALID JA MEETODID

ORGANISMID

Uuringus kasutati Maalilikooli seenekollektsioonist saadud seenekultuure, mis on
toodud Tabelis 1. Seenekultuure hoiti alal kilvates seente originaalkultuuri Petri
tassidele, linnaseekstrakt-agar (MEA) sO00tmele. Petri tasse kultuuridega hoiti
temperatuuril 4°C kuni tmberkiilvamiseni.

Katseteks kilvati kultuurid (Austerservik, Shiitake, Lovilakk, Lakkvaabik) Gimber samuti
agari MEA s66tmel.

Kasvatuskatsete teostamiseks Ollerabal jaotati vordselt autoklaavis ,Systec horizontal
bench-top autoclave DX-90“ T = 121C steriliseeritud &lleraba aseptiliselt Petri tassidele.
Iga seenekultuuri jaoks valmistati ette on 4 Petri tassi, lisaks 4 Petri tassi kontrolliks.
Aseptilise noa abil Idigati iga ettekasvatuskultuuri tassi pealt médtudega 24 1x1 cm
seeneniidisikuga labi kasvanud sootmetiikk ning asetati need aseptiliselt Gllerabale
(Joonis 5). Kllv toimus aseptilistes tingimustes laminaarkapis ,Aura Vertical S.D.4
Laminar Flow Cabinet Class 100“. Petri tassid keeratakse imber spetsiaalse teibiga, et
dhk ei sattuks sisse ja proov ei saastuks. Umberkiilvamine viidi l4bi steriilses keskkonnas
laminaarkapi all. Seened Petri tassidel kasvatati 24°C juures inkubaatoris ,BMT Friocell
222.

Tabel 1. T66s kasutatud seenekultuurid

Eesti keeles Liik Puidulagundajad

Austerservik Pleurotus ostreatus Valgemddanikseen
Shiitake Lentinula edodes Valgemaddanikseen
Lovilakk Hericium erinaceus Valgemdadanikseen
Lakkvaabik Ganoderma lucidum Valgemdadanikseen

MATERJALID JA REAGENDID

Toos kasutati Leffe retsepti jargi valmistatud 6lle Glleraba, mille veesisalduse parast
filterpressimist ja autoklaavimist oli 61%.

MEA so6de valmistati kasutades 30 g/l linnaseekstrakti, 3 g/l sojapeptooni, 15 g/l
agarit.

Sisestandardina kasutati 1% sipelghapet, mille kontsentratsioon ¢ = 11,7603 g/kg
madrati tiitrimisel.

Proovide hidrolisiks kasutati 72% H,SO.a.



MEETODID

SUHKRUTE SISALDUSE MAARAMINE

Suhkrute sisalduse maaramiseks kaaluti 10 ml katseklaasi ca 1 g proovi tapsusega
0,0001, |lisati ca 6 ml 1% sipelghapet, segati vortexil ja kaaluti. Proovid hoiti
kuivatuskapis 50°C juures 60 minutit. Seejarel segu segati veelkord vortexil ning
tsentrifuugiti tsentrifuugil 2000 rpm 10 minutit (Joonis 8). Ulemisest kihiist vdeti siistla
abil 2 ml supernatanti ja filtreeritisee labi filtri kromatograafilistesse viaalidesse.

<

Joonis 8. Olleraba ja shiitake proovid peale tsentrifuugimist jagatud kaheks kihiks

TSELLULOOSI JA HEMITSELLULOOSI SISALDUSE MAARAMINE

HUDROLUUS

Hldrollls teostati Saemani hidrollisi protokolli alusel. Kuivatatud olleraba voi
seeneraba Proov (ca 300 mg) viidi eelkaalutud katseklaasi ja kaaluti. Lisati
automaatpipeti abil ca 3 g 72% H2S04 ja kaaluti uuesti Proovi segati toatemperatuuril
iga 10 minuti jarel klaaspulgaga Uhe tunni jooksul (Joonis 10). Proov viidi 60 ml
destilleeritud veega kvantitatiivselt Gle 100 ml eelkaalutud klaaspudelitesse ja
hldrolidsiti autoklaavis (Systec horizontal bench-top autoclave DX-90) programmiga
,11 liquids 121C” juures 60 minutit (Joonis 11). Proov kaaluti enne ja peale autoklaavi.
Kui hidroltitsi proovid on jahtunud, valmistatakse neid kromatograafiliseks analtusiks.
Automaatpipeti abil viiakse Ule katseklaasi ca 5 ml filtraati, kaalutakse, lisatakse ca 5 ml
1% FA (11.7603 g/kg) ja kaalutakse. HiidrolUsaadi proovid segati vortexil. Sustla ja filtri
abil filtreeriti proovid kromatograafilistesse kiivettidesse.

KROMATOGRAAFILINE ANALUUS

Kromatograafiline analtitis viidi 1abi kasutades Saksamaalt péarit SunChrom
Wissenschaftliche Gerdate GmbH vedelik-kromatograafilist sisteemi, mis sisaldab
degasaatorit Degasys Populaire (1), HPLC Pump Sun Flow 100 (2), kolonnisoojendit
SunTherm 100 (3), automaatset injektorit Basil Marathon (4), UV-detektorit



Spectraflow 501 (5), Rl detektorit Refractroflow (6). Andmete salvestamiseks ja
analttsimiseks kasutati eDAQ PowerChrom v2 slisteemi. Automaatse injektori silmuse
suurus oli 1,1 ul. Agilent Hi-Plex H kolonn 300 mm eelkolonniga CCCCC elueeriti 0,18%
H2S04-ga temperatuuril 35°C, kiirusega 0,6 ml/min. UV-detektor seadistati 210 nm
peale.

Olle- ja seeneraba komponentide kontsentratsioonid arvutati jargmiselt:

C*° = ki *G*Mj/Msmp*Ai/A;

Kus: k;; - kalibreerimiskoefitsient sipelghape suhtes (g/g)
G - sipelghape sisestandardi kontsentatsioon (g/kg)

M — proovile lisatud sipelghape sisestandardi mass (g)
Mswmp — anallilisiks véetud proovi mass (g)

Ai— komponendi piigi pindala kromatogrammil

A; — sipelghape piigi pindala kromatogrammil

P

Joonis 10. Olleraba ja austerserviku proovide hiidroliiiis katseklaasides. Olleraba on vasakul



Joonis 11. Olleraba, austerserviku ja shiitake proovide hiidroliiiis autoklaavis

LIGNIINI MAARAMINE KAALANALUUSIL

Ligniini maaramiseks kasutati Klasoni meetodi. Ligniini maaramiseks tiiglid kuumutati
575°C juures 4 tundi. Seejarel viidi tiigelfiltrid eksikaatorisse kuni konstantse kaalu
saavutamiseni, iga 24 tunni jarel tiiglid kaaluti. Parast konstantse kaalu saavutamist viidi
hldrolisaadid kvantitiivselt Ule tiigelfiltrile, vaakumfiltreeriti ja pesti deioniseeritud
veega. Ligniini maaramiseks filtrid kuivatati 105°C juures ja kaaluti.

Joonis 12. Vaakumpumba siisteem

VALGU MAARAMINE CHN ANALUUSIL

CHNS analiilis teostati teenustdéna TTU Energiatehnoloogia instituudi katselaboris
Vario MACRO CHNS Cube seadmel.



TULEMUSED JA ARUTELU

SEENTE KASV

Aseptilise noa abil |Gigati iga tassi pealt mG6tudega 1x1 cm seeneniidisikuga labi
kasvanud seenekultuuri ning asetati dllerabale ning inkubeeriti 24°C juures. Joonisel 13
on naidatud lakkvaabiku kasv esimesel, kolmandal, seitsmendal, Uheksandal ja
kuueteistkimnendal paeval. Joonisel 14 on pildistatud k&ik seenekultuurid 21. paeval.
Joonistelt tuleneb, et seenekultuuride paralleelide valjakasv on vaga sarnane. Vaikeseid
visuaalseid erinevusi vdis ndha paralleelide vahel parast nende kuivatamist 80°C juures,
Austerserviku korral oli 3 tass teistest kolmest oluliselt erinev.

Peale 21 pdeva seenekultuuride kasvamist Gllerabal kdik proovid pandi kuivatuskappi
80°C juurde. Konstantne kaal saavutati kdigis proovides 96h jooksul. Jagnevalt iga Petri
tassi sisu kaaluti ja jahvatati nugaveskis. Jahvatud Olleraba ja seeneraba 20 pulbris
maarati koigis suhkrute, ligniini, valgu, tselluloosi ja hemitselluloosi sisaldus. Viimaste
madramiseks kombineeriti rabade ekstrakti ja hidroliisaadi andmeid eeldates, et
hldrolisaadis maaratakse kdik suhkrujaagid ja ekstraktis ainult lahustuvate suhkrute
jaagid. Tselluloos defineeriti kui seotud glikoosijadkide summa ja hemitselluloos kui
arabinoosi ja ksililoosi summa. Suhkrute tarbimine maarati Olleraba ja seeneraba
kontsentratsioonide vahest vottes arvesse biomassi kadu kultiveerimisel.



Joonis 13. Lakkvaabiku seenekultuuri kasv, pdev 1,3,7,9,16
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Joonis 14. Austerserviku, shiitake, Iovilakki ja lakkvaabiku 21 pédeva kasvanud seenemditseelid



Joonis 15. Olleraba ja seenerabad peale kuivatamist

LAHUSTUNUD SUHKRUTE SISALDUS SEENE- JA OLLERABAS

Olleraba ja seeneraba HPLC analiiiisi tulemused on toodud Tabelis 2 ja 3, kust on niha,
et Olleraba proovid sisaldavad pollsahhariide, maltotrioosi, maltoosi, gliikoosi,
fruktoosi. Erinevad seeneraba proovid lisaks sisaldavad erineval méaaral ksiloosi ja
erltroosi. Vorreldes dlleraba ja seentega fermenteeritud dlleraba on naha, et kasvul
vdheneb seentega fermenteeritud Glleraba proovide poliisahhariidide, maltotrioosi ja
maltoosi sisaldus kuid fruktoosi ja erltroosi sisaldus monel juhul tSuseb. Eritroosi
kontsentratsioon kasvab oluliselt Shiitake, Lovilakal ja Lakkvaabikul ja fruktoosi
kontsentratsioon Austerservikul. Samuti vOib margata, et Shiitake ja LOvilaka
seenerabadel tekkis ksiloos. Suhkrute sisaldus langes oluliselt Austerservikul ja
Lovilakal ning vahemal madral Lakkvaabiku korral. Dekstriinide ja maltotrioosi
jaaksisaldus oli koéikide kulruuride korral pea vordne, maltoosi sisaldus aga langes
Shiitakel vorreldes teiste kultuuridega vahe. Glikoosi sisaldus kasvas oluliselt Shiitakel
ja Lakkvaabikul.






Tabel 2. Lahustunud suhkrute sisaldus &llerabas ja erinevate seentega fermenteeritud éllerabas g/kg

Olleraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik
(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
Dekstriinid 128,18 + 1,94 32,15+ 7,87 38,03 + 2,47 34,84+ 0 34,840
Maltotrioos 40,14 = 0,56 14,18 £ 2,49 18,96 + 0,83 10,67 £ 2,18 16,59 £ 0,47
Maltoos 84,85 + 1,96 37,71 £ 5 64,06 = 2,36 18,55 + 3,96 36,67 £ 1,33
Glitkoos 26,11 £ 0,89 20,38 £ 9,86 133,43 £ 5,89 25,7 £ 7,04 103,41 £ 4,4
Ksiiloos 0 0 13,64 £ 1,17 4,39 £ 0,9 0
Fruktoos 10,46 £ 0,2 28,61 = 7,84 16,31 £ 1,54 10,75 £ 1,32 10,64 £ 1,26
Eriitroos 1,64 £ 0,15 0 45,33 £ 2,95 68,7 £ 11,76 54,19 + 3,11
Gliikoosi
sisaldavad 279,2 104,42 254,48 89,76 191,51
suhkrud
Summa 291,39 133,02 329,97 173,63 256,33
Tabel 3. Lahustunud suhkrute sisaldus dllerabas ja erinevate seentega fermenteeritud dllerabas protsentides kogu suhkrutest
Olleraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik
(%) (%) (%) (%) (%)
Dekstriinid 43,99 £ 0,67 11,03+ 2,7 13,05 £ 0,85 11,96 £ 0 11,96 £ 0
Maltotrioos 13,78 £ 0,19 4,87 £ 0,85 6,51 £ 0,29 3,66 £ 0,75 5,69 £ 0,16
Maltoos 29,12 £ 0,67 12,94 £ 1,71 21,98 +£ 0,81 6,37 £ 1,36 12,58 £ 0,46
Gliikoos 8,96 £ 0,31 6,99 + 3,38 45,86 + 2,02 8,82 + 2,42 35,49 + 1,51
Ksiiloos 0 0 4,68 £ 0,4 1,51 £ 0,31 0
Fruktoos 3,59 £ 0,07 9,82 £ 2,69 5,6 £ 0,53 3,69 £ 0,45 3,65+ 0,43
Eriitroos 0,56 + 0,05 0 15,56 +£ 1,01 23,58 + 4,04 18,6 £ 1,07
Summa 100 100 100 100 100




SEENE- JA OLLERABA HUDROLUSAADI HPLC ANALUUS

Hldrollisaadi suhkrute HPLC anallilsi tulemused on toodud Tabelis 4, kus sisestandardina kasutati sipelghapet ja Tabelis 5, kus
sisestandardina kasutati vaavelhapet. Tulemuste vordlus naitab, et tulemused on suhteliselt sarnased, ehk hiidrollilsi sisestandardina saab
kasutada nii sipelghapet ja vaavelhapet (Tabel 6).

2 —vaavelhape
5 — gliitkoos

6 — ksiiloos

8 —arabinoos

9 —erutroos

12 - sipelghape
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Joonis 16. Lovilaka hiidroliisaadi kromatogramm, sisestandardina kasutati vdédvelhapet ja sipelghapet

Peale hiidroliiisi fermenteerimata ja seentega fermenteeritud proovides esinevad gliikoos, ksliloos ja arabinoos ning Shiitake, Lovilaka ja
Lakkvaabikuga fermenteeritud proovides esineb ka eritroos. Gliikoosi, ksiiloosi ja arabinoosi sisaldus on suurenenud seentega
fermenteeritud dlleraba proovides vorreldes fermenteerimata Glleraba proovide sisaldusega. Tulemuste alusel saab 6elda, et Austerserviku
suhkrute sisaldus vorreldes teiste seenekultuuridega oluliselt madalam.



Tabel 4. Hidroliiisil tekkinud suhkrute sisaldus &llerabas ja erinevate seentega fermenteeritud éllerabas, arvutades sipelghape sisestandardi jirgi g/kg

Olleraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik

(9/kg) (9/kg) (g/kg) (9/kg) (9/kg)
Gliikoos 423,65 + 55,83 200,38 = 20,58 329,53 £ 5,65 256,18 + 18,32 253,05 + 11,59
Ksiiloos 137 £ 10,28 149,95 + 12,54 154,68 £+ 3,96 138,48 + 5,48 134,03 + 10,31
Arabinoos 42,68 * 3,82 41,73 + 3,7 39,48 + 1,69 35,23 £ 5,26 27,9 £ 2,21
Eriitroos 0 0 34,53 + 0,98 57,15 £ 10,72 46,83 + 4,6
Summa 603,33 392,06 558,22 487,04 461,81

Tabel 5. Hidroliiiisil tekkinud suhkrute sisadus éllerabas ja erinevate seentega fermenteeritud dllerabas, arvutades védvelhape sisestandardi jérgi g/kg

Olleraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik
(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg)
Gliikoos 410,18 + 46,04 210,4 + 21,71 309,5 + 5,62 244,68 + 15,47 241,55 £ 9,17
Ksiiloos 133,78 +£ 10,28 157,45 + 13,42 145,25 + 2,47 132,38 £ 5,47 127,95 + 9,45
Arabinoos 41,45 + 3,14 43,78 + 3,93 37,08 + 1,65 33,7+ 5,13 26,68 = 2,55
Eriitroos 0 0 32,45+ 1,31 54,6 + 10,31 44,65 + 3,86
Summa 585,41 411,63 524,28 465,36 440,83
Tabel 6. Hiidroliiiisil tekkinud suhkru sisalduse erinevus protsentides, kasutades sisestandardina sipelghapet ja vidvelhapet
Olleraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik
(%) (%) (%) (%) (%)
Gliikoos 3,28 5 6,47 4,7 4,76
Ksiiloos 2,41 5 6,49 4,61 4,75
Arabinoos 2,97 4,91 6,47 4,54 4,57
Eriitroos 0 0 6,41 4,67 4,88
Summa 3,06 4,99 6,47 4,66 4,76




SUHKRUTE TARBIMINE FERMENTATSIOONIL

Tabeli 2 ja 3, ning kaalukao pdhjal arvutati vélja suhkrute tarbimine (Tabel 7). Tulemused naitavad, et dekstriinine ja maltotrioosi tarbimine
erinevatel seenekultuuridel oluliselt ei erinenud. Véimalik, et Gllerabast tarvitati dra kogu seente poolt assimileeritav dekstriinide ja triooside
fraktsioon. Maltoosi tarbimine oli Shiitakel vorreldes teiste seentega lllatavalt madal, véimalik et Shiitakel on maltoosi assimilatsiooniga
seotud enstiimid voi transpordisiisteem norgalt ekspresseritud. Glikoosi tarbimine on Shiitakel ja Lakkvaabikul negatiivne, mis viitab
glikoosi tekkele gliikaanide v&i tselluloosi hidroltisil. Ertitroos siinteesitakse Shiitake, Lovilaka ja Lakkvaabiku kuid mitte Austerserviku
kasvul. Viimasel juhul aga taheldati fruktoosi piigi kasvu. Erinevus kogusuhkru tarbimisel oli vdike, kdige enam tarbis Shiitake.

Tabel 7. Suhkrute tarbimine (g/kg) ja tsellulloosi ja hemitselluloosi solubilisatsioon hidroliiiisil (g/kg)

LIGNIINI SISALDUS

Ligniini sisaldus moddeti neljas paralleelis. Tabelis x on toodud ligniini sisaldus ja solubilisatsioon 6lle- ja seenerabas. Ligniini sisaldus oli
Austerservikul sisuliselt vordne Gllerabaga, mis naitab et Austerservik ligniini ei solubiliseerinud.

|Austerservik Shiitake | Lovilakk Lakkvaabik
Suhkrute tarbimine (g/kg)
Dekstriinid 101,5+ 7,5 96,6 + 2 99,3+ 0 99,3+ 0
Maltotrioos 28,4+ 2,4 24,4 + 0,7 31,3+ 1,8 26,4 £ 0,4
Maltoos 53,6 + 4,8 31,7+ 2 69,5 + 3,3 54,4 + 1,1
Glitkoos 9,2+9,5 -84 £+ 4,9 4,8+ 5,8 -59,7 = 3,7
Fruktoos -13,28 £ 7,5 -3,1+1,3 1,5+ 1,1 1,61
Eriitroos 1,64+ 0 -27,6 £ 8,7 -50,6 + 8,1 -40,1 + 2,4
Summa 194,34 152,7 206,4 181,7
Tsellulloosi ja hemitselluloosi solubilisatsioon hiidroliiiisil (g/kg)
Tselluloos 21,4 £ 12,2 44,8 + 10,8 -35,6 £ 17,9 56,9 £ 12,5
Hemitselluloos -18,7 £ 16,4 -17,5 £ 10,4 -9,5+12,8 4,4 + 10,3




Tabel 8. Ligniini sisaldus (g/kg) ja ligniini solubilisatsioon (%)

|6IIeraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik

Ligniini sisaldus (g/kg)

Paralleel 1 226,78 247,93 138,81 204,12 199,02

Paralleel 2 194,44 241,77 135,68 199,04 182,57

Paralleel 3 180,68 262,75 123,17 194,3 206,32

Paralleel 4 193,35 236,72 142,95 181,84 194,73

Keskmine 198,81 + 17,03 247,3 £ 9,77 135,5+ 7,38 194,83 + 8,26 197,24 + 8,62

Lahustuv ligniin [198,75 246,5 134,5 204 195,25

Ligniini solubilisatsioon (%)

Ligniin |24,7 16,4 | -3,3+4,7 49,1+2,7 14+1,7 14,2+3,8
VALGU ANALUUS

Valgu sisaldus olle- ja seenerabas leiti CHN analiitsi alusel, kusjuures oletati et valgusisaldus nagu enamuse toiduainete korral vérdub:
Valgusisaldus = 6.2 * N,

Kus N - lammastiku sisaldus % proovi kohta.



Tabel 9. CNH koostise analiiiis éllerabas ja seenerabas ning valgu sisaldus g/kg

C (%) H (%) N (%) Valk (g/kg)
Olleraba 1 52.75 6.41 2.10 13.02
Olleraba 2 54.40 6.54 2.94 18.23
Olleraba 3 54.88 6.57 3.20 19.84
Keskmine 54.01 6.51 2.75 17.03
STDEV 0.91 0.07 0.47 2.91
Austerservik 1 45.15 5.09 2.13 13.21
Austerservik 2 46.99 5.66 2.19 13.58
Austerservik 4 45.90 5.52 2.27 14.07
Keskmine 46.01 5.42 2.20 13.62
SDTEV 0.76 0.24 0.06 0.36
Shiitake 2 49.41 5.75 3.22 19.96
Shiitake 3 41.42 5.21 2.71 16.80
Shiitake 4 38.13 5.22 2.51 15.56
Keskmine 42.99 5.39 2.81 17.44
STDEV 4.74 0.25 0.30 1.85
Lovilakk 1 45.95 5.72 2.84 17.61
Lovilakk 2 46.50 5.73 2.92 18.10
Lovilakk 3 48.12 6.09 3.02 18.72
Keskmine 46.86 5.85 2.93 18.15
STDEV 0.92 0.17 0.07 0.46
Lakkvaabik 1 45.65 5.71 2.92 18.10
Lakkvaabik 2 47.14 5.64 3.19 19.78
Lakkvaabik 3 43.21 5.53 2.90 17.98
Keskmine 45.33 5.63 3.00 18.62
STDEV 1.62 0.07 0.13 0.82




KOONDTULEMUSED

Ulaltoodud tabelite andmete alusel koostati koondtabel dlleraba ja seenerabade koostise kohta. Kdige viiksem oli jaidksuhkrute sisaldus
Lovilakal 32% &llerabast. Shiitakel oli suhkrute kontsentratsioon isegi kdrgem kui dllerabal. See vois olla tingitud gliikoosi moodustuse tottu
kasvul. Shiitake, Lovilaka ja Lakkvaabiku kasvul toimus eriitroosi slintees.

Tselluloosi kontsentratisioon oli kdige madalam Lakkvaabiku seenerabal, moodustades vaid 1/3 6&lleraba tselluloosi sisaldusest.
Hemitselluloosi korral olid proovide vahelised erinevused vaiksed, ilmselt selle olulist hemitselluloosi lagunemist antud kasvutingimuste
korral ei esinenud. Markimisvaarset ligniini tarbimist tdheldati vaid Shiitakel, mis on ka kirjandusest teada. Lévilakal ja Lakkvaabikul oli see
oluliselt madalam kui Shiitakel, Austerservikul aga ligniini lagundamist ei taheldatud. N sisalduse korral tdheldati k&ikidel juhtudel vorreldes
Ollerabaga langust, mis iseenesest on (llatav — véimalik, et tekkisid lenduvad ldmmastiku Ghendid v6i Gihendid mida ei dnnestunud maarata
kromatograafilisel analiisil.

Analidtilised kaod moodustasid seenerabadel alla 20%, mis on seotud sellega et mineraalhappeid, rasvu ja kindlasti ka mdningiaid muid
keemilisi ihendeid ei analiisitud.



Tabel 10. Olle- ja seenerabade koostis g/kg

kaod

Olleraba Austerservik Shiitake Lovilakk Lakkvaabik
(9/kg) (9/kg) (g/kg) (9/kg) (9/kg)
Suhkrud kokku (291,39 133,02 329,97 173,62 256,33
Dekstriinid 128,18 32,15 38,03 34,84 34,84
Maltotrioos 40,14 14,18 18,96 10,67 16,59
Maltoos 84,85 37,71 64,06 18,55 36,67
Gliikoos 26,11 20,38 133,63 25,7 103,41
Ksiiloos 0 0 13,64 4,39 0
Fruktoos 10,46 28,61 16,31 10,75 10,64
Eriitroos 0 0 45,33 68,7 54,19
Tselluloos 156,39 100,98 64,82 160,66 55,8
Hemitselluloos 177,19 196,45 172,68 146,31 139,68
Ligniin 198,81 247,3 135,15 194,83 195,66
Valk 170,3 136,2 174,4 181,5 186,2
Summa 981,52 799,78 851,72 829,73 827,03
Analitilised 18,48 200,22 148,28 170,27 172,97




JARELDUSED

[EY

) Valjatdotatud metoodika vGimaldab maarata komplekselt Glle- ja seeneraba keemilist koostist

) Sisestandardina, ja Ghtlasi ka ainukese analttilise standardina saab kasutada hiidroltusiks lisatud vaavelhapet ja sipelghapet
) Kasvul Sllerabal on peamiseks sisiniku allikaks Gllerabas leiduva vees lahustunud ihendid: dekstriinid, maltotrioos, maltoos

) Moningatel juhtudel toimub kasvu kaigus glikoosi ja eriitroosi kontsentratsiooni suurenemine.
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KOKKUVOTE

Antud bakalauruse t66 eesmark oli té6tada vélja happelisel hiidroliiisil, HPLC-I , CHN ja mahtanaliilsil pohinev protokoll dlle- ja seeneraba
keemilise koostise kvanditatiivseks analiilsiks. Maarati valgu, ligniini, suhkrute, tsellulosi, hemitselluloosi kontsentratsiooni Gllerabas ja
seenerabas kasutades erinevaid meetodeid. T60 eesmark sai taidetud, valjatootatud metoodika véimaldab maarata komplekselt olle- ja
seeneraba keemilist koostist.

Tuginedes t66 tulemustele, saab delda, et kdige vidiksem oli jadksuhkrute sisaldus L&vilakal. Olleraba proovid sisaldavad poliisahhariide,
maltotrioosi, maltoosi, gliikoosi, fruktoosi. Erinevad seeneraba proovid lisaks sisaldavad erineval maaral ksiiloosi ja eriitroosi. Vorreldes
Olleraba ja seentega fermenteeritud Glleraba on naha, et kasvul vdheneb seentega fermenteeritud Olleraba proovide poliisahhariidide,
maltotrioosi ja maltoosi sisaldus kuid fruktoosi ja eriitroosi sisaldus monel juhul tduseb. Suhkrute sisaldus langes oluliselt Austerservikul ja
Lovilakal ning vdhemal maaral Lakkvaabiku korral.

Erinevus kogusuhkru tarbimisel oli vaike, kdige enam tarbis Shiitake. Maltoosi tarbimine oli Shiitakel vGrreldes teiste seentega Ullatavalt
madal, vGimalik et Shiitakel on maltoosi assimilatsiooniga seotud enslilimid vdi transpordislisteem norgalt ekspresseritud. Glikoosi tarbimine
on Shiitakel ja Lakkvaabikul negatiivne, mis viitab gliikoosi tekkele gliikaanide vdi tselluloosi hiidroliusil.

Ligniini sisalduse korral oli margatud, et Austerservikul on sisuliselt vérdne 8llerabaga, mis nditab et Austerservik ligniini ei solubiliseerinud.
Tulemuste pdhjal Ldvilakk ja Lakkvaabik on kdige valgurikkad seened.

Analtutilised kaod moodustasid seenerabadel alla 20%.



SUMMARY

The aim of this bacalaurus work was to develop a protocol based on acid hydrolysis, HPLC, CHN and volumetric analysis for the quantitative
analysis of the chemical composition of spent grain and fermented spent grain. The concentration of protein, lignin, sugars, cellulose,
hemicellulose in the spent grain and fermented spent grain was determined using different methods. The purpose of the work was fulfilled,
the developed methodology makes it possible to determine the chemical composition of spent grain and fermented spent grain in a complex
manner.

Based on the results of the work, it can be said that the content of residual sugars was the lowest in Hericium erinaceus. Spent grain samples
contain polysaccharides, maltotriose, maltose, glucose, fructose. Different fermented spent grain samples additionally contain varying
degrees of xylose and erythrosis. Compared to spent grain and spent grain fermented with mushrooms, it can be seen that the content of
polysaccharides, maltotriose and maltose in samples of fermented spent grain decreases during growth, but the content of fructose and
erythrosis increases in some cases. The content of sugars decreased significantly in Pleurotus ostreatus and Hericium erinaceus, and to a
lesser extent in the case of Ganoderma lucidum.

The difference in total sugar consumption was small, with Lentinula edodes consuming the most. Maltose consumption was surprisingly low
in Lentinula edodes compared to other fungi, possibly Lentinula edodes has weakly expressed enzymes involved in maltose assimilation or a
transport system. Glucose intake is negative for Lentinula edodes and Ganoderma Ilucidum, which indicates the formation of glucose during
the hydrolysis of glycans or cellulose.

At the lignin content, it had been noticed that Pleurotus ostreatus essentially equals beer bog, indicating that Pleurotus ostreatus did not
solubilize lignin. Based on the results, Hericium erinaceus and Ganoderma lucidum are the most protein-rich mushrooms. Analytical losses
were less than 20% in fermented spent grain.
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