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Sažetak 

Studirana je mogućnost kultivacije kvasca Kluyveromyces fragilis za pro­
izvodnju Tnikrohnih proteina na sirutci u šaržnom i kontinuiranom postupku 
pri pH 5,0 — 5,5 i temperaturi od 40 "C. 

Ustanovljeno je eksperimentima na tresilici i laboratorijskom- fermentoru 
da se ki'asac dohro razmnožava pri odabranim uvjetima okoline, na 2''/o-tnoj 
deprotelniziranoj sirutci s dodatkom diamonijevog sulfata i kalijevog hidrogen 
fosfata. Pri optimabiim uvjetima okoline postiže se stupanj konverzije laktoze 
u kvaščevu biomasu od 0,45—0,55 g s. tv. kvasca/g laktoze, specifična brzina 
rasta do 0,25 sat~^ i produktivnost procesa do 1,3 g/L/sat. 

Kada se osnovnom supstratu doda 0,l'^/o kvaščevog ekstrakta kvasac se 
razmnožava brže, specifična brzina rasta poraste na 0,35 — 0,38 sat~^, a pro­
duktivnost procesa dostiže 1,8 g/L/sat. 

Ukoliko se voda, potrebna za razrjedenje sirutke, zamijeni melasnom 
džibrora, postiže se također povećanje brzine rasta kasca K. fragilis. Specifična 
brzina rasta bila je do 0,40 sat~^, a produktivnost procesa od 2,0 — 2,4 g/L/sat. 

Uvod 

Sirutka u mljekarama predstavlja otpadni ostatak koji se kod nas još često 
ispušta u sistem gradske kanalizacije ili prirodne vodotoke. Zbog toga se smatra 
teško opterećenom otpadnom vodom s oko 50.000 mg Oo/L BPK-,. S obzirom na 
vrijedne organske supstance koje sirutka sadrži, kao što su laktoza i proteini, 
može se koristiti kao sekundarna sirovina za proizvodnju mnogih vrijednih 
produkata. Porastom količine sirutke u proizvodnim pogonima sirana, razvijali 
su se i tehnološki postupci za preradu sirutke. Najčešće se sirutka sušila, a 
osušeni prah koristio kao krmivo ili kao dodatak nekim prehrambenim pro­
izvodima. Kako osušena sirutka zbog velike količine laktoze ima ograničenu 
primjenu u ishrani stoke, istraživači su nastojali konvertirati laktozu pomoću 
mikrobnih procesa u visokovrijedne proteine ( V a n a u v a t i K i n s e l l a , 
1975.; B e c h t l e i C l a y d o n , 1971.). 

Dominantan mikroorganizam u većini radova bio je Kluyverotnyces fra­
gilis ( C a s t i l l o , 1978.; M o r e s i, 1980.; S a n d k u, 1983.; M a i o r e 11 a, 
1984.). Osušena biomasa toga kvasca može se koristiti kao krmivo, ali i u 
ljudskoj ishrani. Isti mikroorganizam može se koristiti i za proizvodnju etilnog 
alkohola ( M a i o r e l l a i C a s t i l l o , 1984.). Uzgojem kvasca na sirutci eli­
minira se većina organskih tvari koje opterećuju otpadne vode, pa je to za­
sigurno interesantan postupak za obradu otpadne sirutke, jer se proizvodi vi­
sokovrijedan produkt. 
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Međutim, s i ru tka sadrži do P/o visokokval i te tnih pro te ina , pa je u novije 
vr i jeme prv i s tupan j ob rade deproteinizacija s i ru tke ul t raf i l t raci jom ili t e r ­
mičkom obradom. Zato smo u ovom radu istražili uzgoj kvasca K. fragilis na 
depro temiz i ranoj s i rutci sa različit im dodacima, da bi se pronašao pos tupak 
koji omogućuje jef t inu proizvodnju vr i jednih mik robn ih proteina. 

Materi ja l i metode 

Mikroorganizam 

Za pokuse j e o d a b r a n soj kvasca Kluyveromyces fragilis 89 dobiven iz 
Zbi rke mik roo rgan i zama t v r t k e Vogelbusch (Austrija). K u l t u r a kvasca održa­
vana je na kosom s ladnom aga ru u h ladn jaku pr i 2—4 "C. 

P r ip r ema inokuluma 

S kosog aga ra kvasac j e precijepljen u epruve te koje su sadržavale po 10 
ml tekuće s te r i lne podloge ovog sastava (u g/L): glukoza — 20, Bacto pep ton — 
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Slika 1. Ovisnost stupnja konverzije laktoze u biomasu, specifične brzine rasta 
kvasca K. fragrilis 89 i produktivnost procesa o koncentraciji laktoze u 

podlozi 
— O — O — stupanj konverzije 
— X — X — specifična brzina rasta 
— O — O — produktivnost procesa 

Fig. 1. Effect of lactose concentration on biomass yield, specific growth rate 
of K. fragilis 89 and the productivity of the process 
— O — O — yield 
— X — X — specific growth rate 
— O — O — productivity 
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sati 
Slika 2. Promjene koncentracije biomase i laktoze u toku kultivacije kvasca 

K. fragilis 89 u podlozi br. 1 i podlozi br. 2 
— X — X — koncentracija biomase i laktoze u podlozi br. 1 
— O — O — koncentracija biomase i laktoze u podlozi br. 2 

Fig. 2. Changes of biomass and lactose concentrations during the cultivation 
of K- fragilis 89 in medium 1 and 2 
— X — X — biomass and lactose concentration in medium 1 
— O — O — biomass and lactose concentration in medium 2 

10, kvaščev eks t r ak t — 5. Nakon inkubaci je u t e r m o s t a t u pr i 28 "C tokom 48 
sati, cjepivo je p rebačeno u t ikvice od 500 ml koje su sadržavale po 100 ml 
ster i lne raz r i j eđene s i ru tke slijedećeg sas tava (u g/L): laktoza — 20, (NH^)2S04 
— 2, kvaščev eks t r ak t — 1, mlječna kisel ina — 5. Tikvice su t rešene na ro ta ­
cionoj tresil ici 24 sata pr i 30 "C i 150 o/min. Tako p r ip r eml j ena k u l t u r a kvasca 
poslužila j e kao inoku lum za pokuse uzgoja kvasca u fe rmentoru . 

Uzgoj u fermentoru 

Šaržn i i kon t inu i ran i uzgoj biomase kvasca obavl jen je u labora tor i j skom 
fe rmentoru Vogelbusch (Austrija) od 5 l i t a ra (3 l i t re kor isnog volumena) . Tem­
p e r a t u r a je r egu l i r ana pomoću u l t ra t e rmos ta ta , a p H i p jena su kor igi rani 
ručno. Za mje ren je otopljenog kisika u komin i kor i š t ena je kis ikova e lekt roda 
pr ik l jučena na i n s t rumen t OXI 39 W T W (Zapadna Njemačka) , 

Osnovni sups t ra t bila je deprote in iz i rana raz r i j eđena s i ru tka , a kao dodatni 
izvor duš ika i fosfora kor iš tene su soli d iamonsu l fa t i kal i jev dihidrogenfosfat . 

Uzgoj j e obavl jen na slijedećim pod logama ovog sas tava: 
1. Osnovna : S i ru tka razr i jeđena vodom u omjeru 1:1, d iamoni jev sulfat "2 

g/L, kali j ev hidrogen fosfat 1 g/L 
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2. S i ru tka istog razrjeđenja, 2 g/L diamonijev sulfat, 1 g/L kal i jev h id ro -
genfosfat i 0,rVo kvaščev eks t rak t 

3. S i r u t k a razr i jeđena melasnom džibrom u omjeru 1:1, amoni jev sulfat 
2 g/L i kal i jev hidrogenfosfat 1 g/L. 

Podloga je s ter i l iz i rana d i rek tno u fe rmentoru ili u s tak len im p o s u d a m a od 
5 l i tara u au tok l avu 20 m i n u t a p r i 120 <'C. Podloga za p r i tok crp l jena je p e r i -
s tal t ičkim c r p k a m a u l e rmentor . Ster i lnost je kont ro l i rana mikroskopski . 

Analitičke metode 

Sas tav n a t i v n e s i ru tke (Zagrebačke mljekare) i depro te in iz i rane s i ru tke 
određen je anal i t ičk im me todama pr i lagođenim za s i ru tku (V a j i ć, I960.). 

Laktoza j e određ ivana i an t ron reagensom. 
Čisti p ro te in i određivani su BIORAD metodom. 
K P K je ana l iz i ran metodom oksidacije s K X r . O ^ (APHA STANDARD, 

1971). 
Za p raćen je p r i r a s t a biomase kvasca uzimani su dvos t ruk i uzorci od 5 ml 

komine u određen im v remensk im razmacima i centr i fugirani 5 m i n u t a pr i 
4000 o/min, j e d a m p u t oprani vodom i sušeni pr i 105 "C do kons t an tne težine. 

Rezultati i diskusija 

Sas tav deprote in iz i rane s i ru tke 

Za sve pokuse kor iš tena je deprote iniz i rana kisela s i ru tka iz Zagrebačke 
mljekare . S i ru tka je deprote in iz i rana termički p r i 100 "C u toku 30 minu ta . 
Nakon n lađen ja otf i l t r i rani su koagul i rani proteini n a fil ter pap i ru W h a t m a n 
No 1, a tekući dio je kor iš ten za daljnje pokuse. Pros ječan kemijski sas tav t ako 
deprote in iz i rane s i ru tke p r ikazan je u tablici 1. 

Tablica 1. Sastav deproteinizirane sirutke 
Table 1. Composition of deproteinized whey 

Komponenta g/L 
Compionent 

Suha tvar 50,7 — 52,8 
Dry matter 
Organska tvar 45,5 — 46,5 
Organic matter 
Anorganska tvar 5,2 — 6,3 
Anorganic matter 
Laktoza 38,2 —44,0 
Lactose 
Cisti proteini 0,3 — 0,50 
Pure proteins 
Ukupni fosfati (P2O5) 0,11— 0,17 
Total phosphate 
KPK 50,8 —55,2 
COD 
pH 4,3 — 4,8 
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ut jeca j koncentraci je laktoze na k ine t iku procesa 

Utjecaj količine laktoze u podlozi na k ine t iku procesa p r ikazan je na slici 1. 
Si rutc i su dodane samo soli: d iamoni jev sulfat 2 g/L i kali jev hidrogenfosfat 
1 g/L. 

Iz slike se vidi da su najveće brzine ras ta od 0,22 sat~^ i s tupanj konverzi je 
laktoze u b iomasu kvasca od 0,50 g s.tv. kvasca/g laktoze pos t ignut i u podlozi 
s 1,5 — 2,0^/0 laktoze, dok je najveća p roduk t ivnos t procesa od 1,2 g/L/sat po­
s t ignu ta u podlozi s 2,5 — 3,0^/0 laktoze u podlozi. 

Ovi rezul ta t i su u suglasnosti s na laz ima M o r r e s i-a i sur. (1980.) i 
B 1 a c k b r o u g h-a i sur. (1981.) koji su u tvrd i l i da je za uzgoj kvasca K. 
fragilis op t imalna koncentraci ja laktoze u komini oko 2"/o. 

Ako se osnovnoj podlozi doda 0,P/o kvaščevog e k s t r a k t a poveća se brzina 
umnažan ja kvašćevih stanica, što je p r ikazano na slici 2. 

Iz slike proizlazi da se dodatkom kvaščevog e k s t r a k t a poveća specifična 
brz ina ras ta za 35"/o, p rodukt ivnos t procesa za 23^/0 i p r inos kvaščeve biomase 
za 5"/o. Ovi nalazi su u sk ladu s r ezu l t a t ima W a s s e r m a n n-a i sur. (1961.) 

sati 

Slika 3. Promjene koncentracije biomase, laktoze, formolnog dušika i ukupne 
organske tvari tokom kultivacije kvasca K. fragilis 89 u podlozi br. 3 
— Ü — O — koncentracija biomase 
— '•><• — X — koncentracija laktoze 
— O — O — koncentracija formolnog dušika 

Fig-. 3. Changes of biomass, lactose and formol-N2 concentrations during the 
cultivation of K. fragilis 89 in medium 3 
— O — O — biomass 
— X — X — lactose 
— O — O — formol-N2 
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i C a s t i l l o i sur. (1978.), koji su ustanovili da se dodatkom kvaščevog 
ekstrakta u podlogu, koja sadrži samo amonijev sulfat i amonijev fosfat, po­
veća brzina potrošnje laktoze i brzina umnožavanja kvaščevih stanica. 

Utjecaj melasne džibre na kinetiku rasta kvasca K. fragilis prikazan je na 
slici 3. Umjesto vodom, sirutka je razrijeđena melasnom džibrom. Takvoj pod­
lozi dodane su samo amonijeve soli. 

Iz slike je vidljivo da se prinos biomase povećao za 3 do 3,5 g's.tv. kvasca 
(33—38̂ /̂0) u odnosu na prethodna dva uzgoja, te da se kvaščeve stanice raz­
množavaju brzo (\i -=- 0,4 sat~^). To se može objasniti pozitivnim utjecajem mi­
neralnih tvari i biosa (koje melasna džibra iz proizvodnje etanola sadrži u svom 
sastavu) na rast kvaščevih stanica te količinom organske tvari koja se potroši 
iz džibre za prirast kvasca. 

Usporedni piikaz prirasta kvasca K. jragilis na sve tri korištene podloge 
dat je na slici 4. 

sati 

Slika 4. Kultivacija kvasca K. fragilis u različitim podlogama 
— O — O — kultivacija u podlozi br. 1 
— X — X — kultivacija u podlozi br. 2 
— A — A — kultivacija u podlozi br. 3 

Fig. 4. Cultivation of K. fragilis 89 in different substrates 
— O — O — substrate 1 „, ,. 
— X — X — substrate 2 
— A — A — substrate 3 
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Za kon t inu i ran i uzgoj kvasca K. jragilis u osnovnoj podlozi i s t ražen je 
utjecaj brz ine razr jeđenja na količine laktoze i b iomase kvasca u komini te 
na p rodukt ivnos t procesa i K P K vr i jednost (slika 5). Povećanjem brz ine raz­
rjeđenja do 0,2 sat" ' održavale su se kons t an tne vr i jednost i i to : količina kvasca 
11 g s.tv./L, koncentraci ja laktoze do 0,3^/0, K P K do 3 g Og/L. Daljnj im pove­
ćanjem brz ine razr jeđenja dolazi do smanjenja p r inosa biomase te povećanja 
koncentraci je laktoze i K P K vri jednosti . Među t im, povećanjem brz ine razr je­
đenja ras te i p rodukt ivnos t procesa sve do 0,25 sat~^, k a d a postiže vr i jednost 
od 2,3 g s.tv./L/sat. 

o 15 
2 > 

0,2 0,3 0,i 
brzina razređenja D=_^ (h " ' ) 

Slika 5. Utjecaj brzine razrjeđenja (D) na promjenu koncentracije biomase, 
laktoze i produktivnosti procesa tokom kontinuiranog uzgoja kvasca 
K. fragilis 89, u podlozi br. 1 
— O — O — koncentracija biomase 
— X — X — koncentracija laktoze 
— • — n — produktivnost procesa 
— A — A — KPK vrijednost 

Fig. 5. The influence of dilution rate (D) on the biomass and lactose concen­
tration and the productivity of the continuous cultivation of K. fragilis 
89 in medium 1 
— O — O — biomass 
— X — X — lactose 
— D — D — productivity 
— A — A — COD 

Zaključak 

Na bazi p r ikazan ih rezul ta ta može se zakl juči t i da se kvasac K. fragilis 
može uspješno uzgajat i u kiseloj deprote in iz i ranoj s i rutci koja se razri jedi 
vodom na 2—2,5^/0 laktoze. Najpovoljnija koncen t rac i j a laktoze u podlozi bila 
je 2—2,.5^/0, a s irutci je neophodno dodat i izvore dušika, kal i ja i fosfora za 
ras t kvaščevih stanica. U takvoj podlozi kvasci se mogu uzgajat i šaržno i kon­
t inui rano. Međut im, ako se osnovnoj podlozi doda 0,1 "/0 kvaščevog eks t rak ta 
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ili ako se s i ru tka razr l jedi melasnom džibrom umjes to vodom, znatno se po­
boljša k ine t ika r a s t a kvaščevih stanica te pr inos b iomase i produkt ivnos t 
procesa. 

Summary 

The possibility of cultivation of the yeast Kluyverom,yces fragilis for the 
production of single-cell protein on deproteinated whey was studied. The hatch 
and the continuous cultivations were performed at pH 5.0 — 5.5 and the tem­
perature of 40 "C. 

By experiments on the shaker and in laboratory fermenter it was esta­
blished that the yeui-t cells grow well on 2'^lo deproteinated whey with the 
addition of ammoniwm sulphate and potassium hydrogen phosphate. At optimal 
contidions the biomass yield was 0.45 — 0.55 g DM/g lactose with the specific 
growth rate up to 0.25 h~^ and productivity of 1.3 glLlh. 

When O.VIo of the yeast extract was added to the basic medium the yeast 
cells were multiplying faster (/i = 0.35 — 0.38 h—^) and productivity was up 
to 1.8 g/L/h. If the water necessary for the dilution of whey was exchanged 
with molasses slop a. very good effect attained in the cultiiration of yeast cells. 
The specific growth rate was 0.4 h^^ and productivity up to 2.4 g/L/h. 
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