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Sazetak

Studirala se moguénost proizvodnje alkol:ola i vina iz djelomiéno depro-
teinizirane sirutke dodatkom saharoze, te vina uz dodatak saharoze. Fermen-
tacija je provedena u anaerobnim uvjetima uz pomoé kvasca Kluyveromyces
fragilis pri pH 4,5—5,5 i 32 °C.

Kwvasac K. fragilis uspje$no fermentira laktozu iz sirutke i saharozu
dodanu u koncentracijama od 5, 10 i 15%. S poveéaniem koncentracije Secera
u podlozi smanjuje se specificna brzina fermentacije i stupanj konverzije sup-
strata, Optimalnom koli¢inom inokuluma od 2 g s.tv. L= postignut je stu-
panj konverzije ukupnih Secerq od ¢,52 ml.- g—' i specifiény brzina fermen-
tacije od 0,35 ml+ g—' - h—!. Dodatkom diamonijevnog hidrogenfosiata i wiu-
monijevog sulfata u podlogu pospjeiuje se kinetika procesa i1 stupanj kon-
verzije supstrata od 10 do 20%.

Fermentacijom sirutke s dodatkom 15%0 saharoze moZe se proizvesti vino
sirutke s oko 10%0 etanola. Fermentacija je nesto dufa (7 Jdana) zbog manje
pocetne koli¢ine inokuluma u podlozi (1 g s. tv. - L),

Summary

Production of ethanol and wine from whey with the addition of sucrose
was studied. Fermentations were performed by yeast Kluyveromyces fragilis
at 32°C and pH 4,5—5,5.

The yeast K. fragilis successfully ferments lactose from whey and
supplemented sucrose in the concentrations of 5,10 and 15% as well. With
the increase of sugar concentration in the substrate specific fermentation rate
and the substrate yield coefficient decreased.

At optimal inoculum concentration of 2 g D.M. X L—! the yield of 0,52
ml - g~ and the specific fermentation rate of 0,35 ml - g—! - h—! were achieved.
If diamonium hydrogen phosphate and diamonium sulphate were added to
the medium kinetic of fermentative process and substrate yield coefficient
increased up to 20%o.

Wine jrom whey can be produced in the simmilar process by addition
of 15%e sucrose. At the end of fermentation which lasted 7 days, ethanol con-
centration was about 10% (vol/vol). Process was carried out at lower amount
of inoculum (1 g-h™!') and at lower temperature (28 °C).

“ Referat odrzan na XXVI Simpoziju za mljekarsku industriju, Lovran. 1988,
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Uvod

U danasnje vrijeme energetske krize i porasta cijene nafte potaknut je
razvoj alternativnih tehnologija proizvodnje tekuceg goriva,

Etanol je prihvatljiva alternativa za pobolj$anje snabdijevanja tekuc¢im
gorivom. Danas u svijetu komercijala postrojenja za fermentaciju etanola jos
uvijek kao glavne sirovine upotrebljavaju kukuruz i melasu. Medutim, istra-
zivaéi nastoje razviti i druge tehnologije za proizvodnju alkohola iz ekonom-
ski opravdanih sirovina (sirak, topinambur, sirutka) te poljoprivrednih i in-
dustrijskih otpadaka koji sadrZe visok postotak $ecera i Skroba (Kretsch-
man, 1955). Kao supstrat za proizvodnju etanola i alkoholnih napitaka sve
je zanimljivija sirovina sirutka koja sadrZi oko 6”0 suhe tvari, od ¢ega je tri

¢etvrtine laktoza koju kvasci mogu fermentirati u alkohol (O'Leary et al
1977).

Svrha ovog rada bila je da se uz odabrani mikroorganizam za proizvod-
nju alkohola iz sirutke odrede optimalni parameiri fermentacije, prati kinetika
fermentacije uz poveéanu koncentraciju Se¢era u podlozi te razmotri mogué-
nost proizvodnje vina iz sirutke uz dodatak saharoze.

Materijali i metode

Za pokuse je odabran kvasac Kluyveromyces fragilis iz mikrobioloske
zbirke Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, Zagreb. Kultura kvasca ¢uvana
je na kosom agaru u hladnjaku pri 2 —4°C.

Priprema inokuluma

S kosog agara kvasac je precijepljen u epruvete koje su sadrzavale po
10 ml tekuée sterilne podloge sastava (g - L—'): glukoza — 20, Bacto pepton
—10, kvaséev ekstrakt —5, destilirana voda. Nakon inkubacije u termostatu
pri 28°C u toku 24 sata cjepivo je prebateno u Erlenmeyerove tikvice od
500 ml koje su sadrzavale po 100 ml podloge ovog sastava (g - L™'): laktoza
— 20, Bacto pepton — 10, KvaS€ev ekstrakt — 5 destilirana voda. Uzgoj je
proveden na rotacionoj tresilici (150 °min) kroz 24 sata pri 30°C. Tako pri-
premljena kultura kvasca posluZila je kao inokulum za pokuse anaerobne fer-
mentacije.

Priprema osnovnog supstrata

Za pokuse je uzeta deproteinizirana sirutka ¢iji je sadrzaj laktoze varirao
od 2,5 do 5% (tablica 1), uz dodatak razli¢itih koncentracija saharoze (5, 10
i 15%o), te soli diamonijev sulfat (1 g - L") i diamonijev hidrogen fosfat (0,5
gL

Analiti¢ke metode
Sastav deproteinizirane sirutke odreden je analitickim metodama prila-

godenim sirutki (Vajié 1964). Laktoza se odredivala metodom po Luff-
-Schurlu, dok se saharoza prethodno hidrolizirala kuhanjem (uz dodatak 8 ml
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15% HC1 i 37 ml H,0) u toku 2 sata uz povratno hladilo. Koliina proteina
ratunala se iz sadrzaja ukupnih dusiénih tvari odredenih digestijom po Kjel-
dalu (Vajié, 1964). Koli¢ina alkohola u fermentiranoj komini odredivala se
metodom po Martinu i Dietrichu (Kosaric¢ et. al, 1983).

Rezultati i rasprava

Sastav sirutke uzete kao sirovina za fermentaciju prikazan je u tablici 1.

Utjecaj koli¢ine Se¢era u podlozi na iskoristenje supstrata i produktivnost
procesa prikazan je na sliei 1. U sirutku s 2,5% laktoze dodane su koncen-
tracije saharoze od 5, 10 i 15%, te soli diamonijev sulfat i diamonijev hidrogen
fosfat uz pocetnu koli¢inu inokuluma od 2 g - L1
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Siika 1. Fermeniacija sirutke uz dodatak razlicitih kolifina saharoze i pocetnu
kolié¢inu inokuluma (2 g - L)

Figure 1, Fermentation of Whey With Addition of Different Amounts of Sucrose
and an Initial Inoculum Content (2 g - L'Y)

—eo—®— 15% saharoze — 15%0 sucrose
—X—X— 10%p saharoze —_—X—K— 10%e sucrose
—0—0— 5% saharoze —0—0— 5% sucrose
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Tablica 1. Sastav deproteinizirane sirutke
Table 1. Composition of Deproteinized Whey

Komponente g- L
Suha tvar

Dry matter 50,9—63,0
Organska tvar

Organic matter 44,6—51,2
Anorganska tvar

Anorganic matter 5,2— 5,31
Laktoza

Lactose 25,0—50,4
Ukupni proteini

Total proteins 1,5— 5,9
Ukupni fosfati

Total phosphate 0,13— 0,19

Rezultati prikazuju da je najbolji stupanj konverzije supstrata u etanol
1 specifidna brzina fermentacije (0,3 ml - g~ h™!) postignuta ukoliko je u
podlogu dodano 5% saharoze (slike 1 i 4).

Slika 2 prikazuje utjecaj poveéane koliéine inokuluma (5 g - L™') na kine-
tiku fermentacije.
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Slika 2. Fermentacija sirutke uz dodatak razli¢itih koli¢ina saharoze i poceinu
koli¢inu inokuluma (5 g - L'}
Figure 2. Fermentation of Whey With Addition of Differenti Amounts of Sucrosc
and an Initial Inoculum Content of (5 g+ L)

—@—®— 15% saharoze —>—— 15%0 sucrose
—X—X— 10%0 saharoze —X—XK— 10%/0 sucrose
—0—0— 3%y saharoze —0—0— 5% sucrose
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S povet¢anjem koli¢ine inokuluma znatno se skraéuje vrijeme fermen-
tacije, ali se specifiéna brzina fermentacije ne pove¢ava nego je ¢ak neSto
niza (0,23 ml - g - —'h™'). Fermentacijom u podlozi uz dodatak 5% saharoze
postignut je najbolji stupanj konverzije supstrata u etanol (0,45 ml - g—1).
Ukoliko se fermentacija provodi u podlozi s poveéanom koli¢inom 3eéera, veéa
koli¢ina inokuluma moZe znatno skratiti vrijeme procesa (Maiorella et
al., 1984).

Utjecaj dodatka soli diamonijevog sulfata i diamonijevog hidrogen fosfata
u podlogu koja sadrzi 5% laktoze prikazuje slika 3.
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Slika 3. Kinetika sirutke s dodatkom amonijevih soli
Figure 3. Whey Fermentation With or Without Addition of Amwmonium Salt
—X—X— Dodatak soli —X—X— Adition of salt
—0—0— Bez dodatka soli (kontrola) —0—0— Witheut addition of salt
(control

Iz slike se vidi da je specifi¢na brzina fermentacije veéa u podlozi koja
sadrzi soli, a i koli¢ina alkohola na kraju procesa je veta. Ako se fermentacija
zeli ubrzati, potrebno je dodati odredenu koli¢inu (NH,), SO, i (NH,), HPO,.
U tom se slucaju kvasac razmnoZava brZe, povecava se prosjeéna koncentra-
cija kvasca u komini i aktivnost kvas¢evih stanica.

147



5. Grba i sur.: Proizvodnja alkohola... Mljekarstvo 38 (6) 143—150

Ovisnost stupnja konverzije Setera u alkohol i specifi¢ne brzine fermen-
tacije o koncentraciji Seéera u podlozi pri optimalnim uvjetima (pH i temp.)
i poéetnoj koli¢ini inokuluma od 2 g s. tv. - L prikazuje slika 4.
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Slika 4. Utjecaj koncentracije Secera u podlozi na stupanj konverzije i specifiénu
brzinu fermentacije

Figure 4. Influence of Sugar Conceniration in the Medium on Substrate Yield
Coefficient and Specific Fermentation Rate

—0O—0O— Specifiétna brzina fermentacije —O—0O— Specific fermentation rate
—X—X— Iskori$tenje supstrata —X—X— Substrate yield coefficient

Iz slike se vidi da su stupanj konverzije supstrata i specifi¢tna brzina fer-
mentacije najbolji u podlozi s nizom koncentracijom Seéera. Zato bi se procesi,
u kojima se upotrebljava ve¢a koncentracija Seéera u podlozi, morali voditi
s pritokom supstrata, da se izbjegne inhibitorni uéinak visoke koncentracije
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Secera. Provedena je i fermentacija sirutke obogaéene solima i dodatkom 15%
saharoze s 1 g s. tv. * L kva3éevih stanica, u svrhu dobivanja vina iz sirutke.
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Slika 5. Proizvodnja vina iz sirutke uz dodatak 15% saharoze
Figure 5. Production of Wine From Whey With Addition of 15%9 Sucrose

—0—0— Koncentracija alkohola u —0—0— Ethanol concentration in
komini medium
——®— Koncentracija Seéera u ——0o— Sugar concentration in
komini medium

Iz slike je vidljivo da je na kraju fermentacije koli¢ina alkohola bila za-
dovoljavajuéa (cca 10%). Medutim, vrijeme fermentacije bilo je dugo (140
cati). Stupanj konverzije $eéera u etanol bio je 0,5 ml - g, a specifiéna brzina
fermentacije 0,397 ml g—! - h—'. Vrijeme fermentacije bi se smanjilo ukoliko
bi se poveé¢ala koli¢ina inokuluma u podlozi, $to dokazuje dijagram 2. Tako
proizvedeno vino iz sirutke ne zadovoljava u potpunosti organolepti¢ka svoj-
stva (okus i miris). PoboljSanje arome dodatkom voénih sokova opisali su
Jang i sur. (1977). Na$i rezultati proizvodnje vina iz sirutke uz dodatak sa-
haroze u skladu su s rezultatima drugih autora (Kosikowski, 1981; Yoco,
et. al., 1969).
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Zakljuéak

Na temelju prikazanih rezultata zakljutuje se da kvasac Kluyveromyces
fragilis uspje$no fermentira laktozu iz sirutke, te saharozu dodanu u koncen-
tracijama 5, 10 i 15%. Fermentacijom sirutke uz dodatak 5%» saharoze i po-
¢etnom koli¢inom inckuluma od 2 g s. tv. - L' postignuil je najvisi stupanj
konverzije supstrata i specifi¢na brzina fermentacije. Povetanjem koli¢ine
poéetnog inokuluma na 5 g s. tv. - L' skrac¢uje se vrijeme fermentacije, ali
se ne povetava specifi¢na brzina fermentacije i prinos alkohola.

Dodatkom soli diamonijev hidrogen fosfat i diamonijev sulfat u podlogu
pospjesuje se kinetika fermentacije.

Dodatkom 150 saharoze u sirutku moZe se dobiti vino sirutke s oko 10%
ctanola. Tako proizvedenom vinu sirutke potrebno je poboljiati organolepti¢ka
svojstva (okus, miris) dodacima kao $to su voéni sokovi, vote, umjetne arome.
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