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SAZETAK

Kemijski sastav soka lucerne, otpadnog proizvoda iz postupka prerade biljke,
¢ini ga interesantnim supstratom za kultivaciju mikroorganizama. Cetiri vrste
kvasca: Candida tropicalis 212, Candida utilis 49, Saccharomyces cerevisiae 70 i
Saccharomyces diastaticus 63, uzgajane su u razli¢ito pripremljenom soku lu-
cerne. Neobradeni sok je pogodniji za kultivaciju svih istraZivanih vrsta (bolji
pokazatelji uspjesnosti procesa kultivacije) od djelomi¢nog deproteiniziranog
soka lucerne. Znatno visi prirast suhe tvari biomase dobiven je, medutim, s kvas-
cima iz roda Candida i to 16,93 g/L za C. tropicalis 212 i 15,73 g/L za C. utilis 49.
Produktivnost procesa uzgoja dva navedena kvasca iznosila je 0,70 odnosno 0,65

g/Lh.

Dobivena biomasa kvasca C. tropicalis 212 i C. utilis 49, s obzirom na koncen-
traciju bjelancevina odgovara standardima i pogodna je za uporabu kao krmni

kvasac.
Uvod

U svijetu se svake godine proizvedu velike koli¢ine
poljoprivrednih i industrijskih otpadaka. To su sirovine koje
se mogu uspjesno iskoristiti za proizvodnju bjelancevina
&ije pomanjkanje, posebice u nerazvijenim zemljama, izaz-
iva zdravstvene probleme (Kosari¢ i Duvnjak, 1984.).
Proizvodnja bjelancevina jednostani¢nih organizama na
otpadnim materijalima ima viSestruku prednost. Otpadni
materijali su na raspolaganju tijekom cijele godine i u
velikim koli¢inama, €esto su vrlo jeftini supstrati i njihovom
uporabom za proizvodnju bjelancevina moze se znatno
smanijiti problem zagadivanja okolisa. Nedostatak ovakvih
otpadnih sirovina je u tome Sto se neke proizvode sezonski
i na zemljopisno Sirokom podrucju. Njihovo sakupljanje i
prijevoz mogu biti vrlo teski i skupi. Od otpadnih materijala
i sirovina za proizvodnju bjelanc¢evina jednostani¢nih or-
ganizama danas se koriste melasa, sirutka, sulfitha
podluznica, te otpaci iz poljoprivredne i prehrambene in-
dustrije.

Problemi otpadnih voda u agroindustriji i prehram-
benoj industriji vrlo su specifiéni zbog razligitosti u vrsti i
koncentraciji organskog  optere¢enja te se
pro¢iSéavanje moze obaviti razligitim fizikalno-kemi-
jskim metodama ili bioloSkom metodom uz primjenu
mikroorganizama (Grant, 1987.). U proizvodnji stoéne
hrane, odnosno u novije vrileme industrijske prerade
krmnog bilja, pojavijuje se velika koli¢ina otpadnih sok-
ova, problem koji se takoder moze rijesiti fizikalno-kemi-
jski ili bioloskom obradom, buduéi da je uporaba sokova
u svjezem stanju ¢esto puta ograni¢ena (Vudurevié,
1984.).

Sok dobiven pri preradi lucerne, trave, sok otpadne
Secerne repe, kukuruzne biljke i dr. imaju koncentraciju
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suhe tvari od 6 do 14% (Vucurevic¢isur., 1984.) stoih €ini
zanimljivim supstratima za uzgoj mikroorganizama, od-
nosno proizvodnju bjelanéevina jednostani¢nih mikroor-
ganizama.

Lucerna, biljka koja u povoljnim uvjetima daje na-
jvise bjelan¢evina po jedinici povrSine u usporedbi s
ostalim krmnim biljkkama, moze se upotrijebiti u obliku
svjeze zelene mase, sijena ili silaze te industrijskim
procesom dobivenim lucerninim brasnom, briketima i
peletima. Sok lucerne dobiven presanjem u industri-
jskom procesu prerade biljke sadrzi od 5 do 11% suhe
tvari od ¢ega oko 40% Secera i 30% sirovih bjelanéevina
te moze posluziti u sviezem obliku ili djelomic¢no depro-
teiniziranom  (nakon izdvajanja  visokovrijednih
bjelan¢evina) kao supstrat u proizvodnji mikroorgani-
zama (Vuéurevi¢ i sur., 1984.). Objavljenih podataka o
upotrebi deproteiniziranog soka kao supstrata za uzgoj
mikroorganizama imade malo (Beker i Svinka, 1984.), a
tek nekoliko ¢lanaka govori o proizvodnji biomase u de-
proteiniziranom soku lucerne (Hermandez i sur., 1988a i
1988b; Panaiotov i sur., 1985; Okagbue i Lewis, 1984.).

U ovom su radu ispitivane mogucénosti uzgoja
razli¢itih vrsta kvasaca u svjezem i deproteiniziranom
soku lucerne, te ustanovljen osnovni kemijski sastav
proizvedene kvasceve biomase.

Materijal i metode rada

Mikroorganizmi. U radu su upotrijebljeni kvasci:
Saccharomyces cerevisiae 70, Saccharomyces dias-
taticus 63, Candida tropicalis 212, Candida utilis 49, svi
iz MikrobioloSke zbirke Prehrambeno biotehnoloskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Priprava soka lucerne. Tijekom eksperimentalnog
rada koristeno je pet sorti biljke lucerne (Medicago sa-
tiva): JADE, OS-66, 289-20, 220-15 i 22-17 s lucerista
na oplodnim parcelama Botinec, Instituta za oplemeniji-
vanje i proizvodnju bilja, Zagreb. Uzorci mase (50 kg) uz-
imani su tijekom 1988. godine u tri razli¢ita otkosa (22.
svibnja, 6. srpnja i 2. listopada) u jutarnjim satima. Istog
dana obavljeno je sjeckanje na aparatu za sjeckanje Li-
fam, Stara Pazova (15kW, 220 V. cos =0,12) i presanje
u hidrauli¢noj presi izradenoj u radionici Prehrambeno
biotehnoloskog fakulteta, Zagreb. Deproteinizirani sok
lucerne pripravlijen je toplinskom koagulacijom
bjelan&evina pri 100 °C/10 min. iz soka cijele biljke. Nas-
tali koagulat izdvojen je filtracijom.

Iscijedeni uzorci sokova analizirani su, skupljeni u
plastiéne posude i zamrznuti (-18 °C). Prije upotrebe sok
razli¢itih sorti nakon odmrzavanja homogeniziran je u

smjesu koja je sluzila za pripravu hranjivih podloga.

Hranjive podloge. Kvasac je Cuvan i odrzavan u
hranjivoj podlozi sastava: nehmeljena pivska sladovina
razrijedena vodom na 12 °Bg i bistrena s 30 g/L kaolina;
agar 20 g/L., pH 4,5. Inokulum je uzgajan u hranjivoj pod-
lozi: nehmeljena bistrena pivska sladovina (12 °Bg) 50
%; sok lucerne (sastav na tablici 1) 50%; pH 4,5. Pod-
loge za uzgoj kvasca bile su: (1) otpadni sok lucerne
(sastav na tablici 1), (NH4)2HPO4 0,5 g/L; pH 4,5, (2)
otpadni deproteinizirani sok lucerne (sastav natablici 3),
(NH4)2HPO4 0,5 g/L; pH4,5. Sterilizacija svih hranjivih
podloga pri 121 °C u autoklavu kroz 20 min.

Tablica 1. Kemijski sastav sirovog i deproteiniziranog soka
lucerne

Table 1. Chemical composition of crude and deproteinized
lucerne juice

Suha | Anorgans | Organska| Seéeri | Bjelan-
tvar ka tvar tvar Sugars | Cevine
Sok . : :
Juic Dry Inorganic | Organic Protein
uice
matter | matter matter S
% %o %o % %
Sirovi sok
Crude 6,12 1,010 5110 | 1,360 | 2,170
juice o
Depro-
tein. sok
Depro- 3,82 0,738 3,082 | 1,089 | 1,142
tein. juice 1

Uzgoj kvasca. Kulture kvasaca su nacijepljene na
kosi sladni agar inkubirane u termostatu pri 28 °C.
Nakon inkubacije (24 sata) ¢vrste hranjive podloge s
izraslom Kulturom su ¢uvane u hladnjaku (4 °C) do 30
dana.

Inokulum je pripravlien s odabranom kulturom
kvasca s kosog agara nacjepljivanjem u 100 mL tekuce
hranjive podloge u Erlenmayerovim tikvicama od 500
mL. Uzgoj inokuluma proveden je na rotacionoj tresilici s
200 1/min pri 28 °C kroz 24 sata.

Kultivacija kvasca provedena je u Erlenmayerovim
tikvicama od 500 mL sa 100 mL hranjive podloge, naci-
jepliene s 10% v/v inokuluma na rotacionoj tresilici (200
1/min) pri 28 °C. Korekcija pH vrijednosti hranjive pod-
loge u tijeku uzgoja nije provedena.

Analiza soka lucerne. Suha tvar odredivana je
susenjem uzorka na 105 °C do konstantne mase i va-
ganjem. Anorganska tvar se odredivala spaljivanjem,
Zarenjem (610 °C/90 min) i vaganjem. Koncentracija or-
ganske tvari izracunala se iz razlike suhe tvarii anorgan-
ske tvari. Ukupne bjelancevine odresivane su metodom
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po Kjeldalu,a seceri metodom Luff-Schoorlu (Mehak,
1992; Trajkovicisur. 1983.).

Biomasa kvasca. Suha tvar biomase odredena je
centrifugiranjem (5000 1/min), susenjem (105 °C) do
konstantne mase i vaganjem. lzradunata je kao prirast
suhe tvari biomase kvasca dobiven oduzimanjem kon-
centracije suhe tvari suspendiranih ¢vrstih cestica hran-
jive podloge (sok lucerne) od ukupne suhe tvari
odredivane tijekom kultivacije.

Broj zivih stanica kvasca. |z kulture stanica
kvasca pripravljaju se s destiliranom vodom decimalna
razriedenja i nacijepljuju Petrijeve zdjelice s podlogom
za odrzavanje kvasca. Nakon inkubacije (28 °C/24 h)
izbroje se narasle kolonije. Rezultati se izracunaju kao
log N/No gdje je N6 pocetni broj, a N broj stanica kvasca
uvremenu t.

Ukupni Seceri u hranjivoj podlozi tijekom uzgoja
kvasca odreduju se u filtratu kulture modificiranom me-
todom s Fehlingovom otopinom (Dyr i sur., 1963.).

Amonijacni dusik. Koncentracija amonija¢nog
dusika odreduje se metodom po Kjedalu (Mehak, 1992.).

Rezultati i rasprava

Nedostatak bjelancevinaste hrane i ograni¢enost
proizvodnje  bjelanCevina  zivotinjskog podrijetla
pobuduje sve veci interes za razvoj industrijske proiz-
vodnje biomase krmnog kvasca, popularno nazvanog
stocni kvasac, odnosno bjelancevina mikrobnog podri-
jetla (Vucurevi¢ i sur., 1984.).

S obzirom da u dostupnoj literaturi ima vrlo malo po-
dataka o kultivaciji kvasca u otpadnim biljnim sokovima
uovom radu je odabran sok iz prerade lucerne kao sup-
strat za proizvodnju kvasceve biomase (Hernandez i
sur., 1988a, 1988b; Panaiotov i sur., 1985; Okagbue i
Lewis, 1984; Mehak i sur., 1988.).

Pri odabiru sojeva kvasaca za kultivaciju u soku lu-
cerne testirana su Cetiri soja, i to dva iz roda Candida (C.
tropicalis 212 C. utilis 49), i dva iz roda Saccharomyces
(S. cerevisiae 701 S. diastaticus 63). Oba su roda kvasca
poznata i priznata kao krmni i prehrambeni kvasac. Us-
tanovljeno je da kvasac C. tropicalis 212 ima najvedéi pri-
rast suhe tvari biomase (16.93 g/L) za 24 sata kultivacije
(Slika 1 3). Ostali pokazatelji uspjesnosti procesa kulti-
vacije vrlo su sli¢ni onima koji su postignuti s C. utilis 49
(Tablica 2) iako kvasac C. utilis 49 ima kracu lag fazu
rasta (Slika 1 i 4) tj. kra¢i period prilagodavanja sup-
stratu, prirast mu je nesto nizi i iznosi 15,73 g/L suhe
tvari. 8 kvascima iz roda Saccharomyces postignuti su
nizi prirasti biomase, a takoder imaju i uocljivu lag fazu

rasta (Slika 1, Tablica 2).
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Slika 1. Uzgoj razli¢itih vrsta kvasaca u soku lucerne: A C.
tropicalis 212; @ C. utilis 49; O S. cerevisiae 70; A S. dias-
taticus 63.

Figure 1. Cultivation of different yeasts in lucerne juice:

A C. tropicalis 212; @ C. utilis 49; O S. cerevisiae 70; A S.
diastaticus 63.

Tablica 2. Usporedba pokazatelja kultivacije razliditih vrsta
kvasaca u sirovom soku lucerne
Table 2. Comparison of cultivation of parameters of differ-
ent yeasts in crude lucerne juice

Kiasae Specificna b(z.ina Produktivnost
Yeast rasta Specific procesa Erocess
growth rate 1/h productivity g/Lh
C. tropicalis 212 0,095 0,705
C. utilis 49 0,093 0,655
S. cerevisiae 70 0,089 0,583
S. diastaticus 63 0,085 0,489

U ovom radu deproteiniziran je homogenizirani sok
svih sorti. Budué¢i da postoji interes za izdvajanjem
bjelanCevina iz soka lucerne i koristenjem kao ¢istog
bjelan¢evinastog dodatka krmivima kako to navode Ed-
wards i sur., 1978. Rezultati prikazani na tablici 1
pokazuju da je toplinskom koagulacijom i filtracijom iz
soka izdvojeno samo 16% bjelanéevina ako se raduna
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na suhu tvar soka pa izdvajanje bjelancevina takvim
postupkom ne bi bilo ekonomicno.

Pri kultivaciji Cetiri vrste kvasca u deproteiniziranom
soku lucerne dobiveni su slabiji prirasti biomase za cca 1,5
do 7 puta nego u neobradenom soku (Slika 2, Tablica 3).

Najbolji prirasti suhe tvari biomase postignuti su
medutim s kvascima iz roda Saccharomyces (S. cere-
visiae 70 7,21 g/L i S. diastaticus 73 7,45 g/L), dok je u
deproteiniziranom soku najslabije rastao kvasac C. utilis
49 (Slika 2) s kojim su postignuti i najlosiji pokazatelji
uspjesnosti procesa kultivacije (Tablica 3).
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Slika 2. Uzgoj razli¢itih vrsta kvasaca u deproteiniziranom
soku lucerne: A C. tropicalis 212; ® C. utilis 49; O S.
cerevisiae 70; A S. diastaticus 63.

Figure 2. Cultivation of different yeasts in deproteinized lu-
cerne juice: A C. tropicalis 212; @ C. utilis 49; O S. cere-
visiae 70; A S. diastaticus 63.

Tablica 3. Usporedba pokazatelja kultivacije razlicitih vrsta
kvasaca u deproteiniziranom soku lucerne

Table 3. Comparison of cultivation parameters of diferent
yeasts in deproteinized lucerne

Razlogom slabom rastu istrazivanih kvasaca u de-
proteiniziranom soku najvjerojatnije su promjene kemi-
jskog sastava soka nakon toplinske obrade i filtracije
(Tablica 1). Smanjena koncentracija bjelanéevina (za
16% racunato na suhu tvar) i bez sumnje unistavanje di-
jela vitamina toplinom, morali su se odraziti na rast svih
kvasaca Sto se i jasno vidi iz slika 1i 2.

Temeljem ovih rezultata za daljnja istrazivanja od-
abrani su za hranjivu podlogu neobradeni, homogenizi-
rani sok, a od istrazivanih kvasaca C. tropicalis 212
(Slika 3) i C. utilis 49 (Slika 4). Medutim, postignute vri-
jednosti produktivnosti procesa (0,56 g/Lh) i prirasta
suhe tvari biomase (11,70 g/L) za kvasac C. tropicalis
212 kaoizakvasac C. utilis 49 Pr=0,73 g/Lhi Ax=14,55
g/L, upucuju da bi trebalo provesti optimizaciju procesa
proizvodnje kvasc¢eve biomase u soku lucerne.
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Slika 3. Pokazatelji procesa kuitivacije kvaca C. tropicalis 212
u soku lucerne; X log N/No; @ suha tvar biomase (g/L);
1 amonijacni duSik (g/L); A ukupni Seceri (g/L).

Figure 3. Parameters of cultivation process of yeast C. tropi-
caliss 212 in lucerne juice. X log N/No; @ biomass dry matter
(g/L); T3 ammonium nitrogen (g/L); A total sugars (g/L).

Definiranje kvasceve biomase ili krmnu primjenu
kategorizirano je ukupnim odlikama: okusom, bojom,
mikrobioloskom  éistocom i kemijskim sastavom

Kvasac Specificna b;z_ina Produktivnost
Yeast rasta Specific procesa Erocess

growth rate 1/h productivity g/Lh
C. tropicalis 212 0,078 0,273
C. utilis 49 0,040 0,089
S. cerevisiae 70 0,076 0,300
S. diastaticus 63 0,081 0,310
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(bjelancevine, ugljikohidrati, mineralni sastojci i vi-
tamini).

Tablica 4. Kemijski sastav suhe biomase kvasaca C. tropi-
calis 212 i C. utilis 49

Table 4. Chemical composition of yeasts C. tropicalis 212
and C. utilis 49 dry biomasses

Kemijski sastav (% na suhu tvar) Candida Candida
Chemical composition (% of dry tropicalis utilis
matter) 212 49
Suha tvar Dry matter 88,20 87,80
Anorganska tvar Inorganic matter 9,24 11,74
Organska tvar Organic matter 90,76 88,26
Sirove bjelanéevine Crude proteins 43,31 39,73
Seéeri Sugars 31,83 30,16 |
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Slika 4. Pokazatelji procesa kultivacije kvasca C. utilis 49 u
soku lucerne: X log N/No; ® suha tvar biomase g¢/L);
1 amonijacni duSik (g/L); A ukupni Seceri (g/L).

Figure 4. Parameters of cultivation process of yeast C.
utilis 49 in lucerne juice: X log N/No; @ biomass dry matter
(g9/L); 0 ammonium nitrogen (g/L); A total sugars (g/L).

Bioloska vrijednost kvaséevih bjelanéevina ovisi o
vrsti kvasca i tipu supstrata na kojem se kultivira (Ferrier

i Bourdon, 1983). Dok je bioloska vrijednost

bjelancevina pivskog kvasca priblizno izjednaéena s
mlijeénim  bjelancevinama  bioloska  vrijednost
bjelancevina kvasca iz roda Candida veoma ovisi o vrsti
supstrata (sulfitna podluznica, drvni hidrolizati, sirutka i
biljni sokovi) (VuCurevic i sur., 1984.).

Tako su El-Samaragy i sur., 1988. pri kultivaciji
kvasca C. tropicalis ATCC 20401 i C. utilis ATCC 9950 u
sirutki na 32 °C/5 dana dobili biomasu s 37,81% od-
nosno 30% bjelan¢evina u suhoj tvari, dok su Vucéurevié
i sur., 1984. kultivacijom C. utilis 49 u biljnom soku i
Sarznim postupkom s pritokom supstrata uz dodatak
hranjivih soli i biotina dobili biomasu s ¢ak 53.04%
bjelanéevina u suhoj tvari.

Ti su autori preporudili biomase ovih kvasaca kao
kvalitetan bjelanCevinasti dodatak krmivu.

Rezultati dobiveni i u ovom radu kultivacijom kvasca
C. tropicalis 212 i C. utilis 49 u soku lucerne (Tablica 4)
pokazuju da se kvasceva biomasa C. tropicalis 212 s
43,3% bjelancevina i C. utilis 49 s 39,7% bjelanc¢evina u
suhoj tvari takoder mogu koristiti kao dobar bjelan¢evi-
nasti dodatak krmivu.

Usporedbom kemijskog sastava kvasca C. utilis 49
dobivenog u ovom radu s prosje¢nim sastavom kvasca C.
utilis koji je opisao Fries 1988., moZe se uoéiti da kvasac C.
utilis 49 ima nesto viSu koncentraciju anorganske tvari te
nizu koncentraciju bjelanéevina i ugljikohidrata. Razlog
tome je vjerojatno kemijski sastav supstrata (sok lucerne
koji sadrzi odredenu koncentraciju suspendiranih tvari) i
nacin priredivanja kvaséeve biomase.

Zakljuéci

Sok lucerne prireden presanjem biljke mozZe se
upotrijebiti kao hranjiva podloga za kultivaciju kvasca iz
roda Candida.

Neobradeni sok lucerne pogodniji je za kultivaciju
kvasca od djelomi¢no deproteiniziranog soka. Prirast
suhe tvari biomase postignut u neobradenom soku na
tresilici iznosio je 16,9 g/L za C. tropicalis 212 15,7 g/L
za C. utilis 49, a produktivnosti procesa iznosile su 0,7 i
0,65 g/Lh.

Koncentracija bjelanéevina u proizvedenoj biomasi
C. tropicalis 212 (43,3%) i C. utilis 49 (39,7%) zado-
voljavaju kriterije za uporabu biomase kao bjelanéevi-
nastog dodatka krmivima.
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SUMMARY

Chemical composition of lucerne juice, a waste product in lucerne plant proc-
essing, makes juice an interesting substrate for microorganisms cultivation.

Four different species of yeasts: Candida tropicalis 212, Candida utilis 49,
Saccharomyces cerevisiae 70 and Saccharomyces diastaticus 63 have been cul-
tivated in lucerne juice preparated in different ways. All species of yeasts gave
better cultivation parameters in untreated lucerne juice than in partly deproteinized
juice. The best biomass yields from Candida yeasts (Yx=16,93 g/L for C. tropicalis
212 and Yx=15,73 g/L for C. utilis 49) were obtained, and the productivity of the
process of cultivation were 0,70 and 0,65 g/Lh respectivetly.

With regard to protein concentration the biomasses of both yeasts Candida
tropicalis 212 and Candida utilis 49 are in accord with standards for feed grade

yeast biomass.
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