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Alkoholna fermentacija se uobiajeno odvija fer-
mentacionim mikroorganizmima na podlogama koje su
smesa ugljenih hidrata kao sto su; voéni ekstrakti (glu-
koza i fruktoza), melasa iz Secerne repe i trske (saharoza
i drugi mono i disaharidi) i skrobni hidrolizati (glukoza,
maltoza i maltotrioza) [1-3].

Skrobni materijali imaju sve znacajniju ulogu u pro-
izvodnji alkohola jer je proizvodnja pSenice, a narodito
kukuruza, kao vodecih poljoprivrednih kultura, u razvije-
nim zemljama i zemljama u razvoju u stalnom porastu
[4]. Kod razmatranja pSenice i kukuruza kao sirovina za
proizvodnju etil alkohola mora se imati u vidu njegova,
relativno konstantna, svetska cena, nove integralne te-
hnologije u preradi Zita, nove tehnologije u enzimskoj hi-
drolizi skroba, visoke nutritivhe i trziSne vrednosti
nusproizvoda, a samim tim i niza cena hidrolizata kao
substrata za fermentaciju [5,6].

Hidrolizati kukuruznog skroba, iz novih integralnih
tehnologija, kao supstrat u alkoholnoj fermentaciji nema-
ju, za razliku od melase Seéerne repe, prateca, a samoj
fermentaciji nepotrebna, opteredujuca i esto inhibiraju-
¢a jedinjenja [7].

Kukuruzni skrob u vidu nerafinisanog skrobnog
mleka kao medufaza u procesu mokrog mlevenja moze
se, uz blage biokataliticke uslove i skroman utrosak
energije, dvojno enzimskom hidrolizom prevesti u kon-
centrovane rastvore mono i disaharida [8-13].

Ovako dobijeni hidrolizati kukuruznog skroba u
ovim ispitivanjima su posluzili kao podloge za alkoholne
fermentacije sa Saccharomices.cerevisiae. Ispitivanja su
vréena sa razli¢itim pocetnim koncentracijama hidroliza-
ta sa i bez dodatka vode od mocenja kukuruza (kukur-
zog ekstrakta).
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HIDROLIZATI KUKURUZNOG SKROBA KAO
FERMENTACIONI SUPRSTRATI ZA
PROIZVODNJU ETANOLA

Hidrolizati kukuruznog skroba koriséeni su kao izvor ugljenika u podiogama za
alkoholnu fermentaciju sa Saccharomyces cerevisiae u Sarznom reaktoru sa
kontinualnim mesanjem. Skrobni hidrolizati su dobijeni dvojno-enzimskom hi-
drolizom nativnog kukuruznog skroba (DE=92-94). Ispitivana je: poCetna spe-
cifitna produktivnost Lo (gp/gxh), poletna brzina potrodnje substrata rso
(9s/gxh), poletna specificna brzina rasta po(h_1 ) kao i prinos produkta, odno-
sno iskoris¢enje: produkt/substrat, Yp/s(gp/gs). Dobijeni rezultati ukazuju da su
skrobni hidrolizati, kao podloge za alkoholnu fermentaciju, dobar izvor ugljeni-
ka, u kojima nema inhibitorskih substanci za rast kvasca ali nema dovoljno os-
talih potrebnih sadrZaja za rast kvasca.

Cilj rada je bio definisanje parametara fermentacije
skrobnog hidrolizata iz dvojno enzimske hidrolize skro-
ba, kao novog substrata za alkoholnu fermentaciju u in-
dustrijskim uslovima.

MATERIJAL | METODE ISPITIVANJA

Mikroorganizam

Kultura Saccharomyces cerevisiae, rasa X, iz ko-
lekcije Industrije alkohola "Panon" Crvenka, bila je odrza-
vana na kosoj agar-malt podlozi. Cista kultura umnoza-
vana je aerobno na 30°C u erlenmajetima na rotirajucoj
mudckalici sa 35_1, a nakon 48 asova, izdvojena je talo-
zenjem. Celije kvasca za inokulum su centrifugirane na
laboratorijskoj centrifugi i resuspendovane u mediju do
guste suspenzije.

Fermentacione podloge

Hidrolizati kukuruznog skroba dobijeni su dvojno—
enzimskom hidrolizom skrobne suspenzije sa 40-41%
suve materije i sadrzajem ukupnih proteina u skrobu
manjem od 0,50% radunato na suvu materiju.

Uteénjavanje i dekstrinizacija nativnog kukuruznog
skroba, sa termo-stabilnom a amilazom (Termamil 120 L
Novo-Nordisk), vréeno je na kontinualnom mlaznom ku-
vacéu u industrijskim uslovima (pH 6,5; temperatura 105—
110°C) do dekstroznog ekvivalenta (DE) hidrolizata od
15-18. Hidroliza skroba (osteéerenje) do DE vrednosti
od 92-94, nastavljena je, delovanjem smese enzima
amiloglukozidazefpululanaze (AMG 150 L; Pullulanase;
Novo Nordisk) (pH = 4,8; temperatura substrata 65°C)
[14, 15]. Hemijski sastav pripremljenog skrobnog hidroli-
zata dat je u tabeli 1 (podloga a).

Hidrolizat dobijen direktnom dvojno enzimskom hi-
drolizom nerafinisanog skrobnog mleka siromasan je u
ostalim nutrijentima te je obogaéen dodatkom uparenog
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Tabela 1. Sastav hidrolizata kukuruznog skroba
Table 1. Corn starch hydrolysate composition

Sadrzaj
Sastav a) Bez dodatka | b) Sa dodatkom
CSL CSL
Suve materije, % 36,7 33,51
Ugljenih hidrata, %
Glikoze, % 91,2 91,2
Maltoze, % 4 4
Trisaharida, % 1 1
Oligosaharida, % 2 2
Proteina (N x 6,25), % 0,5 1,24
Soli, % 0,14 2,06
Boja na 2 Be’ 0,2 0,2

kukuruznog ekstrakta (CSL). Skrobni hidrolizat uz doda-
tak vode do mocenja (podloga b) prikazana je, takode,
u tabeli 1. CSL kao nusproizvod mokre skrobarske pre-
rade, sterilisana je na 100°C i nakon toga dodavana u
substrat. U prethodnim istrazivanjima utvrdene su koli¢i-
ne: 6% suve materije vode do mocéenja na 100 g suve
materije hidrolizata.

Radi ocene skrobnih hidrolizata kao podloga za al-
koholnu fermentaciju pripremljena je sintetska podloga
[16] koja je imala slededi sastav:

glukoze 100 g/dm3
KH2PO4 6 g/dm®
(NHg)2 SO4 10 g/dm®
MgSOy4 7 H20 3 g/dm®
CaClz [P H 20 01 g/dm®

pH sa citratnim puferom 5

Substrati koji su pripremani za fermentacije dobije-
ni su razredenjem skrobnog hidrolizata sa vodom do
programirane koncentracije glukoze Csp = 85; 130; 190;
250 itd. tako da je u svaki dm?® podloge dodata jos i koli-
¢ina soli: 4 g KHaPO4, 29.(NH4)2S04 i 0,4 g MgSOg4 [I7
H20.

Eksperimentalna oprema i uslovi rada

Svi eksperimenti obavljeni su na sarznom fermen-
toru radne zapremine od 10 litara tipa PEC Chemap,
mesalicom (55_1), stalnim praéenjem i regulisanjem tem-
perature, pH, i visine pene.

Sve fermentacije su obavljene sa inokulumom od
1,35 gx/l Saccharomyces cerevisiae. Temperatura je odr-

Favana na 30 + 0,5°C, pri pH = 5,0 £ 0,1 preko odgova-
rajuéih kontrolnih modula.

Test standardne specifiche alkoholne produktivnosti

Celije kvasca Saccharomyces cerevisiae nakon
centrifugiranja prenose se u fermentor sa svezom podlo-
gom za alkoholnu fermentaciju u odredenoj koncentraci-
ji. Cxo = 1,35 gx/l. Uzorak se uzima u vremenskim
intervalima od: 1, 2, 4, 8 Casova. Odredivanje rastuce
koncentracije alkohola uz istovremeno odredivanje kon-
centracije éelija kvasca daje elemente za izraCunavanje
pocetne specificne produktivnosti [17].

Merenje i analiticke metode

Koncentracija éelija kvasca u supstratu je odredi-
vana filtriranjem poznate zapremine kroz filtar od 0,450
um. Nakon filtracije filtar je sugen na 105°C do konstan-
tne tezine [18].

Sadrzaj glukoze, maltoze i drugih ugljenih hidrata
odredivan je hromatografijom pod visokim pritiskom sa
RI (indeks refleksije) detektorom osetljivosti 5 ppm u ko-
loni Microbondapack NHz, sa mobilnom fazom acetoni-
tril-voda 70:30, i protokom od 1,2 cm3/min [19, 20].

Sirovi proteini su odredivani standardnom meto-
dom (Kjeldahl [18]), a boja je odredivana standardnom
spektrofotometrijskom metodom [20]. Sadrzaj soli odre-
divan je standardnim metodama spaljivanjem sa sum-
pornom kiselinom i Zarenjem na temperaturi od 525°C
[18].

Koncentracija etanola odredivana je gasnom hro-
matografijom sa detektorom toplotne provodijivosti.
Uzorak je ubrizgavan u kolonu Poropack QS (80/100)
duZine 6 stopa ha temperaturi od 110°C [21].

Fermentacije su radene u serijama od po tri za istu
koncentraciju, a rezultati su prikazani kao prosecne vre-
dnosti.

REZULTATI | DISKUSIJA

U serijama Sarznih fermentacija ispitivane su dve
podloge, sa rastué¢im pocetnim koncentracijama skro-
bnog hidrolizata a) razblazenjem hidrolizata (sastav u ta-
beli 1) dobile su se poletne koncentracije substrata. Cso
=85, 130, 190, 250 sg:lm3, i b) skrobni hidrolizat u koji
je dodata voda od modenja (sastav u tabeli 1), &ija je po-

Cetna koncentracija iznosila; Cso = 80 , 120 , 20 0, 250

gs/dm3.

U ispitivanjima je koristena i sinteti¢ka podloga ko-
ja je imala stalnu pocetnu koncentraciju Cso = 100 gs/dm3
i sluzila kao osnova u oceni vrednosti ispitivanih substra-
ta u alkoholnoj fermentaciji.

U ispitivanjima vise autora [10, 11, 16] konstatova-
no je da su substrati sa poéethm koncentracijom preko
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Tabela 2. Rezultati SarZne fermentacije skrobnog hidrolizata
Table 2. Results of Batch Fermentation of Starch Hydrolysate

Pocetna koncentracija substrata, g/dm3
Bez dodatka vode od mocenja (a) Sa dosatom vodom od mocenija (b) G100
Cso, (gs/dm®) 85 130 190 250 80 120 200 250 100
Vo (gp/gxh) 0,9 0,7 0,6 0,5 1,2 1,1 0,9 0,5 1,1
rso (9s/9xh) 2,1 1,8 1,4 1,1 2,3 2,2 1,9 1,3 2,3
Ho (h™) 0,20 0,18 0,12 0,05 0,23 0,22 0,20 0,05 0,23
Yp/s 0,41 0,38 0,35 0,32 0,48 0,47 0,42 0,39 0,48

o (gp/gxh): podetna specificna produktivnos; rso (gs/gxh): pocetna brzina potrosnje substrata; Cso (gs/dma):poéetna koncentracija
substrata; o (h™"): podetna specifiéna brzina rasta; Yp/s: iskoriéenje produkt/substrat.

vrednosti Cgo = 150 gs/dm3 imali izrazeni inhibitorski
efekt na fermentaciju. | u ispitivanjima sa skrobnim hi-
drolizatom, poveéana koncentracija substrata pokazala
se kao inhibitorna na tok alkoholne fermentacije. U svim
koncentracijama substrata koje su bile veée od Cgo =
150 gs/dm®, bile su ni%e vrednosti za: podetne specifi-
&ne produktivnosti vo (gp/gxh), pocetne brzine potrosnje
substrata reo (gs/gxh) i pocetne brzine rasta po(h_1). Ispi-
tivanje efekata inhibicije fermentacije substratom, u od-
sutnosti  uticaja  produkata fermentacije na isty,
obavljeno je u prvih 2-8 &asova, kada je uticaj produkta
bio beznacajan.

U tabeli 2 prikazani su rezultati Sarznih fermentaci-
ja na skrobnom hidrolizatu kao substratu, sa pocetnom
koncentracijom kvasca Saccharomyces cerevisiae (Cxo
= 1,35 gy/dm®).

Na podlogama koje su Cist skrobni hidrolizat (a),
dobijene su nize vrednosti i u pocetnoj specificnoj pro-
duktivnosti Uo (gp/gxh), pocetnoj brzini potrosnje sub-
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Slika 1. Koncentracija produkta sarzne fermentacije na skrob-
nom hidrolizatu

Figure 1. Product concentration of batch fermentation of com
starch hydrolysate

strata rso (gs/gxh), pocetnoj specifiénoj brzini rasta po (h~
1), kao i u prinosu produkta, odnosno iskori§éenju pro-
dukt/substrat Yps (9p/gs) U odnosu na podlogu (b) i
sintetsku podlogu G100. U primeni istih uslova eksperi-
menta i istog radnog organizma dobijeni su skoro identi-
éni rezultati za sintetsku podlogu, G100 i za skrobni
hidrolizat sa dodatkom CSL, za koncentracije Cso = 80 i
120 g/dm?®.

Rezultati Sarzne fermentacije prikazani su na sli-
kama 1 i 2. Porededi krive prinosa etanola na razli¢itim
podlogama a, b i G100 moze se zapaziti da u logaritam-
skoj pocetnoj fazi fermentacije u prvih 8 ¢asova, nema
znacajnih razlika u uticaju sastava i koncentracije podlo-
ge, sem za ekstremno visoki sadrzaj Secera u podloga-
ma Sco = 250 g/dms. Sve krive prinosa produkta u
zavisnosti od koncentracije substrata imaju skoro isti ek-
sponencijalni deo, a razlike se javljaju nakon toga, u zo-
ni koja se priblizava stacionarnoj fazi prinosa etanola.
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Slika 2. Koncentracija produkta sarzne fermentacije na skrob-
nom hidrolizatu sa dodatom vodom od mocenja

Figure 2. Product concentration of bach fermentation of com
starch hydrolysate with corn step liquor
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Slika 3. Rast Saccharomyces cerevisiae u sarznoj fermentaciji na skrobnom hidrolizatu; a) sa vodom od mocenja i

b) bez vode od mocenja

Figure 3. Grow of Saccharomyces cerevisiae in batch fermentation on starch hidrolysate; a) with CSL and b) without CSL

Po dobijenim rezultatima alkoholnih fermentacija
za Cist skrobni hidrolizat a (slika 1), moZe se zakljuditi da
je podloga za rad i aktivnost S. cerevisiae osiromasena i
da tek dodatak CSL daje rezultate koji su identiéni sinte-
tickoj podlozi koja zadovoljava potrebe metabolizma
kvasca.

Na slici 3 prikazani su prinosi biomase kvasca u
funkciji vremena za koristene podloge tokom trajanja fer-
mentacije.

Dobijeni rezultati ukazuju da je skrobni hidrolizat,
bez dodatka CSL, osiromasena podloga za sadrzaj bi-
oloski vrednih sastojaka — faktora rasta. Pod istim uslovi-
ma, eksperimenti sa istim radnim mikroorganizmom i
istim pocetnim koncentracijama, na podlogama bez do-
datka CSL prirast biomase bio je nizi. Tako je maksimal-
ni prinos biomase kvasca, sa pocCetnim koncentracijama
Cso = 801 120 g/dm3 u koji je dodata voda od mocenja
iznosi 8,03, odnosno 7,0, da bi u hidrolizatu bez CSL bio
za 25% odnosno 24% manji (6,16 odnosno 5,56%
g/dmd).

Ocenjujuéi skrobni hidrolizat sa dodatom CSL kao
substrat za alkoholnu fermentaciju po najbitnijim para-
metrima (iskori¢enje podloge, maksimalna koncentraci-
ja etanola nakon fermentacije i vreme potrebno za
postizanje maksimalnog prinosa etanola), moze se kon-
statovati da je ovakav substrat pokazao dobre tehnolo-
Ske osobine u procesu. Naime, ispitivani skrobni
hidrolizat je imao ve¢u produktivnost u odnosu na druge
sirovine kao sto su melasa, zbog faktora rasta iz vode
od mocenja, sa jedne strane i istovremenog odsustva vi-
sokomolekularnih jedinjenja prisutnih u melasi kao inhi-
bitora fermentacije. Dobojeni rezultati su u saglasnosti
sa rezultatima drugih autora [22-24].

ZAKLJUCAK

Skrobni hidrolizat, sa dodatom vodom od mocenja
(CSL), kao substrat za alkoholnu fermentaciju po osnov-
nim parametrima (iskoriS§éenje podloge, maksimalna
koncentracija etanola nakon fermentacije i vreme potre-
bno za postizanje maksimalnog prinosa etanola) poka-
zuje dobre tehnoloske osobine.

Na substratnim podlogama kao Sto je skrobni hi-
drolizat bez dodatka vode od modenja (CSL) dobijene
su nize vrednosti i u specificnoj produktivhosti vo
(gp/gxh), poetnoj brzini potrosnje substrata rso (gs/gxh),
pocetnoj specifi€noj brzini rasta Ho (h_1), kao i u prinosu
produkta, odnosno iskori§¢enju substrata, Ypss (9p/s),
Sto ukazuje na nedostatak veoma vaznih biogenih sa-
drzaja u podlozi koju nosi voda od mocenja kukuruza.

Simultano inhibitorno delovanje koncentracija sub-
strata i produkta na prinos biomase tokom sarzne alko-
holne fermentacije na skrobnim hidrolizatima kao
substratu, isto je kao i kod substrata sa drugadijim uglje-
nohidratnim sastavom (saharoza, melasa).
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SUMMARY

THE CORN STARCH HYDROLYSATE AS A FERMENTATION SUBSTRATES
FOR ETHANOL PRODUCTION

(Scientific paper)

Zoran J. Bebié1, Jovan B. Jakovljeviéz, Josip Baras®

"IHIS biotehnologija, Beograd, 2Faculty of Technology, Novi Sad,
3Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrad, Beograd

Corn starch hydrolysate has been used as a carbon source in substrates for
alcohol fermentation with Saccharomyces cerevisiae in a batch stirred reactor.
The starch hydrolysate was prepared by the double enzyme hydrolysis of na-
tive corn starch. The liquefaction and dextrinization of starch were carried out
in a continuous process with heat stable alfa-amylase and saccharification
with amyloglucosidase and pululanase under optimal conditions. The DE va-
lues were 92-94. The influence of the initial specific productivy uo (9p/gxh), ini-
tial substrate consumption rate rso (gs/gxh), initial specific growth rate po(h'1),
product yield and product/substrate ratio Yo (9p/ds), on the corn starch
hydrolysate as the substrate, were studied.

The obtained results demonstrate that starch hydrolysate, used as a substrate
for alcohol fermentation, is a good source of carbon. It contains neither sub-
stances which are growth factors for the yeast, nor any inhibiting substances.

Key words: Corn starch « starch
hydrolysate « EtOH —fermentation
* kinetics of fermentation.

Kljuéne reci: kukuruzni skrob < hi-
drolizat * etanol ¢ fermentacija *
kinetika fermentacije.
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