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Novije tendencije u primeni skrobnih sirovina,
uglavnom Zitarica, vezane su za globalnu energetsku kri-
ZU i usmerene na proizvodnju etanola kao alternativnog
energenta. Prednost ovako dobijenog etanola u odnosu
na druga teé¢na goriva je u tome Sto se dobija iz obnovlji-
ve sirovine [1]. Pocetna faza u postupku dobijanja eta-
nola je hidroliza skrobne sirovine, koja se izvodi
rastvorima kiselina ili specifi¢nim enzimima. Osnhovne
prednosti enzimske hidrolize skroba u odnosu na kise-
linsku ogledaju se u potpunijoj razgradnji skroba i ma-
njoj zastupljenosti neglukoznih nedistoc¢a [2], &ime se u
velikoj meri pojednostavljuju kasnije faze procesa i po-
boljava randman dobijenih proizvoda.

Etanol se moze dobiti fermentacijom iz velikog
broja sirovina, koje se mogu prethodno pripremiti na po-
godan nacin. Pored Zitarica (pSenica i kukuruz), koje su
do sada naj¢esée koris¢ene kao skrobne sirovine, zna-
¢ajno mesto, s obzirom na svoju rasprostranjenost i pri-
nos, zauzima krompir [3,4]. Upotreba krompira
(Solanum tuberosum L.) za dobijanje etanola je opravda-
na u slucaju postojanja znacajnih koli¢ina otpadnog ma-
terijala pri preradi krompira ili u oblastima sa velikim
trziSnim viskovima krompira, zbog relativno visoke cene,
neekonomiénog transporta i sezonskog rada postrojenja
[5]. Upotreba krompira kao izvora skroba je rezultat i la-
kog izdvajanja skroba iz krtola [6].

U radu je izvrSeno ispitivanje enzimske hidrolize
skroba krtole krompira komercijalnim enzimskim prepa-
ratima i alkoholna fermentacija dobijenih hidrolizata. Po-
sebna paZnja je poklonjena uticaju nacina pripreme
sirovine (krompirovo brasno ili kasa), hidromodula, po-
Cetne koncentracije skroba, veli¢ine Eestica krompirovog
brasna, kao i vrste i koncentracije enzima na enzimsku
hidrolizu skroba krtole krompira i alkoholnu fermentaciju
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ENZIMSKA HIDROLIZA SKROBA KROMPIRA
| DOBIJANJE ETANOLA

U radu su proucavane hidroliza skroba krtole krompira, koje su prethodno pri-
premijene u obliku kase ili brasna, pomocu jednog (Termamyl ili Fungamyl) i
kombinacije dva (Termamyl i Supersan) enzimska preparata i alkoholna fer-
mentacija hidrolizata skroba pomoéu kvasca Saccharomyces cerevisiae. Pa-
Znja je fokusirana na uticaj hidromodula, pocetne koncentracije skroba,
velicine Cestica krompirovog brasna i vrste i koncentracije enzima na kinetiku
enzimske hidrolize skroba krompira. Najveli dekstrozni ekvivalent (79,3%) je
ostvaren dvoenzimskom (kombinacija preparata Termamyl! i Supersan) hidroli-
zom krompirovog brasna, Cija su Cestice u opsegu 0,1-0,2 mm, pri pocetnoj
koncentraciji skroba 75 g/dms. Fermentacijom ovog hidrolizata postiZe se naj-
veéa koncentracija etanola (5,0% vol.).

dobijenih hidrolizata. Sprovedena ispitivanja izvrSena su
u cilju definisanja uslova hidrolize u kojima se dobija hi-
drolizat koji daje najveci prinos etanola u odnosu na po-
laznu sirovinu.

MATERIJAL | METODE

Skrobna sirovina

Ispitivanja su vréena sa krompirom sotre Jerla
(berba: 1998. godina; poreklo: selo Priboj kod Leskov-
ca), sa sadrzajem skroba 14,1%. Krtole krompira su
oprane vodom, oljustene i iseckane na rezance, koji su
dalje preradeni u brasno ili kasu. Da bi se dobilo krompi-
rovo bradno, rezanci su sudeni toplim vazduhom (40°C),
mleveni i sejani kroz standardna sita sa otvorima 0,1, 0,2
i 0,4 mm. Sadrzaj skroba u krompirovom brasnu iznosio
je 68%. Za pripremu kaSe, rezanci su mleveni pomoéu
masine za mlevenje mesa, kasa drzana oko jedan sat na
-18°C i zamrznuta kasa jo$ jednom mlevena.

Enzimi

Enzimska hidroliza izvodena je sa komercijalnim
enzimskim preparatima (Novo Nordisk A/S, Danska):

1) Teéni preparat Termamyl 120L bakterijske, ter-
mostabilne, a—amilaze dobijene pomodéu genetski modi-
fikovanog soja Bacillus licheniformis, aktivnosti 120
KNUY/g; optimalna temperatura i pH: 95°C i 5,6.

2) Cvrsti preparat Fungamyl 16008 gljiviéne a—ami-
laze dobijene pomodéu Aspergillus oryzae, aktivnosti
1600 FAU/g; optimalna temperatura i pH: 55°C i 5,5.

3) Te¢ni preparat Supersan 240L glukoamilaze do-
bijene pomodéu Aspergillus niger, aktivnhosti 240 AGU/g;
optimalna temperatura i pH: 55°C i 4,5.

Enzimska hidroliza

Efikasnost enzimske hidrolize skroba je izraZzavana
pomodu stepena hidrolize skroba, odnosno dekstro-
znog ekvivalenta (DE).
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Enzimska hidroliza skroba krompirovog brasna

Hidroliza pomo¢u preparata Termamyl: U zagrejanu
smesu acetatnog pufera (pH 5,6; 650 cm®), rastvora kal-
cijum-nitrata (0,0043 mol/dm?®, 120 cm3) i preparata Ter-
mamy! (razblazenje 1000, 120 cm3) doda se krompirovo
brasno (110 g) i smesa drzi u termostatiranom vodenom
kupatilu na 95°C. Ukupna zapremina reakcione smese
je 1000 cm®.

Dvoenzimska hidroliza: Posle 150 minuta hidrolize
ha 95°C pomodéu preparata Termamyl, reakciona smeda
se brzo ohladi do 55°C, podesi pH na 4,5 i doda prepa-
rat Supersan (razblazenje 100, 12 cm3).

Hidroliza pomo¢u preparata Fungamyl: U smesu
acetatnog pufera (78 cm3) i preparata Fungamyl (razbla-
enje 1000, 12 cm®) doda se krompirovo bragno (10 g),
a zatim se reakciona smesa drzi u termostatiranom vo-
denom kupatilu na 55°C. Ukupna zapremina reakcione
smese je 100 cm®.

Enzimska hidroliza skroba krompirove kase

Hidroliza pomo¢u preparata Termamyl. U smesu
acetatnog pufera (pH 5,6, 760 cm3), rastvora kalcijum-—
nitrata (0,0043 mol/dm®, 120 cm3) i preparata Termamyl
(razblazenje 500, 120 cm®), doda se krompirova kasa
(1000 g); ukupna zapremina reakcione smese je 2000
cm3, a hidromodul 1:1. Smesa se zagreva nekoliko mi-
nuta uz mesanje, a zatim prebaci u vodeno kupatilo na
95°C. Hidroliza pri hidromodulu 1:0,5 vréena je pti istoj
koncentraciji enzima i kalcijum(ll)-nitrata, ali je ukupna
zapremina reakcione smese 1500 cm®.

Dvoenzimska hidroliza: 1zvodena je na isti nacin
kao i u sl \aju krompirovog brasna.

Hidroliza pomo¢u preparata Fungamy!. U krompiro-
vu kasu (1000 g) dodaju se acetatni pufera (pH 5,5, 400
cm3) i preparat Fungamyl (razblaZzenje 1000, 600 cm3).
Zatim se reakciona smesa prenese u vodeno kupatilo na
55°C. Ukupha zapremina reakcione smese je 2000 cm®
(hidromodul 1:1).

Alkoholna fermentacija hidrolizata skroba krompira

Kao hranljiva podloga kori§éeni su hidrolizati dobi-
jeni jednoenzimskom (Termamyl: 14,4 KNU/ dm3) i dvo-
enzimskom (Termamyl: 14,4 KNU/dm3 i Supersan; 28,8
AGU/dma) hidrolizom skroba krompirovog brasna (veli-
¢ina &estica: 0,1-0,2 mm; podetna koncentracija skroba:
75 g/dms) ili krompirove kase (pocetna koncentracija
skroba: 70 g/dms). Hidrolizatu skorba, koji je ohladen na
80°C, dodaju se NHsH2PO4 (4 g/dm®) i (NH4)2S04 2,5
g/dms). Zatim se pH podloge podesi na 4,0 dodatkom
rastvora HCIl. Podloga se zasejava hlebnim kvascem S.
cerevisiae (2 g/1000 cm3). Fermentacija se izvodi na
30°C, bez mesanja.

Analiticke metode

Viaga

Sadrzaj vlage je odredivan susenjem rezanaca
krtola krompira na 105°C do konstantne mase.

Skrob i redukujucéi Seéeri (glukoza)

Sadrzaj skroba je odredivan modifikovanom meto-
dom po Grossfeldu [7] posle potpune hidrolize skroba
hlorovodoni¢nom kiselinom (2 mol/dms). Koncentracija
nastale glukoze je odredivana spektrofotometrijski, po-
sle bojene reakcije sa pikrinskom kiselinom [8]. Izmedu
koncentracije redukujucin Secera (glukoze) u hidrolizatu
(Cy, g/dma) i koncentracije "Gistog" skroba (Cs g/dms)
utvrdena je sledeca zavisnost:

Cg = 1,09C M

Konstanta proporcionalnosti u jednacini (1) je ma-
nja od teorijske vrednosti 1,11 a veca od ranije objavlje-
ne vrednosti 1,07 [9].

Etanol

Koncentracija etanola je odredivana na osnovu
gustine alkoholnog redestilata na 20°C.

REZULTATI | DISKUSIJA

Enzimska hidroliza skroba krompirovog brasna

Stepen hidrolize skroba krompirovog brasna,
odnosno DE zavisi od vrste i koncentracije enzima, veli-
Cine Cestica i pocetne koncentracije skroba.

U cilju izbora enzimskog preparata, hidroliza skro-
ba krompirovog brasna je izvodena pomodu dva prepa-
rata: Termamyl (koncentracija enzima: 14,4 KNU/dma) i
Fungamy! (koncentracija enzima: 160 FAU/dma). Na slici
1 prikazane su promene DE u toku hidrolize skroba
krompirovog brasna pomodéu Termamyla i Fungamyla.
Hidrolizom skroba pomodu bakterijske a—amilaze ostva-
ruje se skoro sest puta veéi DE nego gljiviénom a—amila-
zom. Zbog vedée hidroliticke efikasnosti bakterijske
o-amilaze, preparat Termamyl je koriséen u daljim istra-
Zivanjima.

Kao sto se ocekivalo, sa poveéanjem pocetne kon-
centracije enzima (Termamyl) poveéava se pocetna brzi-

W, Termumyl (0.4-02m
Q Fungamyl (0,4-0,2m

40

30

20

DE, %

e

Q 15 30 45 60 75 90

Vieme, min
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Slika 1. Kinetika hidrolize skroba krompirovog brasna, pomoéu
enzimskih preparata: Termamyl (14,4 KNU/dms) i Fungamyl (160
FAU/dm®)

Figure 1. Kinetics of the hydrolysis of starch from potato flour us-
ing commercial enzyme preparations: Termamyl (14,4 KNU/dms)
and Fungamyl (160 FAU/dm®)
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Tabela 1. Pocetna brzina hidrolize skroba pri razli¢itim poce-
tnim koncentracijama enzima: preparat Termamy/

Table 1. Initial starch hydrolysis rate at different initial enzyme
concentrations: Termamy!

Tabela 3. Uticaj pocetne koncentracije skroba na brzinu hi-
drolize i maksimalni DE (Termamyl, 14,4 KNU/kg)

Table 3. Effect of the initial starch concentration on the initial
hydrolysis rate and maximal DE (Termamyl, 14.4 KNU [kg)

Pocetna koncentracija enzima | Pocetna brzina hidrolize Po& Pocetna brzina
- . - . ocetna . :
Initial enzyme concentration | Initial starch hydrolysis rate koncentraciia hidrolize skroba,
KNU/dm® g/dm>n ) g/h/dm® Maksimalni DE, %
skroba, % vt ) M
L Initial starch Maximal DE, %
7,2 21,0 Initial starch .
concentration, % hydrolysis 5"’“9'
14,4 48,2 ' g/h/dm
28,8 100,0 5,0 35,1 81,9
7,5 37,4 61,3
na hidrolize skroba krompirovog brasna (tabela 1). Kon- 10,0 42,6 54,4
stanta proporcionalnosti izmedu pocetne brzine hidroli-
ze skroba krompirovog brasna i poéetne koncentracije
. . . T . . 100
enzima iznhosi 3,42 g/kNU/h (koeficijent linearne korelaci-
je: 1,000). w0
Kao sto se moze videti iz tabele 2, uticaj velic¢ina
Cestice krompirovog bra$na na maksimalnu vrednost DE 60
zavisi od vrste enzima. Ovaj uticaj je izrazeniji kada se €
hidroliza izvodi pomodu preparata Fungamyl. U slucaju [-J.
preparata Termamyl, uticaj veliCine Cestica krompirovog
brasna je utoliko manji, ukoliko je pocetna koncentracija 20
enzima vedéa. Tako, ako se veli¢ina Cestica krompirovog
brasna smaniji od 0,2-0,4 mm na ispod 0,1 mm, a kon- 0 -
o 30 60 90 120 150 180 210 240

centracija enzima poveca od 7,2 na 28,8 KNU/dm3, DE
se povecava za manje od 10%. Uticaj veliC¢ine Cestica
krompirovog brasna na maksimalnu vrednost DE ukazu-
je da su difuziona ograni¢enja znacajnija od veliCine
kontaktne povrsine izmedu Cestica brasna i rastvora
enzima.

Kada se pocetna koncentracija skroba povecéa od
5 na 10%, pocetna brzina hidrolize skroba se, takode,
povecéa, dok se maksimalni DE smanji od 81,9 na
54,4%, kao $to se moze videti u tabeli 8. Pocetna kon-
centracija skroba viSe uti¢e na smanjenje maksimalne
vrednosti DE nego na povecéanje pocetne brzine hidroli-
ze skroba. Ovakva promena je o&ekivana, jer enzimi pot-
punije razgraduju skrob u rastvorima sa manjom
koncentracijom [10].

Slican efekat povecanja pocetne koncentracije
skroba na stepen hidrolize skroba primecéuje se i kod hi-
drolize izvedene pomodu dva enzima (Termamyl — 14,4

Tabela 2. Uticaj veli¢ine Cestica krompirovog brasna i vrste i
koncentracife enzima na maksimalni DE

Table 2. The effect of the particle size of potato flour and the
type and concentration of enzyme on the maximal DE

Velidina Maximalni DE, %
Cestica Maximal DE, %
Partcile Termamyl Fungamyl
size 7,2 14,4 28,8 192
mm KNU/dm?® | KNU/dm® | KNU/dm® | FAU/dm®
0,2-0,4 - 36,4 63,2 6,3
0,1-0,2 24,3 422 67,2 9,5
< 0,1 - 449 68,9 10,0
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Slika 2. Kinetika hidrolize skroba krompirovog brasna veli¢ine
Cestica 0,1-0,2 mm, pomoc¢u dva enzimska preparata: Termamy!
(prazni simboli, 14,4 KNU/dms) i Supersan (puni simboli, 28,8
AGU/dms), pri razliéitim pocetnim koncentracijama skroba (5% —
O, 7,5% - A, 10% — O)

Figure 2. Kinetics of the hydrolysis of starch from potato flour
(particle size: 0.1-0.2 mm) using commercial enzyme prepara-
tions: Termamyl (open symbols; 14.4 KNU/dma) and Supersan
(black symbols; 28.8 AGU/dma) at different initial starch concen-
trations (6% — 0O, 7.5% — A, 10% — O)

KNU/dm3 i Supersan - 28,8 AGU/dma), kao sto je prika-
zano na slici 2. Dvoenzimskom hidrolizom skroba krom-
pirovog brasna ostvaruje se veéi stepen hidrolize
(79,3%) nego hidrolizom sa jednim enzimom (61,3%) pri
istoj veliCini Cestice (0,1-0,2 mm) i istoj pocetnoj kon-
centraciji skroba (7,5%).

Enzimska hidroliza skroba krompirove kase

Efikasnost enzimske hidrolize skroba krompirove
kaSe zavisi od vrste i koncentracije enzima i hidro-
modula.

| kod hidrolize krompirove kase vedi DE se postize
preparatom Termamyl (51,2%) nego preparatom Fun-
gamyl (28,6%) pri istim reakcionim uslovima (slika 3).
Nezavisno od vrste enzima, hidroliza skroba je efikasnija
pri nizim koncentracijama skroba. Kada se hidromodul
povecéa od 1:0,5 na 1:1, maksimalni DE se poveéa sa
40,9 na 51,2%. Kao i u slucaju krompirove kase, veéi DE
se postize dvoenzimskom (61%) nego jednoenzimskom
(50%) hidrolizom.
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Slika 3. Kinetike hidrolize skroba krompira pri hidromodulu 1:1,
pomoéu enzimskih preparata: Termamyl (14,4 KNU/dms) i Fun-
gamyl (480 FAU/dm®)
Figure 3. Kinetics of starch hydrolysis at a hydromodulus of 1:1
using enzyme preparations: Termamy! (14.4 KNU/dms) and Fun-
gamyl (480 FAU/dm®)

Alkoholna fermentacija hidrolizata skroba krompira

Vrednosti krajnje koncentracije i prinosa (u odnosu
na teorijski prinos) etanola, kao i trajanja alkoholne fer-
mantacije hidrolizata skroba date su u tabeli 4. Analizom
podataka datih u tabeli 4 mogu se izvuéi dva zakljucka.
Prvo, fermentacijom hidrolizata krompirovog brasna do-
bija se veéa koncentracija i prinos etanola, uz kraée tra-
janje fermentacije, nego fermentacijom hidrolizata
krompirove kase. Drugo, nezavisno od vrste supstrata,
tj. naCina pripreme biljne sirovine, dvoenzimska hidroliza
je povoljnija od jednoenzimske u pogledu prinosa eta-
nola, iskori¢enja skroba i vremena trajanja.

Promene koncentracije glukoze i etanola u toku al-
koholne fermentacije hidrolizata dobijenih jednoenzim-
skom (preparat Termamyl) i dvoenzimskom (preparati
Termamyl i Supersan) hidrolizom skroba krompirovog
brasna su prikazane na slici 4. Fermentacijom hidrolizata
dobijenog dvoenzimskom hidrolizom krompirovog bra-
$na dobija se vedi prinos etanola (5,0% vol.), i to za kra-
ée vreme (za oko 7 sati), hego fermentacijom hidrolizata
dobijenog jednoenzimskom hidrolizom (4,5% vol.). Vre-
me za koje se postize maksimalna koncentracija etanola

Glukoza, gg/dm3

60
A Glukoza
\ Glucose §
“O. Etanol
50 Ethanol

40

30

Glucose, g,/dm3

20

Vreme. h
Time, h

Slika 4. Alkoholna fermentacija skroba krompirovog brasna
(veli¢ina Cestica 0,1-0,2 mm, koncentracija skroba 75 g/dms)
pomoéu jednog (Termamyl: 14,4 KNU/dm®, prazni simboli) i dva
enzimska (Termamyl: 14,4 KNU/dms, i Supersan: 28,8 AGU/dms,
puni simboli) preparata

Figure 4. Alcoholic fermentation of starch from potato flour (parti-
cle size: 0.1-0.2 mmy; initial starch concentration: 75 g/dms) us-
ing one (Termamyl: 14.4 KNU/dm®, open symbols) and two
(Termamyl: 14.4 KNU/dm® and Supersan: 28.8 AGU/dm®, black
symbols) enzyme preparations

je za 7 sati krade kada se kao supstrat koristi hidrolizat
dobijen dvoenzimskom hidrolizom.

Fermentacijom hidrolizata skroba krompirove kase
dobijenog pri hidromodulu 1:0,5 postize se manja kon-
centracija etanola (za 20%), uz duze trajanje fermentaci-
je, nego fermentacijom hidrolizata dobijenog pri
hidromodulu 1:1. Poznato je da smanjenje koliCine te-
énosti za ukomljavanje smanjuje prinos etanola [11]. Al-
koholnom fermentacijom hidrolizata skroba krompirove
kase dobijenog dvoenzimskom hidrolizom dobija se ve-
¢a koncentracija alkohola (4,3% vol.) nego fermentaci-
jom hidrolizata dobijenog jednoenzimskom hidrolizom
(8,7% vol.), uz priblizno jednako trajanje fermentacije (60
sati).

ZAKLJUCAK

Najvedi stepen hidrolize skroba krompirovog bra-
Sna ili krompirove kase postize se Termamylom ili kom-

Tabela 4. Parametri alkoholne fermantacije hidrolizata skroba razli¢itog nacina pripreme
Table 4. Parameters of the alcoholic fermentation of starch hydrolyzates prepared by different procedures

Krompirovo bragno Krompirova kasa
Earame:ar Potato flour (75 g/dms) Potato mash (70 g/dma)
arameter
Termamyl | Termamyl+Supersan | Termamyl | Termamyl+Supersan

Poéetna koncentracija redukujuéih $eéera, g/dm® 45.8 59.5 350 407
Initial concentration of reducing sugars, g/dm3 ' ' ' '
Krajnja koncentracija etanola, % vol.
Final ethanol concentration, % vol. 45 50 37 43
Prinos etanola u odnosu na teorijski, %
Ethanol yield (with respect to the theoretical yield), % 86 96 7 90
Vreme trajanja fermentacije, h 49 45 64 62
Duration of fermentation, h
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binacijom Termamyla i Fungamyla. U sluaju hidrolize
skroba krompirovog brasna smanjenje veliine Cestica i

SKRACENICE

AGU -

jedinica glukoamilazne aktivnosti,

povecanje koncentracije enzima povecava efikasnost hi- DE - dekstrozni ekvivalent, 1
drolize. Povec¢anjem pocetne koncentracije skroba sa 5 FAU - jedinica aktivnosti fungaine amilaze
. . . . KNU - kilo Novo jedinica enzimske aktivnosti
na 10% smanjuje se stepen hidrolize skroba krompiro-
vog brasna sa 80,1 na 54,2%. Najvedi stepen hidrolize LITERATURA
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ENZYMATIC HYDROLYSIS OF POTATO STARCH AND ETHANOL PRODUCTION

(Scientific paper)

Miodrag L. Lazié, Suzana Raskovi¢, Mihajlo Stankovi¢, Vlada B. Veljkovié¢

Faculty of Technology, Leskovac, Serbia and Montenegro

The hydrolysis of potato starch using one (Termamyl or Fungamyl) and two
combined (Termamyl and Supersan) commercial enzyme preparations and
ethanol production from the hydrolysates obtained using the yeast Sac-
charomyces cerevisiae were studied. Potato tubers were previously prepared
as mash or flour. The study dealt with the effects of the hydromodulus (1:1
and 1:0.5), particle size (0.1, 0.2 and 0.4 mm) as well as the type and concen-
tration of enzyme on the enzymatic hydrolysis of potato starch. The highest
dextrose equivalent (79.3%, DE) was achieved during two—-enzyme hydronS|s
(combination of two enzyme preparations: Termamyl 14.4 KNU/dm® and Su-
persan 28.8 AGU/dm ) of starch from potato flour (particle size: 0.1-0.2 mm)
at an inital starch concentration of 75 g/dm During the two—enzyme hydroly-
sis, a lower DE (61%) was achieved when potato mash was used as a starch
source. Using Termamyl (14,4 KNU/dma) and potato mash a higher DE was
achieved at the hydromodulus 1:1 (51.2%) than at the hydromodulus 1:0.5
(40.9%). The highest ethanol concentration (5.0 vol%) was obtained when the
hydrolyzate of potato flour from the two—enzyme process was used as a sub-
strate for alcoholic fermentation.
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