Potencijal koristenja sirutke u proizvodnji alkoholnog
pica

Kazalac, Josipa

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:739552

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-30

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:739552
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:2279
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:2279
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:2279

WAKU,

E
= ~ o B - . . ~ -
Z 2 Sveuciliste u Zagrebu University of Zagreb
% .. & Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
- <
Yopmx

POTENCIJAL KORISTENJA SIRUTKE U PROIZVODNJI
ALKOHOLNOG PICA

DIPLOMSKI RAD

Josipa Kazalac

Zagreb, rujan, 2021.



FAKU, .
7%,

5.

-0 NQ'!

-

(| |
|
-

(NS

3N
University of Zagreb

% Sveuciliste u Zagrebu
Faculty of Agriculture

& Agronomski fakultet

dropxvt

Diplomski studij:

Proizvodnja i prerada mlijeka

POTENCIJAL KORISTENJA SIRUTKE U PROIZVODNII
ALKOHOLNOG PICA

DIPLOMSKI RAD

Josipa Kazalac

Mentor: prof. dr. sc. Samir Kalit

Neposredni voditelj: dr. sc. Darija Bendelja Ljolji¢

Zagreb, rujan, 2021.



S‘_\ g-‘,-\l\’r_s{,/%(;
EQ '2 Sveuciliste u Zagrebu  University of Zagreb
%ﬂ !, & Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
droyxoh
IZJAVA STUDENTA

O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Josipa Kazalac, IMBAG 0178111021, rodena 21.05.1997. u Puli, izjavljujem da sam
samostalno izradila diplomski rad pod naslovom:

POTENCIJAL KORISTENJA SIRUTKE U PROIZVODNJI ALKOHOLNOG PICA
Svojim potpisom jamcim:

— dasam jedina autorica ovoga diplomskog rada;

— da su svi koristeni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani
ili parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— da ovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrSetka sveuciliSnog ili stru¢nog studija;

— da je elektroni¢ka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio
mentor;

— da sam upoznata s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveucilita u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studentice



FAKUZ,

N

g Mxh

\‘_\

&7
7 pY

University of Zagreb

5 Luuhs& u Zagrebu
Faculty of Agriculture

gronomski fa 1\ ultet

G RONO;, 1,]}

I

&:
f?]j\

1ZVJESCE
O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studentice Josipa Kazalac, JIMBAG 0178111021, naslova

POTENCIJAL KORISTENJA SIRUTKE U PROIZVODNJI ALKOHOLNOG PICA

obranjen je i ocijenjen ocjenom , dana
Povjerenstvo: potpisi:
1. Prof. dr. sc. Samir Kalit mentor
2. Doc. dr. sc. Iva Dolen¢i¢ Spehar ¢lan

3. Doc. dr. sc. Marin Mihaljevi¢ Zulj ~ ¢lan



Zahvala

Prvenstveno ovime zahvaljujem mentoru, prof. dr. sc. Samiru Kalitu, na
pruzenoj prilici i ukazanom povjerenju prilikom izrade diplomskog rada. Hvala na
strpljenju, pomodi i slobodi u pisanju. Jos jednom veliko hvala jer ste bili uvijek na
raspolaganju i prenijeli mi mnogo znanja, Sto pokazuje kvalitetu predavaca i
mentora.

Veliko hvala i dr. sc. Dariji Bendelja Ljolji¢ na pomodi, susretljivosti i uvijek
vedroj atmosferi u proteklih pet godina studiranja.

Takoder, zahvaljujem doc. dr. sc. Ivi Dolen¢i¢ Spehar i doc. dr. sc. Marinu
Mihaljevi¢ Zulj na izdvojenom vremenu, sugestijama i pomoci.

Neizmjerno hvala najve¢em uzoru, ujaku dipl. ing. agr. Silvanu Orbanicu,
na nesebicnom prenesenom znanju i vjeStinama te na financijskoj, tehnickoj i
emocionalnoj podrsci prilikom realizacije ovog projekta.

Hvala svim mojim prijateljima koji su mi bili velika podrska tijekom
studiranja, dijelili sa mnom dobre i lose dane te uvijek bili sporemni pomoci. Bez
vas sve bi bilo mnogo drugacije.

Najvise zahvaljujem roditeljima i sestri, svojim najblizima i cijeloj velikoj
obitelji. Hvala vam sto ste mi omogucili bezbrizne studentske dane i hvala Sto ste
uvijek vjerovali u mene. Najvece hvala na svakodnevnoj pruZzenoj ljubavi i podrsci.

Ova diploma nije samo moja, nego je i vasa!

Na kraju, zahvaljujem svima koji su na bilo koji nacin doprinijeli izradi ovog
diplomskog rada.

Hvala Vam!



S U 1V 0 ] 0 3
2. PREGLED LITERATURE. .......ccctuiiiuiinniinniiniiniinenieesiassiacrasisesisesssssssssssssssssans 5
2.1. Opcenito o sirutci i kemijski sastav sirutke ..........cccceeeiiiiienneiiiiinennciinneene. 5
2.2. Proteini Sirutke......ccccceiiieeeiiiiiiniiiiiineiinnireinnnressnnressesssnesssessssneenes 7
2.3. Bioloska i nutritivna vrijednost proteina sirutke.......ccceceeeeereecrenccrencennnens 8
2.4. Oblici proteina SirutKe .......ccceceieeeireeiireneitnieienieiennereeiereneernersnerensesnnsssnnens 8
2.5. Funkcionalna svojstva proteina sirutke.......cccccceeveeeiireeiireeeccrneenccreennenne. 9
2.6. Zdravstvena vrijednost Sirutke .........ccceereeiiiieeiiiieccirerccrr e 9
2.7. EKOlOSKi ZNacaj SirutKe....cccceveeireniireeiiieneirnnerenerenerenierencernncssnsessnsesanernnes 10
2.8. Gospodarenje SirutkOm ......ccciieeiiieeiiiencireerenerencereeierencernsessnsessnsesansernnes 11

2.8.1. Fermentacija sirutke i proizvodnja alkohola.........ccccccceeeeeeiiirrrninnnnnnnn. 12

2.8.2. Karakteristike kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus u

fermentaciji SITULKE ... oooe e 14
2.8.3. Destilacija alkohola iz fermentirane sirutke .........ooovviiieeiiiiiiriniiinen. 16
2.8.4. Jaka alkoholna pi¢a na bazi sirutke........cccoeeeeeeveiiieee e, 18
3. MATERUALI I METODE .....ccciittttteennnniiiiiniinninennnsssssssssiiimnssssssssssssssssssssesns 18
3.1. Analiza sirutke prije i tijekom fermentacije .......cccceeerreeerrrencerreecrrennennee. 21
3.2. Analiza destilata fermentirane sirutke........cccccceeeeiiiiiiiiirinenneiiiiiiinnnnnnnns 21
4. REZULTATII RASPRAVA .....couuiiiiiiiiiiiiintnnssssssisssiinnnsssssssssssssssssnsssssssssses 23
4.1. Sastav sirutke prije, tijekom i na kraju fermentacije ......ccccceeeurerrennnnnnnnne. 23

4.2. Sadrzaj laktoze u sirutci prije, tijekom i nakon fermentacije ................... 26



4.3. Kretanje vrijednost pH i SH° prije, tijekom i na kraju fermentacije.......... 27

4.4. Sastav destilata sirutke.........cccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 29
5. ZAKLIUCAK ...ocutireircnittnisscctsssesssssse ettt s e st s ssssesssssssassenns 21
6. POPIS LITERATURE........ccoiiins s 22
2411 7 RS 28

ZIVOTOPIS.....eeeeeeeeeeeeeseeeeeesssssessssesssssessssssssssssssssssnsesssssssssnessssssssnsesssssssnnessss 29



Sazetak

Diplomskog rada studentice Josipe Kazalac, naslova

POTENCIJAL KORISTENJA SIRUTKE U PROIZVODNJI ALKOHOLNOG PICA

U proizvodnji sira glavni nusproizvod je sirutka. Sirutka je veliki zagadivac okolisa
buduci da sadrzi viSe od 6% organske tvari. Osim u proizvodnji albuminskih sireva, bioplina,
laktoze i sirutke u prahu, sirutka kao sirovina se posljednjih desetak godina koristi i u
proizvodnji raznih alkoholnih pi¢a kao Sto je primjerice votka od sirutke. Pri tome, sastav
sirutke mozZe utjecati na sastav destilata i konacnu kvalitetu proizvoda. Cilj ovog rada bio je
istraziti potencijal proizvodnje alkoholnog pic¢a iz sirutke zaostale nakon proizvodnje istarske
skute. U pokusnim uvjetima u mini sirani obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva na
podrucju Istre proizvedene su 3 Sarze istarske skute. Sirutka zaostala nakon proizvodnje
istarske skute povrgnuta je fermentaciji u duplikatoru koristenjem kulture kvasaca
Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus. Za potrebe ovoga rada provedena je destilacija
fermentirane sirutke, a uzorci su potom analizirani na Agronomskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu. Destilatu alkoholne jakosti 35% utvrden je sastav, a dobiveni spojevi su: acetaldehid,
metanol, n-propanol, i-butanol, n-butanol, 3-metil-1-ol, 2-metilbutan-1-ol te etil-laktat.
Dobiveni destilat upuduje na to da postoji potencijal koristenja sirutke u proizvodniji alkohola.
No, u buduénosti je potrebno provesti dodatna istrazivanja u svrhu kontrole ¢imbenika
proizvodnje i destilata, zbog moguceg Stetnog djelovanja pojedinih hlapivih spojeva na ljudsko
zdravlje.

Kljucne rijeci: sirutka, alkoholna fermentacija, Kluyveromyces marxianus spp., bio-alkohol



Summary

Of the master’s thesis — student Josipa Kazalac, entitled

POTENTIAL OF USING WHEY IN PRODUCTION OF ALCOHOLIC BEVERAGES

In cheese production the main by-product is whey. Whey is a major polluter of the
environment as it contains more than 6% organic matter. In addition to the production of
albumin cheeses, biogas, lactose and whey powder, whey as a raw material has been used in
the production of various alcoholic beverages such as whey vodka. The composition of the
whey may affect the composition of the distillate and the final quality of the product. The aim
of this study was to investigate the production potential of alcoholic beverages from whey left
over from the production of Istrian skuta cheese. In experimental conditions, 3 batches of
Istrian skuta cheese were produced in the mini cheese factory of a family farm in Istria. Whey
left over from the production was fermented in a duplicator using a culture of the yeast
Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus. For the purposes of this work, fermented whey
was distilled, and the samples were analyzed at the Faculty of Agriculture, University of
Zagreb. The 35% alcoholic distillate was determined, and the obtained compounds were:
acetaldehyde, methanol, n-propanol, i-butanol, n-butanol, 3-methyl-1-ol, 2-methylbutan-1-ol
and ethyl lactate. The obtained distillate indicates that there is a potential use of whey in the
production of alcohol. However, in the future it is necessary to conduct some more research
in order to control the factors of production and distillates, due to the possible negative effects
of some volatile compounds on human health.

Keywords: whey, fermentation, Kluyveromyces marxianus spp., whey-based spirits



1. Uvod

Mlijeko je od davnina prisutno u prehrani ljudi i smatra se savrSenom prirodnom
hranom. Proizvodnja mlijeka zapocela je jo$ 6 tisuéa godina prije Krista s pripitomljavanjem
domacdih Zivotinja. Mlijeko, uz ostale mlijecne proizvode, pripada skupini namirnica koju
veéina ljudi konzumira svakodnevno. Preradom mlijeka u sir kao nusproizvod dobivamo
sirutku. Sirutka ili mlijecni serum, je tekucina zeleno-Zute boje koja zaostaje nakon koagulacije
i odvajanja kazeina tijekom proizvodnje sira ili koncentriranog jogurta (Chandrapala, 2018),
bez obzira na vrstu mlijeka koju koristimo (kravlje, kozje, ov¢je ili bivolje).

Sirutka je dugo bila zanemarena i podcijenjena, a karakterizira ju to Sto je glavni nus-
proizvod u proizvodnji sireva. Tako se svakim proizvedenim kilogramom sira dobije 9 litara
sirutke. Njezin sastav i svojstva ponajviSe ovise o tehnologiji proizvodnje sira i drugih mlijecnih
proizvoda kao i o kakvodi koriStenog mlijeka.

Zahvaljujuéi vrlo korisnim svojstvima sirutka se koristi u proizvodnji mnogih
visokovrijednih namirnica. Proizvodaci hrane koriste sirutku kao poseban sastojak i/ili
dodatak. Tako sirutku kao izvor nutrijenata mozemo pronaci u funkcionalnim namirnicama,
ali i u trgovinama zdrave hrane kao dodatak prehrani koji je dostupan Siroj populaciji ljudi.
Prema izvjeS¢u European Dairy Association iz 2016. godine, navodi se da godisnja proizvodnja
sirutke u svijetu iznosi oko 190 milijuna tona, od cega je oko 6 milijuna tona sirutke
proizvedeno u Europi, a svega 197 tisuéa tona u Republici Hrvatskoj. Zadnjih godina prisutan
je trend rasta proizvodnje sira te se koli¢ina proizvedene sirutke u svijetu povecava svake
godine za 1-2% (Celik i Yuksel, 2016.).

Od davnina, sirutkom se vec¢inom hranila stoka, no zbog iznimno visoke bioloske i
nutritivne vrijednosti u zadnje vrijeme sirutka je sve vise prisutna i u prehrani ljudi. Konzumira
se najcesée kao napitak ili dodatak raznim jelima i desertima. Sirutka je drevni lijek koji je
preporucivao i sam Hipokrat. Sirutka je namirnica iznimno niske energijske vrijednosti,
otprilike 30 kcal na 100 grama.

Znanstvene studije otkrile su brojne zdravstvene dobrobiti sirutke koje se ocituju u
svakodnevnoj konzumaciji sirutke ili napitaka na bazi sirutke. Proteini sirutke sadrze sve
esencijalne aminokiseline koje su lako probavljive i potpuno iskoristive u organizmu $to ide u
prilog blagodatima konzumacije sirutke. Sirutka zbog svog sastava ima veliki potencijal za
daljnje iskoristavanje prvenstveno u prehrambenoj, no i drugim industriama ¢ime bi se
smanjila koli¢ina neadekvatno zbrinute sirutke (Blazi¢ i sur., 2018). Osim Sto je prisutna u
prehrani ljudi i hranidbi Zivotinja, sirutka ipak predstavlja i veliku opasnost za okoli$ jer sadrzi
vise od 6% organske tvari koju Cine laktoza, proteini, mlije¢na mast, mineralne tvari i vitamini.

Zbog velikih koli¢ina proizvedene sirutke koju vecdinom nije mogude plasirati na
ograni¢ena trzista kao sastojak u prehrani ljudi, ili hranidbi domacih Zivotinja potrebno je
pronaci joS neke nacine zbrinjavanja i/ili ponovnog iskoristenja sirutke kako bi izbjegli
potencijalnu opasnost njezinog nekontroliranog ispustanja u okolis. Sirutka je veliki zagadivac
okolisa. Priblizno 50% sirutke iskoristi se za proizvodnju albuminskih sireva, bioplina, laktoze

3



ili sirutke u prahu (Tratnik, 2003.). Zbog posljedica koje sirutka ostavlja na okoli$ ve¢ duze
vrijeme se istrazuju i razvijaju tehnoloski i biotehnoloSki procesi iskoriStavanja sirutke i
proizvodnje proizvoda dodane vrijednosti (Charles Ling, 2008.). Moguénost njezinog daljnjeg
iskoristenja leZi u proizvodnji bio-alkohola (bio-etanola). Tako je u posljednjih desetak godina
sirutka postala sirovina za proizvodnju raznih alkoholnih piéa kao Sto je primjerice votka
(Hamilton i Wansbrough, 2017). Znanstvenici ulazu veliki napor kako bi unaprijedili
tehnologiju fermentacije sirutke. Sastav sirutke moze uvelike utjecati na sastav destilata i
konacnu kvalitetu proizvoda S$to je od velike vaznosti za popularizaciju takvih napitaka na
trzistu.

Laktoza iz sirutke moZe posluZiti kvascima kao supstrat za proizvodnju bio-alkohola
(Duvnjak, 1983.). Proizvodnja alkohola i alkoholnih napitaka u stalnom je porastu te je upravo
fermentacija sirutke za proizvodnju alkohola zadnjih godina postala interesantna.
Fermentacija sirutke moze se provesti koristenjem razlicitim vrsta kvasaca, a obi¢no se koriste
kvasci koji se koriste i za fermentaciju druge hrane. Znanstvenici se bave $to boljom
optimizacijom uvjeta fermentacije kako bi se sirutka sto bolje iskoristila. Bio-alkohol, osim sto
moze biti sirovina za industriju alkoholnih pi¢a mozZe se iskoristiti i kao pogonsko bio-gorivo.
Takoder dobiveni alkohol moze posluziti i kao sirovina u farmaceutskoj i industriji proizvodnje
sredstava za CiSéenje.

Nacin izvedbe samog procesa fermentacije od velike je vaznosti za dobivanje
visokokvalitetnih proizvoda, stoga je potrebno pratiti uvjete koji utjecu na fermentaciju, kao
Sto su temperatura, brzina mijesanja, pocetna koncentracija inokuluma i samog supstrata te
koli¢ina otopljenog kisika zbog optimalne fermentacije kvasaca u aerobnim uvjetima. Naglasak
je na razvoju same tehnologije kako bi se ujedno optimizirali troSkovi proizvodnje te sama
proizvodnja postala prihvatljivija za ulaganje (Sansonetti i sur., 2009.).

Ideja za izradu ovoga rada proizasla je iz €injenica o vrijednostima sirutke kao sirovine
te problemom onedis¢enja okolisa nekontroliranim ispustanjem vecih koli¢ina sirutke u
okolinu. Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio istraziti potencijal proizvodnje alkoholnog piéa
iz sirutke zaostale nakon proizvodnje istarske skute od kravljeg mlijeka.



2. Pregled literature

2.1. Opcenito o sirutci i kemijski sastav sirutke

Postoje dvije vrste sirutke. Slatka sirutka, nastala preradom mlijeka u razli¢ite meke,
polutvrde i tvrde sireve te kisela sirutka koja se izdvaja prilikom mlijec¢no- kisele fermentacije
u proizvodniji svjezih sireva. Slatka sirutka sadrzi malu koli¢inu mlije¢ne kiseline jer se za
koagulaciju kazeina koristi sirilo, dok se kisela sirutka dobiva precipitacijom kazeina pomocu
kiselina, te shodno tomu sadrzi veée koli¢ine mlijec¢ne kiseline (Risner i sur., 2019.).

Glavni nacin dobivanja sirutke je kroz tehnoloski proces proizvodnje sira ili kazeina, pri
¢emu se samo 10-20% mlijeka iskoristi za proizvod, a 80-90% odlazi u sirutku (Popovi¢-Vranjes
i Vujici¢, 1997.). Najvece koli¢ine sirutke zaostaju nakon proizvodnje tvrdih sireva, ali i u
procesu proizvodnje nekih drugih mlijeénih proizvoda mozemo dobiti sirutku, npr. grékog ili
koncentriranog jogurta. Proteini sirutke pokazuju vecu hidrofilnost u usporedbi s kazeinom pa
su proteini sirutke stabilniji na utjecaj kiselina i/ili enzima te zbog toga zaostaju u sirutci nakon
koagulacije kazeina i odvajanja sirnog grusa. Najveéi udio sirutke ¢ini voda, dok je suhe tvari
oko 6%. (Tablica 2.1.). U procesu prerade u sirutku prelazi oko 50% suhe tvari mlijeka pri ¢emu
mnogi hranjivi sastojci mlijeka zaostaju u sirutci (Matijevi¢, 2018). Od ukupne suhe tvari sirutke
laktoza Cini i do 85%, proteini sirutke oko 10% te sadrzi neSto minerala i mlije¢ne masti (BlaZi¢
i sur., 2018.). Sirutka je izvrstan izvor riboflavina koji joj daje karakteristi¢nu Zuto-zelenu boju
te se dnevna potreba organizma za riboflavinom moze zadovoljiti jednom litrom sirutke (Slika
2.1.).

Laktoza je vrijedan sastojak sirutke te zbog toga ne smije biti zanemarena u daljnjem
iskoriStavanju sirutke. U mlijeku se laktoza pojavljuje u obliku otopine. Kravlje mlijeko u
prosjeku sadrZi oko 4,9% laktoze. Preradom mlijeka u sir, u sirutku dospijeva gotovo sva
laktoza te je njezin udio u suhoj tvari sirutke oko 70%.



Tablica 2.1. Sastojci suhe tvari i njihov udio u suhoj tvari sirutke

Sastojci suhe tvari g/100mL % od ukupnih
Laktoza 4,66 71,7
Proteini 0,91 14,0
Minerali 0,5 7,7

Mlije¢na mast 0,37 5,7
Ostalo 0,06 0,9
Ukupno 6,50 100,0

Izvor: Tratnik (1998.)

Slika 2.1. Izgled sirutke




2.2. Proteini sirutke

Sirutka obiluje sirutkinim proteinima koji su najvrjedniji sastojak sirutke, a ¢ine ih a-
laktalbumin, R-laktoglobulin, imunoglobulini, laktoferini i albumini krvnog seruma. Sirutka
sadrZi i slobodne aminokiseline, neke enzime te proteoze i peptone (Tablica 2.2.). Udio
sirutkinih proteina u kravljem mlijeku iznosi oko 20%, dok je udio kazeina oko 80%.

Tablica 2.2. Sastav proteina kravljeg mlijeka

Proteini Koli¢ina u mlijeku Udio od ukupne kolicine

(gke™) (%)

Kazein (ukupno) 26,0 79,5
o1 -kazein 10,0 30,6
os2 -kazein 2,6 8,0
B-kazein 10,1 30,8
K-kazein 3,3 10,1
Sirutkini proteini 6,3 19,3
a- laktalbumin 1,2 3,7
B- laktoglobulin 3,2 9,8
imunoglobulini 0,7 2,1
Proteoze i peptoni 0,8 2,4

Proteini ukupno 32,7 100,0

Izvor: Antunac i Havranek (2013.)



Udio ukupnih proteina u suhoj tvari mlijeka iznosi oko 30%, a ostatak otpada na
mlije¢nu mast, mlijecni Secer laktozu, vitamine i minerale. U sirutku prelazi oko 50 % ukupne
suhe tvari mlijeka. Najveci dio suhe tvari sirutke, oko 70% cini laktoza. Po strukturi proteini
sirutke su kompaktni globularni proteini s relativno podjednakom raspodjelom niza
nepolarnih, polarnih, neutralnih te nenabijenih ili nabijenih ostataka aminokiselina.
Intramolekularna struktura ovih proteina rezultat je disulfidnih veza (S-S), tj. disulfidnih
mostova, izmedu ostataka cisteina (Tratnik, 1998.).

2.3. Bioloska i nutritivna vrijednost proteina sirutke

Proteini sirutke imaju vrlo visoku bioloSku vrijednost. Proteini jajeta imaju bioloSku
vrijednost 100, sto se uzima kao referentna vrijednost. BioloSka vrijednost za kazein je 76, a
ukupna bioloSka vrijednost proteina mlijeka je 88, dok proteini sirutke dosezu biolosku
vrijednost ¢ak od 110. a-laktalbuminu svojim aminokiselinskim sastavom blizu je bioloskog
optimuma Sto potvrduje ¢injenicu da proteini sirutke imaju vecu biolosku, a ujedno i nutritivnu
vrijednost od kazeina (Tratnik, 2003.).

Razlog vecoj bioloskoj vrijednosti proteina sirutke u odnosu na proteine mlijeka
proizlazi iz veceg udjela lizina i tioaminokiselina u aminokiselinskom sastavu proteina sirutke.
Proteini sirutke takoder predstavljaju i dobar izvor razgranatih aminokiselina valina, leucina i
izoleucina (Tratnik, 1998.).

Nutritivna vrijednost proteina sirutke ovisi o udjelu pojedinih aminokiselina koje se
apsorbiraju u probavnom sustavu. Proteini sirutke se u velikoj mjeri koriste za poveéanje
nutritivne vrijednosti mlijecnih, ali i ostalih prehrambenih proizvoda (Tratnik, 1998.).

2.4. Oblici proteina sirutke

Proteini sirutke, kao dodatci prehrambenim proizvodima, na trzistu se pojavljuju u
obliku izolata proteina sirutke (IPS) i koncentrat proteina sirutke (KPS). Izolat proteina sirutke
sadrzi veéi postotak proteina (viSe od 90% proteina u suhoj tvari) od koncentrata proteina
sirutke koji ima oko 50 do 70% proteina u suhoj tvari (Tratnik, 2003.).

Razvojem i popularizacijom fitness industrije, sirutkini proteini (eng. whey protein)
postaju sve traZeniji, a upravo je sirutka glavna sirovina za njihovu proizvodnju. Zbog toga, je
zadnjih godina potraznja za sirutkom na trzistu vrlo velika te je intencija maksimalno iskoristiti
sve njezine prednosti.



2.5. Funkcionalna svojstva proteina sirutke

Proteini sirutke imaju vrlo specifi¢na funkcionalna svojstva te se upravo zbog tih
svojstava Cesto koriste kao dodaci u prehrambenoj industriji. Neka od funkcionalnih svojstava
proteina sirutke potjec¢u od sposobnosti (Tratnik, 1998.):

e bubrenja (vezivanja vode)
e emulgiranja

e Zeliranja

e stvaranja pjene te

e denaturiranja

Topljivost proteina sirutke vrlo je vazna za osiguravanje dobrog emulgiranja i Zeliranja
prilikom procesa proizvodnje hrane u koju se proteini sirutke dodaju. Denaturacija zapocinje
vec na temperaturama iznad 60 °C dok na temperaturama iznad 90 °C u trajanju od 10 minuta
proteini sirutke potpuno denaturiraju. Svojstvo vezivanja vode vazno je u mljekarskoj industriji
prilikom proizvodnje fermentiranih mlije¢nih proizvoda.

Sposobnost Zeliranja usko je povezana sa sposobnoséu bubrenja jer prilikom povisenja
temperature sirutkini proteini veZzu na sebe veliku koli¢inu vode te tako stvaraju Zelatinozni
gel. Emulgiranje se koristi u svrhu smanjenja povrsinske napetosti izmedu hidrofobnih i
hidrofilnih sastojaka hrane, kako bi se ti sastojci sto bolje povezali u jednoli¢nu, kompaktnu
smjesu.

Proteini sirutke se u mljekarskoj industriji koriste ve¢ duze vrijeme zbog prehrambenih
i funkcionalnih svojstava, ali u posljednje vrijeme sve se viSe primjenjuju i u drugim
prehrambenim industrijama, kao Sto su pekarska i mesna industrija te u industriji proizvodnje
hrane za dojencad (Tratnik, 2003.).

2.6. Zdravstvena vrijednost sirutke

Interes za iskoristenjem sirutke poveéava se i zbog potencijalne zdravstvene dobrobiti.
Naime, proteini sirutke djeluju antikancerogeno. Takoder, imaju i povoljan udinak na
imunoloski sustav, djeluju antihipertenzivno te snizavaju kolesterol u krvi. Uz navedeno,
proteini sirutke mogu pomodi u regeneraciji i povecanju misi¢cne mase vjezbanjem. Proteini
sirutke mogu smanijiti krvni tlak za Sto su zasluzni bioaktivni peptidi kojima sirutka obiluje
(Chavanisur., 2015.).

Proteini sirutke mogu pomodéi u lije¢enju upalnih procesa crijevaiili u kontroli dijabetesa
tipa 2 te poboljsavaju antioksidativhu sposobnost organizma. Vrlo su vrlo zasitni Sto ih cini



korisnim dodatkom prehrani za mrsavljenje jer pomazu u kontroli tjelesne tezine (McGregor i
Poppitt, 2013).

Imunoglobulini i nespecifiéni imunoaktivni sastojci sirutkinih proteina s antimikrobnim
svojstvima odgovorni su za jaanje imunoloskog sustava (Tratnik, 1986.). Posljednjih godina
sve se vise istraZuje utjecaj sirutkinih proteina na inhibiciju rasta stanica tumora (Bounous i
sur., 1991.). Takoder znanstvenici istrazuju pozitivan ucinak proteina sirutke na redukciju
stresa i smanjenje razine hormona kortizola u organizmu. Znanstveno je dokazano i da sirutka
pomaze u regeneraciji jetre i ¢iS¢enju organizma od Stetnih toksina (Onwulata i Huth, 2008.).

Osim Sto proteini sirutke sudjeluju u poboljSavanju opéeg imunoloskog statusa
organizma, doprinose i sintezi hormona srece serotonina u mozgu, regulaciji apetita (Leidy i
sur., 2011.) pa ¢ak mogu utjecati i na bioloski sat.

Udio mineralnih tvari u sirutki moze biti vrlo promjenjiv, Sto je posljedica razliCitih
biokemijskih procesa koji se odvijaju tijekom proizvodnje sira i skladiStenja sirutke. Sirutka
obiluje vitaminima B i C koji su vaZzni za metabolizam energije i ja¢anje imunoloSkog sustava
organizma. Udio vitamina topivih u mastima (A, D, E i K) ovisi o koli¢ini zaostale mlijecne masti
u sirutci (Antunaci sur., 2011.).

Uloga laktoze u sirutci je: poticanje peristaltike crijeva i pomaze u apsorpciji kalcija,
magnezija i fosfora u organizmu. Takoder, osigurava optimalnu probavu masti i ostalih
hranjivih tvari u organizmu. Laktoza iz sirutke uspostavlja blago kiselu reakciju u crijevima, te
na taj na¢in onemogucuje rast i razmnoZavanje patogenih bakterija (Onwulata i Huth, 2008.).

2.7. Ekoloski znacaj sirutke

Samo polovina proizvedene sirutke biva ponovo iskoriStena, a ostatak najéescée zavrsi
u prirodi Sto predstavlja veliku opasnost za okolis. Posebno zbog kemijskog sastava i
bioaktivnih tvari prisutnih u sirutci, ona predstavlja ozbiljan ekoloski problem, s obzirom na
visoke vrijednosti KPK (kemijska potrosnja kisika) i BPK (bioloSka potro3nje kisika).

Sirutkom se moze onecistiti okolis$ pa se u posljednje vrijeme nastoje iznaéi u€inkovita
i trajna rjeSenja zbrinjavanja sirutke kako bi se o€uvala prirodna stanista mnogih biljnih i
Zivotinjskih vrsta u mikro sredinama gdje se mlijeko preraduje u sir.

Najjednostavniji nadin zbrinjavanja sirutke bio bi ispustiti visak u okoli§, no to za
ocuvanje okolisa nikako nije prihvatljivo buduci da se zagaduju vodotoci i ugrozava biljni i
Zivotinjski svijet. Naime, mljekarska industrija kao i ostale industrije svakodnevno se suocavaju
s problemom otpadnih materijala. Oni trebaju biti obradeni prije ispustanja u prirodne
vodotoke ili na zemljiSta, Sto je neisplativo za industriju i proizvodnju manjeg kapaciteta.
Obrada takvih nusproizvoda moZe biti dosta skupa i tako znatno utjecati na cijenu samog
proizvoda (Matijevié, 2018.).
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S druge strane nesavjesno zbrinjavanje sirutke predstavlja ozbiljan gubitak sirovine.
Chemical oxygen demand (COD), kemijska potrosnja kisika sirutke iznosi od 50 do 80 g/L, a
biochemical oxygen demand (BOD), tj. biokemijska potrosnja kisika iznosi od 40 do 60 g/L
(Lappa i sur., 2019.). Navedeno nam potvrduje da je potrebno dodatno iskoristiti sirutku kao
sirovinu, ne samo iz aspekta njezine daljnje prerade, nego i iz aspekta smanjenja otpadnog
materijala iz industrije prerade mlijeka u sir. Tako proces fermentacije sirutke moze smanijiti
njezinu bioloSku potrosnju kisika za 75%. Veé spomenuta visoka bioloska potrosnja kisika
sirutke za kisikom, uzrokuje velike probleme zagadenja okoliSa ako se sirutka ispusta izravno
u vodotoke (Christian-Urbina i sur. 2000.). Stoga se nastoji i kroz pokretanje proizvodnje
alkohola fermentacijom sirutke smanijiti problem sirutke kao potencijalnog zagadivaca okolisa.

Sirutka u koli¢ini od jedne tone ispustena u sustav za obradu otpadnih voda prouzroci
optereéenje jednako onom koje uzrokuje otprilike 470 ljudi dnevno. Neke proizvodnje dnevno
mogu ispustiti i do 150 m3 neiskoridtene sirutke, $to je onda ekvivalent koli¢ini otpada koju
proizvedu ljudi u gradu srednje veli¢ine. Takoder, za biolo$ku je oksidaciju jednog m?3 sirutke
ispustene u prirodne vodotoke potrebno 4,500 m*® nezagadene, aerirane vode. To mozZe
dovesti do veéeg rasta algi i znacajnog smanjenja razine kisika u vodotocima Sto u vise

S obzirom na vrijedne sastojke koje sirutka sadrzi, ali i Stetne posljedice koje moze imati
za okoli$, znanstvenici proucavaju razliCite alternativne mogucénosti ekonomski isplative
prerade sirutke u vrijedne sirovine ili proizvode (Matijevi¢, 2018.).

Osim s aspekta ekologije, visak sirutke predstavlja i ekonomski gubitak za sirarsku
industriju. S procijenjenom svjetskom proizvodnjom od oko 190 milijuna tona godisnje, a zbog
visokog organskog optereéenja, sirutka ima veliki potencijal za daljnje iskoristenje. Vodeci
proizvodacii preradivaci sirutke su drZzave ¢lanice Europske unije i Sjedinjene Americke DrZzave
te zajedno Cine oko 70% ukupne svjetske proizvodnje (Matijevi¢, 2018.).

2.8. Gospodarenje sirutkom

Odrzivo gospodarenje sirutkom usmjereno je na biotehnoloske i prehrambene metode
razvoja proizvoda dodane vrijednosti Tratnik (2003) navodi da se novim tehnoloskim
procesima mogu proizvesti razli¢iti prehrambeni proizvodi na bazi sirutke (prije svega
koncentrati i izolati proteina sirutke).

Zbog velikog udjela vode prerada sirutke u napitke je najprihvatljivija i najisplativija.
Stoga se danas na trziStu moze pronaci Citava paleta sirutkinih napitaka. To su napitci
proizvedeni od slatke ili kisele sirutke, od deproteinizirane sirutke, svjeze sirutke, fermentirane
sirutke ili sirutke razrijedene vodom, pa sve do napitaka u prahu uz dodatak raznih aroma
(Jelici¢ i sur. 2008.).

Sirutka je zbog kemijskog sastava (70% laktoze u suhoj tvari, mineralne tvari i vitamina)
vrlo dobar supstrat za uzgoj mikroorganizama, stoga se zadnjih godina pridaje velika paznja
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moguénostima biotehnoloskog iskoriStavanja sirutke u proizvodnji raznih proizvoda kao sto
su: sirutka u prahu, koncentrati i izolati proteina sirutke, napitci na bazi sirutke, albuminski
sirevi, laktoza, , mlije€na kiselina, BD-galaktozidaza, vitamini, funkcionalne hrane i pi¢a, jestivih
filmova i prevlaka, bioplastike, biogoriva, bioalkohola i drugih vrijednih bioloSkih proizvoda
(Bozanicisur., 2014.).

Mnogi znanstvenici u podrucju hrane razvili su napitke na bazi sirutke, poput vina od
sirutke, fermentirana pica od sirutke koristeci zrna kefira i/ili uz pomo¢ bakterija mlije¢ne
kiseline, napitci od mjeSavine voca i sirutke, pi¢a od sirutke s niskim udjelom alkohola te
destilirani likeri (Dragone i sur., 2009.).

Sirutka je dobra podloga za rast mnogih vrsta mikroorganizama, a moZe biti sirovina i
za pripravu raznih probioti¢kih fermentiranih napitaka. Osim toga, zadnjih godina pod
povecalom je i ideja koriStenja sirutke kao supstrata za proizvodnju mlije¢ne kiseline i bio-
alkohola (Matijevi¢ i sur., 2011.).

2.8.1. Fermentacija sirutke i proizvodnja alkohola

Jedna od industrijskih primjena sirutke je upravo proizvodnja bio-etanola (Parashar i
sur., 2016.), no trenutno je i dalje industrijska primjena sirutke u tom vidu vrlo ogranicena.
Drugi nacini iskoristavanja ne bi samo smanijili otpad, vec¢ bi se i proizveli proizvodi dodane
vrijednosti te tako i generirali novi prihodi (Zandona i sur., 2021.)

Naime, velike mljekarske industrije uz svoje pogone za preradu mlijeka nerijetko imaju
i postrojenja za proizvodnju proizvoda cija je glavna sirovina sirutka. Najéesée su to pogoni za
dehidraciju sirutke i proizvodnju razli¢itih izolata, koncentrata te proteina sirutke u prahu. No,
mljekarskim pogonima srednjeg i malog kapaciteta nije prihvatljiv dodatni trosak izgradnje
skupih postrojenja za preradu sirutke te tako u tim uvjetima sirutka i dalje ostaje neiskoristena.
Malim i srednjim proizvodacima cilj je zbrinuti sirutku bez dodatnih troskova, a po moguc¢nosti
kroz djelomi¢nu prodaju napitaka ostvariti dodatnu zaradu. Zbog ovih izazova, proizvodaci
malog i srednjeg kapaciteta kontinuirano traze dodatne mogucnosti zbrinjavanja sirutke.
Povrh toga, sustavi procis¢avanja otpadnih voda takoder su skupa investicija za male
proizvodnje (eng. small artisan creameries), stoga proizvodaci nastoje pronadi idealan nacin
zbrinjavanja sirutke (Hughes i sur., 2018.). Nazalost, najcescée i dalje sirutka zavrSava ispustena
u kanalizaciju gdje dospijeva u obliznje vodotoke i tako postaje opasna prijetnja za okolis.
Mljekare koje proizvode manje koli¢ine sirutke dio iste prodaju ili koriste u hranidbi domacih
Zivotinja, najéesce svinja.

Fermentacija i destilacija sirutke mogu se izvrsiti kako bi se dobio bio-etanol ili pitki
alkohol. Fermentacija i destilacija sirutke za proizvodnju alkoholnih pi¢a mogu biti dodatni
izvor prihoda za male i srednje proizvodace. To omogucuje proizvodnju specifi¢nih proizvoda
dodatne vrijednosti Ccija je trziSna cijena visoka.
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Sirutka nakon proizvodnje skute jeftina je i dostupna sirovina u velikim koli¢inama te
moze biti dobra zamjena za sirovine poput Secerne trske ili Sec¢erne repe, kao i razli¢itih
poljoprivrednih kultura iz kojih se do sada dobivao bio-etanol (Bozanicisur., 2014.). lako velike
koli¢ine sirutke i dalje ostaju neiskoriStene, proizvodnja bio-etanola moZe postati isplativija
poboljSanjem tehnologije i smanjenjem troSkova proizvodnje. Posljednjih godina fokus
znanstvenog interesa je u proucavanju i optimizaciji uvjeta fermentacije kako bi sam proces
zbog niskog prinosa alkohola, fermentacija sirutke puno je kompleksnija od fermentacije
Zitarica, npr. pSenice ili kukuruza. Uz to, potencijalno su vedi i troskovi samog rukovanja i
prerade sirutke $to je mogu uciniti manje interesantnom sirovinom za fermentaciju. Takoder,
koli¢ina dobivenog alkohola ovisi i o vrsti sirutke koja fermentira pa tako slatka sirutka lakse
fermentira od kisele sirutke (Risner i sur., 2019.).

Prilikom proizvodnje koncentrata i izolata proteina sirutke ili nakon procesa
proizvodnje albuminskog sira skute iz sirutke ostaje gotovo deproteinizirana sirutka koja sadrzi
laktozu i odlican je supstrat za proizvodnju bio-etanola. Laktoza mozZe sluziti kvascima za
proizvodnju alkohola. Fermentacija sirutke moZe se provesti s nekoliko vrsta kvasaca, a obi¢no
se koriste kvasci rodova Saccharomyces cerevisiae, Candida pseudotropicalis i Kluyveromyces
marxianus. Kvasci C. pseudotropicalis i Kluyveromyces marxianus mogu izravno metabolizirati
laktozu, dok Saccharomyces cerevisiae ne moze metabolizirati laktozu te je potrebno provesti
enzimatsku hidrolizu laktoze prije samog procesa fermentacije (Dragone i sur., 2011).

Sirutka se mora preraditi u Sto kracéem vremenskom periodu nakon same proizvodnje
sira jer se inafe povedava rizik od rasta bakterija mlijecne kiseline koje mogu proizvesti
dodatne koli¢ine mlije¢ne kiseline koja djeluje inhibitorno na rast kvasaca Sto moze utjecati na
pravilnost fermentacije. lako upotreba sirutke kao osnove za fermentaciju nije novi koncept,
nego je poznat od 40-ih godina 20. stoljeéa, sada se javlja sve vedi interes za eksperimentiranje
sa sirutkom, posebno zbog ideje o odrzivosti. Naime, fermentacija sirutke u bio-alkohol mogla
bi zakljuditi pricu samo-odrZivosti neke proizvodnje zbog toga Sto bi se dobiveni bio-alkohol
koristio kao pogonsko gorivo (Asunis i sur., 2020.), a tekuéi dio sirutke izdvojen nakon
destilacije takoder moze posluzZiti kao tehnoloSka voda u rashladnim ili sliénim uredajima u
samoj proizvodniji.

Upotreba sirutke kao sirovine za proizvodnju destilata polako postaje sve popularnija,
ali jo$ uvijek ogranicena zbog brojnih problema koji se u samom procesu pojavljuju. Male
mljekare vec¢inom sirutku koriste za hranidbu vlastitih domadih Zivotinja, a velike mljekare
proizvode toliko velike koli¢ine da im se ne isplati u¢i u suradnju s malim destilerijama koje bi
koristile vrlo male koli¢ine sirutke. MoZda budu¢nost jakih alkoholnih pi¢a na osnovi sirutke
leZzi negdje u sredini, tj. u suradnji izmedu malih odrzivih zanatskih destilerija i mljekara
srednjeg i malog kapaciteta.

Znanstvenici na Oregon State University smatraju da iako je potrebno utrositi dodatnu
energiju za pretvaranje sirutke u alkoholna pic¢a, npr. votku, i dalje je to veliki doprinos
oCuvanju okolisa. Navode i da je doslo do znacajnog smanjenja staklenickih plinova, a
proizvodaci takoder mogu povedéati svoje prihode, sto Cini ovaj nacin gospodarenja sirutkom
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iznimno zanimljivim. Smatraju da bi se fermentiranje i destiliranje sirutke za izradu alkoholnih
pi¢a moglo lakse i jeftinije provesti nego npr. pretvaranje viska sirutke u proteinski prah.
Postupak destilacije mogle bi obavljati mljekare samostalno ili bi se mogle stvoriti mljekarske
zadruge.

2.8.2. Karakteristike kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus u
fermentaciji sirutke

Prilikom proizvodnje raznih fermentiranih proizvoda, posebice kod proizvodnje vina ili
piva, kvasci se koriste kao bio-katalizatori. Takoder kvasci se upotrebljavaju u proizvodnji
pekarskih proizvoda, etanola i drugih alkoholnih pi¢a. Kvasci su jednostani¢ni eukariotski
mikroorganizmi koji se razmnoZavaju pupanjem (Slika 2.) i odgovorni su za alkoholno vrenje.
U prisutnosti ili odsutnosti kisika, kvasci pretvaraju Secéere iz supstrata u etilni alkohol, dok se
istovremeno oslobada ugljikov dioksid .

Kroz povijest se taksonomija i broj vrsta unutar roda Kluyveromyces mijenjao, a 2003.
su Kurtzman i Robnett prema filogenetskim svojstvima odredili Sest vrsta roda Kluyveromyces
(Fonseca i sur., 2008). Rod Kluyveromyces ¢ine kvasci koji su izolirani iz voéa, drveéa, morske
vode i mlije¢nih proizvoda. Danski mikolog Emil C. Hansen prvi je put opisao kvasac
Kluyveromyces marxianus 1888. godine. Vrste koje su vazne za mljekarsku industriju su
Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces marxianus, Ciji sojevi sudjeluju u procesu proizvodnje
kefira i nekih odredenih vrsta sireva.

Kluyveromyces marxianus i Kluyveromyces lactis najpoznatiji su c¢lanovi roda
Kluyveromyces. Po karakteristikama vrlo su sli¢ni, izuzetak je oblik njihovih spora. Zajednicka
im je sposobnost fermentacije laktoze, Sto upuéuje na to da je Kluyveromyces lactis sli¢an
Kluyveromyces fragilis (danas Kluyveromyces marxianus). Neki izvori navode ih i kao podvrste,
Kluyveromyces marxianus var. lactis i var. marxianus. Znanstvene studije ¢esto istiCu da je
Kluyveromyces fragilis organizam sa sposobnos¢u fermentacije laktoze, medutim, trenutno je
to sinonim za Kluyveromyces marxianus (Lachance, 2011.). Kluyveromyces marxianus je
mikroorganizam koji se takoder koristi za proizvodnju bio-etanola i alkoholnih piéa iz sirutke
ili permeata sirutke. Malo je poznatih vrsta kvasca koji imaju sposobnost metabolizirati laktozu
u etanol, a Kluyveromyces marxianus je mikroorganizam koji se u velikoj mjeri koristi za
pretvorbu laktoze u etanol. Osim za proizvodnju bio-etanola, Kluyveromyces marxianus koristi
se i za industrijsku proizvodnju enzima: inulinaza, B-galaktozidaza, B-glukozidaza te
endopoligalaktorunaza.

Osnovne karakteristike koje kvascu Kluyveromyces marxianus daju prednost pred
drugim kvascima u industrijskoj proizvodnji su brz rast, tolerantnost na visoke temperature te
proizvodnja etanola uz nastajanje minimalnih koli¢ina nusprodukata fermentacije (Lane i sur.,
2011.). Generacijsko vrijeme iznosi oko 70 minuta Sto vrstu Kluyveromyces marxianus svrstava
u skupinu eukariota s najve¢om brzinom udvostrucavanja (Lane i Morrissey, 2010.).
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Sposobnost Kluyveromyces marxianus da pretvori laktozu u etanol poznata je u znanstvenim
istrazivanjima koja se ti€u proizvodnje bio-etanola. Sojevi unutar vrste Kluyveromyces
marxianus imaju razli¢ite afinitete za proizvodnju etanola s obzirom na stupanj geneticke
modifikacije koji imaju (Fonseca i sur., 2008.). Tolerancija Kluyveromyces marxianus na etanol
niza je od tolerancije S. cerevisiae i moze ograniciti proizvodnju etanola (Zoppellari i sur.,
2013.). Kluyveromyces marxianus tolerantan je na temperature od 45-50 °C (Marcisauskas i
sur., 2019.) Sto ga Cini idealnim za koriStenje u fermentacijama koje se odvijaju pri visoj
temperaturi, no optimalna temperatura za proizvodnju etanola pomodéu kvasca
Kluyveromyces marxianus je 40 °C (Yanasa, 2010.).

Kluyveromyces marxianus je opcenito prepoznat kao mikroorganizam ¢iji produkti
metabolizma nisu Stetni za ljude, Sto je korisno za proizvodace pitkih alkoholnih pi¢a. Kod
ostalih mikroorganizama koji se koriste u proizvodnji hrane i pica (K. lactis, S. cerevisiae i
Escherichia coli) znanstvenici su takoder ispitivali njihove moguénosti pretvaranja laktoze u
bio-etanol, no istrazivanja su provedena samo u eksperimentalnim uvjetima koristeéi genetski
modificirane organizme. Upotreba genetski modificiranih organizama za proizvodnju
alkoholnih pi¢a nije uobicajena. To je vjerojatno zbog Cinjenice Sto potrosaci ne Zele
konzumirati genetski modificirane organizme. Kluyveromyces marxianus ima sposobnost
rasta na laktozi, galaktozi, glukozi, fruktozi, ksilozi i inulinu u hranjivim medijima gdje su ti
Seceri jedini izvor ugljika (Pentjuss i sur., 2017.). Iz tog razloga sirutka, odnosno laktoza iz
sirutke, predstavlja vrlo jeftinu i u¢inkovitu sirovinu za rast kvasaca Kluyveromyces marxianus
(zafar i Owais, 2006.).

Slika 2.2. Kluyveromyces marxianus

lzvor : ScienceDirect
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-

science/kluyveromyces-marxianus - pristup: 10.7.2021.
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2.8.3. Destilacija alkohola iz fermentirane sirutke

Destilacija je proces izdvajanja alkohola i tvari komponenta arome nastalih alkoholnom
fermentacijom Secera. Osim alkohola i vode pojavljuju se i neki drugi hlapljivi sastojci, kao npr.
aldehidi, ketoni i esteri. Destilacija se temelji na razli¢itim temperaturama vrelista
komponenata u smjesi. Cilj destilacije je izdvojiti etanol u povoljnom omjeru s ostalim
primjesama kako bi destilat ima Sto bolje proizvodne i senzorne karakteristike.

Nakon Sto se Seceri iz sirutke, prvenstveno laktoza i ostali monosaharidi pretvoreni u
etanol, potrebno je koncentrirati alkohol do jacine koja je primjerena za alkoholne proizvode.
Prema literaturnim navodima prinos etanola pri fermentaciji sirutke kre¢e se od 2 do 5%
prociséavanja alkohola u sirovom destilatu na sloZenijim kotlovima za destilaciju, naziva se
deflegmacijom. Takoder, redestilacija je postupak kada se destilacija provodi nekoliko puta u
svrhu procis¢avanja destilata i uklanjanja nepozeljnih tvari.

Fermentirana sirutka djelovanjem kvasaca je zapravo razrijedena otopina etanola u
vodi, a taj je etanol potrebno koncentrirati kako bi se stvorila osnova samog alkoholnog pica.
Medutim, ostale prisutne hlapljive komponente, bilo iz mati¢ne sirutke ili proizvedene tijekom
fermentacije kao sekundarni metaboliti, nazivaju se kongeneri. lako su ti spojevi prisutni u
relativno niskim koncentracijama, mogu doprinijeti okusu destiliranog alkoholnog pi¢a. Osoba
koja provodi destilaciju mora donijeti odluku o tome koliko tih aroma potrebno zadrzati u
dobivenom alkoholnom picu pa se sukladno tomu provodi postupak redestilacije ¢ak i nekoliko
puta.

Sekundarni metaboliti fermentacije sirutke, uz etanol su i brojni esteri, kratkolanc¢ane
masne kiselina i metil ketoni. Njihova prisutnost utjeCe na konacne osjetilne karakteristike
Zestokog pic¢a i stoga bi trebala biti pod kontrolom, bilo fermentacijom ili razumnom
destilacijom.

Esteri su spojevi koji u najveéoj mjeri doprinose kvaliteti rakija jer su odgovorni za
njihova voéna i cvjetna senzorna svojstva. Sinteza estera odvija se tijekom fermentacije i u fazi
dozrijevanja (maturacije) alkohola. U procesu fermentacije dolazi do esterifikacije izmedu
etanola i acetil-CoA dobivenog razgradnjom aminokiselina ili ugljikohidrata. Ove reakcije se
odvijaju zahvaljujuéi enzimima kvasaca iz dodane starter kulture. Nastaju procesom
esterifikacije izmedu alkohola i organskih kiselina, a za ilustraciju mlije€na kiselina je glavna
organska kiselina sirutke. Udio estera u konacnom proizvodu ovisi o vrsti Secera koji
fermentira, uvjetima fermentacije i o opremi za destilaciju (Spaho, 2013.). No zbog izrazito
niskog praga osjetljivosti esteri se u alkoholnim pi¢ima pojavljuju u vrlo niskim
koncentracijama.

Ketoni mogu nastati B-oksidacijom iz slobodnih masnih kiselina ukoliko su u sirutci
prisutne slobodne masne kiseline, odnosno odredena koli¢ina mlijeéne masti (Cao i sur.,
2014.).
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Metanol je topljiv u vodi i tocka vrelista mu iznosi 64,7 °C. U nekim studijama utvrdeno
je da koncentracija metanola tijekom destilacije varira ovisno o tehnici provodenja destilacije.
No, zbog njegovog toksi¢nog djelovanja iznimno je vazno kontrolirati koncentraciju metanola
u destilatu odnosno rakiji (Nikicevi¢ i TeSevi¢, 2010.). Prema Pravilniku o jakim alkoholnim
pi¢ima (NN 61/2009) maksimalna dopustena koncentracija metanola u vo¢nim rakijama iznosi
1000 g/hL, preracunato na 100% vol. alkohola. Nasuprot tome, njegova dopustena koli¢ina za
alkoholna piéa proizvedena destilacijom iz fermentirane sirutke nije definirana. Pri
koncentraciji viSoj od dopustene, metanol uzrokuje dezorijentaciju i povraéanje, a u znatno
veéim koncentracijama sljepoc¢u i smrt. Razlog tome je oksidacija metanola u otrovni
formaldehid i metansku (mravlju) kiselinu.

Alkoholi s Cetiri i viSe ugljikovih atoma nazivaju se visi alkoholi i kvantitativno su najveca
skupina hlapivih komponenata koje nastaju u procesu fermentacije. Pojam visi alkoholi odnosi
se na alkohole kojima je temperatura vreliSta visa od vrelista etanola (78,35 °C) Karakterizira
ih slaba topivost u vodi. Najé¢esc¢i visi alkoholi koji se pojavljuju u rakijama proizvedenim
fermentacijom voénih Seéera su: 1-propanol, izobutanol, 2-metil-1-propanol, 2-butanol, 2-
metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol i 2-metil-1-butanol. U manjim koli¢inama daju karakter i
doprinose pozeljnoj aromi jakih alkoholnih pica, a ukoliko se nalaze u veéim koncentracijama
odgovorni su za jak i neugodan miris i okus (Dragone i sur., 2009.).

Hidrolizom laktoze na jednostavne Seéere, glukoza moze uéi u proces fermentacije, Sto
za posljedicu ima akumulaciju viSih alkohola u destilatu fermentirane sirutke. Potrebno je
kontrolirati udio viSih alkohola kako njihove prevelike koli¢ine ne bi imale negativan ucinak na
senzorna svojstva alkohola destiliranog iz fermentirane sirutke. Tako npr. 3-metil-1-ol i 2-
metilbutan-1-ol predstavljaju spojeve koji ¢ine oko 40 do 70% svih visih alkohola sadrzanih u
voénim rakijama. Zajednicki ih se naziva i-amilnim alkoholima. Pri koncentracijama niZim od
500 g/hL daju pozitivne karakteristike destilatima i doprinose poZeljnom okusu dok vece
koncentracije imaju negativan ucinak na senzorne karakteristike. Za primjer, povisenim se
koncentracijama okus rakije senzorski opisuju kao sladak i alkoholni, Sto predstavlja
nepozeljnu senzornu karakteristiku jakih alkoholnih pi¢a (Dragone i sur., 2009.).

Dozrijevanje destilata provodi se u svrhu poboljSavanja senzorskih svojstava, a moze
trajati od nekoliko mjeseci do desetak godina. Sirovi destilat ima oStru, neharmoniénu aromu
pa Sto je dozrijevanje duze, to ée i destilat biti bolji. Starenje i dozrijevanje uzrokuje pozitivne
promjene jer se razgraduju nepozeljni sastojci prisutni u destilatu. Tijekom odlezavanja
destilata dolazi do bistrenja, poboljSava se okus te povecéava koli¢ina aromaticnih i mirisnih
tvari (Rupert, 2017.).

Za potrebe ovoga rada provedena je jednokratna destilacija fermentirane sirutke.
Postupak destilacije provodi se u tri koraka. Prvi korak je zagrijavanje fermentirane sirutke do
tocke isparavanja, drugi korak je kondenzacija pare te na samome kraju sakupljanje ponovno
kondenzirane tekudine, odnosno destilata. Slika 2.3. prikazuje shemu priru¢nog kotla za
destilaciju u domadinstvu koristenog u pokusu.
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1. LoziSte 2. Ispusni otvor 3. MijeSalice 4. Kotao 5. Zupcanik 6. Vijenac — vodeni dihtung 7. Kapak od kazana
8. Mjesac 9. Vodeni dihtung 10. Spojna cijev 11. Otvor za oticanje vode
12. Hladnjak — Spirala 5 navoja 13. Cep za punjenje hladnjaka 14. Termometar

Slika 2.3. Shematski prikaz kotla za destilaciju u domadinstvu
Izvor: https://domacilek.cz/pecenje-rakije-ili-destilacija-sta-je-potrebno-da-napravimo-
dobru-rakiju/ - pristup: 10.7.2021.

2.8.4. Jaka alkoholna pica na bazi sirutke

Napitci od sirutke fermentirani pomocu kvasaca, tj. proizvodi s ve¢im udjelom alkohola
(npr. votka i gin) u posljednjih nekoliko godina postaju sve zanimljiviji i proizvodacima i
potrosacima. Povecanje popularnosti alkoholnih pi¢a nastalih fermentacijom sirutke javilo se
kao rezultat pokusaja neSkodljivog zbrinjavanja viska sirutke.

Prvo postrojenje za fermentaciju sirutke u alkohol zapocelo je s radom 1978. godine u
jugozapadnom dijelu Irske. U novije vrijeme podignuto je jos nekoliko pogona u Sjedinjenim
Americkim Drzavama, Velikoj Britaniji i na Novom Zelandu. Za primjer, proizvodac¢ mlijeka iz
Dorseta u Engleskoj pretvara visak sirutke u votku Black Cow, a tasmanijska destilerija
Hartshorn fermentira ov¢ju sirutku u votku, dZin i liker. Njihova je votka viSestruko
nagradivana svjetskim odli¢jima. Destilerija mlije¢nih proizvoda u Ontariju pretvara sirutku u
profit tako $to proizvodi alkoholni napitak koji nazivaju Vodkow (Slika 2.4.-2.7.).
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Slika 2.4. Komercijalni alkoholni napici na bazi sirutke

Izvor: https://www.alcademics.com/2017/04/a-new-wheyve-of-milk-based-gin-and-vodka-
hits-the-market.html pristup: 20.08.2021.
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Slika 2.5. Gin destiliran iz sirutke Slika 2.6. Alkoholni napitak na bazi sirutke

lzvor: lzvor:
https://www.coppercrowdistillery.com/ https://www.wheywardspirit.com/
pristup: 20.8.2021. pristup: 20.8.2021.

e

mMaDE FROM FRESY

Slika 2.7. Vodka destilirana iz fermentirane sirutke

lzvor: https://tmkcreamery.com/ Pristup: 20.8.2021.
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3. Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno u lipnju 2021. godine na obiteljskom poljoprivrednom
gospodarstvu koje se bavi uzgojem goveda za proizvodnju mlijeka te posjeduje vlastiti pogon
za preradu mlijeka u Siroki asortiman mlijecnih proizvoda.

U mini sirani obiteljskog poljoprivrednog gospodarstva na podrucju Istre proizvedene
su tri SarZe istarske kravlje skute. Sirutka kao nusprodukt proizvodnje sira, a nakon izdvajanja
skute, koristena je u pokusu. Kroz tehnoloski proces proizvodnje sira nisu uocena nikakva
odstupanja od uobicajenih proizvodnih karakteristika sirnog grusa i sirutke. Nakon izdvajanja
sirnog grusa i oblikovanja sira, sirutka se dalje koristila za proizvodnju albuminskog sira skute
(Slika 3.1.). Prilikom proizvodnje skute, po recepturi u sirutku je dodano svjeze sirovo mlijeko,
morska sol u koncentraciji od 2% te limunska kiselina u koncentraciji < 0,2%. Prije samog
dodavanja starter kulture, sirutka je profiltrirana kroz filter papir kako bi se dodatno uklonili
ostaci grusa (Slika 8.).

Slika 3.1. Proizvodnja skute
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Slika 3.2. Prikaz kutije koriStenog filtera

Nakon proizvodnje skute, odvojeno je 100 litara sirutke koja je fermentirana u
duplikatoru zapremnine 200 litara. Kultura je prethodno otopljena u dva decilitra sirutke te
dodana u duplikator kako bi zapocela fermentacija. Koristena je kultura kvasca Kluyveromyces
marxianus subsp. marxianus pri temperaturi od 35 °C kroz 5 dana (Slika 3.3.). Fermentacija je
trajala ukupno 120 sati.

Slika 3.3. Kultura kvasaca koriStena u fermentaciji
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Prije fermentacije uzet je uzorak sirutke kako bi se odredio kemijski sastav. Takoder,
svakih 24 sata uziman je uzorak fermentirane sirutke. U tim uzorcima pra¢ene su promjene
kemijskom sastavu fermentirane sirutke. Takoder, organolepticki pracene su promjene u
fermentaciji svakih 24 sata. Ve¢ nakon 24 sata uocene su prve promjene u mirisu fermentirane
sirutke.

Fermentirana sirutka je potom destilirana koristec¢i prirucni kotao za destilaciju u
domacinstvu (Slika 3.4. i Slika 3.5.). Prije same fermentacije sirutka moZe proci proces
uklanjanja bjelancevina i soli, no za potrebe ovoga rada to nije provedeno.

Slika 3.4. Priru¢ni kotao za destilaciju Slika 3.5. Izgled fermentirane sirutke
u domacinstvu (vanjski izgled) prije proces destilacije
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3.1. Analiza sirutke prije i tijekom fermentacije

Kemijski sastav sirutke odreden je iz uzorka uzetog prije dodavanja starter kulture i
prije poCetka fermentacije i u uzorcima fermentirane sirutke na Zavodu za mljekarstvo
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu metodom infracrvene spektrometrije pomocu
instrumenta MilcoScan FT120.

Provedena je i analiza pH i SH® sirutke prije fermentacije i u uzorcima fermentirane
sirutke. pH vrijednost izmjerena je ionometrijskom metodom, akreditiranom prema
medunarodnoj normi HRN EN ISO/IEC 17025, pomocu pH metra (Mettler Toledo Seven
Multi) na Zavodu za mljekarstvo Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.2. Analiza destilata fermentirane sirutke

U svrhu izrade ovoga rada destilat je stajao na sobnoj temperaturi u staklenim bocama
dva mjeseca (60 dana) te je potom utvrdena alkoholna jakost i provedena je analiza prisutnih
hlapivih komponenata destilata.

Za odredivanje koncentracije alkohola u destilatu koriSten je alkoholometar kojim je
odredena alkoholna jakost dobivenog destilata neposredno po zavrsetku destilacije (Slika3.6.).
Takoder, alkoholna jakost (sadrzaj etanola) odredena je i denzitometrijskom metodom na
Zavodu za vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Analiza hlapivih komponenata destilata sirutke provedena je na Zavodu za Kemiju
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Odredivanje estera i viSih alkohola provedeno
je plinskom kromatografijom. Koristen instrument je: SRI 8610C plinski kromatograf (FID
detektor).

Metoda se temelji na razdvajanju sastojaka smjese (destilata) na temelju razlicite
raspodjele izmedu dviju faza koje se medusobno ne mijesaju. Pritom je nuZno da su sastojci
destilata koji se Zele analizirati hlapljivi pri radnim temperaturama uredaja. Kromatograf se
sastoji od injektora, kolone, termostata i detektora. Uzorak se u uredaj unio kroz injektor koji
taj uzorak prevodi u plinovito stanje i mijeSa ga sa inertnim plinom koji sluzi kao mobilna faza.
Koristen plin bio je helij. Kromatografska analiza provedena je na kapilarnoj koloni MXT WAX
duljine 30 m, promjera 0.53 mm, te duljine stacionirane faze od 0.25 um. Za detekciju je
koristen FID (Flame lonization Detector) detektor Cija je temperatura iznosila 250°C, a
temperatura injektora bila je 230°C. Identifikacija pojedinih kemijskih spojeva destilata je
izvrSena na temelju njihova vremena zadrzavanja. Nakon S$to je odredena povrsina pika,
izraCunata je koncentracija za odgovaraju¢e spojeve i uzorke te su dobiveni rezultati
preradunat u mg/L a.a. (apsolutnog alkohola) uzevsi u obzir alkoholnu jakost (%) svakog
pojedinog uzorka.
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Slika 3.6. Alkoholometar i menzura za odredivanje alkohola u destilatu

22



4. Rezultati i rasprava

4.1. Sastav sirutke prije, tijekom i na kraju fermentacije

Prosjecni kemijski sastav sirutke prije fermentacije prikazan je u Tablici 4.1.

Tablica 4.1. Kemijski sastav sirutke prije fermentacije

Laktoza Milije¢na mast Proteini Bezmasna suha  Ukupna suha
(%) (%) (%) tvar tvar
(%) (%)
4,84 0,06 0,50 6,16 6,25

Grafikon 4.1. prikazuje koncentraciju mlije¢ne masti tijekom fermentacije. Temeljem
pregleda dostupnih rezultata dosadasnjih istraZivanja fermentacije sirutke u proizvodnji
alkohola niti jedan od autora do sada nije istrazio utjecaj fermentacije na sadrzaj mlije¢ne
masti u fermentiranoj sirutci. Pretpostavka je da je relativni udio masti porastao kao posljedica
relativnog smanjenja udjela proteina i laktoze u fermentiranoj sirutci.

Grafikon 4.2. prikazuje koncentraciju proteina tijekom fermentacije. Pregledom
dostupnih rezultata dosadasnjih istrazivanja niti jedan od autora do sada nije istrazZio utjecaj
fermentacije na sadrzaj proteina u fermentiranoj sirutci. Pretpostavka je da je do smanjenja
sadrZaja proteina doslo kao posljedica precipitacije (taloZenja) denaturiranih proteina sirutke
uslijed pada pH vrijednosti, odnosno dosezanja izoelektri¢ne tocke proteina sirutke.

Grafikon 4.3. prikazuje kretanje ukupne suhe tvari i bezmasne suhe tvari tijekom
fermentacije. Fermentacijom sirutke dobivene nakon proizvodnje skute od istarskog kravljeg
sira doslo je do smanjenja ukupne suhe tvari, sukladno tomu pretvorba laktoze u produkte
fermentacije za posljedicu ima smanjenje bezmasne suhe tvari.

Mikroorganizam Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus uslijed iskoriStavanja
laktoze u fermentaciji doprinosi smanjenju ukupne suhe tvari i suhe bezmasne tvari u
fermentiranoj sirutci. No, pregledom trenutno dostupnih istrazivanja nije moguce utvrditi koji
su ostali ¢imbenici odgovorni za smanjenje udjela ukupne suhe tvari i bezmasne suhe tvari
prilikom fermentacije.
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Grafikon 4.1. Kretanje udjela mlije¢ne masti tijekom fermentacije sirutke dobivene nakon
proizvodnje istarske skute djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus
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Grafikon 4.2. Kretanje udjela proteina tijekom fermentacije sirutke dobivene nakon
proizvodnje istarske skute djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus
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Grafikon 4.3. Kretanje udjela ukupne suhe tvari i bezmasne suhe (Sbm) tvari tijekom
fermentacije sirutke dobivene nakon proizvodnje istarske skute djelovanjem kvasaca
Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus
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4.2. Sadrzaj laktoze u sirutci prije, tijekom i nakon fermentacije

Grafikon 4.4. prikazuje koncentraciju laktoze tijekom fermentacije. Vidljivo je da se
odmicanjem fermentacije udio laktoze smanjivao. Smanjenje udjela laktoze u skladu je s
rezultatima prethodnih istraZzivanja (Christensen i sur., 2011.). Koristena mikrobna kultura
kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus je za rast i razmnoZavanje koristila
laktozu iz supstrata te se posljedicno tomu udio laktoze fermentacijom smanjio. Dobiveni
rezultati u skladu su s rezultatima istraZzivanja Dragone i sur. (2009) koji su takoder utvrdili
smanjenje koncentracije laktoze u sirutku uslijed djelovanja kulture kvasaca Kluyveromyces
marxianus subsp. marxianus.
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Grafikon 4.4. Kretanje udjela laktoze tijekom fermentacije sirutke dobivene nakon
proizvodnje istarske skute djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus
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4.3. Kretanje vrijednost pH i SH° prije, tijekom i na kraju fermentacije

Vrijednost pH tijekom fermentacije se smanjivala, dok je vrijednost SH rasla. Grafikon
4.5. prikazuje vrijednost pH po satima fermentacije, a grafikon 4.6. prikazuje vrijednost SH po
satima fermentacije. pH sirutke prije fermentacije iznosio je 5,46, dok je vrijednost SH bila je
8,20. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima prethodnih istrazivanja (Coote i Kirsop,
1976.).

Do smanjenja pH vjerojatni dosSlo je kao posljedica nastajanja organskih kiselina
tijekom alkoholne fermentacije. Dokazano je da Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus
proizvodi octenu, propionsku, jantarnu, jabuénu i limunsku kiselinu tijekom fermentacije
laktoze (Wilkowska i sur., 2015.). Kada se pH priblizava 4,6 (izoelektri¢noj tocki proteina
sirutke) dolazi do dodatnog puferiranja, sto smanjuje daljnji utjecaj porasta koncentracije
organskih kiselina na daljnje smanjenje pH vrijednosti sirutke (Morand i sur., 2012).

3,00

vrijednost pH

2,00
1,00

0,00
0 24 18 72 9 120

sat

Grafikon 4.5. Vrijednost pH fermentirane sirutke dobivene nakon proizvodnje istarske skute
djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus

Christensen i sur. (2011.) iznose da vrijednost pH ukazuje na koli¢inu slobodnih
vodikovih iona u otopini, ve¢inom podrijetlom iz mlijecne kiseline, ali i ostalih kiselih sastojaka
sirutke. Isti autori navode kako je Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus vrlo prilagodljiv
mikroorganizam na razlike pH vrijednosti u okolini u kojoj se nalazi. Tolerantan je na niske
vrijednosti pH Sto moze biti vrlo ucinkovito u fermentaciji laktoze u alkohol.
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Grafikon 4.6. Vrijednost SH fermentirane sirutke nakon proizvodnje istarske skute
djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus
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4.4. Sastav destilata sirutke

Slika 4.1. prikazuje istjecanje prvog mlaza destilata fermentirane sirutke (prvijenac),
alkoholne jakosti 35% (Slika 4.2.)

Slika 4.1. Prvi mlaz destilata Slika 4.2. Alkoholna jakost dobivenog destilata

Dobiveni destilat fermentirane sirutke u usporedbi s rezultatima Dragone i sur. (2009.)
potvrduje mogucnost dobivanja alkohola iz sirutke nakon proizvodnje istarske skute
djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus. Spomenuti autori su
dobiveni 35,4%-tni destilat fermentirane sirutke, takoder ispitivali s ciljem utvrdivanja
koncentracije hlapivih komponenata destilata.

U destilatu je utvrden acetaldehida, metanola, n-propanola, i-butanola, n-butanola, 3-
metil-1-ola, 2-metilbutan-1-ola, etil-laktata, dok dietil-sukcinat nije utvrden u uzorku.
Dobiveni rezultati u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja koji navode da koncentracija
ovih spojeva ovisi o kvaliteti i vrsti sirovine, kao i o uvjetima samog procesa fermentacije
(Plutowska i Wardencki, 2008.).
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Tablica 4.2. Hlapivi spojevi u destilatu fermentirane sirutke nakon proizvodnje istarske skute
djelovanjem kvasaca Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus

Mg/L apsolutnog alkohola

Spoj Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3

Acetaldehid 88,72 87,34 88,91

Metanol 128,93 125,76 124,97
n-propanol 64,57 71,12 69,32

i-butanol 54,29 51,79 49,77

n-butanol 0,78 1,12 0,65
3-metil-1-ol 384,06 376,25 381,34

2-metilbutan-1-ol
Etil laktat 62,97 61,78 59,21

Dobiveni spoj acetaldehid obi¢no se nalazi u alkoholnim pi¢ima kao nusprodukt
fermentacije kvasca i rezultat oksidacije alkohola u razlic¢itim fazama proizvodnje pica. Ipak,
Wardencki i sur. (2003.) navode da prisutnost spojeva niske molekularne mase, kao Sto su
aldehidi i ketoni, nije pozeljna jer su neki od njih odgovorni za neugodna organolepticka
svojstva alkoholnog piéa.

U ovome istraZivanju, acetaldehid je bio jedini takav identificiran kemijski spoj medu
glavnim hlapljivim spojevima destilata. Koncentracija acetaldehida u prvom uzorku iznosila je
88,72 mg/L a.a., u drugom uzorku vrijednost je bila niza i iznosila je 87,34 mg/L a.a., dok se u
tre¢em uzorku vrijednost pokazala viSom i iznosila je 88,91 mg/L a.a.

U uzorcima je detektiran alkohol metanol u prosjecnoj koncentraciji od 126,55 mg/L
apsolutnog alkohola.

Alkoholnom fermentacijom nastaje i niz drugih spojeva pored glavnog produkta -
etanola, ukljucujuéi karbonilne spojeve, ostale alkohole, estere, kiseline i acetale, a svi oni
utjecu na kvalitetu gotovog proizvoda. Sastav i koncentracija tih spojeva mogu se razlikovati i
tako utjecati na organolepticka svojstva destilata (Dragone i sur., 2009.).

Visi alkoholi su kvantitativno najzastupljenija skupina aromatskih spojeva u destilatima
i pridonose aromi i esencijalnom karakteru destilata (Ferreira i sur., 1999.). Od visih alkohola
u ispitanim uzorcima utvrdeni su: i-butanol i n-butanol.
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Amilni alkohol 2-metilbutan-1-ol nastaje tijekom fermentacije u reakcijama
deaminacije i dekarboksilacije iz izoleucina i leucina (Boulton i sur., 1996.), a njegova
koncentracija u uzorcima zajedno sa alkoholom 3-metil-1-olom iznosi prosje¢no 380,55 mg/L
apsolutnog alkohola.

U uzorku destilata fermentirane sirutke detektiran je i ester etil-laktat, dok ester dietil-
sukcinat nije pronaden. Esteri imaju nisku tocku vrelista pa tijekom destilacije ispare prvi. Zbog
toga je potrebno kontrolirati u kojem ée se trenutku prekinuti destilacije kako bi se esteri
zadrzali u pozeljnim koncentracijama (Nikic¢evic¢ i sur., 2010.).

Prema Mingorance-Cazorla i sur. (2003.) kvasac koji se koristi u procesu fermentacije
ima veliki utjecaj na nastajanje estera. Etilni esteri opéenito su spojevi povezani s ugodnim
voénim okusima i cvjetnom aromom, a otkriveni su i u drugim alkoholnim pi¢ima poput tekile,
meskala, moura, vina, piva i drugih (Ledn-Rodriguez i sur., 2006.). Ester etil-laktat moze
stabilizirati okus destilata i omeksati oStre karakteristike okusa kada je prisutan u niskim
koncentracijama (Apostolopoulou i sur., 2005.).

Tijekom dozrijevanja alkohola esteri se sintetiziraju u procesu esterifikacije visih
kiselina i etanola ili visih alkohola. Koncentracija estera raste s produljenjem trajanja
dozrijevanja. Nastanak estera moze se pripisati metabolizmu masnih kiselina Kluyveromyces.
marxianus (Lam i Proctor, 2002.), kao i drugim mikrobnim metaboli¢ckim procesima. Prema
nekim autorima (Apostolopoulou i sur., 2005; Ledn-Rodriguez i sur., 2006.) etilni esteri,
alkoholi s tri ili vise ugljikovih atoma te acetaldehid glavni su spojevi odgovorni za aromu
alkoholnih piéa, a njihove koli¢ine odreduju kvalitetu samog destilata.

Opcenito, okus jakih alkoholnih pi¢a ovisi o koncentraciji i vrsti prisutnih hlapljivih
komponenti.
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5. Zakljucak

S obzirom na to da proizvodnja mlijeka i sira raste na globalnoj razini, to ukazuje da ¢e
se koli¢ina sirutke nastaviti povecavati u sljedec¢im godinama. Velike koli¢ine proizvedene
sirutke mogu uvelike narusiti prirodni ekosustav ako se u nekontroliranim uvjetima ispustaju
u okolis.

Osim $to je sirutka veliki zagadivac ujedno je i vrlo vrijedna sirovina koja ima potencijal
za daljnje iskoristenje. Proizvodnja sirutke moze biti gospodarski i ekoloski problem mljekarske
industrije. Razvoj odrZivih metoda postupanja s sirutkom od velike je potrebe. U zadnje
vrijeme ogromna je potraznja za proteinima sirutke, medutim, potrebno je mnogo rada kako
bi se doista iskoristio sav potencijal sirutke.

Proizvodnja alkohola za pice iz sirutke trenutno se jo$ uvijek odvija u industrijskim
razmjerima, ali potrebno je uloZiti dodatne napore u uspostavu tehnologije proizvodnje
alkoholnih napitaka na bazi sirutke (eng. whey- based spirits) u uvjetima malih kapaciteta sto
se ovim radom dokazalo kroz potvrdu mogucnost koriStenja sirutke u proizvodnji destilata u
uvjetima malog pogona.

Proizvodnja alkoholnih pica iz sirutke u malim pogonima moZe smanjiti negativan
utjecaj sirutke na okoli$ u uvjetima malog kapaciteta, a ujedno i generirati dodatne prihode
kroz proizvodnju proizvoda dodane vrijednosti (votka, gin, likeri).

Kultura kvasaca Kluyveromyces marxianus spp. pokazala se ucinkovitom u pretvorbi
laktoze u alkohol i u uvjetima malog pogona, no potrebno je provesti jos istraZzivanja kako bi
se dodatno kontrolirali parametri i optimizirali procesi fermentacije i destilacije.
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Prilozi

Prilog 1. specifikacija koriStene starter kulture

Gist meﬁxﬁad A Jrealih

LAF-5
Product Information
Version: 13 P1 EU EN 11-11-2019

Description

Cheese

selected yeast single strain with origin in traditional French dheese making. SWING® LAF cultures are an important tool in
cheese making since they may be used to affect curd neutralization, texture and flavor. Yeasts are common in traditional
raw milk cheeses but are rarely found in industrially produced cheeses. Therefore adding selected and controlled yeast
cultures to the cheese may improve quality.

Culture compaosition:

Klryveromyces mandanus subsp. manianus

Material Mo: W6 Color: white
size oy Format: SWING
Type Pouchies) in box Form: Powder
Storage and handling

=-18*C ¢ <0°F

Shelf life

At least & months from date of manufacture when stored according to recommendations.
Application

Usage

‘feast cultures may be used in white moeld soft cheese and smeared and mixed rind cheese. The yeast will grow in the milk
as well as in the curd. its function &

- to give flavor

- to prevent bitter taste (by aminopeptidase activity)

- to inhibit contaminants.

Suggested dosage
1U to 2041000 | milk or 100 kg fresh cheese.

Designed for optimal performance, the composition and recommended inoculation rate for this culture were carefully
developed by use of umigue microbial strains, advanced biotechnological principles and more than 140 years of accumulated
experience from the dairy industry.

‘Warning: Applying lower than recommended inoculation rate may cause undesired variation in product quality, lower
production efficiency, product yield losses, potential fermentation failures and an increased risk of bacteriophage attacks.

Directions for Use

Add the culture to the milk before renneting and/or apply to the surface of the cheese a few hours after salting, by spraying
or washing. For direct milk inoculation, no particular cautions are required.

For surface application:

1) suspend the content of the pouch in 1 litre of sterile water.

2) shake well before use.

A prepared aspension using one litre of water & sufficient for about 250 kg of cheese, and should be used on the day of
preparation.

For Kefir type products: Add to the milk along with the Dvse lactic acid bacteria while filling the tank.
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Zivotopis

Josipa Kazalac rodena je 21.05.1997. godine u gradu Puli. Pohadala je smjer opce
gimnazije u Gimnaziji i strukovnoj Skoli Jurja Dobrile u Pazinu u razdoblju od 2012. do 2016.
godine. Tijekom srednjoskolskog obrazovanja sudjelovala je 2016. godine na ljetnoj Skoli
SEMEP-a u gradu KomiZi na otoku Visu te natjecanjem , Citanjem do zvijezda“ dvije godine
zaredom dostignula drZzavnu razinu. 2015. godine suradivala je sa stru¢njacima iz Centra za
istrazivanje mora u Rovinju (CIM) Instituta Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu za potrebe izrade
znanstveno-istrazivackog rada iz predmeta biologija. Bila je dugogodi$nji ¢lan crkvenog zbora
,Marijine zvijezdice” gdje je nastupala na raznim Zupanijskim natjecanjima, smotrama i
koncertima. 2016. godine upisala je smjer animalne znanosti na Agronomskom fakultetu
SveuciliSta u Zagrebu te u srpnju 2019. godine stekla zvanje prvostupnika agronomije. U
akademskim godinama 2017./2018. i 2018./2019. primala je drZavnu stipendiju za izvrsnost iz
STEM podrucja znanosti. 2018. Godine volontirala je u Dubrovniku na dogadaju 69th Annual
Meeting of the European Federation of Animal Science, i primila certifikat za sudjelovanje.
Takoder, sudjelovala je na International Symposium of Agriculture 2020. godine u Vodicama
te dobila certifikat za sudjelovanje. U slobodno vrijeme bavi se poslovima na obiteljskoj farmi
te poznaje prakti¢ne vjestine iz podrucja sirarstva.
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