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Uvod

Stucasny svet celi energetickej krize. Zatial co
v minulosti boli fosilne paliva lacné, jednoducho dostupné,
v stCasnosti sme svedkami neustdle zvySujlicich sa cien
ropy arastiicej nestability jej dodavok. RieSenie tohto
problému spociva vo vyuzivani obnovitelnych zdrojov
energie.

Vtejto suvislosti je ceredlna biomasa jednou
z najvyznamnej$ich komodit. Predstavuje komplexny sub-
strat, z ktorého sa vSak fermenta¢ne na palivo (etanol)
spracovava len zrno. Hlavnymi bo¢nymi produktmi etano-
lovej fermentacie cerealii su oxid uhli¢ity a lichovarnicke
vypalky. Ich vlastnosti azloZenie su velmi variabilné
a zdvisia od suroviny a vyrobného procesu'. St bohaté na
proteiny, vlakninu, lipidy a kvasniéna biomasu®. Ich vyuzi-
tie je rdzne, po vhodnej Uprave je mozné ich pouzit aj
v humdnnej vyZzive, pretoZze do urcitej koncentracie neme-
nia chut jedla asi bohaté na vlakninu a proteiny’.
V koncentraciach 10-50 % sa mo6Zu pridavat’ do ciest na
vyrobu cestovin alebo pecenych vyrobkov, ako su napr.
susienky, keksy alebo chlieb®.

Praca je zamerana na pripravu a charakterizaciu boc-
nych produktov simultdnneho scukrovania a fermenticie
vybranych pseni¢nych odrdéd, pricom ich separacia bola
realizovand v troch rdoznych fazach SSF (po predscukrent,
fermentacii alebo destilacii).

Experimentalna ¢ast’
Material
Substratom v experimentoch bola psenica letna forma

ozimné (Triticum aestivum L. ssp. aestivum) odrdd Stani-
slava, Venistar, Klaudia, Torysa a Sarlota. Vzorky boli
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ziskané z Vyskumného a slachtitel'sk¢ho tustavu Selekt
Bucany (SK) v roku 2011. Zrna boli zoSrotované na kladi-
vovom mlyne Nosen (D) na frakcie s velkostou 1 mm
a nasledne skladované v suchu a tme pri laboratdrnej tep-
lote.

Komeréné enzymatické pripravky pre hydrolyzu $kro-
bu — Termamyl® SC (s termostabilnou o-amylazou;
E.C.3.2.1.1, davkovanie 0,3 ml kg §krobu), AMG" 300L
(s glukoamylazou; E.C.3.2.1.3, davkovanie 0,8 mlkg'
skrobu) a Promozyme® D2 (s pululanizou; E.C.3.2.1.41,
davkovanie 0,8 ml kg’1 Skrobu) boli z firmy Novozymes
(DK).

Na fermentaciu boli pouzité kvasinky Saccharomyces
cerevisiae CCY-11-3 zo Zbierky kvasinkovych mikroorga-
nizmov Chemického tstavu SAV v Bratislave (SK).

Pre fermentaciu bolo pouzité médium na pripravu
dvojstupniového inokula (inokula¢né a propagacné mé-
dium) a médium pre SSF (fermenta¢né médium). Zlozenie
jednoltlivych médii je uvedené niZSie, koncentracia Zivin je
vegl .

Inokula¢né médium: glukéza 10,0; (NH4),SO4 5,0;
kvasniény autolyzat 3,0; KH,PO,4 2,0; MgSO,. 7 H,O 1,0;
CaCl, 0,1; NaCl 0,1 (pH 5,0), propaga¢né médium: gluko-
za 50,0; kvasni¢ny autolyzat 5,0; pepton 10,0 (pH 5,0).
Meédia boli sterilizované pri 120 °C (20 min), naockované
kultirou S. cerevisiae a inkubované pri 28 °C (24 h,
100 rpm). Fermenta¢né médium: hydrolyzat pripraveny
enzymatickou hydrolyzou vzorky, koncentracia glukozy
20,2-39,8 (tab. II); (NH4),SO4 5,0; kvasni¢ny autolyzat
5,0; KH,PO, 2,0; K,HPO, 2,0; CaCl, 0,5; NaCl 0,5 (pH
6,0). 100 ml média sa inokulovalo 5 ml propagacného
média.

Metody

Priprava psenicného hydrolyzatu pre SSF

Z psenicného Srotu bolo pripravenych 250 ml suspen-
zie pSeni¢ného Srotu s 10% obsahom Skrobu (w/v). pH sa
upravilo na 5,3. Po zahriati na 40 °C sa v dvoch krokoch
pridal Termamyl® SC a uskutoénilo sa tlakové stekutenie
(120 °C, 200 kPa). Potom sa suspenzia ochladila na 60 °C,
pH sa upravilo na 4,2 a pridala sa zmes Promozyme® D2
a AMG" 300L vo vzajomnom objemovom pomere 9:1 (v/
v). Proces predscukrenia bol realizovany pri 60 °C pocas
30 min, predscukreny hydrolyzat bol substratom pre SSF.
V niektorych experimentoch sa po predscukreni izoloval
tuhy podiel.

SSF so separaciou bocného produktu

Do predscukreného hydrolyzitu sa pridalo inokulum
kvasiniek v mnozstve 5 % (v/v) a SSF prebiehala 72 h pri
teplote 28 °C za obcasného premieSania. Bocny produkt
SSF bol separovany po fermentacii alebo az po destilacii.
Separdcia sa uskutocnila 10min centrifugiciou pri
9000 rpm. Bo¢né produkty boli susené pri teplote 105 °C
do konstantnej hmotnosti, zhomogenizované a uschované
pri laboratérnej teplote.
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Analytické metody

Na  stanovenie  obsahu  vybranych  zloziek
v pSeni¢nych Srotoch a separovanych bo¢nych produktoch
boli pouzité¢ rozlicné metddy. Celkovy obsah skrobu bol
stanoveny  polarimetricky = podla  Ewersa  (ISO
10520:1997), amyloza spektrofotomietricky (ISO 6647-1:
2007), proteiny metddou podla Kjeldahla (ISO
20483:2006), vlaknina kitom Total Dietary Fibre
(Megazyme®, Ir). Lipidy boli extrahované a gravimetricky
stanovené podla Soxhleta’. Celkovy obsah redukujiicich
sacharidov bol stanoveny metodou podla Millera®, na sta-
novenie glukézy bol pouzity Biola Test — Glucose God
1500 (Pliva-Lachema, CR). Obsah etanolu sa stanovil GC/
FID plynovou chromatografiou (Perkin Elmer Autosystem
XL s kolonou Super Q-Plot column).

Vysledky a diskusia

V stcasnosti je snaha spracovavat’ ceredlie, ktoré na
jednej strane uspokoja ekonomickll stranku vyroby ana
strane druhej produkcia etanolu nebude v rozpore
s potrebou ich spracovania na potraviny” ®. V praci boli
vyuzité typické slovenské pieniéné odrody’ s roznymi

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

obsahmi zékladnych nutricnych a biochemickych zloziek
(tab. I). Tieto spolu sreakénymi podmienkami (pH, cas,
teplota, davka enzymov) ovplyviiuji etanolovu produkciu
z rastlinného materialu.

Za najdolezitejSie zlozky zrna ovplyvnujice etanolo-
vl produkciu sa povazuje obsah Skrobu, amylozy
a proteinov'® ', Podla Tichého' pre efektivnu produkciu
etanolu je vhodné, aby zrno obsahovalo minimalne 65 %
$krobu a nie viac ako 11 % proteinov. Smith a spol.'> uva-
dzaju, ze 1 % bielkovin korenSponduje s poklesom etano-
lového vytazku o 7,36 /tonu psenice. Kritérium 65 %
obsahu krobu spiiala iba odroda Torysa, v ostatnych bol
$krob v Srote od 59,0 % do 63,3 % (tab. I). Podiel bielko-
vin variroval vrozmedzi 12,1 % (Sarlota) az 15,1 %
(Stanislava), ¢o predstavuje vysSie hodnoty v porovnani s
odporu¢anymi. Proces stekutenia, predscukrenia ako aj
médium po fermentacii boli monitorované stanovenim
obsahu redukujucich sacharidov a glukdzy (tab. II).

Z koncentracie glukézy bol vypocitany dextrézovy
ekviavalent (DE), ktory sa po stekuteni pohyboval
v intervale 5-8 %, po predscukreni to bolo 18-36 %. Pri-
praveny hydrolyzat bol pouzity na SSF, v niektorych expe-
rimentoch bol centrifugaciou zbaveny tuhého ceredlneho
zvySku (bo¢ného produktu) a teda SSF sa realizovala len

Chemické zlozenie pSeni¢nych odrdd (%; w/w). Vysledky predstavujii priemerné hodnoty Styroch merani s priemernou

smerodajnou odchylkou SD <5%

PSeni¢na Susina Popol Skrob® Amyloza® Proteiny® Vlaknina® Lipidy®
odroda [70] (0] (%] (7] (%] [70] (0]
Stanislava 87,2 1,9 60,9 26,6 15,1 12,5 2,5
Venistar 87,6 0,9 60,9 28,5 12,4 14,7 1,3
Klaudia 87,9 1,0 63,3 27,9 12,3 13,4 1,9
Torysa 87,6 1,5 65,8 29,1 13,1 12,9 1,8
Sarlota 87,6 1,3 59,0 31,6 12,1 14,6 3,4

? Percenta st vyjadrené na obsah susiny pseni¢ného §rotu, ® percentualny obsah amylozy je vyjadreny na obsah $krobu

Tabulka I1

Koncentracia redukujicich sacharidov po stekuteni, predscukreni a fermentacii pSeni¢nych hydrolyzatov v procese SSF.
Vysledky predstavuju priemerné hodnoty $tyroch merani s priemernou smerodajnou odchylkou SD <5%

Odroda Redukujice sacharidy/glukéza [mg ml™" hydrolyzatu]
psenice po stekuteni po predscukreni po fermentacii
redukujuce glukoza redukujuce glukoza redukujuce glukoza
sacharidy sacharidy sacharidy

Stanislava 62,5 7,4 96,9 20,2 5,7 1,4
Venistar 50,0 9,8 75,0 39,1 4.8 0,5
Klaudia 62,6 9,9 93,8 39,8 3,7 0,1
Torysa 62,0 7,3 92,2 22,2 9,2 0,9
Sarlota 59,9 9,9 89,8 35,8 5,1 0,5
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Tabul’ka I11
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Analyza tuhych frakcii oddelenych po predscukreni, fermentacii a po destilacii v procese SSF. Vysledky predstavuju prie-
merné hodnoty Styroch merani s priemernou smerodajnou odchylkou SD <5 %

P$eni¢na odroda Frakcia Susina Popol Skrob® Proteiny® Lipidy®
[%0] [%0] [%] [%] [%]
Stanislava po predscukreni 97,34 3,51 27,12 27,25 2,59
po fermentacii 98,64 6,00 3,43 34,90 2,94
po destilacii 98,89 10,53 0,06 41,04 3,14
Venistar po predscukreni 97,53 1,82 30,03 24,26 1,39
po fermentacii 96,06 6,00 4,17 38,82 1,88
po destilacii 97,85 11,65 0,06 38,37 2,47
Klaudia po predscukreni 96,24 1,85 39,16 20,41 2,08
po fermentacii 94,07 4,76 10,82 30,91 2,42
po destilacii 97,54 12,38 0,06 42,14 3,14
Torysa po predscukreni 96,00 2,89 27,79 17,84 1,86
po fermentacii 95,70 4,95 4,13 29,21 2,46
po destilacii 98,45 13,46 0,06 33,19 3,01
Sarlota po predscukreni 96,26 1,94 24,49 22,55 3,42
po fermentacii 95,89 5,77 2,76 39,14 3,79
po destilacii 97,39 11,43 0,03 37,63 4,62

* Percentd meranych parametrov §krobu, proteinov a lipidov st vyjadrené vzhl'adom na obsah susiny pSeni¢ného $rotu

z jeho tekutej Casti. Vo fermentovanom médiu z tejto série
experimentov  bola  priemernd  hodnota  etanolu
1,3+ 0,2 g/100 ml, ¢o je v porovnani s experimentmi, kde
nebol tuhy podiel odseparovany po predscukreni, vyrazne
nizsia. Tento vysledok koreSponduje s relativne vysokym
obsahom Skrobu v odseparovanom bo¢nom produkte
(tab. III) a tiez v oddeleni aj Casti lipidov, ktoré podl'a via-
cerych autorov mézu hrat' vo fermenta¢nom procese kva-
sinkami vyznamn@ ulohu'® . V pripade oddelenia boéné-
ho produktu po fermentécii resp. po destilacii boli stanove-
né zodpovedajice koncentracie etanolu s priemernou hod-
notou 5,2 g etanolu na 100 ml. V tab. III st sumarizované
vysledky chemickej analyzy separovanych boénych po-
dielov po ich vysuseni a homogenizacii.

Z vysledkov prezentovanych v tab. Il je zrejmé, Ze
najvyssi podiel Skrobu bol stanoveny vo frakciach oddele-
nych po predscukreni, ¢o vSak malo negativny dopad na
produkciu etanolu. MnozZstvo skrobu stanovené v bo¢nych
produktoch oddelenych po fermentacii resp. po destilacii
bolo nizke a sved¢i o jeho ucinnej sacharifikdcii. Obsah
proteinov narastal v smere podiel po predscukreni — po
fermentacii — po destilacii. Tento nérast je dosledkom obo-
hacovania fermenta¢ného média kvasni¢nou biomasou.
Podobné vysledky boli pozorované aj u lipidov.
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Zaver

Z vysledkov vyplyva, Ze z pohl'adu produkcie etanolu
nie je vyhodné separovat’ bo¢ny produkt po predscukreni,
pretoze doch4dza k oddeleniu aj podstatnej ¢asti nezhydro-
lyzovaného skrobu, ktord sa uz nemoze zucastnit’ SSF.
Avsak v stvislosti s moznou aplikdciou bo¢nych produk-
tov v potravinarstve je separacia vyhodna po predscukreni
resp. po fermentécii. Izolovat’ bo¢ny produkt aZ po destila-
cii (ako sa to robi v sti¢asnych priemyselnych lichovaroch)
je menej vyhodné, pretoze nutricné komponenty, najmé
proteiny, mozu byt’ denaturované.

Praca vznikla za financnej podpory projektu APVV
LPP-0251-07.
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V. Horvathova, F. Gago, L. Cibikova, and
E. Sturdik (Department of Biotechnology, University of
St. Cyril and St. Methodius, Trnava, Slovakia): Charac-
terization of By-products Simultaneous Saccharifica-
tion and Fermentation of Selected Wheat Varieties

The work is focused on the characterization of solid
side products within the process of simultaneous sacchari-
fication and fermentation of selected wheat varieties. An
average of 5.2 mg/100 ml ethanol was obtained by the
process (Saccharomyces cerevisiae CCY-11-3, 28 °C, 72 h)
after presaccharification, fermentation and distillation. The
amount of nutritionally significant components (mainly
proteins, fibre) in the side products increased in compari-
son with their amount in the scrap. It was also found out
that for the efficient production of ethanol and further ap-
plication of the side product, it is appropriate to finish the
separation right after the fermentation.



