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Poti uporabe sirotke

SIROTKA

DODANA VREDNOST

GNOJILO NEPOSREDNA P(I)ZSLES?E%H BIOTEHNOLOSKA
PREHRANA ZIVALI BIOPLINARNA upomgﬁs\%mmm SisE)TAAE/Jll\lleA PTELX?I\?I? 8
ODPADEK (DODATEK zIVILOM) UPORABA FERMENTACIJA)
WPI laktoza MIKROBIOLOSKA
WPC beljakovine BIOKEM. KONVERZIJA
napitki polipeptidi etanol, metaboliti, goriva,

etanol, bioplastika..
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Komercialno zanimivi izdelki, pridobljeni z
mikrobiolosko pretvorbo sirotke

Produkt Produkcijski organizem
Klaperomyces, Sasharomees napitk, biogori

polihidroksialkanoati (PHA)

organske Kisline (mlec¢na, ocetna,
propionska, citronska, jantarna,
laktobionska, glukonska...)

celi¢ni proteini

celi¢no olje

encimi (B-galaktozidaza, o-

Hydorgenophaga pseudoflava
Cupriavidus necator
rekombinantne Escherichia coli
Pseudomonas hydrogenovora

laktobacili, ocetnokislinske
bakterije, Propionibacterium,
Candida, Aspergillus niger...

Kluyverimyces sp., kefirna zrna
Fusarium, Mucor...
mleénokislinske bakterije, Bacillus,

bioplastika

zivilska in kemic¢na industrija

hrana za zivali, zivilska industrija
zivilska in farmacevtska industrija

zivilska in kemic¢na industrija

amilaza, proteaze...) Kluyveromyces, Aspergillus...

ocetnokistinske baktri

laktobacili, Pseudomonas...
probiotiki mlecnokislinske bakterije,
bifidobakterije...

postbiotiki (bakteriocini, eps, mlecnokislinske bakterije,
cla...) bifidobacterije, Bacillus

vitamini (B6, B12...) propionibakterije
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biogorivo, kemic¢na industrija
biocompositni materijali

zivilska in farmacevtska industrija,
kozmetika

funkcionalna hrana, prehranska
dopolnila

prehranska dopolnila

zivilska in farmacevtska industrija
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Pridobivanje probiotikov oz. LBP (,live bioterapeutic
products”)

* Konvencionalna gojisca so draga

* Sirotka vsebuje veliko hranil, ki jih
potrebujejo mikroorganizmi za rast

« ZOHAR, Tjasa. lzraba odpadne kisle sirotke za
gojenje laktobacilov s probioticnim potencialom,
2021, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo,
Liubljana, Magistrsko delo magistrskega Studija - 2.
stopnja Prehrana [COBISS.SI-ID 67500291]
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https://plus.si.cobiss.net/opac7/bib/67500291?lang=sl

|zraba odpadne kisle sirotke za gojenje
laktobacilov s probioticnim potencialom

IM1163 CFU/ml OD (630nm)
IM1164
Lactiplantibacillus plantarum IM943
IM930
IM527
Lactobacillus paragasseri K7 IM105
Lacticaseibacillus rhamnosus GG  1IM239

Sestava
gojisca

Deproteinizirana kisla
sirotka (DKS)
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zraba odpadne kisle sirotke za gojenje
aktobacilov s probioticnim potencialom

L. plantarum IM1164
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» Kisla sirotka, ki nastane pri industrijski izdelavi skute, omogoca rast izbranih sevov bakterij s
probioticnim potencialom.

» Obogatitev sirotke s kvasnim ekstraktom in/ali z meSanico mineralov je izboljSala rast sevov L.
plantarum in seva L. rhamnosus IM239

» Uravnavanje pH ni prispevalo k boljSemu izplenu Zivih bakterij po gojenju v bioreaktorju.
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Pridobivanje postbiotikov

e “preparation of inanimate microorganisms and/or their components that-capfers
a health benefit on the host”. — pripravki z nezivimi (inaktiviranimi) 0@
celicnimi komponentami, ki izkazujejo uCinke na zdravje gostitelja

* Postbiotiki lahko vsebujejo tudi metabolite, ki izkazujejo pozitivne ucinke na
zdravje.

Salminen, S., et al. (2021). "The International Scientific Association of Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on
the definition and scope of postbiotics." Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology 18(9): 649-667.
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Jung's Laboratory of Immunology-3
Billion-CFUs Vita Postbiotics for
Woman-Support Immune and...

30 Count (Pack of 1)
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Gut Health Supplement 100 Caps -
Butyrate + Caldum + Magnesium |
The Ultimate Postbiotic | No Bloati...
100 Count (Pack of 1)

* ke Az - 1,820

Dr. Emil Nutrition Total Gut Complex
- Pre + Pro + Postbiotic Gut Health
Nutritional Supplement for Women...
60 Count (Pack of 1)

R feRofr - a2

Postbiotics Immune Square 2,500mg
x 30 Sticks, Next-Generation
lactobacillus

30 Count (Pack of 1)

L 2 8 & & 6

Healus Complete Biotic Butyrate
Supplement, Tributyrin Based Butyric
Acid. Advanced Absorption...
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Designs for Health Tri-Butyrin
Supreme - Groundbreaking
'Postbiotic' Butyrate Supplement fo...
60 Count (Pack of 1)
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PRIMAL GUT RESTORE

£0305 TR AND TR
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Restore for Gut Health by Primal
Harvest, Primal Gut Restore w/
POSTbiotics, PREbiotics and...
60 Count (Pack of 1)

o Ao deofr - 98

Dr. Ohhira’s Probiotics Original
Formula with 3 Year Fermented
Prebiotics, Live Active Probiotics an...
100 Count (Pack of 1)

LB & 2 & 2,430
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Postbiotics Proline Breast Milk
Lactobacillus 60 Bags (1 Box,
PostBiotics)

60 Count (Pack of 1)

oo % -2

$39% ($39.90/Count)
Ships ta Slovenia

More Buying Cholces
$37.90 (2 new offers)
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18-24 h kultura bakterij v

PrOiZVOd nja sirotki (probiotik)

celice od gojisca

Pelet s celicami

postbiotikov @ | ﬂ{ Centrifugiranje — lo¢imo ]

Supernatant

{ Resuspendiranje peleta
mikrofiltriranje v pufru PBS
GC-MS w toplotna obdelava | Lahko tudi sonikacija, obsevanje
LC-MS < ::l Brezceli¢ni supernatant (121°/20 min) (gama, UV), kemikalije
identifikacija ~ TR o
biomolekul e . Suspenzija nezivih celic Nacepljanje na gojisce —
o / [ liofilizacija J probiotika :> preverimo zivost

Bioaktivni metaboliti ﬂ [ liofilizacija ]
Nataraj, B. H., et al. (2020). "Postbiotics-parabiotics: the POStbiOtik v prahu
new horizons in microbial biotherapy and functional
foods." Microbial Cell Factories 19(1).
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Pridobivanje za zdravje koristnih metabolitov MO

vitamini: B6, B12
Bakteriocini, reuterin
Kefiran /kefirna zrna
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* EPS

CLA (konjugirana linolejska kislina)

Biosurfaktanti

/6%
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Proizvodnja eksopolisaharidov: priprava sirotke, gojenje, ekstrakcija

UF _
[ Zakisanje ] Inokulum bakterij v gojis¢u [ 100°C/15 min ]
(MKB)

N

_ [ centrifugiranje ]
Uravnavanje Inkubiranje 48h/37°C ]
pH=6,8

Brezceli¢ni supernatant

(100°/30 min) l 95% etanol
[ Centrifugiranje ] L ﬁ Centrifugiranje

. J

Deproteinizirana
sterilizirana sirotka . Pelet z EPS
Dodatki J

vidroliza laktoze) Cigenje
GojisCe za bakterije Karakterizacija
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Proizvodnja biosurfaktantov: priprava sirotke, gojenje, ekstrakcija

Sirotka ali permeat po
UF

Brezceli¢ni supernatant

Inokulum bakterij v gojiS€u

[ Uravnavanje ]J (MKB, Bacillus, Pseudomonas) Ekstrakcia
pH=4,5 ﬁ z org. topili
[ Inkubiranje(do 7 dni)
toplotna obdelava
Carrmmn ) | e
Kultura v sirotki

c ”
Centrifugiranje Vaporaoclja
. pri 40°C
Centrifugiranje

Deproteinizirana
Ekstrakt z biosurfaktanti

sterilizirana sirotka

[ Uravnavanje J @ [ Dodatki Brezceli¢ni supernatant
pH=6,7 (hidroliza laktoze) @

GojisCe za bakterije Analiza biosurfaktantov
(MALDI-MS, FTIR, GC-MS)....
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Pridobivanje ,,single cell protein”

* SCP - se nanasa na vir mesanih beljakovin, ki jih ot o
ekstrahirajo iz Cistih ali mesSanih kultur alg, kvasovk, s
gliv ali bakterij, ki smo jih nagojili v sirotki ali
posameznih frakcijah sirotke (permeat) — hrana za
zivali, ljudi

e Uporabljajo predvsem kvasovke (Kluyveromyces
marxianus, K. fragilis) — GRAS in dober izplen
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Pridobivanje ,single cell oil” za proizvodnjo
010-gOrIV

* Lipidi (triacilgliceroli, proste mascobne kisline, steroli..), ki se
akumulirajo v celicah mikroorganizmov— atrakt
proizvodnjo biodizla |

* Filamentozne glive zelo primerne: Mucor cicine
drugih (Aspergillus, Mortierella, Cunnlnghamella) tudl bakterue
in kvasovke | /

* Zanimivi so predvsem sevi, ki proizvajajo nasicene ali mono
nenasicene mascobne k|sI|ne

* Proizvodnja lahko poteka v tekocini (,,submerged ) alina't

gojisCih (,,solid-state”) — pri slednji aracija celic
* Ekstrakcija lipidov iz celic; razbuemo eI| trahiramo s topili

e Zaenkrat Se visoka cena, energetsﬁbotra

4

’ . Slika: Wageningen Food & Biobased Research
{
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Pridobivanje prebiotikov (galakto-oligosaharidi)

* |z laktoze, iz sirotke, s pomocjo B-galaktozidaze
(transgalaktozilacija)

N ’
m (i) ' ”ré% Whey powder i‘ OGaIactose :
Medium SRR " () Glucose |
‘ \ preparation i ot | —
- GOS synthesis Centrifugation | O/\) ' Adsorption
) . O t
L. bulgaricus ! g - 8
v sirotki proizvede U RSMoptimization | LTI .
B'galaktOZidaZO l Ethanol elution
L Oe® R o @O
q GO @ ~
{ ME ey
% Lysozyme ee\?F P (¢ \ — OOL)
Enzyme production Activated charcoal High-purity GOS

Duan, F. Y, et al. (2021). "Integrated Utilization of Dairy Whey in Probiotic beta-Galactosidase
’ Production and Enzymatic Synthesis of Galacto-Oligosaccharides." Catalysts 11(6).
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Pridobivanje bioetanola (prehrana, gorivo)

7

Proizvodnja konzumnega alkohola
1978 na Irskem prvi obrat, v lasti

mlekarne ,Carbery*;
Irska: 11.000 ton/leto

Sirotkin permeat ]

\.

fermentacija , fed-batch”
(Sarzna, z dohranjevanjem)

Kluyveromyces|marxianus Nova Zelandija: 18 mil. litrov (Anchor Ethanol,
+ lastnik Fonterra — mlekarska industrija)
kontinuirpa gestilacija * bolj trajnostno (manj CO, izpusta in porabe

/ vode kot pri proizvodniji iz zit)

* v nasprotju s strategijami za zagotavljanje
[ 95 % etanol ] zdravja prebivalstva
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Pridobivanje bioetanola (prehrana, gorivo)

[

Sirotkin permeat (UF, RO), ]
ostanek po kristalizaciji laktoze

Fermentacij

Kluyv
Sacch

laktoze
eromyces,
aromyces

Proizvodnja biogoriva =
e Zacetki na Irskem (Carbery) —
od leta 2005 dalje s
proizvedenim alkoholom
oskrbujejo industrijo
avtomobilskih goriv

[ Etanol za gorivo } ZDA: kvasovke, ki jih reciklirajo

/¢

in veCkrat uporabijo, prvi ,
patent v ZDA 1939

-

- iz odpadne

Za destiliranje
uporabijo pioplin

frakcije

Dairy Farmers of America’s ethanol-from-whey plant in Corona,

California. (Photograph courtesy of Dairy Farmers of America)
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Pridobivanje bioplastike

Cellulac od leta 2014:

* |zolacija mleCne kisline iz sirotke proizvodnja mle¢ne

kisline, z laktobacili

‘ Permeat:vvoda., rpmerah, Mikrobiologka
mlecna kislina konverzija
Sirotka Nanofiltracija (103 -102 um)
Retentat: voda, laktoza,
proteini

* Kondenzacija mlecne kisline v polylactic acid ali polylactid PLA
— dobimo biorazgradljivi termoplasticni poliester (za kozarcke)

/6%
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Pridobivanje bioplastike iz sjrotke
* mikrobioloska sinteza polihidroksialkanoatov (PHA)

laktoza mascéobne kisline |

* Kluyveromyces marxianus
* Hydorgenophaga pseudoflava |
* Haloferax mediterranei
* Cupriavidus necator

* Bacillus megaterium

* Azohydromonas lata

* Pseudomonas hydrogenovora - 4
* Methylobacterium ' «

* rekombinantne Escherichia coli

» Ce sevi nimajo B-galaktozidazne aktivnosti, je potrebno laktozo prej razgraditi v monomere
(encimska ali kemijska hidroliza)
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10x
redcenje
SIROTKA ~ EEEESEEE) OCETNA KISLINA )
Acetobacter
pasteurianus
10x
redCenje

>

odstranitev proteinov:
121°C/10 min + centrifug.

Chang, Y. C., et al. (2021). "Two-Stage Polyhydroxyalkanoates (PHA) Production from Cheese
’ Whey Using Acetobacter pasteurianus C1 and Bacillus sp. CYR1." Bioengineering-Basel 8(11).
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Pridobivanje bioplastike —
orocesa z uporabo sirotke z malo laktoze

porimer dvostopenjskega

poly-p-
w2 hydroxybutyrate

2
kst (PHB)
240,6 mg/|

5,7 g/l
ory M) brozgs
Bacillus l biomasa
e |y_B_
\\o po
e% hydroxybutyrate
12,3 g/l (PHB)
ocet.k. _ brozga 411 mg/|

~ biomasa

Bacillus




Pridobivanje bioplastike iz amiloidnih fibril,
combiniranih z biorazgradljivimi polimeri

B-lactoglobulin je globularni protein, ki se zlahka sestavi v amiloidne fibrile (vlakna)

WPI .

SIROTKINI dgnatgracua evaporacija Oblikovanje filmov i

PROTEINI hidroliza miloidne = evﬁiﬁon

: > kg ) ) e . \

Glicerol pH 2 = "

+ 90°C M £ ’.Jl\ :

PVA 5h w2 oo et |+ %
5 hours .,'_’.J :j - formation

biorazgradljivi polimeri: PVA — polivinil alkohol, celuloza...
glicerol je mehcalec

Peydayesh, M., et al. (2021). "Sustainable Bioplastics from Amyloid Fibril-Biodegradable Polymer
’ Blends." Acs Sustainable Chemistry & Engineering 9(35): 11916-11926.
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Pridobivanje bakterijske celuloze

Okoljsko prijazen polimer, stevilne moznosti uporabe v SIROTKA pH 4,96

zivilski, papirni, tekstilni industriji, v kozmeticnih izdelkih

in medicini + G. sucrofermentans
B-11267

Zivilska industrija: podaljSana obstojnost - Aktivno
pakiranje (vkljucevanje protimikrobnih snovi v
embalazo)

Gluconacetobacter sucrofermerv)tans, 5.45 gv/ LBC
(kristalna struktura malo drugacna, posledicno slabse
mehanske lastnosti — trdnost

Gluconacetobacter xylinus, Komagataeibacter
sqcro]ferm_entans_.. (slabse izkoriscajo laktozo - encimska
hidroliza sirotke izboljsa izplen)

rekombinantni sevi Acetobacter xylinumz vstavljenim
lacZ (B-galaktozidaza)

3 dni, 28°C

Spiranje, susenje

5,45 g/l celuloze

Kolesovs, S. and P. Semjonovs (2020). "Production of bacterial Revin, _V" etal. (2018?' Cost-.effecti\{e production of
cellulose from whey-current state and prospects." Applied bacterial cellulose using acidic food industry by-
Microbiology and Biotechnology 104(18): 7723-7730. products.” Brazilian Journal of Microbiology 49: 151-159.
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https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/gluconacetobacter

Pridobivanje bakterijske celuloze

Kombuca

+

celulozna membrana,
usnju podoben materijal

KISLA
SIROTKA

Komagatacibacter
xylinus

I L |

Nguyen, H. T., et al. (2022). "Development of novel biocomposites based on the clean production of microbial
cellulose from dairy waste (sour whey)." Journal of Applied Polymer Science 139(1).
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Ovire pri predelavi sirotke

* Prevoz
* nizke koncentracije nekaterih sestavin
* stranski proizvodi

* Regulativa: zZivilo/prehransko dopolnilo, medicinski
pripomocek, kozmeticni izdelek
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Zakljugki

* Sirotka je najpomembnejsi stranski produkt mlekarske
industrije, zato je pomembno iskati nove poti za njeno
ponovno uporabo v izdelkih

» Biotehnoloski pristopi h konverziji sirotke omogocajo
pridobivanje inovativnih izdelkov z visoko dodano vrednostjo
( zivila, prehranska dopolnila, biogoriva, bioplastika...)

* Razen ekonomskega ucinka je pomemben tudi vpliv v smislu
Zzmanjsanja obremenitve za okolje in kroznega gospodarstva

* Nove tehnologije in znanje odpirajo biotehnoloskim
podjetjem Stevilne nove moznosti za izrabo odpadne sirotke
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Raziskava je bila sofinancirana z evropskim financnim instrumentom LIFE projekta LIFE16
ENV/SI/000335 Ponovna uporaba odpadne sirotke za ekstrakcijo bioaktivnih beljakovin z
visoko dodano vrednostjo, http://lifeforacidwhey.arhel.si in z Operativhim programom za
izvajanje evropske kohezijske politike v obdobju 2014 — 2020, Spodbujanje izvajanja
raziskovalno-razvojnih projektov (TRL 3-6), S4 - MrezZe za prehod v kroZzno gospodarstvo,
Biomasa in alternativne surovine, v okviru projekta LAKTIKA (OP20.03521), Frakcioniranje
in oplemenitenje sirotkinih proteinov ter izraba preostanka za oblikovanje novih
funkcionalnih Zivil in prehranskih dopolnil, http://laktika.arhel.si.
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