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1. Uvod

Proizvodnja octa jedan je od najstarijih biotehnoloskih postupaka, koji se tijekom vremena
znacajno razvijao i unaprijedio. U danasnje vrijeme, ocat se proizvodi primjenom sofisticiranih
tehnoloskih postupaka koji omogucuju kontroliranu i optimiziranu proizvodnju visoko
kvalitetnog octa. Submerzni nacin proizvodnje octa, odnosno submerzna fermentacija,
predstavlja jednu od novijih metoda koja omogucuje brzu i ucinkovitiju proizvodnju octa, radi
upotrebe specijaliziranih bioreaktora u kojima se octena fermentacija provodi u tekuéoj fazi,

uz osiguravanje optimalnih uvjeta za rast i razvoj bakterija octene kiseline (Acetobacter).

S obzirom na rastudi trend konzumacije ekoloskih proizvoda, vazno je istraziti mogucnosti i
optimirati metode proizvodnje ekoloskog vo¢nog octa velike nutritivne vrijednosti. Ekoloska
proizvodnja vo¢nog octa od sibirske borovnice (Lonicera caerulea L.), koja je poznata po svojim
mnogim nutritivnim svojstvima i potencijalnim zdravstvenim dobrobitima, mogla bi postati
sve znacajnija. Ovo voce sadrzi velik udio antioksidansa, vitamina i minerala, Sto u konacnici
povecava vrijednost vo¢nog octa proizvedenog od njega. Obzirom na otpornost sibirske

borovnice na hladnodu, vrlo je pogodna biljna kultura za uzgoj u kontinentalnoj klimi.

Cilj ovog rada bio je istraziti i optimirati proces proizvodnje voénog octa od sibirske borovnice

iz ekoloSkog uzgoja primjenom serije laboratorijskih te poluindustrijskih eksperimenata.
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2. Teorijski dio

2.1. Sibirska borovnica

Sibirska borovnica (Lonicera caerulea L.), poznata i kao haskap, vrsta je bobi¢astog voca koja
je relativno nova u Republici Hrvatskoj. Prirodno raste u Sumama Europe, Sjeverne Amerike i
Sjeveroistocne Azije, uglavnom u planinskim i niskim vlaznim podrucjima (Bors i sur., 2012).
Duga tradicija uzgoja ove voéne vrste proteZe se na podrucje Rusije (Kamcatka i Sibir), Kine i
Japana (otok Hokkaido). U novije vrijeme uzgoj se prosirio na Ameriku i Kanadu, a posljednjih
godina u znacajnijim koli¢inama se uzgaja i u Europi, tocnije u Poljskoj i Slovackoj. Haskap, Cije
ime potjece s otoka Hokkaido u Japanu, u hrvatskoj se jo$ naziva kozja krv, modra kozokrvina,

kamcatska borovnica, majska jagoda (Thompson, 2006; Celli i sur., 2014).

Sibirska borovnica je listopadni grm koji se istie po svojoj otpornosti na niske temperature.
Tijekom zime podnosi temperature od -45 do -47 °C bez veéih osStecenja biljke. Rano cvate, a
otvoreni cvjetovi mogu izdrzati i temperature do -10 °C. Zbog ove karakteristike, pogodna je
za uzgoj u podrucjima s ostrijom kontinentalnom klimom, a najbolje uspijeva na suncanim
poloZajima s dobro dreniranim, vlaznim tlom bogatim organskim tvarima. Optimalna pH
vrijednost tla za uzgoj haskapa iznosi od 5,5 do 7. Haskap moZe narasti do 3 metra u visinu i
1,5 metara u Sirinu te kao dugovjecna biljka mozZe dozivjeti 25 do 30 godina. Plod sibirske
borovnice bobica je valjkastog oblika, tamno plave/ljubic¢aste boje (Slika 1) (Lovrendci¢ i

Simunovi¢, 2014).

Slika 1 Plod Sibirske borovnice (Lovren&i¢ i Simunovié, 2014)
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Listovi se nalaze jedni nasuprot drugih, jednostavni su, jajolikog oblika, dugacki izmedu 3 i 8
centimetara, Siroki izmedu 1 i 3 centimetra i nalaze se na do 5 milimetara dugoj peteljci.
Cvjetovi su dvospolni, svijetloZute ili Zutobijele boje veli¢ine izmedu 10 i 15 milimetara (Slika

2).

slika 2 Cvijet Sibirske borovnice (Lovrenci¢ i Simunovi¢, 2014)

Sibirska borovnica kiselkastog je okusa. Dozrijeva sredinom svibnja, ranije od ostalog voca sto
ga Cini iznimno privlaénim vo¢em u nasem podneblju. Kako je plod izuzetno bogat vitaminima
C, A i E, antioksidansima, polifenolima i fenolima, haskap je postao predmet brojnih
istrazivanja kako bi se otkrile dodatne moguénosti primjene ovog nutritivno bogatog voca.
Plodovi se obi¢no se konzumiraju sirovi ili se odmah skladiste, jer imaju kratak vijek trajanja, a
moze se preradivati u pekmeze, dZzemove, sokove, likere i vina te se dodaje u razlicite
namirnice u svjezem ili pragkastom obliku, kao $to su jogurti i sladoledi (Lovrenéi¢ i Simunovic,

2014).

Prije nego se sibirska borovnica zasadi potrebno je dobro pripremiti tlo. Prema rezultatima
analize tla, preporucuje se izvrsiti meliorativnu gnojidbu stajskim gnojivom i mineralnim
gnojivima s ve¢im udjelom fosfora i kalija. Optimalno vrijeme sadnje je u kasnu jesen ili rano
proljece s dvogodisnjim ili trogodiSnjim sadnicama. Sibirska borovnica uzgaja se kao grmiili kao
Zivica. Biljke je potrebno saditi na odgovaraju¢u dubinu od 20 centimetara i promjera 30

centimetara.
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Najpopularnije sorte sibirske borovnice u Americi i Kanadi razvio je prof. Borsa sa Sveucilista
u Saskatchewanu: Aurora, Borealis, Indigo Gem, Honey Bee i Berry Smart Blue (Bors i sur.,
2012). U Republici Hrvatskoj najéesée se uzgajaju sljedece europske sorte sibirske borovnice:
Duet, Altaj, Amur, Smitczka, Tomiczka, Nimfa i Morena, a rjede Fialka, Zojka i Wojtek

(Lovrenéi¢ i Simunovié, 2014).
2.2. Ocat

Naziv ocat (engl. vinegar) potjecCe od starofrancuskog izraza ,vin aigre” Sto u prijevodu na
hrvatski jezik znaci kiselo vino. Prvi zapisi proizvodnje octa datiraju iz doba Sumerana, a koristili
su ga i Babilonci, Perzijanci, Egipc¢ani, Rimljani i Grci. Medicinska upotreba octa spominje se u
starom i novom zavjetu. Vjerojatno je da je do otkri¢a octa doslo slu¢ajno, nakon otkri¢a
alkoholnih napitaka uslijed kvarenja odnosno fermentiranja istog. Postupak proizvodnje octa
odvijao se u drvenim bacdvama, a unazad 200 godina u Europi se poboljSava i unaprjeduje
proizvodnja octa Cineci sam postupak brzim i ucinkovitijim (Hailu, 2012; Horvat, 2010; Luzén-

Quintana i sur., 2021; Singh, 2020).

Ocat je proizvod koji nastaje mikrobnom oksidacijom etanola u octenu kiselinu djelovanjem
bakterija octene kiseline. Ocat je kisela tekuéina dobivena iz bilo kojeg izvora ugljikohidrata,
Seéernog ili Skrobnog sadrzaja, putem dvostrukog procesa fermentacije. U pocetku se odvija
alkoholna fermentacija ugljikohidrata koju provode kvasci pri anaerobnim uvjetima, obi¢no
roda Saccharomyces, nakon Cega slijedi proces octene fermentacije alkohola koju provode
bakterije pri aerobnim uvjetima, uglavhom roda Acetobacter. Sastoji se, uglavhom, od vode,
sadrzi 4 — 8 % octene kiseline (varira o vrsti upotrjebljene sirovine), etanol i otopljene ¢vrste
tvari poput bjelanéevina, minerala, ugljikohidrata i drugih organskih tvari. Ovisno o uporabi
octa, koncentracija octene kiseline moze biti i do 18 % kao Sto je to kod procesa konzerviranja
(kiseljenja) hrane (Hailu, 2012; Luzén-Quintana i sur., 2021; Singh, 2020; Veli¢, 2010). Osim za
konzerviranje hrane, ocat se koristi i kao zacin u pripremi jela (za obogadivanje okusa jela), za
proizvodnju prirodnih lijekova, ali i za CiS¢enje i dezinfekciju. Sirovine od kojih se proizvodi
ocat, izmedu ostaloga ukljucuju: vino, pivo, slad, razrijedeni etanol i sirovine koje u sebi sadrze

Secer (Horvat, 2010).
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2.2.1. Vrste octa

Octevi se mogu podijeliti prema tri osnovna kriterija: vrsti upotrijebljene sirovine,
koncentraciji octene kiseline te prisutnosti aromati¢nih tvari dodanih radi poboljSanja okusa i
mirisa (Horvat, 2010). lako se u svijetu najéesée konzumira vinski ocat koji se dobiva iz grozda,
postoji veliki broj razli¢itih vrsta octeva koji se dobivaju iz razlicitih sirovih materijala. Neki od
najpoznatijih vrsta su sake ocat, sladni ocat, jabucni ocat i voéni ocat koji se dobiva iz razlic¢itih
vrsta voca (Luzén-Quintana i sur., 2021), odnosno voc¢nih vina (npr. jabucni, breskvin,
mareli¢in, kokosov, kupinov, ocat od rajcice), alkoholni (bijeli) ocat, vinski ocat (dobiven iz vina

od grozda), Zitni ocat, pivski ocat te mnogi drugi.

Prema Pravilniku o vinskom i voénom octu (NN 121/05), vinski ocat je proizvod dobiven
bioloskim postupkom fermentacije iz vina. Poznat je po svojim koristima ublazavanja
simptoma proSirenih vena, glavobolje, prehlade i mucnine te pomaze u povratku apetita,

kontroli imunoloskog sustava i eliminaciji Stetnih toksina iz organizma (Ho i sur., 2017).

Balzamski ocat je ocat koji se dobiva bioloskim postupkom alkoholne i octene fermentacije
uguséenog vinskog mosta i vina ili uguséenog vo¢nog soka uz obavezno odlezavanje u drvenim

posudama u trajanju najmanje jedne godine.

Voéni ocat je proizvod dobiven iz voénog vina putem bioloSkog procesa octene fermentacije
zadrZavajuci inherentne okuse izvorne sirovine kao Sto su malina, jabuka, dunja, mango, crni
ribiz. Dodatna aroma se ne dodaje, jer obi¢no ostaje zadrzana u krajnjem proizvodu. Vo¢ni
octevi, posebice oni napravljeni iskljucivo od odredenih vrsta voca, cijene se na europskom
trzistu zbog svojih specificnih aroma. U Aziji su popularni jedinstveni voéni octevi poput kaki
octa, zZizula octa ili octa od vucjih bobica, dok je u Indiji najpopularniji Jamun Sirka ocat koji je
cijenjen zbog svojih ljekovitih svojstava. Poznato je da je voce bogato bioaktivnim spojevima,
poput vitamina i minerala, organskih kiselina, aminokiselina i fenola, ali ne sadrzi svo voce istu
koli¢inu ovih spojeva jer ono uz vrstu voca, takoder, ovisi i o0 stupnju zrelosti, uvjetima uzgoja,
zbrinjavanju nakon branja i skladiStenju (Hailu, 2012). Odabir sirovine i odgovarajuce bakterije
za proizvodnju octa igraju vaznu ulogu u karakteristikama konaénog proizvoda. Kako bi se
poboljsala kakvoc¢a voénog octa, u proizvodnji vo¢énog octa mogu se koristiti sljedeéi dodaci

(Pravilnik o vinskom i voénom octu, NN 121/05):

J biljke i dijelovi biljaka, uklju¢uju¢i aromati¢no i ljekovito bilje, svjeze voce i povrce,
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osuseno voce i povrée, usitnjeno voce i povrée ili cjelovito voée i povrée;

o secer;

. kuhinjska sol;

. med;

. prirodni ili koncentrirani voéni sok,
. L — askorbinska kiselina.

Jedan od najkoristenijih voénih octeva je jabucni ocat koji se primjenjuje u prehrani i medicini
viSe od deset tisu¢a godina. Djelotvoran je u slucajevima osteoporoze, visokog kolesterola i
niskog krvnog tlaka te pomaZe u probavi i regulaciji tjelesne teZine. Jabucni ocat, takoder,
snizava glikemijski indeks namirnica, poboljSava osjetljivost na inzulin i pomaze u kontroliranju
dijabetesa tipa 2 (Ho i sur., 2017). Vazno je naglasiti da voéni ocat koji se stavlja u promet na
teritoriju Republike Hrvatske mora zadovoljavati odredenim temeljnim zahtjevima (Pravilnik

o vinskom i vo¢nom octu, NN 121/05):

. tekuéina mora biti bistra, svojstvene boje i mirisa po sirovini koja se koristi;

. mora sadrzavati najmanje 50 g/L ukupnih kiselina, racunato kao octena kiselina;
. udio alkohola ne smije biti veci od 0,5 % vol.;

. smije sadrzavati najvise 170 mg/L SO,, od toga slobodnog SO najvise 30 mg/L.

Aromatizirani ocat je ocat koji se dobiva aromatiziranjem vinskog ili voénog octa razli¢itim
dodacima kao Sto su ekstrakti prirodnih zacina, aromati¢nog bilja i povréa (Pravilnik o vinskom
i vocnom octu, NN 121/05). Bitno je da aromatizirani ocat ima naglasenu karakteristicnu
aromu koja odrazava dodane sastojke po kojima se i deklarira. Aromatizirati se mogu sve vrste
octa, a najéesSce se aromatizira alkoholni ocat u svrhu poboljsanja organoleptickih svojstava.
Za aromatiziranje octa najc¢esce se koriste razli¢ite aromati¢ne biljke ili njihovi dijelovi, kao Sto
su: vanilija, menta, cimet, klinci¢, papar, origano, muskatni orasci¢, kamilica, ¢eSnjak, majéina

dusica, limun, borovnica, dumbir i drugi.

Takoder, osim navedenih, postoje neke vrste octa koje se proizvode specijalnim postupcima
kao ,, Aceto balsamico” balzamski ocat te sherry ocat koji se proizvodi iz sherry vina ,solera”
postupkom. Aceto balsamico proizvodi se od koncentriranog mosta bijelog grozda sorte
Trebiano u talijanskoj Modeni. Najskuplja je i najcjenjenija vrsta octa, a koristi se za davanje

jaCeg pecata i arome hrani (Ho i sur., 2017).
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U svijetu prevladava koristenje vinskog octa, pogotovo u vinorodnim regijama, a u
kontinentalnoj Hrvatskoj se sve viSe povecéava popularnost njegove konzumacije. U Hrvatskoj
se preteZito koristi alkoholni ocat koji se dobiva iz procesiranog alkohola te jabuéni ocat kao

produkt fermentacije jabuénice odnosno jabuc¢nog vina (cidera).
2.3. Proizvodnja octa

Kako je veé navedeno, ocat je proizvod dobiven dvostupanjskim procesom fermentacije, pri
¢emu prvo dolazi do transformacije fermentabilnih Secera u etanol katalizirane kvascima
(alkoholna fermentacija), a zatim do oksidacije etanola do octene kiseline katalizirane

bakterijama (octena fermentacija).
2.3.1. Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija je anaerobna transformacija Secera, uglavnom glukoze i fruktoze, u
etanol i ugljikov dioksid. Ovaj bioloSki proces kataliziraju kvasci poput Saccharomyces
cerevisiae, ali i neke bakterije poput Zymomonas mobilis te se moze prikazati sljedeéom

ukupnom reakcijom:
CsH1206 2 2 CH3CH,0H + 2 CO

Medutim, osim alkohola i ugljikovog dioksida, tijekom alkoholne fermentacije djelovanjem
kvasaca nastaje i nekoliko sporednih produkata koji takoder doprinose konacnom okusu i
aromi. Neki od tih spojeva ukljuCuju: vise alkohole, glicerol, jantarnu kiselinu, estere i
aromatske spojeve (Zamora, 2009). Cjelokupan proces alkoholne fermentacije podijeljen je u
dvije faze: aerobnu i anaerobnu. Aerobna faza klju¢na je za razmnozavanje kvasaca kako bi se
postigao dovoljan broj stanica za transformaciju fermentabilnih Seéera u alkohol. Kada se
umnozi dovoljan broj stanica kvasca, prekida se dotok kisika te zapocinje anaerobna faza u
kojoj kvasac metabolizira fermentabilne Seéere, Sto rezultira nastankom etanola i
oslobadanjem CO,. Osim navedenog, trajanje fermentacije moze biti pod utjecajem drugih
parametara kao Sto su koncentracija mikroorganizama, temperatura fermentacije, sastav
supstrata, tolerancija kvasaca na alkohol, pH vrijednost i koncentracija Secera (Luzdn-
Quintana i sur., 2021). Alkoholna fermentacija traje sve dok se ne potrosi sav dostupni Secer

ili dok koli¢ina alkohola u otopini ne postane dovoljno visoka da inhibira aktivnost kvasca.
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2.3.2. Oksidacija etanola pomoc¢u bakterija octene kiseline

Nakon provedene alkoholne fermentacije, oksidacija alkohola u octenu kiselinu je sljededi
kljuéni korak u proizvodnji octa. Buduci je alkoholna fermentacija anaerobni proces, nakon
zavrSetka reakcije, dobiveni proizvod ne sadrzi dovoljnu koncentraciju kisika i, potrebno ju je
osigurati aeracijom ili intenzivnim mijeSanjem za provedbu octene fermentacije. Octena
fermentacija je striktno aeroban proces (Rezo, 2023). Proizvodnja octa obuhvada procese koji
se smatraju ,prirodno zastiéenima“, Sto implicira da nije neophodno osigurati sterilnost
opreme i podloge. Prilikom proizvodnje octa iz alkoholnih komina, upotreba mjesovitih kultura
bakterija octene kiseline uobicajena je praksa u industrijskoj i zanatskoj proizvodnji octa.
Takve mjesSovite kulture bakterija octene kiseline prisutne su u pogonima iz dva klju¢na
razloga: zbog aeracije podloge nesterilnim zrakom te zbog koriStenja nesterilnih prirodnih
podloga poput jabuka, vina, medovine, sto neizbjezno dovodi do unosa razlicitih vrsta i sojeva
bakterija. Cak i u pogonima koji su poceli s ¢istom laboratorijskom kulturom bakterija, brzo se
formira mjeSovita kultura zbog koristenja nesterilnog zraka i podloga. Takav nesterilan pristup
je mogué, prije svega, zbog izuzetno niske pH vrijednosti podloge (pH < 3) tijekom uzgoja, Sto
gotovo u potpunosti sprjeCava razvoj vecine drugih mikroorganizama, osim onih koji

preferiraju kiselo okruzenje (Horvat, 2010).

Proces proizvodnje octa temelji se na oksidaciji etanola u octenu kiselinu pod djelovanjem
kulture octenih bakterija, koje oksidiraju etanol dvostupanjskom reakcijom uz acetaldehid
(etanal) kao intermedijer. U reakciji proizvodnje octene kiseline sudjeluju dva enzima vezana
za membranu bakterija: alkohol dehidrogenaza (E.C.1.1.99.8) i aldehid dehidrogenaza
(E.C.1.2.99.3). Dvostupanjska reakcija oksidacije etanola do octene kiseline moze se prikazati

sliede¢im reakcijama:

alkohol dehidrogenaza

CH3CH>0H + %20, » CH3CHO + H»0

CH3CHO + %0, aldehid dehidrogenaza > CH3COOH

Acetifikacija pocinje transformacijom alkohola u acetaldehid uz oslobadanje vodikovih iona i
elektrona, Sto katalizira enzim alkohol dehidrogenaza. Nakon toga, acetaldehid se hidratizira,

pri cemu vodikovi ioni reagiraju s kisikom, stvarajuci vodu. Dalje, acetaldehid se transformira
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u octenu kiselinu uz oslobadanje vodikovih iona i elektrona, Sto katalizira enzim acetaldehid
dehidrogenaza. Uslijed tog procesa dolazi do prijenosa vodikovih iona i elektrona na

molekularni kisik, stvarajuéi vodu putem citokromskog sustava (Singh, 2020).
2.3.3. Bakterije octene kiseline

Bakterije octene kiseline, poznate i kao Acetobacteraceae, Cine skupinu mikroorganizama koja
ukljuCuje nekoliko rodova i vrsta. Trenutno su klasificirane u 19 rodova, ukljucujudi
Acetobacter, Acidomonas, Bombella, Ameyamaea, Asaia, Commensalibacter, Endobacter,
Gluconacetobacter, Gluconobacter, Granulibacter, Komagataeibacter i druge. Glavne vrste
odgovorne za proizvodnju octa pripadaju rodovima Acetobacter, Gluconacetobacter,
Gluconobacter i Komagataeibacter (Slika 3) zbog njihove dobre sposobnosti oksidacije
etanola u octenu kiselinu i velike otpornosti na octenu kiselinu koja se oslobada u

fermentacijskom mediju (Gomes i sur., 2018).

Slika 3 Acetobacteraceae i Gluconacetobacter (Lovrenéié¢ i Simunovié¢, 2014)

Bakterije octene kiseline su strogo aerobni mikroorganizmi, gram-negativni ili gram-varijabilni,
pozitivni na katalazu i negativni na oksidazu. Imaju oblik elipsoidnih do Stapi¢astih stanica te
se mogu pojaviti pojedinacno, u parovima ili lancima. Radi se o mezofilnim mikroorganizmima,
te im je optimalna temperatura rasta izmedu 25i 30 °C. Optimalna pH vrijednost za njihov rast

krece se u rasponu od 5,0 — 6,5, ali mogu rasti i pri nizim pH vrijednostima (Gomes i sur., 2018).

U prirodnim procesima, Acetobacteraceae se spontano razvijaju tijekom dugo vremena.

Medutim, u komercijalnoj proizvodnji octa dodaje se tako zvana ,majka octa“ kao izvor radnog
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mikroorganizma. ,,Majka octa“ je ljepljivi biofilm (sluz) koji se formira na povrsini alkoholnog
medija tijekom njegove transformacije u ocat. Taj biofilm se skida s povrsine i koristi kao

starter kultura za sljedece SarZe alkohola u svrhu ubrzane proizvodnje octa (Hailu, 2012).

2.4. Tehnoloski postupci proizvodnje octa

Proizvodnja octa mozZe se provesti brzo ili sporo, zavisno o odabranom procesu. U sporijem,
prirodnom procesu, alkoholna hranjiva podloga fermentira u otvorenim ba¢vama na sobnoj
temperaturi tijekom nekoliko mjeseci, pri ¢emu alkohol oksidira u octenu kiselinu. Ovaj
tradicionalni pristup, iako traje duze, omogucava stvaranje tzv. ,majke octa“- biofilma/sluzi

koji se sastoji od bakterija octene kiseline i bakterijske celuloze (Hailu, 2012).

Brze metode postaju sve popularnije zbog svoje ucinkovitosti i ekonomicnosti. Ove metode
obi¢no uklju€uju upotrebu ,, majke octa“ te aeracije koja osigurava dovoljno kisika za brzi
proces. Primjenom ovih tehnika, vrijeme fermentacije se znatno skraduje te sam proces traje
od 20 sati do nekoliko dana. U komercijalnoj proizvodnji postoji tendencija koriStenja
generatorne metode ili submerzne fermentacije kako bi se postigla konzistentna kvaliteta
proizvoda. Ove tehnike ne samo da osiguravaju kvalitetan proizvod, vec i ubrzavaju proces

proizvodnje, Sto je klju¢no za zadovoljenje potraznje na trzistu (Hailu, 2012).

2.4.1. Orleanska metoda

Orleanska metoda proizvodnje octa predstavlja jedan od najstarijih i najpoznatijih pristupa,
koji potjece s kraja 17. stolje¢a ( oko 1670. godine) iz Francuske. Ovaj spori proces karakterizira
koristenje visokokvalitetnog octa kao pocetne kulture, uz dodavanje vina svakog tjedna.
Fermentacija octa odvija se u velikim drvenim bacvama kapaciteta od 200 L koje su napunjene
do otprilike % punog kapaciteta (Slika 4). Takve bacve ciljano se izraduju s otvorima (rupama)
koje se prekrivaju finom mreZom na kraju, nekoliko centimetara iznad razine tekudéine, sto

olakSava protok zraka (Bhat i sur., 2014).

Pocetno se u bacvu dodaje oko 65 do 70 L visokokvalitetnog octa, zajedno s 15 L vina. Nakon
tjedan dana, dodaje se dodatnih 10 do 15 L vina, a ovaj postupak se ponavlja svakog tjedna.

Nakon otprilike Cetiri tjedna, dio octa se moze izvaditi iz bacve (10 do 15 L tjedno), dok se
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dodaje vino kako bi se zamijenio ocat. Glavni izazov ove metode je kako dodati vise tekucine
u bac¢vu bez negativnog ucinka na majku octa. Taj problem rjeSava se koristenjem staklene
cijevi koja doseze dno bacve. Dodatna tekudéina se ulijeva kroz cijev kako bi se osiguralo da
majka octa ostane netaknuta. Ponekad se u bacvu za fermentaciju dodaje drvna strugotina,

koja sluzi kao nosac za octene bakterije, odnosno majku octa (Hailu, 2012).

Slika 4 Opci prikaz Orleanskog acetatora: drvena bacva (M), otvor za ventilaciju (O), tekuéi medij (L), razina

tekucine (N) (Horvat, 2010)

2.4.2. Schiitzenbach-ova metoda

Schiitzenbach-ova ,brza“ metoda proizvodnje octa predstavljala je revolucionarni pristup koji
je omogucio brZze i ucinkovitije vodenje procesa te upotrebu sirovina s nizim udjelom
ekstraktivnih tvari. Srz ove metode leZi u koristenju drvenih bacvi unutar kojih su na priblizno
tredini visine od vrha i dna postavljene drvene resetke izmedu kojih je prostor ispunjen rahlim
celuloznim materijalom (Slika 5). Bacva je opremljena s dva otvora za zrak, jedan na vrhu i
drugi na dnu, koji se otvaraju ovisno o potrebi, prilagodavajuci se polozaju bacve. Poput
orleanskog postupka, i u ovom slucaju, na pocetku procesa bacva se djelomi¢no puni
prethodno proizvedenim vinskim octom do éetvrtine volumena. Dodatno, u taj vinski ocat se
ulijeva jos 5 — 10 % vina. Bacva se redovito okrece nekoliko puta dnevno kako bi se mjesavina
octa i vina filtrirala preko umetnutog rahlog materijala zbog kojeg je poveéana kontaktna
povrsina i poboljSan prijenos kisika iz plinovite u tekuéu fazu. Taj postupak omogucuje
bakterijama octene kiseline kolonizaciju rahlog materijala, ¢ime se ubrzava oksidacija etanola

u octenu kiselinu. Ovakav pristup omogucava polukontinuiranu proizvodnju octa, pri éemu je
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trajnost rahlog materijala i drvenih reSetki ogranicavajuci faktor za kontinuitet procesa

(Horvat, 2010; Veli¢, 2010).

otvor za zrak

strugotine

podloga/ocat

Slika 5 Shema Schiitzenbach-ovog bioreaktora (Horvat, 2010)

2.4.3. Frings-ov generator

Proces proizvodnje octa u generatoru sve se rjede koristi, jer je sporija u usporedbi s
modernijim tehnikama poput submerzne tehnike uzgoja, ali i dalje privlai paznju nekih
proizvodaca zbog svojih karakteristi¢cnih aroma i visoke kvalitete octa koje proizvodi (Horvat,

2010).

Generator je zapravo bioreaktor oblika krnjeg stosca, najcesée izraden od tikovog ili hrastovog
drva. Sastoji se od cilindricnog spremnika s perforiranim dnom koje podrzava sloj drvenih
strugotina ili slicnog materijala. Perforirane cijevi za dovod zraka smjeStene su neposredno
ispod resetke, dok je cijeli spremnik ispunjen strugotinama gotovo do vrha (slika 6). Proces
zapocinje pripremom mjesSavine alkohola i octene kiseline, koja se nanosi na vrh generatora.
Takva otopina kaplje niz strugotine, dolazi u kontakt s kisikom iz zraka te poti¢e mikrobnu
oksidaciju etanola u octenu kiselinu. Bakterije octene kiseline rastu na drvenim strugotinama
i kataliziraju proces oksidacije. Proizvod se prikuplja na dnu generatora i ponovno cirkulira
preko strugotina Sto rezultira ve¢om oksidacijom alkohola sve dok se ne dobije ocat Zeljene
ja¢ine (Hailu, 2012). Protok komine i zraka regulira se na temelju stanja procesa i
temperaturnog rezima, kao i odrzavanjem optimalne temperature cirkulacijom i hladenjem
komine. lako i dalje spora, ova metoda omogucuje proizvodnju octa izuzetne kvalitete, s

naglasenim okusom i mirisom (Rezo, 2023).
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Slika 6 Shematski prikaz presjeka Frings-ova generatora (Horvat, 2010)

2.4.4. Submerzna metoda

Ova tehnika za proizvodnju octa, najcesce se koristi i podrazumijeva poboljSanje parametara
fermentacije poput aeracije, mijesanja, grijanja i slicno, a primjenjuje se na industrijskoj razini.
U ovom procesu, komina se redovito aerira i mijeSa, dok je fermentor opremljen
izmjenjivacem topline kako bi se odrzala optimalna temperatura tijekom fermentacije.
Fringsov acetator bio je prvi bioreaktor submerznog tipa, nakon ¢ega su razvijene druge
metode poput kavitatora i fermentora s mjehuri¢éima (Vidra i sur., 2017). Aparatura koja se
koristi za provedbu ove metode ukljucuje nehrdajudi €eli¢ni spremnik s izmjenjivacem topline,
regulatorom pjene, ventilima za punjenje i praznjenje te sustavom za opskrbu zrakom.
Koeficijenti prijenosa kisika u svakom sustavu izuzetno su raznoliki. Opéenito, ovi fermentori

osiguravaju maksimalne koeficijente prijenosa kisika i ne uklju€uju mijesanje (Ho i sur., 2017).

Sustavi za kontinuiranu opskrbu zrakom klju¢ni su za uspjesno funkcioniranje ove metode.
Ocuvanje bakterijske kulture u fazi eksponencijalnog rasta je od iznimne vaZnosti te je nuzno
osigurati potrebne hranjive tvari i kisik kako bi bakterije prezivjele. KoriStenjem ovog sustava
bakterije octene kiseline suspendirane su u tekucini (hranjivoj podlozi) i ne stvaraju ,majku
octa”, nema prisutnosti sluzi u fermentoru, a gotovi ocat je izuzetno bistar. Postoje dva glavna

tipa ovih sustava: turbinski sustavi i sustavi s venturijevom cijevi (Hailu, 2012).

Svi parametri su strogo i automatski kontrolirani, ukljucujuéi temperaturu, pH vrijednost,
koncentraciju alkohola, koli¢inu zraka te punjenje i praznjenje acetatora. Postupak submerzne
proizvodnje octa moZe biti voden kao $arZni, polukontinuirai i kontinuirani. Sarini postupak

ukljuCuje tri koraka: punjenje acetatora hranjivom podlogom (medijem), inokulaciju
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bakterijama octene kiseline te praznjenjem acetatora nakon zavrSenog proizvodnog procesa.
Za inokulum se koristi nedovrseni ocat s 12 % octene kiseline i 1 % alkohola. Kako bi se postigla
smjesa sa sadrzajem od 7 - 8 % octene kiseline, 5 % alkohola i 0,15 % specijalnih hranjiva,
dodaje mu se odgovarajuca koli¢ina podloge koja sadrzi 12 % alkohola, 1 % octene kiseline i
0,3 % specijalnih hranjiva (Veli¢, 2010). Polukontinuirani postupak sli¢an je Sarznom, no ovdje
se dio sadrzaja acetatora s gotovim proizvodom ispusti, dok drugi dio ostaje u acetatoru i
nadopuni se s hranjivom podlogom radi provedbe sljedeceg ciklusa. Kontinuirani proces,
zapocinje kao $arzni, da bi se potom odriavao stalni volumen fermentirane podloge u
acetatoru na nacin da se kontinuirano dovodi svjeZa hranjiva podloga (stalna opskrba
supstratom) i odvodi/prazni fermentirana podloga (odnosno ocat, proizvod) (Vidra i sur.,

2017).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak rada

Cilj rada bio je istraziti i optimirati proces proizvodnje vo¢nog octa od sibirske borovnice iz
ekoloSkog uzgoja. IstraZivanje je provedeno primjenom serije laboratorijskih (u aeriranim
Erlenmeyerovim tikvicama volumena 2 L) te poluindustrijskih (u acetatoru volumena 30 L)
eksperimenata. Nakon eksperimentalne proizvodnje i analize uzoraka provedena je statisticka
obrada dobivenih rezultata te je optimiran proces proizvodnje voénog octa od sibirske

borovnice.
3.2. Materijali

Sirovine:

e vino od sibirske borovnice iz ekoloskog uzgoja - Aurora (Hrvatska)

e kultura octenih bakterija — majka octa 100 mL/pak (Brouwland, Belgija)
Kemikalije:

e 1 M natrijev hidroksid (NaOH)
e indikator (fenolftalein)

e etanol

e destilirana voda

e enzimski test (slika 7) za odredivanje octene kiseline (K-ACET) (Megazyme, Irska)
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Slika 7 Megazyme enzimski test za odredivanje koncentracije octene kiseline (Megazyme, Irska)
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3.3. Oprema
Tijekom pripreme uzoraka vina za octenu fermentaciju koristeno je sljedede:

e Erlenmeyerove tikvice volumena 2 L

e pipete

Za provodenje octene fermentacije u laboratorijskom mjerilu koristeni su:

orbitalna tresilica (IKA KS 260)

e linearna tresilica (PHOENIX RS-LS20)

e termostatirana orbitalna tresilica (BIOSAN ES-20)
e termometar (TFA LT-101)

e aeratori (zra¢ni kompresori i zra¢ni difuzeri)
Za provodenje octene fermentacije u poluindustrijskom mjerilu koristeni su:
e acetator EUCLID tip A 30
Tijekom analize octa u laboratorijskom i poluindustrijskom mjerilu koristeni su:

e pH metar (Mettler Toledo) za odredivanje pH vrijednosti octa
e digitalni refraktometar (HI 96813) za odredivanje Secera u octu
e tresilica (Vortex V-1 plus)

e spektrofotometar MegaQuant™ Wave (Megazyme, IR)
3.3.1. Laboratorijske mijesalice/tresilice

Za potrebe ovog rada, koristena su tri razli¢ita tipa mjesalice/tresilice, kako bi se odredio
optimalan utjecaj na povecanje koncentracije otopljenog kisika, koji je klju¢an ¢imbenik za
pretvorbu vina sibirske borovnice u octenu kiselinu. Za istraZivanje utjecaja orbitalnog
mijeSanja uzoraka koristena je orbitalna tresilica - OM (IKA, KS 260 basic) (Slika 8). U svrhu
linearnog mijeSanja tresnje koriStena je linearna tresilica - LM (Phoenix, RS-LS20). Tredi
eksperiment provodio se u termostatiranoj orbitalnoj tresilici - TOM (Biosan, ES-20) pri
temperaturi od 30 °C. Svi ekperimenti na tresilicama provedeni su pri jednakom broju okretaja

(100 rpm).

19



3. Eksperimentalni dio

Slika 8 Tresilice: a) IKA, KS 260; b) Biosan, ES-20; c) Phoenix, RS-LS20

3.3.2. Acetator

Acetator EUCLID tip A 30 (slike 9 i 10) namijenjen je za proizvodnju octa postupkom aerobne
fermentacije etanola pomocu bakterija octene kiseline uz intenzivno dovodenje zraka i
njegovo mijesanje s teku¢inom. Sastoji se od spremnika s postoljem, centrifugalne pumpe,
ejektorskog uredaja za napajanje zrakom, cijevnog spiralnog hladnjaka, armature za
praznjenje spremnika i mjerenje razine tekucine, radnog i sigurnosnog temperaturnog
senzora, elektri¢ne instalacije i upravljackog ormarica.

Spremnik acetatora ima volumen od 30 litara. Unutar spremnika nalaze se cijevi za dovod
tekucine pomijeSane s usisanim zrakom i cijevni spiralni hladnjak tekuéine. Pored spremnika
nalazi se centrifugalna pumpa s elektromotornim pogonom te elektri¢na instalacija i
upravljacki ormarié.

Za vrijeme rada acetatora, pomocu centrifugalne pumpe ostvaruje se optocno strujanje
tekucine, pri ¢emu se u tekuéinu dovodi zrak iz okolice. Tekuéina se iz spremnika usisava kroz
usisnu cijev smjestenu na njegovom dnu, usisnom cijevi dolazi u pumpu, iz koje tla¢nom cijevi
ponovno odlazi u spremnik. Tla¢na cijev grana se na tri cijevi, ¢ime se omogucava usisavanje
velike koli¢ine zraka, potrebne za proces aerobne fermentacije etanola pomocu bakterija
octene kiseline. Na gornjem dijelu svake od tri cijevi za dovod tekucine nalaze se uredaji za
napajanje tekuéine zrakom. Uredaji rade na principu ejektora. U tla¢nim cijevima ugradene su
Venturijeve cijevi, kojima se ostvaruje podtlak potreban za usisavanje zraka. U najuzi dio
Venturijevih cijevi ulaze sapnice kojima se dovodi zrak. Na ovaj nacin usisani zrak ulazi u tlacne

cijevi, mijeSa se s teku¢inom i na donjem dijelu u spremnik ulazi mjesavina tekudine i zraka.
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Zracni mjehurici, nakon ubacivanja u spremnik, kre¢u se prema povrsini, mijesajuci na taj nacin
tekudinu s kojom i kemijski reagiraju. Zrak izlazi iz spremnika kroz otvor na poklopcu.
MijeSanje zraka s teku¢inom koja sadrzi alkohol i octene bakterije uzrokuje ubrzavanje procesa
pretvorbe alkohola u octenu kiselinu. Bududi je taj proces egzoterman, (oslobada se toplina
tijekom procesa), dolazi do poveéanja temperature tekucine. Osim toga, tekucina se dodatno
zagrijava i uslijed trenja uzrokovanog njezinim mijeSanjem. Ukupnu toplinu, nastalu
kemijskom reakcijom i trenjem, potrebno je odvesti u okolinu, kako ne bi doSlo do
prekoracenja temperature optimalne za rast i razmnoZavanje bakterija. U tu svrhu u spremnik
je ugraden spiralni cijevni izmjenjivac topline, u kojem se kao rashladno sredstvo koristi voda
iz vodovodne mreze.

U spremniku se nalaze radni i sigurnosni temperaturni senzori. Na temelju izmjerene
vrijednosti temperature pomocu radnog temperaturnog senzora, mikrokontrolnik upravlja
radom elektromagnetnog ventila hladnjaka te na taj nacdin odrzava zadanu temperaturu u
spremniku. Kao sigurnosni element, u spremnik je ugraden temperaturni senzor sigurnosnog
termostata, koji u slucaju otkazivanja radnog termostata, odnosno prekoracenja temperature
zraka iznad 35 °C zbog bilo kojeg razloga, prekida rad acetatora.

Prije ukljucivanja acetator je potrebno napuniti s ukupno 30 litara tekuéine/hranjive podloge,
supstrata te inokulirati octenim bakterijama. Prije prvog ukljucivanja acetatora potrebno je
podesiti temperaturu i vrijeme rada. Ukljuéivanjem acetatora pokreée se cirkulacijska pumpa
te zapodinje mikroprocesorska regulacija temperature i vremena. Na zaslonima se moie
oditati trenutna temperatura tekudine te vrijeme preostalo do kraja procesa. Vrijednost

temperature na zaslonu iskazana je u Celzijevim stupnjevima, a vremena u satima.
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LZO—O):/O—E.:Ii ﬂ

‘wé
:

PE i MIKROKONTROLNIK

Oznake:

GP - Glavni prekidaé EM - Elektromotor

OS - Osigurag P - Pumpa

K1, K2 - Sklopnici TO - Temperaturni osjetnik
TR - Termicki relgj ST - Sigurnosni termostat

EMV - Elektromagnetski
ventil

Slika 9 Elektricna shema acetatora

Slika 10 Shema acetatora

Legenda: 1. centrifugalna pumpa 2. upravljacki ormarié¢ 3. aerator 4. spiralni izmjenjivac topline 5. spremnik

acetatora 6. nivokaz 7. termostat 8. ventili
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3.3.3. MegaQuant™ Wave spektrofotometar

Za odredivanje koncentracije octene kiseline enzimskim testovima, koristen je Megazyme
MegaQuant Wave spektrofotometar (Slika 11) konstruiran za preciznu kvantitativnhu analizu

tekucéih uzoraka.

B MezaQuant
M Waye

Slika 11 Spektrofotometar MegaQuant™ (Megazyme, Irska)

3.4. Metode

3.4.1. Proces proizvodnje octa od sibirske borovnice u laboratorijskom i

poluindustrijskom mjerilu

Za proizvodnju octa od sibirske borovnice upotrijebljeno je voéno vino od sibirske borovnice
iz ekoloskog uzgoja sorte Aurora. Voéno vino je za potrebe provedbe serije
mikrofermentacijskih istrazivanja vino razdijeljeno u pet (5) Erlenmeyerovih tikvica volumena
2 L. U Cetiri (4) Erlenmeyerove tikvice dodano je 920 mL vina sibirske borovnice, a u posljednju
tikvicu je dodano 460 mL vina. Za pokretanje octene fermentacije, kao inokulum je koristena
komercijalna kultura octenih bakterija (Brouwland, BE). U Cetiri Erlenmeyerove tikvice dodano
je 80 mL inokuluma cinedi 1 L ukupnog volumena uzorka u pojedinim tikvicama. U tikvicu
postavljenu u termostatiranoj tresilici dodano je 40 mL octene kulture ¢ime se dobio ukupan
volumen uzorka od 500 mL. Sve tikvice opremljene su aeratorima (zra¢nim difuzerima) kako
bi se osigurao stalni dotok zraka putem zracnih kompresora/pumpi. Sve tikvice su zatvorene

¢epom od akvarijske vate. Tikvice u paralelama (volumena uzorka od 1 L) oznacene kao OM1
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i OM2 koje su postavljene na orbitalnu tresilicu, dok su tikvice oznaéene kao LM1 i LM2
postavljene na linearnu tresilicu. Tikvica volumena 500 mL, oznacena kao TOM, postavljena je
na termostatiranu tresilicu pri temperaturi od 30 °C, dok je proces u ostalim tikvicama voden

pri sobnoj temperaturi. Pripremljeni pocetni uzorci prikazani su na Slici 12.

Slika 12 Pripremljeni uzorci na tresilicama: lijevo (OM ), sredina (TOM), desno (LM)

Tijekom provedbe eksperimenta, svaka 4 dana uzimani su uzorci radi analize odabranih
parametara s ciljem praéenja bioloSke oksidacije etanola. Nakon 20 dana provedbe
eksperimenta, dekantirano je 600 mL svakog uzorka, uz minimalno prebacivanje taloga.
Ukupni volumen od 3 L pohranjen je te je kasnije koristen kao inokulum za poluindustrijsku

proizvodnju octa u acetatoru.

Fermentacija vo¢nog vina od sibirske borovnice u poluindustrijskom mjerilu provedena je u
acetatoru volumena 30 L (Slika 10) u koji je dodano 3 L inokuluma dobivenog aerobnom
fermentacijom etanola pomoéu octenih bakterija u laboratorijskom mjerilu te 27 L voénog
vina od sibirske borovnice. Fermentacija je provedena uz konstantan dovod zraka te regulaciju
temperature pri 30 °C. Acetator je opremljenim spiralnim izmjenjivatem topline s
automatskom regulacijom temperature fermentacije. Na samo pocetku procesa, uzorak je
zagrijan do 30 °C kako bi se potaknula aerobna fermentacija etanola pomodéu bakterija octene
kiseline. Uzorkovanje i analiza uzorka u poluindustrijskom mjerilu provodena je svakih Cetiri
dana. Nakon 20 dana ocat sibirske borovnice je pretoen u boce u kojima je nastavljeno

odlezavanje i dozrijevanje.
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3.4.2. Odredivanje pH vrijednosti

Praéenje pH vrijednosti uzoraka provedeno je koriStenjem pH metra FiveEasy, Mettler Toledo

(Slika 13). pH vrijednost mjerena je direktno u uzorcima, bez prethodne pripreme uzorka.

Slika 13 pH metar (Mettler Toledo)

3.4.3. Odredivanje koncentracije octene kiseline titracijskom metodom

Titracijska metoda odredivanja koncentracije octene kiseline u uzorku temelji se na
neutralizaciji octene kiseline natrijevim hidroksidom. Metoda je pogodna jer omogucuje brzo

i precizno odredivanje octene kiseline u voénom octu.

Otpipetirano je 10 mL voénog octa u Erlenmeyerovu tikvicu te je dodano nekoliko kapi
indikatora fenolftaleina. Uzorak je, uz stalno mijesanje, polako titriran standardnom otopinom
natrijeva hidroksida (1M NaOH) do promjene boje indikatora u crveno-ljubi¢astu ¢ime je

oznacen kraj titracije. Koncentracija octene kiseline u uzorku se izracunata je prema jednadzbi
(1):

Koncentracija octene kiseline = V(NaOH) X f x 10 [g/L] (1)
gdje je:

V (NaOH) — volumen titranta (1M NaOH)

f - faktor konverzije (0,6)
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3.4.4. Odredivanje koncentracije octene kiseline spektrofotometrijskom

enzimskom metodom

Enzimski test za odredivanje koncentracije octene kiseline pruza brzo i pouzdano mjerenje
koncentracije octene kiseline/acetata u hrani, pi¢ima i drugim materijalima. Metoda se temelji
na sljede¢im reakcijama (Slika 14): acetil-koenzim A sintaza (ACS), uz prisutnost adenozin-5'-
trifosfata (ATP) i koenzima A (CoA), pretvara octenu kiselinu (acetat) u acetil-CoA (1), uz
istovremeno nastajanje adenozin-5'-monofosfata (AMP) i pirofosfata. Nakon toga, citrat
sintaza (CS) u prisutnosti acetil-CoA pretvara oksaloacetat u citrat (2). Oksaloacetat potreban
za reakciju (2) nastaje se iz L-malata i nikotinamid-adenin dinukleotida (NAD*) u prisutnosti L-

malat dehidrogenaze (L-MDH) (3). U toj reakciji, NAD* se reducira u NADH.

Odredivanje se provodi spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 340 nm, u staklenoj kiveti
promjera 1 cm i volumena 5 mL. Svi uzorci su prije analize termostatirani na temperaturi od

25°C.

Octena kiselina

CoA

ATP
Acetil-CoA sintaza C
AMP

9
Acetil-CoA + pirofosfat

H.O L-malat
Citrat sintaza dehidrogenaza
oksaloacetat - L-Malat
1 i i
Citrat + CoA =
NADH NAD

Slika 14 Reakcije na kojima se temelji enzimska metoda odredivanje octene kiseline

Mijerenje apsorbancije provedeno je na nacin da je u kivetu dodano 2 mL destilirane vode, 0,1
mL uzorka, 0,5 mL standarda 1 (pufer), 0,2 mL standarda 2 (NAD*/ATP/PVP/CoA). Dobivena
smjesa izmijeSana je na vortex mjesacu, inkubirana 3 minute pri temperaturi od 25 °C te je
izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 340 nm. Nakon toga dodano je 0,02 mL standarda

3 (L-MDH/CS). Reakcijska smjesa ponovo je izmijeSana na vortex-u te izmjerena apsorbancija

26
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nakon 4 minute termostatiranja. Zatim je dodano 0,02 mL suspenzije 4 (ACS), ponovo
izmijeSano, termostatirano kroz 12 minuta te ocitana apsorbancija. Prije svake analize uzorka,

spektrofotometar se nulira pomocu slijepe probe.

Izracunavanje koncentracije octene kiseline na osnovu izmjerenih apsorbancija uzoraka
provedeno je koristenjem odgovarajuceg (specijaliziranog) digitalnog alata (MegaCalc™

kalkulator, https://www.megazyme.com/documents/Data Calculator/K-ACET CALC.xlsx).

3.4.5. Odredivanje refraktometrijske vrijednosti

Refraktometrija je mjerna tehnika odredivanja indeksa loma svjetlosti (refrakcije) neke tvari.
Za mjerenje se koristi mjerni instrument refraktometar (Slika 15), koji mjeri kut pod kojim se
zraka svjetlosti lomi pri prijelazu iz otopine u staklenu prizmu poznatog indeksa loma. Indeks
loma otopina proporcionalan je njihovoj koncentraciji, pa refraktometrija sluzi kao brza
analiticka metoda za odredivanje koncentracije Secera u vinima i sokovima, alkohola u
alkoholnim pi¢ima, koncentracije masti u mlijeku itd. Rezultat je pri tome izrazen u
stupnjevima Brix-a [°Bx]. Za analizu je koristen refraktometar tvrtke Hanna Instruments (HlI

96813 Wine Refractometer).

SaBrix
HI 96813 /ONN

1
2 Potential
Wine Refractometer M,,‘_,,

DD®

Slika 15 Refraktometar HI 96813 (lzvor: Autor)
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Fizikalno-kemijski parametri voénog vina od sibirske borovnice

Kao pocetna sirovina za proizvodnju voénog octa od sibirske borovnice koristeno je voéno vino
sibirske borovnice iz ekoloskog uzgoja. Tablica 1 prikazuje rezultate dobivene fizikalno-
kemijskom analizom voc¢nog vina od sibirske borovnice te pocetnih uzoraka voénog vina od
sibirske borovnice nakon dodatka komercijalno dostupnog inokuluma u tekuéem obliku.
Analizirani uzorci voc¢nog vina od sibirske borovnice zadovoljavaju uvjete propisane
Pravilnikom o vinarstvu (NN 81/22) te se na takvim uzorcima zasnivala daljnja proizvodnja

vocnog octa od sibirske borovnice.

Tablica 1 Fizikalno-kemijski parametri vo¢nog vina od sibirske borovnice te pocetnih uzoraka voénog vina od

sibirske borovnice nakon dodatka inokuluma

Parametar Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj SadrZaj
Suhi Alkoholna hlapljivih ukupnih slobodnog ukupnog
ekstrakt jakost kiselina kiselina SO2 SO2
Uzorci
(/1) (vol %) (8/1) (8/1) (mg/1) (mg/1) pH
Vocno vino od
65,6 11,21 1,02 19,35 23,04 84,48 3,48
haskapa
Vocno vino od
hask
askapa s 57,3 10,52 5,37 29,25 25,60 80,26 | 3,30
dodanim
inokulumom

Iz tablice je vidljivo kako dodatkom inokuluma dolazi do poveéanja sadrzaja hlapljivih i ukupnih
kiselina, kao i smanjenja pH vrijednosti, sto je olekivano, jer je komercijalni inokulum
dostupan u obliku octa u kojem se nalaze suspendirane octene bakterije. Dodatak inokuluma
u tekuc¢em obliku osigurao je prisutnost dovoljne pocetne koli¢ine octenih bakterija za
pokretanje bioprocesa, pri ¢emu blago snizenje pH podloge (voénog vina) i dalje osigurava
optimalne uvjete za njihov rast i razmnoZavanje. Neznatno smanjenje alkoholne jakostii suhog
ekstrakta takoder je posljedica dodatka tekuéeg inokuluma, odnosno razrjedenja originalnog
uzorka voénog vina. Kako bi se tijekom procesa proizvodnje octa postigao zadovoljavajuci
prinos, odnosno koncentracija octene kiseline u skladu s lokalnom regulativom za voéne
octove, potrebno je osigurati da alkoholna jakost pocetnog uzorka voénog vina bude dovoljno

velika, ali istovremeno takva da ne dovede do inhibitornog ucinka na bakterije octene kiseline.
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Rezultati istraZzivanja koje su proveli Garrido-Vidal i suradnici (2003) pokazali su kako u
kontinuiranoj proizvodniji octene kiseline sadrzaj etanola od 50 g/L (odnosno oko 6% vol/vol)
moze imati inhibitorni uc¢inak na octene bakterije. Ovo se moze izbjeéi razrjedivanjem pocetne
sirovine, odnosno korekcijom sadrZaja alkohola, ali to moZe narusiti mineralni sastav i udjel
dusika u sirovini. Navedeno takoder moze imati nepovoljan uc¢inak na proizvodni proces, pa je
te vrijednosti takoder potrebno korigirati dodatkom odgovarajucih izvora minerala/dusika.
Coelho i suradnici (2017), temeljem rezultata dobivenih istrazivanjima proizvodnje vocnih
octeva od vocnih vina narance, manga, viSnje i banane, navode kako je i alkoholna jakost do
11% prikladna za proizvodnju voénog octa. Inhibitorni u¢inak alkohola na pocetku proizvodnog
procesa moze se prevladati dodatkom vece koli¢ine inokuluma. Istrazivanja su pokazala kako
upotreba komercijalno dostupnih inokuluma bakterija octene kiseline (tzv. ,startera”,
odnosno majke octa) osigurava brze provodenje procesa te konacni proizvod boljeg sastava i
senzorskih karakteristika u odnosu na procese u kojima nije koristen inokulum (Luzdn-

Quintanaisur., 2021).

4.2. Utjecaj vrste mijesanja na kinetiku nastajanja i koncentraciju octene

kiseline u laboratorijskom mjerilu

Jedan od ciljeva rada bio je istraziti kako vrsta mijeSanja utjece na proizvodnju vo¢nog octa od
sibirske borovnice, odnosno na kinetiku nastajanja i koncentraciju octene kiseline, kao glavnog
proizvoda procesa bioloske oksidacije alkohola. U tu svrhu provedeni su Sarzno vodeni
eksperimenti u laboratorijskom mjerilu (0,5 — 1 L vo¢nog vina) primjenom razli¢itih vrsta
mijesalica (tresilica): orbitalne, linerane (recipro¢ne) i termostatirane orbitalne.

Vrsta mijeSanja u direktnoj je vezi s uc¢inkovitoSc¢u aeracije, koja je jedan od klju¢nih procesnih
parametara u proizvodnji octa. U tom kontekstu, ispitan je utjecaj orbitalnog mijesanja (OM)
i lineranog mijesanja (LM) na kinetiku nastajanja i koncentraciju octene kiseline, pri ¢emu su
eksperimenti provedeni pri sobnoj temperaturi (25 °C). Optimalna temperatura za bakterije
octene kiseline iznosi od 25 do 30 °C (Luzdon-Quintana i sur., 2021). Imajudi u vidu utjecaj
temperature na brzinu rasta i razmnoZavanje mikroorganizama, ali i na brzinu kojom nastaju
proizvodi njihova metabolizma, dodatno je ispitan i utjecaj temperature vec¢e od sobne pri

orbitalnom mijeSanju na nastajanje octene kiseline, pri ¢emu je eksperiment proveden pri 30
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°C koristenjem termostatirane orbitalne mijeSalice (TOM). Volumna jakost alkohola u svim
pocetnim uzorcima je bila jednaka te je iznosila 10,52 vol %.

Kako bi se pratila kinetika nastajanja i koncentracija octene kiseline, uzorci su uzimani svaka 4
dana tijekom eksperimenta u ukupnom trajanju od 20 dana. Rezultati iskazani kao srednja

vrijednost dva paralelna mjerenja prikazani su na Slici 16.

50 -
oM LM TOM
40 -
=
— 30 o
ﬁ
1]
=
2
6 20 A
j.O T T T T 1
0 4 8 12. 16 20

Dani

Slika 16 Kinetika nastajanja octene kiseline i koncentracija octene kiseline (odredeno titracijskom metodom)

tijekom proizvodnje vo¢nog octa od sibirske borovnice

Iz rezultata je vidljivo kontinuirano povecanje koncentracije octene kiseline od 4. do 20. dana
vodenja procesa u svim uzorcima, neovisno o na¢inu mijeSanja i temperaturi. U prvim danima
vodenja procesa to poveéanje nije veliko u odnosu na pocetni uzorak, ali ve¢ od 8. dana
promjena koncentracije u svim uzorcima u odnosu na pocetnu koncentraciju je puno izrazenija
Sto se vidi iz nagiba krivulja. Usporedbom rezultata za sva tri uzorka nakon 20. dana vodenja
procesa vidljivo je kako je najveca koncentracija octene kiseline dobivena u uzorcima koji su
mijesani orbitalno (OM) pri sobnoj temperaturi i iznosi 45,9 g/L. U uzorcima koji su mijesani
linearno (LM) koncentracija octene kiseline nakon 20 dana procesa iznosila je 42,9 g/L. Ovo
vjerojatno ukazuje kako se orbitalnim mijeSanjem postigla bolja topljivost i distribucija kisika
u masi tekucine u odnosu na linearno mijesanje. Nadalje, koncentracija octene kiseline nakon

20 dana procesa u orbitalno mijesanim uzorcima pri temperaturi 30 °C (TOM) iznosila je 43,2

33



4. Rezultati i rasprava

g/L . Ocekivano, to je nesto veca vrijednost u odnosu na linearno mijesane uzorke, ali manja u
odnosu na uzorke mijeSane orbitalno pri nizoj temperaturi. lako je aktivnost bakterija octene
kiseline veéa pri visim temperaturama (u ovom slucaju 30 °C > 25 °C, odnosno sobne
temperature) i moZe se posljedicno ocekivati veci prinos octene kiseline, poveéanje
temperature ima negativan utjecaj na topljivost kisika i moze dovesti do smanjenja njegove
koncentracija u kompleksnim hranjivim podlogama, poput voénih vina. Nadalje, povec¢anjem
temperature moze takoder doci do jaceg isparavanja hlapljivih spojeva poput alkohola te same
octene kiseline, Sto takoder moze biti jedan od razloga zasto je u koncentracija octene kiseline

dobivena u uzorku TOM manja nego u uzorku OM.

Dobivene vrijednosti koncentracija octene kiseline nakon zavrSenog procesa proizvodnje
usporedive su s koncentracijama koje su u svom istrazivanju dobili Coelho i suradnici (2017)
koji su proizvodili vo¢ni ocat iz voénih vina od narance, manga, visnje i banane, Cija je alkoholna
jakost bila usporediva s vo¢nim vinom od sibirske borovnice koristenom u ovom istraZivanju.
Koncentracija octene kiseline u navedenom istrazivanju takoder je odredivana titracijski, s 0,1
M NaOH i 1%-tnim fenolftaleinom kao indikatorom. Koncentracije octene kiseline na kraju

fermentacije u svim su uzorcima bile su izmedu 40 50 g/L.

Nastajanje octene kiseline praceno je promjenom pH uzoraka, a rezultati praéenja prikazani

su na Slici 17.
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Slika 17 Promjene pH vrijednosti uzoraka tijekom proizvodnje vo¢nog octa od sibirske borovnice
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4. Rezultati i rasprava

lako se koncentracija octene kiseline kontinuirano poveéava tijekom eksperimenta u svim
uzorcima, promjene pH ne prate isti trend ve¢ variraju od 2,7 do 3,2, ali su uvijek manje od
pocetnog pH koji je iznosio 3,5. Najveéa promjena, odnosno smanjenje pH u svim uzorcima
vidljivo je 8. dana fermentacije, vjerojatno zbog vece aktivnosti bakterija octene kiseline u
odnosu na prve dane fermentacije. Nakon dvadeset dana fermentacije, pH vrijednost sva tri

uzorka je bila priblizno jednaka, pH 3,05 + 0,02.

Osim nastajanja octene kiseline i promjene pH, proces proizvodnje voénog octa moZe se
indirektno pratiti i pra¢enjem potrosnje Seéera. U tu svrhu u svim je uzorcima pracen udio
suhe tvari u ovisnosti o vremenu, odnosno vrsti mijeSanja uzorka. Udio suhe tvari, odnosno
Seéera, odredivan je refreaktometrijskom metodom (izrazeno u stupnjevima Brix-a),a

dobiveni rezultati prikazani su na Slici 18.
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Slika 18 Promjene udjela suhe tvari (Secera) tijekom proizvodnje voénog octa od sibirske borovnice

Iz rezultata je vidljivo kontinuirano smanjenje udjela suhe tvari od 4. do 20. dana vodenja
procesa u svim uzorcima, neovisno o nacinu mijeSanja i temperaturi. Nadalje, iz rezultata se
je vidljivo kako vedi utjecaj na smanjenje udjela suhe tvari ima temperatura vodenja procesa,
nego vrsta mijesanja. Tako je u uzorku dobivenom pri temperaturi fermentacije 30 °C (TOM)
vidljivo puno izraZzenije smanjenje udjela suhe tvari tijekom svih 20 dana trajanja procesa,

odnosno veca potrosnja Secera, u odnosu na uzorke dobivene pri temperaturi fermentacije 25
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°C (OM i LM). U uzorcima OM i LM, iako mijeSanima na razli¢ite nacine, vidljiv je vrlo sli¢an
trend i razina smanjenja udjela suhe tvari, odnosno potrosnje Sec¢era. Ovakvi rezultati mogli bi
se objasniti ¢injenicom kako je metabolicka aktivnost mikroorganizama, pa tako i bakterija
octene kiseline, veca pri visSim temperaturama, Sto se ocituje kroz vecu potro$nju Secéera
prisutnih u hranjivoj podlozi. Istovremeno, veéa temperatura moze predstavljati stres za
octene bakterije te tako negativno utjecati na ucinkovitost octene fermentacije, odnosno

nastajanje octene kiseline (Ghosh i sur., 2012).

4.3. Kinetika nastajanja octene kiseline u poluindustrijskoj proizvodnji
voénog octa od sibirske borovnice i usporedba titrimetrijske i
spektrofometrijske enzimske metode za odredivanje koncentracije

octene kiseline

Nakon provedenih eksperimenta u laboratorijskom mijerilu, provedeno je uvecanje mjerila
procesa u poluindustrijskom mjerilu koristenjem acetatora volumena 30 L., pri ¢emu je kao
inokulum koristeno 3 L octa dobivenog u eksperimentima provedenim u laboratorijskom
mjerilu. Proces je voden 20 dana uz konstantnu aeraciju i temperaturu procesa, koja je iznosila
30 °C. Kinetika nastajanja i koncentracija octene kiseline praéeni su tijekom eksperimenta u
ukupnom trajanju od 20 dana, na nacin da su uzorci uzimani svaka 4 dana. Radi usporedbe i
procjene prikladnosti, za odredivanje koncentracije octene kiseline koristene su dvije metode:
standardna titracijska metoda i spektrofotometrijska enzimska metoda. Rezultati su izrazeni

kao srednja vrijednost dva paralelna mjerenja i prikazani su na Slici 19.

Iz rezultata prikazanih na Slici 19 vidljivo je kako i u poluindustrijskom mjerilu kinetika
nastajanja octene kiseline slijedi isti trend kao i tijekom eksperimenata u laboratorijskom
mjerilu. Vidljivo je kontinuirano povecéanje koncentracije octene kiseline od pocetka do kraja
procesa proizvodnje, pri éemu je takoder izraZeniji porast koncentracije u odnosu na pocetnu
koncentraciju vidljiv od 8. dana. Tijekom prvih dana fermentacije bakterije octene kiseline su
vjerojatno jos uvijek u fazi prilagodbe, pri éemu se dostupni supstrati i kisik u hranjivoj podlozi
trose uglavnom na nastajanje biomase, a ne na sintezu proizvoda, odnosno octene kiseline.

Nakon faze prilagodbe, odnosno nakon 8. dana procesa primjetan je ve¢ spomenuti izrazeniji
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porast koncentracije octene kiseline (40,80 g/L odredeno titracijskom metodom, odnosno
35,04 g/L odredeno spektrofotometrijskom enzimskom metodom) u odnosu na pocetnu
vrijednost, $to ukazuje na intenzivnu aktivnost octenih bakterija usmjerenu prema sintezi
proizvoda. Na kraju procesa fermentacije, odnosno 20. dana mjerenja, koncentracije octene
kiseline iznosila je 59,4 g/L odredeno titracijskom metodom, odnosno 59,49 g/L odredeno
spektrofotometrijskom enzimskom metodom, S$to je ukazuje na veéi prinos u
poluindustrijskom mijerilu u odnosu na laboratorijsko mjerilo, odnosno na uspjesno
provedenu optimizaciju i uvecanje mjerila provedenog laboratorijskog eksperimenta.
Dobiveni proizvod ispunjava minimalne zahtjeve Pravilnika o vinskom i vo¢cnom octu Republike
Hrvatske (NN 121/05) koji vo¢ni ocat definira kao proizvod s minimalnom hlapljivom kiselos¢u

od 50 g/L, izrazenom kao octena kiselina.

SFM TITR.

Octena kis. [g/L]

O T T T T T 1
0.dan 4. dan 8.dan 12. dan 16. dan 20. dan

Dani

Slika 19 Graficki prikaz usporedbe metoda mjerenja koncentracije octene kiseline

Usporedujudi dvije metode za odredivanje koncentracije octene kiseline (Slika 19) vidljivo je
kako je najveda razlika vrijednosti koncentracija bila prilikom odredivanja pocetne vrijednosti
koncentracije octene kiseline, ali i da titracijska metoda konzistento pokazuje vece vrijednosti
koncentracija octene kiseline. Spektrofotometrijska metoda pokazala je puno nizu pocéetnu

koncentraciju (1,90 g/L) u usporedbi s titracijskom metodom (15,60 g/L). Isto se moze
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primijetiti i u slucaju drugog uzorka uzetog 4. dana fermentacije, dok koncentracija octene
kiseline jo$ uvijek nije puno veéa u odnosu na pocetnu koncentraciju. Za ostale uzorke, u
kojima je koncentracija octene kiseline puno veda u odnosu na pocetnu koncentraciju,
smanjuje se razlika vrijednosti koncentracija odredenih pomoc¢u ovih dviju metoda. Dobiveni
rezultati mogli bi se objasniti razlikom u osjetljivosti metoda u sluc¢aju malih koncentracija
octene kiseline. 20. dana mjerenja, koncentracije octene kiseline odredene koristenjem obje
metode gotovo su iste (59,40 g/L odredeno titracijskom metodom, odnosno 59,49 g/L
odredeno spektrofotometrijskom metodom), sto ukazuje da su obje metode pouzdane za
odredivanje vecih koncentracija octene kiseline.

Obje ispitane metode dale su validne rezultate i pokazale isti trend nastajanja octene kiseline
tijekom eksperimenta u poluindustrijskom mjerilu, unato¢ razlikama u odredivanje pocetnih
koncentracija (kada je koncentracija octene kiseline mala). Imajuéi u vidu ¢injenicu kako je
spektrofotometrijska enzimska metoda specificnija, a titracijska metoda konzistento daje vece
vrijednosti, bilo bi korisno provesti kalibraciju i standardizaciju ovih metoda s ciljem preciznije

procjene ukupne kiselosti octa.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Tijekom proizvodnje vo¢nog octa od sibirske borovnice u laboratorijskom mjerilu vidljivo
je kontinuirano poveéanje koncentracije octene kiseline od 4. do 20. dana vodenja

procesa neovisno o nacinu mijesSanja i temperaturi.

e Veca koncentracija octene kiseline (45,9 g/L) dobivena je u uzorcima vocnog octa
dobivenih primjenom orbitalnog mijeSanja (OM), pri sobnoj temperaturi, u odnosu na

uzorke mijesane linearno/recipro¢no (LM).

e U svim uzorcima vidljivo je kontinuirano smanjenje udjela suhe tvari tijekom cijelog
eksperimenta. Veci utjecaj na smanjenje udjela suhe tvari, odnosno potrosnju Secera,

imala je temperatura vodenja procesa, nego vrsta mijesanja.

e Kinetika nastajanja octene kiseline u uzorcima dobivenima vodenjem procesa u
poluindustrijskom mjerilu slijedi isti trend kao i tijekom eksperimenata u laboratorijskom
mjerilu, odnosno dolazi do kontinuiranog poveéanja koncentracije octene kiseline od

pocetka do kraja procesa proizvodnje.

e Na kraju procesa proizvodnje u poluindustrijskom mijerilu (20. dan) dobivena je veca
koncentracija octene kiseline (59,4 g/L) u odnosu na laboratorijsko mjerilo, $to ukazuje na
uspjeSno provedenu optimizaciju i uveéanje mijerila provedenog laboratorijskog

eksperimenta.

e Usporedbom dvaju metoda za odredivanje koncentracije octene kiseline vidljivo je da
titracijska metoda konzistento pokazuje vece vrijednosti, ali i da su obje metode pokazale

isti trend nastajanja octene kiseline tijekom eksperimenta u poluindustrijskom mjerilu.
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