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Izvod

Potraznja za mlecnom kiselinom beleZi snazan rast u poslednjoj deceniji, prvenstveno zbog
razvoja biodegradabilnih polimera na bazi mlecne kiseline i njene primene u prehrambenoj,
farmaceutskoj i drugim industrijama. Savremena proizvodnja mlecne kiseline se zasniva na
principima odrzivosti, ekonomske i ekoloske povoljnosti u biotehnoloskim postupcima na
obnovljivim i otpadnim poljoprivrednim sirovinama. U ovom radu su razmatrane moguénosti
fermentativne proizvodnje mlecne kiseline na razli¢itim obnovljivim sirovinama, sa detaljni-
jom analizom moguénosti koriséenja tec¢ne dzibre kao sirovine. Poseban izazov je povecati
produktivnost proizvodnje na obnovljivim sirovinama koris¢enjem novih tipova bioreaktora,
bakterija mlecne kiseline (BMK) sa amilolitickom aktivnos¢u, mesovitih kultura BMK ili pak
geneticki modifikovanih mikroorganizama. Primena novih tehnoloskih resenja koja ukljucuju
integraciju odredenih tehnoloskih faza ili procesa, primenu imobilisanih sistema kao i upo-
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rednu proizvodnju mlecne kiseline i probiotske biomase je razmatrana u ovom radu.
Kljucne reci: mlec¢na kiselina; obnovljiva biomasa; te¢na dzibra; fermentacija.
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Savremeni trendovi na polju proizvodnje indus-
trijskih sirovina zasnivaju se na principima odrZivosti,
energetske i ekoloske povoljnosti i Sto niZih troskova
proizvodnje. Mlec¢na kiselina se Siroko koristi u farma-
ceutskoj, hemijskoj, prehrambenoj, tekstilnoj i kozar-
skoj industriji. Poslednjih godina se uocava snazan rast
potraznje za mlecnom kiselinom, prvenstveno zbog raz-
voja biodegradabilnih laktidnih polimera koji se koriste
za kontrolisano oslobadanje lekovitih supstanci. Proce-
njeno je da ¢e godisnja potraznja za mlecnom kiselinom
do kraja 2011. godine biti 200000 tona [1]. Najvedi
proizvodaci mlecne kiseline i polilaktidnih polimera u
svetu: Cargill Dow (SAD), Purac (Holandija), Galactic
(Belgija), Musa-shino Chemical Laboratory Ltd. (Japan),
uglavnom koriste mle¢nu kiselinu dobijenu fermenta-
cijom [2-4]. U ukupnoj svetskoj proizvodnji mlecne ki-
seline, procenjuje se da fermentacioni postupak uces-
tvuje sa 90%, a samo 10% mlecne kiseline se proizvodi
sintezom iz laktonitrila [5]. Velike kompanije koje proiz-
vode i polimere na bazi mlec¢ne kiseline koriste fermen-
tacioni postupak jer selektivno nastaje L(+) ili D(-) izo-
mer, dok hemijskom sintezom nastaje racemat. Za sin-
tezu polimera je potrebno koristiti kao bazu visoko pre-
¢is¢ene enantiomere mlecne kiseline dobijene nakon
skupih procesa mikrofiltracije, ultrafiltracije ili bipo-
larne elektrodijalize jer su termostabilnost, mehanicka
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otpornosti i druga fizikohemijska svojstva polimera dik-
tirana zastupljenos¢u L(+) ili D(=) mlecne kiseline [6].

Prvobitno, mlecna kiselina se dobijala iz skupih rafi-
nisanih Secera (glukoze, saharoze) klasi¢nim fermenta-
cionim postupkom pomocu bakterija mlecne kiseline
[7], dok danas postoje industrijski procesi u kojima se
fermentacija izvodi na kukuruzu, Secernoj repi i pirincu
[8]. Danas je posebno aktuelno ispitivanje obnovljivih
sirovina iz prirode (lignocelulozni materijali: drvo, hid-
rolizati drveta), obnovljivih ratarskih kultura bogatih
skrobom (psSenica, jeCam, krompir, kukuruz, tapioka,
Sargarepa) [9], otpadnih sirovina iz industrije mleka (su-
rutka) [10] i otpadnih proizvoda poljoprivredne prerade
i industrije (pirincana slama, melasa, voda od mocenja
kukuruza, ostatci prerade Secerne trske, kasave) [11,12]
za dobijanje mlecne kiseline u laboratorijskim uslovima.
Primena sporednih i otpadnih proizvoda drugih indus-
trija kao i obnovljivih poljoprivrednih sirovina je zna-
¢ajno ekonomicnija, doprinosi smanjenju ekoloskih pro-
blema odlaganja otpada kao i smanjenju koncentracije
ugljen-dioksida u atmosferi. Ipak, mali broj tehnologija
na obnovljivim sirovinama je naSao industrijsku pri-
menu, prvenstveno zbog nedovoljne produktivnosti,
buducdi da je mlec¢na kiselina relativno jeftina supstanca.
Ispituju se moguénosti da se poveca efikasnost procesa
koris¢enjem imobilisanih proizvodnih mikroorganizama
i njihovom recirkulacijom, projektovanjem dolivnih,
kontinualnih i semikontinualnih procesa i drugim teh-
noloskim resenjima [13].

U ovom radu ¢e biti dat kratak pregled dosadasnjih
istrazivanja vezanih za proizvodnju mlecne kiseline, a
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poseban akcenat bi¢e na sagledavanju i analizi savre-
menih trendova u fermentacionim procesima za dobi-
janje mlecne kiseline na obnovljivim sirovinama. Po-
sebno ¢e se razmotriti moguénosti primene te¢ne dzib-
re, kao nove potencijalne sirovine.

MLECNA KISELINA

Mlecna kiselina je 2-hidroksipropionska kiselina i
postoji u dva izomerna oblika, kao L(+) desnogira i D(-)
levogira. Sintetskim postupcima dobijanja mle¢ne kise-
line nastaje racemska smesa. Procesom fermentacije, u
zavisnosti od mikroorganizma koji se koristi, nastaje
stereoselektivno L ili D oblik mle¢ne kiseline. U huma-
nom organizmu je dominantan enzim L-laktat dehidro-
genaza, pa se za primenu u farmaceutskoj i prehram-
benoj industriji uglavhom proizvodi L(+) mlecna kise-
lina. Visoke koncentracije D(-) mle¢ne kiseline mogu da
deluju Stetno na ljudski organizam zato Sto humana
mitohondrijalna D-laktat dehidrogenaza pet puta spo-
rije prevodi D(-) mlecnu kiselinu u piruvat [14-16].
Americka agencija za hranu i lekove (FDA) oznacila je
mlecnu kiselinu kao bezbednu supstancu za humanu
upotrebu (GRAS — eng. generaly recognized as safe), pa
se ona u znacajnim koli¢inama proizvodi i koristi za
prehrambene svrhe. Zbog svoje kiselosti (pK, 3,86) i an-
timikrobnog delovanja koristi se kao acidulant i konzer-
vans u prehrambenoj i konditorskoj industriji [17,18].
Osim toga, danas je u prehrambenoj industriji posebno
zastupljen trend proizvodnje mle¢no-kiselinskih fer-
mentisanih proizvoda, na primer sokova na bazi voca ili
povréa koji predstavljaju izuzetno zdrave proizvode,
tzv.,funkcionalne” prehrambene proizvode [19-21].

Mlecna kiselina je slabo isparljiva, bezbojnaili bledo
Zuta, higroskopna, viskozna supstanca, bez mirisa, koja
u koncentrovanijim rastvorima (>20%) spontano poli-
merizuje gradedi linearne dimerne laktoil laktate, cik-
licne dimerne DD, LL ili DL laktide, ali i sloZenije poli-
mere [7]. U farmaceutskoj tehnologiji se koristi kao
slobodna kiselina koja poseduje humektantna, antimik-
robna i blago eksfolijantna dejstva i u obliku polimera.
Polimeri su bezbedni, biodegradabilni i omogucavaju
kontrolisano oslobadanje leka iz farmaceutskog oblika.
Mlecna kiselina je hemijski a-hidroksi kiselina male mo-
lekulske mase pa lako prodire u koZu. Ulazi u sastav
kozmetickih preparata za eksfolijaciju, tretman akni i
tretman ,,voénim“ kiselinama. Reaktivnost mlec¢ne kise-
line potice od slobodne karboksilne i hidroksi grupe sto
omogudava da se u reakcijama ponasa i kao kiselina i
kao alkohol. U razli¢itim reakcijama daje akrilnu kise-
linu, propilenglikol, acetaldehid, polimere i druge sups-
tance i kao takva predstavlja znacajnu sirovinu za he-
mijsku industriju [18].
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Bakterije mlecne kiseline

Industrijski postupak za dobijanje mlecne kiseline
pomocu bakterija mle¢no-kiselinskog vrenja je prvi put
uspesno uspostavio Albert Beringer (Albert Boehringer)
1895. godine [22]. U grupu bakterija mlecne kiseline
(BMK) ubrajaju se predstavnici vise rodova: Lactoba-
cillus, Carnobacterium, Enterococcus, Leuconostoc, Oe-
nococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Lactococcus, Streptococcus i Weissella [13]. Kao indus-
trijski proizvodni mikroorganizmi najvise se koriste vrs-
te roda Lactobacillus sposobne za stereospecificnu pro-
izvodnju mlecne kiseline, a koriste se i kao probiotici
zbog svog povoljnog dejstva na zdravlje ljudi i Zivotinja.

BMK su gram-pozitivhe, nesporogene, anaerobne
(mada postoje aerotolerantne koke i bacili medu BMK),
katalaza negativne, acidotolerantne bakterije koje mo-
gu da proizvode mleénu kiselinu kao glavni proizvod
metabolizma ugljenih hidrata iz razli¢itih sirovina [23].
Ove bakterije uglavnom koriste dosta sloZzene medi-
jume za rast jer ne mogu same da sintetiSu sve potreb-
ne nutrijente. U prirodi naseljavaju stanista bogata ami-
nokiselinama, peptidima, nukleotidima, masnim kiseli-
nama, vitminima B grupe, mineralima i drugim neop-
hodnim faktorima rasta, kao Sto je na primer digestivni
trakt ljudi i Zivotinja. U industrijskim uslovima je naj-
ceS¢e neophodno obogacivanje medijuma izvorima
azota i vitaminima za postizanje visokih prinosa, Sto se
odrazava na ukupne troskove proizvodnje. BMK su po-
deljene na homofermentativne i heterofermentativne,
u zavisnosti od toga da li je dominantan proizvod nji-
hove aktivnosti mle¢na kiselina ili proizvode i CO,, eta-
nol, acetatnu kiselinu i druge metabolite [24]. Kod od-
redenih homofermentativnih vrsta pod odgovaraju¢im
uslovima moze se indukovati heterofermentativni me-
tabolizam.

Bakterije mlecne kiseline pogodne za proizvodnju
mlecne kiseline na obnovljivim sirovinama

Za koris¢enje otpadnih poljoprivrednih sirovina po-
godne su BMK koje sintetiSu ekstracelularne enzime.
BMK koje proizvode ekstracelularne amilaze se nazivaju
amiloliticke bakterije mlecne kiseline. Za izvodenje mle-
¢no-kiselinske fermentacije na sirovinama bogatim skro-
bom sa ve¢inom BMK neophodno je prvo molekule
skroba razloziti na proste Secere delovanjem enzima
amilaza (faza likvefakcije i saharifikacije), a potom fer-
mentacijom nastaje mlec¢na kiselina. Amiloliticke BMK
omogucdavaju koris¢enje sirovina bogatih skrobom i
sporednih proizvoda prerade skrobnih sirovina u jed-
nostavnijim i jeftinijim tehnoloskim postupcima. Naka-
mura i Crowell su 1979. godine potvrdili sposobnost
soja Lactobacillus amylolyticus B 4437 da hidrolizuje
molekule skroba, a 1981. godine izolovan je joS jedan
amiloliti¢ki soj, L. amylovorus [25,26]. Primena amiloli-
tickih sojeva omogucava primenu direktnog postupka
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¢ime se ostvaruje uSteda u energiji i vremenu (nije
potrebno formiranje i odrzavanje dva procesa, pranje
reaktora izmedu faza saharifikacije i fermentacije).

Tehnike genetickog inZenjerstva omogucéavaju mani-
pulacije na visoko produktivnim sojevima koji nemaju
amilaznu aktivnost, integracijom gena za a-amilazu. In-
tegracijom gena za a-amilazu iz Streptococcus bovis 148
u genom Lactobacillus casei uz ekspresiju AmyAF pep-
tida znacajno je povecana hidroliticka aktivnost. Preko
peptida AmyAF su imobilisane bakterije i ponovno vra-
¢ane u proces, $to je takode doprinelo povecanju pro-
duktivnosti [27]. Direktni postupci fermentacije gene-
ticki modifikovanim bakterijama jo$ uvek ne daju visoke
prinose mlecne kiseline, ali se dosta ispituju i ocekuje
se povecanje njihove efikasnosti u buduénosti. Radi
povecanja produktivnosti, u laboratorijskim uslovima se
ispituje i sposobnost BMK da sinergisticki proizvode
mlecnu kiselinu. Utvrdeno je da mesana kultura pet so-
jeva Lactobacillus spp. daje vise prinose mlecne kiseline
u odnosu na svaki od pojedinacnih sojeva, uz smanjenu
potros$nju izvora azota. Takode, povecan je rast mikro-
organizama, pa se dobija i veéa koli¢ina biomase za
eventualnu probiotsku primenu [28].

Obnoviljive sirovine za dobijanje mlecne kiseline

Jeftinije sirovine, koje su danas od posebnog inte-
resa i koje se sve vise koriste i u industrijskim proce-
sima su obicno sloZzenog sastava, na primer poljopriv-
redne kulture slabijeg kvaliteta, otpaci iz prerade poljo-
privrednih kultura, industrije hrane, industrije papira
itd. GodiSnje se u svetu proizvede 3,5 milijardi otpadnih
produkata iz poljoprivredne industrije [29]. Ukoliko se
za dobijanje mlecne kiseline pomocu Lactobacillus bul-

garicus koristi pSeni¢no brasno i kvasni ekstrakt, 68%
troskova proizvodnje odlazi upravo na sirovinu [30].
Danas je svetski trend primena tehnologija koje koriste
otpadne i obnovljive sirovine i time smanjuju emisiju
ugljen-dioksida i drugih polutanata uz istovremenu us-
tedu u samom postupku proizvodnje. Pregled nekih
sirovina koje su ispitivane za dobijanje mlecne kiseline,
prinosi i mikroorganizmi kori$¢eni za fermentaciju dati
su u tabeli 1.

Odgovarajuca sirovina za dobijanje mlecne kiseline
treba da ima sledece osobine:

— hiska cena,

— odsustvo kontaminirajucih supstanci,

— brza fermentacija,

—visok prinos mlecne kiseline,

— minimalna sinteza sporednih proizvoda u toku fer-
mentacije,

— mogucnost korisé¢enja bez ili minimalnog predtret-
mana,

— dostupnost u toku cele godine (mogucnost dugo-
trajnog €uvanja, dugacak vegetacioni period ili vise ve-
getacionih perioda u toku godine),

— niski transportni troskovi do proizvodnog pogona i

— mogucnost jednostavnog izdvajanja mlecne kiseli-
ne iz fermentacionog medijuma.

Skrobne sirovine

Za proizvodnju mlecne kiseline ispitivane su brojne
skrobne sirovine kao Sto su: kukuruzni skrob [37,46],
skrob korena kasave [47], razeno brasno [48], jeCmeno
brasno [30], krompirov skrob [47,49] i krompirova kasSa
[50]. Pri tome su, u zavisnosti od primenjene sirovine,
koris¢ene razlicite vrste ili sojevi BMK. Dobijanje mlec-
ne kiseline na skrobnim sirovinama je do sada najvise
ispitivano, i u razli¢ito projektovanim procesima mogu

Tabela 1. Pregled nekih sirovina, proizvodnih mikroorganizama i prinosa mlecne kiseline
Table 1. An overview of some raw materials, production microorganisms and lactic acid yields

Prinos mlecne kiseline (g mlecne

Tip sirovine Sirovina Mikroorganizam L Referenca
kiseline /g supstrata)
Skrobne sirovine PSenicni skrob Lactococcus lactis ssp. lactis 0.77-1 [31]
ATCC 19435
Cela psenica Lactobacillus lactis i L. delbrueckii 0,93-0,95 [9]
Jecam L. casei NRRL B-441 0,87-0,98 [30]
PSeni¢ne mekinje L. amylophilus GV6 >0,90 [32-35]
Kukuruzni skrob L. amylovorus NRRL B-4542 0,94 [36,37]
Krompirov skrob Rhizopus oryzae, R. arrhizus 0,87-0,97 [38]
Celulozne sirovine Celuloza L. bulgaricus NRRL B-548 ~0,6 [39]
L. coryniformis ssp. torquens 0,89 [40,41]
ATCC 25600
Hidrolizat pirinéane slame L. brevis ~0,52 [11]
Ceo kukuruzni klip Rhizopus sp. MK-96-1196 0,82 [42]
Drvo Rhizopus oryzae NRRL 395 >0,85 [43]
Otpadni papir Rhizopus oryzae >0,8 [44]
Hidrolizat drveta Enterococcus faecalis RKY1 ~0,9 [45]
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se dobiti prinosi od 4,8 g/l na azotom siromasnim siro-
vinama kao sto je kasava [51], do 0,98 g mlecne kiseline
po gramu supstrata na jecmenom skrobu obogaéenom
peptonom i kvaséevim ekstraktom [30]. Na izbor siro-
vine utiCu brojni faktori, medu kojima su najznacajniji
cena sirovine, potreban kvalitet zemljista za gajenje i
kvalitet same sirovine, jer od njega zavisi da li je po-
trebno vrsiti obogadivanje izvorima azota, vitaminima,
faktorima rasta i mineralima neophodnim za fermenta-
ciju [52]. Kasava i Jerusalimska artiCoka su vrste koje
opstaju na oskudnim stanistima, pa spadaju u veoma
jeftine i lako dostupne sirovine. Ispitivanja su pokazala
da se Jerusalimska articoka moze gajiti u nasoj zemlji na
marginalnom zemljistu [53]. Medutim, prinosi mlecne
kiseline dobijeni na ovim sirovinama bez obogacivanja
izvorima azota su dosta niski, pa je u tehnoekonomsku
analizu potrebno ukljuciti i cenu dodatnih izvora azota,
minerala, vitamina itd. [51, 54-56].

Melasa

Melasa je veoma kvalitetan i nutritivno vredan spo-
redni proizvod industrije Secera. Sadrzi 48-56% ukup-
nih Secera (postoje male razlike u sastavu melase dobi-
jene iz Secerne trske i Sec¢erne repe), ali i vitamine i mi-
nerale (biotin, folnu kiselinu, piridoksin, Ca-pantote-
noat, riboflavin, Mg, Ca, P, Si, K, Al i Fe) [57]. Jeftinija je
od rafinisanih Secera, a zbog visoke koncentracije Sece-
ra smanjena je mogucnost kontaminacije. U mnogim
biotehnoloskim postupcima se danas razmatra njena
primena, pa raste i potraznja. Sa druge strane, osavre-
menjivanjem procesa proizvodnje Secera, smanjuje se
koli¢ina raspoloZive melase za dobijanje mlecne i drugih
organskih kiselina [58]. Na melasi Secerne repe je po-
mocu soja L. delbrueckii subsp. delbrueckii IFO 3202 u
SarZnom reaktoru ostvaren prinos od 95,4% mle¢ne
kiseline [59].

Lignocelulozne sirovine

Ove sirovine se zbog svoje dostupnosti i niske cene
poslednjih godina intenzivno razmatraju za primenu u
fermentacionim tehnologijama. Procenjeno je da je go-
di$nja proizvodnja lignoceluloznog otpada samo u SAD
oko 200 miliona tona [60]. Poteskoca pri koris¢enju
celuloznih materijala za fermentaciju predstavlja nemo-
gucénost bakterijskih enzima da razgrade molekule celu-
loze do prostih Secera, pa je potreban predtretman ki-
selinom i enzimima, celulazama, $to poskupljuje kom-
pletan tehnoloski postupak. Nakon faze saharifikacije u
podlozi se nalazi smeSa pentoza i heksoza, pa se moze
javiti efekat katabolicke represije izvora ugljenika, sto
najvise zavisi od proizvodnog mikroorganizma [61]. U
postupku simultane saharifikacije i fermentacije smese
otpadnog papira postignut je prinos od 31 g/lI mle¢ne
kiseline pomocu L. delbrueckii B445 Sto predstavlja 84%
od teorijskog prinosa [62]. Pored otpadnog papira, za
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dobijanje mlecne kiseline su ispitivane i druge lignoce-
lulozne sirovine navedene u tabeli 1.

Surutka

Nakon koagulacije proteina iz mleka enzimima, kise-
linama, toplotom ili drugim supstancama, odvaja se
grus, a tecnost koja zaostaje je surutka. Tradicionalno
se dosta koristi u biotehnoloskim procesima kao siro-
vina bogata laktozom i proteinima animalnog porekla.
U fermentaciji na surutki u Sarznom bioreaktoru sa L.
casei NRRL B-441 postignuta je produktivnost od 3,97 g
™ h [63], dok se u membranskom bioreaktoru sa re-
cirkulacijom pomocu L. bulgaricus moZe proizvesti 22,5
g I”* h™* mleéne kiseline [10].

Poljoprivredne obnovljive sirovine

lako su skrob i melasa ekonomski povoljnije sirovine
u odnosu na rafinisane Secere (glukoza, saharoza), naj-
bolji ekonomski efekti bi se mogli ostvariti upotrebom
otpadnih poljoprivrednih proizvoda koje ne koriste dru-
ge industrije kao Sto su: ljuske semena pamuka, sta-
bljike kukuruza, klipovi kukuruza [64], pSeni¢ne mekinje
[65], hidrolizat kukuruznih vlakana [66], pirin¢ana sla-
ma [11], otpad iz procesa obrade sargarepe [29] itd.
Ovakve sirovine su uglavnom vrlo sloZzenog sastava i sa-
drZe veliki udeo celuloze i hemiceluloze pa nakon hidro-
lize nastaje slozena smesa heksoza i pentoza koju je
potrebno odgovaraju¢éim mikroorganizmima fermenti-
sati do mlecne kiseline. Ispitivanja sa pojedinim soje-
vima BMK dala su obecavajuce rezultate, pa je nakon
tretmana hidrolizata klipova kukuruza enzimima celu-
lazom i celobiazom, L. brevis bio u mogucnosti da fer-
mentiSe oslobodene Secere: ksilozu, glukozu i arabi-
nozu bez ispoljavanja efekata katabolicke represije iz-
vora ugljenika i proizvede 34,2 g/l mlecne kiseline
[11,67].

Tecna dZibra

Tecna dzibra je sporedni proizvod koji nastaje u po-
stupku dobijanja bioetanola alkoholnim vrenjem [68,69].
Nakon centrifugiranja i uklanjanja etanola destilacijom
zaostaje tec¢na frakcija, Zuckastog obojenja, lako mes-
liiva sa vodom. Prilikom proizvodnje 1 hl bioetanola na-
staje oko 13 hl bistre dzZibre [70]. Sa globalnom ekspan-
zijom proizvodnje bioetanola radi koriséenja za biogo-
rivo problem velikih koli¢ina nastale dZibre postaje sve
izrazeniji. DZibra se uglavnom koristi za ishranu stoke ili
nakon uparavanja kao dodatak stocnoj hrani, ali se Ces-
to javlja problem skladistenja i uklanjanja neiskoriS¢ene
dzibre [71-73]. Vrlo malo podataka je objavljeno ve-
zano za koriséenje te¢ne dZibre za proizvodnju mle¢ne
kiseline, a ovim istraZivanjima se trenutno intenzivno
bave istrazivaci u Srbiji, autori ovog rada.

U dzibri su prisutni slobodni fermentabilni Seéeri,
glukoza, manoza i rafinoza [74,75], pa uglavhom nije
potreban enzimski predtretman kao kod skrobnih i lig-
noceluloznih sirovina. DZibra sadrzi ostatke inaktivira-
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nih celija kvasca bogatih azotom i vitaminima B grupe,
pa se moze ocekivati dobra produktivnost bakterija
mlecne kiseline [76,77]. Kao i kod drugih agroindustrij-
skih sirovina, hemijski sastav varira u razli¢itim serija-
ma, Sto otezava kontrolu procesa. Pregled osnovnih
grupa jedinjenja prisutnih u tecnoj kukuruznoj dzibri i
njihove procentualne zastupljenosti dat je u tabeli 2
[76,77].

Tabela 2. Hemijski sastav tecne kukuruzne dZibre [76,77]
Table 2. Chemical composition of thin stillage [76,77]

Osnovna grupa jedinjenja Sadrzaj, % suve materije

Suva materija 3,7-7,5
Proteini 1,3-2,3
Masti =1,3

Ugljeni hidrati 0,5-2,8
Skrob 0,5-0,56
Sirova vlakna 0,1-1,81
Pepeo 0,8-2,1

Autori ovog rada su ispitali uticaj temperature, me-
Sanja i prisustva kiseonika na mleéno-kiselinsku fer-
mentaciju na kukuruznoj dZibri [78]. NajviSi prinosi
mle¢ne kiseline, 17,37 g/l medijuma, ostvareni su na
dzibri bez obogacivanja pomocu soja Lactobacillus pa-
racasei ssp. paracasei NRRL B-4564 [74], dok je sa Lac-
tobacillus rhamnosus ATCC 7469 ostvaren prinos od
12,56 g/I medijuma [79]. Danas se dosta ispituju mo-
gucénosti dobijanja bioetanola i na drugim poljoprivred-
nim kulturama, kao S$to su jeCam, raz, pirinac, pSenica,
krompir i tritikale. U ovim procesima takode zaostaje
znacajna koli¢ina dzZibre koja bi mogla potencijalno da
se koristi za dobijanje mlec¢ne kiseline. Pored kukuruzne
dzZibre, do sada je ispitivana i mogucénost proizvodnje
mlecne kiseline na dzibri tritikalea [75,80]. Kod primene
otpadnih sirovina za proizvodnju mlecne kiseline, ¢esto

se javlja ogranienje izvorima azota i potreba za do-
davanjem peptona i/ili kvas¢evog ekstrakta da bi se po-
vecali prinosi fermentacije. Slika 1 prikazuje aminoki-
selinski sastav kukuruzne dzibre u poredenju sa nutri-
tivnim potrebama L. casei ATCC 7469 [77,81].

U brojnim istrazivanjima je pokazan znacaj ekstra-
celularne proteoliticke aktivnosti Lactobacillus spp. za
bolje iskoris¢enje proteina prisutnih u podlozi [51,82].
Pored aminokiselina kao izvora azota, BMK za svoj rast
zahtevaju i prisustvo vitamina u podlozi. Sadrzaj najzna-
¢ajnijih vitamina u smesi razene i krompirove dzibre u
poredenju sa nutritivnim potrebama L. casei ATCC 7469
dat je na slici 2 [83,81].

Moze se ocekivati da obogacdivanjem podloge izvo-
rima azota i dodatkom pojedinih vitamina u zavisnosti
od konkretno upotrebljene sirovine i proizvodnog mik-
roorganizma budu povedani prinosi mlecne kiseline na
dzibri.

Tehnoloska unapredenja u proizvodnji mlecne kiseline

Klasi¢an i industrijski najzastupljeniji proces za pro-
izvodnju mlecne kiseline je Sarini proces na fermen-
tabilnim Secerima (glukoza, laktoza, ksiloze, arabinoze,
saharoza...) kao izvorom ugljenika [7]. Ovaj postupak
nije dovoljno ekonomican pre svega zbog cene sirovina.
U slucaju koris¢enja jeftinijih sirovina uglavnom je po-
trebno primeniti odgovarajudi predtretman i kompletan
postupak dobijanja mlecne kiseline je tada dvofazni.
Prva faza obi¢no obuhvata likvefakciju i saharifikaciju u
kojoj se oslobadaju fermentabilni mono- i disaharidi.
Nakon zavrSene saharifikacije inokuliSu se bakterije mle-
¢ne kiseline i izvodi se faza fermentacije. Za hidroliticku
fazu se mogu koristiti kiseline ili enzimi. U postupku ki-
selinske hidrolize neophodno je izvrsiti naknadnu neu-
tralizaciju dodate kiseline, pa se poveéava koncentracija
mineralnih soli koje inhibiraju rast mikroorganizama. U
enzimskom procesu faza saharifikacije je duza i zahteva
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Slika 1. Poredenje potrebnih kolicina aminokiselina za rast L. casei ATCC 7469 sa sadrZajem aminokiselina u tecnoj kukuruznoj dZibri.
Figure 1. Comparison of amino acid requirements of L. casei ATCC 7469 and amino acid content in corn thin stillage.
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Slika 2. Poredenje potrebnih koli¢ina vitamina za rast L. casei ATCC 7469 i sadrZaja istih vitamina u smesi raZene i krompirove dZibre.
Figure 2. Comparison of vitamin requirements for the growth of L. casei ATCC 7469 and vitamin content in the mixture of rye and

potato thin stillage.

povisenu temperaturu, samim tim i dodatnu energiju,
$to uz cenu enzima poskupljuje proces [84]. Zbog na-
vedenih nedostataka, na laboratorijskom nivou se ispi-
tuju postupci u kojima se saharifikacija i fermentacija
objedinjuju u jednoj fazi (jednostepeni postupci), a is-
traZuje se i moguénost istovremenog odvijanja sve tri
faze: likvefakcije, saharifikacije i fermentacije [30]. Ta-
kode se ispituju i odredeni modifikovani procesi sa me-
dufaznom filtracijom i izbistravanjem medijuma, ali su
oni jo§ uvek nedovoljno ekonomiéni [30]. Sema najvai-
nijih do sada ispitivanih postupaka za fermentaciono

dobijanje mlec¢ne kiseline iz skrobnih sirovina data je na
slici 3.

Prednost jednostepenih postupaka lezi u kracem
vremenu proizvodnje, smanjenju inhibicije visokim kon-
centracijama supstrata i smanjenju broja operacija u
proizvodnji, Sto doprinosi ukupnom smanjenju trosko-
va. U direktnom postupku fermentacije sa amiloliti¢kim
gljivama mlecne kiseline (Rhizopus spp.) (DFGMK) po-
stizu se prinosi 0,57-0,93 g/g supstrata, u zavisnosti od
vrste mikroorganizma i supstrata [85,86], dok su u fer-
mentaciji sa amilolitickom bakterijom mlecne kiseline

proizvodi razli¢itih industrija

[ Sporedni i otpadni skrobni

|
| . |
Jednostepeni postupci Dvostepeni postupci
dobijanja mle¢ne kiseline dobijanja mleéne kiseline
/ § (DSF)
4 I N\ ! ™
Dite s Direktn fermentacions Simultana 1. faza: likvefakeija i
fermentacioni postupak sa n}lecno— saharifikacija i saharifikacija sirovine
postupak sa BMK . kiselinskim fermentacija (SSF) do hidrolizata
\, (DFMKB) . gljivama(DFMKG) \ ]

s N
Amiloliticke bakterije Amiloliti¢ke mlec¢no-
mlecne kiseline kiselinske gljive

\ »

Slika 3. Razliciti postupci fermentacionog dobijanja mlecne kiseline.
Figure 3. Various processes of fermentative lactic acid production.
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(DFBMK), L. amylophilus GV6, ostvareni prinosi 0,92—
—0,96 g/g skroba [32].

U literaturi je vrSeno poredenje efikasnosti razlicitih
fermentativnih postupaka dobijanja mlecne kiseline sa
L. rhamnosus [87). Najveca produktivnost od 1,7 g I h™*
je ostvarena u postupku simultane saharifikacije i fer-
mentacije (SSF). U dvostepenom postupku saharifika-
cije i fermentacije (DSF) postignuta je produktivnost od
1,0 g I h™" uz nepotpuno iskoris¢enje glukoze, a u po-
stupku simultane likvefakcije, saharifikacije i fermenta-
cije (SLSF) je ostvarena produktivnost od 1,6 gl *h™ [87].

Pored visoke produktivnosti, prednost SSF postupka
je Sto se nakon fermentacije dobija medijum pogodni-
jeg viskoziteta i drugih fiziko-hemijskih svojstva znacaj-
nih za izdvajanje i preciséavanje mlecne kiseline. Zbog
toga se danas najvisSe ispituje moguénost uvodenja SSF
industrijskih postupaka. Uslovi temperature i pH pod
kojima su aktivni amiloliticki enzimi moraju biti opti-
malni i za sam mikroorganizam, da bi se ostvarili Sto
vedi prinosi, ali nije neophodno da fermentacioni mik-
roorganizam ima hidroliticko delovanje. Da bi se kon-
cipirao Sto povoljniji proces, izoluju se enzimi iz drugih
mikroorganizama ili se koriste mesane kulture. MeSana
kultura L. casei i L. delbrueckii je koris¢ena za fermen-
taciju pSeni¢nog brasna prethodno tretiranog protea-
zama. Na taj nacin je desetostruko smanjena potreba
za obogacivanjem medijuma izvorima azota, a ostvaren
je prinos od 0.95g mlecne kiseline po gramu utroSenog
skroba za 54 h [56]. Za postupke SSF je moguce koristiti
i kombinacije plesni i bakterija. Koimobilizacijom amilo-
liticke plesni Aspergillus awamori sa mle¢no-kiselin-
skom bakterijom Streptococcus lactis u SSF ostvaren je
koeficijent prinosa 0,66 [88].

Poslednjih godina intenzivirana su istrazivanja mo-
gucénosti upotrebe novih tipova bioreaktora u cilju po-
vecanja produktivnosti [89]. Imobilisani sistemi i konti-
nualni bioreaktori omogucavaju izvesna poboljsanja na
polju ekonomicnosti i ekoloSke povoljnosti uz smanje-
nje troskova separacije koji spadaju u najviSe u pos-
tupku. Tako je u seriji kontinualnih membranskih biore-
aktora sa Supljim vlaknima postignuta produktivnost od
57 g I h™ na hemijski definisanom medijumu sa L.
rhamnosus ATCC 10863 [90]. Produktivnost kontinual-
nog fermentacionog postupka u membranskom biore-
aktoru sa L. paracasei na hemijski definisanom medi-
jumu je iznosila 31,5 g I h™" i desetostruko je bila veca
u odnosu na dolivni postupak [91].

U direktnim postupcima fermentacije na sloZzenim
prirodnim sirovinama postizu se nizi prinosi. Tako je sa
L. amylovorus u membranskom kontinualnom bioreak-
toru, na skrobnom supstratu ostvarena produktivnost
od 25 g I h™* [92], dok je na surutki sa L. bulgaricus u
membranskom bioreaktoru sa recirkulacijom ostvarena
produktivnost od 22,5 g I h™ [10]. Generalno se u kon-
tinualnim membranskim bioreaktorima moZe ostvariti

veca koncentracija biomase i smanijiti inhibicija supstra-
tom i proizvodima ¢ime se povecava produktivnost u
odnosu na Sarzne i dolivne postupke. Ipak, ovi konti-
nualni procesi se joS uvek ne koriste u industrijskim
uslovima zbog veée mogucnosti kontaminacije, nesta-
bilnosti proizvodnih mikroorganizama i visokih troSkova
kontrole procesa, narocito na sloZzenim poljoprivrednim
sirovinama.

Imobilizacija BMK je za sada dala skromnije rezul-
tate u odnosu na smestanje BMK u Suplja vlakna mem-
branskih bioreaktora i uopste kontinualne tehnoloske
procese. Imobilizacija ima za cilj da se poveéa koncen-
tracija proizvodnih mikroorganizma, njihovo ponovno
vrac¢anje u proces i da se omoguci laksa separacija pro-
izvoda. Do sada su za imobilizaciju BMK uglavnom ispi-
tivani alginatni gelovi i uoceno je razmeksavanje ces-
tica, curenje BMK iz matrica gela i spora difuzija mlec¢ne
kiseline, Sto je dovelo do inhibicije BMK proizvodom.
Oblaganjem alginatnih cestica hitozanom u cilju pove-
¢anja stabilnosti nesto je poveéana produktivnost fer-
mentacije. Imobilizacijom L. casei u Ca-alginatne Cestice
postignuta je produktivnost od 2,78 g I h™", a nakon
oblaganja Cestica sa hitozanom, povecana je proizvod-
nja mle¢ne kiseline na 3,46 g I"* h™ [93]. Imobilizacijom
na inertnije nosace (poliamidi i plasticni kompoziti) po-
stizu se nesto povoljniji rezultati koji se razlikuju u za-
visnosti od proizvodnog mikroorganizma [94]. U pro-
cesu kontinualne proizvodnje mlecne kiseline sa L. hel-
veticus imobilisanim u k-karagenanu na surutki oboga-
¢enoj kvasnim ekstraktom ostvarena je visoka produk-
tivnost 19-22 g I"* h™' [95]. Pored imobilizacije za pro-
izvodnju mlecne kiseline, poslednjih godina se znacajno
razmatra koncept enkapsulacije BMK u prehrambenoj
industriji i proizvodnji probiotika za humanu upotrebu
[96,97]. Ukoliko bi se postigao prihvatljiv stepen imo-
bilizacije i zadovoljavajuée prezivljavanje, koriS¢enje
biomase zaostale nakon fermentacije za proizvodnju
probiotskih preparata bi znacajno povedalo isplativost
¢itavog postupka i omogudilo integrisanu proizvodnju
mlecne kiseline i probiotika. MozZe se ocekivati da ce se
usavrSavanjem bioreaktora i nosaca pogodnih za imo-
bilizaciju BMK u skoroj buduénosti omoguditi industrij-
ska primena ovih postupaka.

Najskuplja faza u proizvodnji mlec¢ne kiseline u in-
dustrijskim uslovima, je izdvajanje i precis¢avanje do-
bijene mlecne kiseline iz fermentacionog medijuma. U
zavisnosti od stepena precis¢enosti nakon izdvajanja
postoji: tehnicka mlecna kiselina, mlecna kiselina za
prehrambenu namenu, mle¢na kiselina farmaceutske
Cistoce i najcistija termo stabilna mlecna kiselina. U kla-
sithom procesu proizvodnje mlecne kiselina nastaju
znacajne koli¢ine gipsa, veoma Stetanog za okolinu i
procenjuje se da za svaku dobijenu tonu mlecne kiseli-
ne nastane tona gipsa [5]. Danas se tezZi koriséenju sa-
vremenijih postupaka koji stvaraju manje sporednih
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produkata, pa su i ekoloski znatno povoljniji, kao Sto su
teCno-tecna ekstrakcija, mikrofiltracija, ultrafiltracija,
elektrodijaliza, dvostruka elektrodijaliza itd. Veoma efi-
kasan i ekonomican postupak je dvostepena elektrodi-
jaliza sa bipolarnim membranama i danas se ve¢ koristi
industrijski [5]. Za separaciju i preciS¢avanje se mozZe
koristiti i ekstrakcija dobijenih laktata vrelom vodom
pod visokim pritiskom. U zavisnosti od primene dobi-
jene mlecne kiseline mogu se formulisati i specifi¢ni in-
tegrisani postupci precis¢avanja. Tako se danas velike
koli¢éine mlecne kiseline koriste za dobijanje polimera.
Prekursori za dobijanje polimera su estri mlecne kiseli-
ne i moguce je u postupku precis¢avanja amonijum lak-
tat prevesti u etil laktat, a onda se serijom separacionih
membrana propusnih za vodu i amonijum jone, a ne-
propusnih za etanol i estre vrSi odvajanje. Dobijeni
amonijacni rastvor se moze recirkulisati kao sredstvo za
neutralizaciju u fermentaciji, a etil laktat se dalje pre-
¢iS¢ava destilacijom i evaporacijom i nastaje visoko pre-
¢is¢ena mlecna kiselina [98].

ZAKLJUCAK

Potraznja za mle¢nom kiselinom se znacajno pove-
¢ava u poslednjoj deceniji. Da bi se zadovoljile rastuée
potrebe za ovim proizvodom razvijaju se jednostavni
integrisani procesi, sa Sto manje sporednih proizvoda
na obnovljivim ili otpadnim sirovinama koje ne koriste
druge industrije. U industrijskim uslovima se ve¢ koriste
sloZenije obnovljive poljoprivredne sirovine (kukuruz,
Secerna repa i pirinac), a i procesi fermentacije i sepa-
racije su delimi¢no integrisani. Na laboratorijskom ni-
vou se ispituje koris¢éenje mnogih otpadnih sirovina.
Nedostaci u pogledu promenljivosti sastava ovakvih si-
rovina u razli¢itim serijama oteZavaju upravljanje pro-
cesima, pa se intenzivno ispituju i kriti¢ni faktori za pro-
izvodnju mlecne kiseline na svakoj od sirovina. Te¢na
dzibra, kao jedna od najnovijih sirovina za dobijanje
mlecne kiseline, daje obecavajuce rezultate i bi¢e neop-
hodna dodatna ispitivanja za karakterisanje fermenta-
cije i ciljano povecanje produktivnosti. Jedan od novih
pravaca u proizvodnom procesu za dobijanje mlec¢ne ki-
seline mogao bi biti i iskoriséenje zaostale biomase BMK
za formulisanje probiotskih preparata.
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SUMMARY

NEW TRENDS AND CHALLENGES IN LACTIC ACID PRODUCTION ON RENEWABLE BIOMASS

Aleksandra J. Duki¢ Vukovi¢', Ljiljana V. Mojovi¢', Duganka Pejin®, Maja Vukaginovi¢-Sekuli¢', Marica Rakin®,

Svetlana Nikoli¢" i Jelena Pejin®

'Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

’Faculty of Technology, University of Novi Sad, Novi Sad, Serbia
(Review paper)

Lactic acid is a relatively cheap chemical with a wide range of applications: as
a preservative and acidifying agent in food and dairy industry, a monomer for
biodegradable poly-lactide polymers (PLA) in pharmaceutical industry, precursor
and chemical feedstock for chemical, textile and leather industries. Traditional
raw materials for fermentative production of lactic acid, refined sugars, are now
being replaced with starch from corn, rice and other crops for industrial pro-
duction, with a tendency for utilization of agro-industrial wastes. Processes based
on renewable waste sources have ecological (zero CO, emission, eco-friendly by-
products) and economical (cheap raw materials, reduction of storage costs) ad-
vantages. An intensive research interest has been recently devoted to develop
and improve the lactic acid production on more complex industrial by-products,
like thin stillage from bioethanol production, corncobs, paper waste, straw etc.
Complex and variable chemical composition and purity of these raw materials and
high nutritional requirements of lacid acid bacteria (LAB) are the main obstacles in
these production processes. Media supplementation to improve the fermentation
is an important factor, especially from an economic point of view. Today, a parti-
cular challenge is to increase the productivity of lactic acid production on complex
renewable biomass. Several strategies are currently being explored for this pur-
pose such as process integration, use of LAB with amylolytic activity, employment
of mixed cultures of LAB and/or utilization of genetically engineered microorga-
nisms. Modern techniques of genetic engineering enable construction of microor-
ganisms with desired characteristics and implementation of single step processes
without or with minimal pre-treatment. In addition, new bioreactor constructions
(such as membrane bioreactors), utilization of immobilized systems are also being
explored. Electrodialysis, bipolar membrane separation process, enhanced filtra-
tion techniques etc., can provide some progress in purification technologies, al-
though it is still remaining the most expensive phase in the lactic acid production.
A new approach of parallel production of lactic bacteria biomass with probiotic
activity and lactic acid could provide additional benefit and profit rise in the pro-
duction process.
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