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U radu je ispitivana proizvodnja mlecne kiseline na tecnoj destilerijskoj dzibri nastaloj
nakon proizvodnje bioetanola iz smeSe otpadnog hleba i otpadne vode iz proizvodnje
glutena. Mle¢no-kiselinska fermentacija je vrSena pomoc¢u probiotic¢ki aktivne bakterije
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. U toku fermentacije pracen je sadrzaj mle¢ne
kiseline (po metodi Taylor-a), sadrzaj redukujuéih Seéera (spektrofotometrijski
metodom po Miller-u), pH, kao i rast bakterije (brojanjem celija Koh-ovom metodom
na agarnim plocama). Utvrdjeni su optimalni uslovi za proizvodnju mlecne kiseline:
temperatura, koncentracija inokuluma, koncentracija dodatog CaCO; kao sredstva za
neutralizaciju i intenzitet meSanja. Pri utvrdenim optimalnim uslovima ostvareni su
prinosi od preko 80% od teorijskog prinosa mle¢ne kiseline u mikroaerofilnoj
fermentaciji sa meSanjem. Najveéi intezitet fermentacije ostvaren je u toku prvih 24
Casa, a fermenatcija je zavrSena nakon 72 Casa. Pri optimalnim uslovima mle¢no-
kiselinske fermentacije uocen je intenzivan rast bakterije Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469 §to ukazuje na mogucénost paralelne proizvodnje mleéne kiseline i
probioticke biomase, ¢ime bi se mogli posti¢i bolji ekonomski efekti. Ispitivana dZzbra
se pokazala kao pogodan medijum za mle¢no kiselinsku fermentaciju
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Mlecna kiselina je 2-hidroksi propionska kiselina koja se koristi kao rastvarac i
prekursor u hemijskoj industriji, kao acidulant, konzervans i sredstvo za poboljSanje
ukusa hrane u prehrambenoj industriji, monomer za proizvodnju biodegradabilne
plastike i polilaktidnih polimera za farmaceutsku industriju. Potraznja za mle¢nom
kiselinom intenzivno raste poslednjih godina prvenstveno usled razvoja industrije
polilaktidnih polimera i procenjeno je da ¢e godi$nja potraznja za mle¢nom kiselinom
do kraja 2011. godine biti 200 000 tona [1]. U ukupnoj svetskoj proizvodnji mlecne
kiseline, fermentacioni postupak ucestvuje sa 90%, a samo 10% mlecne kiseline se
proizvodi sintezom iz laktonitrila [2]. Uobicajenim fermentacionim postupkom se
mlecna kiselina dobija iz rafinisanih Secera (glukoze, saharoze) pomocu bakterija
mlecne kiseline [3]. TroSkovi proizvodnje mle¢ne kiseline, u zavisnosti od postupka, se
kre¢u izmedu 0,1-2,0 ameri¢ka dolara po kg [4], a u februaru 2010. godine je cena
mlecne kiseline bila 0,15 eura po kg [5]. Zbog visokih proizvodnih troskova i relativno
niske cene mlecne kiseline ispituju se mogucnosti zamene skupih rafinisanih Secera
kao izvora ugljenika sporednim i otpadnim proizvodima drugih industrija. Otpadni
proizvodi su jeftina, lako dostupna, obnovljiva i ekoloski povoljna sirovina za mle¢no-
kiselinsku fermentaciju, ¢ijom upotrebom se zna¢ajno smanjuju negativni ekoloski i
ekonomski uticaji njihovog odlaganja. U velikoj meri se razvijaju industrijski postupci
za proizvodnju mleCne Kkiseline prvenstveno na skrobnim, ali i drugim agro-
industrijskim sirovinama od strane najvecih svetskih proizvoda¢a mlecne kiseline i
polilaktidnih polimera [6,7]. Tecna dzibra je relativno nova sirovina koja se ispituje za
dobijanje mle¢ne kiseline. Dosada je ispitivana proizvodnja na te¢noj dzibri zaostaloj
nakon proizvodnje bioetanola na kukuruznom braSnu i braSnu tritikalea [8-10]. Na
teCnoj dzibri nastaloj nakon proizvodnje bioetanola iz smeSe otpadnog hleba i otpadne
vode iz proizvodnje glutena do sada nije ispitivana moguénost proizvodnje mle¢ne
kiseline. Za sintezu mle¢ne kiseline na obnovljivim sirovinama najvide se ispituju
Lactobacillus sp. kao proizvodni mikroorganizmi. U ovom istraZivanju je Kori§¢ena
homofermentativna, mikroaerofilna vrsta Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, koja
osim sposobnosti proizvodnje mleéne kiseline poseduje i probiotska svojstva.

Cilj ovog rada je da se ispitaju moguénosti i uslovi proizvodnje mle¢ne kiseline i
biomase pomocu mikroorganizma L. rhamnosus ATCC 7469 na dzibri iz proizvodnje
bioetanola na smesi otpadnog hleba i otpadne vode iz proizvodnje glutena. Biomasa
proizvodnog mikroorganizma bi se nakon izdvajanja mle¢ne kiseline iz
fermentacionog medijuma mogla koristiti kao probiotski preparat u ishrani stoke. U
radu su optimizovani uslovi temperature, koncentracije inokuluma, uslova meSanja i
koncentracije sredstva za neutralizaciju u cilju efikasne proizvodnje mle¢ne kiseline i
biomase.

EKSPERIMENTALNI DEO

Mlecno-kiselinska fermentacija je vodena u toku 72h na sterilisanoj tecnoj dzibri,
pomocu L. rhamnosus ATCC 7469. pH vrednosti dzibre je pre pocetka fermentacije
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podeSena na vrednost 6,5, pomoc¢u 0,1 M NaOH. Za ispitivanje je kori$¢ena te€na
hlebna dzibra dobijena iz fabrike alkohola Reahem, Srbobran, Srbija. Koncentracija
Secera u dobijenoj dzibri je bila 12g/1 i korigovana je dodatkom D-glukoze (Sigma-
Aldrich) na 20 g/l. Mle¢no-kiselinska fermentacija je izvodena u mikroaerofilnim
uslovima, u erlenmajerima od 300 ml sa 100 ml te¢ne dzibre kao podloge, prethodno
sterilisane u autoklavu na 121°C u toku 20 min. Pre zasejavanja u te¢nu dzibru, kultura
L. rhamnosus ATCC 7469 je gajena 18h u MRS bujonu, na 37°C. Mle¢no-kiselinska
fermentacija je vodena na razli¢itim temperaturama: 37°C, 41°C, 45°C. Ispitana je
fermentacija sa 2%, 5% i 10% (v/v) inokuluma i uz dodatak 1%, 2%, 5% i 10% CaCO;
(w/v), staticno i uz mesanje (90 obr/min). Za ispitivanje uticaja meSanja na tok
fermentacije, kori§¢ena je orbitalna tresilica (IKA, KS 4000i control, D= 2 cm). U
toku fermentacije u odredenim vremenskim intervalima pracen je pH, sadrzaj mlecne
kiseline, Sec¢era 1 broj zivih C¢elija. Sadrzaj mlecne kiseline je odredivan
spektrofotometrijskom metodom po Taylor-u [11]. Sadrzaj redukujucih Secera je
odredivan spektrofotometrijskom metodom po Miller-u sa 3,5-dinitrosalicilnom
kiselinom i izraZen u g/1, raCunato na glukozu [12]. Broj Zivih ¢elija je odredivan Koh-
ovom metodom brojanja na agranim plo¢ama. Svi eksperimenti su radeni u triplikatu i
dobijene vrednosti su racunate kao srednje vrednosti.

REZULTATI | DISKUSIJA

Uticaj temperature

Na slici 1. je prikazana promena broja zivih ¢elija i koncentracije mle¢ne kiseline u
statiénim, mikroaerofilnim uslovima na razli¢itim temperaturama: 37°C, 41°C 1 45°C.
Nakon 72h fermentacije na temperaturama 37°C i 41°C su postignute priblizno iste
vrednosti koncentracije mle¢ne kiseline i broja ¢elija. UoCava se da na temperaturi
41°C, L. rhamnosus ATCC 7469 brZe raste i stvara mle¢nu kiselinu. Sa aspekta
efikasnosti proizvodnje vazno je ostvariti Sto viSu produktivnost procesa, pa je zbog
intenzivnije fermentacije u toku prvih 48 h kao optimalna odabrana temperatura 41°C
koja je koriS¢ena u daljim eksperimentima. U ispitivanju na kukuruznoj tecnoj dzibri sa
istim sojem, kao optimalna za proizvodnju mle¢ne kiseline je takode odabrana
temperatura od 41°C [9], dok je u ispitivanjima mle¢no-kKiselinske fermentacije sa L.
paracasei ssp. paracasei NRRL B-4564 utvrdeno da se optimalna temperatura za rast
(30°C) 1 temperatura za proizvodnju mle¢ne kiseline (41°C) znacajno razlikuju [8].

Uticaj koncentracije inokuluma

Uticaj koncentracije inokuluma na prinos mle¢ne kiseline i rast L. rhamnosus ATCC
7469 u statinoj, mikroaerofilnoj fermentaciji prikazan je na slici 2. Najvisa
koncentracija mle¢ne kiseline nakon 72 h fermentacije, 17,7 g/, ostvarena je sa 5%
inokuluma, uz prinos od 0,80 gm/ds (g mlecne kiseline po g Secera). Na kukuruznoj
teCnoj dzibri je postignuta koncentracija od 18,4 g/l mle¢ne kiseline i prinos od 0,80
Omk/0s pomocu L. paracasei ssp. paracasei NRRL B-4564 [13], a sa L. rhamnosus
ATCC 7469 prinos od 0,70 gmi/gs [9].
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Slika 1. Promena koncentracije mle¢ne kiseline (tamni simboli) i broja ¢elija (svetli simboli) u
toku fermentacije dzibre pomoéu bakterije L. rhamnosus ATCC 7469. Eksperimentalni uslovi:
stati¢na, mikroaerofilna fermentacija, 2% (v/v) koncentracija inokuluma, pocetni pH=6,5,
pocetna koncentracija Secera 20,92 g/1, temperatura: 37°C (0), 41°C (A) i 45°C (o).
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Slika 2. Promena koncentracije mlecne kiseline (tamni simboli) i broja ¢elija (svetli simboli) L.
rhamnosus ATCC 7469 pri razli¢itim koncentracijama inokuluma. Eksperimentalni uslovi:
staticna, mikroaerofilna fermentacija, pocetni pH=6,5, pocCetna koncentracija Secera 20,2 g/,
temperatura 41°C, 2% (0), 5% (o) i 10% (A) koncentracija inokuluma (v/v).
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Uticaj me3anja i dodatka CaCOj; kao sredstva za neutralizaciju
U ovim ispitivanjima na pocetku fermentacije dodavano je 1 % CaCO; (w/v) kao
sredstva za neutralizaciju, stati¢no ili sa meSanjem i pracena je promena pH vrednosti
(slika 3.). Zarast L. rhamnosus ATCC 7469 i proizvodnju mle¢ne kiseline je optimalan
vrednosti u fermentacionom medijumu sa i bez dodatka CaCO; (Slika 3), iako se
dodatkom CaCO; omoguc¢ava odrZavanje pH vrednosti iznad 4,75.
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Slika 3. Promena pH vrednosti u toku fermentacije sa L. rhamnosus ATCC 7469. Eksperimentalni uslovi:

mikroaerofilna fermentacija, 5% koncentracija inokuluma, pocetni pH=6,4, pocetna koncentracija Secera

20,5 g/l, temperatura 41°C, sa 1% CaCOj3; sa meSanjem (90 obrt/min) (0), sa 1% CaCOs stati¢no (A), bez
dodatka CaCO; sa meSanjem (90 obrt/min) (o), bez CaCOj stati¢no (o).

Na slici 4. je prikazan uticaj dodatka CaCO; kao sredstva za neutralizaciju na prinos
mlecne kiseline i rast proizvodnog mikroorganizma u mikroaerofilnim uslovima.
Najveca koncentracija mleéne kiseline, 18,1 g/l, se postize uz dodatak CaCOj i
meSanje, sa prinosom 0,81 g/g i produktivno$éu 0,23 gI*h™. MeSanjem se postize bolja
kontrola pH (slika 3.), Sto se moze objasniti boljim prenosom mase izmedu cestica
CaCO; i fermentacionog medijuma $to dalje utiCe na efikasniju neutralizaciju nastale
mle¢ne kiseline. Takode, u medijumu sa CaCOj3 i meSanjem, ostvaren je intenzivan rast
i visok broj bakterija (3,5*10° CFU/mI) nakon 72h fermentacije.

100



12.0
- 18

o 4———*""" _
z - 16 &
éo 10.0 L 14 'aé

(]
<
% 9.0 L 10 ,ﬁ
> o
= 8.0 . 10 )§
o —_
5 701 = g E
<

§ 6.0 L6 O
= g
@ 50 -4 5
- 2

4.0 2 Q

3.0 0

oh 24h 48h 72h
Vreme

Slika 4. Promena koncentracije mleéne kiseline (tamni simboli) i broja ¢éelija (svetli simboli) L.
rhamnosus ATCC 7469 uz kontrolu pH i meSanje. Eksperimentalni uslovi i simboli kao na slici

Uticaj koncentracije dodatog CaCO3

Slika 5. prikazuje promenu broja ¢elija i proizvodnju mle¢ne kiseline pri razli¢itim
koncentracijama CaCOs, pri brzini meSanja 90 obrt/min, u mikroaerofilnim uslovima.
Uocava se najbolji rast bakterija pri koncentraciji 2% CaCO; (wW/v), dok je sadrZaj
proizvedene mlecne kiseline priblizno isti pri koncentraciji 2% i 5% CaCO;. Sa
ckonomske tacke glediSta povoljnije je za neutralizaciju fermentacionog medijuma
koristiti nize koncentracije (2% CaCO3) pri ¢emu je postize visok prinos mleéne
kiseline od 0,83 g/g. UocCava se da sa povecanjem koncentracije dodatog CaCO; iznad
2% znacajno opada broj zivih ¢elija, uz manji uticaj na sam prinos mlecne kiseline. U
ispitivanjima dobijanja mle¢ne kiseline na melasi Se¢erne repe pomocu L. delbrueckii
je uocen slian trend znacajnog smanjenja viabilnosti sa porastom koncentracije
CaCO; preko 7%, uz smanjenje prinosa mlecne kiseline [16]. Najvisa koncentracija
mleéne kiseline proizvedene na te¢noj dzibri iznosila je 18,49 g/l uz dodatak 2%
CaCOs. Pri ovim uslovima je nakon 72 h postignuta produktivnost od 0,26 gl*h™ (Slika
5.). U procesu simultane saharifikacije i fermentacije na brasnu kasave pomocu L.
rhamnosus postignuta je koncentracija mle¢ne kiseline od 175,4 g/1, ali je i poCetna
koncentracija Secera bila znacajno visa, 222,5g/1 [17].
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Slika 5. Promena koncentracije mlecne kiseline (tamni simboli) i promena broja ¢elija (svetli
simboli) L. rhamnosus ATCC 7469 pri razli¢itim koncentracijama CaCQOj3. Eksperimentalni
uslovi: mikroaerofilna fermentacija, uz meSanje (90 obrt/min), 5% (v/v) koncentracija
inokuluma, pocetni pH=6,5, poetna koncentracija Secera 20,60 g/, temperatura 41°C, sa
dodatkom 1% (), 2% (o), 5% (A) i10% (o) CaCOj; (W/v).

ZAKLJUCAK

Najefikasnija proizvodnja mlecne kiseline na te¢noj hlebnoj dzibri je postignuta na
temperaturi od 41°C, sa 5% inokuluma i uz dodatak 2% CaCOs , pri brzini meSanja od
90 obrt/min. Prinos mle¢ne kiseline od preko 80% na hlebnoj dzibri ukazuje na
znacajan potencijal ove dZibre za proizvodnju mle¢ne kiseline. Zbog intenzivnog rasta
u toku fermentacije i visoke vrednosti broja L. rhamnosus ATCC 7469 po zavrSetku
fermentacije, moguce je zaostalu biomasu iskoristiti kao vredan probiotski aktivan
dodatak sto¢noj ishrani. Kori§¢enje zaostale biomase u ishrani stoke bi moglo imati
pozitivan efekat na ukupnu isplativost procesa.
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SUMMARY

THE PRODUCTION OF LACTIC ACID ON LIQUID DISTILLERY
STILLAGE BY Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469

(Original scientific paper)

Aleksandra Djuki¢-Vukovi¢', Ljiljana Mojovi¢', Dusanka Pejin?,

Maja VukaSinovi¢-Sekuli¢!, Marica Rakin', Svetlana Nikoli¢', Jelena Pejin
Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
%Faculty of Technology, University of Novi Sad, Novi Sad, Serbia

The production of lactic acid on a liquid distillery stillage remaining after the
bioethanol production on a mixture of waste bread and waste water from the
production of wheat gluten was studied in this work. The lactic acid fermentation was
performed with a probiotic lactic acid bacteria Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469.
During the fermentation, parameters such as the concentration of lactic acid (according
to Taylor method), the concentration of reducing sugars (spectrophotometric method
according to Miller), pH, and the bacterial growth (counting method on agar plates)
were followed. The optimal conditions for the production of lactic acid such as:
temperature, inoculum concentration, concentration of added CaCO; for neutralization
and shaking intensity were determined. Under these conditions, a yield of over 80% of
the theoretical yield was achieved. The highest intensity of the lactic acid production
was noticed during the first 24 hours of fermentation, while the fermentation
completely ended after 72 hours. An intensive growth of the L. rhamnosus ATCC 7469
was detected under the optimal conditions, indicating a possibility of the parallel
production of lactic acid and probiotic biomass. This approach could be economically
more favourable. The liquid stillage used in this study was shown as a good substrate
for lactic acid fermentation.

Key words: lactic acid production, optimization, L. rhamnosus ATCC 7469, probiotics,
liquid stillage
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