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Izvod

U skladu sa ciljevima odrZivog razvoja i potrebama zastite Zivotne sredine danas se velika
paznja usmerava ka razvoju novih tehnologija u kojima se koriste sporedni i otpadni indus-
trijski proizvodi. Otpadni proizvodi predstavljaju potencijalnu sirovinu za biotehnolosku
proizvodnju bioetanola, biogasa, biodizela, organskih kiselina, enzima, mikrobne biomase
itd. Od prve industrijske proizvodnje do danas, mle¢na kiselina (MK) je nasla Siroku pri-
menu u prehrambenoj, kozmetickoj, farmaceutskoj i hemijskoj industriji, a poslednjih
godina potraznja za MK je znatno povecana zbog njene uloge u proizvodnji biodegradabil-
nih laktidnih polimera. Ispitivanja moguénosti fermentacione proizvodnje MK na otpadnim
sirovinama su danas intenzivna kako zbog smanjenja ukupnih troskova proizvodnje MK,
tako i zbog ekoloskog problema odlaganja otpadnih materijala. U cilju unapredenja pro-
cesa, poboljSanja produktivnosti i dobijanja proizvoda visoke Cistoce ispituju se novi proiz-
vodni mikroorganizmi i fermentacioni postupci. U ovom radu je dat pregled nedavnih istra-
Zivanja proizvodnje MK na sporednim i otpadnim industrijskim sirovinama, kao i mogu¢-
nosti pojedinih tehnoloskih postupaka u proizvodnji MK.
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Biorafinerijski koncept pored odrzive prerade bio-
mase predvida koriS¢enje sporednih i otpadnih proiz-
voda iz jednog proizvodnog procesa kao polaznih siro-
vina za dobijanje energije, goriva ili hemikalija. Tre-
nutno se u svetu vise od 80% energije i oko 90% organ-
skih hemikalija proizvodi iz fosilnih izvora [1]. Zbog nag-
log porasta svetske populacije i poboljsanja Zivotnog
standarda potroSnja energije i hemikalija neprekidno
raste (priblizno 7% godisnje) [1], Sto dovodi do sve vece
zabrinutosti u pogledu snabdevanja kako energijom
tako i sirovinama u buduénosti. Evropska komisija je
2012. godine usvojila strategiju pod nazivom ,Inova-
tivnost za odrzivi rast — bioekonomija za Evropu” Ciji je
cilj razvoj novih tehnologija i proizvodnja uz smanjenje
Stetne emisije, pretvaranje otpadnih proizvoda u bio-
proizvode, bioenergiju i biogorivo, kao i veca upotreba
obnovljivih i odrzivih izvora [2]. U tom svetlu su ispiti-
vani razliciti supstrati za primenu u biotehnoloskoj pro-
izvodnji MK kao izuzetno trazene i Siroko primenjene
supstance u hemijskoj, farmaceutskoj, kozmetickoj,
prehrambenoj i tekstilnoj industriji.

U novije vreme MK se intenzivno koristi za proiz-
vodnju polimera-polilaktida. Zbog biorazgradivosti poli-
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laktidi se mogu koristiti kao ekoloski prihvatljiva alter-
nativa za konvencionalne plasticne materijale, a zbog
biokompatibilnosti nalaze primenu u medicini i farma-
ciji kao materijali za fiksaciju fraktura, kontrolisano
oslobadanje leka i sl. [3]. Prema procenama Global
Industry Analyst Inc. ocekuje se da ¢e globalno trziste
za MK dostici 367 300 tona do 2017. godine [4], a preko
milion tona do 2020. godine [5]. Godisnji porast
potraznje za MK od priblizno 20% se ocekuje prvens-
tveno usled rastuéeg trenda primene polilaktida [6].
Trenutno, 90% svetske proizvodnje MK se odvija mik-
robnom fermentacijom ugljenih hidrata pomo¢u homo-
fermentativnih mikroorganizama koji sintetiSu MK kao
glavni proizvod [7]. Izborom odgovaraju¢eg mikroorga-
nizma koji proizvodi samo jedan od izomera (D- ili L-MK)
se moze dobiti opticki Cist proizvod, dok hemijska
proizvodnja uvek daje racemsku smesu izomera MK [71].
Kao proizvodni mikroorganizmi najcesce se koriste bak-
terije mlecne kiseline (BMK), ali i predstavnici roda
Bacillus i plesni roda Rhizopus. Svaka od navedenih
grupa producenata MK ima odredene prednosti i nedo-
statke usled razli¢itih morfoloskih, fizioloskih i biohe-
mijskih karakteristika, a najbolji uslovi za fermentaciju i
postizanje visokih prinosa proizvoda nisu uvek najpo-
voljniji sa ekonomske tacke gledista. Izbor mikroorga-
nizma za proizvodnju MK prvenstveno zavisi od sposob-
nosti fermentacije ugljenih hidrata. PoZeljna karakte-
ristika proizvodnih mikroorganizama je sposobnost da
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daju visoke prinose D- ili L-MK fermentacijom jeftinih
izvora ugljenika, sa minimalnom potrebom za oboga-
¢ivanjem medijuma izvorima azota i faktorima rasta.

Ovaj rad daje uvid u dosadasnja istrazivanja vezana
za fermentacionu proizvodnju MK na sporednim i
otpadnim industrijskim sirovinama. Analizirani su iza-
zovi u mlecno-kiselinskoj fermentaciji, kao i do sada
ispitivane tehnologije na polju proizvodnje MK. U cilju
postizanja boljih prinosa analizirana je upotreba mesa-
nih kultura, razlicitih strategija dolivnog fermentacio-
nog postupka, imobilisanih i bioreaktorskih sistema.
Razmatrana je i moguénost vodenja otvorenog (neste-
rilnog) fermentacionog postupka, kao jednog od nacina
za ekonomski odrzivu proizvodnju MK.

MIKROORGANIZMI PRODUCENTI MLECNE KISELINE

Bakterije mlecne kiseline

BMK predstavljaju heterogenu grupu mikroorgani-
zama Cija je glavna karakteristika sposobnost sinteze
MK kao glavnog, a ponekad i jedinog proizvoda fer-
mentacije Secera. Grupa BMK ukljuduje sledece rodove:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococ-
cus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococ-
cus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weissella [8]. BMK
su Gram-pozitivne, nesporogene, acidotolerantne,
anaerobne do mikroaerofilne bakterije. Generalno se
opisuju kao katalaza negativne, iako pojedine vrste
roda Lactobacillus imaju pseudokatalazu [9]. BMK
mogu selektivno da proizvode jedan specifi¢an stereo-
izomer MK ili njihovu mesSavinu u razli¢itim propor-
cijama. Glavni enzim odgovoran za stereospecifi¢nu
proizvodnju MK je laktat dehidrogenaza (LDH) koji ima L
i D formu, pa izomer proizvedene MK zavisi od toga koji
je oblik enzima prisutan kod BMK [7]. BMK su aukso-
trofi i zbog ograni¢ene sposobnosti da sintetiSu faktore
rasta zahtevaju podlogu bogatu aminokiselinama i vita-
minima [7]. Pojedine vrste BMK imaju sposobnost pro-
dukcije ekstracelularnih amilolitickih enzima, Sto ih Cini
pogodnim za direktnu proizvodnju MK iz razlicitih
skrobnih sirovina [10]. Takode, pojedine vrste BMK pro-
dukuju inulinazu i imaju sposobnost da fermentisu
frukto-oligosaharide, pa se mogu koristiti za direktnu
fermentacionu proizvodnju MK iz sirovina koje sadrze
inulin [11,12]. U direktnoj fermentaciji na Jerusalimskoj
articoki sa Lactobacillus paracasei KCTC 13169 je pos-
tignuta koncentracija MK od 92,5 g L™ [11], dok je
pomocu Lb. paracasei DSM 23505 na brasnu cikorije
postignuta koncentracija MK od 127,3 g L™ [12]. Pos-
lednjih godina istraZzivanje mogucnosti koris¢enja ligno-
celuloznog materijala za proizvodnju MK zahtevalo je
pronalazenje mikroorganizama sposobnih za efikasnu
konverziju pentoza (ksiloze i arabinoze) prisutnih u
hemiceluloznim frakcijama lignoceluloznih sirovina. Na
supstratima bogatim ksilozom su ispitivane sledece
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vrste BMK: Enterococcus mundtii QU 25 [13], Lb. pen-
tosus ATCC 8041 [14], Leuconostoc lactis [15] i Lb.
rhamnosus ATCC 7469 [16].

Pored navedenih vrsta BMK od znacaja za primenu
u proizvodnji MK na otpadnim supstratima su i bak--
terije roda Bacillus, kao i plesni iz roda Rhizopus.

Bakterije roda Bacillus

Vrste iz roda Bacillus takode imaju sposobnost
proizvodnje MK, a na otpadnim supstratima je najvise
ispitivana vrsta Bacillus coagulans. To su Gram-pozi-
tivne, sporogene, aerobne do mikroaerofilne, termo-
filne bakterije koje mogu da rastu i proizvode opticki
Cistu L-MK u temperaturnom intervalu od 50 do 60 °C
[17-20]. Visoke optimalne temperature smanjuju rizik
od kontaminacije mezofilnim vrstama mikroorganizama
i omogucavaju otvorenu (nesterilnu) fermentaciju, Sto
smanjuje ukupne troskove proizvodnje [19]. Sojevi B.
coagulans fermentiSu heksoze i pentoze i zbog toga su
pogodni mikroorganizmi za proizvodnju MK na lignoce-
luloznim sirovinama [20]. Za razliku od BMK ove bak-
terije mogu da rastu u jednostavhom medijumu, ne
zahtevajuci sloZzene izvore azota. Michelson i sar. [21]
su izvrsili poredenje dva proizvodna mikroorganizma,
Lb. delbrueckii DSM 20073 i B. coagulans SIM-7 u opti-
mizovanom fermentacionom medijumu za oba soja.
Koncentracija MK i produktivnost koju je postigao B.
coagulans tokom 10 h fermentacije su bili 56 g L"i5,5
g L' h™, dok su postignute vrednosti istih parametara
fermentacije za Lb. delbruecki tokom 24 h fermentacije
bile 52 g L' i 2,2 g L'* h™ [21]. Na osnovu postignute
produktivnosti B. coagulans je pokazao sposobnost
efikasnije konverzije supstrata pa se mozie smatrati
pogodnijim za primenu u ispitivanom sistemu uz ener-
getski i ekonomski nize zahteve.

Plesni roda Rhizopus

Pojedine vrste plesni koje pripadaju rodovima
Mucor, Monilia i Rhizopus takode proizvode MK, a Rhiz-
opus oryzae je prva vrsta ispitivana za industrijsku
proizvodnju MK [22]. R. oryzae i R. arrhizus proizvode
amiloliticke enzime, pa mogu da fermentisu skrob do
glukoze i dalje direktno do L-MK, bez prethodne saha-
rifikacije [23,24]. R. oryzae ima sposobnost da meta-
bolise ksilozu, Sto ga Cini atraktivnim za proizvodnju MK
iz lignoceluloznog materijala [25—27]. Filamentozni rast
plesni olaksava njihovo odvajanje iz fermentacionog
medijuma, a zaostala mikrobna biomasa predstavlja
vredan sporedni proizvod fermentacije koji se moze
koristiti u ishrani Zivotinja kao izvor proteina, za pre-
¢is¢avanje otpadnih voda ili proizvodnju hitozana
[23,27]. Plesni mogu da rastu u jednostavnhom, neorg-
anskom medijumu, bez dodatka skupih izvora azota
[23], Sto je njihova osnovna prednost u odnosu na
BMK. Medutim, na osnovu dosadasnjih rezultata moze
se zakljuciti da fermentacija pomocu plesni jos uvek
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nije konkurentna bakterijskoj, a nizi prinosi se pripisuju
ograni¢enom prenosu mase kiseonika i hranljivih mate-
rija usled filamentoznog rasta, a delom i formiranju
sporednih proizvoda kao $to su etanol, CO,, fumarna,
jabucna i limunska kiselina [23,25].

METABOLICKI PUTEVI BAKTERIJA MLECNE KISELINE

BMK imaju sposobnost da fermentiSu ugljene hid-
rate, heksoze i pentoze, razli¢itim metabolickim pute-
vima i shodno tome daju razli¢ite produkte fermen-
tacije, na osnovu Cega se dele na homofermentativne i
heterofermentativne. Na slici 1 su Sematski prikazani
razli¢iti metabolicki putevi proizvodnje MK. Glavni
krajnji proizvod fermentacije kod homofermentativnih
vrsta u anaerobnim uslovima je iskljuc¢ivo MK, dok hete-
rofermentativni predstavnici metabolisu ugljene hid-
rate do acetate ili etanola, CO,, MK i drugih metabolita.
Homofermentativne BMK metaboliSu heksoze Emb-
den—Meyerhof—Parnas (EMP) putem, pri ¢emu nastaju
2 mola MK od svakog mola glukoze, sa teorijskim pri-
nosom MK od 1 g g *. Buduci da se mali procenat izvora
ugljenika koristi za proizvodnju mikrobne biomase
(0,07-0,22 g g') eksperimentalni prinosi su obi¢no nizi

=

ATP oF

(0,74-0,99 g g ') [28]. BMK koje koriste iskljugivo ovaj
metabolicki put su obligatno homofermentativne, a
osim glukoze mogu da metabolisu i druge heksoze kao
Sto su fruktoza, manoza ili galaktoza, ali nemaju spo-
sobnost da fermentiSu pentoze. Heterofermentativne
BMK koriste alternativni pentozo-fosfatni (PF) put kojim
heksoze konvertuju do pentoza i CO,. Nastale pentoze
dalje metabolisu fosfoketolaznim (FK) putem do lak-
tata, etanola ili acetata. BMK koje metaboliSu ugljene
hidrate samo ovim putem su obligatno heterofermen-
tativne. Heterofermentativhe BMK iz jednog mola glu-
koze daju 1 mol MK, 1 mol CO, i 1 mol etanola ili ace-
tata, pri ¢emu postizu maksimalni teorijski prinos MK
od 0,5 g g ' [28,29]. Mnoge heterofermentativne BMK
metabolisu pentoze FK putem i pri tome postizu maksi-
malni prinos MK od 0,6 g g * [29]. Pored BMK koje su
klasifikovane kao obligatno homofermentativne, od-
nosno obligatno heterofermentativne, pojedine vrste
roda Lactobacillus su oznafene kao fakultativno hete-
rofermentativne. lako ove bakterije metabolisu hek-
soze preko EMP puta, takode poseduju i enzim fosfo-
ketolazu koja se moZe indukovati u prisustvu pentoza
[30].
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Slika 1. Metabolicki putevi bakterija mlecne kiseline. Enzimi: (1) 6-fosfoglukonat dehidrogenaza; (2) laktat dehidrogenaza; (3) fosfo-
ketolaza; (4) alkohol dehidrogenaza; (5) acetat kinaza.

Figure 1. Metabolic pathways in lactic acid bacteria. Enzymes: (1) 6-phosphogluconate dehydrogenase; (2) lactate dehydrogenase;
(3) phosphoketolase; (4) alcohol dehydrogenase; (5) acetate kinase.
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SPOREDNE | OTPADNE SIROVINE ZA PROIZVODNIJU
MLECNE KISELINE

Za proizvodnju MK fermentacionim putem se mogu
koristiti sirovine koje sadrze fermentabilne Secere ili
polisaharide koji se mogu razgraditi do fermentabilnih
Secera. Veliki broj istrazivanja do nedavno je bio foku-
siran na proizvodnju MK iz rafinisanih Seéera i jestivih
useva [7]. Medutim, ovakva proizvodnja je ekonomski
nepovoljna, zato Sto su rafinisani Seceri skupi, a glo-
balna potraznja za hranom je sve veéa. Takode, MK je
priliéno jeftin proizvod, trenutna trziSna cena MK za
prehrambenu upotrebu iznosi 1400-1600 USS po toni
[31]. Zbog toga, u novije vreme se intenzivnije razmatra
proizvodnja MK iz jeftinih sirovina, kao $to su otpadne
sirovine iz poljoprivrede, Sumarstva i industrije.

Na slici 2 Sematski su prikazani razli¢iti postupci
mlecno-kiselinske fermentacije u zavisnosti od koris-
¢enog supstrata, dok su u tabeli 1 prikazane postignute
vrednosti najvaznijih parametara mle¢no-kiselinske fer-
mentacije na razli¢itim otpadnim supstratima.

Otpadne sirovine mogu imati veliki potencijal kao
izvori fermentabilnih Seéera, ali i mnogih drugih jedi-
njenja od znacaja za rast mikroorganizama, kao $to su
proteini, mineralne materije i vitamini. Zbog sloZenosti
njihovog sastava i varijacija u hemijskim i fizickim karak-
teristikama potrebna su detaljna ispitivanja i optimi-
zacija procesnih parametara za svaku od otpadnih siro-

fermentacija

Secerne sirovine

'

vina kako bi se omogudila njihova upotreba u bioteh-
noloskim procesima.

Surutka

Surutka je zeleno-zuckasta tecnost koja nastaje kao
sporedni proizvod u procesu proizvodnje sira i kazeina.
Zuckasta boja surutke je rezultat prisustva riboflavina
(vitamina B,) [32]. lako surutku karakterise nutritivho
vredan sastav, a time i moguénost njenog iskoriséa-
vanja u razli¢itim biotehnoloskim procesima, ¢ak 50%
surutke se bez prethodne obrade ispusta u vodotokove
[33]. Surutka ima visoko organsko opterecenje sa vred-
nostima hemijske i bioloSke potrosnje kiseonika u
opsegu od 27-60 i 50-102 g L ™", redom [32]. Takode,
proizvodnjom 1 kg sira nastaje 9 kg surutke [32], pa je
jasno da surutka koja se ispusta u vodotokove pred-
stavlja veliki ekoloski problem. Prema prose¢nom sas-
tavu, surutka sadrzi oko 93-94% vode i hranljive mate-
rije iz mleka, kao Sto su laktoza, rastvorljivi proteini,
mineralne materije, MK i masti [32,34]. Medutim, i
pored nutritivne vrednosti surutke BMK zahtevaju
dodatno obogadivanje aminokiselinama i peptidima
[34]. U proizvodnji MK surutka se naj¢es¢e dopunjuje
ekstraktom kvasca i proteinskim lizatima (peptonima)
[34,35]. Obogadivanje surutke se moze izbeci ukoliko se
supstrat prethodno tretira proteolitickim enzimima ili
proteolitickim mikroorganizmima [34], kao $to su vrste
rodova Pseudomonas i Bacillus. Vasala i sar. [34] su

mleéna kiselina

mletna kiselina

heksoze
hidroliza 4 fermentacija 4
SLSF
¥
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b
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Slika 2. Shematski prikaz osnovnih faza proizvodnje mlecne kiseline na razli¢itim supstratima. SSF — simultana saharifikacija i fer-
mentacija; SLSF — simultana likvefakcija, saharifikacija i fermentacija.

Figure 2. Schematic overview of basic phases of lactic acid production on various materials. SSF — simultaneous saccharification and
fermentation; SLSF — simultaneous liquefaction, saccharification and fermentation.
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Tabela 1. Vrednosti najvaznijih parametara mlecno-kiselinske ferementacije na razlicitim otpadnim sirovinama; ¢ — koncentracija
MK, Y,/ — prinos (g MK/g pocetnog Secera), Y,,,; — koeficijent prinosa po supstratu (g MK/g utrosenog secera), P — produktivnost
Table 1. Values of the most important parameters of lactic acid fermentation on different waste materials

Mlecna kiselina

Mikroorganizam Soj Tip otpadnog supstrata /g = o g_1 Vores/ 8 g_l Ple it Referenca
Lactobacillus sp. RKY2 Surutka 116,92 - 0,99 0,93 [99]
Lb. delbrueckii NRRL B-445 Surutka 12-24,5 0,67-0,82 0,87-0,94 0,27-0,57 [100]
Lb. casei NRRL B-441 Surutka - - 0,92-0,94 1,36-1,87 [101]
Lb. casei LC1 Otpad iz proizvodnje rikota sira 14,4-30,6 - 0,86-0,92 0,72-1,53 [102]
Lb. delbrueckii NCIMB 8130 Melasa Secéerne repe 90,0 - 0,97 3,8 [42]
E. faecalis RKY1 Melasa Seéerne repe 65,1 - 0,98 4,3 [103]
Lb. delbrueckii IFO 3202 Melasa Secerne repe 60,3 - 0,95 3,4 [104]
Lb. delbrueckii C.E.C.T 286 Melasa Secerne repe 45,1 - 0,88 2,7 [105]
R. oryzae NRRL 395 Melasa Secerne repe 37,0-49,0 - - - [106]
Lb. delbrueckii NCIM 2025 Melasa Secerne trske 64,86 - - 2,7 [107]
Lb. delbrueckii JCM 1148 Melasa Secerne trske 107 0,90 0,91 1,48 [108]
B. coagulans H-1 Melasa Secerne trske 34,5 - 0,97 1,4 [109]
Lb. pentosus NRRL B227 Sojina melasa 29,38 - - 1,22 [49]
Lb. agilis LPB 56 Sojina dzibra 22,29 - - 0,46 [49]
Lb. rhamnosus ATCC 7469 Hlebna dZibra 18,58 0,73 0,90 - [46]
E. hawaiiensis CICIM-CU B0O114 Kukuruzna dzZibra 56,0 0,70 - 1,17 [110]
Lb. rhamnosus LA-04-1 Hidrolizat psenicnih mekinja  74,0-80,0 - 0,98-0,99 2,35-3,75 [111]
R. arrhizus DAR 36017 Otpadni skrobni materijali 8,2-44,3 - 0,6-0,96 - [112]
R. arrhizus 36017 Otpadna voda iz proizvodnje 19,74 0,91 - 0,41 [24]
skroba
Lb. delbrueckii JCM1106 Otpadni pirinac 63,3-79,0 0,65-0,81 - 1,40-3,59 [53]
Lb. rhamnosus ATCC 7469 Otpad iz reciklaZe papira 29,8-72,9 - 0,70-0,91 0,29-2,19 [16]
Lb. delbrueckii UFV H2B20 Pivski trop 5,4 - 0,73 0,11 [113]
Bacillus sp. XzZL9 Otpad iz proizvodnije ksilitola 26,4 0,42 - 0,55 [114]

pokazali da tretiranje surutke pomodéu B. megaterium
moze biti podjednako efikasno kao i tretiranje komer-
cijalnim proteazama. Surutka koja je tretirana mem-
branskim procesima kao Sto su ultrafiltracija i diafiltra-
cija u cilju dobijanja koncentrata proteina je takode
ispitivana za proizvodnju MK [36].

Melasa

Melasa se zbog visokog sadrzaja ugljenih hidrata,
azotnih jedinjenja i slatkog ukusa, tradicionalno koristi
za dobijanje vrednih proizvoda prehrambene i fermen-
tacione industrije. U nasoj zemlji veéi deo melase se
koristi za proizvodnju kvasca i etanola [37]. Danas se
melasa viSe ne smatra otpadnim proizvodom vec
sekundarnom sirovinom, a na raspolaganju su ograni-
¢ene kolic¢ine koje su uslovljene proizvodnjom Secera
zbog Cega njena cena drasticno raste. U industriji
Secera pod melasom se smatra sirup dobijen na pos-
lednjem stepenu kristalizacije u postupku proizvodnje
rafinisanog Secera iz Secernih sirovina (Seéerna repa i
Secerna trska) [37]. Prinos melase zavisi od viSe faktora
i razlikuje se od sSarze do Sarze, dok se hemijski sastav
melase menja iz godine u godinu kako zbog promene

kvaliteta osnovne sirovine, tako i zbog promena koje
nastaju u toku njenog skladistenja i cuvanja. Smatra se
da prinos melase Sec¢erne repe iznosi oko 4% na repu,
odnosno 25% na proizvedeni Secer [38].

Glavni deo melase Secerne repe Cine ugljeni hidrati,
pre svega saharoza, Ciji je sadrzaj u melasi oko 50%.
Osim saharoze, melasa Secerne repe sadrzi glukozu,
fruktozu i rafinozu [37,38]. Najveci deo azotnih materija
u melasi Cini betain, a ostalo su aminokiseline, amidi i
soli amonijaka [37,38]. Smatra se da je melasa koja ne
sadrzi dovoljnu koli¢inu azotnih materija nekompletna
sirovina za fermentacionu industriju. Jedan od krite-
rijuma za ocenu pogodnosti melase je sadrzaj azota koji
mikroorganizmi lako asimiluju, a od sustinske vaZznosti
su aminokiseline, peptidi, amonijak, nitrati i nitriti [39].
Karakteristichna tamnobraon boja melase najvecim
delom potice od melanoidina (proizvoda Majlardove
reakcije), ali i od proizvoda karamelizacije i alkalne
degradacije heksoza [37].

U pojedinim studijama je razmatrana prethodna
obrada melase u cilju poboljsanja efikasnosti procesa
(katjonske izmenjivacke smole, tretman sumpornom
kiselinom, trikalcijum fosfatom, kalijum ferocijanidom,
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aktivnim ugljem ili tretman etilen diamin tertasircet-
nom kiselinom) jer bojene materije, 5-hidroksimetil-
furfural i metali (Fe, Zn, Cu, Mn, Mg i Ca) koji se nalaze
u melasi mogu da inhibiraju rast mikroorganizama [40—
—42] i inaktiviraju enzime biosintetickog puta Zeljenog
proizvoda. Poredenjem pomenutuh postupaka pred-
tretmana melase pokazano je da fermentacija na netre-
tiranoj melasi daje najvise koncentracije MK [42], pa se
moze zakljuciti da se ispitivanim predtretmanima nese-
lektivno uklanjaju komponente melase koje su vazine za
efikasnu proizvodnju MK [42].

Destilerijska dzibra

U postupku dobijanja bioetanola iz Secernih, skrob-
nih ili lignoceluloznih sirovina kao sporedni proizvod
nastaje velika koli¢ina dzZibre. U proseku 8-15 L dZibre
nastaje proizvodnjom 1 L etanola [43]. DZibru karak-
teriSu visoke vrednosti hemijske i bioloSke potrosnje
kiseonika, niska pH vrednost, visok sadrzaj organskih
materija i zbog toga se ne sme ispustati u okolinu bez
prethodnog tretmana [43]. Visoki troskovi obrade
dzZibre pre ispustanja u vodotokove ozbiljno uti¢u na
odrzivost i profitabilnost proizvodnje bioetanola, a
njeno odlaganje predstavlja ozbiljan ekoloski problem.
Procesi koji koriste ovu otpadnu te¢nost kao sirovinu za
dalju proizvodnju imaju znacajnu ulogu u kontroli i sma-
njenju zagadenja Zivotne sredine, a takode i povecavaju
konkurentnost bioetanola kao alternativhog goriva.
Neki od pravaca primene i iskoriS¢avanja dZibre su
recirkulacija u cilju ukomljavanja sirovine za proizvod-
nju etanola, njena upotreba kao visoko kvalitetne hrane
za Zivotinje, za fertigaciju biljaka i upotreba dzibre kao
supstrata u razli¢itim fermentacionim tehnologijama
[43,44]. Karakteristike dzibre se razlikuju i zavise od
nacina izvodenja procesa proizvodnje etanola, kao i od
karakteristika i obrade polazne sirovine. Nakon ukla-
njanja etanola destilacijom u dZibri ostaju inaktivirane
Celija kvasca bogate vitaminima (narocito B kompleksa)
zbog cega dzibra moZe biti potencijalno dobar supstrat
za dobijanje vrednih proizvoda. Takode, u dZibri se
mogu nadi zaostali fermentabilni Seéeri koji su lako
dostupni mikroorganizmima. DzZibra je koriséena kao
supstrat za proizvodnju kalijum acetata [45], MK [46],
ali i drugih proizvoda kao $to su hitozan, astaksantin,
alternan, pululan [44].

Kao supstrat za mlecno-kiselinsku fermentaciju je
ispitivana dZibra iz proizvodnje bioetanola na otpad-
nom hlebu [46], kukuruzu [47], tritikaleu [48] i sojinoj
melasi [49]. Ispitivanjem mogucnosti proizvodnje MK
na dzibri zaostaloj nakon proizvodnje bioetanola iz
smese otpadnog hleba i vode iz proizvodnje glutena
postignuta je koncentracija MK od 50,18 g L™ pro-
duktivnost od 1,48 g L™ h™ [50]. Osim proizvodnje MK
gde je ostvarena visoka produktivnost, ostaci nakon
fermentacije i odvajanja tec¢ne frakcije sa MK su anali-
zirani sa aspekta primene u ishrani Zivotinja ¢ime je
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dokazana mogucnost paralelne proizvodnje kvalitetne
sto¢ne hrane zajedno sa MK [50]. Sojina melasa je
sporedni proizvod koji zaostaje u proizvodnji protein-
skog koncentrata sojine satme, ¢ijom daljom primenom
u proizvodnji bioetanola zaostaje sojina dzibra [49]. U
studiji u kojoj je razmatrana mogucnost upotrebe
sojine dzZibre i melase kao supstrata postignuta je kon-
centracija MK od 90,35 g L™* sa produktivno$¢u od 1,88
g L' h™ tokom 48 h fermentacije pomocu Lb. agilis LPB
56 koji je pokazao zadovoljavaju¢u sposobnost konver-
zije kompleksnih oligosaharida (stahioze i rafinoze) koji
se nalaze u sojinoj melasi i dzibri [49].

Skrobne otpadne sirovine

Medu otpadnim skrobnim sirovinama za proiz-
vodnju MK su ispitivani otpad iz prerade krompira [51] i
kasave [52], otpadni pirina¢ [53], pSenicne mekinje
[54,55]. Ukoliko se ne koriste amiloliticki proizvodni
mikroorganizmi, ove sirovine zahtevaju izvesnu pripre-
mu kojom se skrob i komponente skroba, amiloza i
amilopektin, hidrolizuju do fermentabilnih Seéera. Hid-
roliza skroba se izvodi kiselinama ili ¢eS¢e komerci-
jalnim amilolitickim enzimima (amilaze i glukoamilaze)
[56]. Za hidrolizu skroba najvise se primenjuje a-amil-
aza dobijena iz B. licheniformis poznata pod komerci-
jalnim nazivom Termamyl 120 L, kao i Termamyl SC,
dok su najc¢esée koris¢ene glukoamilaze SAN extra L iz
Aspergillus niger i AMG 300 L proizvedena iz genetski
modifikovane Aspergillus vrste [56]. Konvencionalna
fermentaciona proizvodnja MK iz skrobnih sirovina je
visefazni proces koji ukljucuje likvefakciju (na tempe-
raturi od 90-130 °C tokom 15 min), a zatim sledi sahari-
fikacija kojim se skrob potpuno hidrolizuje do glukoze
[57]. Najzad, mle¢no-kiselinskom fermentacijom glu-
koza se konvertuje do MK (slika 2). Zbog ustede u vre-
menu i troSkovima proizvodnje, kao i sprecavanja
efekta inhibicije supstratom intenzivno se ispituje pos-
tupak simultane saharifikacije i fermentacije (SSF) kao i
postupak simultane likvefakcije, saharifikacije i fermen-
tacije (SLSF). Wang i sar. [58] su izvrsili poredenje tri
razlicita postupka fermentacije na brasnu kasave koris-
teéi komercijalne amiloliticke enzime. U postupku SLSF
pomocu Lb. rhamnosus je postignuta najveca koncen-
tracija MK (187,2 g L) sa produktivno$¢u od 1,6 g L
h™, dok je najmanja koncentracija MK zabelezena u
postupku odvojene likvefakcije, saharifikacije i fermen-
tacije (145,1 g L™) i produktivnost od svega 1 g L h™"
[58]. Medutim, zbog visokih cena amilolitickih enzima i
sloZzenosti postupka, sve veca paznja se usmerava na
proucavanje direktne fermentacije skrobnih sirovina
pomocu mikroorganizama koji proizvode ekstracelu-
larne amiloliticke enzime. Medu BMK koje imaju amilo-
liticko dejstvo ispitivane su sledece vrste: Lb. manihoti-
vorans, Lb. amylovorus, Lb. amilophilus, Lb. acidophilus,
Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lb. cellobiosus, Lb. amyl-
olyticus [10]. U direktnom postupku fermentacije po-
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mocu Lb. amylophilus GV6 na brasnu kasave i brasnu
pirin¢a postignuta je koncentracija MK od 33,61 30,9 g
L sa produktivnoséu od 0,36 i 0,32 g L h™ redom
[59], Sto je i dalje znacajno manje od vrednosti postig-
nutih u postupku SSF sa komercijalnim enzimima na
istim supstratima [53,58].

Lignocelulozne otpadne sirovine

Lignocelulozni materijali su sastavljeni iz celuloze,
hemiceluloze i lignina koji ¢ine 90% suve materije, a
ostatak su mineralne materije, ulja i druge komponente
[60]. Procesom hidrolize, hemiceluloza i celuloza se
moraju razloZiti do monosaharida, odnosno fermenta-
bilnih Secera. Hemiceluloza se razlaze do smeSe Seéera
koju ¢ine pentoze (ksiloza i arabinoza) i heksoze (galak-
toza i manoza), dok se celuloza razlaze do glukoze.
Razliciti postupci mle¢no-kiselinske fermentacije na lig-
niceluloznim sirovinama su prikazani na slici 2. Upo-
treba lignocelulozne biomase u proizvodnji MK je ogra-
ni¢ena zbog malog broja vrsta BMK sposobnih da fer-
mentiSu ksilozu i arabinozu i izraZzenog efekta kata-
bolicke represije glukozom [60]. Pored toga, formiranje
razli¢itih sporednih proizvoda fermentacije (uglavnom
sircetne kiseline usled aktivacije enzima fosfoketolaze u
prisustvu pentoza) smanjuje prinos MK i povecéava tros-
kove njenog preciséavanja. Takode, prisustvo lignina
smanjuje dostupnost polisaharida hidrolitickim enzi-
mima, a time i efikasnost iskoriséenja lignocelulozne
biomase [61], pa ga je neophodno ukloniti iz lignocelu-
loznog materijala. Predtretman lignoceluloznog materi-
jala, osim uklanjanja lignina, ima za cilj i smanjenje ste-
pena kristalne strukture celuloze [60,61]. Time se pove-
¢ava unutrasnja poroznost materijala Sto dovodi do
povecanja prinosa fermentabilnih Seéera iz celuloze i
hemiceluloze u fazi hidrolize, u prisustvu kiselina ili
enzima. Kao postupci predtretmana primenjuju se
odredene fizicke, hemijske, fizicko-hemijske i bioloske
metode [60,61].

Medu lignoceluloznim otpadnim materijalima, za
proizvodnju MK je ispitivan pivski trop, sporedni proiz-
vod koji nastaje u procesu proizvodnje piva. Proizvod-
njom 100 L piva nastaje oko 20 kg tropa, zbog Cega je
ova sirovina lako dostupna i jeftina [62]. Mussatto i sar.
[63] su ispitivali proizvodnju MK iz hidrolizata pivskog
tropa pomodu Lb. delbrueckii. Pivski trop je prvobitno
podvrgnut hemijskom predtretmanu, a dobijena celu-
lozna pulpa je potom tretirana komercijalnim celulaz-
nim kompleksom u cilju saharifikacije [63]. U studiji u
kojoj je tako dobijen hidrolizat koriséen u mle¢no-kise-
linskoj fermentaciji, uz kontrolu pH vrednosti i dodatak
komponenata MRS bujona, postignuta je koncentracija
MK od 35,54 g L i produktivnost od 0,59 g L™ h™".
Pomocu Lb. rhamnosus na hidrolizatu pivskog tropa uz
kontrolu pH vrednosti i dodatak kvaséevog ekstrakta
postignuta je koncentracija MK od 12,48 g L™ sa pro-
duktivno$éu od 0,52 g L h™* [64].

IZAZOVI U FERMENTACIONOJ PROIZVODNJI MLECNE
KISELINE

Upotreba mesanih kultura

Osnovni cilj u proizvodnji MK na slozenim, prirod-
nim supstratima je povecati efikasnost konverzije sup-
strata, zbog cega je u nekoliko studija proucavano
koris¢enje mesanih kultura. Upotrebom mesanih kul-
tura se na osnovu sinergistickog delovanja razlicitih
mikroorganizama moZze ostvariti bolja proizvodnja MK.
Pomoc¢u mesane kulture Lb. casei i Lactococcus lactis na
ekstraktu urme je postignuta koncentracija MK od 60,3
g L_l, dok su postignute koncentracije MK sa monokul-
turom Lb. casei, odnosno Lc. lactis bile 5346 g L [65].
Osim vece koncentracije MK, upotrebom mesane kul-
ture je postignuta i efikasnija konverzija Secera (glukoze
i fruktoze) u MK. Lee [66] je izvrSio poredenje mono- i
mesane kulture BMK na sintetskoj podlozi sa dodatkom
koncentrovanog kukuruznog ekstrakta kao jedinog izvo-
ra azota. U fermentaciji sa meSanom kulturom pet
sojeva roda Lactobacillus osim veceg prinosa MK,
uocen je bolji rast ¢elija i manja potrosnja proteina [66].
To ukazuje da mesane kulture zahvaljujuéi sinergistic-
kom delovanju mogu lakSe da prevazidu nutritivna
ogranicenja i ostvare bolju produktivnost MK na siro-
masnijim supstratima. Mesana kultura Lb. rhamnosus i
Lb. brevis je koriséena za SSF na kukuruznoj stocnoj
hrani tretiranoj NaOH, pri ¢emu je postignuta koncen-
tracija MK od 20,95 g L_l, dok je postignuta koncen-
tracija MK sa monokulturom Lb. rhamnosus, odnosno
Lb. brevis bila manja za 15,5%, odnosno 20,2% [67].
MesSane kulture plesni i BMK su ispitivane za proiz-
vodnju MK na sirovinama koje sadrze inulin, kao Sto je
Jerusalimska articoka [68]. Hidroliza inulina se odvija u
prisustvu enzima inulinaze i invertaze. Sposobnost da
proizvode ove enzime imaju pojedine bakterije i plesni,
medu kojima se Cesto koriste vrste iz roda Aspergillus
[68]. U SSF na Jerusalimskoj articoki pomodu kulture
Aspergillus niger SL-09 i Lactobacillus sp. G-02 je pos-
tignuta koncentracija MK od 120,5 g L™ prinos od O,
95 g g ' [68]. Nedostatak kompleksnih me3anih kultura
se ogleda u njihovoj heterogenosti, pri ¢emu razliciti
sojevi mogu imati razli¢it temperaturni i pH optimum,
kao i razlicite potrebe za kiseonikom i nutrijentima, sSto
otezava definisanje optimalnih i stabilnih uslova za
takve kulture tokom fermentacije.

Otvorena (nesterilna) fermentacija

Za efikasnu proizvodnju MK neophodno je obez-
bediti sterilnost medijuma pre inokulisanja BMK,
odnosno obezbediti uslove u kojima je proizvodnja MK
dominantan proces u medijumu. Sa aspekta energetske
efikasnosti kao i ekonomske pogodnosti i konkurent-
nosti fermentacione proizvodnje MK, otvorena (neste-
rilna) fermentacija ima sve veci znacaj i u fokusu je
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istrazivanja poslednjih godina [19,69-71]. Otvorena
fermentacija, pored toga $to smanjuje potrosnju ener-
gije i pojednostavljuje postupak proizvodnje, sprecava
Majlardovu reakciju, kao i formiranje furfurala tokom
sterilizacije. U otvorenoj fermentaciji su uglavhom
koris¢ene termofilne vrste roda Bacillus. U otvorenoj
sarznoj fermentaciji na lignoceluloznom hidrolizatu
pomocu Bacillus sp. NLO1 postignuta je koncentracija
MK od 75 g L' i produktivnost 1,04 g L™" h™" [69].
Takode, pomocu B. coagulans NBRC 12583 na skrob-
nom hidrolizatu kasave sa dodatkom otpadnog mulja
kao nutrijenta je postignuta koncentracija MK od 98,1 g
L™ i produktivnost od 3,63 g L™* h™' [70]. Otvorena
fermentacija je ispitivana i pomocu E. mundtii QU 25 na
sintetskom supstratu [71]. Ponovljenim Sarznim pos-
tupkom sa recirkulacijom celija u toku petog ciklusa je
postignuta koncentracija MK od 81,4 g L™ i produk-
tivnost od 12,3 g L™* h™" [71]. Ocekivano je da se dalje
razvijaju sistemi pogodni za otvorene fermentacije, Sto
podrazumeva pronalazenje novih termofilnih mikro-
organizama sposobnih za efikasnu proizvodnju MK na
otpadnim sirovinama.

Uticaj izvora azota i znacaj kontrole pH vrednosti

Zbog ogranitene sposobnosti da sintetiSu faktore
rasta, BMK zahtevaju podlogu bogatu aminokiselinama,
vitaminima, masnim kiselinama, purinima i pirimidi-
nima [72]. U brojnim studijama u kojima je ispitivan
sastav podloge za mlecno-kiselinsku fermentaciju zak-
ljuteno je da dodatak nutrijenata obezbeduje bolju
produktivnost procesa, kao i da medu razli¢itim izvo-
rima azota kvascev ekstrakt ima najveci uticaj na pro-
izvodnju MK [7]. Tako je obogacivanjem melase Seéer-
ne repe kvas¢evim ekstraktom u fermentaciji sa Lb.
delbrueckii postignuta znacajno veca koncentracija MK
u poredenju sa drugim izvorima azota (suvi pivski kva-
sac, proteini ekstrahovani iz pivskog kvasca, proteini
surutke) [42]. Kako dodatak razliitih izvora azota poput
kvas¢evog ekstrakta €ini oko 38% ukupnih troSkova
proizvodnje [70], mnoga istraZivanja se bave pronala-
Zenjem jeftinih hranljivih materija koje bi mogle deli-
micno ili potpuno da zamene kvascev ekstrakt i ostale
skupe nutrijente. Yu i sar. [73] su ispitivali pogodnost
primene koncentrovanog kukuruznog ekstrakta kao
alternative kvas¢evom ekstraktu. Pomocu Lb. rhamno-
sus CGMCC 1466 na podlozi kojoj je dodat koncentro-
vani kukuruzni ekstrakt, glukoza, melasa, Tween 80 i
Mn proizvedeno je 115,12 g L™" MK [73]. U poredenju
sa vrednostima dobijenim na supstratu sa kvascevim
ekstraktom, proizvodnja MK je bila veca za 30,4% [73].
Kao jeftini, alternativni izvori azota ispitivani su hidro-
lizat perja [74], otpadni mulj [70], sok japanske jabuke,
hidrolizat pSeni¢nih mekinja [75] i hidrolizat soje [76].

Pored izvora azota, pH vrednost je jo$ jedan faktor
koji uti¢e na efikasnost procesa. S obzirom da opti-
malna pH za rast vecine vrsta BMK i proizvodnju MK
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varira izmedu 5-7, kiselost podloge povezana sa proiz-
vodnjom MK inhibira dalju fermentaciju [16]. Upo-
trebom CaCO; i Ca(OH), kao sredstva za neutralizaciju
nakon izdvajanja i precis¢avanja MK zaostaje znacajna
koli¢ina gipsa (CaSO,) koji je veoma Stetan po Zivotnu
sredinu. U studiji u kojoj je testirano pet razlicitih jedi-
njenja za regulaciju pH vrednosti (NH,OH, NaOH, dime-
tilamin, trimetilamin i CaCQ3), trimetilamin se pokazao
najboljim neutraliSu¢im agensom [77]. Zamena CaCO;
drugim sredstvom za regulaciju pH vrednosti pored
toga Sto sprecava nastanak velike koli¢ine gipsa, olak-
Sava i izdvajanje MK. Upotreba genetski modifikovanih
sojeva sposobnih da rastu pri niskoj pH vrednosti moze
biti alternativna strategija u prevazilazenju efekta inhi-
bicije proizvodom. Stopa preZivljavanja Lb. delbrueckii
koji je podvrgnut mutagenezi indukovanom azotnom
kiselinom je pri pH vrednosti 3.5 bila ve¢a 1,3 puta u
odnosu na roditeljski soj u istim uslovima [78]. Ye i sar.
[79] su postupkom slucajne amplifikacije gena modi-
fikovali Lb. pentosus koji je pri pH vrednosti 3.8 pos-
tigao prinos MK od 0,95 g g™, dok rast roditeljskog soja
i proizvodnja MK pri istim uslovima nije uocena.

POSTUPCI IZVODENJA MLECNO-KISELINSKE
FERMENTACIJE

Sarzni i dolivni postupak u proizvodnji mleéne kiseline

Nacdin na koji ¢e se voditi fermentacioni proces
zavisi od vrste i prirode polazne sirovine, vrste proiz-
vodnog mikroorganizma, kao i karakteristika fermen-
tacionog medijuma. SarZni postupak je najjednostavniji
i najéesée primenjivan tip fermentacionog procesa.
Prednosti ovog postupka su maniji rizik od kontami-
nacije i jednostavno upravljanje procesom, dok su
nedostaci niska produktivnost usled izrazenog efekta
inhibicije supstratom i/ili proizvodom. U cilju prevazi-
laZzenja efekta inhibicije supstratom ili proizvodom kao
moguca strategija je ispitivan dolivni postupak. U tabeli
2 je dato poredenje vrednosti osnovnih parametara
fermentacije postignutih u Sarznom i dolivnom pos-
tupku na razli¢itim supstratima. U dolivnom postupku
svez supstrat se dodaje kontinualno ili povremeno,
¢ime se koncentracija supstrata odrZava u optimalnim
granicama i time povecava produktivnost procesa. Ispi-
tivane su razlicite metode dolivanja supstrata, najcesée
kontinualni, povremeni i eksponencijalni metod [80,81].
Kontinualnim dodavanjem glukoze hemijski definisa-
nom medijumu pomocu Lb. lactis postignuta je koncen-
tracija MK od 210 g L™ i produktivnost od 2,2 g L™ h™", a
zaostala koncentracija glukoze u medijumu je bila
manja od 0,5 g L™ [82]. Ding i Tan [80] su ispitivali vide
metoda dolivanja supstrata, pri cemu se najefikasnijim
pokazao eksponencijalni metod. U fermentaciji sa Lb.
casei na hemijski definisanom medijumu obogaéenom
glukozom i kvasc¢evim ekstraktom, postignuta je kon-
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Tabela 2. Vrednosti najvaznijih parametara mlecno-kiselinske fermentacije u Sarznom i dolivnom postupku,; c- — koncentracija MK,
Y,us — koeficijent prinosa po supstratu (g MK/g utrosenog Secera), P — produktivnost
Table 2. Values of the most important parameters of lactic acid fermentation in batch and fed-batch mode of lactic acid production

Mlecna kiselina

Mikroorganizam Supstrat Fermentacioni postupak = I - Referenca
c/gl Yous/88 P/glL h

Lb. lactis Glukoza Sarini 150,2 - 1,34 [115]
BMES5-18M Kontinualni dolivni 161,2 - 2,02
B. coagulans Glukoza Sarini 103,6 0,93 0,72 [116]
36D1 Dolivni, dodatak Seé¢era u 4896 h 182,2 0,92 0,84
B. coagulans Ksiloza Sarzni 102,3 0,86 0,71 [116]
36D1 Dolivni, dodatak $eéera u 4896 h 163,0 0,87 0,75
Lb. lactis-11 Glukoza Sarzni 82,7 0,92 1,7 [81]

Dolivni, odrzavanje koncentracije Secera na 96,3 0,99 1,9

4-5gL"" u periodu od 18,5 do 49 h

Lb. casei Surutka Sarzni 22,5 0,48 0,93 [117]
SU No 22 Kontinualni dolivni 46,0 0,77 1,91
Lc. lactis
WS 1042
B. coagulans Glukoza Sarini 91,5 0,97 9,7 [21]
SIM-7 Dolivni, dodatak 3eéera 5 h nakon pocetka 91,6 0,97 11,12°

fermentacije

*Maksimalna produktivnost

centracija MK od 180 g L™ i produktivnost od 2,14 g L™

h™ nakon 84 h fermentacije [80]. U dolivnom postupku
koncentracija MK je bila za 56,5% veca od vrednosti
dobijenih u Sarznoj fermentaciji, dok je produktivnost
bila vec¢a za 59,7% [80]. Istrazivanja dolivnog postupka
su uglavnom zasnovana na primeni hemijski definisanih
supstrata, kojima su dodati faktori rasta poput kvas-
cevog ekstrakta, kao i mineralne materije, sto dodatno
utiCe na efikasnost procesa. Moze se primetiti da je
znatno manje istrazivanja u kojima je dolivni postupak
ispitivan na otpadnim supstratima, pa ih je zbog toga
tesko porediti. U dolivnom postupku na hlebnoj dzibri
pomocu Lb. rhamnosus ATCC 7469 postignuta je maksi-
malna koncentracija MK od 97,1 g L™ i produktivnost
1,80 g L™ h™* nakon 54 h fermentacije [82]. U porede-
nju sa Sarznim postupkom, primenom dolivnog pos-
tupka u ovom istrazivanju koncentracija MK je pove-
¢ana za 47,6%, a produktivnost za 17,2% [83].

Proizvodnja mlecne kiseline sa sistemima imobilisanih
celija

Metode imobilizacije celija se, u novije vreme, sve
vise koriste u cilju povecanja koncentracije biomase u
fermentorima $to dovodi do povedanja produktivnosti
procesa. Pored veée produktivnosti, imobilizacija omo-
gucava celijsku i operativnu stabilnost, olakSava sepa-
raciju imobilisanih ¢elija od fermentacionog medijuma i
omogucava njihovo ponovno koriséenje. U tabeli 3 je
dato poredenje vrednosti osnovnih parametara fer-
mentacije postignutih u sistemima sa slobodnim i imo-
bilisanim celijama. Imobilizacija u polimerne matrice
gela je Cesto koris¢ena tehnika imobilizacije BMK. Kao

materijali za imobilizaciju koris¢eni su prirodni polimeri,
kao Sto su Ca-alginat [84,85], agar [86], k-karagenan
[87], a od sintetskih poliakrilamid [87,88] i polivinil
alkohol [89]. Za imobilizaciju u polimerne matrice gela
je karakteristicna ogranicena difuzija supstrata i proiz-
voda kroz polimernu matricu $to smanjuje prinos MK.
Osnovni nedostatak Ca-alginata za proizvodnju MK je
gubitak mehanicke stabilnosti gela, tj. razmeksavanje
Cestica usled reakcije Ca sa MK. Pokazano je da obla-
ganje alginatnih Cestica hitozanom u cilju povecanja
stabilnosti moZze povecati produktivnost fermentacije
[90].

Osim imobilizacije unutar Cestica gela, ispitivana je i
imobilizacija BMK adsorpcijom na povrsinu nosaca, pri
¢emu se bakterije u vidu filma vezuju za razli¢ite prirod-
ne ili sintetske nosace. Prednosti ove metode se ogle-
daju u njenom jednostavnom izvodenju, pri ¢emu je
vijabilnost i aktivnost BMK ocuvana. Takode, zbog ads-
orpcije bakterija na povrsinu ¢vrstog nosaca difuziona
ograni¢enja su manje izrazena i ostvaruje se bolji pre-
nos mase. Nedostatak ove metode su relativno slabe
veze Celija i nosaca, sto moze da dovede do njihovog
spiranja sa povrSine nosaca. Kao nosaci za adsorpciju
ispitivani su plasti¢ni kompozitni materijali [91], poli-
uretanska pena [92], zeolitni prah [93], lignocelulozni
materijali [94,96] i Cestice pSeni¢nog glutena [95].

U cilju poveéanja produktivnosti procesa vrSena su
istrazivanja proizvodnje MK pomocu imobilisane bio-
mase u kontinualnim i bioreaktorima sa fibroznim
pakovanim slojem. U kontinualnoj proizvodnji MK na
hidrolizatu pirin€anih mekinja pomocu Lb. rhamnosus
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Tabela 3. Vrednosti najvaZznijih parametara mlecno-kiselinske fermentacije sa slobodnim i imobilisanim celijama; c- — koncentracija
MK, Y,s — koeficijent prinosa po supstratu (g MK/g utrosenog Secera), P — produktivnost
Table 3. Values of the most important parameters of lactic acid fermentation with free and immobilized cells

Tehnika imobilizacije i

Mlecna kiselina

Mikroorganizam vrsta nosada/supstrat Fermentacioni postupak /el Vol € g P/elint Referenca
Lb. rhamnosus Adsorpcija na Sarini sa slobodnim ¢éelijama 34,7 0,81 0,66 [93]
ATCC 7469 zeolit/hlebna dZibra  ponovljeni Zarzni sa imobilisanim 42,2 0,99 1,22
¢elijama, 3. ciklus
Lb. casei Adsorpcija na Cestice Sarzni sa slobodnim ¢elijama, 41,4 - 2,3 [95]
pseni¢nog fermentaciono vreme 18 h
glutena/glukoza Sarzni sa imobilisanim ¢elijama, 42,2 - 3,51
fermentaciono vreme 12 h
Lb. casei Koimobilizacija u ¢estice Kontinualni dolivni sa slobodnim 46 0,77 1,91 [117]
SU No 22 Ca celijama
Le. lactis alginata/deproteinizovana Kontinualni dolivni sa 47 0,72 1,96
WS 1042 surutka imobilisanim ¢elijama
Lb. delbrueckii Zarobljavanje u ¢estice Ca-  Sarini sa slobodnim ¢elijama 42,4 0,81 - [118]
IFO 3202 alginata/melasa Secerne  $arini sa imobilisanim éelijama 42,7 0,82 -
repe

koji je bio imobilisan na Cestice kukuruzne stabljike
ostvarena je produktivnost od 5,73-6,20 g L™ h™ [96].
Takode, u Sarznoj fermentaciji surutke pomoéu Lb.
bulgaricus imobilisanog na porozne celulozne nosace
postignuta je produktivnost od 6,78 g L™ h™ [94]. U
dolivnom postupku sa Lc. lactis na hidrolizatu Jeru-
salimske arti¢oke u bioreaktoru sa fibroznim pakovanim
slojem postignuta je koncentracija MK od 142 g L™, sto
je za 27,92% vise u odnosu na fermentaciju sa slobod-
nim éelijama [97]. Takode, u dolivnom postupku pomo-
¢u Sporolactobacillus inulinus na hidrolizatu kukuruz-
nog brasna u bioreaktoru sa fibroznim pakovanim slo-
jem je postignuta koncentracija MK od 218,8 g L, $to
je za 37,67% viSe u odnosu na fermentaciju sa slobod-
nim ¢éelijama [98]. lako se u pomenutim bioreaktorima i
imobilisanim sistemima na hemijski definisanim sup-
stratima postize daleko veca produktivnost, upotreba
jeftinih i otpadnih materijala obezbeduje ekonomsku i
ekolosku povoljnost procesa, dok dobijeni rezultati
predstavljaju osnov za dalja istrazivanja.

ZAKLJUCAK

Biorafinerijski procesi su u poslednjoj deceniji sve
popularniji u proizvodnji energije, goriva, organskih
hemikalija i polimera. S obzirom na trend stalnog po-
rasta potrosSnje MK biorafinerijski koncept bi mogao da
doprinese smanjenju ukupnih troskova proizvodnje MK.
Koriséenje sporednih i otpadnih sirovina u proizvodnji
MK pored ekonomske odrZivosti procesa, nudi reSenje
problema njihovog odlaganja. Otpadni industrijski pro-
izvodi kao Sto su surutka, melasa, destilerijska dzibra,
razli¢iti skrobni i lignocelulozni materijali mogu biti
dobar izvor fermentabilnih Secera, ali i mnogih drugih
jedinjenja od znacaja za rast mikroorganizama, kao Sto
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su proteini, mineralne materije i vitamini. Zbog
kompleksnog sastava, kao i varijacija u hemijskim i
fizickim karakteristikama otpadnih proizvoda potrebna
su detaljna ispitivanja koja ukljuuju optimizaciju
procesnih parametara kako bi se omogucila njihova
upotreba u biotehnoloSkim procesima. Ekonomski
odrziva proizvodnja MK pored upotrebe otpadnih
sirovina, ukljuCuje i smanjenu potrosnju energije, zbog
cega su ispitivanja otvorenih fermentacionih postupaka
pomocu termofilnih mikroorganizama jedna od vodecih
na polju proizvodnje MK. Razvojem novih tehnika
genetickog inZenjerstva sve ceS¢e su modifikacije
mikroorganizama u cilju poboljSanja produktivnosti
procesa, Cistote proizvoda, sposobnosti iskoris¢avanja
razliCitih vrsta Secera ili otpornosti na niske pH
vrednosti sredine. Dosadasnja ispitivanja moguénosti
proizvodnje MK na dzZibri zaostaloj iz proizvodnje
etanola su dala zapaZene rezultate, a ocekivani porast
potrosnje MK u narednim godinama navodi na
pronalazenje novih sirovina i tehnoloskih reSenja koja
omogucavaju efikasnu i odrzivu proizvodnju.
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SUMMARY

OPPORTUNITIES, PERSPECTIVES AND LIMITS IN LACTIC ACID PRODUCTION FROM WASTE AND INDUSTRIAL
BY-PRODUCTS

Dragana D. Mladenovic'l, Aleksandra P. Djukic'-Vukoviél, Jelena D. Pejinz, Suncica D. Kocié-Tanackovz,
Ljiljana V. Mojovi¢'

'Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
zFacuIty of Technology, University of Novi Sad, Novi Sad, Serbia

(Review paper)

In line with the goals of sustainable development and environmental protec- Keywords: Lactic acid e Lactic acid bac-
tion today great attention is directed towards new technologies for waste and teria @ Waste products e Industrial by-
industrial by-products utilization. Waste products represent potentially good raw products e Fermentation

material for production other valuable products, such as bioethanol, biogas, bio-
diesel, organic acids, enzymes, microbial biomass, etc. Since the first industrial
production to the present, lactic acid has found wide application in food, cos-
metic, pharmaceutical and chemical industries. In recent years, the demand for
lactic acid has been increasing considerably owing to its potential use as a mono-
mer for the production of poly-lactic acid (PLA) polymers which are biodegradable
and biocompatible with wide applications. Waste and industrial by-products such
are whey, molasses, stillage, waste starch and lignocellulosic materials are a good
source of fermentable sugars and many other substances of great importance for
the growth of microorganisms, such as proteins, minerals and vitamins. Utilization
of waste products for production of lactic acid could help to reduce the total cost
of lactic acid production and except the economic viability of the process offers a
solution of their disposal. Fermentation process depends on chemical and phys-
ical nature of feedstocks and the lactic acid producer. This review describes the
characteristics, abilities and limits of microorganisms involved in lactic acid pro-
duction, as well as the characteristics and types of waste products for lactic acid
production. The fermentation methods that have been recently reported to imp-
rove lactic acid production are summarized and compared. In order to improve
processes and productivity, fed-batch fermentation, fermentation with immobil-
ized cell systems and mixed cultures and opportunities of open (non-sterilized)
fermentation have been investigated.
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