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PROIZVODNJA MLECNE KISELINE I PROBIOTSKE BIOMASE NA
DESTILERIJSKOJ DZIBRI
REZIME

Mle¢na kiselina je vazna supstanca za prehrambenu, farmaceutsku i
hemijsku industriju. Srbija trenutno uvozi mle¢nu kiselinu pa bi koriS¢enje
destilerijske dZibre, otpadne vode iz procesa proizvodnje bioetanola, kao jeftinog
supstrata u proizvodnji mlecne kiseline moglo biti efikasna i ekoloski povoljna
strategija. Osnovni cilj ove disertacije je bio da se ispita mogu¢nost integrisane
proizvodnje mlecne kiseline i sto¢ne hrane na industrijskoj destilerijskoj dzibri iz
proizvodnje bioetanola na skrobnim sirovinama.

Hemijskom Kkarakterizacijom dzZibre je pokazano da je dZibra bogata
proteinima i da sadrZi odgovarajuci sastav jona metala za rast bakterija mle¢ne
kiseline. U toku selekcije mikroorganizama odabran je soj Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469, kao odgovarajuci soj za paralelnu proizvodnju mlecne kiseline i
biomase pogodne za stoCnu ishranu. U SarZznom sistemu je ispitan uticaj
temperature, koncentracije inokuluma, mes$anja i kontrole pH. Nakon optimizacije,
odabrana je temperature od 41 °C, meSanje od 90 obrt/min, koncentracija
inokuluma 5 % (v/v). Ispitana je mogucnost koriS¢enja CaCO3 i 30% NaOH kao
sredstava za neutralizaciju i kontrolu pH vrednosti i odabran je dodatak 30%
NaOH u cetvorosatnim intervalima kao najpovoljniji za integrisani postupak
proizvodnje mlecne Kkiseline i stocne hrane. Primenom NaOH je ostvarena visoka
produktivnost i intenzivan rast Lb. rhamnosus ATCC 7469.

Znacajno unapredenje procesa je postignuto primenom dolivnog postupka
gde je konacna koncentracija mle¢ne kiseline u medijumu povecana za 47,6% a
zapreminska produktivnost za 21% u odnosu na Sarzni postupak. Maksimalna
postignuta produktivnost mlecne kiseline je iznosila 1,80 g L1 h-l, sa prinosom
mlecne kiseline od 0,87 g g1 i koncentracijom mlecne kiseline od 97,1 g L-1. Broj
vijabilnih Celija po zavrSetku fermentacije je bio 10° CFU ml-1.

Recirkulacioni SarZzni postupak sa imobilisanim Lb. rhamnosus ATCC 7469
na zeolitu je takode isptivan. Snazna adsorpcija celija na povrSinu zeolita je

omogucila lako odvajanje imobilizata od fermentisanog medijuma, gust rast Celija u



biofilmu i visoku stabilnost imobilisanih ¢elija za recirkulaciju. Na kraju cetvrtog
ciklusa broj vijabilnih imobilisanih celija iznosio je viSe od 1010 CFU g zeolitnog
nosaca. U Sarznom procesu sa recirkulacijom na tec¢noj dzibri bez dodatka izvora
azota i minerla najviSa postignuta produktivnost je iznosila 1,69 g L1 h'l, uz
maksimalnu koncentraciju mlecne kiseline 42,19 g L1 i prosecni koeficijent
prinosa od 0,96 g gl Ipak, u skladu sa potrebama Lb. rhamnosus ATCC 7469 i
mineralnim sastavom dZibre izvrSena je i modifikacija zeolita, izmenom jona Na*
jonima Mg?*, Sto je rezultovalo povecanom adsorpcijom bakterija na povrSinu
modifikovanog zeolita, kao i povecanjem proizvodnje mlecCne kiseline za oko 10%.

Ostaci nakon mlec¢no-kiselinske fermentacije i odvajanja tecne frakcije sa
mle¢nom Kkiselinom su analizirani sa aspekta primene u ishrani Zivotinja nakon
hemijske analize i izraCunavanja vaznih energetskih parametara. Svarljivost
ostataka nakon fermentacije je bila 96,63 % SM, sa viSe od 38,65% SM proteina, uz
veoma visoke vrednosti svarljive i metabolicke energije od preko 4000 kcal kg1
SM. Pokazano je da u in vitro uslovima 88% celija Lb. rhamnosus ATCC 7469
preZivljava Cetvorosatnu izloZenost pH=2,5 i 85,7% ¢elija preZivljava Cetvorosatnu
izloZenost Zu¢nim solima u koncentraciji 0,3%, uz ispoljenu antimikrobnu
aktivnost i sposobnost proizvodnje egzopolisaharida. Zbog visokog preZivljavanja
Lb. rhamnosus ATCC 7469, moZe se ocekivati da soj prezivi prolazak kroz
gastrointestinalni trakt i pozitivno deluje na zdravlje Zivotinja. Na osnovu svojih
karateristika ostaci dzibre nakon mlecCno-kiselinske fermentacije predstavljaju
kvalitetnu hranu prvenstveno za monogastri¢ne Zivotinje.

ZakljuCuje se da se destilerijska dzibra moZe koristiti bez azotnih i
mineralnih dodataka kao jeftin supstrat za proizvodnju mlecne kiseline sa visokom
produktivnoscu (1,80 g L-1 h'1) uz paralelnu proizvodnju kvalitetne sto¢ne hrane za

monogastri¢ne Zivotinje obogacene probiotskim bakterijama.

Kljuéne reci: mlecna Kkiselina, mle¢no-kiselinska fermentacija, dzibra, bakterije
mlecne kiseline, dolivni postupak, Sarzni postupak, imobilizacija, zeolit, sto¢na

hrana, probiotici.
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PRODUCTION OF LACTIC ACID AND PROBIOTIC BIOMASS ON DISTILLERY
STILLAGE
SUMMARY

Lactic acid is a significant chemical for food, cosmetic, pharmaceutical and
chemical industry. Currently, Serbia imports lactic acid and utilization of distillery
stillage, a waste water from bioethanol production, as a cheap substrate for lactic
acid fermentation could be an efficient and environmentally friendly approach. The
main goal of this work was to investigate the possibilities of integrated production
of lactic acid and animal feed on an industrial distillery stillage from bioethanol
production on starch feedstock.

Chemical analysis of the stillage has shown high content of proteins and
valuable composition of minerals for the growth of LAB. In the selection process,
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 was chosen as the most promising strain for
integrated production of lactic acid and biomass suitable for animal feed. The
kinetics of lactic acid and biomass production in the batch fermentation and the
impact of temperature, inoculum concentration, shaking and pH control were
evaluated. The temperature of 41°C, shaking (90 rpm) and inoculum concentration
of 5% (v/v) were selected for the fermentation. Among two different neutralizing
agents (powdered CaCO3 and 30% solution of NaOH) a solution of 30% NaOH was
selected for pH adjustment in four hour intervals during the fermentation. This
system enabled the most optimal pH control and resulted in high lactic acid
productivity and extensive growth of Lb. rhamnosus ATCC 7469.

Significant improvements of the process were achieved in fed-batch
fermentation where the final concentration of lactic acid was increased for 47.6 %
and volumetric productivity for 21 % over the batch process. Maximal lactic acid
productivity in fed-batch fermentation was 1.80 g L-1 h-1, with lactic acid yield of
0.87 g g1 and lactic acid concentration of 97.1 g L-1. The number of viable cells at
the end of fermentation was 10° CFU ml-1.

The fermentation with a recirculation of immobilized Lb. rhamnosus ATCC

7469 onto zeolite was studied as a fermentation strategy. The strong adsorption of



Lb. rhamnosus ATCC 7469 cells onto the zeolite surface allowed easy cell
separation from the fermentation media, dense growth and high stability of
immobilized cells for reuse in repeated batch cycles. A number of viable cells of
over 1010 CFU per g of zeolite was achieved at the end of fourth fermentation cycle.
A maximal process productivity of 1.69 g L-1, maximal lactic acid concentration of
42.19 g L1 and average yield coefficient of 0.96 g g1 were reached in the
fermentation of stillage without mineral or nitrogen supplementation. However, in
accordance to mineral requirements of Lb. rhamnosus ATCC 7469 and chemical
content of minerals in stillage, exchange of Na* ions in zeolite structure with
selected Mg was performed. Exchange of Na* with MgZ* ions had improved
immobilization of bacterial cells and increased lactic acid production for
approximately 10%.

Suitability of the fermentation residuals after lactic acid separation for
animal nutrition was assessed after determination of chemical composition and
calculation of energy parameters. The digestibility of the stillage remained after
lactic acid production was 96.63 % DM with the high protein content of 38.65 %
DM and values of digestible and methabolisable energy above 4000 kcal kg-1 DM.
The in vitro survival test has shown survival of 88% of bacteria after 4h incubation
under pH=2.5 and 85.7% after 4h incubation in the presence of 0.3% of bile. These
values are high so it could be expected for Lb. rhamnosus ATCC 7469 to survive
passage through stomach and exhibit beneficial effect on animal health. The strain
has shown antimicrobial effect and capability to produce exopolysaccharides.
These findings qualify residuals from lactic acid fermentation on stillage as a high-
quality feed predominantly for monogastric animals.

The results have shown that the stillage from bioethanol production could
be used as an inexpensive substrate for integral production of lactic acid and

monogastric animal feed with probiotics.

Keywords: lactic acid, lactic acid fermentation, stillage, lactic acid bacteria,
batch fermentation, fed-batch fermentation, immobilization, zeolite, animal food,

probiotics.
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1.UVOD

Savremeni trendovi na polju proizvodnje sirovina za industriju zasnivaju se
na principima odrzivosti, energetske i ekoloSke povoljnosti i Sto niZih troskova
proizvodnje. Mle¢na Kkiselina je 2- hidroksi propanska kiselina koja se javlja u dva
izomerna oblika, kao L- i D- mle¢na kiselina. Siroko se koristi u farmaceutskoj,
hemijskoj, prehrambenoj, tekstilnoj i koznoj industriji. Poslednjih godina raste
potreba za proizvodnjom mlecne kiseline zbog porasta potrosSnje polilaktida,
polimera mlecne kiseline. Polilaktidi se koriste u proizvodnji implanta, hirurskih
konaca i drugih medicinskih sredstava zbog povoljnih karakteristika
biodegradabilnosti, biokompatibilnosti, elastiCnosti, termostabilnosti i drugih
pogodnih fizicko-hemijskih svojstava. FiziCko-hemijske karakteristike polilaktida
su odredene udelom L-, odnosno D- izomera mle¢ne kiseline, pa je cilj savremenih
tehnoloSkih postupaka stereoselektivna proizvodnja odgovarajuceg izomera
mlecne Kkiseline, a ne racemata. Zbog svojstva bakterija mle¢ne kiseline (BMK) da
proizvode selektivno L- ili D- izomer mlec¢ne kiseline danas se 90% mlecne Kiseline
proizvodi fermentacionim postupkom, dok se preostalih 10% proizvodi sintezom
iz laktonitrila [1]. Sintetskim postupkom se dobija racemat koji zahteva dalju
stereospecifi¢nu separaciju enantiomera, Sto je skup postupak. Procenjeno je da se
godiSnje proizvede preko 120000 tona mlecne kiseline [2]. Najveci proizvodac
polimera na bazi mlecne kiseline u svetu, Nature Works LLC, koristi fermentacionu
tehnologiju za dobijanje mlecne kiseline i ima preko 100 US patenata iz oblasti
dobijanja i preciS¢avanja mlecCne Kkiseline, dilaktida i drugih polimera mlecne

kiseline [1].

Kao sirovine u mlec¢no-kiselinskoj fermentaciji (MKF) koriste se obnovljivi
izvori Setera koje bakterije mogu da koriste. Upotrebom sporednih i otpadnih

proizvoda poljoprivredne industrije kao sirovina za proizvodnju mlec¢ne Kiseline



ne povecava se koncentracija ugljen dioksida u atmosferi, a istovremeno se resava i
problem odlaganja i uniStavanja sporednih proizvoda Stetnih po okolinu (dZibra
zaostala nakon alkoholne fermentacije, otpad iz procesa prerade Skoljki, ostaci iz
prerade ananasa itd.). Deo prinosa Zitarica slabijeg kvaliteta kao i otpadni
proizvodi drugih industrija (drvna industrija, industrija prerade mleka) mogu
odgovaraju¢im postupcima hidrolize da se prevedu u slobodne Secere koje koriste
BMK. Koris¢enjem otpadnih proizvoda drugih industrija dobija se i znatno jeftiniji
proizvod. Osnovni nedostatak tehnoloSkih procesa zasnovanih na otpadnim
sirovinama je promenljivost u hemijskom sastavu $to znacajno oteZava kontrolu i
podesavanje parametara procesa. Takode, Zitarice koje se mogu koristiti za MKF
bogate su Secerima, ali su Cesto vrlo siromasne proteinima, mineralima i
vitaminima potrebnim bakterijama i plesnima za fermentaciju. Medijumi siromasni
azotom se najceS¢e obogacuju ekstraktom kvasca i peptonom Sto povecava cenu
procesa. Zbog toga se ispituju jeftinijih izvora azota u cilju intenziviranja rasta BMK

i proizvodnje mlecne kiseline.

Bakterije mlecne kiseline koje se koriste za fermentaciono dobijanje mle¢ne
kiseline obuhvataju viSe razliitih rodova koji proizvode mlec¢nu kiselinu.
Lactobacillus sp. su najce$¢i predstavnici BMK koji deluju blagotvorno na
zdravstevno stanje ljudi i Zivotinja pa se ubrajaju u probiotike. Prema definiciji
Svetske zdravstvene organizacije, probiotici su Zivi mikroorganizmi koji
ispoljavaju pozitivno dejstvo na zdravlje ljudi, ali i Zivotinja. Rodovi Lactobacillus i
Bifidobacterium pored mlec¢ne kiseline proizvode i druge antimikrobna jedinjenja
(vodonik peroksid, bakteriocine), deluju imunostimulativno u gastrointestinalnom
traktu (GIT) domacina i potroSnjom nutrijenata suzbijaju patogene vrste
mikroorganizama u GIT-u. Zbog blagotvornog delovanja na zdravlje u poslednjih
deset godina su ukljuceni u standardnu terapiju dijareja izazavanih rotavirusima i
slicnim patogenim vrstama kod dece i odraslih. Probitici su veoma znacajni i za
ishranu Zivotinja, pokazano je da upotreba BMK sa probiotskim karakteristikama
poboljSava digestabilnost hrane, a imaju i dokazano pozitivno dejstvo u supresiji

enteropatogena [3].



Pored ispitivanja razlicitih mikroorganizama i jeftinih i obnovljivih sirovina
za proizvodnju mlec¢ne kiseline, ispituju se i novi fermentacioni postupci kao $to su
imobilizacija biomase, dolivanje svezeg supstrata ili njegova recirkulacija itd. ¢cime
bi se uz optimizaciju povecali produktivnost, prinosi i isplativost ¢itavog procesa.
Poslednjih godina se u svetu intenzivno ispituje imobilizacija proizvodnih
mikroorganizama. Imobilizacijom se omogucava jednostavnija separacija skupih
biokatalizatora, ponovno vracanje biokatalizatora u proces, projektovanje
kontinuiranih procesa koji daju vec¢u zapreminsku produktivnost u odnosu na do
sada primarno zastupljenu SarZnu proizvodnju. U ovom istrazivanju cilj je da se
pored proizvodnje mlecne kiseline ispita i mogucnost iskoriS¢enja bakterijske
biomase po zavrSetku fermentativnog dobijanja mle¢ne Kkiseline za dobijanje

probiotskog dodatka ishrani Zivotinja.

Prvo Ce biti izvrSena hemijska karakterizacija industrijske destilerijske
dZibre dobijene nakon proizvodnje bioetanola na otpadnom hlebu. Sastav dzibre ¢e
biti uporeden sa potrebama BMK i optimalnim sastavom medijuma za rast BMK,

kako bi se procenio potencijal dZibre kao supstrata za MKF.

Ispitace se razliciti mikroorganizmi iz roda Lactobacillus kako bi se odabrao
soj najpogodiniji po kriterijumima proizvodnje mlecne kiseline, biomase BMK i
potencijalnih probiotskih svojstava. Sa odabranim sojem ¢e biti izvrSena
optimizacija uslova SarZzne MKF: temperature, koncentracije inokuluma, mesanja i
dodatka sredstva za neutralizaciju. Takode, ispitace se efikasnost postupaka sa
destilerijskom dZibrom i samo sa te¢nom frakcijom dzibre. U cilju povecanja
efikasnosti procesa, razmatrace se uticaj pocetne koncentracije Se¢era i odabrati
najpovoljnija koncentracija za efikasnu paralelnu proizvodnju mlecne kiseline i

biomase.

Pored Sarznog, ispitace se dolivni postupak MKF na dZibri i recirkulacioni
Sarzni postupak na te¢noj dZibri sa imobilisanom biomasom BMK. U imobilisanom
sistemu ¢e se kao nosa¢ BMK koristiti sprasena zeolitna molekulska sita, u nativnoj
Na*-formi. Takode, bi¢e izvrSena modifikacija zeolita u skladu sa nutritivnim

potrebama BMK jonskom izmenom Na* sa Mg2* jonom i procenice se efekat i
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znacaj ovako izmenjenog nosaca na sve parametre MKF i proizvodnju biomase

BMK..

Zbog predvidene upotrebe zaostalog fermentacionog medijuma u ishrani
Zivotinja, ostatak nakon MKF c¢e biti hemijski okarakterisan i uporeden sa
kriterijumima za stonu hranu definisanim pravilnicima u Republici Srbiji i
medunarodnim pravilnicima. Ispitate se sadrzaj proteina, masti, pepela, lako
asimilativnih Secera, celuloze, hemiceluloze i vlakana u fermentisanom medijumu.
Takode, bice izracunati energetski parametri stocne hrane, metabolicka i svarljiva
energija, i svarljivost fermentisanog medijuma. Dobijeni rezultati ¢e biti uporedeni

sa referentnim vrednostima i karakteristikama drugih vrsta sto¢ne hrane.

Da bi se procenio probiotski potencijal odabranog soja BMK kao i njegova
bezbednost za primenu u sto¢noj hrani, ispitate se antimikrobno delovanje,
prezivljavanja u uslovima niskog pH i u prisustvu Zucnih soli, proizvodnja

egzopolisaharida i osetljivost na dejstvo razli¢itih antibiotika.

Na osnovu dobijenih rezultata i kriticke analize literature bi¢e doneti
zaklju¢ci o mogucénosti integrisane biotehnoloske proizvodnje mlec¢ne Kiseline i

sto¢ne hrane bogate probioticima na destilerijskoj dZibri.



2. TEORIJSKI DEO

2. 1. Mlec¢na Kkiselina

2. 1.1. Istorijat proizvodnje mlec¢ne kiseline

Mlec¢na kiselina je 2-hiroksipropanska kiselina. Koristi se Sirom sveta u
farmaceutskoj, tekstilnoj, hemijskoj, industriji hrane, koze i tekstila. Prvi dokazi o
koriS¢enju mlecne kiseline kao konzervansa u hrani datiraju iz 2300 godine p.n.e.
U Egiptu su u kontejnerima sa hranom pronadeni ostaci sira iako se veruje da se
fermentacija mleka i mesa koristila za povecanje trajnosti joS u ¢etvrtom i petom
milenijumu p.n.e. [4]. U osamnaestom veku, 1780. godine, Karl Vilhem Sele (Carl
Wilhelm Scheele) je prvi put identifikovao mlec¢nu kiselinu u surutki. Saznanje o
postojanju odredene organske kiseline u surutki nije joS uvek bilo povezano sa
njenim producentom, bakterijama mlecne kiseline. Tek 1857. godine, Luj Paster
(Louis Pasteur) je doveo u vezu ,sivkastu materiju“ koju je nazvao ,mle¢ni kvasac”
sa fermentacijom mleka, da bi 1877. god. hirurg Lister (Joseph Lister) utvrdio da je
dovoljna samo jedna bakterija ,Bacterium lactis“ za izazivanje fermentacije
kravljeg mleka [5]. Dalji razvoj proizvodnje mlecne kiseline tekao je uporedo sa
celokupnim zamahom industrijske revolucije. Poceci industrijske proizvodnje
mlecne kiseline fermentacijom su se zasnivali na selekciji i izolaciji pogodnih
sojeva i podeSavanju uslova tako da se podstakne rast odabranog soja u
odabranom medijumu, a inhibira rast nepoZeljnih mikroorganizama. Prvi uspesan
industrijski postupak za fermentacionu proizvodnju vecih koli¢ina mlec¢ne kiseline
tehnickog kvaliteta uspostavio je u svojoj fabrici u Ingelhajmu u Nemackoj Albert
Beringer (Albert Boehringer) devedesetih godina devetnaestog veka. PocCetkom
dvadesetog veka uspostavljena je fermentaciona proizvodnja mlecne kiseline i u
SAD c¢ime je stvoreno svetsko trziste. Do Prvog svetskog rata najveci proizvodaci
mlecne Kkiseline su bili sa teritorije Nemacke (fabrike Boehringer i Merck)
zahvaljuju¢i boljem kvalitetu i jeftinijem proizvodu usled stalnog unapredenja

proizvodnog postupka i primene naucnih dostignu¢a. Nakon Prvog svetskog rata
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nemacki proizvodaci su uspeli da povrate staru trzisSnu poziciju i tokom Drugog
svetskog rata ukupna proizvodnja mlec¢ne kiseline je iznosila izmedu 3300 i 4100 t
godiSnje. Natrijum-laktat i kalijum-laktat su koriS¢eni kao tecnosti za hladenje

oklopnih vozila, pa je dodatno rasla potraznja u ratnim godinama [5].

Znacajniji zaokret u industrijskoj proizvodnji mle¢ne kiseline dogodio se
1963. godine kada je prvi put sintetski proizvedena mle¢na kiselina u industrijskim
uslovima. I danas se koristi u osnovi isti postupak dobijanja mlec¢ne Kkiseline
sintezom iz laktonitrila. Laktonitril nastaje bazno Kkatalizovanom adicijom
cijanovodonika na alcetaldehid [6]. Dalje, hidrolizom laktonitrila jakom kiselinom
nastaje mlecna Kkiselina. Postoje i drugi postupci sintetskog dobijanja mlec¢ne
kiseline, kao Sto su: bazno Kkatalizovana degradacija SecCera, oksidacija
propilenglikola, reakcija acetaldehida sa ugljen monoksidom i vodom pri povisenoj
temperaturi i pritisku, hidroliza hloropropanske kiseline i oksidacija propilena

azotnom Kkiselinom, ali nijedan od njih se nije pokazao ekonomski prihvatljivim [1].

2. 1.2. Mle¢na kiselina - fizickohemijska svojstva

Mlec¢na Kkiselina je 2-hidroksipropanska kiselina koja se javlja u dva opticka

izomera, kao L (+) desnogiraiD (-) levogira:

COOH COOH
| |
HO-C-H H-C-OH
| |
CH3 CH3
L [+] mlec¢na kiselina D [-] mlec¢na kiselina

Sintetskim postupcima dobijanja mlecne Kkiseline nastaje racemska smesa.
Procesom fermentacije, u zavisnosti od mikroorganizma koji se koristi, nastaje L-
ili D- oblik mlecne Kkiseline. Visoke koncentracije D (-) mle¢ne kiseline deluju Stetno

na organizam sisara zbog primarne ekskrecije putem urina, budu¢i da je D-laktat
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dehidrogenasa veoma slabo eksprimirana u organizmu sisara [114]. Zato se u
hrani i farmaceutskoj industriji uglavnom teZi upotrebi L (+) mlecne kiseline koju

organizam sisara moze efikasno da metaboliSe.

Mlec¢na kiselina je slabo isparljiva, bezbojna ili bledo Zuta, higroskopna,
viskozna supstanca, bez ukusa i mirisa, koja u koncentrovanijim rastvorima
(>20%) spontano polimerizuje gradeci linearne dimerne laktoil laktate, ciklicne
dimerne DD, LL ili DL laktide, ali i sloZenije polimere [5]. Mle¢na kiselina je od
strane Americke agencije za hranu i lekove (FDA) oznacena kao GRAS (Generally

Recognized As Safe) i kao takva odobrena za upotrebu u ishrani [7].

Kao bezbedna supstanca za humanu upotrebu danas se najviSe koristi u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. U prehrambenoj industriji se koristi kao
blagi konzervans i acidulant, ¢ime povecava trajnost proizvoda. Koristi se u
konditorskoj industriji, industriji hleba i peciva, majoneza itd. Takode je prisutna u
svim fermentisanim mle¢nim proizvodima, narocito jogurtu i drugim probiotskim
preparatima mlec¢no-kiselinske fermentacije. U farmaceutskoj tehnologiji se koristi
kao slobodna Kkiselina koja poseduje humektantna, antimikrobna i blago
eksfolijantna dejstva. Mlecna kiselina je hemijski o-hidroksi kiselina male
molekulske mase pa lako prodire u koZu. Ulazi u sastav kozmetickih preparata za
eksfolijaciju i tretman ,voénim“ kiselinama. Komercijalno je zastupljena i u

preparatima za tretman koze sa aknama gde deluje istim mehanizmom.

Primena mlecne kiseline u obliku polimera raste iz godine u godinu.
Polimeri mle¢ne kiseline su bezbedni, biodegradabilni, biokompatibilni jer kao
proizvod razgradnje nastaje mle¢na kiselina koja je prirodan metabolit. Polilaktidi i
kopolimeri mletne i glikolne Kkiseline se ispituju u novim tehnologijama kao
punioci za izgradnju graftova i implanta, a zbog povoljnih fizickih karakteristika
koriste se i za proizvodnju hirurskih konaca i stentova [115]. Polilaktidi zauzimaju
i znaCajno mesto u industriji pakovanja hrane. Zbog termostabilnosti, ¢vrstine i
kratkog vremena razgradnje u prirodi koriste se za proizvodnju posuda za hranu,

za jednokratnu upotrebu [2]. Takode, intenzivno se Kkoriste u sistemima za



kontrolisano oslobadanje leka iz razli¢itih farmaceutskih oblika (za peroralnu,

bukalnu, primenu na sluznice i kozu).

U hemijskoj industriji se mleCna kiselina koristi kao polazna sirovina za
sinteze drugih supstanci. Reaktivnost mle¢ne Kkiseline potice od slobodne
karboksilne i hidroksi grupe pa se mlec¢na kiselina u reakcijama ponaSa i kao
kiselina i kao alkohoLb. Razli¢itim reakcijama daje akrilnu kiselinu, propilenglikol,

acetaldehid, polimere i druge supstance [10].
2. 2. Sirovine za proizvodnju mlecne Kiseline

2. 2.1. Razliciti izvori ugljenika

U postupcima dobijanja mle¢ne kiseline fermentacijom, tradicionalni izvori
ugljenika su bili skupi preciS¢eni redukujuci Seceri: glukoza, saharoza... Jeftinije
sirovine su obic¢no sloZenijeg sastava npr. poljoprivredne kulture slabijeg kvaliteta,
otpaci prerade poljoprivrednih kultura, otpadci industrije hrane, industrije papira
itd. To su sporedni proizvodi bogati sloZenim ugljenim hidratima, a znacajno manji
procenat Cine proteini, lipidi ili mineralne komponente. Pregled jeftinijih sirovina
koje su ispitivane za dobijanje mlecne Kiseline, prinosi i mikroorganizmi kori$¢eni
za fermentaciju dati su u tabeli 2.1. i 2.2. Sirovina za mlecno-kiselinsku
fermentaciju mora da sadrzi Secere koje mikroorganizmi mogu da asimiliraju, uz
dovoljnu koli¢inu azotnih komponenti i faktora rasta iz same sirovine ili dodataka

medijumu.



Tabela 2.1. Mikroorganizami i prinosi mlec¢ne kiseline na skrobnim sirovinama

Prinos mlecne
Sirovina Mikroorganizam kiseline (g g1 Referenca
supstrata)

Lactococcus lactis ssp.
lactis ATCC 19435

.. Lactobacillus lactis and
Cela pSenica Lactobacillus delbrueckii 0,93-0,95 [12]

PSenicni skrob 0,77-1 [11]

Lactobacillus casei

JeCam NRRL B-441 0,87-0,98 [13]
Lactobacill
PSeni¢ne mekinje actobactiius > 0,90 [14,15,16,17]
amylophilus GV 6
Kuk  skrob Lactobacillus amylovorus 0.94 (18,19]
ukuruzni skro NRRL B-4542 , ,
_ Rhizopus oryzae, R.
Krompirov skrob ] 0,87-0,97 [20]
arrhizus

Tabela 2.2. Mikroorganizami i prinosi mlecne kiseline na celuloznim sirovinama

Prinos mlec¢ne

Sirovina Mikroorganizam kiseline (gg1  Referenca
supstrata)
Lactobacillus bulgaricus ~06 21]
NRRL B-548
Celuloza . ) .
Lactobacillus coryniformis 0.89 (22,23]
ssp. torquens ATCC 25600 ' '
Hidrolizat ) )
. Lactobacillus brevis ~ 0,52 [24]
pirin¢ane slame
Ceo kukuruzni ,
Klip Rhizopus sp. MK-96-1196 0,82 [25]
Drvo R. oryzae NRRL 395 > 0,85 [26]
Otpadni papir R. oryzae >0,8 [27]
Hidrolizat drveta  Enterococcus faecalis RKY1 ~0,9 [28]

GodiSnje se u svetu proizvede 3,5 milijardi otpadnih proizvoda

poljoprivredne industrije [1]. Ukoliko se za dobijanje mle¢ne kiseline pomocu Lb.



bulgaricus koristi pSeni¢no brasno i kvascev ekstrakt, 68% troskova proizvodnje
odlazi upravo na sirovinu [13]. Jeftinim izvorima ugljenika smatraju se obnovljive
sirovine iz prirode (lignocelulozni materijali: drvo, hidrolizati drveta), obnovljive
ratarske kulture bogate skrobom (pSenica, jecam, krompir, kukuruz, tapioka,
Sargarepa [12]), sporedni proizvodi iz industrije mleka (surutka) [29] i otpadni
proizvodi poljoprivredne prerade i industrije (pirinCana slama [24], melasa, voda
od mocenja kukuruza, ostaci prerade Secerne trske, kasave [30]). Tehnoloski
postupci koji koriste sporedne ili otpadne proizvode drugih industrija su jeftiniji i
znacajno smanjuju troskove uklanjanja ili obrade u cilju preciS¢avanja ovakvog
otpada. Zato je danas svetski trend implementacija tehnologija koje koriste
otpadne i obnovljive sirovine i time smanjuju emisiju ugljen-dioksida i drugih

polutanata.

Zahtevi koji se stavljaju pred dobru sirovinu za dobijanje mlecne kiseline
su:
1) niska cena,
2) minimalna oneciS¢enost i zagadenost,
3) brza fermetacija,
4) visok prinos mlecne kiseline,
5) minimalno stvranje sporednih proizvoda u toku fermentacije,
6) mogucnost koriS¢enja bez predtretmana ili minimalni predtretman
7) dostupnost u toku cele godine (moguc¢nost dugotrajnog cuvanja, dugacak
vegetacioni periodi, viSestruki vegetacioni periodi u toku godine)
8) blizina proizvodnog pogona za mlecnu kiselinu
9) mogucnost jednostavnog izdvajanja mlecne Kkiseline iz fermentacionog

medijuma.

U poljoprivrednim ostacima prisutni su uglavnom polimerni ugljeni hidrati
skrob, celuloza i hemiceluloza, pa je neophodno da se prosti Seceri iz ovih sirovina
oslobode [30]. Tako je za sirovine bogate skrobom potrebno prvo molekule skroba
razloZiti na proste SeCere delovanjem enzima (faza saharifikacije), a potom

fermentacijom nastaje mle¢na Kkiselina. Upotrebom BMK koje imaju i
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ekstracelularne amiloliticke enzime omogucéava se direktni postupak fermentacije
na ovim sloZenim sirovinama jer enzimi bakterija razgraduju skrob do prostih
SecCera. Ovakav postupak je ekonomicniji, jer se odvija u jednom stupnju, ostvaruje
se uSteda u energiji i vremenu (nije potrebno formiranje i odrZzavanje dva procesa,
pranje reaktora izmedu faza), nije potreban skup predtretman amilazama. U
zavisnosti od mikroorganizma koji je koriS¢en ispitivane su brojne skrobne
sirovine kao Sto su kukuruzni skrob [19,31], skrob korena kasave [32], raZeno
brasno [33], jecmeno brasno [13], krompirov skrob [32, 34] i krompirova kaSa
[35]. Krompirova ka$a je u postupku direktne fermentacije sa amilolitickim sojem
Lactobacillus cellobiosus D-39 u prisustvu CaCO3 dala prinos mlecne kiseline od
50% u odnosu na totalne ugljene hidrate [35]. Dobijanje mlec¢ne kiseline na
skrobnim sirovinama je do sada najviSe ispitivano i u razli¢ito projektovanim
procesima mogu se dobiti prinosi od 4,8 g L-1 na azotom siromasnim sirovinama
kao Sto je kasava [36], do 0,98 g mlecne kiseline po g substrata na jeCmenom
skrobu oboga¢enom peptonom i kvasCevim ekstraktom [13]. Iako je skrob
povoljnija sirovina u odnosu na rafinisane Secere (glukoza, saharoza), dodatna
uSteda se moZe ostvariti upotrebom otpadnih poljoprivrednih proizvoda koji se
obnavljaju svake godine, a ne koriste se u drugim industrijama (ljuske semena
pamuka, stabljike kukuruza, Jerusalimska articoka, celi klipovi kukuruza [37],
pSeni¢ne mekinje [38], hidrolizat kukuruznih vlakana [39], kineska Secerna trska
[40], pirinCana slama [24], otpad iz procesa obrade Sargarepe [1]). Pogodnost i
cenu odredene sirovine za fermentaciju diktiraju brojni ve¢ pomenuti parametri,
ukljuCujuci i genotip, lokaciju i kvalitet zemljiSta na kojem odredena vrsta uspeva
[41]. Kasava i Jerusalimska articoka su vrste Kkoje opstaju na oskudnim
marginalnim staniStima, pa spadaju u veoma jeftine i lako dostupne sirovine. Sa
druge strane, prinosi mlec¢ne kiseline na korenu kasave su dosta niski i iznose oko
4,8 g L1 bez obogacivanja izvorima azota. Upravo zbog siromasnih zemljiSta na
kojima raste, kasava je poznata kao biljka sa veoma malim sadrZajem azota, pa je u
tehnoekonomsku analizu koriS¢enja ovakvih sirovina potrebno ukljuciti i cenu

dodatnih izvora azota, minerala, vitamina itd. [36, 42- 44].
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Melasa je veoma kvalitetan i nutritivno vredan sporedni proizvod dobijanja
SeCera. Melasa je sirup koji nastaje nakon poslednje kristalizacije u postupku
dobijanja Secera iz SecCernih sirovina (SeCerna repa i Se€erna trska). Sadrzi od 48-
56% ukupnih Secera (postoje male razlike u sastavu melase dobijene iz SeCerne
trske i Secerne repe), 30 % nesaharoznih materija, ali i vitamine i minerale (biotin,
folnu kiselinu, piridoksin, Ca-pantotenat, riboflavin, Mg, Ca, P, Si, K, Al, Fe...) [45].
Pogodna je za izvodenje fermentacija jer veliki broj mikroorganizama moze
koristiti SeCere melase. Jeftinija je od rafinisanih Secera, a zbog visoke
koncentracije Sefera smanjena je moguc¢nost kontaminacije. Kao nedostaci mogu
se izdvojiti povecana potraznja jer zbog dobrih osobina postaje interesantna u
biotehnologiji. Sa druge strane osavremenjivanjem procesa proizvodnje Secera,
smanjuje se koli¢ina melase kao sporednog proizvoda za dobijanje mlecne i drugih
organskih Kkiselina [46]. Ranije, prilikom koris¢enja melase SeCerne repe za
dobijanje mlecne Kkiseline, da bi se dobio zadovoljavaju¢i kvalitet, bilo je
neophodno uvodenje dodatnog stepena ekstrakcije za uklanjanje hemikalija
dodatih u toku procesa Sto znacajno smanjuje isplativost procesa. Sa druge strane,
prinosi mle¢ne kiseline na melasi SeCerne repe mogu biti i preko 90% Sto je ¢ini
izuzetno atraktivnom sirovinom. Ispitivana je sposobnost proizvodnje mlecne
kiseline pomocu soja Lb. delbrueckii ssp. delbrueckii IFO 3202 na melasi SeCerne
repe i ostvareni su prinosi od 95,4% u Sarznom reaktoru [47]. Ipak, kako je
savladana tehnologija njene primene i koriS¢enja u drugim industrijama, melasa je

danas dosta skupa sirovina za dobijanje jeftine mlecne kiseline.

Poslednjih godina intenzivno se ispituju otpadni proizvodi drvne industrije,
prvenstveno zbog svoje rasprostranjenosti i niske cene. Procenjeno je da je
godiSnja proizvodnja lignoceluloznog otpada samo u SAD oko 200 miliona tona
[48]. Izazove pri koriS¢enju celuloznih materijala za fermentacije predstavlja
nemogucnost vecine bakterijskih vrsta da razgrade molekule celuloze da prostih
SeCera, pa je potreban predtretman kiselinama ili i enzimima, celulazama i
celobiozama, $to poskupljuje kompletan tehnoloski postupak. Celuloza je sloZeni
homopolimer (B-D glukoze, a hemiceluloza heteropolimer sastavljen od glukoze,
manoze, galaktoze, ksiloze, arabinoze i malih koli¢ina ramnoze, glukuronske,
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metilglukuronske i galaktouronske kiseline. Zato u medijumu nakon faze
saharifikacije postoji smesa pentoza i heksoza [49]. Efekat katabolicke represije
izvora ugljenika je osobina uocena kod velikog broja mikroorganizama da
sekvencijalno koriste heksoze i pentoze iz smeSe. U medijumu koji sadrzi i heksoze
i pentoze, bakterije prvo koriste heksoze, a tek kada iscrpe zalihe heksoze pocinju
da asimiliraju pentoze Sto smanjuje efikasnost iskoriS¢enja slobodnih Secera.
Ukupni sadrzaj SeCera u lignoceluloznim sirovinama je visok, ali zbog
nemogucnosti iskoriS¢enja svih vrsta Secera prinosi su dosta mali u odnosu na
ukupni sadrzaj SeCera. Povecanje iskoriS¢enja moZe se posti¢i simultanom
saharifikacijom i fermentacijom (SSF), uz koris¢enje proizvodnog mikroorganizma
kod koga nije prisutan efekat katabolicke represije izvorima ugljenika. Pored
skradenja vremena samog tehnoloskog postupka, SSF postupkom se smanjuje i
inhibicija proizvodnog organizma supstratom jer se istovremeno sa oslobadanjem
SeCera iz sirovine vrs$i i fermentacija. U postupku dobijanja mlec¢ne Kkiseline iz
hidrolizata pirin¢ane slame mikroorganizam Lactobacillus brevis je pokazao bolje
rezultate u SSF procesu u odnosu na sekvencijalni dvofazni postupak saharifikacije
i fermentacije. Oslobadanje Secera ksiloze, glukoze i arabinoze enzimima celulazom
i celobiozom nije izazvalo inhibiciju Lb. brevis, a nije uocen ni efekat katabolicke
represije izvora ugljenika, pa je Lb. brevis istovremeno koristio i glukozu i pentoze
iz medijuma, Sto ukazuje na potencijal ovog soja za dobijanje mlecne kiseline na

lignoceluloznim i hemicelulozni hidrolizatima [24, 50].

Dzibra je sporedni proizvod koji nastaje u postupku dobijanja bioetanola
alkoholnim vrenjem pomocu kvasaca Saccharomyces sp. na kukuruznom brasnu i
drugim sirovinama. U ovom radu ¢e se prvi put razmatrati potencijal dzibre, kao
izvora ugljenih hidrata i proteina, za dobijanje mlecne Kkiseline i fermentisane
stone hrane. Sema postupka proizvodnje bioetanola i dZibre sa istaknutim

energetski skupim procesima u postupku proizvodnje je predstavljena na slici 2.1.
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Slika 2.1. Sema proizvodnje kompletnog procesa proizvodnje bioetanola i
nastajanja dzibre i suvog ostatka dzibre (SODZ DDG (engl.) - dried distillers’
grains). Modifikovano prema Bosch i sar. (2012) [51]

Dzibra koja zaostaje nakon izdvajanja etanola je otpadna sirovina, a buduci
da sadrzi inaktivirane cCelije kvasca bogate azotom i vitaminima B grupe moze se
ocCekivati dobra produktivnost bakterija mlecne kiseline na njoj kao i male potrebe
za obogacivanjem podloge [52,53]. Zbog efikasne alkoholne fermentacije ocekuje
se niska koncentracija SeCera u dZibri. Nakon uklanjanja etanola destilacijom i
centrifugiranja, zaostaje tecna frakcija, Zu¢kastog obojenja, lako mesljiva sa vodom.
Hemijski sastav dZibre varira od serije do serije, Sto predstavlja jedan od osnovnih
nedostataka za primenu u industrijskim uslovima, gde je potrebno ostvariti dobru
kontrolu procesa, narocito ulazne sirovine. Pregled osnovnih grupa jedinjenja

prisutnih u te¢noj dZibri i njihove procentualne zastupljenosti dat je u tabeli 2.3.
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Tabela 2.3. Sadrzaj osnovnih grupa jedinjenja u te¢noj dzZibri

Osnovne grupe jedinjenja (%

. . Vrednosti Reference
izraZeno na suvu materiju)

Suva materija 3,7-7,5 [52,53]
Proteini 1,3-2,3 [52,53]
Masti ~1,3 [52,53]
Ugljeni-hidrati 0,5-2,8 [52,53]
Skrob 0,5-0,56 [52,53]
Sirova vlakna 0,1- 1,81 [52,53]
Pepeo 0,8-2,1 [52,53]

Sastav dZibre varira u zavisnosti od upotrebljene sirovine za alkoholnu
fermentaciju. SadrZaj proteina, vitamina i minerala je veoma znacajan za
ispitivanje pogodnosti tecne dZibre kao podloge za mlec¢no-kiselinsku fementaciju.
BMK zahtevaju sloZene medijume, bogate vitaminima i azotom zbog svojih
ogranic¢enih katabolickih sposobnosti. Pregled sadrZaja aminokiselina, minerala i

vitamina B grupe u te¢noj dzibri razli¢itog porekla dat je u tabelama 2.4 i 2.5.

Tabela 2.4. Sadrzaj aminokiselina u kukuruznoj te¢noj dzibri [53]

Aminokiseline Sadza Aminokiseline Sadzaj Aminokiseline Sadzaj
(% SM) (% SM) (% SM)
Arginin 0,1 Alanin 0,1 Metionin 0,0
A insk
Histidin 0,0 sp:—jlraglns 4 0,1 Fenilalanin 0,1
kiselina
Glutaminsk
Izoleucin 0,1 u.am.lns 4 0,1 Valin 0,1
kiselina
Leucin 0,1 Glicin 0,1 Serin 0,1
Lizin 0,1 Prolin 0,1 Treonin 0,1
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Tabela 2.5. Sadrzaj minerala i B vitamina u te¢noj dZibri razli¢itog porekla

Vitamini (smeSa

Minerali .. . _ . .
Sadrzaj razene i Sadrzaj
(kukuruzna Reference ) Reference
.. (% SM) krompirove (gkg!)
dZibra) v.
dZibre)
Kalcijum
31,0 [53] Tiamin (B1) 0,0114 [54]
(ppm)
Fosfor 0,1 [53] Riboflavin (B2) 0,0165 [54]
Kalijum 0,2 [53] Piridoksin (B6) 0,0114 [54]
Magnezijum 0,1 [53] Vitamin B12 0,00006 [54]
Sumpor 0,1 [53] Biotin 0,00029 [54]
Natrijum 0,1 [53] Niacin, (B3) 0,13345 [54]
Gvozde Pantotenska
(ppm) 8,0 [53] kiselina (BS) 0,0656 [54]
Mangan 20 (53] Folna kiselina 0,00159 54]
(ppm) (B9)

Jedan od najzahtevnijih mikroorganizama iz grupe BMK roda Lactobacillus

je Lb. delbrueckii ssp. lactis. U tabeli 2.6. su date nutritivhe potrebe u hemijski

definisanom medijumu

mikroorganizma.

za uspesan

rast i

fermentaciju pomocu

ovog
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Tabela 2.6. Nutritivne potrebe Lb. delbrueckii ssp. lactis u medijumu za gajenje
[55]

Seceri i Koncentracija Minerali, nukleinske Koncentracija
aminokiseline (gL1) kiseline i vitamini (gL1)
SECERI MINERALNE MATERIJE
Glukoza 10 CH3COONa 5
AMINOKISELINE KH2PO4 3
L-Ala 0,1 K2HPO4 3
L-Arg 0,1 MgS04x7H20 0,2
L-Asn 0,20 MnSO04x4H20 0,05
L-Asp 0,20 FeS04x7H20 0,02
L-Cys 0,20 NUKLEINSKE KISELINE
L-Gln 0,20 Adenin 0,01
L-Glu 0,20 Guanin 0,01
Gly 0,10 Timin 0,01
L-His 0,10 Uracil 0,01
L-Ile 0,10 2,6-dioksipurin (ksantin) 0,01
L-Leu 0,10 VITAMINI
L-Cys 0,10 Tiamin (B1) 0,001
L-Met 0,10 Riboflavin (B2) 0,001
L-Phe 0,10 Piridoksal (Bs) 0,002
L-Pro 0,10 Cijanokobalamin (B12) 0,001
L-Ser 0,10 D-Biotin (H, B7) 0,01
L-Thr 0,10 Nikotinska kiselina (Bz) 0,001
L-Trp 0,10 Pantotenska kiselina (Bs) 0,001
L-Tyr 0,10 Folna kiselina (Bo) 0,001
L-Val 0,10 p-aminobenzoeva kiselina 0,01

Uporedivanjem podataka iz tabele 2.6. sa literaturnim podacima o sastavu
dZibre datim u tabelama 2.4 i 2.5. moZe se zakuljuciti koliki je potencijal te¢ne
dZibre kao podloge za dobijanje mlecne kiseline. Danas se u velikoj meri ispituju i
jeftiniji izvori azota kako bi se obogatila podloga i dobili visi prinosi mlec¢ne

kiseline uz minimalnu cenu i utrosak energije.

Pored koriS¢enja sporednih proizvoda biljnog porekla moguce je koristiti
kao sirovine za MKF i ostatke od prerade sirovina animalnog porekla. Surutka je
teCna frakcija koja nastaje u proizvodnji sira i kazeina. Nakon koagulacije proteina
iz mleka enzimima, kiselinama ili toplotom, odvaja se grus, a tecnost koja zaostaje
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je surutka. Sastav surutke varira u zavisnosti od postupka kojim se izaziva
koagulacija, mleka koje se koristi za dobijanje i tehnoloskog postupka. Prosec¢no
nakon dobijanja jednog kilograma sira nastaje 10 litara surutke [46]. Sadrzaj suve
materije je oko 6,4% i najzastupljeniji su: laktoza (70-80%), azotne materije i
minerali, a u manjem procentu i lipidi i kiseline. U tabeli 2.7. je dat uobicajeni
sastav suve materije surutke. KoriS¢enje surutke za proizvodnju mlecne kiseline
uslovljeno je sposobnoS$¢u proizvodnog mikroorganizma da metaboliSe laktozu i
postoji znaCajan broj mikroorganizama za fermentaciju surutke (detaljnije u

poglavlju 2.3.2.,, vidi Tabelu 2.8.) [56, 57].

Tabela 2.7. Sastav suve materije surutke [58]

Komponenta Sadrzaj u % SM
Laktoza 70-80
Azotne materije 10-14
Mineralne materije 7-12
Kiseline 1,5-4
Lipidi (izvorna surutka) 4-6
Lipidi (obrana surutka) 0,7-0,8

2.2.2. Razliciti izvori azota

Ratarske culture slabijeg kvaliteta i otpadni proizvodi drugih industrija koji se
koriste kao sirovine za dobijanje mlecne kiseline uglavnom su bogate ugljenim
hidratima, ali su siromasne proteinima i drugim faktorima rasta bitnim za BMK, pa
je neohodno dodavati medijumu ili skupe suplemente, kao $to je kvascev ekstrakt
koji pored azota sadrzi i B-vitamine potrebne za rast bakterija, ili pronadi jeftinije
izvore azota. Jedna sudija je pokazala da od ukupnih troskova proizvodnje mle¢ne
kiseline 38% otpada na kvasScev ekstrakt kao izvor azota [58]. Tradicionalni izvori
azota za povecanje nutritivne vrednosti medijuma su pepton i kvascev ekstrakt.
Kao moguci jeftiniji izvori azota ispitivani su crveno socivo, pekarski kvasac,
brasno ,golubijeg” graska, crni, bengalski i zeleni grasak, soja, [15-17,58], voda od
mocenja kukuruza [59] itd. Najbolji prinosi mle¢ne kiseline su dobijeni sa braSnom
crvenog sociva, pekarskim kvascem i vodom od mocenja kukruza. Brasno crvenog
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soCiva sadrzi 25% proteina, riboflavin i niacin, a nedostaju mu pantotenska
kiselina, piridoksin i folna kiselina, pa iako u fermentaciji sa Lb. amylophilus GV6
samo na braSnu crvenog soCiva bez obogacivanja medijuma daje dobar prinos
mlecne kiseline, medijum se moZe delimicno obogatiti dodavanjem kvaScevog
ekstrakta, Cime se povecava prinos, a zamenom peptona sa crvenim socivom se
pojeftinjuje proces. Isti autori su ispitivali pekarski kvasac kao zamenu za kvascev
ekstrakt. Usled prethodne sterilizacije razaraju se celije kvasca i oslobadaju se
aminokiseline, vitamini i nukleotidi veoma znacajni za rast Lactobacillus sp. koje
proizvode mlecnu kiselinu (Tabela 3.5) [60]. Kombinacijom brasna crvenog sociva
sa pekarskim kvascem i dodatkom 1% rastvornog skroba u fermentaciji sa Lb.
amylophilus GV6 postiZe se prinos od 92% na utroSenu masu skroba, Sto ukazuje
na mogucnosti postizanja visokih prinosa i na alternativnim sirovinama [61].
Pokazano je, takode, da se prinosi mlecne kiseline mogu i povecati u odnosu na
rezultate postignute sa dodatkom kvascevog ekstrakta dodatkom larvi svilene
bube, autolizata kvasca ili koriS¢enjem otpada od prerade Skampa, ali su broj ¢elija

i suva masa Celija bili ve¢i u uzorcima sa kvascevim ekstraktom [61].
2. 3. Mikroorganizmi mle¢no-kiselinske fermentacije

2.3.1. Opste karakteristike

Osnova za razvoj biotehnoloSkog postupka dobijanja mle¢ne kiseline bila je
izolovanje bakterijske vrste ,Bacterium lactis“ 1877. godine, odgovorne za
fermentaciju kravljeg mleka. TeZnja da se proces komercijalizuje i ucini efikasnim
zahtevala je Sto bolje definisanje parametara koji uc¢estvuju u procesu. Vremenom
je uoceno da postoji viSe bakterijskih sojeva, uglavnom iz rodova Lactobacillus,
Lactococcus koji su sposobni da izazovu fermentaciju. Sa povecanjem broja
bakterijskih vrsta koje su mogle uci u proces, zapoceta su istrazivanja u cilju
selekcije najboljih za industrijske razmere. Vazni parametri za rast bakterija su
sastav podloge, radna temperatura, pH vrednost, osetljivost na inhibiciju
supstratom ili proizvodom, brzina rasta, posedovanje specificnih enzima... Ukupni

prinos mlecne kiseline, predstavlja rezultat sadejstva svih navedenih parametara,
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pa je u skladu sa tim veliki izbor moguénosti i za formiranje razlicitih proizvodnih
sistema. Biomasa, zaostala nakon fermentacije, moZe se uz odgovarajuci tretman
upotrebiti za probiotske preparate. Sa druge strane tehnoloski postupci diktiraju
Zeljena svojstva bakterije. Za direktno dobijanje mle¢ne kiseline iz skrobnih
sirovina neophodno je da bakterije poseduju enzime za hidrolizu skroba. Bakterije
se nakon zavrSene fermentacije mogu koristiti kao probiotici, nakon odgovarajuceg
suSenja odnosno stabilizacije. PokuSano je i da se dodatno poveca efikasnost
tehnoloskih postupaka imobilizacijom BMK na nosace. Postupci i uslovi pod kojima
se vrSi imobilizacija zahtevaju odgovarajuc¢u otpornost odabrane vrste BMK.
Zahteva se sposobnost vezivanja za nosac, zadrZavanje aktivnosti nakon vezivanja i
visoka stopa prezivljavanja, buduci da je cilj ponovno vracanje bakterija u proces
[62]. Konac¢no, mikroorganizam mora biti oznacen kao GRAS (generaly recognized
as safe) od strane FDA US ili drugih regulatornih agencija da bi mogao biti odobren
za primenu u humanoj i Zivotinjskoj ishrani. Veoma su strogi propisi za probiotike
koje postavlja Svetska Zdravstvena organizacija i detaljnije su izneti u poglavlju o

probioticima.

2.3.2. Mikroorganizmi producenti mlecne kiseline

BMK smatraju se sve bakterijske vrste koje kao glavni metabolicki proizvod
daju mle¢nu Kkiselinu. One proizvode mle¢nu Kiselinu fermentacijom sirovina
bogatih ugljenim hidratima. BMK pripadaju razdelu Firmicutes, obuhvataju
bakterije 12 rodova, ali se kao rodovi sa najve¢im brojem predstavnika koji se
intenzivnije Kkoriste izdvajaju: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc i Pediococcus. Lactobacillus je rod sa najve¢im brojem predstavnika
ispitivanih po pitanju probioticke aktivnosti i proizvodnje mlecne Kkiseline

fermentacijom i smatra se da ima oko 80 vrsta.

BMK iako su heterogene, sve zahtevaju za svoj rast dosta sloZzene medijume,
bogate azotom i vitaminima. Zbog nedostatka metabolickih puteva kojima bi same
stvarale potrebne nutrijente, uglavnom naseljavaju prirodne niSe bogate

aminokiselinama, peptidima, nukleotidima, masnim Kkiselinama, vitaminima B
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grupe, mineralima i drugim faktorima rasta. Iako se pod BMK podrazumeva ne
samo mnostvo vrsta, ve¢ viSe rodova, mogu se istaci joS neke zajednic¢ke osobine.
To su gram pozitivne, nesporogene bakterije, anaerobne (mada postoje
aerotolerantne koke i bacili iz ove grupe), katalaza negativne, acidotolerantne
bakterije koje mogu da proizvode mlecnu kiselinu kao glavni proizvod
metabolizma ugljenih hidrata iz razliCitih sirovina. Zbog nemogucnosti da sintetiSu
porfirinsko jezgro, ne koriste kiseonik i ne formiraju respiratorni lanac, pa su
vecinom anaerobni ili mikroaerofilni mikroorganizmi. Vrste koje mogu da Zive u
prisustvu kiseonika imaju peroksidaze, enzime koji Stite bakteriju od kiseonika i
kiseoni¢nih radikala grade¢i peroksid, pa kod aerotolerantnih vrsta deo
antimikrobnog delovanja koje ispoljavaju potice i od ovako nastalog H202 [63].
Komercijalno, najznacajnija je njihova sposobnost da proizvode mle¢nu kiselinu i
to uglavnom stereospecifitno, pa je i jedna od klasifikacija izvrSena na osnovu
fermentativnih  osobina. BMK su podeljene na homofermentativne i
heterofermentativne, u zavisnosti od toga da li je dominantan proizvod njihove
aktivnosti mlec¢na kiselina ili proizvode i druga jedinjenja, npr. CO2, etanol, siréetnu
kiselinu.. Sema  metabolickih puteva kod  homofermentativnih i

heterofermentativnih mle¢no-kiselinskih bakterija data je na slici 2.2.
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Slika 2.2. Prikaz metabolickih puteva homofermentativnih i heterofermentativnih
BMK [64,5]

Homofermentativne bakterije proizvode vise od 85% mlecne kiseline iz
glukoze, tj. iz 1 mola glukoze nastaju 2 mola mlefne kiseline, dok
heterofermentativne daju iz 1 mola glukoze 1 mol mle¢ne kiseline, 1 mol etanola i

1 mol COz, odnosno prinos mlecne kiseline je 50 % [63].

Pored osnovne podele na obligatne homofermentativnhe i obligatne

heterofermentativne bakterije, moZe se uociti i postojanje homofermentativnih
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bakterija kod kojih je moguée indukovati heterofermentativni metabolizam.
Pregled nekih od mikroorganizama koji su fakultativno (indukovano)

heterofermentativni dat je u tabeli 2.8. U uslovima niskih koncentracija glukoze (i

Tabela 2.8. Podela mlecno-kiselinskih bakterija prema fermentacionom putu [5]

Enantiomer
. . . Izvor
Bakterija Fermentacioni put mlecne .
- ugljenika
kiseline
Lb. delb kii subsp.
¢ ruec.n Subsp Obligatni Laktoza,
bulgaricus o D [-]
. homofermentativni surutka,
(pre Lb. bulgaricus)
) Glukoza,
Lb. rhamnosus (pre Lb. Fakultativno )
3 . L[+] saharoza i
delbrueckii) heterofermentativni )
krompir
Obligatni Surutka i
Lb. helveticus gaml oy ppg el
homofermentativni laktoza
Obligatni
Lb. lophil L Skrob
amyloparus homofermentativni [+] ro
Obligatni
Lb. 1 L[+], D[- Skrob
amytovorts homofermentativni [+]. DI ro
Lb. casei subsp. casei, Lb. Fakultativno L[+] Laktoza,
casei subsp. rhamnosus heterofermentativni surutka
Lact lacti bsp.
a.c _OCOCCUS actis Sl? 5P Obligatni Laktoza i
lactis i subsp. cremoris (pre . L[+]
] homofermentativni surutka
Streptococcus lactis)
, Obligatni
Streptococcus thermophilus . L[+] Laktoza
homofermentativni

drugih heksoza) dodatkom pentoza indukuje se enzim fosfoketolaza koji prevodi
ksilulozu u gliceraldehid-3-fosfat, koji se dalje uklju¢uje u Embden-Meyerhof-ov
put do nastanka piruvata koji dejstvom laktat-dehidrogenaze daje laktat i
acetilfosfat. U sledecoj reakciji redukcije nastaje acetat, odnosno etanoLb. Pentoza
fosfatni put je sporedni metabolicki put kojim se bakterija prilagodava na
siromasniji izvor ugljenika. Pentozafosfatni put se aktivira pri niskim
koncentracijama heksoza, a u prisustvu pentoza, obrazuju¢i energetski manje
povoljan proces, ali dovoljan za opstanak. Uzrok ,efekta katabolicke represije

izvora ugljenika“ upravo lezi u energetskoj povoljnosti procesa, Embden-Meyerhof
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metabolicki put je energetski povoljniji, nastaju 4 mola ATP-a, dok u pentoza
fosfatnom putu nastaju 2 mola ATP-a. Postoje i BMK koje koriste samo pentoza

fosfatni put, ali one nemaju industrijsku primenu.

Opticka aktivnost mlecne kiseline kao proizvoda fermentacije diktirana je
enzimom, L-laktat dehidrogenazom ili D-laktat dehidrogenazom, u poslednjem
koraku prevodenja piruvata u laktat. Istovremeno postoje i vrste bakterija koje
imaju oba enzima, takvi su npr. Lb. plantarum i Lb. helveticus, pa mogu da sintetiSu

racemat L- i D- mle¢ne kiseline.

[zu¢avanjem na polju koriS¢enja novih otpadnih poljoprivrednih sirovina,
izdvojila se posebna grupa bakterija iz grupe BMK koja poseduju enzime
ekstracelularne amilaze i oznacCene su kao amiloliticke BMK. Amiloliticke bakterije
omogucavaju upotrebu sirovina bogatih skrobom i sporednih proizvoda prerade
skrobnih sirovina u jednostavnijim i jeftinijim tehnoloSkim postupcima. Nakamura
i Crowell su 1979. godine potvrdili sposobnost soja Lb. amylolyticus B 4437 da
hidrolizuje molekule skroba, a 1981. godine izolovan je joS jedan amiloliticki soj,
Lb. amylovorus [65,66]. Pregled najviSe ispitivanih amiloliti¢kih bakterija i sirovina

na kojima je potvrdena aktivnost amilaza dat je u tabeli 2.9.

Tabela 2.9. Amiloliticke bakterije koriS¢ene za fermentisanje skrobnih sirovina

Bakterija Soj Sirovina Referenca
) Otpadne sirovine prerade

Lb. amylolyticus B 4437 leukuruza [65]
Lb. amylovorus NRRL B-4542  Razlicite skrobne sirovine [18]
Lb. amylophilus GV6 Skrob, pSeni¢ne mekinje [15]
Lactococcus lactis PSenicni skrob [11]
Lb. manihotivorans OND32T Kasava [67]
Lb. fermentum Ogi E1 Skrob [68]
Lb. plantarum LMG18053 Razlicite skrobne sirovine [69]
Lb. cellobiosus Razlicite skrobne sirovine [70]

Danas je potvrdeno postojanje mnogo sojeva bakterija koje mogu da razlazu
molekule skroba i uglavnom su izolovane sa sirovina bogatih skrobom, kao Sto su

koren kasave, fermentisani napici na bazi kasave, pirinc¢a, kukuruza i Zitarica.
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SloZeni nutritivni zahtevi Lactobacillus spp. u industrijskim uslovima
predstavljaju znacajan ogranicavajuc¢i faktor. Svojstvo bakterija da sinergisticki
proizvode mle¢nu kiselinu u medijumu, moZe imati znacajne povoljnosti u
formulaciji tehnoloSkog postupka (bolji prinosi, smanjenje kontaminacije, brza
proizvodnja). MeSana kultura pet sojeva Lactobacillus spp. daje viSe prinose
mlecne kiseline u odnosu na svaki od pojedinacnih sojeva, uz smanjenu potrosnju
izvora azota. Takode, povecan je rast mikroorganizama, pa se dobija i ve¢a koli¢ina
biomase za probiotsku primenu [71].

Plesni su takode sposobne za stereospecificnu proizvodnju mlecne kiseline.
Rodovi plesni koji mogu da proizvode mlec¢nu kiselinu u visokom prinosu su
Mucor, Monilia i Rhizopus, ali daleko najvecu primenu ima vrsta Rhizopus oryzae
[72]. Najbolje su dokumentovane fermentacije sa R. arrhizus i R. oryzae, a prinosi
mlecne kiseline su u prvim pokuSajima primene bili niZi u odnosu na bakterijske
sojeve [72, 26, 27]. Manji prinosi su rezultat metaboli¢kih puteva koji stvaraju
sporedne proizvode (etanol, mravlja kiselina). Takode, plesni su osetljive na
inhibiciju proizvodom c¢ime se smanjuje njihova efikasnost u odnosu na
homofermentativne bakterije. Istovremeno, osobina plesni da u toku rasta grade
filamentozne strukture koje oteZavaju transfer mase proizvoda i supstrata u
bioreaktorima, onemogucava potpuno iskoriS¢enje supstrata, pa su ocekivani nizi
prinosi, posebno u klasicnim bioreaktorskim sistemima. Savremenije tehnologije
stvaranja peleta plesni debljine do jednog mm i koris¢enje CaCO3 kao sredstva za
neutralizaciju mle¢ne kiseline omogucile su povecanje prinosa mlecne kiseline u
fermentacijama sa R. oryzae na 85 do 90 g g1 sustrata [73, 20]. lako su prinosi koje
daju Rhizopus spp. neSto manji od prinosa bakterija mlecne Kkiseline, velika
prednost je njihova sposobnost da rastu u jednostavnom, neorganskom medijumu.
Umesto skupih izvora azota kao Sto je kvasScev ekstrakt, Rhizopus spp. mogu
koristiti amonijak ili nitrate [5]. Sa napretkom tehnologija, razvojem novih tipova
reaktora i teZnjom da se iskoriste nove sirovine, Rhizopus spp. zauzimaju sve
znacajnije mesto kao proizvodni mikrororganizmi, narocito na celuloznim
sirovinama [25, 20]. R. arrhizus daje prinose od 0,94-0,97 g mlecCne Kkiseline po

gramu skroba ili glukoze, uz mogu¢nost da u jednom stepenu fermentiSe sloZene
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medijume: krompir, kukuruz, pSenicu i otpad iz procesa prerade ananasa [74].
Prednost plesni je i moguénost lakog odvajanja mikroorganizma od medijuma i

proizvoda zbog filamentoznog rasta, Sto olakSava proces separacije.

Imajuci u vidu sve karakteristike BMK i plesni, mogu se uobliCiti generalni
zahtevi koje bi idealni proizvodni mikroorganizam trebao da zadovolji. Savremene
tehnike genetickog inZenjerstva pruzaju nadu da ¢e se tehnikama transfera gena
omoguciti stvaranje modifikovanih mikroorganizama koji ¢e davati znatno vece
prinose uz manja ulaganja. Zahtevi savremene industrijske proizvodnje mlec¢ne

kiseline podrazumevaju izbor mikroorganizama koji:

brzo fermentisu jeftine izvore ugljenika sa malim sadrzajem azota,

— daju selektivno visoke prinose jednog izomera mlecne Kkiseline i malo
sporednih proizvoda,

— tolerantni su na nizak pH (pH<5) i visoke temperature (oko 45° C i viSe ako
se vrsi suSenje biomase za dobijanje probiotika),

— fakultativni su anaerobi (finansijski je znacajno povoljnije za industrijske
uslove ukoliko proizvodni mikroorganizam tolerise kiseonik),

— visoko su tolerantni na proizvode,

— teSko su podloZni virusnim infekcijama (mala osetljivost na bakteriofage),

— ne zahtevaju obogacivanje medijuma organskim izvorima azota i faktorima
rasta,

— minimalno su podloZzni mutacijama, uz mogu¢nost koriS¢enja biomase

nakon fermentacije.

Nisu jo$ uvek pronadeni, niti genetickim inZenjerstvom dobijeni sojevi koji
bi zadovoljili sve navedene kriterijume. Upotrebom separacionih i proizvodnih
membranskih kontinualnih bioreaktora moguce je smanjiti negativni inhibitorni
uticaj mle¢ne Kkiseline kao proizvoda, ¢ime raste i produktivnost. JoS krajem
proslog veka koriS¢ene su indukovane nespecificne mutacije kojima su dobijeni
sojevi sa dvostruko ve¢om produktivnoséu mlecne kiseline [75]. Zbog teZnje da se
podstice dobijanje ekoloski Sto Cistijih proizvoda, opravdano se moZe ocekivati da

fermentaciona proizvodnja mlecne Kkiseline ostane dominantan nacin dobijanja, pa
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su geneticke modifikacije metabolizma bakterija logi¢an pristup. Pored indukcije
nespecificnih mutacija, ispitivani su i ciljani transferi gena radi promene
odredenog svojstva proizvodnog mikroorganizma. Tako je iz Lb. sake LTH677 unet
gen za enzim katalazu u Lb. casei, da bi se omogucio rast u aerobnim uslovima [76].
TeZi se pronalaZenju postupaka za unoSenje u BMK gena za enzime (celulaze,
celobioze, amilaze) koji mogu da hidrolizuju sloZene sporedne poljoprivredne
sirovine uz minimalni predtretman. Kao pogodna tehnika pokazala se
elektroporacija, iako je potrebno potvrditi uspesnosti na svakom pojedinacnom
mikroorganizmu [77]. Smatra se da ¢e u buducnosti za povecanje efikasnosti
fermentacionog dobijanja mlecne Kkiseline osnovno sredstvo predstavljati upravo
geneticko inZenjerstvo proizvodnih mikroorganizama, uz usavrSavanje
bioreaktora i tehnologija. Sa druge strane, upotreba biomase proizvodnih
mikroorganizama u probiotskim preparatima ogranicava primenu genetickih
modifikacija, zbog strogih zahteva za primenu u ishrani Zivotinja i ljudi. Ipak ne bi
trebalo da se smanji isplativost Citavog postupka, buduéi da se iskoriS¢enjem
biomase, znacajno povecava profit, jer se zaradi od dobijanja mlecne Kiseline
dodaje i zarada od biomase probiotika. Krajnji izbor postupka bi najverovatnije bio

izvrSen na osnovu detaljne ekonomske analize.

2.4. Tehnoloski postupci za fermentaciono dobijanje mlecne kiseline

Za fermentaciono dobijanje mle¢ne kiseline mogu se koristiti prosti Seceri
ili hidrolizati Secera. Klasic¢an i industrijski najzastupljeniji je Sarzni bioreaktorski
proces sa fermentacionim Seferima kao izvorom ugljenika (glukoza, laktoza,
ksiloza, arabinoza, saharoza..) [5]. Na slici 2.3. data je opSta Sema Kklasi¢nog

postupka fermentacionog dobijanja mle¢ne kiseline iz rafinisanih Secera.
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Slika 2.3. OpSta Sema fermentacionog postupka dobijanja mlec¢ne kiseline iz
redukujucih Secera

Ovaj postupak nije dovoljno finansijski konkurentan, pa su istraZivanja
usmerena na razvoj tehnologija za iskoriS¢enje jeftinijih sirovina. Jeftinije sirovine
(otpadni i sporedni proizvodi razli¢itih industrija) detaljno su razmatrane u
poglavlju 3. U slucaju koriS¢enja jeftinijih sirovina obic¢no je potreban predtretman
sirovina i kompletan postupak dobijanja mlecne kiseline je tada dvostepeni.
Dvostepenim postupkom se iz sporednih proizvoda uglavnhom poljoprivredne i
drvne industrije dobijaju hidrolizati Secera koji se koriste za dobijanje mlec¢ne
kiseline u fermentaciji. Prva faza obuhvata likvefakciju i saharifikaciju i u njoj se
oslobadaju fermentabilni mono- i disaharidi. Nakon zavrSene saharifikacije

zasejavaju se bakterije mleCne kiseline i izvodi se faza fermentacije.

Likvefakcija (“ute¢njavanje”) je postupak kojim se polisaharidi (uglavnom
celulozni i skrobni materijali) razlazu na dekstrine pri poviSenim temperaturama i

optimalnom pH. Likvefakcija skroba a-amilazom pri pH=6, na 100°C, traje 15 min
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do 2 h [78, 79]. Faza likvefakcije omogucava pristup glukoamilazama u fazi
saharifikacije, koje hidrolizuju oligosaharide do fermentabilsnih Secera - mono i
disaharida. Saharifikacija se odvija na niZim temperaturama (55-60°C) i pri niZim

pH vrednostima (oko 5), ali obic¢no traje duze, oko 4h.

Pored enzima, mogu se koristiti i kiseline kao sredstva za hidrolizu
polisaharida (uglavnom skroba iz kasave, krompira, kukuruza, pSenice i celuloze iz
lignoceluloznih sirovina). U uporednoj analizi kiselina i enzima za hidrolizu na
skrobnim sirovinama, pokazana je pribliZno jednaka efikasnost. Kao jedan od
nedostataka postupka Kkiselinske hidrolize istiCe se neophodnost naknadne
neutralizacije dodate kiseline, pa povec¢ana koncentracija mineralnih soli inhibira
rast mikroorganizama. U enzimskom procesu faza saharifikacije je duza i zahteva
poviSenu temperaturu, a samim tim i dodatnu energiju, Sto uz cenu enzima
poskupljuje proces [80]. Za hidrolizu lignoceluloznih sirovina koriste se takode
kiseline (sumporna kiselina) i enzimi (celulaze, pektinaze) [24,81]. VrSeni su jo$
neki pokusaji da se poveca efikasnost predtretmana sirovina. Prilikom ispitivanja
fermentacije pomocu Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 19435 na brasnu celog
zrna pSenice uocena su nutritivna ogranicenja rasta [11]. Zato su u fazu
saharifikacije ukljucene i proteaze Cime je povecan dostupan udeo azotnih
jedinjenja osobodenih iz proteina sirovine, a samim tim i prinosi mle¢ne kiseline
[82,11]. Pored dvostepenih, na laboratorijskom nivou se ispituju i jednostepeni
postupci fermentacionog dobijanja mlecne kiseline. Postoji direktni fermentacioni
postupak sa mlecno-kiselinskim plesnima, direktna fermentacija sa BMK i
simultana saharifikacija i fermentacija. Sema najvaznijih do sada ispitivanih
postupaka za fermentaciono dobijanje mlecne kiseline iz skrobnih sirovina data je
na slici 2.3. Istrazuju se i mogucénost istovremenog odvijanja sve tri faze,
likvefakcije, saharifikacije i fermentacije i neki modifikovani procesi sa
medufaznom filtracijom i izbistravanjem medijuma, ali su ovakvi procesi joS uvek
nedovoljno ekonomic¢ni [13]. Prednost jednostepenih postupaka lezi u kracem
vremenu proizvodnje, smanjenju inhibicije visokim koncentracijama supstrata i
smanjenju broja operacija u uslovima proizvodnje, Sto doprinosi ukupnom
smanjenju troskova.
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Slika 2.3. Sema postupaka za dobijanje mle¢ne kiseline iz skrobnih sirovina [13, 80,
36, 83]
Direktni postupci fermentacije podrazumevaju upotrebu mikroorganizama

koji poseduju enzime potrebne za razgradnju slozenih ugljenih hidrata do
fermentabilnih Secera. Do sada su razvijeni direktni postupci samo na skrobnim
sirovinama. Za hidrolizu skrobnih sirovina ve¢ su ispitivani sojevi Lb. amylophilus
GV6, Lb. fermentum OGi E1, Lb.casei, Lb. cellobiosus, Lb. amylovorus. Procena
kolicine i aktivnosti ekstracelularnih amilaza je izvrSena za soj Lb. amylovorus GV6
[84]. Prinosi mlecne kiseline bili su manji u odnosu na druge postupke, tako je sa
Lb. amylovorus prinos mle¢ne Kiseline na jecmenom brasnu iznosio oko 61% [85],
a na kukuruznom i pSeni¢nom, 10,1 g L1 i 7,8 g L1, redom. Na skrobu kasave i
krompira su postignute produktivnosti od 4,8 g L-1i 4,2 g L1, redom [36]. Ovakvi
prinosi su dobijeni bez obogadivanja medijuma, a uz dodatak 1% peptona
produktivnost na skrobu kasave je porasla za 27% [36]. Zato je moguce je da su
nizi prinosi rezultat nedostatka izvora azota, zbog slabe proteazne aktivnosti Lb.
amylovorus. Soj Lb. celobiosus na krompirovoj kasi je dao prinos mle¢ne kiseline od
oko 50%, bez ikakvog predtretmana i obogacivanja medijuma [70]. Zahvaljujuci
tehnikama genetickog inZenjerstva, postoje¢i mikroorganizmi su poboljSani tako
da mogu da rastu i vrSe fermentaciju sporednih proizvoda poljoprivredne i drugih
industrija. Integracijom gena za a-amilazu iz Streptococcus bovis 148 u genom Lb.

casei uz ekspresiju AmyAF peptida znacajno je povecana hidroliticka aktivnost.
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Preko peptida AmyAF su imobilisane bakterije i ponovno vra¢ane u proces, Sto je
takode doprinelo povec¢anju produktivnosti [86]. Tehnike genetickog inZenjerstva
su veoma znacajne i za koris¢enje lignoceluloznih sirovina. Do sada nisu izolovani
mikroorganizmi koji mogu da razgraduju direktno lignocelulozne sirovine i
proizvode mlecnu kiselinu, nego se uglavnom oni modifikuju u tom pravcu. Tako je
gen za a-amilazu Bacillus stereothermophilus i gen za celulazu Clostridium
thermocellum integrisan u hromozom soja Lb. plantarum [5]. Medutim, direktni
postupci fermentacije sa geneticki modifikovanim bakterijama jo$ uvek ne daju
visoke prinose mlecne Kkiseline, ali se dosta ispituju i ocekuje se povecanje njihove

efikasnosti u buducénosti.

Znatno produktivniji su jednostepeni procesi simultane saharifikacije i
fermentacije (SSF). Enzimi koji vrSe saharifikaciju dodaju se istovremeno sa BMK u
reaktor, pa se procesi saharifikacije i fermentacije odvijaju simultano, u jednom
koraku. U procesu SSF krace je vreme dobijanja proizvoda. VrSeno je uporedno
ispitivanje efikasnosti razlicitih tehnoloSkihh postupaka fermentacionog dobijanja
mlecne kiseline sa Lb. rhamnosus i SSF postupak je dao znacajno vecle prinose
mlecne kiseline uz potpuni utroSak glukoze u odnosu na dvostepenu fermentaciju i
postupak simultane likvefakcije, saharifikacije i fermentacije (SLSF) [83, 13].
Rastvori skrobnih sirovina prilikom sterilizacije daju viskozne rastvore Sto oteZava
mesSanje i prenos mase, pa je oCekivan nizi prinos u SLSF postupcima. Kontinualno
oslobadanje fermentacionih Secera iz skrobnih sirovina pomoc¢u glukoamilaza u
SSF postupku, onemogucava stvaranje prevelike koncentracije supstrata koji bi
izazvao smanjenje brzine reakcije. Uslovi temperature i pH pod kojima su aktivni
amiloliticki enzimi moraju biti optimalni i za sam proizvodni mikroorganizam, da
bi se ostvarili $to veci prinosi, ali nije neophodno da proizvodni mikroorganizam
ima amiloliticko delovanje. Da bi se koncipirao Sto povoljniji proces, izoluju se
enzimi iz drugih mikroorganizama ili se koriste meSane kulture. MeSana kultura
Lb. casei i Lb. delbrueckii je koriS¢ena za fermentaciju pSenicnog brasna prethodno
tretiranog proteazama. Desetostruko je smanjena potreba za obogacivanjem
medijuma izvorima azota, a ostvaren je prinos od 0.95 g mlecne kiseline po gramu
utro$enog skroba za 54 h [44]. Ceste su i kombinacije plesni i bakterija, pa je tako
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ispitivana koimobilizacija amiloliticke plesni Aspergillus awamori sa vrstom BMK

Streptococcus lactis u SSF [87].

Za dobijanje mleCne kiseline SSF postupkom iz lignoceluloznih sirovina
koriste se enzimi celulaze i celobiaze. Najc¢eS¢e koriS¢eni mikroorganizmi koji
proizvode celulaze su plesni iz rodova Trichoderma, Humicola, Penicillium,
Aspergillus i bakterije iz rodova Pseudomonas i Cellulomonas [88]. Tako je u
kinetickom modelu za praéenje uticaja pH u postupku SSF sa Lactobacillus
bulgaricus na celulozi, koriS¢ena celulaza izolovana iz plesni Trichoderma resei i
dobijen je prinos od 50 g L1 mlecne kiseline [21]. Celuloza, otpadni papir, ostaci iz
prerade drveta i druge lignocelulozne materije su Siroko rasprostranjene i samim
tim jeftine. Danas se usavrSavaju tehnologije koje ¢e omoguciti Sto efikasnije

iskoriS¢enje ovakve sirovine, a za sada je najpovoljniji SSF postupak [87].

2.4.1. Primena novih tehnologija za dobijanje mlecne kiseline

U industrijskim uslovima najzastupljeniji su Sarzni i dolivni postupak
fermentacionog dobijanja mle¢ne kiseline. Ekonomic¢nost i ekoloSka povoljnost su
vazan Kkriterijum za formulaciju nekog procesa pa je ispitivana i moguénost
kontinualnog postupka dobijanja mle¢ne Kkiseline. Za kontinualne postupke
proizvodnje mlecne kiseline membranski reaktori sa Supljim vlaknima su dali
najpovoljnije rezultate. Kontinualni membranski bioreaktor Cini reaktorski sud sa
meSanjem u kome se nalazi permeabilna membrana u obliku Supljeg vlakna (moze
biti i u obliku ravnih ploca, keramickih tubusa, cevcica itd.). BMK se smeStaju u
Suplje vlakno, a permeabilnost membrane omogucava dotok supstrata do celija i
izlazak mlec¢ne kiseline iz vlakana, ¢ime se olakSava separacija i smanjuje inhibicija
proizvodima. Ovakvi sistemi se negde u literaturi oznacavaju i kao imobilisani,
budué¢i da je kretanje bakterijskih celija ograni¢eno unutar vlakna [62]. U
membranskom bioreaktoru sa Supljim vlaknima ostvaren je prinos od 0,9 g mle¢ne
kiseline po g glukoze pomocu Lb. amylovorus na skrobu bez prethodne likvefakcije
i saharifikacije skroba [90]. Povecanje prinosa u odnosu na klasi¢ne SarZne

reaktore moZe se objasniti ostvarenom vecom koncentracijom ¢elija, buduci da se
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Celije vracaju u proces, a separacijom mle¢ne kiseline kroz membranu smanjuje se
i inhibicija proizvodom. UsavrSavanjem reaktora moguce je ocekivati joS vece
prinose, budué¢i da se ovom metodom postiZzu visoke koncentracije celija koje
zadrzavaju svoju produktivnost, pa se dobijaju zapreminski vece koliCine

proizvoda u odnosu na klasi¢an Sarzni postupak.

Dolivni postupak je takode ispitivan kao moguce tehnolosko reSenje za
prevazilaZzenje problema inhibicije supstratom ili proizvodom reakcije kako u
Sarznim, tako i u ponovljenim SarZnim postupcima. Dolivnim postupkom se
omogucava dotok sveZeg supstrata u odgovaraju¢im vremenskim intervalima i
odrzavanje Kkoncentracije supstrata u optimalnim granicama S$to omogucava
povecanje produktivnosti procesa. Razlicite strategije dolivanja se koriste, ali je
najcesS¢e kao kriterijum koriS¢ena ili optimalna koncentracija supstrata u
medijumu [91, 92] ili kritiCna vrednost pH u procesima proizvodnje kiseline [93].
Upravo je najvisSa koncentracija mle¢ne kiseline od 210 g L1 u medijumu
postignuta u sistemu dolivanja sveZeg supstrata nakon pada koncentracije Secera
na oko 5-10 g L-1. Ipak ovako visoke vrednosti mle¢ne kiseline nisu prijavljene u
literature za fermentacije na otpadnim supstratima, ve¢ samo na sintetskim,

hemijski definisanim podlogama sa dodatkom znacajne koli¢ine izvora azota.

Jo$ jedan od nacdina za poveclanje efikasnosti procesa je KkoriS¢enje

imobilisanih ¢elija mikroorganizama.

2.4.2. Imobilizacija u procesima mle¢no-kiselinske fermentacije

Imobilizacija ima za cilj da se poveca koncentracija produktivnih
mikroorganizma i da se omoguci lakSa separacija proizvoda od imobilisanih ¢elija i
njihovo vracanje u proces. Takode, daje mogu¢nost uvodenja kontinualnog nacina
rada. U velikoj meri karakteristike imobilisanog sistema zavise od nosaca koji se
koristi za imobilizaciju. Odabir pogodnog nosaca zavisi od njegovih fizic¢ko-
hemijskih karakteristika, a posebno toksi¢nosti i stabilnosti, uslova pod kojima se
izvodi imobilizacija, osetljivosti biokatalizatora, njegove sposobnosti da se stabilno
veze za nosac. Na slici 2.4. su predstavljeni najceSci nacini imobilizacije Celija.
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Slika 2.4. Sematski prikaz razli¢itih na¢ina imobilizacije bakterijskih éelija i
sistema u kojima su primenjeni

Do sada su za imobilizaciju BMK uglavnom ispitivani alginatni gelovi.
Nedostatke postupka imobilizacije u alginate predstavljaju uo¢eno razmeksavanje
Cestica, curenje BMK iz matrica gela i spora difuzija mlecne kiseline, Sto je dovelo
do inhibicije BMK proizvodom, pa su i prinosi bili znatno nizi. Alginatni gelovi su
osetljivi na prisustvo laktatnih jona koji vezuju dvovalentne katjone (Ca2*) iz
trodimenzionalne strukture gela, tako da je nepovoljno Koristiti alginate za
imobilizaciju u sistemima sa mlecnom kiselinom. NeSto veci prinosi i efikasnija
imobilizacija postignuta je sa inertnim nosacima, kao Sto su polietilenimid i
plasti¢ni kompoziti [94]. Ipak prinosi mle¢ne Kkiseline za sada su znacajno niZi u
sistemima sa imobilisanim c¢elijama u odnosu na Kklasi¢ne SarZne postupke sa

slobodnim ¢elijama i membranske procese [4].

U ovom istraZzivanju je planirano iskoriS¢enje biomase BMK nakon
fermentacije, pa imobilizacija ima znacajnu prednost. Imobilizacijom bi se
omogucilo lakse izdvajane celija koje bi se koristile kao probiotski suplement bilo u
ishrani, bilo u odredenim preparatima za poboljSanje zdravlja. Zbog specifi¢nosti
primene, u ishrani ljudi i Zivotinja, potrebno je da nosac, pored zahteva tehnologije
dobijanja mlec¢ne kiseline, zadovolji i kriterijume vezane za bezbednost i efikasnost

primene za probiotike. Alginat je prihvacen kao bezbedan za medicinsku primenu
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kod ljudi, ali je u uslovima visokih koncentracija mle¢ne kiseline u medijumu
potrebno izvrsiti odredene modifikacije, kao $to je dodatno oblaganje hitozanom
itd. [95]. Zato je za integrisanu proizvodnju mlecne kiseline i bakterijske biomase
za primenu u ishrani Zivotinja u ovoj disertaciji ispitana imobilizacija bakterija

mlecne kiseline na zeolit kao mineralni nosac¢ tehnikom adsorpcije.

2.4.2.1. Zeolit kao nosac za imobilizaciju bakterija mle¢ne-kiseline

Prirodni zeolit je otkrio jo§ davne 1756. godine, u Svedskoj, Baron
Kronstedt (Cronstedt) i to u formi minerala stilbita, ali se zeoliti Zeljenih
karateristika danas i sintetiSu [96]. U prirodi je zeolit prisutan u viSe od 63 forme,
ali su najzastupljeniji: analcim, kabazit, klinoptilolit, erionit, mordenit, filipsit i
ferierit [97]. Opseg primene zeolita je Sirok Sto se moZe objasniti njegovom
mehanickom stabilnoS¢u, intertnoS¢u, porozno$¢u, velikom povrSinom i
sposobnos$¢u izmene jona i adsorpcije. Koristi se za dehidrataciju u procesima
prerpade nafte, u pripremi plasticnih kompozita za presovanje i izlivanje, pri izradi
boja osetljivih na prisustvo vode, za uklanjanje gasova kao Sto su H;S, CO;, HCI, HF,
teSkih metala (Hg) i desulfurovanje, kao i za adsorpciju radioaktivnog cezijuma u
tretmanu radioaktivnog otpada [97, 98]. Za industrijsku primenu se uglavnom
zeoliti sintetiSu da bi imali kontrolisana svojstva u pogledu veli¢ine pora,
adsorpcione moci, izmenjivosti jona i kapaciteta adsorpcije. Zeolit se u najvecoj
kolicini koristi u naftnoj industriji u cilju uklanjanja vode u "hidrokreking" procesu
i to u formi molekulskih sita. Pregled svojstava najvaznijih tipova zeolitnih

molekulskih sita je predstavljen u tabeli 2.10.
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Tabela 2.10. Razliciti tipovi sintetskih zeolitnih molekulskih sita proizvodaca
Sigma Aldrich® [99]

Ad tivni

) Prec¢nik . Sadrzaj sorP v pH Temperatura
Tip Gustina kapacitet za ..

_ pora vlage (5% regeneracije

zeolita =4y (8/em?) o H20 suzpenzija) C)
° (teorijski) penzy

3A 3 45-46 1.5 21 10.5 175-260
4A 4 45 1.5 23 10.5 200-315
5A 5 44 1.5 21.7 10.5 200-315
13X 10 43 1.5 29.5 10.3 200-315

Zeoliti se ubrajaju u grupu aluminosilikata prema definiciji Svadlea
(Swaddle). Aluminosilikati su jedinjenja kod kojih je neki od jona Si** izmenjen
jonom Al3* [100]. Struktura zeolita nastaje od tetraedara SiO4/2, odnosno AlO4/2 -
koji se kombinuju formirajuci razliCite reSetke zeolita ¢cime su odredena svojstva
poroznosti nastalih tipova zeolita. Tako je sodalit osnovna trodimenzionalna
gradivna jedinica viSe tipova zeolita, sastavljena od 8 Sestouglova i 6 ¢etvorouglova
sa naizmenicno postavljenim Si%* i AI3* u uglovima. Na slici 2.5. je prikazan A i X tip

zeolita, sa izdvojenim sodalitnim kavezom i rasporedom Si i Al u strukturi.

Slika 2.5. ReSetka zeolita tipa X i Y. Krupno je predstavljena osnovna gradivna
jedinica - sodalitni kavez gde crvene linije u reSetki predstavljaju kiseoni¢ne
mostove. Modifikovano prema [100-102].
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Na slici 2.6. je predstavljena struktura razli¢itih tipova zeolita i principi
formiranja zeolitnih struktura razli¢itih poroznosti i fizicko-hemijskih

karateristika. Zbog velikog broja kombinacija povezivanja tetraedarske osnovne

0.56 nm

% 0.53 nm
Si0¢ - 0.55 nm
AlO,," - x 0.51 nm
tetraedar

S —_—
s 58S
i.'.:!b'\_ »
Pentazil tip 0.45
45nm
\ AL A0 x 0.55 nm
3 W : "-.'..'-_l >
.i ZSM-22

Slika 2.6. Razliciti tipovi zeolita i formiranje pora razlicitih pre¢nika [103]

gradivne jedinice zeolita mogu se ostvariti pore i Sirokog opsega dijametara Sto je

najvise iskoris¢eno u proizvodnji zeolitnih molekulskih sita.

Pored sposobnosti da ekskluziono adsorbuje molekule odgovarajuce
veli¢ine unutar svojih pora, zeolit ima i druga veoma vazna svojstva. Cvrstina i
inertnost zeolita potice od jakih 0-Si-O veza. Ukoliko je jon Si** zamenjen Al3+
jonom u osnovnoj gradivnoj tetraedarskoj jedinici zeolita menja se odnos
naeletrisanja u reSetki i potrebno je da se struktura neutraliSe pozitivnim jonima
[100]. Upravo zbog ovog svojstva zeolit u svojoj strukturi privlaci katjone Na*, K+,
Mg?2+, Ca2+ itd. koji su lako izmenjivi sa drugim katjonima iz rastvora, pa bi se opsta

formula zeolita A mogla predstaviti:
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Takode zeolit privlac¢i protone H* izazivaju¢i disocijaciju vode i dajuc¢i baznu

reakciju u rastvorima.

Prilikom aktivacije visokom temperaturom iz strukture zeolita se uklanja
voda ¢ime se kidaju eventualno prisutne veze sa vodonikom i ostaje pozitivno
naeletrisana resetka koju ¢ine koordinativno nezasiceni joni Si koji se ponasaju kao

elektron akceptori odnosno Luisove kiseline [100] Sto je i Sematski prikazano:

| I
Se S S S
P Y A NV NP N
0] O 0
l Zagrevanje (250°C)
0 O
g P W
Si Al Si Al +H,0(g)
r \0/ \D/ \D/ "

Takode, zbog pozitivnhog neto naeletrisanja resetke zeolita i izmenjivih
katjona metala [104] ocekivano je da se ostvari interakcija i adsorpcija negativno
naeletrisane povrsine bakterija [105] za povrSinu zeolita Sto Cini zeolit pogodnim

nosacem u procesima MKF.

U literaturi je dokumentovano koris¢enje zeolita kao nosaca

fosfoakumuliraju¢ih bakterija u tretmanu otpadnih voda [106], a takode je
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koriS¢en i kao nosa¢ za anaerobne bakterije u proizvodnji metana [107]. Zbog
integralnog pristupa u ovoj disertaciji da se paralelno proizvodi i mle¢na kiselina i
sto¢na hrana obogacena biomasom BMK, vazno je istaci i znacaj zeolita u ishrani
Zivotinja. Zbog sposobnosti izmene jona i adsorptivne mo¢i uz baznu strukturu,
zeolit se ve¢ duze vreme primenjuje u ishrani Zivotinja. [ prirodni i sintetski zeoliti
imaju vaznu ulogu u prevenciji bolesti Zivotinja i koriste se u hranivima. Uoceno je
da zeoliti mogu povecati efikasnost unesenog hraniva kod tovljenika [108, 109],
poboljsati prinos mleka kod krava [110, 111], a takode je povoljno uticao i na
kvalitet jaja i nosivost Zivine [112, 113, 114]. Zeoliti sprecavaju trovanje
amonijakom i teSkim metalima zbog sposobnosti izmene katjona sa uobicajenim
jonima Na* Ca2* i K* prisutnim u strukturi zeolita [115]. Takode, ispitivana je i
mogucénost zeolita da adsorbuju mikotoksine i time umanje negativne efekte na
zdravlje Zivotinja. U istrazivanju Grce i Paveli¢ (2005) [116] je pokazano da
klinoptilolit inhibira razmnozavanje herpes simpleks virusa 1, koksaki virusa B5 i
eho virusa 7, Sto takode predstavlja veoma povoljnu i vazZnu karakteristiku zeolita
za primenu u ishrani Zivotinja, ali i ljudi. Iako su predloZeni razli¢iti mehanizmi
kojim zeoliti deluju pozitivno na zdravlje Zivotinja i dalje nije tacno utvrdeno koje
karakteristike zeolita najznacajnije uticu na pozitivne efekte ispoljene in vivo.

Verovatno je to rezultat kombinovanog delovanja viSe svojstava zeolita.

Buduci da je cilj ovog rada integrisana proizvodnja mlecne Kkiseline i sto¢ne
hrane sa probiotskim bakterijama, potrebno je sagledati efekte imobilizacije BMK
na eventualno probiotisko delovanje BMK. U literaturi je dokumentovana
sposobnost odredenih vrsta zeolita bogatih Ca2* da intenzivnije adsorbuju Zucne
kiseline [117]. Ovaj efekat bi mogao uticati na prezivljavanje bakterija kroz

gastrointestinalni trakt, Sto bi moglo poboljsati probiotsku aktivnost in vivo.

Sa druge strane, koncept imobilizacije probiotskih bakterija nije nov, iako je
uglavnom ispitivana inkapsulacija u polimere. Poslednjih godina veliki broj
istrazivaca ukazuje na prednosti formulisanja mikrokapsuliranih probiotika i
najvise je ispitivana inkapsulacija u alginate [118,119] i k-karagenan [120] kao

polimere bezbedne za humanu i animalnu ishranu. Inkapsulacija znacajno
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povecava stabilnost u toku perioda ¢uvanja i povecava se prezivljavanje, koje je
neophodno za punu aktivnost probiotika [121, 122]. Mogu¢nost odabira nosaca
specificnih karakteristika omogucava znacajnu zastitu tokom pasaza kroz gornje
partije i ciljno oslobadanje i delovanje u donjim partijama gastrointestinalnog
trakta [123]. Inkapsulacijom i mikroinkapsulacijom su bakterije kompletno
obuhvacenje permeabilnom membranom odgovaraju¢eg polimera, dok u slucaju
imobilizacije drugim tehnikama odredeni broj bakterija moze biti zarobljen na
povrSini Cestice ili membrane. Iako postoje ove razlike, imobilisane probiotske
bakterije su znacajno zaSticenije od slobodnih probiotika, pa je ocekivano da

imobilisane bolje prezivljavaju [122].

Takode, aktivno se ispituju i efekti primene probiotika adsorbovanih na
biljni material, $to je rezultovalo boljim preZivljavanjem kako u toku ¢uvanja, tako i
prilikom prolaska kroz gastrointestinalni trakt [124]. Zaklju¢eno je da probiotske
bakterije primenjene u formi biofilma na odgovaraju¢em nosacu pokazuju bolju

otpornost na uslove spoljasnje sredine.

2.5. Separacione tehnike za izdvajanje mlecne kiseline nakon fermentacije

Najskuplja faza u proizvodnji mle¢ne kiseline u industrijskim uslovima, je
izdvajanje i preciScavanje dobijene mlecne kiseline iz fermentacionog medijuma
[8]. U zavisnosti od stepena preciSCenosti nakon izdvajanja postoji: tehnicka
mlecna kiselina, mlecna kiselina za prehrambenu namenu, mle¢na kiselina
farmaceutske cCistoce i najcistija mlecna kiselina tzv. “termo stabilna” koja ne menja
boju ni nakon viSecasovnog grejanja na 200 °C. U zavisnosti od potrebne Cistoce

mlecne kiseline postoji viSe postupaka ekstrakcije i preciS¢avanja:

— kristalizacija kalcijum-laktata (mlec¢na kiselina tehnicke cistoce),

— filtracija, tretman ugljendioksidom, uparavanje (mlecna kiselina za primenu
u ishrani),

— stvaranje laktatnih estara i njihovo frakcionisanje (mle¢na kiselina
farmaceutske cistoce),

— destilacija estara mlecne kiseline (“toplotno stabilna” mlec¢na kiselina).
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U klasi¢nom procesu proizvodnje mlecne kiselina dobijaju se znacajne koli¢ine
gipsa (Slika 2.3.) koji je veoma Stetan za okolinu i procenjuje se da za svaku
dobijenu tonu mlecne kiseline nastane tona gipsa [2,5]. Za neutralizaciju se pored
CaCO3z moZe koristiti i amonijak, ali je i u tako dizajniranom procesu znacajan
tehnoloski problem izdvajanje Ciste mlec¢ne kiseline. TeZi se koriS¢enju
savremenijih postupaka koji stvaraju manje sporednih proizvoda, pa su i ekoloski
znatno povoljniji, kao Sto su tecno-te¢na ekstracija, mikrofiltracija, ultrafiltracija,

elektrodijaliza, dvostruka elektrodijaliza i dr.

Elektrodijaliza je nasla znac¢ajno mesto medu tehnikama za preciS¢avanje
mlecne kiseline. Bipolarne membrane koje se koriste za elektrodijalizu sastoje se
od membranske katode i anode izmedu kojih se provodi voda. Molekuli vode
disosuju na hidrogen katjon i hidroksilni anjon pod dejstvom elektrostatickog polja
u kome se nalaze i difunduju kroz membransku katodu, odnosno anodu. Upravo
zbog slobodnih hidroksilnih jona koji nastaju, rad je otezan u prisustvu
dvovalentnih katjona Ca2* i Mg2*. Prilikom prelaska fermentacionog medijuma
bogatog dvovalentnim katjonima (oko 1000 ppm) preko membrana formiraju se
nerastvorni hidroksidi dvovalentnih metala. Neophodno je uvesti prethodne
postupke kojima ¢e se koli¢ina dvovalentnih katjona smanjiti ispod 1ppm da bi
proces izdvajanja mlecne Kkiseline tekao uspesno. Dvostepeni postupak
elektrodijalize je efikasan i ekonomski povoljan postupak. U prvom stepenu se
uklanjaju dvovalentni katjoni i anjoni i koncentriSu preciS¢éene amonijacne soli
mlecne kiseline. U drugom stepenu se vrsi izdvajanje Ciste mlec¢ne kiseline pomocu

bipolarnih membrana [2].

Metode ekstrakcije takode se razmatraju kao moguce resSenje za separaciju i
preciS¢avanje mlecne Kkiseline. Ispitivana je moguénost koriS¢enja tercijarnog
amina i COz pod pritiskom za ekstrakciju. U fermentacionom medijumu sa Na-
laktatom nastaje laktat amina i natrijum hidrogenkarbonat. Dobijeni laktat amina
se ekstrahuje pomocu vrele vode i visokog pritiska (oko 800 kPa), a natrijum
hidrogenkarbonat se zagreva do nastanka Na-karbonata, dok se oslobodeni CO>

vraca u proces. Ovaj postupak ekstrakcije je u industrijskim razmerama prvi put
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primenjen u fabrici Cragill Dow koja je jedan od najvecih svetskih proizvodaca

mlecne kiseline [2, 5].

Metode preciS¢avanja su diktirane namenom dobijene mlecne kiseline.
Velike koli¢ine mlecne kiseline se danas koriste za dobijanje polimera. Prekursori
za dobijanje polimera su estri mlec¢ne kiseline i Cesto se veC u postupku
preciS¢avanja amonijum laktat prevodi u etil laktat, a onda se serijom separacionih
membrana propusnih za vodu i amonijum jone, a nepropusnih za etanol i estre vrsi
odvajanje. Dobijeni amonija¢ni rastvor se moZe recirkulisati kao sredstvo za
neutralizaciju u fermentaciji, a etil laktat se dalje preciS¢ava destilacijom i

evaporacijom i nastaje visoko preciS¢ena mlec¢na kiselina [5].

2.6. Probiotici

Mikroorganizmi su ukljueni u ishranu ljudi i Zivotinja kroz sve
fermentisane proizvode. Dve hiljade godina pre naSe ere koris¢eni su fermentisani
mlecni proizvodi u ishrani, jer je uoceno da se procesom fermentacije produzava
trajnost hrane. Ruski mikrobiolog i nobelovac Mecnikov (Metchnikoff) je prvi
istakao vezu izmedu primene fermentisanih mlec¢nih proizvoda i poboljSanja
zdravlja ljudi jos 1907. godine. Uocio je da bugarski zemljoradnici koji koriste vece
koli¢ine fermentisanog mleka u svojoj ishrani u odnosu na opStu populaciju
prosecno Zive znacajno duZe od prosecne starosti na pocetku dvadesetog veka, ¢ak
87 godina [125]. PocCetkom dvadesetog veka, kada je postavljena teorija
Mecnikova, jo$S uvek se nisu koristili u terapiji antibiotici i primena bakterija za
poboljSanje zdravlja predstavljala je revolucionarno nov koncept. Prvo su
fermentativne bakterije upotrebljavane u mlec¢nim proizvodima za ishranu, a tek
kasnije su uvedene kao sredstva za prevenciju i tretman bolesti. Znacajnija
istrazivanja na polju koriS¢enja bakterija u prevenciji bolesti pokrecu se
sedamdesetih godina dvadesetog veka, kao odgovor na probleme prouzrokovane
ekspanzijom primene antibiotika tokom pedesetih i Sezdesetih godina. U klinickoj

praksi je uoCeno da se javljaju dijareje i poremecaji varenja uzrokovani
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preteranom ili neadekvatnom primenom antibiotika. Primenom probiotskih
bakterija, odnosno fermentisanih mle¢nih proizvoda, simptomi su se ublazavali ili

nestajali.

Termin probiotik, u danasnjem znacenju prvi put je upotrebio Vergin 1954.
godine [126], kao bakterijski dodatak ishrani uspeSan u lecenju pacijenata cija je
mikroflora naruSena upotrebom antibiotika. Kao odgovor na brojne primene
probiotika i njihova pozitivna terapeutska delovanja Svetska zdravstvena
organizacija (SZ0) ih je definisala kao ,Zive mikroorganizme koji kada se koriste u
adekvatnim koli¢cinama deluju pozitivno na zdravstveno stanje organizma
domacdina“ [127]. Istrazivanja pojedinih autora su pokazala i da nezZivi
mikroorganizmi pojedinih sojeva ispoljavaju pozitivno delovanje na domacina, pa
se nekada i takvi preparati koriste i nazivaju probioticima, iako su to u stvari
funkcionalni proizvodi [128]. Pozitivno delovanje nezivih probiotika je vezano za
pojacavanje imunskog odgovora i manju sklonost ka obolenjima povezanim sa
poremecajima imunskog sistema. Modulacija imunskog odgovora pod dejstvom
nezivih probiotika (cCelijskih ekstrakata ili frakcija) nastaje zbog interakcije
antigena iz ovih ekstrakata sa imunskim sistemom domacina. Probiotici se
primenjuju u hrani, u preparatima za tretman obolenja gastrointestinalnog trakta
ili samo za poboljSanje varenja, u preparatima za tretman vaginalne sluzokoze, a

postoje i istraZivanja vezana za koriS¢enje probiotskih bakterija na kozu.

Probiotici pokazuju brojne pozitivne efekte na zdravlje ljudi i Zivotinja.
Postoji veliki broj studija koje su pokazale blagotvorno delovanje na nivo
holesterola u krvi, zapaljensku bolest creva, alergije, gastricne infekcije
Helicobacter pylori, smanjenje pojave vaginalnih i urinarnih infekcija primenom na
sluznicu, antikancerogeno i antimutageno delovanje, posredni uticaj na motilitet
creva i cak psihicko stanje ljudi [129-132]. Klinic¢ki je potvrdeno delovanje
probiotika u oblasti regulisanja putnih dijareja izazvanih prvenstveno
rotavirusima i tretman poremecaja prirodne mikroflore gastrointestinalnog trakta
usled dugotrajnog koriS¢enja antibiotika Sirokog spektra. Procenjuje se da je

mikrobiom, odnosno kompletna populacija mikroorganizama koja Zivi u
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organizmu c¢oveka najveci organ racunaju¢i masu. Bakterije su prisutne u gastro-
intestinalnom traktu (GIT), na koZi, na sluznicama i ¢ine simbiozu sa ¢ovekom.
Zbog sloZenosti i raznolikosti vrsta unutar mikrobioma, veoma je tesko vrsiti
ispitivanja vezana za uticaj pojedinacnih vrsta. Poznato je da su Lactobacillus sp.
prisutne u gastrointestinalnom traktu i vaginalnoj sluznici Zena, pored mnogo
drugih rodova i vrsta. Kod dojenih beba Lactobacillus sp. kolonizuju
gastrointestinalni trakt novorodenceta u toku prve nedelje po rodenju [133]. Zato
je nemoguce ispitati kako bi se razvijao intestinalni trakt i mukozni imunitet bez
prisustva bakterija. NajCeSCe se u ispitivanjima uporeduju grupe zdravih
pojedinaca sa grupom u kojoj je prisutan odredeni poremecaj. Ipak, veliki problem
je nemogucnost da se uporeduju rezultati razli¢itih studija. Ne postoji jedinstven
model za ispitivanje delovanja probiotika ni u jednoj od dijagnostickih oblasti.
Dodatno, sloZeni uslovi koji postoje u gastrointestinalnom traktu onemogucavaju
postavljanje adekvatnog in vitro modela koji bi na zadovoljavaju¢i nacin imitirao in
vivo uslove za probiotike koji ispoljavaju delovanje u GIT-u. Takode, u uslovima
izmenjene fiziologije digestivnog trakta pacijenata koji ve¢ pate od pojedinih
bolesti izvodenje zakljucka bez velikog uzorka je nepouzdano. Cilj je da se u
buduénosti postavi veci broj multicentricnih randomiziranih dvostruko slepih
studija sa velikim uzorkom, prema preporukama SZO, ¢ime bi se omogucio

pouzdaniji zakljucak.

Mehanizmi kojima pozitivno deluju probiotici jo§ uvek nisu u potpunosti
razjaSnjeni. Veliki broj korisnih efekata za domacina se ostvaruje kroz simbiozu.
Probiotici lu¢e antimikrobna jedinjenja kojima sprecavaju rast drugih
mikroorganizama u svom staniStu. U svetlu istrazivanja vezanih za BMK
najznacajnije antimikrobne supstance su bakteriocni (proteinske supstance),
mlecna kiselina i vodonik peroksid, ali pojedini mikroorganizmi luce i druge
organske kiseline i ugljen dioksid. Proizvodnjom mlec¢ne i drugih organskih
kiselina BMK sniZavaju pH u gastrointestinalnom traktu i oteZavaju preZzivljavanje
drugih mikroorganizama, a same su acidotolerantne. Probiotske bakterije koriste

hranu i time ogranicavaju izvore energije drugim mikroorganizmima.
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Takode, najveci broj vrsta koje deluju pozitivno imaju sposobnost adhezije
na zidove creva, ¢im se smanjuje raspoloziva povrsina za druge mikroorganizme i
formira se zastitna barijera na povrsSini epitela. Nije moguce pouzdano potvrditi ni
jedan od pomenutih mehanizama, ali je jasno da probiotici mogu da kompetitivno
suzbijaju druge mikroorganizme [134]. Probiotici deluju i na permeabilnost zidova
creva utiCu¢i na tesne veze izmedu Celija trepljastog epitela, ¢cime se objaSnjava
pozitivan efekat u tretmanu zapaljenske bolesti creva gde je naruSena barijerna

funkcija epitela [135].

Mikroorganizmi prisutni u crevima proizvode vitamin K, fermentiSu
nedigestabilnu hranu, proizvode kratkolan¢ane masne Kkiseline i neophodne su za
maturaciju imuniteta. Ispitivan je i antimutageni i antikancerogeni efekat
probiotika, iako nije utvrden mehanizam dejstva, postoje posredni dokazi o
pozitivnom delovanje fermentisanih proizvoda kod pacijenata sa kolorektalnim

kancerom [136].

Poslednjih godina su uocCena nova delovanja probiotika, kao Sto je
smanjenje nivoa holesterola u krvi i antihipertenzivno delovanje fermentisanih
proizvoda sa probioticima. Ovakvi efekti su posredni i rezultat su metabolicke
aktivnosti pojedinih BMK. Neke vrste roda Lactobacillus proizvode ekstracelularne
hidrolaze kojima razlaZu Zuc¢ne soli, omogucavajuci prezivljavanje kroz Zeludac i
tanko crevo. Razgradnjom Zucnih soli, one u organizmu domacina smanjuju
resorpciju masti iz digestivnog trakta, pa se povecava uklanjanje masnoca iz krvi.
Predlazu se i drugi mehanizmi obaranja holesterola, ali su potrebna detaljnija

ispitivanja.

U fermentisanim mle¢nim proizvodima BMK mogu da razlazu kazeine
mleka do tzv. kazomorfina koji se vezuju za morfinske receptore i uticu na
motilitet, a za njihovo delovanje se vezuju i pozitivni efekti probiotika na psihicko
stanje pacijenata, mada je potreban veliki broj kontrolisanih studija koje bi
potvrdile psihotropno delovanje. Takode, razgradnjom kazeina kozjeg mleka
nastaju proteini manje molekulske mase koji deluju inhibitorno na angiotenzin

konvertujué¢i enzim (ACE). Ovaj enzim je odgovoran za poviSene nivoe renina u
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krvi i njegova aktivacija dovodi do povecanja krvnog pritiska. Frakcionisani
kazeinski molekuli inhibiraju ACE i dovode do smanjenja krvnog pritiska, pa ovim

posrednim mehanizmom probiotici deluju antihipertenzivno.

Najve¢i broj savremenih istraZivanja blagotvornog delovanja probiotika
vezan je za njihovo modulatorno delovanje na imunski sistem domacina. JoS od
postavljanja higijenske hipoteze, koja ukazuje na neophodnost kontakta sa
antigenima bakterija i parazita, raste interesovanje za ulogu i znacaj ogromne
kolicine mikroorganizama koje nosimo u sebi [137]. Veca stopa alergijskih
oboljenja u razvijenijim zemljama ne moZe se opravdati samo zagadenjem, ve¢ se
smatra da je rezultat smanjenog kontakta sa parazitima, bakterijama i drugim
izvorima antigena sposobnim da provociraju nas imunski sistem i omoguce razvoj
kompletnog imunskog odgovora. Povoljno delovanje probiotika na imunitet se
objaSnjava razvojem tolerancije domacina na prisustvo antigena probiotika.
Nastaje dovoljno sposobnih ¢elija imunskog sistema koje ¢e u buduc¢e moci da brzo
i kompletno eliminiSu izvor infekcije. Probiotici se najviSe ispituju za primenu u
tretmanu inflamatorne bolesti creva (Kronova bolest i ulcerozni kolitis) iako je
patofiziologija ovih obolenja nedovoljno poznata, pa joS uvek nema ni adekvatnog

tretmana.

Efekti koje probiotici izazivaju sloZeni su i jos uvek je u velikoj meri
nepoznat citokinski profil kojim odgovara imunski sitem. Naj¢eS¢e se probiotici
analiziraju kao imunomodulatori koji izazivaju lucenje antiinflamatornih citokina
kakav je IL10. On aktivira regulatorne T limfocite i modeluje odgovor dendriti¢nih
Celija. Pojedini sojevi indukuju proinflamatorne citokine odgovorne za pojacanje
imunskog odgovora, kao Sto je TNFa koji se naziva i modulatornim citokinom, jer u
zavisnosti od koncentracije drugih citokina moZe menjati pravac imunskog
odgovora [128]. Takode, probiotske bakterije mogu da izazovu sintezu i
oslobadanje IL12 koji je odgovoran za razvoj Th 1 imunskog odgovora i sazrevanje
citotoksi¢cnih limfocita koji su normalno uklju¢eni u odbranu od bakterija.
Povecana sposobnost organizma za odbranu u pravcu Th1l odgovora, smanjuje

aktivnost Th2 limfocita odgovornih za razvoj i posredno za simptome alergijske
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reakcije. Veliki broj istrazivanja ukazuje na znacaj ravnoteze izmedu odgovora Th1
i Th2 limfocita za razvoj adekvatnog imunskog odgovora. Pojedine vrste, kao Sto je
Lb. rhamnosus smanjuju proizvodnju proinflamatornih citokina (TNF-a) i
interleukina (IL-12 i IL-6), pa ublaZavaju simptome inflamacije. Probiotici se zbog
svog mehanizma delovanja na imunitet najceS¢e i nazivaju imunomodulatorima

[137, 138].

Veliki broj rodova bakterija i manji broj vrsta kvasaca se danas koristi u
probiotskim preparatima, a naj¢es¢e BMK. Vrste rodova Lactobacillus sp. i
Bifidobacterium spp. su najzastupljenije u komercijalnim preparatima, narocito kao
dodaci ishrani [139], a od kvasaca se dosta koristi Saccharomyces boulardii.
Dosadasnja istraZivanja su uglavnom pokazala da su efekti vezani za pojedinacne
sojeve i da nije moguce rezultate proSirivati na vrstu. Izuzetak su vrste Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus i S. themophilus, kod kojih svi sojevi povecavaju
apsorpciju laktoze kod osoba sa intolerancijom na laktozu [127]. Odabir
mikroorganizma i njegovih Zeljenih karakteristika zavisi od buduce primene, kod
zZivotinja ili kod ljudi. Za humanu primenu zahteve za probiotske mikroorganizme
propisuje Svetska Zdravstvena Organizacija (SZ0). Odnose se na bezbednost,
dokazanu efikasnost, definisanost sastava i odgovaraju¢e obeleZavanje gotovog
proizvoda kako bi se izbegle greske i zloupotrebe. Pregled smernica SZO za odabir i

primenu sojeva mikroorganizama kao probiotika dat je na slici 2.7.
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Identifikacija fenotipa i genotipa potencijalnog probiotika
1. rod, vrsta, soj
2. deponovanje soja u medunarodnoj banci mikroorganizama

.

Ispitivanje bezbednosti
1. in vitro metod i/ili na zivotinjama
2. prva faza ispitivanja na ljudima

Funkcionalna karkaterizacija
1. in vitro testovi
2. studije na Zivotinjama

(zdravi)
Dvostruko slepa, randomizirana, placebo kontrolisana
studija (DSRPKS) druge faze klinickog ispitivanja na PoZeljna jo$ jedna
ljudima ili drugacije dizajnirana studija sa dovoljno — | nezavisna DSRPKS za
velikim uzorkom i jasnim dokazima o efikasnosti soja, potvrdivanije
odnosno preparata

L

Treca faza: Komparabilna studija za
uporedivanje efikasnosti probiotskog
preparata sa dosadasnjom terapijom

za indikovanu primenu

Probiotska
hrana

Propisano obelezavanje na pakovanju:
1. rod, vrsta i soj
2. minimalan broj zivih ¢elija po isteku roka trajanja
3. propisani uslovi ¢uvanja
4. podaci o proizvodacu sa kontakt adresom ili telefonom

Slika 2.7. Smernice SZO za odabir i primenu probiotskih sojeva mikroorganizama

[127]

Probiotski soj mora zadovoljiti tehnoloSke, funkcionalne i terapeuske
kriterijume uz dokazanu neskodljivost i ekonomsku isplativost. Pregled najvaznijih

zahteva za probiotske bakterije dat je u tabeli 2.11.

Da bi se odredeni probiotik o¢uvao u duzem roku trajanja, najceSc¢e se vrsi
liofilizacija. Nedostaci smrzavanja i liofilizacije su znatno veci troskovi transporta i
rukovanja, a Cesto dolazi i do znacajnog smanjenja vijabilnosti u toku procesa

odmrzavanja i kristali unutar celije deluju Stetno [140].
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Tabela 2.11. Zahtevi za komercijalne probiotike [132]

Poznato poreklo, patogenost i infektivnost

Nevirulentnost
1. NeSkodljivost vird

Odsustvo rezistencije na antibiotike

Netoksi¢nost

Geneticka stabilnost

Dobro preZivaljavanje u toku procesa proizvodnje i
cuvanja

2. Tehnolosk jstv
enoloska svojstva Pogodnost za rukovanje

Rezistentnost na bakteriofage

Pogodnost za proizvodnju u industrijskim razmerama

Otpornost na niski pH i enzime za varenje

Tolerancija na Zuc¢ne soli

3. Funkcionalna svojstva — -
Sposobnost adhezije za zidove creva

Sposobnost sinteze egzopolisaharida

Imunomodulatorno delovanje

Antagonisticko  delovanje  prema  patogenima
prisutnim u digestivnomm traktu

4. T ijska efik t
crapyska elikasnos Uticaj na metabolizam holesterola

UblaZavanje intolerancije na laktozu

Antimutageno i antikancerogeno

Zbog poskupljenja troskova prevoza i opSte teZnje ka usStedi energije, uvode
se nove tehnologije, kao Sto je sprej-susenje. Tehnikom sprej susenja bakterije se
izlazu u kra¢em vremenskom periodu povisenoj temperaturi od oko 80°C, a sa
sojem Lb. rhamnosus GG na ovaj nacin je ostvareno preZivljavanje oko 60% [141].
U toku suSenja sprej tehnikom najCeS¢e dolazi do oStecenja cCelijske membrane
usled cega cCelija umire, a nastala oStetenja su direktno proporcionalna
primenjenoj temperaturi. Povoljniji ishodi se dobijaju ukoliko se sprej suSenje
koristi uz primenu odgovaraju¢ih polimera pogodnih za inkapsulaciju. Oko
bakterije se formira tanka, permeabilna membrana koja veStacki Stiti Celiju od
dehidratacije. Lactobacillus sp. lu¢e egzopolisaharide kojima se priorodno Stite od
spoljasnjih uslova, ali je ta membrana diskontinualna. Tehnikom sprej suSenja
postiZze se adekvatan odnos zaStite i potrebnog prenosa mase kroz membranu

[123].
49



2.7.Stocna hrana

Sto€na hrana i njen kvalitet su veoma znacajni za pravilan rast i uzdgoj
stoke Sto se odraZzava znacajno i na kvalitet proizvoda koji se koriste za ishranu
ljudi. Upravo zbog potrebe da se kvalitet stocne hrane ocCuva i odrZi, pored
tradicionalne upotrebe Zitarica, kasnije su uvedeni i posebni oblici sto¢ne hrane
koji imaju pojacane Kkarakteristike ili su prilagodeni za primenu u pojedinim
fazama ili tipovima odgoja Zivotinja. Tako se npr. razlikuje sto¢na hrana za
primenu u pocetnim fazama odgoja Zivine, pre pocetka perioda nosivosti jaja i po
pronosavanju, ali isto tako postoje razliCite formule sto¢ne hrane za Zivinu
pripremanu za produkciju jaja i tov u cilju koriS¢enja mesa. Upravo zbog ovoga
postoji potreba da se uspostave jasne veze o znacaju pojedinih komponenata
stoCne hrane na prinos mleka, jaja, miSi¢nog tkiva ili masnog tkiva i da se u skladu
sa tim izvrSi optimizacija sto¢ne hrane. Istovremeno, u skladu sa fizioloSkim i
anatomskim karakteristikama zZivotinja (preZivari, monogastricne Zivotinje...)

potrebno je kreirati odgovarajuce preparate i formule.

Da bi sastav sto¢ne hrane bio Sto bolje izbalansiran, pocelo se sa
pripremom smeSa koje su se prvobitno sastojale iz dve, ili svega nekoliko,
sirovina, ali se danas na trzistu prema vaze¢em Pravilniku o kvalitetu hrane za
Zivotinje mogu naci hraniva, premiksi i smeSe, a takode se mogu naknadno u hranu
dodavati dodaci [142]. U smislu ovog pravilnika hrana za Zivotinje se definiSe kao
svaka supstanca ili proizvod, preradena, delimicno preradena ili nepreradena, a

namenjena za ishranu Zivotinja koje sluze za proizvodnju hrane.

Premiksi predstavljaju proizvode koji se dobijaju kombinacijom jednog ili
viSe mikroingredijenata (vitamina, minerala i drugih dozvoljenih dodataka) s
nosatem, a koriste se za proizvodnju potpunih i dopunskih smesSa. Nosac ne sme
da bude higroskopan, da sadrZi supstance koje ¢e izazvati hemijsku nestabilnost i

ometati dejstvo mikroingredijenata.

Potpune ili kompletne smeSe su proizvodi koji sadrZze sve potrebne

hranljive sastojke. Njima je potrebno pre upotrebe dodati samo vodu. Pripremaju
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se u fabrikama sto¢ne hrane, koje imaju uredaje koji omogucavaju tacno

odmeravanje komponenata, njihovo usitnjavanje i optimalnu izmeSanost.

Dopunske smeSe su proizvodi koji se sastoje od mineralnih materija,
vitamina i hrane bogate proteinima. Pre upotrebe meSaju se sa osnovnom hranom

(Zitaricama).

Prema nameni potpune i dopunske smesSe su podeljene na:
- smeSe za ishranu svinja;
- smeSe za ishranu goveda;
- smeSe za ishranu Zivine;

- smeSe za ishranu ovaca.

SmesSe, koje se stavljaju u promet, mora da ispunjavaju odgovarajuce

standarde i uslove kvaliteta:

- da im boja odgovara boji upotrebljene hrane, hranljivih dodataka i
aditiva;

- da imaju miris i ukus svojstven mirisu i ukusu upotrebljene hrane,
hranljivih i ostalih dozvoljenih dodataka;

- da ne sadrZe viSe od 1% stranih primesa (pesak, praSina i dr.), dok
predsmese uopste ne smeju da sadrZe strane primese;

- daispunjavaju uslov u pogledu izmeSanosti, homogenosti

Sa aspekta koriS¢enja fermentisane dzibre nakom MKF u ishrani stoke, sto
je jedan od ciljeva ove doktorske disertacije vazno je napomenuti Sta je dozvoljeno
za primenu u sto¢noj ishrani prema vaZe¢im pravnim aktima u Srbiji. Kao hraniva
su dozvoljena [142]:

1) zrnasta hraniva;

2) mlinski proizvodi od Zita;

3) proizvodi industrije skroba;

4) proizvodi industrije alkohola i vrenja;

5) proizvodi industrije Secera i sporedni proizvodi industrije Secera i proizvodnje

askorbinske kiseline;
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6) proizvodi industrije ulja;

7) suSeni biljni proizvodi;

8) ostali biljni proizvodi;

9) hraniva Zivotinjskog porekla;

10) hraniva sa dodatkom neproteinskih azotnih jedinjenja;

11) mineralna hraniva.

Dzibra zaostala nakon proizvodnje bioetanola je u svetu Siroko u upotrebi
kao sto¢na hrana ili u te¢noj formi (WDG- wet distillers grains) ili osuSena (DDG-
dried distillers grain i DDGS- dried distillers grains with solubles) [143-146], ali je
u vazeCem Pravilniku o kvalitetu hrane za Zivotinje Republike Srbije definisana
izdvojeno samo melasna dZibra (vinasa) kao podvrsta proizvoda industrije

alkohola i vrenja namenjena za ishranu Zivotinja [142].

Ukoliko se pogledaju kriterijumi za kvalitet stone hrane u literaturi, kao
najvazniji se izdvajaju i u domac¢im i u stranim izvorima sadrzaj proteina, masti i
vlakana, $to u najviSem stepenu odreduje energetsku vrednost hrane i svarljivost

takode [142, 147, 148].

Stofna hrana u prvom redu predstavlja izvor energije za rast i razvoj
zivotinja. Ukoliko se osnovnim energetskim komponentana stoCne hrane ne
obezbedi dovoljno energije (a to su ugljeni hridrati i masti), deo proteina ce se
troSiti na energetske potrebe, Sto je osnovna odlika loSe izbalansirane sto¢ne hrane
[149]. Takode ovakva ishrana je skupa i neproduktivna. Izvori ugljenih hidrata u
sto¢noj hrani za monogastriCne Zzivotinje mogu se podeliti na proste Secere
(glukoza, fruktoza, galaktoza...), disaharide (saharoza, maltoza...) i polisaharide
(celuloza, hemiceluloza, skrob itd.). Kod preZivara je zbog sposobnosti da
delimi¢no razgraduju lignocelulozne sirovine izvrSena drugacija podela ugljenih
hidrata na: nevlaknaste, odnosno bezazotni ekstrakt (NFE-nitrogen free extract) i
vlaknaste ugljene hidrate, odnosno sirova vlakna (CWC - cell wall carbohydrates ili
CF- crude fibres) [149]. Vrednost nevlaknastih ugljenih hidrata odreduje ukupni
unos odredene stoCne hrane, dok sadrZaj sirovih vlakana uti¢e znacajno na

digestibilnost.

52



U nevlaknaste ugljene hidrate se ubrajaju monosaharidi, disaharidi i skrob,
dok vlaknasti ugljeni hidrati obuhvataju manje rastvorna jedinjenja poput celuloze,
hemiceluloze, pektina i lignina, iako lignin nija ugljenohidratna komponenta, ali
posto uvek prati prethodno nabrojane slabo rastvorne i svarljive Secere ukljucuje
se u ovu grupu vlaknastih ugljenih hidrata. Ne postoji nacin da se sadrZaj
nevlaknastih ugljenih hidrata eksperimentalno odredi ve¢ se oni izraCunavaju
prema odgovaraju¢im formulama [147]. Nevlaknasti ugljeni hidrati predstavljaju

najvazniji izvor energije narocito kod tovne stoke predvidene za klanje.

Vlaknasti ugljeni hidrati odnosno sirova vlakna nisu znacajnan izvor
energije u ishrani stoke ali bitno uti¢u na svarljivost hrane i njihov udeo u ishrani
takode mora biti izbalansiran. Sirova vlakna predstavljaju nerastvornu,
nemineralnu frakciju sto¢ne hrana koja nije rastvorna ni u slabim kiselinama ni u
slabim bazama. Danas je najSire prihvacena Van Soest-ova (1970) metoda za
analizu sirovih vlakana koja u toku pripreme wuzorka simulira uslove
gastrointestinalnog trakta, a potom se uz upotrebu kiselih i neutralnih
deterdZenata odreduju posebne frakcije i tipovi vlakana prisutnih u uzorku, uz
naknadno uvedene modifikacije [150,151]. Nakon izlaganja slaboj kiselini (1,25%
sumporna kiselina, 30 min) i slaboj bazi (1,25% natrijum hidroksid, 30 min) iz
uzorka se rastvaraju proteini, skrob, rastvorni ugljeni hidrati, a zaostaje
nerastvorna celuloza, lignin, drugi sloZeni Seceri i minerali [149]. Dalje se u
nerastvornom zaostatku odreduju razliite frakcije: deterdZent neutralna vlakna
(NDF-neutral detergent fibers), zaostatak nakon kuvanja u neutralnom
deterdZentu), deterdzent kisela vlakna (ADF-acid detergent fibres), zaostatak
nakon kuvanja u kiselom deterdZentu) i deterdZent kiseli lignin (ADL- acid
detergent lignin), zaostatak lignina nakon kuvanja u kiselom deterdZentu)
[150,151]. Svi ovi parametri se koriste dalje u analizi kvaliteta sto¢ne hrane i
izraCunavanju specificnih parametara. Tako se na osnovu vrednosti deterdzent

neutralnih vlakana (NDF) odreduje i limitira unos u ishrani preZzivara.

Masti predstavljaju energetsku rezervu organizma i u sto¢noj hrani u masti

spadaju masnoce, ali i druga u mastima i organskim rastvaracima rastvorljiva
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jedinjenja kao Sto su voskovi, masne Kkiseline, lecitin, vitamini itd. [149]. Upravo
zbog ovog je veoma vaZna zastupljenost masti u dijeti, jer su u mastima rastvoreni
liposolubilni vitamin A, D, E i K koji su veoma znacajni za pravilan razvoj stoke,
pored evidentne energijske vrednosti masnoca (2,25 veci energetski sadrzaj u
odnosu na ugljene hidrate). Ukupno masti bi trebale da budu zastupljene u opsegu
od 3-5% ukupnog unosa suve materije hraniva [149], iako sadrzaj varira u

razli¢itim tipovima stoc¢ne hrane.

Zbog gradivne uloge proteini se smatraju osnovom dijete Zivotinja.
Aminokiseline su neophodne u sintezi hormona i enzima i zato je sadrZaj proteina
u ishrani Zivotinja veoma znacajan. Asimilacija proteina se razlikuje kod
monogastri¢nih Zivotinja i preZivara. U buragu se pod dejstvom mikroorganizama
znacajan deo proteina razlaZze na aminokiseline i peptide koji delimicno prelaze u
pocCetne delove creva gde se resorbuju ili se pod uticajem mikroflore vrsi
deaminacija do amonijaka [149]. Znacaj flore digestivnog trakta Zivotinja je veliki
jer omogucavaju razgradnju proteina i iskoriS¢enje azota sa jedne strane, ali i
proizvodnju vitamina K i esencijalnih aminokiselina proizvedenih od strane
mikrobne flore. 80-90% ukupno unetih proteina (ukljucujuci i aminokiseline i
peptide koje sintetiSe crevna mikroflora) se apsorbuje, iako na svarljivost i
apsorpciju moZe da utice negativno agresivna prerada stoCne hrane (previsoke

temperature itd.) [149, 152].

2.7.1. Fermentisana sto¢na hrana

Primena fermentacije i to upravo mlecno-kiselinske fermentacije u cilju
povecanja kvaliteta i trajnosti stocne hrane je ispitivana joS tokom devedesetih
godina proSlog veka. Jensen i Mikkelsen (1998) su primetili da se unosom
fermentisane stone hrane smanjuje broj enteropatogenih vrsta u
gastrointestinalnom traktu Zivotinja uz porast prinosa Zivotinja [153]. Takode, u
toku fermentacije zbog smanjenja pH vrednosti u medijumu oteZana je
kontaminacija ¢ime se produzava trajanje hrane. Koncept konzervisanja

fermentacijom je star nekoliko hiljada godina, ali je na polju primene u ishrani
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stoke intenzivnije istrazivan u toku poslednjih desetak godina [154]. Fermentisana
teCna stoCna hrana pronalazi sve znacajnije mesto na trZiStu iz viSe razloga.
Uvodenje regulativa koje zabranjuju primenu antibiotika u ishrani stoke i varijacije
u ceni sto¢ne hrane stimulativno deluju na iznalaZenje novih izvora nutrijenata
prihvatljive cene i kvaliteta za ishranu zZivotinja. Sa druge strane intenzivna
proizvodnja biogoriva, u prvom redu bioetanola na skrobnim i drugim sirovinama,
rezultuje znacajnom koli¢inom dZibre kao jeftinog otpadnog proizvoda pogodnog
za primenu u ishrani Zivotinja bez ikakvog tretmana [146]. Ipak zbog znacajnog
sadrzaja vlage i velike kolicine organskih komponenata, dzibra je podloZna
kontaminaciji. SuSenje dZibre je energetski skup proces koji se u Evropi ne
primenjuje, tako da bi delimi¢no konzerviranje dzibre uz obogacivanje BMK i
eventualno poboljSanje kvaliteta usled MKF bilo nova strategija koja bi doprinela
odrzivosti i efikasnosti Citavog procesa proizvodnje etanola. Takode, iskoris¢enje
otpadnog supstrata za proizvodnju vredne stocne hrane je veoma povoljno i sa

ekoloskog i sa ekonomskog aspekta.

Postupak pripreme te¢ne fermentisane sto¢ne hrane veoma znacajno utice
na brojne aspekte mikrobioloskog i nutritivnog kvaliteta fermentisanog medijuma.
NajceS¢e se fermentisana teCna stoCna hrana priprema meSanjem sirovine sa
odredenom koli¢inom vode, ¢ime se fermentacija izaziva spontano prisutnom
mikroflorom. U pocetnim satima fermentacije dok koncentracija mle¢ne kiseline ne
dostigne viSe vrednosti usled slabijeg poCetnog razmnoZavanja BMK i kvasaca,
Enterobacteriacea sp. brze rastu [154]. Nakon pribliZzno 8h spontane fermentacije u
uslovima prisustva oko 50% cvrstog dela i pri temperaturi od oko 20°C, postiZe se
dominacija BMK i znacajna proizvodnja mlecne kiseline Sto rezultuje smanjenjem
pH vrednosti medijuma ispod 4,5 i inhibicijom rasta Enterobacteriacea sp. [155].
Takode je uoceno da je pri viSim temperaturama fermentacije podstaknut rast
Lactobacillus sp. u odnosu na Enterobacteriacea sp. pa na temperaturi od 35°C broj
Enterobacteriacea sp. ne prelazi vrednost od 10# CFU ml-1[154]. Fermentacija utice
povoljno i na sadrzaj lako fermentativnih Secera i blago smanjuje sadrZaj proteina

iako ne statisticki znacajno [156]. Takode, sve veci broj studija ukazuje na
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smanjenu pojavu Salmonella sp. u fecesu svinja hranjenih fermentisanim te¢nim

hranivom [157-159].

U postupku ispitivanom u ovoj disertaciji ne moZe se ocekivati prisustvo
meSane kulture BMK i kvasaca, kao ni prisustvo patogena, budu¢i da se dzibra
steriliSe pre MKF, pa je ocekivano da se u mikrobioloSkim svojstvima fermentisani
medijum znacajno razlikuje u odnosu na fermentisana tecna hraniva. Ipak, kroz
procese optimizacije MKF ocekivano je da se ostvari intenzivan rast BMK, pa
samim tim i maksimalno iskoriS¢enje izvora azota i ugljenika u medijumu, Sto bi
trebalo da uti¢e na nutritivna svojstva dZibre kao fermentisanog hraniva za sto¢nu
ishranu. Takode, zbog mlecno-kiselinske fermentacije ocekivane su niske pH
vrednosti u medijumu, ¢ime se fermentisani medijum moZe dodatno zastititi od

naknadne kontaminacije po zavrSetku procesa proizvodnje mle¢ne kiseline.

U fermentisanoj dZibri zaostaloj nakon MKF ocekuje se znacajan broj BMK
koje imaju probioticki potencijaLb. Koncept primene probiotika u stocnoj ishrani je
znacajno noviji u odnosu na primenu u ishrani ljudi. Ipak, osnovni principi su isti i
zasnivaju se na neophodnosti da unesena biomasa bude Ziva i ima sposobnost da
ispolji pozitivno dejstvo na zdravlje Zivotinja primarno u gastrointestinalnom
traktu [160]. Prema vaZeéim regulativama u Evropskoj Uniji, pripadnici viSe
rodova se ubrajaju u probiotike i odobreni su za primenu u sto¢noj hrani [161].
Uglavhom se koriste gram pozitivne bakterije Bacillus (B. cereus var. toyoi, B.
licheniformis, B. subtilis), Enterococcus (E. faecium), Lactobacillus (Lb. acidophilus,
Lb. casei, Lb. farciminis, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus), Pediococcus (P. acidilactici),
Streptococcus (S. infantarius), ali i kvasci kao Sto je Saccharomyces cerevisiae vrste
[161]. Trenutno je na snazi Pravilnik o dodacima stoc¢noj hrani (EC) No.
1831/2003 koji se dopunjuje svakog meseca, i ukljucuje sve preparate odobrene za

upotrebu u sto¢noj ishrani na teritoriji Evropske Unije [162].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

Mikroorganizmi:

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B 4564 (Kolekcija: Laboratorija za
mikrobiologiju TehnoloSko-metalurSkog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)
Lactobacillus casei ssp. casei NRRL B 441 (Kolekcija: Laboratorija za
mikrobiologiju Tehnolosko-metalurSkog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)
Lactobacillus pentosus NRRL 227 (Kolekcija: Laboratorija za mikrobiologiju
TehnoloSko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)

Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (Kolekcija: Laboratorija za mikrobiologiju
TehnoloSko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)

Salmonella enteritidis ATCC 13076 (Kolekcija: Laboratorija za mikrobiologiju
TehnoloSko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Kolekcija: Laboratorija za mikrobiologiju
TehnoloSko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)

Shiegella sonnei (Kolekcija: Laboratorija za mikrobiologiju Tehnolosko-
metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)

Listeria innocua (Kolekcija: Laboratorija za mikrobiologiju TehnoloSko-

metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu)
Materijali:

Anaerocult ® C bags, Merck® KGaA, Nemacka

Parafilm® M, BRAND GmBH & Co KG, Nemacka

Pesak, ispran i iZaren

Zeolitna molekulska sita (13X, beads, 8-12 mesh, Sigma-Aldrich®, Nemacka)
Antibiogram test tablet (Torlak, Srbija):

Tetraciklin, Ampicilin, Streptomicin, Kanamicin, Hloramfenikol, Penicilin,

Eritromicin, Gentamicin, Vankomicin, Nalidiksi¢na kiselina
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Pepton-4, Torlak, Beograd, Srbija

Mesni ekstrakt, Torlak, Beograd, Srbija

Ekstrakt kvasca, Torlak, Beograd, Srbija

De Man, Rogosa, Sharpe (MRS) bujon, Torlak, Beograd, Srbija
Goveda Zuc, Torlak, Beograd, Srbija

Hranljivi bujon, Torlak, Beograd, Srbija

Polisorbat 80, Tween 80®, DIFCO®, BD, SAD

Agar, Torlak, Beograd, Srbija

Supstance p.a. cistoce:

3, 5 - dinitrosalicilna kiselina (C7H4N207), Acros Organics, New Jersey, SAD
Natrijum-sulfit (Na2S03), Zorka, Sabac, Srbija

Natrijum hlorid (NaCl), Centrohem, Beograd, Srbija

Natrijum-hidroksid (NaOH), Centrohem, Beograd, Srbija
Kalijum-natrijum tartarat (KNaCsH4+06x4H70), Centrohem, Beograd, Srbija
Kalijum heksacijanoferat (II) (K4+[Fe(CN)s]x3H20), Merck, Darmstadt, Nemacka
Cink sulfat (ZnS04x7H20), Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska
Magnezijum sulfat (MgS04x7H20), Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija
Hlorovodonic¢na kiselina (HCl), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

Glukoza (CeH1206), Centrohem, Beograd, Srbija

Dekstroza (C¢H1206), Torlak, Beograd, Srbija

Laktoza (C12H22011), Torlak, Beograd, Srbija

Maltoza (C12H22011), Torlak, Beograd, Srbija

Galaktoza (CsH1206), Torlak, Beograd, Srbija

Fruktoza (CsH120s), Torlak, Beograd, Srbija

Saharoza (C12H22011), Torlak, Beograd, Srbija

Triamonijum citrate (C¢H17N307), Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Kalijum hidrogenfosfat (K2HPO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Natrijum acetat (CH3COONax3H20), EuroHemija, Beograd, Srbija

Mangan sulfat (MnS04), Hemos, Beograd, Srbija

58



Diamonijum hidrogen citrate (HOC(CO2H)(CH2C0O2NH4)2), Lach-Ner, Neratovice,
Republika Ceska

Ninhidrin (Co He O4xH20), Alfa Aesar GmbH&CoKG, Karlsruhe, Nemacka
Glicin (NH2CH2COOH), Biochemica, Sigma-Aldrich Chemi GmBH, China
Kalijum jodat (KIO3) Sigma-Aldrich, Gilligham, UK

Sumporna kiselina (H2S04), 96%, Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska
Fenolftalein, Merck-Alkaloid, Skopje, Makedonija

Kalijum sulfat (K2S04), Kemika, Zagreb, Hrvatska

Bakar sulfat (CuSO4-5H0), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

Selen (Se), The British Drug-Houses Ltd., Pool, Engleska

Metiloranz, Hemos, Beograd, Srbija

Metilplavo, Hemos, Beograd, Srbija

Dietiletar (C4H100), Merck, Darmstadt, Nemacka

Etanol (C2HsOH), Reahem, Novi Sad, Srbija

Srebro nitrat (AgNO3), Centrohem, Beograd, Srbija

Magnezijum-hlorid (MgClz), Acros Organics, New Jersey, SAD
Natrijumdodecil sulfat (NaC12H25504), Centrohem, Beograd, Srbija
Dinatrijum etilendiamintetraacetat (EDTA), Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijum tetraborat (NazB407x10H20), Lach-Ner, Neratovice, Republika Ce$ka
Dinatrijumhidrogen fosfat (NazHPO4x12 H20), Centrohem, Beograd, Srbija
Metil celosol (C3HgO2), Centrohem, Beograd, Srbija

Dekalin (C10H1s), Centrohem, Beograd, Srbija

Aceton ((CH3)2C0), Lachema, Ceska republika

Natrijum sulfat (NazS04), Zorka, Sabac, Srbija

Cetil trimetilamonijum bromid (Ci¢H33)N(CH3)3Br), Centrohem, Beograd, Srbija
Enzimski preparati:

Pepsin, Merck® 2000 FIP ug-1 Art 7190
Celulaza Onozuka R10 iz Trichoderma viridae, Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka

Pronaza E, kristali, Calbiochem-Behring Corp., La Jolla, SAD
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Enzimski kit za odredivanje sadrzaja stereoizomera mlecne kiseline L-/ D-Lactic

acid assay, Megazyme®, Wicklow, Irska
Uredaji:

Atomski apsorpcioni spektrometar (Perkin Elmer® AAnalyst 200, Waltham, SAD)
UV-VIS spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro, Biochrom Ltd., Cambridge, Engleska)
Mikroskop (Axio Imager A1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka)

Skeniraju¢i elektronski mikroskop (Mira3 XMU Field Emission Scanning Electron
Microscope, TESCAN, SAD)

Centrifuga (Sigma® model 2-16, Shropshire, Engleska)

Vorteks (REAX 7000, Heidolph, Schwabach, Nemacka)

Autoklav (Sutjeska, Beograd)

Elektri¢ni reSo Bauer GH-525 (JTD Ltd., Severna Koreja)

Termostat za rast mikroorganizama (Memmert, Nemacka)

Orbitalna tresilica (KS 4000i control, IKA®, Werke GmbH & Co. KG, Nemacka)
Aparat za odredivanje sadrzaja vlakana (Fibertec system Hot Extractor 2010, Foss
Tecator, Svedska)

Vakuum susnica (Binder VD 23, Binder GmBH, Nemacka)

pH metar (inoLab pH 720, Nemacka)

Tehnicka vaga (Chyo Balance Corp., MP-3000)

Analiti¢ka vaga (Mettler AJ100, Svajcarska)

Laboratorijska susSnica (Sutjeska (60-200°C), Fabrika medicinskih uredaja,
Beograd)

Elektri¢na pec za Zarenje (Instrumentaria (50-1200 °C), Hrvatska)

Ultrazvucno kupatilo, tip USK 28, radna frekvencija 40 kHz (EI, Nis, NiS)

Vodeno kupatilo sa meSanjem, model WB/0OB 7-45 (Memmert, Nemacka)

Magnetna mesalica (ARE Heating Magnetic Stirrer, Velp Scientifica srl, Italija)
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema destilerijske dZibre

Za fermentacionu proizvodnju mle¢ne Kkiseline je koriS¢ena destilerijska
dZibra nastala u proizvodnji bioetanola na otpadnom hlebu u fabrici Reahem
(Srbobran, Srbija). DZibra kori$¢ena u ispitivanjima je sporedni proizvod alkoholne

fermentacije.

Odmah po preuzimanju iz fabrike, dzZibra je podeljena u plasticne
kontejnere zapremine do 2 I, odmah smrznuta i ¢uvana na -20°C. Kao supstrat za
mlecno-kiselinsku fermentaciju je ispitivana ukupna dZibra i njena tec¢na frakcija

dZibre.

Tecna frakcija dzibre je dobijena nakon centrifugiranja destilerijske dzibre
na 4500 obrt/min u trajanju od 20 minuta (Sigma® model 2-16, Shropshire,
Engleska). Tec¢na frakcija je koris¢ena u daljoj proceduri pripreme fermentacionog

medija ili za hemijsku karakterizaciju.

Da bi se ispitala pogodnost sastava dZibre za rast BMK odredeni su sadrzaj
redukujucih Secera [163], sadrZaj ukupnih proteina, sadrzaj masti, sadrzaj pepela i

sadrZaj suve materije [164].

3.2.2. Odredivanje sadrzaja redukujucih Secera u dzibri i fermentacionom

medijumu [163]

Spektrofotometrijska metoda sa 3,5-dinitrosalicilnom kiselinom je
koriS¢ena za odredivanje sadrzaja redukujucih Secera u dzibri i u fermentacionom

medijumu u cilju pracenja koncentracije redukujucih Secera izraZenih na glukozu.

U toku reakcije slobodna karbonilna grupa redukujucih secera se oksiduje
do karboksilne, dok se 3, 5 - dinitrosalicilna kiselina redukuje do 3-amino-5-

nitrosalicilne kiseline u baznoj sredini uz zagrevanje. Absorbancija rastvora se
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meri na talasnoj duzini od 505 nm. Na slici 3.1. je prikazana reakcija oksidacije

redukujucih Secera sa 3, 5 - dinitrosalicilnom kiselinom.

Q O.__OH
ON OH + g + oksidovani
redukujuci > OH
v oblik Secera
OH Seceri
O,N NH,

NO,

3, 5 - dinitrosalicilna 5-amino-3-

kiselina (narandzZaste
boje) (crveno-braon boje)

nitrosalicilna kiselina

Slika 3.1. Reakcija 3, 5 - dinitrosalicilne kiseline sa redukuju¢im Sec¢erima

Reagensi:

1% rastvor 3,5-dinitrosalicilne kiseline (DNS):
10 g dinitrosalicilne kiseline

0,5 g natrijum-sulfita Na2S03

10 g natrijum-hidroksida NaOH

dodati vodu do 1 L.

40% rastvor kalijum-natrijum tartarata

Postupak

1 ml filtrata dZibre ili fermentacionog medijuma se pipetom prenese u normalni
sud od 100 ili 250 ml u zavisnosti od ocekivane koncentracije Secera, koji se zatim
postepeno dopuni destilovanom vodom. Iz normalnog suda se prenese 3 ml
razblaZzenog rastvora Seera u epruvetu, a zatim se doda 3 ml rastvora DNS.
Istovetno se pripremi slepa proba u kojoj se koristi 3 ml destilovane vode umesto
ispitivanog razblaZenog filtrata. Epruvete se zatvore i zagrevaju u vodenom
kupatilu na 90 °C u trajanju od 5-15 minuta do nastanka crveno-braon obojenja.
Slepa proba zadrzava Zutu boju. Zatim se u topao rastvor dodaje 1 ml rastvora
kalijum-natrijum-tartarata i promesa. SadrZaj u epruvetama se ohladi do sobne

temperature i zatim se meri absorbanca na spektrofotometru na 505 nm.
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Koncentracija redukujucih Secera, izraZenih kao glukoza, se odreduje iz standardne
krive. Za dobijanje standardne krive merena je absorbanca rastvora glukoze
poznatih koncentracija na 505 nm. Na slici 3.2. je prikazana standardna kriva

zavisnosti koncentracije glukoze od absorbance na 505 nm.

045 —
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0.35—-
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0.20—-

0.15+

Koncentracija glukoze (g/1)

0.10 4

0.05+ ]
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Absorbanca (A=505nm)

Slika 3.2. Standardna kriva =zavisnosti koncentracije rastvora SeCera od
apsorbancije, merene na talasnoj duZini od 505nm u reakciji sa 3,5 -

dinitrosalicilnom kiselinom.
Dobijena standardna kriva ima jednacinu:

cu (g L1)=(0,2583x A+ 0,0476 ) xR, uzr?=0,99628

gde je:

Ccglu — koncentracija Secera, izrazZeno na glukozu, u ispitivanom rastvoru
A - apsorbanca ispitivanog rastvora na talasnoj duZini od 505 nm

r2 - kvadrat koeficijenta korelacije

R - razblaZenje
3.2.3. Odredivanje sadrzaja mlecne-Kkiseline enzimskim testom [165]

Koncentracija proizvedene mlecne kiseline je odredivana pomocu

enzimskog kita (Megazyme®, Wicklow, Ireland). Metoda se sastoji u prevodenju L
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(+) ili D (-) mle¢ne kiseline, u zavisnosti od toga koji oblik mlecne Kkiseline
proizvodi mikroorganizam, u piruvat njenom oksidacijom pomocu L-laktat
dehidrogenaze (L-LDH), odnosno D-laktat dehidrogenaze (D-LDH) u prisustvu
nikotinamid-adenin dinukleotida (NAD*).

L (+) mlec¢na kiselina + NAD+ —» piruvat + NADH + H*

Zbog blago pomerene ravnoteZe reakcije u korist piruvata i NADH, da bi se
sprecila povratna reakcija potrebno je odmah piruvat vezati u narednoj reakciji i
omoguciti spektrofotmetrijsko merenje koncentracije NADH koja odgovara
koncentraciji mlecne kiseline. Stoga, u sledecoj reakciji dolazi do konverzije
piruvata do D-alanina i 2-oksiglutarata pomocu enzima D-glutamat-piruvat

transaminaze (D-GPT) u prisustuvu D-glutamata u visku.
piruvat + D-glutamat — D-alanin + 2-oksiglutarat

Dobijena kolicina NADH u prvoj reakciji odgovara koli¢ini L (+), odnosno D (-)
mlecne Kkiseline, pa se spektrofotometrijski meri koncentracija NADH, odnosno

apsorbanca rastvora na talasnoj duzini od 340 nm.

Reagensi za deproteinizaciju uzorka prilikom pripreme:
Carrez I rastvor:
3,6 g K4[Fe(CN)s]
100ml d. H20
Carrez Il rastvor:
7,2g ZnS04x 7H20
100ml d. H20
0,1M NaOH

Postupak deproteinizacije

Uzorke za odredivanje mlecne Kkiseline je potrebno prethodno
deproteinizovati. Za deproteinizaciju se koriste rastvori Carrez I, Carrez I i 0,1M
NaOH. Postupak deproteinizacije se sastoji u prebacivanju odgovaracuje

zapremine uzorka (prema Tabeli 3.1.) u sud od 100 ml koji sadrzi priblizno 60 ml
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destilovane vode (d.H20), a nakon toga se pazljivo doda 5 ml rastvora Carrez I, 5 ml
rastvora Carrez I1i 10 ml 0,1 M NaOH. Po dodavanju svakog od reagenasa dobijeni
rastvor se dobro promesa i normalni sud se dopuni do crte destilovanom vodom.
Nakon taloZenja proteina, uzorak se filtrira, a filtrat se koristi za odredivanje

koncentracije mlecne kiseline.

Tabela 3.1. Tabela za razblaZivanje uzorka prema ocekivanoj koncentraciji mle¢ne
kiseline

Ocekivana koncentracija . Faktor
" - RazblaZenje ..
mlecne kiseline u uzorku (g/L) razblaZenja (F)
<0,30 bez razblazZivanja 1
0,30-3,00 1 ml uzorka +9 ml d.H20 10
3,00-30,00 1 ml uzorka +99 ml d.H-0 100
> 30,00 1 ml uzorka +999 ml d.H;0 1000

Reagensi za odredivanje mlecne kiseline:

Rastvor 1 (pripremljen od strane proizvodaca):
Glicil-glicin pufer (25 ml, 0,5M, pH 10)
D-glutamat (0,5M)

Natrijum azid (0,02% (w/v))

Rastvor 2 (priprema se neposredno pre upotrebe):
380 mg NAD+*
5,5ml d. H20
Cuva se na -20°C, a u toku odredivanja mlecne Kiseline se cuva na hladnom

Suspenzija 3 (pripremljen od strane proizvodaca):
D-Glutamat-piruvat transaminaza (1300 U ml-1)

Suspenzija 4 (pripremljen od strane proizvodaca):
L-laktat dehidrogenaza (2000 U ml-1)

Suspenzija 5 (pripremljen od strane proizvodaca):

D-laktat dehidrogenaza (2000 U ml1)

65



Postupak odredivanja mlecne kiseline

Postupak za  odredivanje  koncentracije @ mlectne kiseline u
deproteinizovanim uzorcima se izvodi u kivetama (minimum 3 ml zapremine) tako
da je put svetlosti kroz rastvor 1 cm. Reakcija se izvodi na temperature od oko
25°C i merenje je vrSeno na spektrofotometru na talasnoj duzini 340 nm. Sva
merenja apsorbance rastvora uzorka i slepe probe se vrse u odnosu na destilovanu
vodu. Plan dodavanja reagenasa u prethodno deproteinizovai uzorak i slepu probu

prikazan je u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Plan dodavanja reagenasa prilikom odredivanja koncentracije mle¢ne
kiseline enzimskom metodom

Redosled dodavanja Slepa proba Uzorak
Destilovana voda (~25°C) 1,60 ml 1,50 ml
Uzorak - 0,10 ml
Rastvor 1 0,50 ml 0,50 ml
Rastvor 2 0,10 ml 0,10 ml
Suspenzija 3 0,02 ml 0,02 ml

PromesSati sadrzaj kivete tako Sto se kiveta zatvori parafilmom i par puta
okrene, ocitati apsorbancu (A1) nakon priblizno 3 min i nakon toga nastaviti sa
dodavanjem reagenasa:

Suspenzija 4 ili 5* 0,02 ml 0,02 ml
PromesSati sadrZaj kivete tako Sto se kiveta zatvori parafilmom i par puta
okrene. Po zavrSetku reakcije (pribliZzno 10 min) ocitati apsorbancu (Az).
Ukoliko se reakcija nije zavrSila nakon 10 min, treba nastaviti ocitavanje u
intervalima od 2 min, dok porast u apsorbanci ne bude konstrantan tokom 2

min.

*U zavisnosti od toga da li se ispituje prisustvo L- ili D- mle¢ne kiseline.

Neophodno je prvo izaCunati razliku apsorbanci Az - A1 za slepu probu (A2 -
A1)s i za uzorke (Az - A1)u. Potom se od razlike apsorbanci za uzorak (Az - A1)u
oduzima razlika apsorbanci za slepu probu (Az - Ai)s ¢ime se dobija razlika
apsorbanci A Amk. Koncentracija mle¢ne kiseline u rastvoru se ratuna prema

sledec¢oj formuli:

VXM
= X
Cmk = Toany ABmi X F,

gde je:
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Cmk — koncentracija mle¢ne kiseline u uzorku (g L-1)

V - konacna zapremina uzorka u kiveti po dodavanju reagenasa (ml)
M - molarna masa mlecne kiseline (90,1 g mol1)

€ - ekstinkcioni koeficijent NADH na 340 nm (6300 L mol-! cm1)

d - duZina svetlosnog puta (cm)

v - Zapremina uzorka (ml)

AAmk - razlika apsorbanci [(Az2- A1)u - (Az- A1)s]

F - faktor razblaZenja

3.2.4. Odredivanje sadrZaja metala

Za odredivanje sadrzaja razli¢itih metala u dzibri koriS¢ena je atomska
apsorpciona spektrometrija (AAS). Nakon -centrifugiranja uzoraka na 4500
obrt/min u trajanju od 20 minuta, izvrSena je filtracija.

[spitivan je sadrzaj Ca, Co, Mg, Cr, Mn, Zn, Na i Fe plamenom atomskom
apsorpcionom spektrometrijom (Perkin Elmer® AAnalyst 200, Waltham, SAD).

Detekcioni nivoi za svaki od odredenih metala su dati u Tabli 3.3.

Tabela 3.3. Detekcioni nivoi za ispitivane metale

. Detekcioni nivo . Detekcioni nivo
Ispitivani metal [spitivani metal
(ppm) (ppm)
Ca 0,062 Zn 0,006
Co 0,053 Mg 0,004
Cr 0,078 Na 0,007
Mn 0,016 Fe 0,06

3.2.5. Odredivanje sadrZaja ukupnih proteina [111]

SadrZaj proteina (Sproteina) U dZibri je odredivan metodom po Kjeldalu,
semikvantitativnim postupakom. Odredivanje sadrzaja proteina metod po Kjeldal-
u zasniva se na odredivanju sadrzaja azota i naknadnom prerac¢unavanju pomocu

odgovarajuceg koeficijenta na ukupne proteine.
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Destilerijska dzibra i njena tecna frakcija su tretirane koncentrovanom
sumpornom kiselinom uz zagrevanje, ¢ime se organska jedinjenja prisutna u dzibri
oksiduju, a azot koji se pritom oslobada u obliku amonijaka sa sumpornom
kiselinom gradi amonijum-sulfat. Dejstvom baze na stvoreni amonijum-sulfat,
oslobodeni amonijak se predestiliSe u kiselinu poznatog molaliteta. Na osnovu
utroSene zapremnine baze pri retitraciji neizreagovane kiseline poznatog

molaliteta, odreduje se koli¢ina amonijaka, odnoso kolil¢ina azota u dZibri.
Organsko jedinjenje + H2SO4 —» CO2 + H20 + (NH4)2S04 + SO>

MnoZenjem sadrzaja azota sa faktorom 6,25 dobija se ukupni sadrzaj

proteina u dZibri.
Reagensi:

Sumporna kiselina (H2S04), conc.
Natrijum hidroksid (NaOH), 33% rastvor
Fenolftalein, 1%-ni rastvor u etanolu
Sumporna kiselina (H2S04), 0,05M
Natrijum hidroksid (NaOH), 0,1M
Katalizator ,b“, sprasena smesa:

62,5g K2504,

1g CuS04-5H20

1gSe
Tashiro indikator, smesa:

100 ml 0,1%-tnog vodenog rastvora metiloranza

4 ml 1%-tnog vodenog rastvora metilplavog

Postupak

Postupak odredivanja ukupnih proteina po Kjeldahl-u se sastoji od 3 faze:
spaljivanje, destilacija i titracija. Odmerena masa ispitivane dZibre (m) je preneta u

Kjeldahl-ovu tikvicu za spaljivanje.
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Spaljivanje. Za brZe i potpunije spaljivanje uzorka u Kjeldahl-ovu tikvicu je
dodat katalizator ,b“ i paZljivo niz zid 10-20ml conc. H2SO4. Nakon intenzivnog i
opreznog mesanja tikvica se postavi na azbestnu mreZicu pod uglom od 45° i
zapocinje se postepeno zagrevanje. Na pocetku se sadrzaj u tikvici greje na
slabijem plamenu dok ne poc¢nu da se izdvajaju bele pare. Kod namirnica koje
intenzivno pene u toku zagrevanja zbog velike koli¢ine Seera moze se dodati 5-
10mg stearinske kiseline. Nakon toga se grejanje intenzivira do kljucanja uz stalno
kretanje plamena. Zagrevanje se nastavlja, uz povremeno meSanje i spiranje
zaostalih Cestica po zidovima tikvice dok sadrZina ne postane prozracna ili svetlo

plavicasta, bez zaostalih ¢estica, nakon ¢ega se greje joS 15 min.

Destilacija (semimikro postupak). Nakon sagorevanja, sadrzaj u tikvici se

razblazi pazZljivo sa 20ml destilovane vode i posle hladenja se kvantitativno
prenese u normalni sud od 100 ml, uz viSestruko ispiranje Kjeldahl-ove tikvice u
kojoj je vrSeno spaljivanje i dopuni se do crte. Uzima se 10-50 ml ovog rastvora i
prenese se u balon destilacionog aparata po Parnas-Wagner-u (Slika 3.3.). U
erlenmajer (prijemnik) ispod hladnjaka sipa se odgovaraju¢a zapremina 0,05M
H2S04 (A, obi¢no 25 ml) uz par kapi Tashiro indikatora i zapocinje se destilacija.
Indikator se dodaje ve¢ pri destilaciji da bi se joS u toku rada ustanovilo da nije
moZda uzeta manja koli¢ina kiseline nego Sto je potrebno za vezivanje amonijaka.
Kraj hladnjaka se mora uroniti u kiselinu. Tada se balon, u kome se nalazi preneti
sadrZzaj iz Kjeldahl-ove tikvice, doda 33%-tni NaOH u viSku, obi¢no 100ml, a zatim
se vrsi destilacija vodenom parom. Da je dodat viSak baze poznaje se po tome Sto
se neposredno posle meSanja pojavi tamno plava boja (u katalizatoru je CuSO4) od
tetraminskog kompleksa sa bakrom /Cu(NHa4)4/%*. Za vreme destilacije plava boja
teCnosti se menja u svetlo smedu. Kompleks se razlaze, nastaje Cu(OH)2, koji se

dalje zagrevanjem prevodi u CuO, te te¢nost na kraju postaje mrko obojena.

Kada predestiliSe oko 100 ml, pusti se kap destilata na crveni lakmus. Ako
lakmus promeni boju u destilatu ima joS amonijaka i destilacija se nastavlja do

negativne reakcije destilata sa lakmus papirom.
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Slika 3.3. Aparatura po Parnas-Wagner-u

Titracija. Kada je zavrSena destilacija, izvadi se prijemnik, a cev hladnjaka
koja je bila uronjena ispere se vodom sa spoljne i unutrasnje strane, tako ta voda
ode u prijemnik. Preostala zapremina Kkiseline se retitriSe 0,1 M NaOH (B) do

promene boje.

Na osnovu koli¢ine neutralisane kiseline u toku destilacije izracuna se
sadrZaj azota, a mnoZenjem sa odgovarajucim faktorom 6,25 izracunava se ukupan

sadrZaj proteina u ispitivanom uzorku prema sledec¢oj formuli:
(A-B)xfx100x6,25 o

Sproteina= 0
m

gde je:

Sproteina — SadrZaj proteina izrazen u %

A - odmerena zapremina 0,05M H2S04 (ml)
B - utroSena zapremina 0,1M NaOH (ml)
m - odmerena masa ispitivanog uzorka (g)

F-0,0014 g/ml, 0,0014g azota odgovara 1 ml neutralisane (A-B) 0,05M H2S04

Ukoliko se Sproteina izraZzava u % suve materije (% SM) uzorka, izracunava se
prema sledecoj formuli:

proteina (%)x100
% SM ’

S
Sproteina (% SM) =
gde je:
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Sproteina (%0 SM) - sadrZaj proteina izraZen u % suve materije
Sproteina (%) — sadrzaj proteina izrazen u %
% SM - udeo suve materije u uzorku izrazen u %
Ukoliko se sadrzaj proteina (Sproteina) izrazava u g kg1 SM, vrednost se

preracunava po formuli:

Sproteina (g kg'l SM): Sproteina (% SM)X10

3.2.6. Odredivanje sadrZaja masti po Soxhlet-u [164]

Odredivanje sadrzaja masti (Smasti) po Soxhlet-u se zasniva na ekstrakciji

masti odredenom koli¢cinom sveZeg organskog rastvaraca.
Reagensi:

Etar, bezvodni ili petroletar (temp. klju¢anja do 60°C) ili hloroform
Natrijum-sulfat, bezvodni (Zareni)

Pesak, ispran i iZaren

Postupak

Uparena i osuSena dZibra, izmedu 5-10g (m), homogenizuje se u tarioniku
sa oko 10 g isparenog peska. Masa iz tarionika se prenese u ¢auru za ekstrakciju i
eventualno prisutni ostaci se sakupe vatom natopljenom rastvaracem i ubace sa
vatom u ¢auru. Caura sa uzorkom se postavi u srednji deo aparature po Soxhlet-u
(Slika 3.4.) koji se zatim spoji sa hladnjakom i tikvicom. Tikvica je prethodno
suSena sa nekoliko staklenih kuglica 1 h na 105°C i izmerena (B). Sa gornje strane
hladnjaka, preko malog levka, ulije se u aparat toliko rastvaraca da se ekstraktor
napuni i prelije u tikvicu. Zatim se doda jo$S malo rastvaraca, tako da ukupna
koli¢ina rastvaraca ne zauzima viSe od 3/4 zapremine tikvice. Zagrevanje tikvice
vrsi se ili direktno na elektri¢noj zatvorenoj grejalici ili na elektricnom vodenom
kupatilu. Jac¢ina zagrevanja se podesSava tako da kapljice kondenzata padaju brzo

da se jedva mogu brojati, a da ne padaju u mlazu. Pri zagrevanju pare rastvaraca
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dolaze u hladnjak, slivaju se u ekstraktor i rastvara¢ u dodiru sa uzorkom
ekstrahuje masti. Kada se ekstraktor napuni rastvaraCem, koji u sebi sadrzi
ekstrahovanu mast, do gornjeg nivoa sifonske cevi, rastvor se prelihje u tikvicu. Na
taj nacin se postiZe konstantna ekstrakcija masti uz malu potros$nju rastvaraca.
Ekstrakcija traje 3-6h, u zavisnosti od uzorka. ZavrSetak ekstrakcije se odreduje
probom. Kap-dve rastvaraca iz ekstraktora se prenese na filter papir i ukoliko ne

ostaje masan trag ekstrakcija je zavrSena.

Slika 3.4. Aparatura po Soxhlet-u

Po zavrSetu ekstrakcije, prekida se sa destilacijom u momentu kada se
rastvarac prelije u tikvicu. Aparat se skine sa grejalice, izvadi iz njega Caura, zatim
se aparat sklopi ponovo, a rastvarac predestiliSe u ekstraktor i pre nego Sto se
rastvarac prelije u tikvicu, izlije se iz ekstraktora. Ukoliko postoji potreba postupak
se ponavlja. Zaostale male koli¢ine rastvaraca u tikvici se ispare potpuno na
vodenom kupatilu, a zatim se tikvica sa mas¢u suSi do konstantne mase (A) na

105°C, najcesce je dovoljno 1h.

Sadrzaj masti (Smasti) u uzorku se izracunava na osnovu razlike mase tikvice

pre i nakon ekstrakcije:

(A-B)x100
—%,

Smasti =

gde je:
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Smasti — sadrzaj masti u ispitivanom uzorku, izraZen u %
A - masa tikvice sa ekstrahovanim mastima (g)
B - masa prazne tikvice (g)
m - odmerena masa ispitivanog uzorka (g)
Ukoliko se Smasti izraZzava u % suve materije (% SM) uzorka, izracunava se

prema sledecoj formuli:

S i (%)x100
Smasti (% SM) = mas;oT,

gde je:
Smasti (% SM) - sadrzaj masti izraZen u % suve materije
Smasti (%) - sadrzaj masti izraZen u %
% SM - udeo suve materije u uzorku izraZen u %
Ukoliko se sadrzaj masti (Smasti) izrazava u g kg-1 SM, vrednost se

preracunava po formuli:

Smasti (g kg_l SM)= Smasti (% SM)Xlo

3.2.7. Odredivanje sadrzaja pepela - metoda spaljivanja uz ekstrakciju

vodom [164]

SadrZaj ukupnog pepela (Spepela) se odreduje Zarenjem uz ekstrakciju

vodom, da bi se sprecio gubitak alkalnih hlorida i drugih supstanci.
Postupak

[zmerena masa dzibre (m) se u prethodno iZarenom i izmerenom tiglu (B)
postepeno spaljuje na plamenu u dogostoru na niskoj temperaturi, dok sva masa
ne pougljeniSe i dok ne prestane izdvajanje dima. Ugljenisana masa se isitni
staklenim Stapi¢em (oprezno) i ohladi. U tigl se doda 20 ml vruce destilovane vode
i uz povremeno meSanje se ostavi na vodenom kupatilu 15-30 minuta, da bi se
ekstrahovale rastvorljive soli. Posle ekstrakcije, filtrira se u ¢asu, kroz kvantitativni

filter papir i filtrat se sacuva. Tigl i ostatak na filteru isperu se nekoliko puta

73



toplom vodom. Filter papir sa ostatkom se vrati u isti tigl osusi u susnici (1-2h,
120°C), zatim se oprezno spaljuje prvo na plameniku, a zatim u elektri¢noj peci
(650°C). Posle potpunog spaljivanja, u ohladeni tigl sa pepelom se sipa nekoliko
kapi destilovane vode. Kada se sav pepeo nakvasi, doda se odjednom sav
prethodno odvojen filtrat. Casa se nekoliko puta ispere destilovanom vodom i
dolijje filtratu u tiglu. Tigl se prvo zagreva na vodenom kupatilu dok sva voda ne
ispari, a potom se suSi 30 min u suSnici na 120-130°C. Nakon suSenja, tigl se
oprezno izari (525°C), ohladi u eksikatoru i meri (A). Sadrzaj pepela se izracunava

po formuli:

A—B)x100
Spepela = + %,

gde je:

Spepela — sadrZaj ukupnog pepela, izraZen u %
A - masa tigla sa pepelom (g)
B - masa praznog, iZarenog tigla (g)
m - odmerena masa ispitivanog uzorka (g)
Ukoliko se Spepela izrazava u % suve materije (% SM) uzorka, izraCunava se

prema sledecoj formuli:

S (%)x100
0 — pepela
Spepela (/0 SM) —% SM )

gde je:
Spepela (% SM) - sadrZaj pepela izraZen u % suve materije
Spepela (%) - sadrzaj pepela izrazen u %
% SM - udeo suve materije u uzorku izraZen u %
Ukoliko se sadrzaj pepela (Spepela) izraZzava u g kg1 SM, vrednost se

preracunava po formuli:

Spepela (g kgt SM)= Spepela (% SM)x10
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3.2.8. Odredivanje suve materije [164]

Za odredivanje suve materije (SM) koriS¢ena je metoda suSenja do

konstantne mase u susnici.
Postupak

Prazan vegeglas u kom ¢e se susiti uzorak prvo se susi najmanje 1 h na 100-
105°C, ohladi u eksikatoru na sobnu temperaturu i izmeri sa tatnos¢u +0,001g
(my). U vegeglas se brzo prenese odredena koli¢ina uzorka, oko 10g, pokrije se sa
poklopcem i izmeri se ukupna masa (m). Poluotvoren vegeglas sa uzorkom se susi

na 105°C u susnici do postizanja konstantne mase i potom izmeri (my).

SadrZaj suve materije (SM) izraZen u % se izracunava po slede¢em obrazcu:

SM (%) _ (mu—mv)xloo‘

m-my,

gde je:

SM - sadrzaj suve materije (%)

m, - masa vegeglasa sa osuSenim uzorkom (g)
my - masa praznog vegeglasa (g)

m - masa vegeglasa sa odmerenim uzorkom (g)

3.2.9. Odredivanje slobodnog a- amino azota [166]

Slobodni a-aminoazot se odreduje spektrofotometrijskom metodom sa
ninhidrinom na 570 nm. Proteini, polipeptidi i velika ve¢ina a-aminokiselina sa
ninhidrinom daju kompleks intenzivno plave ili ljubicaste boje. Vodeni rastvor
ninhidrina oksidiSe a-aminokiseline, prevodeci ih u iminooblik, a sam prelazi u
vodenom rastvoru u odgovarajucu ketokiselinu, osobadaju¢i amonijak. Na
poviSenoj temperaturi keto-kiseline dekarboksilacijom prelaze u odgovarajuci

aldehid.
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Redukovani oblik ninhidrina 1,3-diketohidrindol reaguje sa jednim
molekulom amonijaka i prelazi u 1,3-diketohidrindamin. On reaguje sa jednim
molekulom nepromenjenog ninhidrina i daje bezbojan  kompleks
diketohidrindiliden-diketohidrindamin. Kompleks zatim keto-enolnom
tautomerijom prelazi u kompleks ljubicaste boje. Intenzitet obojenja je
proporcionalan koncentraciji prisutnog aminoazota i odreduje se na talasnoj

duZini od 570 nm.

Reagensi:

Reagens za bojenje (R1):
10 g dinatrijum-hidrogenfosfata (Na;HPO4 x12H20),
0,5 g ninhidrina,
0,3 g fruktoze
do 100 ml d. H20
Ovako pripremljen rastvor se moZe Cuvati 2 nedelje u friZideru u tamnoj
boci. pH rastvora mora da biti izmedu 6,6 i 6,8.
Rastvor za razblaZivanje (Rz):
2 gKJO3
600 ml d. H20
400 ml 96% etanola
Standarni rastvor glicina (Rst):
107,2 mg glicina
100 ml d. H20
Rastvor se c¢uva u frizideru na 0°C. Za analizu se koristi razblaZen
standardni rastvor glicina koji sadrzi 2 mg a-aminoazota u litri (1 ml

standardnog rastvora glicina se razblaZi destilovanom vodom do 100ml).

Postupak

Uzorak se razblaZi destilovanom vodom do koncentracije od 1 do 3 mg/I

aminoazota. U epruvetu se prenese 2 ml razblazenog rastvora, doda 1 ml reagensa
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za bojenje (R1) i epruveta zatvori ¢epom da bi se izbegli gubici usled isparavanja.
Epruveta se zagreva tacno 16 minuta u vodenom kupatilu koje ravnomerno kljuca
a zatim hladi 20 min u vodenom kupatilu na 20°C. U svaku epruvetu se doda 5 ml
rastvora za razblaZivanje (Rz2). U roku od 30 min od momenta dodavanja, meri se
apsorbanca rastvora uzorka i razblaZzenog standardnog rastvora glicina na 570 nm
u odnosu na slepu probu.

. A
a-amino azot = —32orKa_ » 2 x R,

standarda

gde je:

a-amino azot - sadrZaj a-amino azota izraZen u mg L1,
Auzorka — apsorbanca uzorka

Astandarda - apsorbanca uzorka

R - razblaZenje uzorka

3.2.10. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM) je korisS¢ena u cilju
vizuelizacije morfologije povrSine zeolitnog nosaca i zeolithog nosaca sa
imobilisanim bakterijama Lb. rhamnosus. Isprani uzorci imobilizata su 3 sata
suSeni u vakuum suS$nici, na temperaturi 25°C u tankom sloju. Nakon suSenja
uzorci su presvuceni Au-Pd smeSom pomocu rasprSivaca. Za mikroskopiranje je

koriS¢en uredaj TESCAN Mira3 XMU na 20 kV.

3.2.11. Selekcija mikroorganizama za proizvodnju mlecne kiseline na dZibri

Za proizvodnju mlec¢ne Kkiseline na dzibri ispitivano je viSe vrsta BMK:
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, Lactobacillus casei ssp. casei
NRRL B-441, Lactobacillus pentosus NRRL- 227 i Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469. Vrste Lb. paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, Lb. casei ssp. casei NRRL B-
4411 Lb. pentosus NRRL- 227 su gajene u MRS bujonu na 30°C. Vrsta Lb. rhamnosus

ATCC 7469 je gajena na temperaturi 37°C, takode u MRS bujonu. Pre zasejavanja
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teCne kulture ispitivane BMK su dva puta uzastopno presejane u MRS bujonu i

gajene prekonoci (18 h) na odgovaraju¢im temperaturama.

Prilikom selekcije BMK mlecno-kiselinska fermentacija je vodena u toku
72h na sterilisanoj tecnoj hlebnoj dzibri, optimalne pH vrednosti podeSene na 6,5
pomocu 30% NaOH. Za ispitivanje u ovom radu koris$¢ena je te¢na hlebna dzibra iz
industrijske proizvodnje bioetanola na otpadnom hlebu (Reahem, Srbobran) sa
sadrZajem Secera 16 - 25 g L1, raCunato na glukozu. Za fermentaciju je zasejavano
2 % (v/v) tecne prekonocne bakterijske kulture. Mle¢no kiselinska fermentacija je
izvodjena u erlenmajerima od 300 ml sa 100 ml tecne sterilne dZibre kao podloge u
toku 72 casa. U toku fermentacije u odredjenim vremenskim intervalima pracen je
sadrZaj mlecne kiseline i broj Zivih Celija i odredeni su vazni procesni parametri na
osnovu kojih su uporedivani ispitivani sojevi. Ukupan broj Zivih Celija je odredivan

metodom razblaZenja.

3.2.12. Mle¢no-kiselinska fermentacija

Za procenu MKF koris¢ene su Kkoncentracija mlecne Kiseline (cmk),
koncentracija redukujuc¢ih Secera (cz) i ukupan broja bakterijskih ¢elija koji su
odredivani eksperimentalno i vrednosti prinosa (Ymkss), koeficijenta prinosa

(Ymk/us) i produktivnosti (Qf) MKF koje su dobijene racunski.

Prinos mlecne kiseline (Ymk/s) predstavlja prinos mlecne kiseline po g
ukupno prisutnog supstrata tj. poc¢etne mase redukujucih Se¢era u medijumu. Moze
se izrazavati u jedinicama g g1 ili u %. Prinos mlec¢ne kiseline je racunat kao odnos
mase proizvedene mlecne kiseline u medijumu i mase redukuju¢ih Secera u

medijumu na pocetku fermentacije. Racunat je prema formuli:

Mmk
Ymk/s = .

S

gde je:
Mpnk- masa mlecne kiseline u medijumu

ms - masa redukujucih Se¢era u medijumu.
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Ukoliko se izraZava u procentima, dobijena vrednost Ymk/z se mnoZi sa 100% i

dobija se vrednost prinosa izrazena u %.

Koeficijent prinosa mlec¢ne kiseline (Ymk/uz) predstavlja prinos mlecne
kiseline po gramu utroSenog supstrata, odnosno gramu redukujuceg Secera.
[zrazava se u g g'1. Koeficijent prinosa mlecne kiseline (Ymk/uz) je racunat kao odnos
mase proizvedene mlecne Kiseline u medijumu i mase utrosenog redujuceg Secera

iz fermentacionog medijuma u toku MKF. Racunat je prema formuli:

_ Mmk
Yp/us ===,

us

gde je:

Mpyk- masa mlecne kiseline u medijumu

my; - masa utroSenog redukujuceg Secera iz medijuma u toku fermentacije, dobija
se na osnovu razlike pocCetne mase redukujucih Secera u rastvoru i mase Secera u

rastvoru nakon fermentacije

Produktivnost MKF (Qf) predstavlja koncentraciju proizvedene mlecne
kiseline u toku odgovaraju¢eg vremena i izrazava se u g L1 h-1. Produktivnost (Q)
je raCunata kao odnos koncentracije proizvedene mlecne Kkiseline i vremena

fermentacije. Racunata je prema formuli:

_ Cmk
Qf_ tf )

gde je:
cmk — koncentracija mlec¢ne kiseline u medijumu

tr — vreme fermentacije

3.2.12.1. Sarzni postupak

Mlec¢no-kiselinska fermentacija je izvodena SarZno u toku odabira
najpovoljnijih uslova za proizvodnju mle¢ne kiseline na dZibri. Mle¢no-kiselinska
fermentacija je vodena u toku 72h na sterilisanoj hlebnoj dZibri (te¢noj ili ukupnoj,
u zavisnosti od eksperimenta), optimalne pH vrednosti podeSene na 6,5 pomocu

30% NaOH. Fermentacije su izvodene SarZno u erlenmajerima zapremine 500ml sa
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ukupnom zapreminom fermentacionog medijuma od 250 mL. Kao fermentacioni
medijum je koriS¢ena sterilna dZibra (ili samo tecna frakcija dzibre, u zavisnosti od
eksperimenta) u kojoj je pocetna koncentracija redukujucih Secera iznosila od 7-12
g L-1. PodeSavanje pocetne koncentracije SeCera u fermentacionom medijumu je
vrSeno dodatkom sterilnog 70% (w/v) rastvora glukoze. U eksperimentima u
kojima je ispitivan uticaj poCetne koncentracije SecCera ispitane su tri vrednosti: 55
g L1, 75¢gL1i85 gL U zavisnosti od dizajna eksperimenta (2%, 5%, 10% (v/v))
koriSc¢ene su razlicite koncentracije inokuluma. Inokulum je pripreman u skladu sa

postupkom pripreme soja Lb. rhamnosus ATCC 7469 opisanim u odeljku 3.2.2.

U eksperimentima u kojima je ispitivan uticaj dodatka sredstva za
neutralizaciju, odgovarajuca koncentracija CaCO3 (1%, 2%, 5% i 10% (w/v)) je
dodavana na pocetku fermentacije, dok je u fermentacijama sa kontrolom pH

dodatkom rastvora NaOH, 30% rastvor NaOH dodavan u intervalima od 4h.

U toku fermentacije je pracena koncentracija Secera, mlecne Kkiseline,
ukupnog broja Zivih ¢elija i pH vrednosti u cilju karakterisanja mle¢no-kiselinske

fermentacije.

3.2.12.2. Dolivni postupak

U eksperimentima u kojima je ispitivana proizvodnja mlecne kiseline na
hlebnoj destilerijskoj dzibri dolivnim postupkom koriS¢eni su erlenmajeri
zapremine 1000 mLb. Hlebna dzibra je sterilisana u Kohovom loncu nakon
podeSavanja pH vrednosti na 6,5 dodatkom 30% NaOH. Pocetna koncentracija
SeCera je podesena na oko 50 g L' dodatkom sterilnog 70% (w/v) rastvora
glukoze. U toku dolivnog procesa, kao sveZ medijum je dodavana sterilna hlebna
dzibra koncentracije Secera od oko 140 g L-1. U toku fermentacije je pracena
koncentracija Secera u fermentacionom medijumu i nova koli¢ina sveZeg medijuma
je dodavana kada koncentracija Se¢era u medijumu padne ispod 20 g L1, a do

maksimalno 700ml zapremine fermentacionog medijuma.
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U toku fermentacije je praena Kkoncentracija Secera, mlecne Kiseline,
ukupnog broja Zivih €elija i pH vrednosti u cilju karakterisanja mle¢no-kiselinske

fermentacije.

3.2.12.3. Odredivanje broja zivih bakterijskih celija

Ukoliko je fermentacija vrSena sa slobodnim c¢elijama bakterija, 1 ml
fermentacionog medijuma se asepti¢no pomesa sa 9 ml sterilnog 0,85 % rastvora
NaCl, sto predstvalja razblaZenje 10-1. PrenoSenjem po 1 ml ovog razblaZenja u
novih 9 ml sterilnog 0,85 % rastvora NaCl dobija se serija razblaZenja pri ¢emu je
svako sledece deset puta vece, a ukupno se postupak ponavlja 8 puta. U zavisnosti
od pretpostavljene koncentracije bakterija u fermentacionom medijumu odabiraju
se tri razblaZenja iz kojih se prenosi po 1 ml u Petri Solje. Uzorci se u Petri kutijama
prelivaju hranljivom podlogom MRS agar. Po ocvrS¢avanju prvog sloja MRS agara,
Petri kutije se prelivaju jos jednim slojem MRS agara, kako bi se obezbedili
mikroaerofilni uslovi za rast bakterija. Nakon obelezavanja, Petri Solje se
inkubiraju u termostatu na odgovarajucoj temperaturi u trajanju od 48 h na 37°C,
odnosno 30°C u zavisnosti od ispitivane bakterije. Broj izraslih kolonija je
odredivan Kohovom metodom. Ukupan broj Zivih ¢elija u 1 ml hidrolizata dobija se
mnoZenjem ukupnog broja Kkolonija izraslih na Petri Solji sa odgovaraju¢im
razblaZzenjem. U slucaju da postoje prisutne cCelije na viSe Petri kutija uzima se

srednja vrednost broja celija.

Za odredivanje broja imobisanih ¢elija, koriS¢ena je delimi¢no modifikovana
metoda Hrenovi¢ i sar. [120]. Fermentacioni medijum je promesSan i asepticno je
prenet 1 ml u 9 ml sterilnog 0,85 % rastvora NaCl. Nakon intenzivnog meSanja (10
min, 50Hz) uradena je serija razblazenja kao u uzorcima sa slobodnim c¢elijama.
Tako dobijena vrednost predstavlja ukupan broj c¢elija po ml fermentacionog
medijuma (vrednost A, CFU/ml). Takode, zaostala koli¢ina nosaca je osuSena i

izmerena na vagi (vrednost B).

Uporedo je, nakon kratkog meSanja, 1 ml fermentacionog medijuma sa

imobilizatom aseptitno prenet u 9 ml sterilnog 0,85 % rastvora NaCl, kratko
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promeSan (10s, 50Hz) i uraden je dalji postupak opisan za odredivanje broja
slobodnih bakterija. Tako dobijena vrednost predstavlja broj slobodnih,

neadsorbovanih bakterija po ml fermentacionog medijuma (vrednost C, CFU/ml).

Broj imobilisanih celija se dobija izracunavanjem na osnovu sledece

formule:
N imob.1 (CFU/g) = (A-C)/B
N imob.2 (CFU/ml fermentacionog medijuma) = A - C

gde je:
A - vrednost ukupnog broja ¢elija po ml fermentacionog medijuma (CFU/ml)
B - masa osuSenog nosaca u ml fermentacionog medijuma (g)
C - vrednost broja neimobilisanih, slobodnih c¢elija po ml fermentacionog
medijuma (CFU/ml)
N imob.1 — broj imobilisanih ¢elija po g zeolitnog nosaca

N imob.2 — broj imobilisanih ¢elija po ml fermentacionog medijuma

3.2.12.4. Priprema zeolitnih molekulskih sita za imobilizaciju bakterija

Zeolitna molekulska sita (tip 13X, sfericne cestice, 8-12 mesh, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Nemacka) hemijske formule 1 Naz0: 1 Al;03: 2.8 + 0.2 SiO>:
xH20 su koriS¢ena za imobilizaciju Lb. rhamnosus ATCC 7469 [99]. Odgovarajuca
kolic¢ina zeolitnih Cestica je spraSena tako da je prosecna veli¢ina 4-7pm (90%) sa
normalnom raspodelom veliine Cestica. Zeolitni prah je dva puta ispran
demineralizovanom vodom i osuSen. Zagrevanjem u peci na temperaturi od 250°C
u trajanju od 2h, zeolitni prah je aktiviran. U toku hladenja i do upotrebe, osuSeni

prah je cuvan u sterilnim Petri kutijama, u eksikatoru [167].

3.2.12.5. Priprema modifikovanih zeolitnih molekulskih sita za imobilizaciju

bakterija

Zeolitna molekulska sita (tip 13X, sfericne Ccestice, 8-12 mesh, Sigma

Aldrich, Darmstadt, Nemacka) [99] su koriS¢ena za modifikaciju i potom
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imobilizaciju Lb. rhamnosus ATCC 7469. Odgovarajuca koli¢ina zeolitnih Cestica je
spraSena tako da je prosecna veli¢ina 4-7pm (90%) sa normalnom raspodelom
veli¢ine Cestica. Nakon ispiranja demineralizovanom vodom 10 g zeolitnog praha
je preneSeno u erlenmajer sa 250 ml 1 M rastvora MgCl; u cilju izmene Na* jona u
strukturi zeolita sa jonima Mg2*. Rastvori sa zeolitom su inkubirani na 30°C u toku
24 h uz meSanje (200 obrt/min). Nakon dekantovanja vodenog rastvora, zaostali
modifikovani zeolitni prah je ispran demineralizovanom vodom do negativne
reakcije na hloridni jon (pomoc¢u 1% rastvora AgNOs) i osuSen u su$nici na 50°C
preko no¢i. Ovako pripremljen zeolitni prah je aktiviran u peci za Zarenje na 250°C

u trajanju od 2h i ¢uvan u eksikatoru nakon hladenja.

3.2.12.6. Imobilizacija ¢elija Lb. rhamnosus ATCC 7469 na zeolitne Cestice

Lb. rhamnosus ATCC 7469 bakterijska kultura je gajena na 37 °C u
zapremini od 200 ml MRS bujana sa koncentracijom inokuluma 10% (v/v) pod
anaerobnim, staticnim uslovima uz koriS¢enje Anaerocult ® C kesica (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) u gas-pak sistemu. Posle 18 sati kultura je centrifugirana
(10000 rpm, 5 min) i zaostala biomasa je isprana sterilnim fizioloSkim rastvorom
(0.85% (w/v) NaCl rastvor) i ponovo centrifugirana. Zaostala biomasa je
resuspendovana u 200 ml sterilnog MRS bujona uz dodatak 2% (w/v) prethodno
pripremljenog i aktiviranog zeolitnog praha. Ovako pripremljena kultura je
inkubirana na 41°C, mikroaerofilno uz mesanje (90 obrt/min). Posle 16 h, kultura
je centrifugirana (1000 rpm, 5 min), supernatant sa slobodnim ¢elijama je
odbacen, a zaostali talog Lb. rhamnosus ATCC 7469 celija adsorbovanih na zeolit je

ispran sa sterilnim fizioloSkim rastvorom i koris¢en kao inokulum za fermentaciju.

3.2.13. Karakterizacija dzibre pre i nakon mle¢no-kiselinske fermentacije sa

aspekta primene u ishrani Zivotinja

Za Kkarakterisanje ostataka fermentaisanog medijuma nakon MKEF,
fermentisani medijum je centrifugiran (1000 obrt/min, 5 min) i ¢vrst deo je suSen

u susnici na 40°C, 24h. U ovako pripremljenim uzorcima je odreden sadrZaj suve
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materije (Poglavlje 3.2.1.6., [164]), sadrzaj proteina (Poglavlje 3.2.1.3., [164]),
sadrzaj masti (Poglavlje 3.2.1.4. [164]) i pepela (Poglavlje 3.2.1.5., [164]).
Specificna karakterizacija sa aspekta primene u ishrani Zivotinja je takode
izvrSena. Odreden je sadrzaj vlakana rastvorljivih u neutralnim deterdZentima
(NDF), vlakana rastvorljivih u kiselom deterdzentu (ADF) i sadrZaj lignina
rastvornog u kiselim deterdZentima (ADL). Na osnovu ovih parametara je
izraCunat sadrZaj hemiceluloze i celuloze. Takode, ispitana je i svarljivost suvog

ostatka fermentacionog medijuma in vitro metodom sa celulazom i pepsinom.

3.2.13.1. Odredivanje sadrzaja vlakana rastvorljivih u neutralnim

deterdZzentima (NDF)

U eksprimentalnom radu je koris¢ena metoda za odredivanje sadrzaja NDF
vlakana u silaZi i hrani za Zivotinje Van Soest i sar. (1991) [150], modifikovana po
Maters (1992) [168], a prilagodena za izvodenje aparatu za odredivanje vlakana
(Fibertec system Hot Extractor 2010, unit: 1010, 1021, Foss Tecator, Svedska).
Rastvor neutralnog deterdZenta se koristi da bi se rastvorili lakorazgradivi pektini
i jedinjenja Celijskog zida (proteini, Seceri i lipidi) tokom hidrolize, a nerazgradeni
deo predstavlja vlaknasti ostatak (NDF) koji se sastoji od komponenata celijskog
zida uzorka biljnog porekla (celuloze, hemiceluloze i lignina). EDTA omogucava

heliranje kalcijuma i uklanjanje pektina na temperaturi kljucanja.

Reagensi:
Reagens 1 (R1) (pH 6,9-7,1):
30,00 g Natrijumdodecil sulfat
18,61 g Dinatrijum etilendiamintetraacetat
6,81 g Natrijum tetraborat
7,77 g Dinatrijumhidrogen fosfat
10,00 ml Metil celosol
do 1000 ml d. H20
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Postupak pripreme reagensa R1 - Sve reagense rastvoriti u manjoj kolic¢ini
destilovane vode u normalnom sudu od 1000 ml uz povremeno zagrevanje
na reSou. Nakon toga normalni sud dopuniti do 1000 mLb.
Proveriti pH vrednost rastvora. Ako se pH vrednost rastvora krece u opsegu
od 6,9 do 7,1 rastvor se mozZe Koristiti, a u suprotnom pH vrednost se
koriguje dodavanjem nekoliko kapi 1M hlorovodonicne kiseline ili 10M
natrijum hidroksida.

Dekalin

Aceton

Natrijum sulfat

Postupak

Masa od 1-1,5g uzorka (mo) se odmeri u filter lonci¢e i potom u svaki filter
lonCi¢ treba dodati 0,5g natrijum sulfata. LonCi¢i se postave u stalak koji je
pri¢vrS¢éen za aparat, niveliSu se, a zatim se pazljivo prenose i postavljaju se na
aparat. Nakon instaliranja na kolone za hidrolizu, dodaje se po 100ml predhodno
zagrejanog rastvora (rastvor deterdZenta za reagens 1 pH 6,9-7,1) i 2 ml dekalina.
Pritiskom na dugme za greja¢ smesa u kolonama se zagreva do kljuCanja. Vreme
kljuCanja treba da iznosi 60 min. Potom se pomoc¢u vakuuma filtrira rastvor i
ostatak ispere toplom vodom koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu.
Viljuskom se prihvate filter loncic¢i i oslobadaju sa kolona, postavljaju se na stalak
za filter loncice, izniveliSu i paZljivo prenesu na deo aparata za hladnu filtraciju.

Lonci¢i se isperu tri puta sa acetonom, prenesu se u Petri Solju i u susnici
prethodno zagrejanoj na 105°C suSe do konstantne mase, odnosno 12 c¢asova.
OsuSene uzorke treba ohladiti u eksikatoru tokom 60 minuta i izmeriti na
analitickoj vagi (m1).

Dalje, filter loncici sa uzorkom se prenesu u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo
peci) da se zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutrasnjost peci i Zariti na
500°C najmanje tri Casa, da pepeo pobeli. Posle Zarenja lonci¢i se maSicama
premeste ka unutrasnje delu peci za Zarenje da se malo ohlade i potom se prenesu
u eksikator. Nakon 60 min, ohladeni filter loncic¢i se izmere na analitickoj vagi (mz).
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SadrZaj NDF se izracunava u % polaznog uzorka prema sledecoj formuli:

NDF (%) = % x 100,
0

gde je:
NDF (%) - sadrzaj vlakana nerastvornih u neutralnom deterdZentu izraZen kao
udeo u uzorku, u %
m1- masa filter lonci¢a sa uzorkom
m2- masa filter lonci¢a sa uzorkom posle susenja
m3- masa filter lonc¢i¢a sa uzorkom posle Zarenja
Ukoliko se NDF izrazava u % suve materije (% SM) uzorka, izraCunava se

prema sledecoj formuli:

NDF (%)x100
NDF (% SM) = Sl\(/l—(?)/o)
gde je:
NDF (%)- sadrzaj vlakana nerastvorljivih u neutralnim deterdZentima izrazen kao
udeo u uzorku, u %
NDF (% SM) - sadrzaj vlakana nerastvorljivih u neutralnim deterdZentima izrazZen
u % suve materije
SM (%) - procenat suve materije u uzorku

Ukoliko se rezultat NDF izrazava u g kg1 SM, vrednost se preracunava po

formuli:

NDF (g kg1 SM)= NDF (% SM)x10

3.2.13.2. Odredivanje sadrzaja vlakana nerastvorljivih u Kiselim

deterdZentima (ADF)

Preduslov za odredivanje sadrzaja nerastvornih vlakana u kiselim
deterdZentima (ADF) je prethodno uklanjanje proteina, skroba, masti i svarljivih
ugljenih hidrata. U ovoj disertaciji je koriS¢ena metoda Van Soest i sar. (1970)
modifikovana prema Mertens (1992) prilagodena za izvodenje na aparatu za
odredivanje vlakana (Fibertec system Hot Extractor 2010, unit: 1010, 1021, Foss
Tecator, Svedska)[151, 169, 168].
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Reagensi:

Dekalin
Aceton
Reagens 2 (R2):
55,72 ml H2S04, conc.
200,00 ml Cetil trimetilamonijum bromid

do 2000,00 mld. H20

Postupak

Masa od 1-1,5g uzorka se odmeri u filter lonci¢e (mo) koji se potom postave
u stalak koji je pri¢vrS€en za aparat, niveliSu se, a zatim se paZljivo prenose i
postavljaju u aparat. Lonci¢i se instaliraju u kolonu za hidrolizu i nakon prelivanja
sa 100ml prethodno zagrejanog rastvora detergenta (reagens Rz) i dodatka 2 ml
dekalina uzorci se zagrevaju do kljucanja u aparatu. Uzorci se izlaZu temperaturi
klju€anja u trajanju od 60 min. Nakon Potom se pomoc¢u vakuuma filtrira rastvor i
ostatak ispere toplom vodom koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu.
Viljuskom se prihvate filter loncici i oslobadaju sa kolona, postavljaju se na stalak
za filter loncice, izniveliSu i paZljivo prenesu na deo aparata za hladnu filtraciju.

Nakon toga, lonci¢i se isperu tri puta sa acetonom, prenesu se u Petri Solju i
u susnici prethodno zagrejanoj na 105°C suSe do konstantne mase, odnosno 8 sati.
OsuSene uzorke treba ohladiti u eksikatoru tokom 60 minuta i izmeriti na
analitickoj vagi (m1).

Dalje, filter loncici sa uzorkom se prenesu u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo
peci) da se zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutrasnjost peci i Zariti na
500°C najmanje tri Casa, da pepeo pobeli. Posle Zarenja lonci¢i se maSicama
premeste ka unutrasnje delu peci za Zarenje da se malo ohlade i potom se prenesu
u eksikator. Nakon 60 min, ohladeni filter lonci¢i se izmere na analitickoj vagi (mz).
Analiza se radi u dve paralelne probe, a dozvoljena razlika izmedu dve paralelne
probe je 1%.

Sadrzaj ADF-a na 100 g polaznog uzorka se izracunava po sledec¢oj formuli;
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ADF (%) — (ml—mz)xloo )

mgq
gde je:
ADF (%) - sadrZaj vlakana nerastvorljivih u kiselim deterdZentima izraZen u %
m1- masa filter lonci¢a sa osusenim talogom (g)
m; - masa filter lonc¢ic¢a sa iZarenim talogom (g)
mo - masa odmerenog uzorka (g)
Ukoliko se ADF izraZava u % suve materije (% SM) uzorka, izracunava se

prema sledecoj formuli:

ADF (%)x100
% SM ’

ADF (% SM) =
gde je:
ADF (% SM) - sadrzaj vlakana nerastvorljivih u kiselim deterdZentima izraZen u %
suve materije
ADF (%)- sadrZaj vlakana nerastvorljivih u kiselim deterdZentima izraZen kao
udeo u uzorku, u %
SM (%) - procenat suve materije u uzorku

Ukoliko se sadrzaj ADF izrazava u g kg1 SM, vrednost se preracunava po

formuli:

ADF (g kg1 SM)= ADF (% SM)x10

3.2.13.3. Odredivanje sadrzaja lignina nerastvornog u Kiselim deterdZentima

(ADL)

Da bi se odredio sadrzaj ADL-a u uzorku neophodno je prvo, putem
hidrolize, odstraniti prisutne proteine, skrob, masti i svarljuve ugljene hidrate. U
ovoj disertaciji je koriS¢ena metoda Van Soest i sar. (1963) modifikovana prema
AOAC metodologiji (1990) i prilagodena za izvodenje na aparatu za odredivanje
sadrzaja vlakana (Fibertec system Hot Extractor 2010, unit: 1010, 1021, Foss
Tecator, Svedska) [170, 171].

Reagensi:
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H»S04, conc.
Cetil trimetilamonijum bromid
Aceton
Dekalin
Aceton
Reagens 2 (R2):
55,72 ml H2S04, conc.
200,00 ml Cetil trimetilamonijum bromid

do 2000,00 mld. H20

Postupak

Masa od 1-1,5g uzorka (mo) se odmeri u filter loncice koji se potom postave
u stalak koji je pri¢vrS€en za aparat, niveliSu se, a zatim se paZljivo prenose i
postavljaju u aparat. Lonci¢i se instaliraju u kolonu za hidrolizu i nakon prelivanja
sa 100ml prethodno zagrejanog rastvora detergenta (reagens Rz) i dodatka 2 ml
dekalina uzorci se zagrevaju do kljucanja u aparatu. Uzorci se izlaZu temperaturi
kljuCanja u trajanju od 60 min. Potom se vrsi vakuum filtracija i ostatak ispere
toplom vodom koja se nalazi u rezervoaru za destilovanu vodu. ViljuSkom se
prihvate filter lonci¢i i oslobadaju sa kolona, postavljaju se na stalak za filter
loncice, iznivelisu i paZljivo prenesu na deo aparata za hladnu filtraciju.

Nakon toga, loncici se isperu tri puta sa acetonom, prenesu se u Petri Solju i
u susSnici prethodno zagrejanoj na 105°C susSe do konstantne mase, odnosno 8 sati.
OsusSene uzorke treba ohladiti u eksikatoru tokom 60 minuta.

Dalje, filter loncici sa uzorkom se prenesu u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo
peci) da se zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutrasnjost peci i Zariti na
500°C najmanje tri Casa, da pepeo pobeli. Posle Zarenja lonci¢i se maSicama
premeste ka unutrasnje delu peci za Zarenje da se malo ohlade i potom se prenesu
u eksikator.

Nakon 60 min, u ohladene filter lonci¢i se sipa 72% sumporna Kkiselina
(potopi se uzorak) i ostave se tri sata da stoje uz povremeno mesanje staklenim

Stapi¢em. Filter lonci¢e treba ispirati najmanje tri puta hladnom destilovanom
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vodom uz mes$anje staklenim $tapi¢em. Spric bocom se ispere ostatak uzorka sa
zidova filter lonci¢a i staklenog Stapica. Lonci¢i se prenesu u Petri Solju i suse u
suSnici na 105°C do konstantne mase (8 Casova). OsuSeni uzorci se prenesu u
eksikator i hlade 60 minuta, pa se potom izmere na analitickoj vagi (m1).

Dalje, filter loncici sa uzorkom se prenesu u pe¢ za Zarenje (na ulazni deo
peci) da se zagreju, a zatim ih maSicama pomeriti u unutrasnjost peci i Zariti na
500°C najmanje tri Casa, da pepeo pobeli. Posle Zarenja lonci¢i se maSicama
premeste ka unutrasnje delu peci za Zarenje da se malo ohlade i potom se prenesu
u eksikator. Nakon 60 min, ohladeni filter lonci¢i se izmere na analitickoj vagi (mz).
Analiza se radi u dve paralelne probe, a dozvoljena razlika izmedu dve paralelne

probe je 1%.

Sadrzaj ADL (%) racuna se po sledecoj formuli:

ADL (%) _ (m1 - mZ)X100

my
gde je:
ADL - sadrZzaj lignina nerastvornog u kiselinama (%)
m1 - masa filter lonci¢a sa uzorkom posle susenja (g)
m; - masa filter lonci¢a sa uzorkom posle Zarenja (g)
mo - masa odmerenog uzorka (g)
Ukoliko se ADL izraZzava u % suve materije (% SM) uzorka, izracunava se

prema sledecoj formuli:

ADL (%)x100
ADL (% SM) = (V(o;;i\/l
gde je:

ADL (%) - sadrzaj lignina nerastvorljiv u kiselim deterdZentima izraZen kao udeo u
uzorku, u %

ADL (% SM) - sadrzaj lignina nerastvorljiv u kiselim deterdZentima izraZen u %
suve materije

SM (%) - procenat suve materije u uzorku (%)

Ukoliko se rezultat NDF izrazava u g kg1 SM, vrednost se preracunava po

formuli:
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ADL (g kg! SM)= ADL (% SM)x10

3.2.13.4. Izracunavanje ostalih parametara za procenu kvaliteta sto¢ne hrane

[150]

SadrZaj celuloze, hemiceluloze i sirovih vlakana

Sadrzaj celuloze (Sceluoze) 1 hemiceluloze (Shemiceluloze) S€ procenjuje na
osnovu prethodno odredenih vrednosti ADL (Poglavlje 3.2.9.3.), ADF (Poglavlje
3.2.9.2.) i NDF (Poglavlje 3.2.9.1.), a koriste(i slede¢e formule:

Sceluloze (%) = ADF (%) - ADL (%),
Shemiceluloze (%)zNDF (%) - ADF (%),

gde su:

ADF - sadrZaj vlakana nerastvornih u kiselim deterdZentima izraZen kao udeo u
uzorku, u %

NDF - sadrZzaj vlakana nerastvornih u neutralnim deterdZentima izraZen kao udeo
u uzorku, u %

ADL - sadrZaj lignina nerastvornog u kiselim deterdZentima izraZen kao udeo u
uzorku, u %

Sceluloze - sadrzaj celuloze izraZen kao udeo u uzorku, u %

Shemiceluloze - Sadrzaj hemiceluloze izraZen kao udeo u uzorku, u %

Kako 97% sadrZaja sirovih vlakana Cine celuloza i lignin [248, 249], za

procenu sadrZaja sirovih vlakana moze koristiti slede¢i obrazac:

Ssir.vlakana (%) = (Sceluloze (%) + ADL (%))Xl,og 1,
gde je:

Sceluloze - sadrzaj celuloze izraZen kao udeo u uzorku, u %
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ADL - sadrZaj lignina nerastvornog u kiselim deterdZentima izraZen kao udeo u
uzorku, u %
Ssirvlakana — Sadrzaj sirovih vlakana izrazen kao udeo u uzorku, u %

Ukoliko se Ssirvlakana izrazava u % suve materije (% SM) uzorka, izracunava

se prema sledecoj formuli:

sir.vlakana (%) X100
% SM

S
Ssir.vlakana (% SM) =

)
gde je:
Ssirvlakana (%) - sadrZzaj sirovih vlakana izraZen kao udeo u uzorku, u %
Ssir.viakana (% SM) - sadrzaj sirovih vlakana izrazen u % suve materije
SM (%) - procenat suve materije u uzorku

Ukoliko se rezultat Ssirviakna izrazava u g kg1 SM, vrednost se preracunava
po formuli:

Ssir.viakana (g kg'l SM): Ssir.viakana (% SM)Xlo

SadrzZaj bezazotnog ekstrakta (NFE)

Bezazotni ekstrakt (NFE) predstavlja lako asimilativnu frakciju ugljenih
hidrata iz stoCne hrane i izracunava se na osnovu odredenog sadrZaja proteina,
masti, pepela i sirovih vlakana. NFE predstavlja preostali deo suve materije sto¢ne

hrane prema formuli:

NFE (g kg-l SM) = 1000 - (Spepela(g kg'l SM) + Sproteina (g kg-l SM) + Smasti (g kg-l SM)
+ Ssir.viakana (g kg1 SM)):

SadrZaj svarljive energije (DE)

SadZaj svarljive energije (DE) se takode racuna na osnovu prethodno
odredenih sadrZaja pepela, proteina, masti i procenjenog sadrzaja sirovih vlakana,

prema formuli:

DE (kcal kgl) = 4151- (122)( Spepela (%))+(23x Sproteina (%)+(38X Smasti (%) -
(64xSsir.vlakana (%))
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SadrZaj metabolicke energije (ME)

SadZaj metabolicke energije (DE) se takode raCuna na osnovu prethodno

odredenog sadrzaja proteina, prema formuli:

ME(kcal kg-l) = DEX{].,OOS'[O,O()le Sproteina (%)]}

3.2.13.5. Odredivanje svarljivosti suve i organske materije pepsin-

celulaznom metodom [172]

Reagensi:
Hlorovodonicna kiselina (0,1 M HCI)
0,1 % rastvor pepsina:
2 g pepsina (Merck® 2000 FIP pg-1)
1000 ml 0,1 M HCl
Acetatni pufer pH=4,8:
6,8 g Natrijum acetat (NaCH3zCOOx 3H:0)
do 1000 ml d. H20
Postupak pripreme. U odmerenu masu 6,8 g natrijum acetat dodati
destilovanu vodu i podesiti pH=4,8 dodatkom koncentrovane sircetne
kiseline. Dopuniti destilovanom vodom do 1000 mLb.
Rastvor celulaze:
1 g celulaze "ONOZUKA R 10" ( Merck®)
1000 ml acetatnog pufera pH=4,8

Postupak

Nakon mlevenja uzorka u mlinu sa sitom promera otvora 0,8-1mm,
odredjen je sadrzaj suve materije (Poglavlje ). Nakon Zarenja filter lonc¢i¢a 3h na
500°C i hladenja u eksikatoru, svaki filter lonc¢i¢ se izmeri na analitickoj vagi, sa

tacnoSc¢u na Cetiri decimale (mo) i u svaki se doda 0,5 g uzorka. Nakon zatvaranja
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dna loncica silikonskim ¢epom, u svaki lon¢i¢ je dodato 50 ml rastvora pepsina koji
je prethodno zagrejan u vodenom kupatilu na 40°C + 1°C. Nakon zatvaranja gornje
strane filter lonci¢a silikonskim zatvaricama, uzorci se inkubiraju na 40°C * 1°C
tokom 24 h. Lonci¢i se promuckaju nakon 1h, 6h i 22h inkubacije. Po isteku 24h,
filter loncice treba staviti 30min u suSnicu koja je zagrejana na 80°C * 1°C, da bi se
hidrolizovao skrob iz uzorka. Nakon suSenja i skidanja gornjih zapusSaca, pazljivo
se skidaju donji ¢epovi i uzroci se stavljaju na vakuum filtritanje. Zaostali talog se
ispita tri puta sa po 80 ml destilovane vode zagrejane na 80°C (neophodno je da
filtrat pri ispiranju bude bistar).

Potom se lonci¢i ponovo zatvore sa donje strane i u svaki se ulije 50 ml
sveze pripremljenog rastvora celulaze zagrejanog u vodenom kupatilu na 40°C +
1°C. Nakon zatvaranja gornje strane filter lonci¢a silikonskim zatvaricama, uzorci
se inkubiraju na 40°C + 1°C tokom 24 h. Lonci¢i se promuckaju nakon 1h, 6h i 22h
inkubacije. Po isteku 24h inkubacije i skidanja gornjih zapusaca, paZljivo se skidaju
donji Cepovi i uzroci se stavljaju na vakuum filtritanje. Zaostali talog se ispira tri
puta sa po 80 ml destilovane vode zagrejane na 80 °C (neophodno je da filtrat pri
ispiranju bude bistar). Filter loncic¢i sa zaostalim talogom se prenose u suSnicu
prethodno zagrejanu na 103 °C * 1°C i suSe se 48 h. Nakon hladenja u eksikatoru,
filter lonci¢i se izmere na analitickoj vagi, sa tacnoS¢u na 4 decimale (mi).
Dozvoljeno je odstupanje izmedu dve paralelene probe je 1 %. U slucaju veceg

odstupanja, analizu treba ponoviti.

Sey = SM—(m;—-mg)

% 100,
gde je:

mo — masa praznog filter loncica (g)

m; — masa praznog filter loncic¢a + talog (suva materija) (g)
SM - sadrZaj suve materije u uzorku (g)

Ssm — svarljivost suve materije odredena pomocu celulaze (%)
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3.2.14. Ispitivanje probiotskih karakteristika Lb. rhamnosus ATCC 7469 in

vitro

Funkcionalna probiotska svojstva Lb. rhamnosus ATCC 7469 su ispitana
kroz seriju testova:

1) Prezivljavanje u uslovima pH vrednosti 2,5 i u prisustvu 0,3% Zu¢nih soli.

2) Antimikrobno dejstvo na odabrane enteropatogene

3) Ispitivanje proizvodnje egzopolisaharida

4) Ispitivanje rezistencije na razlicite antibiotike

3.2.14.1. Prezivljavanje Lb. rhamnosus ATCC 7469 pri niskoj pH vrednosti

medijuma i u prisustvu govede Zuci

U ispitivanju preZivljavanja probiotskih bakterija u simuliranim uslovima u
Zelucu koriSéena je delimicno modifikovana metoda Prasad i sar. (1998) [173]. U
uzorku u kome je ispitivan uticaj kisele sredine na prezivljavanje bakterija, u MRS
bujonu je pH korigovan sa vrednosti 5,7-6,6 na 2,5. Korekcija pH MRS bujona
vrSena je dodavanjem 2M rastvora HCI i nakon provere pH metrom je ovako
preipremljena podloga sterilisana u autoklavu. U uzorku u kome je ispitivan uticaj
prisustva zuc¢nih soli na preZivljavanje bakterija, u prethodno sterilisan MRS bujon
je dodat sterilni 10% (w/v) rastvor govede Zuci, tako da konacna koncentracija
govede Zuci u medijumu bude 0,3% (w/v). pH vrednost u ovim uzorcima je bila u
opsegu 5,6 do 6,2. Kao kontrolni uzorak je koriS¢en sterilni rastvor MRS bujona pH
vrednosti od 5,7-6,5. Za zasejavanje je koriS¢eno 2% (v/v) prekono¢ne kulture Lb.
rhamnosus ATCC 7469 u MRS bujonu, Sto je odgovaralo pofetnom broju bakterija u

kontrolnom uzorku od oko 107 CFU ml-1.

Promena broja bakterija u svim uzorcima je pracena nakon 1h, 2h, 3hi 4h,
Sto odgovara maksimalnom zadrZavanju hrane u Zelucu. Broj Celija u svakom od
uzoraka je odredivan nakon serije razblaZenja u fizioloSkom rastvoru Kohovom
metodom na agarnim plo¢ama (postupak opisan u Poglavlju 3.2.6.). Petri Solje su

inkubirane 48h u termostatu na 37°C, nakon Cega su brojane izrasle kolonije.
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3.2.14.2. Antimikrobna aktivnost Lb. rhamnosus ATCC 7469

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti Lb. rhamnosus ATCC 7469 koriS¢ena
je agar difuziona metoda. Na Petri Solje sa MRS agarom postavljani su plasti¢ni
bunari¢i, pre¢nika 5mm, nakon cega je nanet rastopljen sloj odgovarajuceg
hranljivog top agara koji sadrZi patogeni test mikroorganizam na koji se ispituje

antimikrobna aktivnost (Tabela 3.4.).

Tabela 3.4. Test mikroorganizmi koriS¢eni za ispitivanje antimikrobnog dejstva Lb.
rhamnosus ATCC 7469

: Test o Kolekcija
mikroorganizmi
Staphilococcus American Type Culture Collection, (Laboratorija za
aureus ATCC- mikrobiologiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta,
25923 Univerzitet u Beogradu)
Sallmonela American Type Culture Collection, (Laboratorija za
enteroides ATCC- mikrobiologiju Tehnolosko-metalurSkog fakulteta,
13076 Univerzitet u Beogradu)

. ) Laboratorija za mikrobiologiju Tehnolosko-metalurskog
Shiegella sonnei i _
fakulteta, Univerzitet u Beogradu

Laboratorija za mikrobiologiju Tehnolosko-metalurskog
Listeria innocua fakulteta, Univerzitet u Beogradu

Nakon oc¢vrScavanja top agara plasti¢ni bunariéi su izvadeni i u formirane
otvore dodato je po 100 pl prekono¢ne kulture Lb. rhamnosus ATCC 7469. U cilju
ispitivanja hemijske prirode prisutne antimikrobne supstance na rub svakog
bunari¢a stavljan je kristal pronaze E (Calbiochem-Behring Corp.). Ukoliko je
proizvedena supstanca proteinske prirode (bakteriocini) na zoni inhibicije ¢e se
uoCiti polumesecasta zona usled razgradnje antimikrobnih supstanci proteinske
prirode pod dejstvom proteinaze. Petri Solje su inkubirane preko no¢i na 37° C.
Pojava svetle zone (halo) oko bunari¢a pokazije da odgovarajuca bakterija ima
antimikrobnu aktivnost prema test mikroorganizmu. Graficki prikaz agar difuzione

metode je dat na Slici 3.5.
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Slika 3.5. Sematski prikaz agar difuzione metode

Merenjem precnika zone inhibicije se kvantifikuje osetljivost razlicitih test

mikroorgazama na prisustvo Lb. rhamnosus ATCC 7469.

3.2.14.3. Proizvodnja egzopolisaharida Lb. rhamnosus ATCC 7469 na

razli¢itim izvorima ugljenika

Za evaluaciju sposobnosti Lb. rhamnosus da proizvode egzopolisaharide na
razli¢itim izvorima ugljenika pripremljeno je po 20 ml MRS agara od komponenata
(pepton-4 10 g L1; mesni ekstrakt 4 g L-1; ekstrakt kvasca 4 g L1, kalijum
hidrogenfosfat 2 g L-1; natrijum acetat 5 g L-1; magnezijum sulfat 0,2 g L-1 i mangan
sulfat 0,04 g L-1, di-amonijum hidrogen citrat 2,0 g L1, Tween 80 1,0 g L1, agar 18,0
g L'1) uz dodatak odgovarajuceg Secera u koncentraciji od 2% (w/v). Ispitano je

Sest razlicitih Secera: glukoza, fruktoza, laktoza, galaktoza, saharoza i maltoza.

Po 20ml MRS agara sa svakim Se¢erom je razliveno u posebnu Petri kutiju.
Nakon oc¢vrSavanja agara, Petri kutije su inkubirane 24h na 30°C da bi se prosusila
povrSina agara. Potom je bakterioloSko ezom tehnikom iscrpljivanja
(strikovanjem) naneSena prekonoc¢na kultura Lb. rhamnosus ATCC 7469 na svaku
agarnu plocu. Tako pripremljen uzorak je ostavljen 48h u termostatu na 37°C i
dobijene Petri kutije sa izraslim bakterijama i produkovanim egzopolisaharidima u
formi bele, sluzave, tegljive mase na povrSini agarne ploce su fotografisani.
Vizuelno je uporeden intenzitet proizvodnje egzopolisaharida na razli¢itim
SeCerima.
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3.2.14.4. Antibiogram test Lb. rhamnosus ATCC 7469

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti Lb. rhamnosus ATCC 7469 KkoriS¢ena
je modifikovana agar difuziona metoda. Na Petri Solje je nanet sloj rastecnjenog top
MRS top agara (0,7% agara) i zasejan sa 2% prekono¢ne kulture Lb. rhamnosus
ATCC. Nakon ocvrsc¢avanja top agara u Petri kutijama, na povrSinu su postavljene
test tablete antibiotika za antibiogram test (Torlak, Beograd), prec¢nika 5mm.
Ovako pripremljeni uzorci su inkubirani 24h na 37°C, nakon Cega je meren precnik
zone inhibicije rasta oko svake od tableta test antibiotika. Prisustvo zone inhbicije
rasta oznacava osetljivost Lb. rhamnosus ATCC 7469 na odgovarajuci antibiotik. Za
kvantifikaciju osetljivosti koriS¢ena je vrednost precnika zone inhibicije rasta i u

Tabeli 3.5. su dati kriterijumi za procenu osetljivosti.

Tabela 3.5. Kriterijumi za procenu osetljivosti mikroorganizma na razlicite
antibiotike

Sadrzaj antibiotika u Precnik zone inhibicije, Rz (mm)

Test antibiotik )
test tableti S [ R
Tetraciklin 30 ug >26 23-25 <22
Ampicilin 30 ug =26 23-25 <22
Streptomicin 30 ug >26 23-25 <22
Kanamicin 30 ug =26 23-25 <22
Hloramfenikol 30 ug >26 23-25 <22
Penicilin 101U =26 23-25 <22
Eritromicin 15 pug =26 23-25 <22
Gentamicin 15 ug >26 23-25 <22
Vankomicin 30 ug >12 10-11 <9
Naﬁj:ﬁ::na 30 pg > 26 23-25 <22

Merenjem precnika zone inhibicije i uporedivanjem sa vrednostima datim u
tabeli 3.5. utvrdeni su antibiotici koji deluju na Lb. rhamnosus ATCC 7469, kao i

oni na koje je odabrani soj rezistentan.
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3.3. Statisticka obrada eksperimentalnih rezultata

Sva ispitivanja su vrSena u triplikatu. Rezultati su predstavljeni kao srednje
vrednosti * standardan devijacija svakog merenja. Analiza varijanse je koriS¢ena
prikom analize rezultata u cilju procene statistickog znacaja rezultata. U zavisnosti
od broja parametara Ciji je uticaj ispitivan za poredenje aritmetickih sredina je
koriS¢ena jednostruka ili dvostruka analiza varijanse sa naknadnim Tukey testom.

Razlike su smatrate znacajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0,05.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Hemijska karakterizacija dZibre kao sirovine za proizvodnju mlec¢ne
kiseline i bakterijske biomase

Za fermentacione procese sa BMK veoma je bitan hemijski sastav podloge,
zbog izrazitih nutritivnih potreba BMK prvenstveno u pogledu izvora azota. DZibra
kao otpadna sirovina ima promenljiv hemijski sastav $to se moZe odraziti znacajno
na procesne parametre kao $to su prinos i produktivnost. U tabeli 4.1. je prikazan
hemijskih sastav destilerijske dZibre iz industrijske proizvodnje bioetanola na

otpadnom hlebu, a u tabeli 4.2. sastav tecnog dela dZibre.

Tabela 4.1. Hemijski sastav destilerijske dzibre

Hemijski sastav dZibre Sadrzaj
Ukupni redukujuci Seceri (% sm) 9,74 + 0,04
Proteini (% sm) 58,50+ 0,12
Masti (% sm) 8,49 +0,12
Pepeo (% sm) 21,47 £ 0,20
Suva materija (%) 11,55+ 0,30

Nizak sadrZaj redukujuc¢ih Setera u dZibri je ocekivan zbog efikasne
prethodne alkoholne fermentacije u proizvodnji bioetanola. Zato je neophodno
obogatiti medijum glukozom Kkao izvorom ugljenika za mlecno-kiselinsku

fermentaciju.

Tabela 4.2. Hemijski sastav te¢ne destilerijske dZibre

Hemijski sastav tecne dZibre Sadrzaj
Ukupni redukujuci Seceri (% sm) 24,30 £ 0,05
Proteini (% sm) 43,75 +0,10
Masti (% sm) 11,42 + 0,09
Pepeo (% sm) 14,49 + 0,08
Suva materija (%) 4,80 + 0,04

Visok sadrzaj proteina, racunato na suvu materiju je prisutan i u tecnoj
frakciji (43,75% sm) i u ukupnoj dzibri (58,50% sm). Ukoliko se uporedi sadrzaj

100



proteina u dzibri iz proizvodnje bioetanola na otpadnom hlebu sa sadrzajem
proteina u komercijalnoj podlozi za gajenje Lactobacillus sp. (MRS bujon, Torlak,
Srbija), gde je sadrzaj proteina oko 44,8 % sm [174], zakljucuje se da je dZibra
veoma bogata azotnim materijama i da bi mogla biti veoma dobar supstrat za
mlecno-kiselinsku fermentaciju. lako se sastav dZibre menja u zavisnosti od
upotrebljene sirovine i tipa procesa proizvodnje bioetanola, sadrzaj najvaznijih
grupa jedinjenja (proteina, masti, Secera...) je uglavnom slican [52,53] (Tabela 2.3.).
Takode, zbog prethodne alkoholne fermentacije pomocu kvasca, moze se ocekivati
da u ukupnom sadrzaju proteina prisutnih u dZibri ucestvuju znacajno ostaci Celija
kvasca koji ima pozitivno dejstvo na rast BMK. Industrijski se u mle¢no-kiselinskim
fermentacijama najceS¢e dodaje upravo ekstrakt kvasca kao izvor azota i vitamina
B grupe, ali se zbog njegove visoke cene danas istrazuju alternativni izvori azota
[58]. Zbog znacaja mineralnih materija za rast i produktivnost BMK, u tabeli 4.3. je
predstavljen sadrZaj razli¢itih metala rastvorenih u tec¢noj dzibri i uticaj ispitanih

metala na rast BMK.

Tabela 4.3. Sadrzaj metala u tecnoj dzibri i optimalne vrednosti za rast BMK

. Optimalna Efekat metala na
) . . Koncentracija . _ )
Metali u te¢noj .. koncentracija proizvodnju
vl s metala u te¢noj . .
dzibri . metala za rast mlecne Kiseline i
dzibri (mg L1)
BMK (mg L-1) ab rast BMKa
Mg 155,00 £ 0,01 480-972 stimulativno
Mn 1,34 +0,01 <110 stimulativno
Ca 210,55 + 0,03 <8000 stimulativno
Fe 3,02 £ 0,04 <4 stimulativno
Zn 3,78+ 0,01 <20 stimulativno
Na 398,02 + 0,01 <4000 bez efekta
Cu 0,22 £ 0,05 <19 bez efekta
Co 0,06 £0,03 bez efekta

a[175]; > [176]

Vazni metali su u ispitivanoj dZibri prisutni u optimalnim koncentracijama,
izuzev Mg, Cija je koncentracija manja od optimalne. Kao supstrat za mlecno-
kiselinsku fermentaciju ispitivane su destilerijska dzibra i njena te¢na frakcija.

PosSto se Cvrsta frakcija dZibre koristi kao sto¢na hrana, ispitivana je mogucnost
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iskoriS¢enja zaostale teCne frakcije kao supstrata za mlecno-kiselinsku
fermentaciju. Sa druge strane, ukupna dZibra ima vec¢i sadrzaj suve materije i veci
udeo azotnih materija u odnosu na samo tec¢nu frakciju, pa se oCekuje da bude
pogodnija kao supstrat za fermentaciju. Nakon fermentacije zaostali ¢vrsti deo
fermentisane dZibre bi se takode mogao koristiti kao vredna sto¢na hrana

obogacena bakterijama mlec¢ne kiseline.

4.2. Selekcija Lactobacillus sp. za proizvodnju mle¢ne Kiseline i bakterijske

biomase na te¢noj destilerijskoj dzibri

Za proizvodnju mlecne kiseline i biomase BMK ispitivane su Cetiri
Lactobacillus vrste: Lb. paracasei ssp. paracasei NRRL B-4564, Lb. casei ssp. casei
NRRL B-441, Lb. pentosus NRRL-227 i Lb. rhamnosus ATCC 7469. Pri
mikroaerofilnim, staticnim uslovima i na preporuc¢enim temperaturama navedeni
sojevi su koriS¢eni za mlecno-kiselinsku fermentaciju na tecnoj frakciji hlebne
dZibre, sa poCetnom koncentracijom glukoze podesenom na 25-30 g L-1 u toku 72h.
Vazni procesni parametri: koncentracija mlec¢ne kiseline (cmk), prinos mlecne
kiseline (Ymk), zapreminska produktivnost (Qv) i ukupan broj ¢elija (N) postignuti

na te¢noj frakciji dZibre su prikazani u tabeli 4.4.

Table 4.4. Parametri mlecno-kiselinske fermentacije na tecnoj destilerijskoj
hlebnoj dzibri sa razli¢itim Lactobacillus sp. Uslovi eksperimenta: anaerobno,
staticno, SarZzna fermentacija (72h), pocetna koncentracija Secera oko 25 g L1,
temperatura T=30°C (za Lb. rhamnosus ATCC 7469 je T=37°C)

cmk (gL1) N (CFUmI")  Ymk(gg') Quv(gL'h™)

Lb. rhamnosus ATCC

8
7469 20,2 8,2x10 0,81 0,28
Lb. paracasei ssp. 16,6 7,0x107 0,66 0,23
paracasei NRRL B- 4564
Lb. casei ssp. casei NRRL

13,7 1,0x108 0,55 0,19
B-441 g
Lb. pentosus NRRL- 227 10,1 2,1x108 0,40 0,14

Iz tabele 4.4. se uocava da su najbolji prinosi postignuti u fermentaciji sa Lb.
rhamnosus i Lb. paracasei ssp. paracasei. Takode, prinosi mlec¢ne kiseline su najvisi
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sa ova dva soja, Sto je vaZzan parametar sa aspekta ekonomike procesa. Vrednosti
zapreminske produktivnosti su male, budué¢i da ostali procesni parametri nisu
optimizovani (temperatura, meSanje, koncentracija inokuluma itd.). Takode, dugo
vreme fermentacije (72h) znacajno utice na krajnju vrednost produktivnosti
(Poglavlje 3.2.12.). Razlike u produktivnostima postignutim u procesima sa
razliCitim vrstama Lactobacillus sp. su takode male, Sto je takode rezultat dugog

vremena fermentacije i neoptimizovanih uslova.

Lb. paracasei ssp. paracasei B-4564 i Lb. rhamnosus ATCC 7469 su
fakultativno heterofermentativne BMK [177]. U fermentaciji na hlebnoj dZibri
pomocu Lb. rhamnosus ATCC 7469 potvrdeno je enzimskim testom (L(+)/D(-)
lactate enzymatic assey, Megazyme®, Ireland) da je 99,7% proizvedene mlecne
kiseline L(+) oblika. U fermentaciji na hlebnoj dZibri pomoc¢u Lb. paracasei ssp.
paracasei B-4564 manji procenat, 72,15%, proizvedene mlecne Kkiseline je L(+)
oblika. L(+) oblik mlecne kiseline je pogodan steroizomer za najzastupljenije
podrucje primene mlecne Kkiseline, za farmaceutsku i prehrambenu industriju. L-
laktat-dehidrogenaza je dominantan enzim u metabolizmu mlecne kiseline kod
ljudi, pa je pozeljno koristiti selektivne producente L(+) mlecCne kiseline [178].
Takode, stereoselektivnost je jedna od osnovnih prednosti fermentacione
proizvodnje, tako da je sa aspekta industrijske primene povoljnije odabrati soj Lb.
rhamnosus ATCC 7469 kao proizvodni mikroorganizam. Kako je jedan od ciljeva
rada zaostalu biomasu BMK Kkoristiti nakon fermentacije u ishrani Zivotinja vaZna
su potencijalna probiotska svojstva proizvodnog mikroorganizma. Tuomola i
Salminen (1998) su potvrdili in vitro sposobnost adhezije Lb. rhamnosus ATCC
7469 za mukozni epitel intestinalnog trakta, Sto je jedna od vaznih karakteristika
potencijalnih probiotika, budu¢i da adhezivnost omogucava zadrzavanje i

razmnozavanje u crevima [179].

Stoga je za dalji eksperimentalni rad izabran soj Lb. rhamnosus ATCC 7469

kao proizvodni mikroorganizam.
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4.3. Ispitivanje uticaja razlicitih faktora na mlec¢no-kiselinsku fermentaciju

tecne hlebne destilerijske dzibre

4.3.1. Uticaj temperature na proizvodnju mlec¢ne Kkiseline i bakterijske

biomase na tec¢noj destilerijskoj dzibri

Na slici 4.1. je prikazana promena broja Zivih Celija, koncentracije Secera i
mlecne Kkiseline u staticnim, mikroaerofilnim wuslovima na razli¢itim
temperaturama: 37°C, 41°C i 45°C. Ispitivanjem medusobnog uticaja temperature i
koncentracije inokuluma utvrdeno je da interakcija izmedu ova dva parametra nije
statisti¢ki znacajna (p=0,79507>0,05). Nakon 72h fermentacije na temperaturama
37°C i 41°C su postignute pribliZno iste vrednosti koncentracije mle¢ne Kiseline i
broja ¢elija. Kinetika proizvodnje mlec¢ne Kkiseline i utroska Secera je priblizno ista
za sve tri ispitivane temperature. UoCava se da na temperaturi 41°C, Lb. rhamnosus
ATCC 7469 brze raste i stvara mlecnu kiselinu. Najvec¢a koncentracija mlec¢ne
kisleine od 15,68 g L1 je postignuta u fermentaciji na 41°C, pa je ista temperature
odabrana za dalje eksperimente kao najpovoljnija. MoZe se uociti sa grafika da na
kraju fermentacije zaostaje odredena kolic¢ina Secera, od 5,23 g L1 (na 41 °C) do
6,98 g L1 (na 45°C). Lb. rhamnosus ATCC 7469 ne moZe da iskoristi ovaj residualni
nefermentabilni Seer u dzibri, koji u fermentacijama sa malom pocetnom

koncentracijom SeCera znacajno uti¢e na ukupan stepen konverzije supstrata.
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Slika 4.1. Promena broja Celija i koncentracije Secera i mlecne kiseline u mle¢no-
kiselinskoj fermentaciji sa Lb. rhamnosus ATCC 7469. Eksperimentalni uslovi:
koncentracija inokuluma 2 % (v/v), anaerobno, staticno, pocetna koncentracija
SeCera 22,94 g L1, pH medijuma podeSen na 6,5. Legenda: (o) - proizvodnja
mlecne Kkiseline, (0) - potroSnja Secera, (A) - proizvodnja bakterijske biomase;
puna linija - 37 °C; isprekidana linija - 41 °C; taCkasta linija - 45 °C.

Najve¢i broj Zivih celija u toku fermentacije je takode postignut na
temperaturi od 41°C nakon 48 h fermentacije. Nakon 48 sati broj ¢elija pocinje da
opada na svim temperaturama, Sto je verovatno uslovljeno znacajnim smanjenjem
koncentracije Secera u podlozi i mogu¢om inhibicijom mle¢nom kiselinom pri pH
vrednostima nizim od 3,7, koliko je izmereno u medijumu nakon 48 h fermentacije.
Temperatura od 41 °C koja je izabrana kao najpovoljnija za istovremenu
proizvodnju mlecne kiseline i rast Lb. rhamnosus ATCC 7469 je u okviru opsega
temperatura (35-47 °C) koje su najCeSCe birane za ovaj soj [1,180]. Opseg
optimalnih temperatura za Lb. rhamnosus ATCC 7469 koji se javlja u razli¢itim
studijama varira usled koriS¢enja razlicitih supstrata, izvora azota i ugljenika, kao i
sveukupnim razlikama u dizajnu eksperimenata. Budu¢i da mlecno-kiselinska
fermentacija do sada nije izvodena na hlebnoj dZibri kao osnovi fermentacionog
medijuma, teSko je praviti poredenja medu znacajno razli¢itim studijama. U
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ispitivanju proizvodnje mlecne kiseline na kukuruznoj te¢noj dZibri pomocu Lb.
paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, Mojovic¢ i sar. (2011) su pokazali da je
optimalna temperature za proizvodnju mlecne kiseline takode 41°C dok je najbolja

proizvodnja biomase ostvarena na 37 °C [181].

4.3.2. Uticaj koncentracije inokuluma na proizvodnju mlecne Kkiseline i

bakterijske biomase na te¢noj destilerijskoj dzibri

U ovom setu eksperimenata je pracen uticaj razlicitih koncentracija
inokuluma Lb. rhamnosus ATCC 7469 na proizvodnju mlecne Kkiseline i bakterijske
biomase u fermentaciji na prethodno odabranoj temperaturi 41 °C. Ispitivane su tri
pocetne koncentracije inokuluma: 2%, 5% i 10% (v/v). Koncentracija mlecne
kiseline, broj Zivih Celija i promena pH vrednosti u toku fermentacije na tecnoj

dzibri su prikazani na Slici 4.2.
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Slika 4.2. Promena koncentracije mlec¢ne Kkiseline, broja ¢elija i pH vrednosti u
fermentaciji sa Lb. rhamnosus ATCC 7469. Eksperimentalni uslovi: T=41°C,
anaerobno, staticno, pocetna koncentracija Secera 25,3 g L-1, pH medijuma podeSen
na 6,5. Legenda: (O0) - proizvodnja mlec¢ne kiseline, (o) - profil pH vrednosti u
medijumu, (A) - proizvodnja bakterijske biomase; puna linija - koncentracija
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inokuluma 2% (v/v); isprekidana linija - koncentracija inokuluma 5% (v/v);
tackasta linija - koncentracija inokuluma 10% (v/v).

Najveca koncentracija mlec¢ne kiseline od 17,59 g L1 je postignuta u
fermentaciji sa 5% (v/v) inokuluma nakon 72h. Razlika u prinosu mlecne Kkiseline
sa najviSom koncentracijom inokuluma od 10% (v/v) i najniZom koncentracijom
inokuluma od 2% (v/v) nije bila statisticki znacajna (p=0.97561>0.05). U
dosadasnjim ispitivanjima mlec¢no-kiselinske fermentacije najces¢e su koris¢ene
koncentracije inokuluma u opsegu od 1-10% (v/v) [182, 83]. U fermentaciji na
permeatu surutke pokazano je da koncentracije inokuluma vece od 5% (v/v) ne
uticu znacajno na koncentraciju mlecne Kkiseline i broj celija, iako veca
koncentracija inokuluma moZe da skrati vreme fermentacije [182, 183]. Najveci
broj Zivih celija je postignut sa 5% (v/v) inokuluma u 36 satu fermentacije (slika
4.2.). U uzorcima sa 10% (v/v) inokuluma broj ¢elija je poCeo znacajno da opada
ve¢ posle 36 h, dok se u uzorcima sa 2% (v/v) i 5% (v/v) inokuluma broj Celija
smanjivao tek nakon 48 sati od pocetka fermentacije. Slican obrazac se moze uociti
i na slici 4.1. Opadanje vijabilnosti moZe biti rezultat smanjenja koncentracije
SeCera prisutnih u podlozi ili inhibicije nedisosovanom mle¢nom kiselinom
prisutnom pri niZim pH vrednostima. Gongalves i saradnici (1997) su potvrdili da
u mlec¢no-kiselinskoj fermentaciji najznacajniji inhibitorni efekat na rast i
produktivnost ima nedisosovana forma mlecne Kiseline koja je dominantna pri pH
vrednostima medijuma niZzim od 5 [184]. Iako su koncentracije mlecne Kkiseline
postignute u ovoj studiji relativno male (14-17 g L-1) zbog pH vrednosti medijuma
koja je bila niZa od 4 nakon 24 h fermentacije (slika 4.2.), moguce je da se ispolji
inhibitorni efekat mlec¢ne kiseline na rast bakterija.

U cilju eliminacije negativnog uticaja niske pH vrednosti i inhibicije
nedisosovanom mle¢nom kiselinom u daljem radu je ispitana mogucnost pH

kontrole dodatkom CaCOsz kao sredstva za neutralizaciju i meSanjem.
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4.3.3. Uticaj pH kontrole i mesSanja na proizvodnju mle¢ne Kiseline i

bakterijske biomase na na tecnoj destilerijskoj dzibri

Na slici 4.3. prikazana je vijabilnost bakterija i pH profil mle¢no-kiselinske
fermentacije uz dodatak CaCOsz i meSanje. U uzorcima sa dodatkom CaCOs i
meSanjem pH medijuma je odrzavan iznad vrednosti 5, Sto je uslovilo bolje
prezivljavanje bakterija u odnosu na ostale uzorke. U uzorcima bez pH kontrole i
mesSanja uocava se nagli pad vijabilnosti nakon 48 sati fermentacije (Slika 4.1. i

Slika 4.2.).

Vreme (h)

Slika 4.3. Uticaj meSanja i dodatka CaCO3 na broj Zivih ¢elija Lb. rhamnosus ATCC
7469 i pH vrednost u toku mle¢no-kiselinske fermentacije na tec¢noj destilerijskoj
dzibri; Eksperimentalni uslovi: T=41°C, koncentracija inokuluma 5% (v/v),
anaerobno, pocetna koncentracija Se¢era 25.9 g L1, poCetni pH medijuma podeSen
na 6.5. Legenda: (m) - proizvodnja bakterijske biomase, (0) - profil pH vrednosti u
medijumu; crna linija - 1% CaCO3 (w/v), sa meSanjem (90 orbt/min); crvena linija
- bez dodatka CaCOs, sa meSanjem (90 orbt/min); zelena linija - bez dodatka
CaCQOg, stati¢no; plava linija - 1% CaCO3 (w/v), stati¢no.

[ samo meSanje, bez dodatka sredstva za neutralizaciju je pozitivno uticalo

na vijabilnost, verovatno zbog ravnomernije raspodele Secera i proizvedene

mlecne kiseline u medijumu. Najvisi broj Zivih bakterija je postignut u uzorcima sa
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meSanjem i dodatkom CaCO3 usled sinergisticke pozitivne interakcije oba faktora
(p=0.02721<0.05) i najefikasnije kontrole pH vrednosti u medijumu (pH profil na
slici 4.3.). Po zavrSetku fermentacije broj Zivih ¢elija Lb. rhamnosus ATCC 7469 je
bio iznad 108 CFU mll, Sto je vaZna karakteristika zaostalog fermentacionog
medijuma sa aspekta upotrebe za stoc¢nu hranu. Literaturno preporucen broj Zivih
bakterija u probiotiskoj sto¢noj hrani je u opsegu od 10¢ do 10° CFU ml-1 [185], Sto

ukazuje da je fermentisani medijum odgovara ovom Kriterijumu.

Uticaj meSanja i dodatka CaCOsz na proizvodnju mlecne kiseline i pH
vrednost u toku mlecno-kiselinske fermentacije na tecnoj destilerijskoj dzibri je

prikazan na slici 4.4.
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Slika 4.4. Uticaj meSanja i dodatka 1% CaCO3 (w/v) na proizvodnju mlec¢ne kiseline
i profil pH vrdnosti u medijumu u toku fermentacije. Eksperimentalni uslovi kao na
slici 4.3. Legenda: (0) - proizvodnja mlecne Kkiseline, (o) - pH vrednosti u
medijumu; crna linija - 1% CaCO3 (w/v), sa meSanjem (90 orbt/min); crvena linija
- bez dodatka CaCOs, sa meSanjem (90 orbt/min); zelena linija - bez dodatka
CaCOgs, staticno; plava linija - 1% CaCO3 (w/v), stati¢no.

NajviSa koncentracija mlec¢ne Kkiseline od 18.58 g L1 je postignuta u
fermentaciji uz dodatak 1% (w/v) CaCOs kao sredstva za neutralizaciju uz

mesSanje. U ovom uzorku je postignut prinos mlecne kiseline od 73.4%. Ukoliko se

pogleda pH profil u toku fermentacije uocava se nagli pad pH vrednosti u toku
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prvih 24 sata fermentacije u svim uzorcima usled najveceg intenziteta proizvodnje
mlecne kiseline. MeSanje kao pojedinacan faktor nije znacajno uticalo na povecanje
proizvodnje mlecne kiseline (p=0.05996 >0.05), ali je sinergisticki sa dodatkom
CaCOs3 omogucilo najintenzivniju proizvodnju mlecne kiseline
(p=4.76488x104<0.05). Takode, kombinacijom faktora meSanja i dodatka CaCOs3
ostvaren je i znacajno veca proizvodnja mlecne kiseline u odnosu na uzorak sa
dodatkom CaCOs, ali staticno. Sinergisticko dejstvo meSanja i dodatka CaCO3 moZe
se objasniti boljim transferom mase i efikasnijom neutralizacijom cvrstim
Cesticama CaCO3 uz meSanje nego u staticnim uslovima. Na ovaj naCin se smanjuje
destruktivno dejstvo visoke koncentracije mle¢ne kiseline u neposrednoj blizini
Celijske povrsine i izbegava se formiranje gradijenta koncentracija mlecne kiseline
u fermentacionom medijumu. Takode, u staticnim uslovima je zapaZeno stvaranje
¢vrstog taloga CaCOsz Sto onemogucava ravnomernu raspodelu u medijumu i
oteZava ponovljivost i uniformnost u toku procesa.

Rezultati drugih autora se dosta razlikuju u pogledu efekta meSanja na
proizvodnju mlecne kiseline, pa se moZe zakljuciti da je ovo svojstvo vezano za
brojne faktore: vrstu mikroorganizma, uslove eksperimenta, sastav i gustinu
fermentacionog medijuma itd. Panesar i sar. (2010) [182] nisu uocili znacajne
razlike u prinosima izmedu uzoraka sa i bez mesSanja, dok Makarova i sar. (2006)
[186] isticu da su za gajenje Lactobacillus sp. povoljniji staticni uslovi zbog
mikroaerofilnih uslova rasta ovog roda i negativnog efekta aeracije medijuma do
koje dolazi meSanjem. Pozitivni efekat meSanja koji je uocen u ovom istrazivanju je
verovatno uzrokovan interakcijom meSanja i dodatka CaCOs, buduci da efekat
mesSanja samostalno nije dao znacajne efekte na povecanje prinosa mlec¢ne kiseline.
Dodatno, soj Lb. rhamnosus ATCC 7469 proizvodi egzopolisaharide u formi kapsule
[187]. Uloga egzopolisaharida nije pouzdano poznata. SugeriSe se da bi
egzopolisaharidni film na povrsSini celije mogao da ima ulogu u zastiti Celije od
niske pH vrednosti i smicajnog napona Kkoji izaziva meSanje, Sto moZe
prouzrokovati drugacije ponasanje Celija u odnosu na sojeve koji ne proizvode
egzopolisaharide. U studiji Mojovic¢ i sar. (2011) soj Lb. paracasei ssp. paracasei

NRRLB 4654 koji ne proizvodi egzopolisaharide je pokazao najintenzivniju
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proizvodnju mlec¢ne-kiseline na kukuruznoj dzibri u anaerobnom staticnom
postupku [181]. Prethodne studije su pokazale da je optimalna pH vrednost za
proizvodnju mlecne kiseline u opsegu od 5 do 7 [1, 184]. Na osnovu rezultata ovog
istraZivanja sa Lb. rhamnosus ATCC 7469 na teCnoj destilerijskoj dZibri, najvisi
prinos mlecne kiseline od 73.4% postignut je na temperature 41 °C, sa 5% (v/v)

inokuluma, uz dodatak 1% (w/v) CaCOs3 i meSanje (90 obrt/min).

4.3.4. Pregled vaznih parametara mlecno-kiselinske fermentacije na te¢noj
destilerijskoj dZzibri nakon selekcije optimalnih wuslova temperature,

koncentracije inokuluma, mesanja i kontrole pH

U tabeli 4.5. je predstavljen pregled najvaZnijih parametara fermentacije
dobijenih u fermentaciji sa prethodno izabranim uslovima. Optimizacijom uslova
temperature, koncentracije inokuluma, meSanja i pH kontrole omoguceno je
znacajno povecanje koncentracije mle¢ne kiseline i biomase bez dodatka izvora
azota ili minerala. Maksimalna koncentracija mle¢ne kiseline je uve¢ana sa 15.68 g
L-1 (Slika 4.1.) do vrednosti od 18.58 g L-1 (Slika 4.4.) u fermentaciji sa odabranim
vrednostima vaznih parametara. Takode, prinos mlecne Kkiseline koji je pre
optimizacije iznosio 61.74% je uvecan na 73.4% (Tabela 4.5.). Efektivni prinos
racunat na osnovu utroSenog Secera iz podloge iznosi 0.90 g g1 (Tabela 4.5.).
Optimizacijom uslova za proizvodnju mlec¢ne Kkiseline takode je postignuto
uvecanje vijabilnosti i intenzivniji rast Lb. rhamnosus ATC 7469. Po zavrSetku
fermentacije sa odabranim uslovima (Slika 4.3.) broj Zivih Celija je iznosio 3x108
CFU mL-L, dok je pre optimizacije maksimalni postignut broj ¢elija iznosio 3x106
CFU mL-1 (Slika 4.1.). U ispitivanju proizvodnje mlecne kiseline na destilerijskoj
otpadnoj vodi uz dodatak kvascevog ekstrakta, peptona, Na;HPO4 i MgS0O4 pomocu
Enterococcus hawaiensis kao proizvodnog mikroorganizma postignuta je
koncentracija mle¢ne kiseline od 56 g L1 i prinos 70% [188]. Prinos mlec¢ne
kiseline od 73.4% postignut na tecnoj dzibri je viSi od koncentracije mlecne
kiseline postignute u fermentaciji na destilerijskoj otpadnoj vodi, iako dzibra nije
obogacena mineralima i izvorima azota. Prinos mlecne kiseline na tec¢noj dZibri je

nizi nego prinosi postignuti na nekim drugim supstratima kao S$to su surutka,
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jecmeni skrob, melasa, Secerna trska [1, 189, 40, 190], ali su znacajni sa aspekta
mogucénosti prevodenja agroindustrijskog otpadnog proizvoda u organsku kiselinu
sa Sirokim poljem primene. Takode, visoka vijabilnost ¢elija na kraju fermentacije
ukazuje na potencijal iskoriS¢enja Zive biomase MKB. Kao $to se moze videti iz
tabele 4.5. krajnja koncentracija mle¢ne kiseline u medijumu je relativnho mala, a

vreme fermentacije je dugo (72h).

Tabela 4.5. Pregled najvaZnijih procesnih parametara nakon optimizacije (pocetna
koncentracija Secera oko 25 g L-1, trajanje fermentacije 72h)

Prinos mlecne  Koeficijent

Koncentracija Broj ¢elija

Kiseli .
Optimalni uslovi mlecne kiseline 15€ I_Tle prlni)sa (108 CFU
(% teorijskog mlecne
(gL : o mL1)
prinosa) kiseline (%)
T (41 °C)
Koncentracija
inokul 59
iokuluma (3%) g 56,4 19 73,4:1,8  90,11#315  50%0,9

CaCo0s3 (1%)
mesSanje (90
obrt/min)

Sa slike 4.4. se uocava da brzina proizvodnje mlec¢ne Kkiseline drasti¢no
opada posle 48-og sata fermentacije i produktivnost tokom poslednjih 24 sata
fermentacije iznosi samo 0.06 g L1 h-1. Takode, maksimalni broj ¢elija se postiZe do
48-0og sata fermentacije posle cega dolazi do opadanja vijabilnosti. U daljim
eksperimentima je bio cilj povecati produktivnost procesa i maksimalnu
koncentraciju mlecne kiseline u medijumu. Budu¢i da je ekstrakcija jedna od
najskupljih faza u fermentacionoj proizvodnji mlecne kiseline, ostvarivanjem
visoke produktivnosti u toku procesa smanjuju se gubici i povecava isplativost

procesa.
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4.3.5. Uticaj koncentracije dodatog CaCOz kao sredstva za neutralizaciju na
proizvodnju mlecne Kiseline i bakterijske biomase na tecnoj destilerijskoj

dzibri

Pod prethodno optimizovanim uslovima temperature (41°C), koncentracije
inokuluma (5% (v/v)) i meSanja (90 obrt/min) ispitivan je uticaj razli¢itih
koncentracija dodatog CaCOs. Promena broja ¢elija nakon 48 i 72 sata fermentacije
pri razli¢itim koncentracijama CaCOsz prikazana je na slici 4.5. Na slici 4.6. je
prikazana promena koncentracije mlecne Kkiseline pod uticajem razlicitih
koncentracija CaCO3 nakon 48 i 72 sata fermentacije. Najveci broj Zivih bakterija
od 1,4x10° CFU ml! je postignut nakon 48 sati fermentacije pri koncentraciji 2%
CaCO3 (w/v) (Slika 4.5.), dok je sadrzaj proizvedene mlecne kiseline priblizno isti

pri koncentraciji CaCO3 1%, 2% i 5% (w/v) (Slika 4.6.).

10
: [C48h
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Hi

1% CaCO3 2% CaCo3 5% CaCO3 10% CaCO3

Slika 4.5. Uticaj razlicitih koncentracija CaCO3 (w/v) na preZzivljavanje Celija Lb.
rhamnosus ATCC 7469. Eksperimentalni uslovi: T=41°C, koncentracije inokuluma
5% (v/v), mikroaerofilno sa meSanjem (90 obrt/min), pocetna koncentracija
SecCera oko 25 g L1

Sa ekonomske tacke glediSta povoljnije je za neutralizaciju fermentacionog
medijuma Koristiti niZe koncentracije CaCO3z (2% CaCOsz (w/v)) pri ¢emu je
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postignut visok prinos mlec¢ne kiseline od 0,83 g gl. MoZe se primetiti da sa
povecanjem koncentracije dodatog CaCOs iznad 2% (w/v) znacajno opada broj

zivih ¢elija (Slika 4.5.), uz manji uticaj na prinos mlecne kiseline (Slika 4.6.).

[_J48h
- [C172h]

N
[}
L

=
©
L
Hi

HH
Hi

1
)
Hi

H

e
=

L
= [ [ [
o ) o o))

L)

Hi

Koncentracija mlecne kiseline (g
[ee)
| -

1% CaCO3 2% CaCo03 5% CaCO03 10% CaCO3

Slika 4.6. Uticaj koncentracije CaCO3z na proizvodnju mlecne Kkiseline.
Eksperimentalni uslovi kao na slici 4.5.

U ispitivanjima dobijanja mle¢ne kiseline na melasi Secerne repe pomocu
Lb. delbrueckii uocCen je slican trend znacajnog smanjenja vijabilnosti sa porastom
koncentracije CaCO3 preko 7%, uz blago smanjenje prinosa mlecne kiseline [191].
Produktivnost od 0,26 g L-1 h-1, prinos od 0,83 g g1 i koncentracija mlecne kiseline
od 18,49 g L1 nakon 72h fermentacije uz 2% (w/v) CaCOs je najviSa postignuta na
tecnoj dzibri u ovom setu eksperimenata. Ipak treba ista¢i da ukoliko se
koncentracija mlecne kiseline u uzorcima sa 2% (w/v) CaCOsz uporedi sa
vrednostima dobijenim u fermentaciji sa 1% (w/v) CaCOs razlika nije statisticki

znacajna.

Upotreba CaCO3 kao sredstva za neutralizaciju je Cesta u fermentacionoj
proizvodnji mlec¢ne Kkiseline. Nakon fermentacije u medijumu zaostaje znacajna
kolicina ¢vrstog CaCO3 (neSto manje od 2%) koji bi se unosio u organizam Zivotinja

prilikom koriS¢enja fermentisanog medijuma kao sto¢ne hrane. CaCO3 je vazan
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aditiv u sto¢noj hrani, narocito u periodima intenzivnog rasta ili laktacije [192]. U
fazi rasta goveda preporucena doza iznosi oko 0,31% suve materije ukupnog
dnevnog unosa hrane [193]. lako maksimalna dozvoljena doza nije odredena
[193] i generalno se smatra upotreba CaCO3 bezbednom bez rizika za zdravlje i
ljudi i Zivotinja [194], uceS¢e CaCO3 sa 5,9% suve materije ukupnog dnevnog unosa
hrane u ukupnoj suvoj materiji dnevnog unosa hrane se smatra izuzetno visokim
[195]. Ukoliko bi se u ishrani Zivotinja koristio fermentisani medijum iz MKF na
tec¢noj dzibri sa 2% (w/v) CaCOs, dnevni unos CaCOs bi iznosio oko 40% suve
materije ukupnog dnevnog unosa hrane Sto znacajno prevazilazi optimalne doze.
Ipak, fermentisani medijum bi se mogao koristiti kao suplement u ishrani stoke uz
ogranicavanje dnevnih unosa i uz koris¢enje 1% (w/v) CaCOs3 u fermentaciji. Ovako
bi se medijum bolje prilagodio Zivotinjskom dijetetskom reZimu, bez smanjenja

prinosa mlec¢ne kiseline i uz ocuvanje vijabilnosti bakterijske biomase.

4.3.6. Uticaj dodatka rastvora NaOH kao sredstva za neutralizaciju na
proizvodnju mlecne Kiseline i bakterijske biomase na tecnoj destilerijskoj

dzibri

[ako se CaCO3z Cesto koristi u proizvodnji mle¢ne kiseline kao sredstvo za
neutralizaciju, u konkretnom slucaju proizvodnje mlecne Kiseline i biomase na
dzibri ispoljava izvesne nedostatke. Primena fermentisanog medijuma u ishrani
Zivotinja je oteZana zbog velike zaostale koli¢ine CaCOs. Sa druge strane, u toku
rada je uocCeno da je teSko ostvariti uniformnost mesanja cestica CaCO3z zbog
njihove teZnje ka aglomeraciji i stvaranju agregata sa Cvrstim cCesticama dZibre.
Primena vecih brzina meSanja je izazvala smanjenje vijabilnosti verovatno zbog
intenzivnije aeracije podloge i kao posledicu toga smanjenu proizvodnju mlecne
kiseline. Zato je ispitana mogucnost koriS¢enja rastvora NaOH kao sredstva za
neutralizaciju. NaOH je dodavan u obliku 30% rastvora da bi se smanjio uticaj
promene zapremine na koncentraciju nutrienata u medijumu. Na slici 4.7. je
prikazana potrosSnja Secera i proizvodnja mlecne kiseline u uzorcima sa i bez
kontrole pH dodatkom rastvora NaOH, dok je na slici 4.8. prikazan profil pH

vrednosti u istim uzorcima.
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Slika 4.7. Profil potroSnje Secera i proizvodnje mle¢ne kiseline u uzorcima sa i bez
kontrole pH dodatkom rastvora NaOH. Eksperimentalni uslovi: T=41°C,
koncentracija inokuluma 5% (v/v), sa meSanjem (90 obrt/min), mikoraerofilno,
pocetna koncentracija SeCera 22.5 g L1, poCetni pH medijuma podeSen na 6.5,;
Legenda: crvena linija - bez kontrole pH dodatkom 30% NaOH, crna linija - sa
kontrolom pH dodatkom 30% NaOH, isprekidane linije - koncentracija Secera u
fermentacionom medijumu, pune linije - koncentracija mle¢ne Kkiseline u
medijumu.
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Slika 4.8. Profil pH vrednosti u fermentacionom medijumu sa i bez dodatka
rastvora NaOH. Eksperimentalni uslovi kao na slici 4.7.; Legenda: Crna linija-
uzorak sa kontrolom pH dodatkom 30% NaOH u cCetvorosatnim intervalima;
crvena linija-uzorak bez kontrole pH.

Kontrola pH vrednosti u medijumu utiCe znacajno na brZzu asimilaciju
Secera i efikasniju proizvodnju mlecne kiseline. Sa slike 4.7. se moZe uociti da se
maksimalna koncentracija mlecne kiseline u uzorku sa kontrolom pH vrednosti
postiZze ve¢ posle 24 h Sto je znacajno kraci vremenski period u poredenju sa
uzorkom bez kontrole pH. Postignuta koncentracija mlecne kiseline nakon 24 sata
fermentacije je 16,90 g L1, uz prinos mlecne kiseline od 0,76 g g1 i produktivnost
0,70 g L1 h'l. Prinos postignut u ovoj fermentaciji je niZi u odnosu na prinose
postignute sa CaCOs. Ipak, treba uzeti u obzir da je pocetna koncentracija Sec¢era u
ovom eksperimentu bila neSto niZa, pa je na vrednost prinosa znacajniji uticaj
imala relativno konstantna vrednost zaostalog Secera (oko 6 g L-1). Najvazniju
razliku predstavlja znacajno veéa produktivnost postignuta u fermentaciji uz
kontrolu pH dodatkom rastvora NaOH. U fermentaciji sa CaCO3 produktivnost je
iznosila 0,26 g L1 h'l (Poglavlje 4.3.5.), dok je u fermentaciji sa NaOH, zbog
skraéenja vremena fermentacije, vrednost produktivnost gotovo trostruko
uvecana (0,70 g L1 h1). Na slici 4.9. je prikazan uporedni kineticki profil MKF u

uzorcima sa dodatkom NaOH i dodatkom CaCO3 u cilju kontrole pH.
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Slika 4.9. Uporedni kineticki profil MKF u uzorcima sa dodatkom NaOH i dodatkom
CaCO3. Eksperimentalni uslovi kao na slici 4.7.; Legenda: crvena linija -
fermentacija uz pH kontrolu rastvorom NaOH, crna linija - fermentacija uz pH
kontrolu dodatkom 1% (w/v) CaCOs.

Intervalnim (na 4 sata) dodavanjem rastvora NaOH bakterije su duze
izloZene optimalnim pH vrednostima (oko 6,5), Cime se ostvaruje najefikasnija
konverzija Sefera u mlec¢nu kiselinu. U slucaju koriS¢enja CaCOz pH vrednost
medijuma je oko 5 Sto je znacajno niZe od optimalnih vrednosti za Lb. rhamnosus.
Skracenje vremena fermentacije uz koriS¢enje NaOH je znacajno sa aspekta
ekonomike procesa i jedan je od najvaznijh parametara. Ukoliko se uporede
dosada objavljeni podaci za produktivnost u fermentacijama na drugim
supstratima, ovde postignuta vrednost produktivnosti od 0,70 g L1 h-1 je znacCajno
manja. U laboratorijskim uslovima, u fermentaciji na razli¢itim vrstama otpadnog
hidrolizovanog papira maksimalna produktivnost procesa je bila 1,0 g L-1 h-1 [89].
Tako, u zavisnosti od upotrebljenog soja Lactobacillus sp. i sirovine, objavljene
produktivnosti u mle¢no-kiselinskim fermentacijama variraju od 0,1 g L1 h'l u
fermentaciji sa Lb. amylovorus ATCC 33620 na krompiru kao izvoru ugljenika do
4,8 g L'1 h'1 pomocu soja Lb. casei NRRL B-441 na surutki [196]. NajviSe vrednosti
produktivnosti su postignute u kontinualnim membranskim reaktorima

povezanim u serije, sa recirkulacijom C¢elija uz maksimalne vrednosti
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produktivnosti od 57 g L1 h-1, dok je sa istim sojem Lb. rhamnosus ATCC 10863 u
Sarznom postupku postignuta maksimalna produktivnost od 2,1 g L1 h-1 [197].
Visoke produktivnosti su wuglavnom postignute obogacivanjem medijuma
dodatkom izvora azota, minerala uz znacajno viSe pocetne koncentracije Secera u

supstratu i primenu razli¢itih tehnoloskih fermentacionih strategija.

4.4. Proizvodnja mlec¢ne Kiseline i bakterijske biomase na destilerijskoj

dzibri

Kao alternativni postupak iskoriS¢enja dZibre za proizvodnju mlecne
kiseline, u cilju povecanja produktivnosti procesa ispitana je mogucénost koriS¢enja
dzibre, bez prethodnog odvajanja tecnog dela. U Poglavlju 4.1. (Tabela 4.1.)
predstavljen je sastav destilerijske dZibre, sa sadrzajem glavnih grupa jedinjenja i
sadrZzajem vaznih metala. Na osnovu visokog sadrzaja prisutnih proteina i
povoljnog odnosa koncentracija prisutnih metala, ocekivano je da se tokom MKF u
dzibri postignu bolji prinosi u odnosu na te¢nu frakciju koja je siromasnijeg

sastava.

4.4.1. Ispitivanje uticaja pocCetne koncentracije Secera na proizvodnju mlecne

kiseline na destilerijskoj dzibri

Efekat pocetne koncentracije Sefera na proizvodnju mlecne Kkiseline i
biomase Lb. rhamnosus ATCC 7469 je ispitivan u SarZnom postupku na
destilerijskoj dzibri. U dosadaSnjim ispitivanjima je poCetna koncentracija SeCera u
medijumu bila u opsegu 20-30 g L1, a u ovom setu eksperimenata su ispitivane
visSe pocetne koncentracije Sec¢era. Na slici 4.10. je predstavljen kineticki profil

utroSka Secera i proizvodnje mlecne kiseline u toku fermentacije.
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Slika 4.10. Uticaj pocetne koncentracije Secera na proizvodnju mlecne Kkiseline i
utroSak Secera u fermentaciji na ukupnoj dzibri. Eksperimentalni uslovi: T=41°C,
koncentracija inokuluma 5% (v/v), sa meSanjem (90 obrt/min), mikoraerofilno,
pocetni pH medijuma 6.5, uz kontrolu pH dodatkom 30% NaOH u intervalima od
4h. Legenda: crna linija - pocetna koncentracija Secera oko 55 g L-1, crvena linija -
pocetna koncentracija Se¢era oko 75 g L1, plava linija - pocetna koncentracija
SeCera oko 85 g L1

Kinetika potrosnje SeCera i proizvodnje mlecne kiseline pri razlicitim
pocetnim koncentracijama Secera (55,72 g L1, 75,58 g L-1i 85,31 g L1) je sli¢na
(Slika 4.10.). NajviSa vrednost koncentracije mlecne kiseline (75,06 g L1) je
postignuta u fermentaciji sa najviSom pocetnom koncentracijom Secera od 85.31 g
L1 U ovom uzorku nije postignut najbolji prinos niti najvisa produktivnost
verovatno zbog inhibicije supstratom. U wuzorcima sa viSom pocetnom
koncentracijom Secera (75,58 g L-11i 85,31 g L-1) sporije se vrsi konverzija Secera u
mlecnu kiselinu u odnosu na uzorak sa inicijalnom koncentracijom Secera od 55,72
g L-1. U tabeli 4.6. je dat pregled najvaznijih parametara za ispitivane fermentacije.
Najvisi prinos je postignut u fermentaciji sa najmanjom pocetnom koncentracijom

SeCera od 55,72 g L1,
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Tabela 4.6. Uticaj pocetne Kkoncentracije Sefera na vrednosti najvaznijih
parametara u mlec¢no-kiselinskoj fermentaciji na hlebnoj dZibri. Eksperimentalni
uslovi: T=41°C, mikroaerofilno, meSanje (90 obrt/min), kontrola pH dodatkom
30% NaOH na 4h do pH 6,5.

Pocetna Koncentracija Broj ¢elija Prinos Produktivnost
koncentracija mlecne (108 CFU mlecne (g L1h1)
SecCera (g L-1) kiseline (g L1) ml1) kiseline

(%)

F1a 55,72+0,82 50,83+0,73 10,0+3,2 92,3%£2,0 1,49+0,02

F2b 75,58+1,02 68,6+0,35 7,2+0,8 90,6+1,4 1,18+0,01

F3b 85,31+0,84 75,06+0,38 10,0+2,4 88,0+1,1 1,29+0,01
a{ fermentaciji F1 parametri su izra¢unati za 34 h fermentacije;

b{J fermentacijama F2 i F3 parametri su izra¢unati za 58 h fermentacije kada su utro$eni svi
fermentativni Seceri iz medijuma.

Efekat inhibicije supstratom i posledi¢no smanjenje prinosa pri viSim
pocetnim koncentracijama Secera uocili su i drugi istrazivaci. Hujanen i sar. (2001)
[198] su objavili da je sa povecanjem pocetne koncentracije Secera sa 80 g L' na
120 g L-1 uocen slican porast koncentracije mle¢ne kiseline uz smanjenje prinosa. U
Sarznoj fermentaciji je kao supstrat koriS¢en polusintetski medijum obogacen
sladom jetmenih klica [198]. Takode, u studiji Liu i sar. (2005) [199] prinos
mlecne kiseline se smanjivao sa povecanjem pocetne koncentracije Sefera u
fermentaciji sa Rhizopus sp.. NajviSa produktivnost u fermentaciji sa Lb. lactis na
sintetskom medijumu je postignuta pri pocetnoj koncentraciji Secera od 30 g L1, uz
smanjenje produktivnosti sa porastom pocetne koncentracije Se¢era do 90 g L-1
[91].

Sa slike 4.10. se moze uociti da se nakon 36 sata od pocetka fermentacije
blago smanjuje brzina utroSka SeCera u uzorcima sa viSom pocetnom
koncentracijom Secera i posredno viSom Kkoncentracijom mlecne Kiseline.
Koncentracija mle¢ne kiseline u ovim uzorcima posle 36 sati premasuje 50 g L-1.
Negativno dejstvo viSih Kkoncentracija mle¢ne kiseline na produktivnost
Lactobacillus sp. je narocito izraZeno ukoliko se pH ne odrZava konstantnim tokom
Citave fermentacije [184].

Za proizvodnju mlecne Kkiseline ispitivana je otpadna kasSa iz prerade jabuke

uz obogacivanje medijuma azotom i postignut je prinos od 92,6% i produktivnost
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od 1,71 g L-1 h'1 [200]. Produktivnost postignuta na dzibri je niZa u odnosu na kasu
jabuke, ali je prinos isti. Vazno je naglasiti da dZibra nije oboga¢ivana izvorima
azota. Ukoliko se uporedi najvisi postignut prinos (sa poCetnom koncentracijom
SecCera od 55.72 g L'1) od oko 0,92 g g1 (Tabela 4.6.) sa prinosima postignutim na
tecnoj dzibri tritikalea, kukuruza i otpadnog hleba, 0.50 g g1, 0.76 g g1 and 0.80 g
g1 [201], jasno je da se povecanjem pocetne koncentracije Secera i koriS¢enjem
ukupne hlebne dZibre povecava profitabilnost procesa uz skracenje vremena
fermentacije. Takode, koncentracije mlecne kiseline postignute na drugim
otpadnim sirovinama su takode nize. Maksimalna koncentracija mle¢ne kiseline od
41,65 g L1 na otpadnoj vodi iz prerade kasave je postignuta nakon 48 sati uz
pocetnu koncentraciju Se¢era od 50 g L' u medijumu [201].

Za ocenu efikasnosti konverzije SeCera iz supstrata u mlec¢nu kiselinu
koriSc¢en je koeficijent prinosa mlecne kiseline po g utroSenog Secera iz dZibre koji

je prikazan na slici 4.11..

1.4 4
1.2 4

1.0 4

0.8 -

0.6 -

0.4 -

Koeficijent prinosa (g g )

0.2 -

0.0 . , . , : , : ,

4 36 48
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Slika 4.11. Koeficijent prinosa mlecne kiseline po g utroSenog SeCera u
fermentacijama sa razli¢itim pocCetnim koncentracijama Secera. Eksperimentalni
uslovi kao na slici 4.10. Legenda: crna linija - pocetna koncentracija Se¢era oko 55
g L1, crvena linija - poCetna koncentracija Seera oko 75 g L1, plava linija - pocetna
koncentracija Secera oko 85 g L-1.
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Najvisi koeficijent prinosa (1,31 g g1) je postignut nakon 24 sata od
pocetka fermentacije sa pocetnom koncentracijom Secera 55.72 g L'1. Na osnovu
toga se moze zakljuciti da je ova koncentracija najpodesnija za brzo zapocinjanje
proizvodnje mlecCne kiseline na dzibri kao medijumu i ova vrednost koncentracije

Secera je koriS¢ena kao optimalna u daljim eksperimentima.

4.4.2. Proizvodnja mlec¢ne Kkiseline i bakterijske biomase na destilerijskoj

dzibri dolivnim postupkom

Znacajna poboljSanja u produktivnosti i povecanju proizvodnje mlecne
kiseline mogu se posti¢i primenom strategije dolivanja sveZeg supstrata u toku
fermentacije ¢ime se moZe ostvariti kontrola koncentracije SeCera u opsegu
optimalnih. Dolivanjem sveZeg supstrata u odgovarajucim intervalima odredenim
na osnovu vaznih procesnih parametara smanjuje se negativni uticaj proizvoda
reakcije, u ovom slucaju mle¢ne kiseline, razredivanjem fermentacionog medijuma.
U prethodnom setu eksperimenata je pokazano da se najefikasnija konverzija
SeCera u mlec¢nu kiselinu postize pri koncentraciji Se¢era od oko 50 g L1 (slika
4.10.). Zato je za dolivni postupak mlecno-kiselinske fermentacije na dZibri
pocetna koncentracija Secera iznosila 50 g L-1. Kao kontrolni parameter koris¢ena
je vrednost Secera u medijumu. Kada je koncentracija Secera u toku fermentacije
opadala ispod 20 g L1, novi sveZi medijum je dodavan tako da koncentracija Secera
bude ponovo 50 g L-1. Koncentracija Se¢era u medijumu za dolivanje je iznosila 140
g L1 Na slici 4.12. prikazana je kineticka kriva proizvodnje mlecne kiseline,
biomase Lb. rhamnosus ATCC 7469 i potrosSnje Secera u fermentaciji na hlebnoj

dzibri.
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Slika 4.12. Kineticka kriva proizvodnje mlecne kiseline, biomase Lb. rhamnosus
ATCC 7469 i potroSnje Secera u fermentaciji na hlebnoj dZibri. Eksperimentalni
uslovi: T=41°C, koncentracija inokuluma 5% (v/v), sa meSanjem (90 obrt/min),
mikoraerofilno, poCetna koncentracija Se¢era oko 50 g L-1, poCetni pH medijuma
podeSen na 6.5, uz kontrolu pH dodatkom 30% NaOH u intervalima 4h, dolivanje
sveZeg medijuma nakon opadanja koncentracije Secera ispod 20 g L-1. Simboli: crna
linija - broj ¢elija N (CFU ml1) izraZen kao logN; crvena linija - koncentracija
mlecne kiseline; plava linija - koncentracija Secera.

U dolivhom postupku je postignuta maksimalna koncentracija mlecne
kiseline od 97.1 g L1, uz prinos 0.87 g g1 i produktivnost od 1.80 g L1 h-1, nakon 54
sata fermentacije. Ukoliko se uporedi ova vrednost sa vredno$¢éu postignutom u
Sarznom fermentacionom postupku sa istom pocCetnom koncentracijom Secera
(odeljak 4.4.1.), primenom dolivnog postupka je za 47,6% povecéana koncentracija
mlecne kiseline. Produktivnost dolivnog postupka je 21% veca od produktivnosti
Sarznog postupka (Poglavlje 4.4.1., Tabela 4.6.). Postignuta vrednost prinosa u
dolivnom postupku, 0.87 g g1, je slicna vrednosti postignutoj u SarZznom procesu sa
pocetnom koncentracijom Secera oko 85 g L1 (Poglavlje 4.4.1., Tabela 4.6.), ali je
postignuta koncentracija mlecne kiseline znacajno manja. U dolivnom postupku je
postignuta 39% viSa vrednost produktivnosti u odnosu na Sarzni postupak sa

pocCetnom koncentracijom Secera od oko 85 g L1 (Poglavlje 4.4.1., Tabela 4.6.). Na

124



osnovu svega izloZzenog zakljucuje se da su i vrednost produktivnosti i
koncentracije mlec¢ne kiseline znacajno povecane primenom dolivnog postupka.

Dolivni postupak je do sad vec¢ ispitvan u mlecCno-kiselinskim
fermentacijama na razli¢itim supstratima [202]. Ve¢inom su koriS¢eni sintetski
supstrati uz obogacivanje izvorima azota (kvasCev ekstrakt najCeSce) i minerala, pa
nije moguce izvrsiti direktno poredenje sa rezultatima postignutim na dZibri.
Upravo na takvom supstratu su Ding i Tan postigli koncentraciju mlecne kiseline
od 180 g L1 nakon 84 sata fermentacije uz dolivanje supstrata obogacenog
kvascevim ekstratom i glukozom [92]. U navedenoj studiji je koriS¢ena
koncentracija Sefera u medijumu kao indikator dolivanja sveZeg supstrata i
postignuta je veoma visoka koncentracija mlec¢ne kiseline bez uocavanja efekta
inhibicije mikroorganizma Lb. casei. U drugoj studiji je kontrola dolivanja vrSena
merenjem pH vrednosti medijuma kao indikatora konvertovanog Secera u mlecnu
kiselinu [93]. Na hemijski definisanom medijumu obogatenom peptonom,
kvascevim ekstraktom i mineralima postignuta je maksimalna koncentracija
mlecne kiseline od 96,3 g L1, Sto je niZe nego vrednost postignuta na dZibiri [93]. U
dolivnom postupku fermentacije na deproteinizovanoj surutki pomoc¢u mesSane
kulture Lb. casei i Lc. lactis postignite su joS nize vrednosti mlecne kiseline (46 g L-
)i prinosa (0.77 g g1) [203].

Pored znacajnog uvecanja produktivnosti procesa i povecanja koncentracije
mlecne kiseline, u medijumu (dZibri) je u dolivnom postupku postignut i veliki broj
zivih Celija Lb. rhamnosus. Ve¢ nakon prvih 12 sati fermentacije postignut je broj
¢elija od 10° CFU ml! (Slika 4.12.). Nakon 54 sata fermentacije i dostizanja
maksimalne koncentracije mlecne kiseline u medijumu, nije zapaZeno opadanje
bakterijske biomase ispod 10° CFU ml-, iako je u ranijim fazama fermentacije broj
zivih celija iznosio i preko 5x10° CFU ml-L. Stabilna vrednost biomase u toku 40
sati mle¢no-Kiselinske fermentacije ukazuje da su dolivnim postupkom ostvareni
pogodni uslovi za rast Lb. rhamnosus i proizvodnju mlecne Kkiseline Sto je veoma
vazno sa aspekta potencijalne integrisane proizvodnje mlecne Kkiseline i sto¢ne

hrane.
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4.4.3. Proizvodnja mlecne Kkiseline i bakterijske biomase na destilerijskoj

dzibri dolivnim postupkom

4.4.3.1. Imobilizacija Lb. rhamnosus ATCC 7469 na zeolit

Za imobilizaciju Lb. rhamnosus koriS¢ena su spraSena zeolitna molekulska
sita. Bakterijske ¢elije su imobilisane adsorpcijom u MRS bujonu i nakon ispiranja
koriS¢ene kao inokulum za fermentaciju na te¢noj dZibri. Na slici 4.13. je prikazana
skenirajuca elektronska mikrografija povrsine zeolita bez immobilisanih bakterija.
Na slici 4.14.1 4.15. su prikazane skenirajuce elektronske mikrografije proizvodnog

mikroorganizma Lb. rhamnosus ATCC 7469 imobilisanog na zeolitni prah.

Slika 4.13. Skenirajuca elektronska mikrografija slobodne povrsine 13X zeolita.
Eksperimentalni uslovi: uzorci zeolita su 3 h suSeni u vakuumu na temperaturi
25°C u tankom sloju, presvuceni Au-Pd smeSom, mikroskopiranje: Mikroskop
TESCAN Mira3 XMU na 20 kV.

Sa slike 4.14. se uocava da su bakterije adsorbovane po povrSini u gustom
rasporedu. Bakterijske celije na nekim mestima nisu jasno odvojene ve¢ formiraju
strukturu biofilma i medusobno su slepljene, Sto moZe biti posledica intenzivne
proizvodnje egzopolisaharida koja je uo¢ena na glukozi kao izvoru azota (Poglavlje
4.5.2.3.). Na slici 4.15. se moZe primetiti da je adsorpcija bakterija ostvarena
direktno za zeolitnu povrSinu. Soj Lb. rhamnosus ATCC 7469 ima sposobnost da
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sintetiSe egzopolisaharide, polisaharidne supstance koje formiraju lepljivi sloj
(omotac) oko bakterijske celije. Adsorpciju bakterija na zeolit za anaerobne
fermentacije i proizvodnju biogasa je ispitivao Weiss sa saradnicima (2011) [107].
Ova grupa autora je uocila strukture koje podsecaju na pile, kako izmedu bakterija
i povrSine zeolita tako i medusobno, izmedu bakterija. lako sli¢ne strukture nisu
uoCenu u slucaju imobilizacije Lb. rhamnosus ATCC 7469 na zeolit, moguce je, iako
nije eksperimentalno potvrdeno, da egzopolisaharidni omotac igra vaznu ulogu u
adsorpciji Lb. rhamnosus za zeolitnu povrSinu. U studiji Kubote i saradnika (2008)
[204] je pokazano da zeolit adsorbuje biomolekule poput proteina i nukleinskih
kiselina, pa je moguce da postoji afinitet i prema egzopolisaharidima zbog
razvijene povrSine i pozitivnog naelektrisanja. Prilikom ispitivanja vremena
potrebnog za desorpciju bakterija sa zeolitnog nosaca, pokazano je da je
minimalno potrebno vreme mesanja 10 minuta Sto je znacajno duZe u odnosu na
studiju Hrenovi¢ i saradnika (2009) [106], kod kojih je kompletna desorpcija
Acinetobacter junii bakterija postignuta nakon 3 minuta meSanja pri 40 Hz. SnaZna
adsorpcija bakterija na zeolithu povrSinu moZe takode biti i rezultat
elektrostatickih interakcija. PovrSina Lb. rhamnosus ATCC7469 je negativno
naelektrisana dok je povrsina zeolita pozitivno naelektrisana. U Sirokom opsegu
pH vrednosti povrSina Lb. rhamnosus ATCC7469 je negativno naelektrisana i
ponasa se kao Luisova baza [105]. Sa druge strane, zbog izmenjivog natrijumovog
jona povrsSina zeolita se ponaSa kao Luisova kiselina [104], Sto doprinosi afinitetu

bakterija za zeolit.
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Slika 4.14. Skenirajuc¢a elektronska mikrografija povrSine Na-Y zeolita sa
adsorbovanim Lb. rhamnosus ATCC 7469. Uslovi pri mikroskopiranju kao na slici
4.13.

Zeolit je pogodan za upotrebu u Zivotinjskoj ishrani zbog moguénosti
apsorpcije supstanci (razvijena povrsina) i sposobnosti izmene jona Mg2+, Na* i K*
koji su bitni minerali za rast bakterija [205]. Pozitivna svojstva zeolita uz
mogucnost adsorpcije Lb. rhamnosus ATCC 7469 kvalifikuju ovaj imobilisani sistem
za potencijalnu primenu kao dodatak ishrani Zivotinja nakon mle¢no-kiselinske

fermentacije dZibre.
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Slika 4.15. Skeniraju¢a elektronska mikrografija povrSine Na-Y zeolita sa
adsorbovanim Lb. rhamnosus ATCC 7469-detaljniji prikaz. Uslovi pri
mikroskopiranju kao na slici 4.13.

4.4.3.2. Proizvodnja mlecne Kkiseline i bakterijske biomase na tecnoj

destilerijskoj dzibri imobilizacijom Lb. rhamnosus ATCC 7469 na zeolit

Proizvodnja mlecne kiseline i bakterijske biomase na te¢noj destilerijskoj
dZibri pomocu soja Lb. rhamnosus ATCC 7469 imobilisanog na zeolitni prah je
ispitivana uz recirkulaciju imobilizata tokom 4 ciklusa do opadanja produktivnosti
procesa na vrednost 1,0 g L1 h-1. Kao fermentacioni medijum je koris¢en te¢ni deo
dZibre jer zbog manjeg procenta ¢vrstih ¢estica omogucava efikasnu recirkulaciju
imobilisane mase bez ugu$¢avanja medijuma u svakom slede¢em ciklusu. Primena
vecCih Cestica zeolita kao nosaca nije efikasna jer je zbog baznih karakteristika
maksimalna koncentracija zeolita u medijumu za MKF ogani¢ena na 2-3% (w/v)
(da pH vrednost medijuma ne bi prelazila 6,5 Sto je optimalni pH za BMK).
Slobodna povrsina vecih Cestica zeolita (koje bi omogucile lako odvajanje zeolitnog
imobilizata od c¢vrstih Cestica dZibre), a u koncentraciji do 3% (w/v) u medijumu,
nije dovoljna za vezivanje dovoljnog broja bakterijskih celija za brzu i efikasnu
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fermentaciju Sto drasticno uti¢e na produktivnost (ispod 0,9 g L1 h-1 ve¢ u prvom
ciklusu). Zato je za rad sa imobilisanim ¢elijama odabrana te¢na frakcija dZibre.
Fermentacioni medijum je izmenjivan nakon opadanja koncentracije Secera
ispod 10 g L1 Na slici 4.16. je predstavljena proizvodnja mlecne kiseline i
potroSnja Secera tokom cetiri fermentaciona ciklusa. U toku prvog fermentacionog
ciklusa postignuta je najvisa produktivnost od 1,62 g L-1 h-1, uz prinos od 0,78 g g1
i koncentraciju mlecne kiseline od 38,80 g L-1. U svakom slede¢em ciklusu uocava
se produZavanje vremena potrebnog za potros$nju Secera iz medijuma, odnosno
usporavanje fermentacije. U tabeli 4.7. dat je pregled najvaznijih procesnih

parametara u imobilisanom sistemu.
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Slika 4.16. Promena koncentracije SeCera i mlecne kiseline u toku Cetiri uzastopna
ciklusa mlecno-kiselinske fermentacije na tecnoj destilerijskoj dzibri sa Lb.
rhamnosus ATCC 7469 imobilisanim na Na-Y zeolit. Eksperimentalni uslovi:
pocetna koncentracija Secera oko 50 g L-1, koncentracija imobilizata 2% (w/v),
mikroaerofilno, meSanje (90 obrt/min), kontrola pH dodatkom 30% NaOH u 4h
intervalima, recirkulacija nakon smanjenja koncentracije Secera u medijumu ispod
10 g L1
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Tabela 4.7. VaZni parametri procesa mlecno-kiselinske fermentacije na tecnoj
destilerijskoj dZibri sa recirkulacijom Lb. rhamnosus ATCC 7469 imobilisanog na
zeolit. Ekseprimentalni uslovi kao na slici 4.16.

Koncentracija _ . .. Zapreminska
y L Prinos mle¢ne Koeficijent )
mlecne kiseline kiseline (g g'1) rinosa (g g) produktivnost
(gL ) sE PHIONIEE (gL h)
[ ciklus 38,80+2,48 0,78+0,04 0,93+0,05 1,62+0,10
II ciklus 39,36%1,59 0,82+0,01 0,98+0,03 1,43+0,06
II ciklus 42,19+2,48 0,84+0,01 0,99+0,04 1,22+0,07
IV ciklus 41,37+2,31 0,80+0,01 0,93+0,05 1,01+0,05

Zbog produZenja vremena fermentacije u svakom slede¢em ciklusu
produktivnost procesa opada buduc¢i da je koncentracija Secera bila priblizno 55 g
L1 na pocetku svakog ciklusa. Prose¢na produktivnost za ceo process iznosi 1,32 g
L1 h-1. Najnovija istrazivanja Nguyen i sar. (2012) su pokazala da se mikroalge
mogu Koristiti kao novi supstrat za proizvodnju mlecne kiseline uz maksimalnu
produktivnost od 1,06 g L't h'1 [206]. Ova vrednost je niZa od produktivnosti
ostvarene u procesu sa recirkulacijom imobilisanog Lb. rhamnosus u tecnoj dzibri
opisanom u ovoj disertaciji. Takode, u ovom procesu je postignuta koncentracija
mlecne kiseline od 42,19 g L1 i prinos od 0,99 g g1 Sto je znacajno viSe od
koncentracije mlecne kiseline (28,73 g L-1) i prinosa (91,7%) postignutog u
fermentaciji na otpadu ananasa sa Ca-alginatnim imobilizatom Lb. delbrueckii
[207]. Na slici 4.17. je predstavljena promena broja imobilisanih bakterija Lb.

rhamnosus u toku fermentacije, izraZeno po g zeolita kao nosaca.
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Slika 4.17. Promena broja imobilisanih bakterija Lb. rhamnosus u toku
fermentacije. Eksperimentalni uslovi kao na slici 4.16. Legenda: linija - broj
imobilisanih Zivih ¢elija Lb. rhamnosus (N, CFU g1) izdraZenih kao logN.

Na pocetku svakog sledeteg fermentacionog ciklusa zabeleZen je porast
broja Lb. rhamnosus imobilisanog na povrsinu zeolita. Najintenzivnija kolonizacija
povrsine je zabeleZena u toku prva 24 casa fermentacije. Intenzivno formiranje
biofilma je verovatno rezultat zdruZenog povoljnog efekta zeolita na odrzavanje
pH vrednosti iznad 4,5 u toku fermentacije i afiniteta bakterija za razvijenu
povrsSinu zeolita. Zbog imobilizacije Lb. rhamnosus adsorpcijom na povrsinu
zeolita, u biofilmu se ostvaruje bolji prenos mase i smanjena su difuziona
ogranicenja u odnosu na imobilizaciju u alginatni gel, gde su celije obuhvacene
nosacem. Time se mogu objasniti viSi prinosi i produktivnosti u odnosu na studije
drugih autora sa bakterijama zarobljenim u alginatnom gelu [206, 207].

Ukoliko se pogleda tabela 4.7. moZe se uociti da su neSto viSe koncentracije
mlecne kiseline postignute u trecem i ¢etvrtom ciklusu. lIako je uoceno povecanje
vijabilnosti u toku ukupnog vremena fermentacije (Slika 4.17), povecanje
koncentracije mlecne kiseline u tre¢em i Cetvrtom ciklusu je verovatno rezultat
neSto viSe pocetne koncentracije SeCera u ovim ciklusima, budu¢i da razlike
izmedu prinosa i koeficijenata prinosa treceg i Cetvrtog ciklusa nisu statisticki
znacajne.
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4.4.3.3. Uporedni prikaz mlecno-kiselinske fermentacije sa slobodnim i

imobilisanim Lb. rhamnosus ATCC 7469

U cilju procene efikasnosti procesa fermentacije sa recirkulacijom
imobilisane biomase na zeolitu u odnosu na SarZni postupak sa slobodnim
¢elijama, na slici 4.18. je prikazana kinetika SarzZnog postupka. U tabeli 4.8. su
uporedno prikazani najvaZniji parametri SarZnog procesa sa slobodnim Lb.
rhamnosus i1 proseCne vrednosti parametara recirkulacionog postupka sa
imobilisanim Lb. rhamnosus.

U procesu sa imobilisanim celijama proizvedena je visa koncentracija
mlecne kiseline. Uzrok moze biti razlika u poCetnom broju bakterija u SarZznom
procesu i procesu sa recirkulacijom imobilisane biomase predstavljenim na slici
4.19. Zbog izrazite adhezije Celija Lb. rhamnosus na povrSinu zeolita i dalje efikasne
kolonizacije povrSine ovog nosaca pocetna koncentracija bakterija izraZena po ml
fermentacionog medijuma je bila viSa nego u SarZznom postupku (Slika 4.19.).
Intenzivan rast i kolonizacija povrsine zeolita je narocito bila izraZena u toku prvih
24h fermentacije. U toku prvog cikusa recirkulacionog procesa postignuta je
gotovo trostruko visa produktivnost (1,62 g L-1 h-1, Tabela 4.7.) u odnosu na sistem
sa slobodnim c¢elijama (0,66 g L-1 h-1, Tabela 4.8.). PotroSnja Se€era i proizvodnja
mlecne kiseline (Slika 4.16.) su bili brZi u u odnosu na Sarzni postupak (Slika 4.18.).
Ipak, nakon 24 casa fermentacije, broj slobodnih c¢elija u SarZnom procesu je
prevaziSao broj imobilisanih ¢elija, ali su i prinos mlecne kiseline i koeficijent
prinosa i produktivnost ostali vec¢i u uzorku sa imobilisanim bakterijama (Tabela
4.7.). Ovo ukazuje da se viSe vrednosti procesnih parametara ostvaruju sa
imobilisanim cCelijama iako je ukupan broj prisutnih Celija u medijumu manji.
Ovako povoljan efekat biofilma na proizvodnju mlecne kiseline zapazili su i drugi

autori, pa su ispitivani razliciti imobilisani sistemi BMK [208, 95, 209].
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4.18. Kinetika SarZznog postupka proizvodnje mle¢ne Kkiseline na tec¢noj
destilerijskoj hlebnoj dzibri pomoc¢u slobodnih Lb. rhamnosus ATCC 7469 Celija.
Uslovi eksperimenta: koncentracija inokuluma 10%, kontrola pH dodatkom 30%
NaOH u cCetvorosatnim intervalima, pocCetna koncentracija Secera oko 50 g L1
Legenda: crvena linija - koncentracija mlecne kiseline; crna linija - koncentracija
Secera.

Tabela 4.8. Najvazniji parametri fermentacije sa slobodnim i imobilisanim ¢elijama
Lb. rhamnosus ATCC 7469. Eksperimentalni uslovi (za fermentaciju sa slobodnim
¢elijama kao na slici 4.18., a za imobilisan sistem kao na slici 4.16.)

Koncentracija ) . Koeficijent = Zapreminska
" L Prinos mle¢ne . )
mlecne kiseline . prinosa (g produktivnost
1 kiseline (g g'1) 1 1
(gL g') (gL'h?)
Fermentacija-
slobodna 34,69+1,29 0,69+0,03 0,81+0,03 0,66+0,02
biomasa
Fermentacija -
imobilisana 40,43+2,21 0,81+0,02 0,96+0,04 1,32+0,03
biomasa

134



11.0 o

o

HH

10.5 o 10.5

HH
I

FH

10.0 - 10.0

©
w1
I
I

9.5

9.0 o 9.0

8.5 -

/- <]

Broj zivih celija (log CFU ml ™)
[
1

Broj zivih celija (log CFU g 1)

7.5+ =75

7.0

-, ——4 1 b7 0
24 48 72 9% 120 144

Vreme (h)

o -

Slika 4.19. Uporedni prikaz broja Zivih €elija u SarzZznom procesu sa slobodnim Lb.
rhamnosus i recirkulacionog postupka sa Lb. rhamnosus imobilisanim na zeolit.
Legenda: crvena linija - broj slobodnih Lb. rhamnosus po ml fermentacionog
medijuma, crna linija - broj imobilisanih Lb. rhamnosus po ml fermentacionog
medijuma, stubiéi - broj imobilisanih bakterija po g zeolita. Eksperimentalni uslovi
kao u tabeli 4.8.

Maksimalna produktivnost postignuta u SarZnom postupku je znacajno
manja u odnosu na prosec¢nu produktivnost postupka sa imobilisanim celijama.
Produktivnost u imobilisanom sistemu je viSa i u odnosu na rezultate postignute
na ukupnoj dzibri (1.49 g L1 h1, Poglavlje 4.4.1., Tabela 4.6.) pri istoj pocetnoj

koncentraciji SeCera.

4.4.3.4 Proizvodnja mle¢ne Kiseline pomoc¢u Lb. rhamnosus ATCC 7469

imobilisanog na magnezijumom modifikovani zeolit

Modifikacija zeolita jonskom izmenom Na* u zeolitnim molekulskim sitima
sa Mg?* je izvrSena u skladu sa nutritivnim potrebama Lb. rhamnosus ATCC 74609.
Kao izuzetno zahtevni mikroorganizmi u pogledu potreba za mineralima i izvorima
azota, BMK Kkoriste dosta sloZene i skupe medijume za rast. Hemijskom analizom
sastava tecne dzibre koja je data u Poglavlju 4.1. i uporednom analizom sa

nutritivnim potrebama BMK [175, 176] pokazano je da dZibra ima niZi sadrzaj Mg
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u odnosu na potrebe BMK. Stoga je u ovom setu eksperimenata ispitan uticaj
prisustva jona Mg u strukturi zeolita na stepen imobilizacije Lb. rhamnosus i
proizvodnju mlecne kiseline u Mg-zeolit imobilisanom sistemu na tecnoj
destilerijskoj  dzirbi. Elektronska mikrografija povrSine magnezijumom
modifikovanog zeolita sa adsorbovanim bakterijama Lb. rhamnosus je

predstavljena na slikama 4.20. i 4.21.

Slika 4.20. Elektronska mikrografija kolonizacije povrSine magnezijumom
modifikovanog zeolita bakterijama Lb. rhamnosus ATCC 7469. Uslovi pri
mikroskopiranju kao na slici 4.13.
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Slika 4.21. Elektronska mikrografija kolonizacije povrSine magnezijumom
modifikovanog zeolita bakterijama Lb. rhamnosus ATCC 7469 - detaljniji prikaz.
Uslovi pri mikroskopiranju kao na slici 4.13.

Sa slika 4.20. i 4.21. se uocava da su bakterije adsorbovane za gotovo ¢itavu
povrsinu modifikovanog zeolitnog nosaca (Mg-zeolit). Grafi¢ki i tabelarni prikaz
broja Zivih celija Lb. rhamnosus adsorbovanih na Mg-zeolit i Na-zeolit dat je na
slikama 4.22.14.23. iutabeli 4.9.

Na oba nosaca je uocen efekat povecanja ukupnog broja bakterija i
kolonizacije u toku ponovljenih ciklusa, ali je broj ¢elija adsorbovanih na Mg-zeolit
znacajno ve¢i u odnosu na Na-zeolit u toku prva tri ciklusa (Slika 4.23.).
Intenzivnije vezivanje Lb. rhamnosus na povrSinu Mg-zeolit je rezultat prisustva
Mg jona. Sa slike 4.22. se uoCava da je ukupni pocetni broja Celija u uzorku sa Mg-
zeolitom visi za oko pola logaritamske jedinice u odnosu na Na-zeolit. PoCetan broj
imobilisanih bakterija na Mg-zeolitu visi je za jednu i po logaritamsku jedinicu
(Slika 4.23.) pa se moze zakljuciti da Mg vezan u strukturi zeolita ima veoma vaznu
ulogu u adsorpciji bakterija i da pozitivan efekat na rast bakterija nije samo
rezultat prisustva Mg2+ koji je osloboden u medijum iz zeolita jonskom izmenom sa

Na* u toku fermentacije.
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Slika 4.22. Ukupan broj bakterija u medijumu u toku fermentacije sa imobilisanim
Lb. rhamnosus na Mg-zeolit i Na-zeolit. Eksperimentalni uslovi: pocetna
koncentracija Secera oko 50 g L1, koncentracija Mg-imobilizata, odnosno Na-
imobilizata 2% (w/v), mikroaerofilno, meSanje (90 obrt/min), kontrola pH
dodatkom 30% NaOH u 4h intervalima, recirkulacija nakon smanjenja
koncentracije Se¢era u medijumu ispod 10 g L-1.
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Slika 4.23. Ukupan broj imobilisanih bakterija u medijumu u toku fermentacije sa

imobilisanim Lb. rhamnosus na Mg-zeolit i Na-zeolit. Eksperimentalni uslovi kao na
slici 4.22.
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Tabela 4.9. Broj bakterija na pocetku svakog fermentacionog ciklusa sa
imobilisanim Lb. rhamnosus ATCC 7469 na Mg-zeolit i Na-zeolit. Eksperimentalni
uslovi kao na slici 4.22.

I ciklus II ciklus III ciklus IV ciklus
logNeoc* Na-zeolit  8,41+0,02 8,54+0,05 8,76+0,04 9,09+0,07
Mg-zeolit  8,78+0,03 8,82+0,06 8,90+0,10 9,32+0,06
Na-zeolit  9,07+0,08 10,03+0,06 10,46+0,09 10,74+0,05
logNimob**

Mg-zeolit 10,51+0,06 10,58+0,07 10,73%x0,09 10,82+0,10

*Niwot predstavlja ukupan broj zivih ¢éelija Lb. rhamnosus ATCC 7469 u ml fermentacionog medijuma
(CFU ml'Y)
**Nimob predstavlja broj imobilisanih Zivih ¢elija Lb. rhamnosus ATCC 7469 po g nosaca (CFU g1)

Analizom proizvodnje mlec¢ne kiseline u toku cetiri fermentaciona ciklusa
koji su prikazani na slici 4.24. uocava se da se u toku prva dva ciklusa ostvaruje
visa produktivnost i veca koncentracija mlecne Kkiseline u uzorcima sa Mg-
zeolitom. NajvaZzniji parametri fermentacije sa imobilisanim Lb. rhamnosus
Celijama na Mg-zeolit i Na-zeolit su predstavljeni u tabeli 4.10. NajviSa
produktivnost od 1,80+0,05 g L-1 h-1 i koncentracija mlecne kiseline od 43,13+1,49
g L1 je postignuta u toku prvog ciklusa u uzorku sa Mg-zeolitom. Nakon prve dve
recirkulacije dolazi do izjednacavanja vrednosti vaznih parametara fermentacije
na razli¢itim nosac¢ima i nakon drugog ciklusa ne postoji statisticki znacajna razlika
u proizvodnji mlec¢ne kiseline u sistemu sa Mg-zeolitom i Na-zeolitom (Tabela
4.10.). U uzorku sa Mg-zeolitom je zbog prisustva MgZ* u nosacu pocetni broj
bakterija u medijumu bio znacajno visi pa je u ovim uzorcima postignut visi prinos

i efikasnija konverzija Secera u mle¢nu kiselinu (Tabele 4.9.1 4.10.).
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Slika 4.24. Uporedni prikaz proizvodnje mlecne kiseline u imobilisanom sistemu sa
nemodifikovanim (Na-zeolitom) i magnezijumom modifikovanim zeolitom (Mg-

zeolitom). Eksperimentalni uslovi kao na slici 4.22.

Tabela 4.10. Vazni parametri mlec¢no-kiselinske fermentacije sa Lb. rhamnosus
ATCC 7469 imobilisanim na Na-zeolit i Mg-zeolit. Eksperimentalni uslovi kao na

slici 4.22.
. Prinos .. .
Koncentracija . Koeficijent = Zapreminska
NI mlecne _ _
mlecne kiseline . prinosa (g = produktivnost
1 kiseline (g 1 1
(gL1) 1 g!) (gL1h?)
gl
| Na-zeolit 37,31+£2,08 0,75%£0,02  0,94%0,02 1,55+0,07
ciklus Mg- zeolit 43,13+1,49 0,86+0,04 0,99+0,01 1,80+0,05
11 Na-zeolit 37,36%1,59 0,74+0,03 0,93%0,01 1,33+0,06
ciklus Mg- zeolit 43,61+1,89 0,86+0,01 0,99+0,01 1,56+0,02
I11 Na-zeolit 42,19+2,48 0,84+0,03 0,98%0,02 1,21+0,04
ciklus Mg- zeolit 40,29+2,21 0,81+0,02 0,98%0,02 1,17+0,03
\Y Na-zeolit 41,38+2,31 0,81+0,01 0,96%0,03 0,96+0,02
ciklus Mg- zeolit 40,30+2,54 0,79+0,02 0,95%0,03 0,94+0,03

Pored povoljnog uticaja Mg?* na rast i kolonizaciju povrSine zeolita

bakterijama Lb. rhamnosus, povetano prisutvo Mg2* u medijumu pogoduje

metabolickim procesima BMK i stimulativno deluje na proizvodnju mlecne kiseline

[175, 176]. Mg je veoma znacajan kofaktor mnogih enzima [210]. Prisustvo Mg+
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neophodno je za aktvaciju ATP u reakcijama fosforilacije koje se odvijaju u toku
glikolize i sinteze mlecne kiseline [211] (Poglavlje 2.3.2.). Mg2+* jon se ponasSa kao
Luisova kiselina i Mg?* podstice jonizaciju (npr. vode do hidroksilnog jona) [211]
¢ime povoljno utice na pH vrednost medijuma za rast BMK. Sa druge strane, Mg?2+
prisutan u strukturi zeolita, kao Luisova kiselina podstice adsorpciju BMK C¢ija
povrSina ima karakter Luisove baze, Sto dodatno objasnjava snaznu adsorpciju Lb.
rhamnosus na povrSinu Mg-modifikovanog zeolita.

Koeficijent prinosa od 0,99+0,01 g g1 ostvaren u toku prvog ciklusa u
uzorku sa Mg-zeolitom ukazuje na visoku efikasnost konverzije Secera prisutnih u
podlozi (Tabela 4.10.). Ipak, u svakom slede¢em ciklusu se smanjuje i ukupna
koncentracija jona Mg2+ prisutnih u medijumu ¢ime se izjednacuju uzorci sa Mg-
zeolitom i Na-zeolitom. U toku prva dva ciklusa fermentacije u uzorku sa Mg-
zeolitom je postignuta oko 16% viSa koncentracija mle¢ne kiseline i ako se uzmu u
razmatranje sva Cetiri izvedena ciklusa u uzorcima sa Mg-zeolitom je postignuta
oko 7% visa koncentracija i oko 8% viSa produktivnost mle¢ne kiseline u odnosu
na uzorak sa Na-zeolitom. U oba uzorka je uoCen trend produZenja vremena
fermentacije u svakom narednom ciklusu, pa je znacajno viSa produktivnost u
sistemu sa Mg-zeolitom u toku prva dva ciklusa uticala znaCajno na ukupnu
vrednost produktivnosti u toku cele fermentacije.

[ako imobilizacija bakterija mle¢ne kiseline na zeolit nije do sada ispitivana,
u nekim studijama je ispitivan uticaj prisustva metala i sastava nosaca na stepen
formiranja biofilma. Hrenovi¢ i sar. (2009) su ispitivali stvaranje biofilma fosfor-
akumulirajuce bakterije Acinetobacter junii na prirodnim klinoptilolitima i efekat
jonske izmene sa Mg [106]. Utvrdili su da je Mg modifikovan klinoptilolit bolji
nosac za A. junii i da je statistic¢ki znacajno visi broj bakterija imobilisan na povsinu
nosata bogatog magnezijumom. Zaklju¢ci Hrenovi¢ i sar. (2009) [106] su u
potpunosti u skladu sa rezultatima ove disertacije iako je maksimalan broj
imobilisanih ¢elija postignut u okviru eksperimenta predstavljenog u disertaciji bio
znacajno vedi. Broj imobilisanih celija A. junii na Mg-klinoptilolitu je iznosio
9,5x10% CFU g1 [106], dok je na Mg-zeolitu u ovoj disertaciji maksimalan postignut
broj imobilisanih Lb. rhamnosus celija bio oko 6,6x1010 CFU g1. Biofilm Lb.
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rhamnosus ATCC 7469 formiran na povrSini zeolita omogucéio je znacajno visSu
produktivnost, uz stalni porast broja ¢elija u odnosu na sistem sa slobodnim ¢elija.
Pozitivni efekti rasta u formi biofilma su uoceni i kod drugih bakterijskih vrsta, Sto
je koriS¢eno u tretmanu otpadnih voda, kao i u prehrambenoj industriji [212].

U odnosu na eksperimente mle¢no-kiselinske fermentacije sa slobodnim Lb.
rhamnosus ATCC 7469 (Poglavlje 4.4.3.3.), imobilizacijom na Mg-zeolit kao nosac
postiZe se gotovo Cetvorostruko visa produktivnost u toku prvih 24h (1,80 g L1 h-
1) i dva i po puta viSa prosecna produktivnost od 1,29 g L-1 h-1 u toku ukupnog
vremena fermentacije (130h). Ovako visoke vrednosti produktivnosti postignute
su sa tecnom frakcijom dzZibre koja je sirovina loSijeg kvaliteta za MKF u odnosu na
ukupnu dzibru (Poglavlje 4.1.). U dolivnom postupku na celoj dZibri koji se pokazao
najproduktivniji u prethodnim eksperimentima, maksimalna postignuta
produktivnost je iznosila 1,81 g L-1 h-1 u toku 54h fermentacije.

U uslovima industrijske prerade dZibre nakon proizvodnje etanola najcesce
se upotrebljavaju separatori koji fermentisani medijum razdvajaju na otpadnu
teCnu dzibru i ¢vrst deo koji se dalje uparava i koristi se za sto¢nu hranu (DDG-
dried distillers grains) (Slika 2.1.) [144, 51]. Tec¢na frakcija dZibra je bogata
organskim materijama i bez odogovarajuceg tretmana moZze predstavljati ekoloski
problem, a njeno suSenje je energetski veoma nepovoljan process. Ispitan
postupak koriS¢enja imobilisanih bakterija Lb. rhamnosus na Mg-zeolit omogucava
da se otpadna tecna frakcija dZibre nakon odvajanja u separatorima potpuno
iskoristi za visoko efikasan postupak proizvodnje mlecne kiseline. Imobilizacijom
na Mg-zeolit je omoguceno da se nakon proizvodnje mlec¢ne kiseline vredna
biomasa Lb. rhamnosus odvoji od fermentisanog medijuma i koristi kao probiotski
dodatak sto¢noj hrani (eksperimentalni rezultati vezani za probiotska svojstava Lb.
rhamnosus data su u poglavlju 4.5.2.) uz zeolit koji takode ima povoljan efekat na

zdravlje Zivotinja [115].
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4.5. Mogucnosti proizvodnje stocne hrane iz ostatka nakon mlecno-

kiselinske fermentacije

Na osnovu prethodno predstavljenih rezultata mogucnosti proizvodnje
mlecne kiseline na dzibri iz proizvodnje bioetanola sastavljena je Sema data na slici
4.25. Pored tradicionalnog koris¢enja dZibre nakon separacije za proizvodnju DDG
i DDGS [144] predstavljeni su postupci iskoris¢enja dZibre za proizvodnju mlec¢ne
kiseline uz mogucnosti iskoriS¢enja zaostalog dela fermentisanog medijuma za
primenu u ishrani Zivotinja. Nakon zavrSene fermentacije, u zavisnosti od
strategije fermentativnog postupka, kao dodatna vrednost procesa zaostaje
fermentisana dZibra obogac¢ena biomasom Lb. rhamnosus ATCC 7469 u postupku |,

odnosno biomasa Lb. rhamnosus ATCC 7469 imobilisana na zeolitu u postupku II

CELADZIBRAIZ
PROIZVODNJE BIOETANOLA

—' Separatori |

e [ OTPADNA TECNA DZIBRA ] [ CVRST DEO DZIBRE ]
ferementacija - Sarzniidolivni |

postupak

Mle¢no-kiselinska

| Separatori I fermentacija - postupak sa
imobilizacijom

Sto¢nahrana (DDG-
é Cvrsta frakcija N\( Tecna frakcija [ Sepall“atori ] dried destillers
fermentisanog fermentisanog grains)
medijuma L. medijumasa
rhamnosus ATCC mlecnom — -
\ 7469 ) \_ Kiselinom Cvrsta frakcija - L. Teéna frakcija
| rhamnosus ATCC fermentisanog medijuma sa
— N [ . (7469 nazeolitu mleénom kiselinom
Stocna hranasa Ekstrakcija l l
. - . -
g;ﬁ:::itissl]i?,ﬁ \ miecneldseline Probiotski dodatak Ekstrakcija mle¢ne
L biomasom ) stocnoj hrani Kkiseline

Postupak I Postupak II

Slika 4.25. Postupci za iskoriS¢enje sporednih proizvoda proizvodnje bioetanola za
proizvodnju mlec¢ne kiseline i dodataka sto¢noj hrani. Sivom bojom je predstavljen
tradicionalni postupak koris¢enja dZibre, dok su Zutom bojom predstavljeni novi
postupci isptani u okviru ove disertacije.
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U daljim eksperimentima je ispitan uticaj mle¢no-kiselinske fermentacije na
sastav dzibre i nutritivna vrednost suvog ¢vrstog dela fermentisane dzibre, kao i
sposobnost preZivljavanja Lb. rhamnosus ATCC 7469 u simuliranim uslovima
gastrointestinalnog trakta (niske pH vrednosti i prisustvo Zucnih soli) za

probiotsku primenu.

4.5.1. Hemijski sastav i nutritivna vrednost fermentisanog medijuma za

primenu u ishrani Zivotinja

U Srbiji se dzibra iz proizvodnje etanola koristi u tecnom obliku za ishranu
domacih zivotinja zbog visokih energetskih troSkova njenog suSenja. U cilju
ispitivanja kvaliteta i hemijskog sastava zaostalog medijuma nakon mlecno-
kiselinske fermentacije za ishranu Zivotinja, ¢vrsta frakcija zaostalog medijuma
nakon MKF na hlebnoj dzibri je osuSena do uobicajene vlaZnosti za suvu
destilerijsku dZibru sa rastvornim materijama (SDDZRM) od oko 10% [147]. Usled
mlecno-kiselinske fermentacije krajnja pH vrednost fermentisanog medijuma
iznosi oko 4, Sto dodatno smanjuje podloznost kontaminaciji i olakSava Cuvanje.

U tabeli 4.11. je prikazan sadrzaj najvaznijih komponenata bitnih za
procenu kvaliteta sto¢ne hrane. Predstavljene su vrednosti za nefermentisanu

dzibru i sadrZaj istih komponenata nakon MKF iste dZibre.
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Tabela 4.11. Sadzaj vlakana i njihov relativni udeo (sve izraZeno u g po kg suve
materije medijuma, odnosno, hlebne dZibre)

Suvi ostatak

Suvi ostatak

Sastav nefermentisane dzibre (g fermentisane dZibre (g
kg1SM) kg1SM)
Suva materija 89,17+0,18* 89,45+(0,22*
Proteini 402,40+1,27 386,52+2,97
Masti 49,20+0,71 61,15+1,58
Pepeo 3,50+0,62 6,04+1,13
NFE** 493,50 £3,11 469,00+2,85
NDEF** 60,55+6,58 62,20+6,55
ADF** 20,40+2,10 23,10+1,90
ADL** 3,40+0,30 4,62+0,71
Hemiceluloza 40,15+4,45 38,90+4,92
Celuloza 17,00£2,40 18,46+2,88
Sirova vlakna 20,40+2,12 23,10+1,86

* Suva materija je izrazena u %

**NFE -nitrogen free extract; NDF-neutral detergent fibres; ADF- acid

detergent fibres; ADL- acid detergent lignin

Za upotrebu DDGS u ishrani svinja sadrzaj vlage bi trebao da bude ispod
13,5% [213], dok Americki sekreterijat za Zitarice (American Grains Council)
preporucuje da sadrZaj suve materije u suvim ostacima kukuruzne dzibre bude
oko 89% [214]. SadZaj vlage u ispitivanim uzorcima nefermentisane i fermentisane
hlebne dZibre iznosi oko 10,5% Sto odgovara kriterijuma oba stru¢na tela. Razlike
u sadrZaju suve materije usled MKF nisu statisticki znacajne. Zbog fine strukture
suspendovanih cestica u hlebnoj dzibri vlaga se veoma lako uklanja iz ¢vrstog
ostatka, ali se istovremeno stvara kompaktan ostatak suSenjem u sloju, $to zahteva
mlevenje. Sa druge strane, ovakava svojstva fermentisane dzibre omogucavaju
primenu niZe temperature i brze suSenje Sto smanjuje mogu¢nost kontaminacije.

Sadrzaj proteina u nefermentisanoj dzibri je iznosio 402,40+1,27 g kg'1 SM i
nesto je viSi od maksimalnog propisanog sadrzaja proteina u stoc¢noj hrani koji
iznosi 400 g kg1 SM [142]. SadrZaj proteina u fermentisanoj dzibri (386,52+2,97 g
kgl SM) je znacajno nizi u odnosu na nefermentisanu dzibru (p=0,0023<0,05) i
odgovara Pravilniku o kvalitetu hrane za zZivotinje [142]. Odredivanjem

koncentracije a-amino azota u te¢nom delu hlebne dZibre pre i nakon fermentacije
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pokazano je da nakon fermentacije dolazi do povecanja koncentracije a-amino
azota od oko 16%. U neferementisanoj tec¢noj dzibri je odredeno da je
koncentracija a-amino azota bila 236.8 mg L1 dok je nakon fermentacije
koncentracija bila 274.3 mg L-1. Ovaj efekat je verovatno rezultat proteoliticke
sposobnosti Lb. rhamnosus ATCC 7469. Za viSe sojeva Lb. rhamnosus je vec
objavljeno da poseduju proteoliticku aktivnost ¢ime omogucavaju asimilaciju azota
prisutnog u medijumu u formi proteina [214, 215].

Analizom vrednosti ostalih komponenti sirovine, kao Sto su masti, pepeo i
sirova vlakna, wuocava se statisticki znaCajno uvecanje sadrZaja masti
(p=0,02563<0,05) i pepela (p=1,34x10°<0,05), dok porast sadrzaja sirovih
vlakana nije znacajan. Sadrzaj masti nakon fermentacije je iznosio 61,15+1,58 g kg-
1 SM, Sto je oko 24% viSe u odnosu na nefermentisani uzorak. Efekat uvecanja
sadrZaja masti se moZe objasniti sposobnos¢u BMK da proizvode konjugovane
masne kiseline (KMK) [217]. Za soj Lb. rhamnosus AKU 1124 je potvrdeno da
proizvodi znacajnu Koncentraciju cis-9,trans-11-18:2 Kkonjugovanih masnih
kiselina (oko 1,5mg ml-1 medijuma) koje su vaZne za ishranu Zivotinja [218, 219]. U
ispitivanjima proizvodnje konjugovanih masnih kiselina na mleku ili povréu
pomocu BMK najceSce je koriS¢en egzogeni izvor polinezasi¢enih masnih kiselina
(najcesce linolne kiseline, all-cis-9,12-oktadekadienska kiselina) kao prekursor, u
koncentraciji od oko 0,25% (v/v) [220]. Sadrzaj pojedinacnih masnih kiselina u
nefermentisanoj i fermentisanoj hlebnoj dzibri u ovom radu nije bio
eksperimentalno odredjen. Na osnovu literaturnih podataka za uobicajeni sastav
masnih kiselina prisutnih u dZibri moze se ocekivati da je prisutna koncentracija u
prvom redu linolne kiseline dovoljna za proizvodnja KMK [143]. U tabeli 4.12. data
je literaturna vrednost prose¢nog sadrZaja masnih kiselina u dva tipa suvih
ostataka dZibre pSeni¢nog porekla koja po sastavu i poreklu najvisSe odgovara
hlebnoj dzZibri koriS¢enoj u okviru disertacije. Uocava se da su dominantne
komponente upravo polinezasicene masne Kkiseline, najviSe linolna i linoleinska

koje €ine oko 60% svih prisutnih masnih kiselina.
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Tabela 4.12. SadrZaj masnih kiselina u suvim ostacima dve vrste pSeni¢ne dZibre
[178]

Suvi ostaci pSenic¢ne dZibre Suvi ostaci pSeni¢ne
(Kanadska Prairie Spring dZibre (durum pSenica)
vrsta) (% prisutnih KMK) (% prisutnih KMK)
C 14:0 0,3 0,2
C16:0 19,1+0,3 18,9+0,1
C16:1 0,3 0,2
C18:0 1,6 1,9
C18:1 15,1+0,8 17,1+0,9
C18:2 56,9+1,4 54,4+0,9
C18:3 4,2+0,3 4,1+0,2
C20:0 0,4 0,3
C20:1 0,8 0,9
C20:2 0,2 0,2
C22:0 0,4 0,4
C22:1 0,5 0,8
C 24:0 0,4 1,0

Postupkom ekstrakcije masti Soxlet metodom koja je koriS¢ena u ovoj
disertaciji ekstrakuju se i konjugovane masne Kkiseline tako da je moguce da do
povecCanja sadrZaja masti nakon fermentacije dolazi upravo zbog potencijalne
sposobnosti koriS¢enog soja da proizvodi konjugavane masne kiseline. U literaturi
nisu pronadene studije drugih autora vezane za uticaj MKF na kvalitet
fermentisane dzibre iz proizvodnje bioetanola kao stocne hrane. Dobijene
karakteristike se mogu porediti sa literaturnim podacima za suvi ostatak dzibre
razli¢itog porekla (SODZ SODZRM) koji se intenzivno koristi u ishrani stoke.
Vrednosti sadrzaja masti u ispitanim uzorcima fermentisane dzibre su niZe u
odnosu SODZRM dobijen nakon proizvodnje bioetanola na razli¢itim hibridima
kukuruza iz Srbije [143]. Ovakvi rezultati su oc¢ekivani bududi da je ovde ispitivana
dzibra hlebnog porekla, odnosno, oCekivano je da njen sastav bliZze korelira sa
sastavom dZibre pSeni¢nog porekla. SadZaj masti u ¢vrstom delu dZibre psSeni¢nog
porekla je u opsegu od 4,9-5,9% suve materije [220], Sto odgovara vrednostima u
suvom ostatku nefermentisane hlebne dzibre (49,20+0,71 g kg1 suve materije, oko

4,9%), a niZe je od sadrZaja masti u uzorku nakon fermentacije (61,15+1,58 g kg1
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SM, oko 6,1% suve materije). MKF povoljno uti¢e na sadrZaj masti i rezultuje
porastom njihovog sadrZzaja.

Sadrzaj pepela je gotovo udvostrucen nakon MKF (Tabela 4.11.), pa je na
dijagramu na slici 4.26. dat pregled statisticki znacajno promenjenih vrednosti

usled MKEF.
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Slika 4.26. Komponente suvog ostatka hlebne dZibre statisticki znacajno
promenjene pod uticajem MKF.

Ukupan sadrzaj ugljenohidratnih komponenti sto¢ne hrane bitnih za
procenu njenog kvaliteta obuhvata odredivanje sadrZaja sirovih vlakana (NDF-
neutral detergent fibre, ADF- Acid detergent fibre i ADL- Acid detergent lignin) i
bezazotnog ekstrakta (NFE) [149]. Mlecno-kiselinska fermentacija ne utice
statistic¢ki znacajno na sadrzaj sirovih vlakana prisutnih u ispitivanoj sirovini dok
je sadrzaj bezazotnog ekstrakta (NFE) znacCajno snizen (p=0,0082<0,05) kao
rezultat MKF (Tabela 4.11.). Vrednosti vlakana, NDF, ADF i ADL su znacajno niZe u
odnosu na suvi ostatak kukuruzne dzibre (Tabela 4.11. [147]). SadrZaj NFE
predstavlja udeo relativno lako asimilativnih supstanci koje ne sadrze azot u
ukupnoj suvoj materiji ispitivane stotne hrane [149]. Ovaj parametar nije moguce
odrediti eksperimentalno ve¢ se odreduje racunski na osnovu eksperimentalnih
vrednosti ostalih parametara (proteina, masti, sirovih vlakana i pepela). NFE
vrednost je znacajnija za procenu pogodnosti hrane za ishranu monogastri¢nih
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Zivotinja dok vrednosti vlakana imaju ve¢i znacaj u ishrani preZivara koji mogu da
razgraduju celulozu, hemicelulozu i ostala teZe asimilativna jedinjenja koja nisu
nuzno ugljenohidratna (pr. lignin) [149]. Smanjenje NFE vrednosti medijuma je
rezultat dominantnog uticaja vrednosti proteina na NFE vrednost, ali i verovatnog
utroSka dela lakSe asimilativnih ugljenih hidrata u toku MKF (Poglavlje 3.2.13.4.).
Ipak, NFE vrednost u suvom ostatku fermentisane hlebne dzibre od 469,00+2,85 g
kgl SM je viSa od najviSe vrednosti (423,3 g kgl SM) odredene u studiji
Semencenko i sar. (2012) u suvom ostatku kukuruzne dZibre [147]. Na osnovu
analize ugljenohidratnog sastava moZe se zakljuciti da je suvi ostatak fermentisane
hlebne dzibre pogodan za ishranu monogastri¢nih Zivotinja zbog niskog sadrzaja
vlakana i visokog sadrZaja ne-azotne ugljenohidratne komponente (NFE).

U tabeli 4.13. su predstavljene vrednosti energetskih parametara i
svarljivosti suvog ostatka hlebne dZibre, pre i nakon MKF. Svarljivost suvog ostatka
fermentisane dzibre je neSto viSa u odnosu na nefermentisani uzorak iako razlika
nije statisticki znacajna. Vrednost svarljivost od preko 96% je izuzetno povoljna i
ukazuje da se moZe gotovo potpuno razgraditi i preuzeti u organizmu. Ovakav
rezultat je posledica niskog sadrZaja sirovih vlakana i visokog sadrzaja ne-azotne
komponente, koja se ne mogu u potpusnosti razgraditi i kao takva otezavaju
asimilaciju unete hrane. Semencenko i sar. (2012) su prijavili najviSu svarljivost

suvog ostatka kukuruzne dZibre od 818.8 + 2.3 g kg1 SM [147].

4.13. Tabela energetskih parametara i svarljivosti

ME, kcal kg1 DE, kcal kg1 Svarljivost, g kg’ SM

Nefermentisana dzibra  4183,56+1,1 4206,49+0,99 964,45+1,34

Fermentisana dzibra 4153,31+2,4 4175,18+0,79 966,95+0,51

Usled MKF vrednosti metabolicke i svarljive energije suvog ostatka
fermentisane dzZibre su se statisticki znacCajno smanjile u odnosu na
nefermentisanu hlebnu dZibru, iako su znacajno viSe u odnosu na vrednosti
dobijene za suvi ostatak kukuruzne dZibre [147]. U studiji Cozanet i sar. (2010)
koji su ispitivali energetske parametre suvog ostatka dzibre iz proizvodnje

bioetanola na pSenici je pokazano da je svarljiva energija suvog ostatka pSenicne
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dZibre oko 3568 kcal kg1, dok je prose¢na metabolicka energija oko 3336 kcal kg1
[221], Sto je znacajno niZe od vrednosti postignutih u ovoj disertaciji.

MoZe se zakljuciti da suvi ostatak fermentisane hlebne dzibre bakterijama
mlecne kiseline odgovara po svom sastavu nutritivnim potrebama stoke, u prvom
redu svinja i drugih monogastricnih Zivotinja. Kao posledica MKF smanjen je
sadrZaj proteina i povecan sadrzaj masti i pepela. Visoke vrednosti bezazotnog
ekstrakta, masti, svarljivosti, metabolicke i svarljive energije kvalifikuju suvi
fermentisani ostatak nakon postupka proizvodnje mlecne kiseline na hlebnoj
dzibri kao visoko kvalitetnu stocnu hranu. Scheuermann (1993) [3] je pokazao da
prisustvo probiotskih bakterija povecava digestibilnost azotnih materija u stocnoj
hrani $to je potvrdeno i u ovoj disertaciji (Tabela 4.13.). Da bi se omogucila
primena suvog fermentisanog ostatka i imobilisanih Lb. rhamnosus ATCC 7469 kao
probiotskog dodatka ishrani stoke, u narednom poglavlju su predstavljeni rezultati

ispitivanja funkcionalnih probiotskih svojstava soja Lb. rhamnosus ATCC 7469.
4.5.2. Probiotska svojstva Lb. rhamnosus ATCC 7469

4.5.2.1. Prezivljavanje Lb. rhamnosus ATCC 7469 pri niskom pH i u prisustvu

zucnih soli

Probiotske karakteristike variraju medu sojevima iste vrste i neophodno je
da se pojedinacno potvrde za svaki soj [222, 223]. Pozitivni zdravstveni efekti
potencijanih probiotskih bakterija zavise od njihove sposobnosti prezivljavanja pri
niskom pH u Zelucu tokom prolaska kroz gastrointestinalni trakt (GIT). U
ispitivanju je koriS¢enja metodologija Prasad i sar. (1998) [173], iako protokoli za
ispitivanje probiotskih karakteristika nisu jasno definisani. Ispitivanje i
karakterizacija probiotskih sojeva za animalnu, ali i humanu upotrebu nije
standardizovana, u prvom redu zbog sloZenosti ekosistema GIT i multifaktorijalne
varijabilnosti koja vlada u digestivnom traktu. Na slici 4.27. je prikazano
prezivljavanje Lb. rhamnosus ATCC 7469 nakon cetvorosatnog izlaganja pH
vrednosti od 2.5 i koncentraciji od 0,3% Zucnih soli, u cilju imitacije uslova koji

vladaju u Zelucu. U uzorku sa Zu¢nim solima ukupan broj Zivih Celija je bio 4 x10°
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CFU ml1 nakon cetiri sata, odnosno procenat prezivljavanja je 85,7% u odnosu na
kontrolni uzorak. Najveci pad broja ¢elija je ostvaren u trenutku dodavanja Zucnih
soli, Oh i iznosio je 1x10¢ CFU ml-1 (Slika 4.27.). Potom je broj ¢elija rastao do kraja
2h i nakon toga je postepeno opadao. Ipak, krajnji broj celija nakon 4h je bio viSi u
odnosu na pocetnu vrednost u Oh. Kao $to je ve¢ navedeno, eksperimentalni dizajn
za ispitivanje vaznih probiotskih svojstava u in vitro uslovima nije jednoznacno
definisan i preporuke Svetske Zdravstvene Organizacije (SZ0O) ne daju precizna
uputstva za utvrdivanje karakteristika [127], tako da se razlikuju strategije
koriS¢ene u razli¢itim studijama. U studiji Yavuzdurmaz (2007), gde je koriS¢ena
ista metodologija kao i u ovoj disertaciji, nije uo€en znacajan pad broja ¢elija u Oh i
krajnji broj ¢elija je bio 1x10°¢ - 2,5x10¢ CFU ml-! u zavisnosti od soja (Lactobacillus

oris, Lactobacillus fermentum) [184,173].

U uzorku sa pH vrednos$c¢u 2,5 u toku prva dva sata broj Celija se neznatno
smanjio u odnosu na kontrolni uzorak. Nakon prva dva casa procenat
preZivljavanja u uzorku sa pH 2,5 je bio oko 93,8% u odnosu na kontrolni uzorak.
Nakon 4h je broj Celija iznosio 8,1x10¢ CFU ml-1, dok je procenat preZzivljavanja bio
oko 88%. Na pH vrednost u digestivnom traktu znacajno utiCe prisustvo hrane
[223], narocito proteini mogu da utiCu na pH svojim puferskim kapacitetom. U
ispitivanju prezivljavanja Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus johnsonii B-2178,
Lactobacillus gasseri B-14168 i Lactobacillus salivarius B-1950 najveci broj celija
Lactobacillus johnsonii B-2178 je preZiveo 3 sata pri pH vrednosti 2 u MRS
medijumu (oko 105 CFU ml1) bez dodataka, dok se u prisustvu kazeina i skroba
povecava priblizno za jednu logaritamsku jedinicu [225]. Soj Lb. rhamnosus
koriS¢en u ovoj disertaciji je pokazao bolje preZivljavanje iako nisu koriSc¢eni
dodaci medijumu. Na osnovu zapaZanja Kathwer i sar. (2010) i Sanchez i sar.
(2010), dodatak proteina u vidu kazeina ili mleka znacajno je popravio stepen
prezivljavanja bakterija [225, 226]. Na osnovu ovoga se moze ocekivati da prilikom
primene biomase Lb. rhamnosus ATCC 7469 prisutne u ostatku nakon MKF hlebne
dzibre za koji je pokazano da sadrzi visoku koncentraciju proteina (Poglavlje
4.5.1.) bude ostvaren visok stepen preZivljavanja i u in vivo uslovima prilikom
primene u ishrani Zivotinja. Takode, uoCeno je da adaptacija BMK na niske pH
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vrednosti utiCe na prezivljavanje prilikom prolaska kroz gornje delove
intestinalnog trakta zbog povisene ekspresije gena za stres-proteine [222]. Moguce
je da kontrola pH vrednosti u toku mle¢no-kiselinske fermentacije u intervalima od
4 sata moZe da uti¢e na adaptabilnost Lb. rhamnosus ATCC 7469 na sniZene pH

vrednosti u gastrointestinalnom traktu.
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Slika 4.27. Uticaj niske pH vrednosti i prisustva Zucnih soli na broj celija Lb.
rhamnosus ATCC 7469 u toku cetiri sata. Uslovi eksperimenta: pocetni broj cCelija
6x107, inkubirano na 37°C tokom 4 h, anaerobno, stati¢cno, u 80 ml odgovarajuceg
medijuma.

Prema Evropskoj regulativi [227], minimalni sadrzaj Zivih bakterija u
ukupnoj masi stone hrane predstavlja jednu od najvaznijih karakteristika hrane
obogacene probiotskom biomasom. Ukupan broj bakterija rodova Lactobacillus sp.
and Enterococcus sp. u intestinalnom traktu Zivotinja iznosi 105 - 108 CFU g-1 i
preporuka je da njihov broj bude od 10¢- 10° CFU kg1 u ukupnoj masi sto¢ne hrane
[161,228]. Nakon dolivnog procesa na dzibri ostvaren je broj ¢elija od preko 10°?
CFU ml-1, dok je u postupku sa imobilisanim Lb. rhamnosus nakon fermentacije na
tecnoj dZibri ostvaren broj bakterija od 2,1x10° CFU ml1 , dok je u biofilmu na

zeolitu broj imobilisanih ¢elija Lb. rhamnosus bio 6x1010 CFU g1 (Tabela 4.9.).
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4.5.2.2. Ispitivanje antimikrobnog delovanja Lb. rhamnosus ATCC 7469

Dzibra nakon mlec¢no-kiselinske fermentacije ima viSe prednosti u odnosu
na nefermentisanu dzibru, iz ugla primene u stocnoj ishrani. Generalno,
nefermentisana dZibra se koristi za sto¢nu hranu u dve forme: kao vlazna dZibra
(nakon delimi¢nog uparavanja) i kao suva dZibra (nakon uparavanja). Zbog visokih
energetskih troskova procesa uparavanja, u Evropi se dominantno koristi tecna
dZibra, dok se u Americi, u ishrani Zivotinja koristi uparena dzibra [229 - 231]. Sa
druge strane, nedostatak tecne dZibre je podloZnost kontaminaciji zbog visokog
sadrZaja vlage. U fermentisanoj dZibri smanjenjem pH usled proizvodnje mlecCne
kiseline oteZan je rast patogenih mikroorganizama. Mlec¢na kiselina deluje
inhibitorno na rast patogena u gastrointestinalnom traktu, Sto je vazno sa aspekta
probiotske primene, pa je u in vitro uslovima ispitana osetljivost najvaznijih
patogenih bakterija gastro-intestinalnog trakta na Lb. rhamnosus ATCC 7469. Na

slici 4.28. je predstavljena antimikrobna aktivnost Lb. rhamnosus ATCC 7469.
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C. D.

Slika 4.28. Antimikrobna aktivnost Lb. rhamnosus ATCC 7469 na razli¢ite
mikroorganizme. Legenda: A. Listeria innocua B. Shigella sonnei C. Staphylococcus
aureus ATCC 25923 D. Salmonella enteritidis ATCC 13076

Sa slike 4.28. se uocava da soj Lb. rhamnosus ATCC 7469 deluje inhibitorno
na rast ispitivanih mikroorganizama: Listeria innocua, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Najuza zona inhibicije je uofena prema
Salmonella enteritidis ATCC 13076 i moZe se oznaciti kao delimi¢no osetljiv. U cilju
provere hemijske prirode antimikrobnog jedinjenja koje proizvodi Lb. rhamnosus
ATCC 7469, na ivicu bunara u koji je dodat uzorak stavljeno je znce pronaze E.
Pronaza E se dodaje sa ciljem da se ispita hemijska priroda antimikrobnog
jedinjenja. Ukoliko soj proizvodi antimikrobno jedinjenje proteinske prirode,
odnosno bakteriocine, na mestu dodatka pronaze se formira zona oblika

polumeseca usled razgradnje proteinske delujuce supstance. Na slici 4.28. se vidi
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da ni u jednom od uzoraka ne nastaje antimikrobno jedinjenje proteinske prirode.
MoZe se pretpostaviti da antimikrobno dejstvo Lb. rhamnosus ATCC 7469 potice od
intenzivne sposobnosti proizvodnje mlecne kiseline, buduci da su brojne studije
pokazale osetljivost vrsta Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus aureus itd. Na

dejstvo mlecne kiseline [232-234].

4.5.2.3. Proizvodnja egzopolisaharida Lb. rhamnosus ATCC 7469 u prisustvu

razlic¢itih Sec¢era

U vaZna funkcionalna svojstva probiotika se ubraja sposobnost proizvodnje
egzopolisaharida [125]. Jo§S uvek se tatno ne zna uloga egzopolisaharida, ali je
uoCeno da mogu povoljno da uti¢u na preZivljavanje u surovim uslovima
gastrointestinalnog trakta, da doprinesu adheziji za epitel zidova creva i ispolje
imunomodulatorno i antikancerogeno delovanje [235, 236]. Takode pojedine vrste
egzopolisaharida BMK imaju svojstvo prebiotika [237], iako ova svojstva zavise
dosta od hemijskog sastava egzopolisaharida. Na slici 4.29. je dat prikaz rasta Lb.
rhamnosus i proizvodnje egzopolisaharida na MRS agarnim plo¢ama sa razli¢itim
izvorima ugljenika. MoZe se uociti da je proizvodnja egzopolisaharida, koji se
uocavaju kao belicasta, sluzava, tegljiva masa na povrsini podloge, najviSa na
glukozi, fruktozi, galaktozi i laktozi, dok je na saharozi i maltozi uocena slabija

produkcija egzopolisaharida.

Looijesteijn i sar. (2001) su pokazali u in vivo studiji da se egzopolisaharidi
soja Lactococcus lactis izlucuju gotovo potpuno ne izmenjeni nakon oralne primene
kod laboratorijskih miSeva [238]. Isti autori su u in vitro uslovima utvrdili da
prisustvo egzopolisaharida ne utiCe znacajno na preZivljavanje Lactococcus lactis u
simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta [238]. Bududi da je u okviru ove
disertacije ispitivana mogu¢nost primene biomase Lb. rhamnosus ATCC 7469 kao
dodatka ishrani Zivotinja razmotrena je sposobnost ovog soja da proizvodi
egzopolisaharide na razli¢itim Secerima koji se mogu naci u gastrointestinalnom

traktu Zivotinja.
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Slika 4.29. Proizvodnja egzopolisaharida Lb. rhamnosus ATCC 7469 na razlicitim
SeCerima. Legenda: 1-glukoza, 2- fruktoza, 3-galaktoza, 4-laktoza, 5- maltoza, 6-
saharoza

Svojstvo Lb. rhamnosus ATCC 7469 da proizvodi egzopolisaharide je
pokazalo povoljne efekte u pravcu imobilizacije na povrSinu zeolita i time
omogucilo visoku stabilnost biofilma. Takode, moguce je da prisustvo
egzopolisaharida Stiti dodatno celije uticuc¢i na viskozitet medijuma i smanjujuci
direktan kontakt ¢elija sa slobodnim H* jonima prilikom ispitivanja preZivljavanja

u in vitro simuliranoj Zeludacnoj sredini.

Za potencijalne probiotske sojeve potrebno je ispitati sposobnost adhezije
za epitel digestivnog trakta. Tuomola i sar. (1998) su pokazali za Lb. rhamnosus
ATCC 7469 da ima sposobnost adhezije u in vitro ispitivanju na CaCo-2 celijskoj
liniji [179]. Adhezije je vazna za ispoljavanje probiotskog efekta jer omogucava
zadrzavanje u intestinalnom traktu i razmnozavanje koje je neophodno za
ispoljavanje antimikrobnog dejstva na patogene i drugih korisnih svojstava
probiotika. Treba ista¢i i da je soj Lb. rhamnosus ATCC 7469 ispoljio izuzetnu

sposobnost adhezije na zeolit u imobilisanom sistemu za integrisanu proizvodnju
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mlecne Kiseline i biomase [239], Sto je vaZno i sa tehnoloSkog aspekta, ali i sa

aspekta ispoljavanja povoljnih efekata na zdravlje Zivotinja.

4.5.2.4. Antibiogram test Lb. rhamnosus ATCC 7469

Svetska zdravstvena odrganizacija je u okviru svojih preporuka za
ispitivanje i procenu probiotskih sojeva ukljucila i ispitivanje prisustva rezistencije
na antibiotike [125] (Tabela 2.11.). Za upotrebu bakterijske biomase u ishrani
Zivotinja potrebno je ispitati rezistenciju na antibiotike. Uklju¢ivanjem bakterija
rezistentnih na odredene antibiotike u ishranu stoke potencijalno bi se omogucilo
Sirenje rezistencije kroz lanac ishrane, prenosom gena do patogenih bakterija
intestinalnog trakta coveka. Na slici 4.30. su predstavljene zone inhibicije i
osetljivost soja Lb. rhamnosus ATCC 7469 na prisustvo antibiotika. U tabeli 4.14. su

dati precnici zone inhibicije u slucaju deset ispitivanih test antibiotika.

Slika 4.30. Osetljivost Lb. rhamnosus ATCC 7469 na prisustvo razicitih antibiotika.
Legenda: 1-eritromicin; 2-tetraciklin; 3- penicilin; 4-ampicilin; 5- hloramfenikol; 6-
vankomicin; 7-nalidiksi¢na kiselina; 8-gentamicin; 9-streptomicin; 10-kanamicin;
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Tabela 4.14. Precnici zona inhibicije i osetljivost Lb. rhamnosus ATCC 7469 na
prisustvo razlicitih test antibiotika doze antibiotika

e Precnik zone Osetljivost soja na

Antibiotik el e N

inhibicije (mm) antibiotik
1. Eritromicin 30 S
2. Tetraciklin 30 S
3. Penicilin 28 S
4. Ampicilin 23 I
5. Hloramfenikol 22 R
6. Vankomicin 0 R
7. Nalidiksi¢na Kiselina 0 R
8. Gentamicin 0 R
0. Streptomicin 0 R
10. Kanamicin 0 R

Na osnovu predstavljenih rezultata se moze zakljuciti da je koriSceni soj Lb.
rhamnosus ATCC 7469 pokazao osetljivost na prisustvo eritromicina (15 pg),
tetraciklina (30pg) i penicilina (10 IU). Na prisutvo ampicilina (30 pg) ispitivani soj
je pokazao delimicnu osetljivost, dok je na antibiotike iz grupe aminoglikozida
(gentamicin, streptomicin, kanamicin), vankomicin i nalidiksi¢nu kiselinu
rezistentan. U prisustvu hloramfenikola je uofena uza zona inhibicije, pa se moZe
zakljuciti da je ispitivani soj delimi¢no osetljiv. UoCava se da je Lb. rhamnosus ATCC
7469 rezistentan na sve ispitane antibiotike iz grupe aminoglikozida. Coppola i sar.
(2005) [240] su ispitali 63 soja Lb. rhamnosus izolovanih iz razli¢itih parmezan
sireva i utvrdili osetljivost 95% svih ispitanih izolata na penicin G i rezistenciju
svih izolata na vankomicin i gotovo sve antibiotike iz grupe aminoglikozida. Naime,
samo 2% izolata je pokazalo osetljivost na gentamicin [240]. Ovi rezultati u
potpunosti koreliraju sa svojstvima soja Lb. rhamnosus ATCC 7469. Dalje, isti
autori su pokazali da su svi izolati pokazali osetljivost na tetraciklin i eritromicin,
Sto odgovara takode karakteristikama ovde ispitivanog soja, ali je Lb. rhamnosus
ATCC 7469 razvio delimi¢nu rezistenciju na hloramfenikol, dok je najvecih broj
izolata iz studije Coppole i sar. (2005) pokazao izuzetnu osetljivost na
hloramfenikol [240]. Buduc¢i da je rezistencija bakterija na antibiotike danas Siroko

rasprostranjena, veoma je Cest slucaj da se za probiotske sojeve utvrdi prisustvo
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gena odgovornih za rezistenciju na viSe antibiotika [241, 242]. Medu bakterijama
Lactobacillus sp. veoma je Cesta rezistencija na penicillin i tetraciklin, dok su
mnoge vrste BMK prirodno otporne na vankomicin i aminoglikozide [243].
Generalno je prenos prirodnih plazmida redak kod Lactobacillus sp. [244]. Geni
odgovorni za rezistenciju na klindamicin, streptomicin, eritromicin i tetraciklin
vrste Lc. lactis uglavnom su bili locirani na bakterijskom hromozom, a ne na
prenosnom plazmidu [243] Cime je oteZan prenos rezistencije izmedu vrsta.
Ovakvi rezultati delimicno opravdavaju upotrebu probiotskih sojeva sa
dokazanom rezistencijom ukoliko se pokaze da ne dolazi do prenosa ovih gena
izmedu vrsta. U slucaju ispitivanog soja Lb. rhamnosus ATCC 7469 bilo bi
neophodno izvrsti detaljna geneticka ispitivanja u cilju utvrdivanja potencijala za

Sirenje konkretnih gena odgovornih za rezistenciju na antibiotike.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon eksperimentalnih rezultata ispitivanja mogucnosti integrisane
biotehnoloske proizvodnje mle¢ne kiseline i sto¢ne hrane bogate probioticima na
destilerijskoj dZibri iz proizvodnje bioetanola na otpadnom hlebu zakljucuje se da
je destilerijska dZibra supstrat veoma adekvatnog sastava za rast bakterija mle¢ne
kiseline nakon optimizacije uslova. Takode, nakon mle¢no-kiselinske fermentacije
zaostali fermentacioni medijum odgovara kriterijumima za kvalitetnu hranu za
monogastri¢ne Zivotinje, uz mogucénost koriS¢enja zaostale biomase Lb. rhamnosus

ATCC 7469 u formi probiotskog dodatka sto¢noj hrani.

Hemijskom karakterizacijom hlebne destilerijske dzibre je pokazano da
predstavlja sirovinu bogatu proteinima i siromasnu fermentabilnim Sec¢erima, pa je
neophodno dodati Secere da bi se omogucila efikasnija MKF. DZibra ima visi
sadrZaj suve materije (11,55%) i proteina (58,50% SM) u odnosu na tecnu frakciju
(suva materija 4,80%, sadrzaj proteina 43,75% SM), pa je ukupna dZibra bolji
supstrat za MKF. Sastav i sadrZaj jona metala u obe dZibre je veoma povoljan i

adekvatan za rast BMK.

I[spitane su Cetiri vrste iz roda Lactobacillus (Lb. paracasei ssp. paracasei
NRRL B-4564, Lb. casei ssp. casei NRRL B-441, Lb. pentosus NRRL-227 i Lb.
rhamnosus ATCC 7469) kao proizvodni mikroorganizmi za MKF na tec¢noj dzibri i
najbolja koncentracija mlec¢ne kiseline (20,2 g L1), prinos (0,81 g g1)
produktivnost (0,28 g L1 hl) i broj vijabilnih ¢celija (8,2x108 CFU ml1) su
postignuti u fermentaciji sa Lb. rhamnosus ATCC 7469. Takode, 99,7%
proizvedene mlecne Kkiseline je L (+) oblik koji je poZeljan stereoizomer za
upotrebu u ishrani ljudi i Zivotinja. Na osnovu svega prethodno navedenog Lb.
rhamnosus ATCC 7469 je odabran kao proizvodni mikroorganizam u daljim

eksperimentima.

U Sarznom postupku na te¢noj dzibri izvrSena je optimizacija uslova

temperature, koncentracije inokuluma, mesanja i dodatka CaCOz kao sredstva za
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neutralizaciju. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna interakcija izmedu
parametra mesanja i dodatka CaCOs, dok interakcija izmedu ostalih parametara
nije statisticki znacajna. NajviSe vrednosti koncentracija mlecne kiseline (18,58 g L-
1), prinosa (73,4 %) koeficijenta prinosa (90,11 %), produktivnosti (0,26 g L-1 h-1) i
broja vijabilnih ¢elija (5,0x108 CFU ml-1) su postignute na temperaturi od 41°C, sa
koncentracijom inokuluma 5% (v/v), uz mesanje (90 obrt/min) i sa dodatkom 1%
CaCO3z (w/v) dok je vreme fermentacije bilo 72h. Primenom 30% NaOH u
intervalima od 4 h kao sredstva za neutralizaciju umesto CaCO3 (w/v) postignuto
je znacajno skraCenje vremena fermentacije na 24h, uz povecanu produktivnost
procesa (0,70 g L't h1) i slicne vrednosti prinosa (76%). Za dalji rad je koris¢en
dodatak 30% NaOH u 4h intervalima za kontrolu pH vrednosti u medijumu,
temperatura 41°C, koncentracija inokuluma 5% (v/v) i meSanje (90 obrt/min) u
MKF.

U SarZnom postupku na dZzibri pod optimizovanim uslovima ispitane su
razli¢ite pocetne koncentracije Secera (55 g L1, 75 g L1, 85 g L'1). Najefikasnija
fermentacija je zabeleZena u uzorku sa pocetnom koncentracijom Secera od 55 g L-
1 uz najviSi koeficijent prinosa od 1,31 g g! nakon 24h fermentacije. U istom
uzorku je postignut najvisi prinos mlecne kiseline (92,3 %) i produktivnost (1,49 g
L-1 h-1) uz visok krajnji broj ¢elija 10° CFU ml], pa je ova pocetna koncentracija

SeCera odabrana kao optimalna za dalje eksperimente.

U dolivnhom postupku na dZibri ostvarena su dva ciklusa dolivanja i
postignuta je maksimalna produktivnost od 1,80 g L-1 h-1, prinos od 0,87 g g1 uz
maksimalnu koncentraciju mlecne kiseline od 97,1 g L1 za 54h koliko je trajala
feremtantacija. U odnosu na SarZni postupak, dolivnim se postize 21% veca
produktivnost i 47,6% viSa koncentracija mle¢ne kiseline. Takode, broj Zivih Celija
u medijumu po zavrSetku fermentacije je bio preko 10° CFU ml-1. Od svih ispitanih
postupaka u ovoj disertaciji, dolivni postupak na ukupnoj dzibri pod optimalnim
uslovima se pokazao kao najpovoljniji za integrisanu proizvodnju mlecne kiseline i

bakterijske biomase.
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U isptivanju mogucnosti imobilizacije biomase na nativni Na-zeolit 13X, Lb.
rhamnosus ATCC 7469 je pokazao snazan afinitet za povrSinu zeolita i visoku
stabilnost biofilma, uz dalju kolonizaciju slobodne povrSine zeolita tokom
fermentacije, Sto je omogucilo Cetiri recirkulacije imobilizata, uz povecanje broja
imobilisanih ¢elija. Narocito intenzivna kolonizacija povrsSine zeolita bakterijama je
ostvarena u toku prva 24h fermentacije (prvi ciklus) i nastavila se do zavrSetka
fermentacije. Broj imobilisanih Celija pozavrSetku MKF je iznosio oko 101! CFU g1
nosaca, Sto je izuzetno visok broj celija, pa se Na-zeolit 13X moZe oceniti kao
izuzetno pogodan nosac za Lb. rhamnosus ATCC 7469 u MKF na dZibri. Nakon Cetiri
ciklusa SarZne MKF na te¢noj dZibri sa recirkulacijom imobilisanog Lb. rhamnosus
ATCC 7469, ostvarena je prosecna produktivnost od 1,32 g L1 h'1, koncentracija
mlecne kiseline 40,43 g L1, prinos od 0,81 g g1 i koeficijent prinosa od 0,96 g g'1. U
odnosu na Sarzni sistem pod istim uslovima, postignuta je 16% viSa koncentracija
mlecne kiseline, 17% visi prinos, 18,5% visi koeficijent prinosa, a produktivnost je
povecana 100%, pa je primena Na-zeolita i recirkulacionog Sarznog postupka
ocenjena kao izuzetno efikasna. Na osnovu snazne adsorpcije bakterija na povrsini
zeolita i daljeg rasta biofilma u toku fermentacije, Na-zeolit imobilisani sistem se
moZe oceniti kao izuzetno povoljan za manipulaciju i eventualnu primenu u

industriji.

Na Mg-zeolitu je ostvarena jo$ intenzivnija adsorpcija Lb. rhamnosus ATCC
uz pocetni broj ¢elija 5x1019 CFU ml? i uz dalju kolonizaciju povrSine zeolita u
toku fermentacije. Nakon cCetiri ciklusa u recirkulacionoj Sarznoj MKF na tec¢noj
dzibri sa imobilisanim bakterijama na Mg-zeolit, prose¢no je ostvarena 8% visa
produktivnost u odnosu na Na-zeolit sistem, uz najviSe vrednosti produktivnosti
(1,80 g L1 h'1), prinosa (0,86 g g'1) i koeficijenta prinosa (0,99 g g'1) u toku prvog
ciklusa. Razlike izmedju Na-zeolit sistema i Mg-zeolit sistema nisu bile statisticki
znacajne nakon drugog ciklusa, $to je verovatno rezultat izmene Mg?* jona sa Na*

prisutnim u medijumu.

Hemijskom analizom osuSene dZibre nakon MKF ispitana je pogodnost za

primenu u stoc¢noj ishrani. Utvrdeno je da je osusena dZibra nakon fermentacije
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bogata proteinima (386 g kg1 SM) i bezazotnim ekstraktom (469,00 g kg1 SM) dok
je sadrZaj vlakana: NDF (62,20 g kg1 SM), ADF (23,10 g kg1 SM), ADL (4,62 g kg1
SM), celuloze (18,46 g kg1 SM) i hemiceluloze (38,90 g kg1 SM) veoma nizak. Usled
MKEF statistiCki je znaCajno smanjen sadrZaj proteina i bezazotnog ekstrakta, dok je
znacajno povecan sadrzaj masti i pepela. Na osnovu sastava (mali sadrzaj vlakana),
visoke vrednosti svarljivosti (preko 96%) i energetskih parametara svarljive
energije (4175,18 kcal kg-1 SM) i metabolicke energije (4153,31 kcal kg-1 SM), suvi
ostatak dzibre nakon MKF se moZe oceniti kao visoko kvalitetna hrana za

monogastricne Zivotinje.

[spitivanjem probiotskih osobina pokazano je da soj Lb. rhamnosus ATCC
7469 ima visoku sposobnost prezivljavanja nakon 4h in vitro na pH vrednosti 2,5
(88%) i u prisustvu 0,3% zucnih soli (85,7%). Inhibira rast Shigella sonnei i
Staphylococcus aureus ATCC 25923, dok slabije inhibira rast Salmonella enteritidis
ATCC 13076 i Listeria innocua. Ispitana je i sposobnost Lb. rhamnosus ATCC 7469
da produkuje egzopolisaharide na razli¢itim SeCerima i pokazano je da je
najintenzivnija proizvodnja egzopolisaharida ostvarena na glukozi, fruktozi,
galaktozi i laktozi. U cilju procene bezbednosti primene Lb. rhamnosus ATCC 7469
u ishrani Zivotinja ispitana je osetljivost soja na razliCite antibiotike i pokazano je
da je Lb. rhamnosus ATCC 7469 osetljiv na eritromicin, tetraciklin, penicillin i
delimicno na ampicilin, dok je rezistentan na aminoglikozidne antibiotike i
delimicno na hloramfenikol. Rezistencija na aminoglikozide je prirodna kod
Lactobacillus sp. i ne predstavlja ozbiljan rizik, ali bi ipak bilo potrebno izvesti
dodatna geneticka ispitivanja vezana za horizontalni prenos rezistencije u cilju

procene bezbednosti primene u ishrani.
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PRILOG

Lista skracenica koris¢enih u disertacjii (po abecednom redu)

ADF (engL.) - acid detergent fibre

ADL (engL.) - acid detergent lignin

BMK - bakterije mle¢ne-kiseline

DDG (engL.) - dried distillers’ grains

DDGS (engL.) - dried distillers’ grains with soluble
GIT - gastro-intestinalni trakt

KMK - konjugovane masne kiseline

MKF - mle¢no-kiselinska fermentacija

NDF (engL.) - neutral detergent fibre

NFE (engL.) - nitrogen free extract

SM - suva materija

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

SSF - simultana saharifikacija i fermentacije

SZ0 - svetska zdravstvena organizacija

SDDZRM - suvi ostatak dZibre sa rastvorenim materijama

SODz - suvi ostatak dzibre
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Mpunor 1.

MsjaBa o ayTopcTBY

Motrncarm-a_ A AHD PA :;F)VKIAE ’gykﬂﬁ“h

6poj uHaekca _Hoo< /oL

UsjaBrbyjem

[la je JOKTOpCKa AucepTauuja nos Hacriosom

NPONLRONIA MAEHHE KNCEANHE W NPOBNOTIKE BROMACE HA
DECTNAETNIewoT  LWABPIA

e pe3yntaTt CONnCTBEHOI UCTPaXXNBa4Kor paga,

e [anpensioxeHa guceprauuja y LenuHu HU y gernosuma Huje 6urna npegroxeHa
3a pobujarbe 6Guno Koje AvnnoMe npeMa CTYAMCKUM nporpammvma Opyrux
BMCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBA,

e [1a Cy pe3yntaTu KOPEeKTHO HaBenoeHn n

e [a HUCaM KpLIMO/Mia ayTopcKa MpaBa U KOPUCTUO WHTEMNEKTYarHy CBOjUHY
Lpyrvx nuua.

Motnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, Ah.05 2013 .

ABul, A bitons




Mpunor 2.

U3jaBa 0 nCTOBETHOCTU LITaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paaa

Vime 1 npesume aytopa A ATKGAHDPA %YK V\‘t— %‘ykﬂ&v« k

Bpoj uHaekca __ #00S Jo&

Cryaujcku nporpam ﬁV\OXEW\')'c-,Ko NHHERHELETRS W BUWOTERHOAST W) A

Hacnos paga NPOn2bol A MAEYIE KIACEANANE A DPOBNOTEE BNOMALE WA
ATSTANERNICKOT LPWGPU

Mentop _{Wod. De heilairia Moiorwh  pea. thod. Texhorel o METRAYP LA™ HACyATEDH
N Y BEPIWTETA Y b(—orPAm,

Motivcann/a A ASVGA HDPA I\VKJA& ~—%)Ik,e‘&\ﬂk

MsjaBrbyjem fa je wramnaHa Bepavja Mor SOKTOPCKOr paZa MCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEp3vju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbyBarke Ha noprtany [QururanHor
penosutopuiyma YHusep3auteta y beorpagy.

[o3sorbaBam fa ce objaBe MOjU NMUYHM Mofaun Be3aHu 3a Aobujarbe akagemcKor
3Barba JOKTOopa Hayka, Kao LUTO Cy MME U npes3nmMe, roanHa u MecTto pohewa 1 gatym
onbpaHe paga.

OB/ nUYHM nogaun Mory ce 00jaBUTU Ha MPEXHM CTpaHulama aurutanHe
BubnuoTteke, y eneKkTPOHCKOM KaTanory n y nybnvkauujama YHueepsuteta y beorpagy.

Motnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, A4-0S. 201%.,

Pty Vidoy,'e!




Mpwunor 3.
Usjasa o kopuwhery
Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Cetosap MapkoBuh" ga y OdurdtanHu

penosutopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtauujy nofa
HacrioBoOM:

[IPONBR00 A WUAEYHE KNCEAWKE W NPOBIAGTCKE BWOHACE  #h
DECTNAEPIAYCKDY WG PK

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[ucepTaumjy ca cBUM npurosumMa npefao/na cam y enekrpoHckom hopmMarty MoroHom
3a TpajHo apXxuBUpaH-e.

Mojy mokTopcky AucepTtauujy noxpaweHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepsuTeTa
y beorpagy mory fa kopvcte CBU KOju MOLUTYjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ofsyqvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTopcTBO - HEKOMeEpLIMjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUUjarnHo — AenuTy Nog UCTUM yCroBuMa
5. AytopctBo— 6e3 npepasge
6. AyTOpCTBO — AEnuTh NoA UCTUM yCroBuma

(Monumo pa 3aoKpyxuTe camo jefHy Of LWecT MoHyReHux NuUeHuUW, KpaTak ornc
nULeHUM aar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, A5 .0S . £01%.

A yo @
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