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Сажетак: Млечна киселина је значајна хемикалија која се користи у хемијској, прехрамбеној, фармацеутској, козметичкој и полимерној индустрији. Нове технологије за одрживу производњу млечне киселине се углавном базирају на коришћењу отпадних или споредних производа других индустрија. У овом раду је за прозводњу млечне киселине испитивана ферментације индустријске џибре из производње биоетанола на отпадном хлебу (из Фабрике Реахем, Србобран) помоћу више сојева бактерија млечне киселине. Највећи принос млечне киселине је остварен помоћу Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. При изабраним оптималним условима (t=41°C, 5% инокулума, почетнa концентрација шећера 55 gl-1) остварен је принос млечне киселине од  92,3 %, запреминска продуктивност од 1,49 gl-1h-1 и готово комплетно искоришћење присутних шећера у току 34 h трајања фермeнтације. Даље повећање продуктивности је остварено применом доливног поступка. У овом поступку су концентрација млечне киселине и продуктивност повећани за 47,6 % и 17,2 %, респективно и остварен је висок број живих ћелија изнад 109 CFU ml-1 на крају ферментације. Важно је нагласити да је ферментација вршена на џибри без додатака извора азота или минерала.  Остатак након млечно-киселинске ферментације заједно са биомасом би се могао користити као храна за животиње што даље повећава економичност поступка.
Кључне речи: Дестилеријска џибра, Млечно-киселинска ферментација, 
Lactobacillus rhamnosus
Summary: Lactic acid is a versatile chemical with a wide range of applications in chemical, food, pharmaceutical, cosmetic and polymer industries. Emerging technologies for sustainable production of lactic acid include utilization of by-products and wastes as substrates. In this study, lactic acid production on an industrial stillage from the bioethanol production on waste bread (from plant Reahem, Srbobran, Serbia) with different lactic acid bacteria was studied. The highest lactic acid yield was achieved by Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Under the selected conditions (t=41 °C, 5% of inoculum and 55 gl-1 of initial sugar concentration) a lactic acid yield of 92.3 %, volumetric productivity of 1.49 gl-1h-1 and almost complete utilization of the present sugar was noticed until the 34 h of fermentation. Further improvement of the productivity was attained in fed-batch fermentation. In this way, the lactic acid concentration and productivity were increased for 47.6 % and 17.2 %, respectively, while high viable cell number above 109 CFU ml-1 was reached at the end of the fermentation. It is important to note that the production was achieved on the stillage without supplementation with mineral or nitrogen sources. The spent fermentation media with biomass could be utilized as animal feed and thus further enhance the economy of the process.
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1. УВОД 

 Млечна киселина представља важан производ који се користи у хемијској, прехрамбеној и фармацеутској индустрији. Процењено је да се годишње произведе око 120 000 t млечне киселине, од чега се око 90 % добија ферментативним процесима помоћу бактерија млечне киселине (БМК), док се преосталих 10 % добија синтетски хидролизом из лактонитрила [1]. Светске потребе за млечном киселином, као и обим њене биотехнолошке производње се данас константно повећавају. Повећана потражња за млечном киселином је највише условљена њеним коришћењем за производњу биодеградабилних полимера [2]. Предвиђа се да ће потрошња млечне киселине наставити да расте годишње по стопи од 9 % у Западној Европи и 5,5 % у Азији [3]. 
Првобитно, у класичним биотехнолошким поступцима, млечна киселина се добијала ферментацијом релативно скупих сировина на бази рафинисаних шећера (глукозе, фруктозе) помоћу бактерија млечне киселине [4], док данас већ постоје индустријски процеси на кукурузу, шећерној репи и пиринчу [5]. Међутим, савремени тренд је коришћење обновљивих сировина, тј. обновљивих извора шећера које бактерије могу да користе. Поред економског ефекта, примена обновљивих сировина, као и споредних и отпадних производа других индустрија је  значајна јер доприноси смањењу еколошких проблема, као и смањењу концентрације угљен диоксида у атмосфери. Ипак, мали број процеса за производњу млечне киселине на обновљивим сировинама је тренутно нашао индустријску примену, првенствено због њихове недовољне продуктивности, будући да је млечна киселина релативно јефтина супстанца. Испитују се различите могућности за повећање ефикасности процеса коришћењем различитих технолошких решења, пројектовањем доливних, континуалних или семиконтинуалних процеса, као и коришћењем имобилисаних производних микроорганизама са рециркулацијом [6]. 
Једна од могућности коришћења јефтиних обновљивих сировина за производњу млечне киселине, која је испитивана у овом раду је примена отпадне дестилеријске џибре из производње биоетанола. Џибра настаје у процесу производње биоетанола у великим количинама, око 13 hl џибре настаје по 1 hl произведеног биоетанола [7]. Због комплексног хемијског састава, а посебно велике количине органског загађења, дестилеријска џибра представља велики еколошки проблем па је потребно је претходно пречистити, тј. биолошки обрадити пре испуштања у водотокове. Ово значајно умањује исплативост и профитабилност производње биоетанола као еколошког горива, па би се употребом ове џибре за производњу млечне киселине значајно допринело одрживости самог процеса производње биоетанола, чији обим се глобално константно повећава.
У литератури су испитиване и описане различите могућности искоришћења дестилеријске џибре, на пример за производњу сточне хране [8], за ђубрење земљишта [9], као супстрат за производњу биогаса и бутанола [10, 11] и сл. Испитивање могућности коришћења дестилеријске џибре зе производњу млечне киселине је новијег датума. Будући да је дестилеријска џибра богата у садржају протеина, минерала и витамина (посебно Б групе), показано је да може бити добра подлога за раст бактерија млечне киселине, које спадају у нутритивно врло захтевне микроорганизме [12]. Претходно је испитивана могућност производње млечне киселине на кукурузној дестилеријској џибри [13] или џибри тритикалеа [14]. Једна од могућности, која додатно доприноси одрживости процеса је коришћење остатка након млечно-киселинске ферментације за исхрану животиња. Са тим у вези је од посебне важности правилан избор микроорганизама за млечно-киселинску ферментацију. Наиме, потребно је изабрати микроорганизме који би ефикасно конвертовали шећере присутне у џибри  у млечну киселину, а заостала микробна биомаса у остатку након ферментације је потребно да буде безбедна за примену за исхрану животиња, што је случај са већим бројем врста из рода Lactobacillus. Тако је документовано да врста Lactobacillus rhamnosus има позитиван ефекат на здравље животиња и да је безбедна за коришћење као сточна храна [15-17] .
Циљ овог рада је био да се испита могућност коришћења  индустријске џибре из производње биоетанола на отпадном хлебу за производњу млечне киселине. Након селекције најподеснијег микроорганизма циљ је да се испита утицај концентрације инокулума и шећера у подлози, а затим и могућност повећања продуктивности производње млечне киселине применом доливног поступка.
2. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ
2.1. Микроорганизми
За млечно-киселу ферментацију дестилеријске џибре коришћени су следећи микроорганизми: Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, L. paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, L. casei ssp. casei NRRL B-441 и L. pentosus NRRL- 227. Културе су чуване на -20 °C у пластичним контејнерима од 3 ml са подлогом Man Rogosa Sharpe medium (MRS) (Fluka, USA) и додатком 50 % (v/v) глицерола као криопротектанта. Културе су активиране гајењем у MRS подлози на 37 °C у току 18 h под анаеробним условима који су били обезбеђени коришћењем Anaerocult ® C bags (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Након активације култура вршено је засејавање ферментационе подлоге односно припремљене џибре. Млечно-киселинска ферментација са L. rhamnosus ATCC 7469  је вршена на температури од 41 °C док је ферментација са  L. paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564 и  L. casei ssp. casei NRRL B-441 извођена на температури од 37 °C. Ферментација са  L. pentosus  NRRL- 227 је вршена на 30 °C. Наведене температуре су претходно утврђене као оптималне за млечно-киселинску ферментацију џибре са наведеним микроорганизмима [12, 13 ].
2.2. Дестилеријска џибра
У раду је коришћена комплетна дестилеријска џибра (без сепарације течне фазе) заостала након производње биоетанола на отпадном хлебу која је добијена из индустријског постројења "Реахем" из Србобрана, Србија. Хемијски састав ове џибре је приказан у табели 1. Може се уочити да је садржај укупних редукујућих шећера прилично низак у џибри, што указује да је квасац готово потпуно конвертовао шећере у алкохол у току поступка производње биоетанола из кога је џибра заостала. Пре млечно-киселинске ферментације pH џибре је подешен на 6,5 додатком 30 %- тног раствора NaOH (Sigma-Aldrich, USA), а затим је џибра стерилисана у аутолаву на 120 °C у току 15 min. Ферментација је започињала засејавањем тако припремњене подлоге одабраним микроорганизмима.
Табела 1.  Хемијски састав дестилеријске џибре
	Хемијска компонента
	Садржај

	Укупни редукујући шећери (% на суву материју)
	9,74

	Масти (% на суву материју)
	8,49

	Протеини (% на суву материју)
	58,50

	Пепео (% на суву материју)
	21,47

	Сува материја (% на укупну џибру)
	11,55


 2.3. Извођење млечно-киселинске ферментације

Млечно-киселинска ферментација је извођена у лабораторијским условима у ерленмајер судовима од 500 ml у којима се налазило 250 ml  подлоге (дестилеријске џибре) под контролисаним условима температуре и мешања који су одржавани помоћу воденог купатила са мешањем (150 rpm, IKA®, Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany). Коришћене су температуре од  30 до 41 °C у зависности од примењеног микроорганизма. Анаеробни услови у судовима су одржавани применом система гасних паковања Anaerocult ® C bags (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).  У току ферментације су анализирани и праћени следећи параметри: pH, концентрација редукујућих шећера, концентрација млечне киселине и број живих ћелија. 
У првој серији експеримената која је имала за циљ одабир најподеснијег микроорганизма за млечно-киселинску ферментацију подешен је почетни садржај шећера на 25 g/l додатком стерилног раствора глукозе концентрације 70 %, а припремљена џибра је засејавана одабраним бактеријама из рода Lactobacillus у концентрацији од  2 % (v/v).

У следећој серији експеримената испитиван је утицај концентрације инокулума тако што је ферментациона подлога са почетном концентрацијом шећера од  25 g/l инокулисана са 2 % (v/v),        5 % (v/v) и 10 % (v/v) културе L. rhamnosus ATCC 7469 (која је претходно изабрана као најподеснија).

Такође је, са одабраним микроорганизмом  L. rhamnosus ATCC 7469, испитиван утицај почетне концентрације шећера на ток ферментације. При томе су испитиване следеће почетне концентрације редукујућих шећера у подлози: 25 g/l, 55 g/l, 75 g/l и 85 g/l. Концентрације шећере су подешаване додатком стерилног раствора глукозе концентрације 70 %. У току ових испитивања вршена је контрола и подешавање pH вредности ферментационе подлоге додатком 30 % - тног раствора NaOH у временским интервалима од 4 часа.
На крају су вршена испитивања ферментације млечне киселине са одабраним микроорганизмом  L. rhamnosus ATCC 7469 у технолошкој шеми доливне ферментације. Вршено је доливање само извора шећера, тј глукозе, и то онда када би концентрација редукујућих шећера пала испод вредности од 20 g/l. Доливање је вршено у циљу одржавања претходно утврђене оптималне концентрације шећера од 55 g/l. Као извор шећера којим је вршено доливање је коришћен раствор глукозе концентрације 140 g/l. Узаступна доливања су вршена у току ферментације све док судови нису били напуњени до 70 % од укупне запремине.
Сви експерименти су извођени у трипликату и представљене су средње вредности.
2.4. Аналитичке методе
Концентрације редукујућих шећера, прерачуната на глукозу, је одређивана спектрофотометријском методом са  3, 5-динитросалицилном киселином помоћу спектрофотометра, Ultraspec 3300 pro, Biochrom LTD, UK [18]. Концентрација млечне киселине је одређивана ензимском методом помоћу ензимског кита (L-/D-Lactic acid assay, Megazyme®, Wicklow, Ireland), а претходно је вршена депротеинизација узорака на начин прописан истом методом. Број живих ћелија L. rhamnosus ATCC 7469 је одређиван методом разблаживања на Петри плочама са  MRS агаром, након инкубације на 37 °C у току 48 h. Све хемикалије коришћене у раду су биле аналитичке чистоће. 

3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА 
3.1. Селекција бактерија млечне киселине за ферментацију на џибри

У табели 2 приказани су значајни параметри који су добијени приликом млечно-киселинске ферментације џибре са различитим испитиваним бактеријама млечне киселине. Из табеле 2 се може видети да су највећа концентрација, принос и продуктивност млечне киселине, као и производња биомасе (број живих ћелија) остварени са Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Сви испитани микроорганизми су остварили прилично добар раст на џибри. Најслабији раст на џибри је примећен код врсте Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, потом код Lactobacillus casei ssp. casei NRRL B-441. На основу резултата у табели 2 може се рећи да остварене концентрације и приноси  млечне киселине нису пропорционални броју ћелија него су условљени метаболизмом бактеријских врста. 
Највећи принос млечне киселине од 0,81 g/g је  је остварен са хомоферментативном врстом L. rhamnosus ATCC 7469 па је ова врста изабрана за даља испитивања производње млечне киселине на дестилеријској џибри. Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, Lactobacillus casei ssp. casei NRRL B-441 и Lactobacillus pentosus NRRL- 227 су хетероферментативне бактерије млечне киселине  [13, 19]  и као такве су оствариле ниже концентрације млечне киселине и продуктивности на џибри. Такође је запажено да хемијски састав супстрата доста утиче на принос млечне киселине. У претходним испитивањима на течној џибри из кукуруза као врло ефикасан микроорганизам за производњу млечне киселине се показао Lactobacillus paracasei ssp. paracasei  NRRL B- 4564 [13].  
Табела 2. Параметри млечно-киселинске ферментације на џибри добијени са различитим врстама бактерија 

	Микроорганизам
	Концентрација млечне киселине (g/l)
	Број ћелија

(CFU/ml)
	Принос млечне киселинеа
(g/l)
	Продуктивност млечне киселинеб
(g/l h)

	Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 7469
	20,21
	8,2∙108
	0,81
	0,28

	Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564
	16,60
	7,0∙107
	0,66
	0,23

	Lactobacillus casei ssp. casei NRRL B-441
	13,72
	1,0∙108
	0,55
	0,19

	Lactobacillus pentosus 
NRRL- 227
	10,11
	2,1∙108
	0,40
	0,14


а почетна концентрација шећера је била 25 g/l
б ферментација је трајала 72 часа
3.2. Утицај концентрације инокулума и почетне концентрације шећера на производњу млечне киселине и биомасе на џибри
Утицај концентрације инокулума одабране врсте Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 на производњу млечне киселине на дестилеријској џибри је приказан на Слици 1. Највећи принос млечне киселине је остварен у ферментацији са 5 % (v/v) инокулума. Ферментациона кинетика је у свим испитиваним узорцима показала релативно сличан тренд, док је највећи принос млечне киселине остварен у узорку који је имао 5 % (v/v) концентрацију инокулума. Нека претходнa испитивања на сурутки  су показала да повећање концентрације инокулума изнад 5 % (v/v) није значајно утицало на повећање млечне киселине и произведене микробне биомасе у току млечно-киселинске ферментације, али је уочено да већа почетна концентрација инокулума може утицати на скраћење времена ферментације [20, 21]. Слично томе, из резултата са слике 1 се може видети да се применом концентрације инокулума од  5 % (v/v) и 10 % (v/v) остварују бржа ферментација и већа концентрација млечне киселине у току првих 24 часа. Међутим, на крају укупног времена ферментације остварена је нижа концентрација млечне киселине  применом  10 % (v/v) инокулума  од оне која је постигнута са 2 % (v/v) инокулума (слика 1). У складу са резултатима приказаним на слици 1, изабрана је концентрација инокулума од 5 % (v/v) за културу Lactobacillus rhamnosus     ATCC 7469 за даља испитивања утицаја почетне концентрације шећера и примену у поступку доливне ферментације.
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Слика 1. Утицај концентрације инокулума на остварену концентрацију млечне киселине у току ферментације са Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 (почетна концентрација шећера је 25 g/l)
На слици 2 је приказан утицај различите почетне концентрације шећера на ток млечно-киселинске ферментације дестилеријске џибре. У овим експериментима pH вредност џибре је одржавана на константној вредности додатком  30 %-тног раствора NaOH у временским интервалима од 4 сата. Уколико се упореди млечно-киселинска ферментација која је била изведена са 5 % (v/v) инокулума и почетном концентрацијом шећера од 25 g/l која је приказана на слици 1 са  ферментацијом која је била изведена са истом почетном концентрацијом шећера која је приказана на слици 2, може се уочити да је у овом другом случају потребно краће време да би се постигла максимална концентрација млечне киселине од 20,85 g/l. Ова максимална концентрација је постигнута након 34 сата ферментације (слика 2). Наиме, одржавање pH на константној вредности је утицало на скраћење времена ферментације, мада није примећен значајнији утицај на остварен принос млечне киселине.  Због тога се примена контроле pH вредности у току ферментације може сматрати од велике важности, посебно у случајевима када се примењују веће почетне концентрације шећера јер у таквим случајевима долази и до веће инхибиције ферментације произведеном млечном киселином [22].
У Табели 3 су приказани значајни параметри као што су концентрација млечне киселине,  принос, продуктивност и број живих ћелија који су остварени у току млечно-киселинске ферментације на дестилеријској џибри са различитом полазном концентрацијом шећера.
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Слика 2. Утицај различите почетне концентрације шећера на производњу млечне киселине и потрошњу шећера у току ферментације дестилеријске џибре; ■-почетна концентрација шећера 25,03 g/l; ●- почетна концентрација шећера  55,72 g/l; ▲- почетна концентрација шећера  75,58 g/l; ▼- почетна концентрација шећера  85,31 g/l; пуна линија- потрошња шећера, испрекидана линија- производња млечне киселине;

 У току ферментације pH је одржаван константним додатком  30 % -тног раствора NaOH
Табела 3. Значајни параметри млечно-киселинске ферментације остварени при различитим почетним
                 концентрацијама шећера
	Узорак
Број
	Почетна концентрација  шећера (g/l)
	Концентрација млечне киселине (g/l)
	Број ћелија
(108 CFU/ml)
	Принос млечне киселине (g/g)
	Запреминска продуктивност
(g/l h)

	1a
	25,03
	20,85
	9,5
	0,82
	0,61

	2 a
	55,72
	50,83
	10,1
	0,92
	1,49

	3 b
	75,58
	68,60
	7,2
	0,91
	1,18

	4 b
	85,31
	75,06
	10,.0
	0,88
	1,29


a Параметри су рачунати након 34 h ферментације 

b Параметри су рачунати након 58 h ферментације када су потрошени шећери. 

Као што се може видети са слике 2, кинетика млечно-киселинске ферментације је била слична за све испитиване узорке дестилеријске џибре који су садржали различиту почетну концентрацију шећера, али је највећи принос млечне киселине остварен у узорку са почетном концентрацијом шећера од 55,72 g/l (табела 3). Највећa постигнута концентрација млечне киселине је износила     75,06 g/l и остварена је у узорку у коме је била концентрација шећера 85,31 g/l (узорак број 4). У овом узорку је, међутим, остварен нижи принос млечне киселине него у узорку 2 који је имао нижу концентрацију шећера од 55,72  g/l, што се може објаснити појавом инхибиције супстратом. Слично овоме, Hujanen и сарадници [23] су објавили сличан тренд повећања концентрације млечне киселине и смањења приноса приликом ферментације хемијски дефинисане подлоге која је садржала сладне клице када је концентрација шећера у подлози повећавана у опсегу од 80 до 120 g/l. Liu и сарадници [24] су такође документовали значајан пад приноса млечне киселине са повећањем почетне концентрације шећера у току млечно-киселинске ферментације помоћу Rhizopus sp. У млечно-киселинској ферментацији помоћу Lactobacillus lactis највећа продуктивност је остварена са почетном концентрацијом шећера од 30 g/l и она је прогресивно опадала са повећањем концентрације шећера до 90 g/l [25]. 
У претходним испитивањима млечно-киселинске ферментације течне џибре тритикалеа, кукуруза и отпадног хлеба остварени су приноси који су респективно износили  0,50 g/g, 0,76 g/g и 0,80 g/g [1, 14]. У овом раду, на укупној дестилеријској џибри из производње биоетанола на отпадном хлебу остварен је већи принос млечне киселине од претходно постигнутог на течном делу џибре који је износио 0,92 g/g, а остварена је и висока концентрација млечне киселине у подлози од 50,83 g/l. Ово указује да је укупна џибра (без одвајања чврсте фракције) богатија подлога у потребним нутријентима за млечно-киселинску ферментацију. Осим тога, генерално се сматра да је економски повољније коришћење џибре без претходне сепарације фракција. Приноси и и концентрације млечне киселине који су остварени и објављени у литератури на разним отпадним супстратима су углавном били нижи од резултата постигнутих у овом раду на дестилеријској џибри из производње биоетанола. Тако је, на пример, објављена максимална остварена концентрација млечне киселине од 41,65 g/l након 48-часовне ферментације отпадне воде од обраде касаве која је имала почетну концентрацију шећера од 50 g/l [26]. 
Број живих ћелија који је остварен на крају ферментације је био прилично велики у свим испитиваним узорцима дестилеријске џибре, док је посебно у узорку са концентрацијом шећера од 55,72 g/l и 85,31 g/l он износио преко 109 CFU/ml (табела 3). Важно је нагласити да је број живих ћелија изузетно значајан параметар уколико се остатак након млечно-киселинске ферментације разматра за примену за исхрану животиња. Иначе, џибру након производње биоетанола је могуће користити за исхрану животиња, било као влажну или након сушења [13]. Недостатак коришћења влажне џибре је у томе што је производ нестабилан и са кратким роком трајања. Добијање сувог препарата хране за животиње знатно продужава рок трајања препарата али захтева прилично енергије што поскупљује процес. Присуство живих ћелија – бактерија млечне киселине у препаратима хране за животиње може позитивно утицати на здравље животиња због познатог пробиотичког деловања БМК, односно дејства у сузбијању многих патогених микроорганизама. Због тога је могуће избацити уобичајено додавање антибиотика сточној храни које има негативне ефекте у стварању резистенције на антибиотике. Према Европској регулативи [27] препоручује се да у препаратима хране за животиње буде  присутно 108-109 CFU/kg пробиотских бактерија млечне киселине да би ови препарати имали спецификацију хране обогаћене пробиотицима [15, 16, 28]. Као што се из приложених резултата види, број бактерије у остатку након млечно-киселинске ферментације џибре би могао задовољити овај захтев, што оправдава даља испитивања овог остатка са аспекта квалитета хране за животиње.
3.3. Доливна млечно-киселинска ферментација џибре
У циљу даљег повећања концентрације млечне киселине у ферментацији дестилеријске џибре и укупне продуктивности процеса у даљем раду су вршена испитивања доливне технолошке шеме ферментације. У овим експериментима вршено је доливање само извора шећера (глукозе) и оно је вршено када би концентрација редукујућих шећера у подлози пала испод  20 g/l све док се не постигне концентрација шећера од 55 g/l, која је у претходним експериментима изабрана као оптимална. Кинетика доливне ферментације приказана је на слици 3. У овом поступку ферментације постигнута је максимална концентрације млечне киселине од 97,1 g/l, принос од 0,87 g/g и продуктивност од 1,80 g/l h након 54 часа. 
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Слика 3. Кинетика доливе млечно-киселинске ферментације дестилеријске џибре;

 Експериментални услови: 5% инокулума (v/v)  L. rhamnosus ATCC 7469, почетна концентрација шећере 55 g l-1 Пуна линија - производња млечне киселине, испрекидана линија- потрошња шећера
У табели 4 упоредно су приказани значајни параметри ферментације (крајња концентрација млечне киселине, принос млечне киселине, број ћелија и волуметријска продуктивност) који су остварени у ферментацији са почетном концентрацијом шећера од 55 g/l у шаржној и доливној ферментацији.

Табела 4. Упоредни приказ значајних параметара шаржне и доливне ферментације дестилеријске џибре са 
                 почетном концентрацијом шећера од 55 g/l
	Начин ферментације
	Концентрација млечне киселине (g/l)
	Број ћелија
(108 CFU/ml)
	Принос млечне киселине (g/g)
	Запреминска продуктивност (g/lh)

	Шаржни*
	50,83
	10,1
	0,92
	1,49

	Доливни*
	91,10
	10,4
	0,87
	1,80


*Параметри су рачунати након 58 h ферментације
Као што се може видети из табеле 4, у доливној ферментацији је остварена значајно већа концентрација млечне киселине и продуктивност (47,6 % и 17,2 %, респективно) у односу на шаржну ферментацију, док је остварен број ћелија у оба начина ферментације био приближно исти и износио је више од 109 CFU/ml. На основу тога даје се предност доливном поступку ферментације над шаржним. У доливном поступку могуће је одржавати концентрацију супстрата (шећера) у оптималим границама што доприноси да се избегне ефекат инхибиције супстратом, па се тако може остварити интензивнија и продуктивнија ферментација млечне киселине. 

У литератури је објављено да су постигнуте високе концентрације и продуктивности млечне киселине доливним поступком, али су испитивања млечно-киселинских ферментација углавном вршена на хемијски дефинисаним супстратима у којима је вршено додавање извора азота и минерала. Тако су Zhang et al. [29] постигли принос од 96,3 g/l млечне киселине у поступку доливне ферментације на синтетском медијуму који је био обогаћен квашчевим екстрактом, пептоном и минералима и са контролом pH вредности. У ферментацијама на отпадним супстратима, које су знатно интересантније и представљају веће технолошке изазове, углавном се постижу нижи приноси, а има и мање доступних литературних података. У поступку доливне ферментације депротеинизоване сурутке са мешаном културом L. casei и Lactococcus lactis, остварен је принос од 0,77 g/g и концентрација млечне киселине од 46 g/l [30]. Резултати који су постигнути у овом раду су углавном виши или су приближни са неким од резултата објављеним у литератури везаним за ферментацију млечне киселине на отпадним супстратима [29-31]. Значајно је да су у приказаном раду остварени релативно високи приноси на отпадној џибри на којој није вршено никакво додатно обогаћивање супстрата, то јест додавање извора азота или минерала, што се може објаснити чињеницом да је џибра сама била врло богата протеинима и минералима (табела 1). Такође, отпадна џибра садржи и резидуални квасац из производње биоетанола као добар извор азотних компоненти и витамина (посебно Б групе) који потпомажу искоришћење шећера и подржавају раст бактерија млечне киселине. 
4. ЗАКЉУЧАК
У раду је испитивана производња млечне киселине и микробне биомасе на отпадној дестилеријској џибри из производње биоетанола. Од више испитаних бактерија млечне киселине најподеснији за ферментацију дестилеријске џибре се показао  микроорганизам L. rhamnosus ATCC 7469. Такође су утврђени оптимални услови за шаржну ферментацију џибре: t=41°C,  почетна концентрација шећера  55 g/l, 5 % (v/v) концентрација инокулума и одржавање  pH помоћу додатка 30%-тног раствора NaOH на сваких 4 часа у току ферментације. При овим условима остварена је добра продуктивност и висока концентрација млечне киселине, а такође и висока концентрација микробне биомасе од више од 109 CFU/ml на крају ферментације. Применом технолошке шеме доливне ферментације остварена је значајно већа концентрација млечне киселине и продуктивност (47,6 % и 17,2 %, респективно) у односу на шаржну ферментацију, док је број ћелија у оба начина ферментације био приближно исти и износио је више од 109 CFU/ml. Резултати су показали да је примењена дестилеријска џибра из производње биоетанола била добар супстрат за производњу млечне киселине и да чак није било потребно вршити никакво обогаћивање подлоге у изворима азота и минерала.  У остатку након млечно-киселинске ферментације заостаје велика количина  микробне биомасе L. rhamnosus која би се могла користити као додатак сточној храни са повољним ефектима по здравље, што даље може допринети економичности и одрживости  процеса.
5. ЗАХВАЛНИЦА

Овај рад је резултат пројекта бр.19/6-030/3-2-95/12 суфинансираног од стране Министарства науке и технологије Републике Српске.
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