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Ocena podobnosti kandidata za rad na predloZenoj temi

Na osnovu dosadasnjeg rada i pokazanih rezultata tokom poslediplomskih studija i u
okviru nauc¢no-istrazivackog rada na projektima Ministarstva za nauku i tehnoloski razvoj,
odnosno Ministarstva za prosvetu i nauku Republike Srbije, TR 20064 (2008-2010),
TR18002 (2008-2010) i TR 31017 (2011-2013), Aleksandra Puki¢-Vukovié, dipl. farm., je
pokazala sklonost i izrazitu sposobnost za bavljenje naucno-istrazivackim radom. Takode,
tema doktorske disertacije pripada oblasti iz koje je objavila 2 naucna rada Stampana u
casopisima medunarodnog znacaja, 2 nau¢na rada Stampana u nacionalnim Casopisima i 13
saopStenje na medunarodnim i domacim skupovima, §to ukazuje da je ispunila potrebne
uslove za rad na predloZenoj temi doktorske disertacije.

2. PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

Mlecna kiselina je znacajna sirovina u prehrambenoj industriji, a poslednja decenija je
obelezena ekspanzijom na polju primene biodegradabilnih polimera mlec¢ne kiseline —



polilaktida, kao biodegradabilnih, biokompatiblnih polimera u farmaceutskoj industriji i
proizvodnji ekoloskih materijala za pakovanje [1]. Da bi se smanjili troskovi fermentacione
proizvodnje mlecne kiseline kao sirovine za proizvodnju polilaktida intenzivno se istrazuju
mogucnosti koriS§¢enja otpadnih i sporednih proizvoda agro-industrije kao supstrata za
mlecno-kiselinske bakterije [2-4]. Proizvodnja bioetanola kao alternativnog goriva je u
najvec¢oj meri, i u svetu i u Srbiji, zasnovana na skrobnim sirovinama i to u nasoj zemlji
prvenstveno na kukuruzu [5]. U procesu proizvodnje bioethanola na skrobnim sirovinama
zaostaje znacajna koli¢ina dzibre bogate organskim materijama koja se ne moze ispustati u
vodotokove bez prethodnog tretmana [6]. Hemijski tretman zna¢ajno umanjuje profitabilnost
proizvodnje bioetanola, pa bi cilj ove doktorske disertacije bio ispitivanje moguénosti
koriS¢enje dzibre kao otpadnog proizvoda za proizvodnju mlecne kiseline i1 probiotske
biomase §to bi donelo znacajnu dodatu vrednost procesu. Budu¢i da je dokumentovana
mogucnost koriS¢enja dzibre u ishrani Zivotinja kao i probiotske karakteristike velikog broja
vrsta mlecno-kiselinskih bakterija, profermentisani medijum sa zaostalom biomasom bi se
mogao Koristiti kao visoko kvalitetna sto¢na hrana [7-8].

U istrazivanjima na drugim sirovinama kao vazni faktori fermentacije istiCu se
temperatura, pH kontrola, pocetna koncentracija Secera, meSanje, procenat inokuluma [9].
Razli¢iti tehnoloski postupci (Sarzna fermentacija, dolivni postupak, postupak sa
imobilisanom biomasom) primenjeni na mlecno-kiselinske fermentacije na razli¢itim
supstratima uti¢u na povecanje produktivnosti i prinosa procesa, §to je jedan od osnovnih
ciljeva [9-12]. Mogu¢nost integrisane proizvodnje mlecne kiseline i probiotske biomase na
otpadnih supstratima nije do sada ispitivana i u okviru ove disertacije bi jedan od ciljeva bio i
in vitro ispitivanje probiotskih karakteristika zaostale biomase nakon zavrSene fermentacije
[13].
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3. POLAZNE HIPOTEZE

Polaze¢i od literaturnih podataka i hemijske karakterizacije dzibre kao supstrata u
ovoj doktorskoj disertaciji izvrSice se selekcija mle¢no-kiselinskih bakterija. Vazni parametri
procesa proizvodnje mlecne kiseline iz dzibre (temperatura, pH, nacin kontrole pH, sastav
medijuma, meSanje, koncentracija inokuluma, dodatak Secera, i eventualno drugih
nutrijenata) bice ispitani u cilju povecanja prinosa i koncentracije mlecne kiseline u
medijumu. Razli¢itim tehnoloskim postupcima (dolivno i uz imobilizaciju izabranih mlecno-
kiselinskih bakterija) ispitace se mogucnosti da se efikasnije iskoristi supstrat uz skracenje
vremena fermentacije i poveca produktivnost u odnosu na klasi¢an Sarzni postupak. Zaostala
biomasa mlecno-kiselinskih bakterija je sporedni proizvod dobrih nutritivnih svojstava i
moze biti vredan dodatak ishrani zivotinja.

4. NAUCNE METODE ISTRAZIVANJA

Za karakterisanje hemijskog sastava dzibre koristice se metoda te¢ne hromatografije
(HPLC), atomske apsorpcione spektrometrije (AAS). U toku optimizacije procesa bice
pracen sadrzaj mle¢ne kiseline, Se¢era, promena pH kao vaznog faktora za prezivljavanje
proizvodnog mikroorganizma, kao i broj zivih mikroorganizama. Za pracenje koncentracije
mlecne kiseline bi¢e koris¢ena enzimska metoda i te¢na hromatografija (HPLC). Broj zivih
mikroorganizama prati¢e se metodom brojanja na agarnim plo¢ama. Morfologija i struktura
povrSine imobilisanih bakterijskih ¢elija bice ispitivana skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom (SEM) i svetlosnom mikroskopijom. Za in vitro karakterisanje probiotske
aktivnosti koristice se simulirani gastri¢ni sok uz pracenje prezivljavanja i rezistenciju na
antibiotike klasi¢nim mikrobioloskim tehnikama.

5. OCEKIVANI NAUCNI DOPRINOS

Vazno je naglasiti da destilerijska dzibra nije do sada koriS¢ena za proizvodnju mlecne
kiseline (uglavnom je susena i koriS¢ena kao stocna hrana), pa je ova problematika gotovo
neispitana. Rezlutati doktorske disertacije bi doprineli:

e definisanju najpodobnijih sojeva bakterija mle¢ne kiseline i uslova fermentacije mlecne
kiseline na destilerijskoj dzibri, izboru odgovarajuce optimalne tehnoloSke Seme (Sarzna
ili dolivna fermentacija, koriS¢enje imobilisanih mikroorganizama) kao i razvoju novog
postupka iskoris¢avanja dzibre za proizvodnju mlecne kiseline i mikrobioloSke biomase
sa probiotskom aktivnosti;

e povecanju ekonomicnosti proizvodnje bioetanola na skrobnim sirovinama, to jest razvoju
odrzivog proizvodnog postupka sa potpunom valorizacijom sporednih proizvoda i
upotrebom zaostalog fermentacionog medijuma kao visokovredne stocne hrane;

e smanjenju negativnog ekoloskog uticaja iskoriS¢enjem otpadnih sirovina iz proizvodnje
bioetanola;

e takode, proizvodnja mlecne kiseline bi bila znacajna i za domacu prehrambenu industriju
ili odgovaraju¢u hemijsku industriju, buduéi da Srbija uvozi mle¢nu kiselinu.

6. PLAN ISTRAZIVANJA I STRUKTURA RADA

Predmet rada ove doktorske disertacije je proizvodnja mlecne kiseline i1 probiotske
biomase na destilerijskoj dzibri. U tom cilju ¢e se na samom pocetku izvrsiti detaljna



hemijska karakterizacija realne industrijske dzibre dobijene iz proizvodnje bioetanola na
skrobnim sirovinama iz pogona iz Srbije. Ispitivanja ¢e biti vrSena na uzorcima te¢ne dzibre
nakon centrifugiranja, to jest odvajanja Cvrste faze i na uzorcima cele dzibre bez separacije
¢vrstog ostatka. Hemijski sastav dobijenih uzoraka ¢e se uporediti sa potrebama rasta
odgovarajuc¢ih sojeva bakterija mlecne kiseline iz roda Lactobacillus radi definisanja
odgovarajuce pripreme uzoraka dzibre kao medijuma za mle¢no-kiselinsku fermentaciju. U
prvoj fazi ispitace se fermentacija sa L. paracasei ssp. paracasei NRRL B- 4564, L. casei ssp.
casei NRRL B-441, L. pentosus NRRL- 227 i L. rhamnosus ATCC 7469 1 izvrsice se
selekcija najproduktivnijeg soja bakterija mle¢ne kiseline za fermentaciju dzibre. Takode ¢e
se izvrSiti karakterizacija sojeva sa aspekta probiotske aktivnosti (prezivljavanje u uslovima
niskog pH, prisustva zu¢nih soli i dejstvo na patogene) koja ¢e takode biti od uticaja na
kona¢nu selekciju proizvodnog soja. Dalja istrazivanja ¢e biti usmerena na ispitivanje i
definisanje uslova i kinetike fermentacije sa izabranim mikroorganizmom u cilju postizanja
Sto veéeg prinosa mle¢ne kiseline i mikrobne biomase. Sa definisanim i optimizovanim
uslovima fermentacije pristupi¢e se ispitivanju najproduktivnijeg tehnoloSkog procesa
fermentacije (Sarzni, dolivni, sa imobilisanom biomasom). Prilikom ispitivanja dolivnog
postupka posebna paznja ¢e se usmeriti na definisanje koncentracija izvora ugljenika (Secera)
u dolivnom supstratu koja daje najvecu vrednost koeficijenta prinosa po supstratu, kao i da se
definiSe kineticki rezim dolivanja. Ispitace se imobilizacija na zeolit jer ovaj postupak moze
imati pozitivan efekat u koriS¢enju biomase i fermentacionaog ostatka kao sto¢ne hrane, a
takode nudi moguénost selektivnog vezivanja nutrijenata koji su od znacaja za rast bakterija
mlecne kiseline.

Ocekivano je da poglavlja u okviru ove doktorske disertacije budu: Uvod, Teorijski
deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak i Literatura.

U poglavlju Uved bi¢e naglasen problem generisanja i odlaganja destilerijske dzibre u
proizvodnji bioetanola, koja sadzi visoko organsko zagadenje. Bice analizirane njene osnovne
hemijske karakteristike koje su u vezi sa sirovinskim poreklom, pogodnost kao supstrata za
proizvodnju mlecne kiseline i rast mle¢no-kiselinskih bakterija, kao i znacaj ovog postupka
za primenu u industriji.

Poglavlje Teorijski deo razmatrace literaturne podatke relevantnih istrazivanja koji se
odnose na:
e Milecnu kiselinu kao primarni proizvod ispitivanog fermentacionog procesa
e Mlecno-kiselinske bakterije, sa osvrtom na probiotske sojeve i njihove osobine
e [spitivane sirovine za dobijanje mlecne kiseline
e Osvrt na karakteristike dzibre iz proizvodnje bioetanola (poreklo i varijabilnost
sastava dzibre u zavisnosti od sirovine koriS¢ene za proizvodnju bioetanola,
mogucénosti koriS¢enja dzibre)
e Pregled i analiza karakteristika i znacajnih parametara u fermentacionim postupcima
dobijanja mlecne kiseline na razli¢itim supstratima
e Tehnoloske postupke koji su se pokazali efikasnima u fermentacijama za proizvodnju
mlecne kiseline



Pregled literature i analiza ogranicenja i mogucnosti imobilizacije mlecno-kiselinskih
bakterija za paralelnu proizvodnju mlecne kiseline i dalju upotrebu biomase u
zivotinjskoj ishrani

Metode in vitro ispitivanja probiotskih karakteristika

U poglavlju Eksperimentalni deo ocCekuje se da budu predstavljene uslovi i metode

koris¢ene u eksperimentalnom radu, prema redosledu eksperimentalnog istrazivackog rada:

Uslovi i metode koriS¢ene za karakterizaciju hemijskog sastava ispitivane dzibre i
profermentisanog medijuma

Uslovi i postupci selekcije mikroorganizama

Procedure koriS¢ene za ispitivanje uticaja temperature, pH kontrole, prisustva
kiseonika, mesSanja, koncentracije inokuluma i pocetne koncentracije Secera na
proizvodnju mle¢ne kiseline i rast mikroorganizma

Uslovi 1 karakterizacija razliCitih tehnoloskih postupaka fermentacije (Sarzno,
dolivno)

Metode i uslovi imobilizacije mikoorganizama i postupak izvodenja fermentacija
Opis SEM metode koris¢ene za vizuelizaciju imobilizacije proizvodnog
mikroorganizma

HPLC metoda za odredivanje mlecne kiseline

AAS metoda koriS¢ena za odredivanje sadrzaja metala u tecnoj dzibri

Opis procedura koriS¢enih za ispitivanje uticaja zucnih soli, pH vrednosti i osteljivosti
na antibiotike u okviru ispitivanja probiotskih svojstava biomase

Poglavlje Rezultati i diskusija obuhvati¢e prvo rezultate dobijene u okviru hemijske
karakterizacije sastava kukuruzne i dZibre od otpadnog hleba i sledstvenu analizu podobnosti

prema nutritivnim zahtevima mle¢no-kiselinskih bakterija. Potom ¢e biti predstavljeni

rezultati selekcije mikroorganizama sa najboljom efikasnosti proizvodnje mle¢ne kiseline i
rasta na dzibri.
U daljem izlaganju bice predstavljeni i diskutovani rezultati:

- Optimizacije uslova za povecanje produktivnosti mle¢no-kiselinske fermentacije-
temperatura, kontrola pH, koncentracija inokuluma, pocetna koncentracija Secera,
mesanje, koncentracija kiseonika uz predstavljanje kinetike proizvodnje mlecne
kiseline i selektovane biomase.

- Rezultati postignuti pri razliitim strategijama vodenja procesa (Sarzno, dolivno,
sa imobilisanim bakterijama) - kinetika proizvodnje mle¢ne kiseline i broja zivih
¢elija proizvodnog mikroorganizma.

- In vitro ispitivanje probiotskih karakteristika biomase zaostale u fermentacionom
medijumu (prezivljavanje uz dodatak zuénih soli i nizak pH, rezistencija na
antibiotike)

- Ispitivanje uticaja mle¢no-kiselinske fermentacije na kvalitet profermentisane
dzibre kao probiotskog dodatka ishrani zivotinja

Zakljucak c¢e obuhvatiti presek dobijenih rezultata i odgovarujuce zakljucke,

izvedene na osnovu ispitivanja izlozenih u prethodnim poglavljima. Pregled znacajnih



dostignuca i prednosti ovog integrisanog procesa bice dovedeni u vezu sa potencijalnom
moguénoscu primene.

U odeljku Literatura bi¢e navedene reference citirane u disertaciji, ukljucujuci
naucne publikacije proistekle iz eksperimentalnog rada u okviru predlozene teme.

7. ZAKLJUCAK I PREDLOG

Na osnovu izlozene analize podobnosti teme doktorske disertacije Komisija smatra da
je predlozena tema Aleksandre Puki¢-Vukovi¢ “Proizvodnja mlecne Kiseline i probiotske
biomase na destilerijskoj dzibri*“ naucno zasnovana i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu da
je prihvati. Za mentora se predlaze prof. dr Ljiljana Mojovi¢, redovni profesor Tehnolosko-
metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Istrazivanja u okviru ove doktorske
disertacije pripadaju nau¢noj oblasti Tehnolosko inzenjerstvo - biotehnologija za koju je
mati¢na ustanova Tehnolosko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu.
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