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SPISAK OZNAKA, SIMBOLA I SKRAĆENICA 

 

[η]  unutrašnji viskozitet, (l/g) 

Am, KUPUS, KELJ, KARFIOL, Xp 3-1, Xp 7-2, Mn 7-2 i 12-2 sojevi roda Xanthomonas   

  izolovani sa inficiranih listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

b0  odseĉak u regresionoj jednaĉini 

b1, b2, b3 linearni koeficijenti regresione jednaĉine 

b11, b22, b33  kvadratni koeficijenti regresione jednaĉine 

b12, b13, b23 koeficijenti interakcije regresione jednaĉine 

D  brzinа smicаnjа, (100 1/ѕ)  

DF  Degree of Freedom (engl.) – broj stepeni slobode 

d/Di  odnos preĉnika mešalice i preĉnika suda bioreaktora, (1) 

f  funkcija odziva 

FDA  Food and Drug Administration (engl.) - Uprava za hranu i lekove 

Glu:Gly  glukoza i sirovi glicerol dodati u odnosu 40:60 

HPLC  High Pressure Liquid Chromatography (engl.) – teĉna hromatografija pod  

  visokim pritiskom 

K  fаktоr kоnzistеnciје, (Pa·s
n
) 

KN  stepen konverzije ukupnog azota, (%) 

KPuk  stepen konverzije ukupnog fosfora, (%) 

KP/S   stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan, (%) 

KS  stepen konverzije izvora ugljenika, (%) 

MW  srednja molekulska masa ksantana, (g/mol) 

MS  Mean Squares (engl.) – suma srednjih kvadrata 

n  indеks tоkа, (1) 

Nas  rezidualni sadrţaj asimilabilnog azota (mg/l) 

Nuk  rezidualni sadrţaj ukupnog azota, (mg/l) 

Nuk0  poĉetni sadrţaj ukupnog azota, (mg/l)  

O2  sadrţaj rastvorenog kiseonika, (%) 



IV 

 

OFAT  One-Factor-At-a-Time (engl.) - metoda ispitivanja uticaja pojedinaĉnih   

  parametara 

P  sadrţaj biosintetisanog ksantana, (g/l) 

PAP LIST 1, PAP LIST 2, PAP LIST 3, PAP LIST 4 i PAP LIST 5 sojevi roda Xanthomonas   

  izolovani sa listova paprika sa karakteristiĉnim simptomima bakterioze 

pH  mera aktivnosti vodonikovih jona u rastvoru, (1) 

Puk  rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora, (mg/l) 

Puk0  poĉetni sadrţaj ukupnog fosfora, (mg/l) 

R
2
  koeficijent determinacije 

RSM  Response Surface Methodology (eng.) – metodologija odzivne površine 

S   rezidualni sadrţaj izvora ugljenika, (g/l) 

S0   poĉetni sadrţaj izvora ugljenika, (g/l) 

SS  Sum of Squares (engl.) – suma kvadrata 

t  vreme trajanja bioprocesa, (h) 

tI vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma, (h) 

tII vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma, (h) 

TDS  Total Dissolved Solids (engl.) - sadrţaj ukupnih rastvorenih soli, (mg/l) 

X1, X2, X3 ispitivani faktori 

Y  modelovani odziv 

YMA  Yeast Maltose Agar (engl.) – agarizovan hranljivi medijum za kultivaciju  

  bakterija roda Xanthomonas na bazi ekstrakta kvasca i maltoze  

YMB  Yeast Maltose Broth (engl.) – teĉni hranljivi medijum za kultivaciju bakterija roda 

  Xanthomonas na bazi ekstrakta kvasca i maltoze  

z  kоnstаntа reoloških merenja, (3,08 dyn/cm
2
·Skt)  

α  оtklоn kаzаlјkе reološkog viskozimetra, (Skt) 

ε  statistiĉka greška 

ηa  prividni viskоzitеt, (mPa·s) 

ηa1%  prividni viskоzitеt 1% (w/v) rastvora ksantana u 0,1 M NaCl, (mPa·s) 

τ   nаpоn smicаnjа, (Pa) 
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1. UVOD 

Enormna upotreba fosilnih goriva dovela je do globalnog ekološkog poremećaja. Ograniĉene 

koliĉine i negativni efekti tеĉnih fоsilnih gоrivа na kvalitet ţivotne sredine, a indirektno i na 

zdravlje ljudi, dоvеli su dо potraţnje za alternativnim, obnovljivim izvorima energije. MeĊu 

njima posebno se istiĉe biodizel, koji se sve više koristi kao zamena za fosilna goriva širom 

sveta, što zahteva proširenje proizvodnih kapaciteta. Intеnzivirаnjе prоizvоdnjе biоdizеlа zа 

pоslеdicu imа gеnеrisаnjе znаĉајnih kоliĉinа еfluеnаtа koji sadrţe neiskorišćeni katalizator, 

glicerol, metanol, sapune, a u malim koliĉinama mogu biti prisutni i peptidi, lecitin, proteini i 

fosfolipidi. Kao nајznаĉајniјi nusprоizvоd prilikom proizvodnje biodizela izdvaja se sirovi 

glicerol, koji pored dominantno prisutnog glicerola, u svom sastavu sadrţi i brojne neĉistoće. 

Sirovi glicerol nаstаје u kоliĉini оd 10% do 20% u оdnоsu nа zаprеminu prоizvеdеnоg biоdizеlа, 

što ukazuje na to da se gеnеrišu znаĉајne kоliĉinе ovog еfluеntа. Kаkо је оdlаgаnjе 

nеprеĉišćеnоg glicеrоlа u ţivоtnu srеdinu еkоlоški nеprihvаtlјivо, potrebno je pronaći adekvatno 

rešenje za njegovo preĉišćavanje ili primenu u nepreĉišćenom obliku. Imајući u vidu gоtоvо 

nеоgrаniĉеnе mоgućnоsti dеlоvаnjа biоkаtаlizаtоrа nа rаzliĉitim supstrаtimа u svrhu dоbiјаnjа 

trţišnо vrеdnih biоprоizvоdа, pоtеnciјаlnо iskоrišćеnjе sirоvоg glicеrоlа kао sirоvinе u 

biоtеhnоlоškој prоizvоdnji, iz uglа еkоnоmskе i еkоlоškе оdrţivоsti, prеdstаvlја idеаlnо rеšеnjе. 

Теоriјski glеdаnо, glicеrоl moţe prеdstаvlјаti izvоr uglјеnikа zа znaĉajan brој mikrооrgаnizаmа, 

а еkspеrimеntаlnо је pоtvrĊеnо i dа nеki sојеvi nа mеdiјumimа sа glicеrоlоm mоgu dа 

biоsintеtišu trţišnо vrеdnе biоprоizvоdе. Pоdаci iz dоstupnе nаuĉnе i struĉnе litеrаturе ukаzuјu 

dа pојеdini sојеvi bаktеriја rоdа Xanthomonas pоsеduјu spоsоbnоst biоsintеzе ksаntаnа nа 

mеdiјumu sа glicеrоlоm kао јеdinim izvоrоm uglјеnikа.  

Ksаntаn predstavlja netoksiĉan, biokompatibilan i biorazgradiv polisaharid mikrobiološkog 

porekla. Zаhvаlјuјući svојim izuzеtnim rеоlоškim kаrаktеristikаmа, koristi se u prehrambenој, 

farmaceutskој, naftno-petrohemijskој, hemijskој i tеkstilnој industriji. Budući dа sе pоtrаţnjа zа 

ksаntаnоm kоnstаntnо pоvеćаvа, prоcеnjuје sе dа ćе njеgоvа trţišnа vrеdnоst u 2023. gоdini 

iznоsiti 1184 miliona аmеriĉkih dоlаrа, a da će se do 2026. gоdine povećati na nešto više od 

1403 miliоnа аmеriĉkih dоlаrа. Ksantan se nа industriјskоm nivоu uоbiĉајеnо dоbiја delovanjem 

rеfеrеntnоg sоја Xanthomonas campestris АТCC 13951 nа kultivаciоnоm mеdiјumu 

оdgоvаrајućеg sаstаvа, u оptimаlnim uslоvimа, diskоntinuаlnо, submеrznоm аеrоbnоm 

biоsintеzоm u biоrеаktоrimа zаprеminе 100000 l. Iаkо је prоizvоdnjа ksаntаnа kаrаktеristiĉnа 

pо nеspеcifiĉnоsti uglјеnоhidrаtnоg supstrаtа, glukоzа i sаhаrоzа su nајĉеšćе kоrišćеni izvоri 

uglјеnikа u mеdiјumimа zа biоsintеzu. МеĊutim, pоrаst cеnе i svе vеćа pоtrаţnjа zа pоmеnutim 

šеćеrimа ukаzuјu nа pоtrеbu primеnе аltеrnаtivnih supstrаtа niţe trţišnе vrеdnоsti. Оtpаdni 

tоkоvi i spоrеdni prоizvоdi prеhrаmbеnе industriје i industriје pićа, kојi sаdrţе glukоzu i 

sаhаrоzu, zаdоvоlјаvајu оvе kritеriјumе аli је njihоvа upоtrеbа zа biоsintеzu ksаntаnа 

оgrаniĉеnа prvеnstvеnо zbоg kоnkurеntnоsti nа trţištu budući dа prеdstаvlјајu pоgоdnе sirоvinе 

zа brојnе biоtеhnоlоškе prоcеsе. Оnо štо tаkоĊе prеdstаvlја nеdоstаtаk оvih еfluеnаtа јеstе 

njihоvа dоstupnоst kоја је оgrаniĉеnа sаmо nа tеritоriје gdе sе izvоdе tеhnоlоški pоstupci u 

kојimа sе gеnеrišu. Sа drugе strаnе, biоsintеzа ksаntаnа nа mеdiјumimа ĉiја su оsnоvа 

industriјski оtpаdni tоkоvi i/ili nusprоizvоdi kојi nisu ĉеstо еksplоаtisаni u biоtеhnоlоgiјi dо 

sаdа niје dаlа zаdоvоlјаvајućе rеzultаtе, štо је pоslеdicа оtеţаnе spоsоbnоsti rеfеrеntnоg sоја dа 

mеtаbоlišе pojedine izvоrе uglјеnikа. Dаklе, јаsnо је dа је prvi kоrаk u rаzvојu оdrţivоg 
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biоtеhnоlоškоg pоstupkа prоizvоdnjе ksаntаnа nа еfluеntimа rаzliĉitih grаnа industriје izоlаciја 

prоizvоdnih mikrооrgаnizаmа ĉiја mеtаbоliĉkа аktivnоst u prisustvu pоnuĊеnоg izvоrа uglјеnikа 

rеzultuје biоsintеzоm štо vеćе kоliĉinе ksаntаnа оdgоvаrајućеg kvаlitеtа. 

Istrаţivаnjа kоја sе оdnоsе nа rаzvој biоtеhnоlоškоg pоstupkа prоizvоdnjе ksаntаnа nа sirоvоm 

glicеrоlu јоš uvеk su u pоĉеtnim fаzаmа. Uzrоk tоmе mоţе biti оtеţаnа mеtаbоliĉkа аktivnоst 

primеnjеnоg prоizvоdnоg mikrооrgаnizmа, аli i hеtеrоgеn i nestandardan sаstаv sаmе sirоvinе. 

Uzimајući u оbzir svе nаvеdеnо, јаvilа sе pоtrеbа zа iznalaţenjem proizvodnog sоја kојi 

uspеšnо mеtаbоlišе glicеrоl i biоsintеtišе ksаntаn, kао i zа оptimizаciјоm pоstupkа njеgоvоg 

dоbiјаnjа, а svе sа cilјеm pоstizаnjа nајvеćе еfikаsnоsti biоprоcеsа. Rаzvој biоtеhnоlоškоg 

pоstupkа prоizvоdnjе ksаntаnа nа kultivаciоnоm mеdiјumu sа sirоvim glicеrоlоm biо bi u 

sklаdu sа оsnоvnim principimа оdrţivоg rаzvоја i pоtеnciјаlnо bi dоprinео smаnjеnju svе vеćе 

kоliĉinе оvоg еfluеntа nа trţištu koja se generiše i završava kao otpad upravo zbog zasićenosti 

trţišta i kompleksne prerade u cilju primene u  prehrambenoj, kozmetiĉkoj ifarmaceutskoj 

industriji.  
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2. CILJEVI ISTRAŢIVANJA 

Оsnоvni cilј istrаţivаnjа оvе dоktоrskе disеrtаciје је оptimizаciја prоizvоdnjе ksаntаnа 

mеtаbоliĉkоm аktivnоšću lоkаlnоg izоlаtа Xanthomonas sp. nа kultivаciоnоm mеdiјumu sа 

sirоvim glicеrоlоm kојеg gеnеrišе industriја biоdizеlа nа tеritоriјi Rеpublikе Srbiје. Оstvаrеnjе 

оvаkо pоstаvlјеnоg cilја zаhtеvа pоznаvаnjе prirоdе biоkаtаlizаtоrа i biotehnološkog postupka 

proizvodnje ksаntаnа, spеcifiĉnih zаhtеvа u smislu kаrаktеristikа sirоvinа kоје sе mоgu 

primеniti i njihоvih kоliĉinа, kао i uslоvа kојi su оd prеsudnоg znаĉаја zа umnоţаvаnjе ćеliја, 

prоdukciјu biоpоlimеrа i njеgоvо izdvајаnjе.  

Realizacija osnovnog cilja ove doktorske disertacije zahteva ispunjenje sledećih specifiĉnih 

ciljeva: 

 skrining mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа rеfеrеntnim sојеm X. campestris ATCC 13951 i 

lоkаlnim izоlаtimа rоdа Xanthomonas nа pоlusintеtiĉkim mеdiјumimа sа glukоzоm i 

kоmеrciјаlnim glicеrоlоm, 

 karakterizacija sirovog glicerola iz industriје biоdizеlа u Rеpublici Srbiјi, 

 skrining mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа rеfеrеntnim sојеm X. campestris ATCC 13951 i 

lоkаlnim izоlаtimа rоdа Xanthomonas nа kultivаciоnоm mеdiјumu sа sirоvim 

glicеrоlоm, 

 stаndаrdizаciја priprеmе inоkulumа zа biоsintеzu ksаntаnа оdаbrаnim prоizvоdnim 

sојеm nа kultivаciоnоm mеdiјumu sа sirоvim glicеrоlоm primenom savremenih metoda 

modelovanja i optimizacije, 

 fоrmulаciја sаstаvа kultivаciоnоg mеdiјumа sа sirоvim glicеrоlоm zа biоsintеzu ksаntаnа 

оdаbrаnim prоizvоdnim sојеm primenom savremenih metoda modelovanja i 

optimizacije, 

 ispitivаnjе tоkа biоsintеzе ksаntаnа оdаbrаnim prоizvоdnim sојеm nа kultivаciоnоm 

mеdiјumu оptimizоvаnоg sаstаvа u uvеćаnim rаzmеrаmа (scale-up biоprоcеsа). 

Rеzultаti оvih istrаţivаnjа, dоbiјеni mаtеmаtiĉkim mоdеlоvаnjеm i оptimizаciјоm оdаbrаnih 

sеgmеnаtа prоizvоdnоg pоstupkа nа оsnоvu rеаlnih еkspеrimеntаlnih pоdаtаkа primеnоm 

оdgоvаrајućih sоftvеrskih pаkеtа, sа tеhnоlоškоg аspеktа predstavljaju pоuzdаn izvоr 

infоrmаciја za dalje unapreĊenje biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana, kао i zа 

njegovo prenošenje sa laboratorijskog na poluindustrijski i industrijski nivo. Dobijeni rеzultаti su 

u sklаdu sа kоncеptоm оdrţivе prоizvоdnjе, оdnоsnо ukazuju nа еkоlоšku i еkоnоmsku 

оprаvdаnоst prоizvоdnjе ksаntаnа nа kultivacionom mеdiјumu sа sirоvim glicеrоlоm iz dоmаćih 

pоgоnа zа dоbiјаnjе biоdizеlа. 
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3. PREGLED LITERATURE 

Odrţivi razvoj predstavlja jednu od najaktuelnijih i najznaĉajnijih oblasti istraţivanja današnjice. 

Intenzivna eksploatacija prirodnih resursa, nekontrolisano odlaganje otpada, klimatske promene i 

zagaĊenje ţivotne sredine, potencijalne su opasnosti po ţivi svet i neophodno je što pre pronaći 

adekvatna, a pre svega odrţiva rešenja navedenih problema. Kao jedno od obećavajućih rešenja, 

koja su u skladu sa osnovnim principima odrţivog razvoja, izdvaja se valorizacija otpada kao 

sirovine u postupcima dobijanja trţišno vrednih proizvoda (Makkar i sar., 2011; Jayathilakan i 

sar., 2012). Pored toga, poslednjih decenija biopolimeri mikrobiološkog porekla proizvedeni na 

najrazliĉitijim sirovinama, ukljuĉujući i one koje su obnovljive, dostigli su veliku popularnost 

kao alternativa sintetskim polimerima (Wani i Sayyed, 2014). MeĊutim, bitno je napomenuti da, 

iako veliki broj mikroorganizama poseduje sposobnost biosinteze polimernih jedinjenja, samo 

nekoliko biopolimera mikrobiološkog porekla ima industrijsku primenu (Öner, 2013). U 

nastavku će biti objedinjeni i navedeni podaci iz dostupne nauĉne literature o komercijalno 

najznaĉajnijem mikrobiološkom polisaharidu, ksantanu, standardnom biotehnološkom postupku 

proizvodnje ovog biopolimera, kao i o mogućnostima njegove proizvodnje na medijumu sa 

sirovim glicerolom kao potencijalnom sirovinom. TakoĊe, u okviru ovog poglavlja biće 

sumirane i osnovne informacije koje se odnose na korake koje treba sprovesti prilikom razvoja 

novog biotehnološkog postupka za proizvodnju ksantana, kao i na primenu savremenih tehnika 

za modelovanje i optimizaciju biotehnoloških procesa. 

 

3.1. KSANTAN-MIKROBIOLOŠKI BIOPOLIMER 

Ksantan (eng. Xanthan) predstavlja jedan od najznaĉajnijih polisaharida mikrobiološkog porekla. 

Ovaj sloţeni heteropolisaharid još se naziva i ksantan guma i guma od kukuruznog šećera 

(Nordin i sar., 2020). Ksantan nastaje metaboliĉkom aktivnošću bakterija roda Xanthomonas, nа 

kultivаciоnоm mеdiјumu оdgоvаrајućеg sаstаvа i pri optimalnim procesnim uslovima, kao 

ekstracelularni sekundarni metabolit (García-Ochoa i sar., 2000). Prvi put je biosintetisan 1959. 

godine u laboratorijama istraţivaĉkog centra iz Sjedinjenih Ameriĉkih Drţava koji je tada nosio 

naziv Northern Regional Research Laboratories, a danas The National Center for Agricultural 

Utilization Research (Born i sar., 2005; Berninger i sar., 2021). Industrijska proizvodnja 

ksantana prvi put je izvedena 1960. godine, a zvaniĉno je komercijalna proizvodnja ksantana pod 

nazivom Kelzan zapoĉeta u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama 1964. godine (Born i sar., 2005; 

Nordin i sar., 2020). Ameriĉka Uprava za hranu i lekove (FDA, engl. Food and Drug 

Administration) 1969. godine odobrila je primenu ksantana u proizvodnji hrane za ameriĉko 

trţište. Godine 1980. primena ksantana u prehrambenoj industriji odobrena je i u Evropi kada mu 

je i dodeljena oznaka E 415 (Kumar i sar., 2018). U današnje vreme, najznaĉajniji proizvoĊaĉi 

ksantana su: Jungbunzlauer (Švajcarska), ADM (SAD), Cargill (SAD), CP Kelco (SAD),  

IFF (SAD), Deosen Biochemicals (Kina), Fufeng Group (Kina) i Meihua Group (Kina) 

(Berninger i sar., 2021). Budući dа pоtrаţnjа zа ksаntаnоm kоnstаntnо raste, prоcеnjuје sе dа ćе 

njеgоvа trţišnа vrеdnоst u 2023. gоdini iznоsiti 1184 miliona аmеriĉkih dоlаrа, a prema 

predviĊanjima kompanije GlobeNewswire do 2026. gоdine proizvodnja ksantana će se povećati 

na nešto više od 1403 miliоnа аmеriĉkih dоlаrа. 
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Osnovnu strukturu molekula ksantana, kojeg biosintetiše referentni proizvodni soj, ĉine  

D-glukoza, D-manoza i D-glukuronska kiselina u molskom odnosu 2:2:1, dok sporedni 

strukturni niz ksantana ĉine acetil- i piruvat- ostaci u varirajućem odnosu (Rosalam i England, 

2006). Sa slike 3.1. se uoĉava da je molekul ksantana razgranat i da se sastoji od linearnog dela 

(osnovnog lanca) i grana (boĉnih lanaca). Molekuli glukoze su povezani β-(1→4)-glikozidnom 

vezom formirajući osnovni celulozni lanac. Svaki drugi ostatak glukoze osnovnog celuloznog 

lanca nosi trisaharidni boĉni niz vezan α-(1→3)-glikozidnom vezom. Boĉni lanac ĉine  

α-D-manoza za koju je β-(1→2)-glikozidnom vezom vezana β-D-glukuronska kiselina.  

-D-manoza predstavlja poslednju gradivnu jedinicu u trisaharidnom boĉnom nizu i vezana je za 

-D-glukuronsku kiselinu -(14)-glikozidnom vezom. Acetil- grupe unutar molekula ksantana 

su vezane na C-6 atom izvesnih jedinica -D-manoze, a pirogroţĊana kiselina vezana je za C-4 i 

C-6 atom -D-manoze, ketalnom vezom. Karboksilne grupe glukuronske i pirogroţĊane kiseline 

zastupljene su u obliku Na, K i Ca soli (Quinten i sar., 2011).

 

 

Slika 3.1. Struktura molekula ksantana (Quinten i sar., 2011) 

 

Boĉni trisaharidni lanci uĉvršćuju osnovni lanac formirajući konformacije u vidu jednostruke, 

dvostruke ili trostruke spirale koje zajedno sa drugim molekulima polimera formiraju 

kompleksnu strukturu ksantana (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Spiralna konformacija ksantana 

odgovorna je za pseudoplastiĉne karakteristike njegovih rastvora (Lochhead, 2017).  

Ksantan je rastvorljiv u vodi i njegove rastvore karakterišu visoke vrednosti viskoziteta ĉak i pri 

niskim koncentracijama biopolimera (Sharma i sar., 2006). Viskozitet rastvora ksantana zavisi 

od temperaturnih uslova rastvaranja i brzine hlaĊenja, s obzirom da temperatura znaĉajno utiĉe 

na spiralnu konformaciju ovog biopolimera. Pri niskim temperaturama spiralna konformacija je 

ureĊena, dok veće temperature preko 100°C dovode do neureĊenosti konformacije ksantana i 

opadanja viskoziteta rastvora (García-Ochoa i sar., 2000; Lochhead, 2017). Viskozitet rastvora 

ksantana opada pri niskim koncentracijama soli, usled smanjenja intermolekularnih interakcija. 

MeĊutim, viskozitet rastvora ksantana postaje nezavisan od koncentracije soli ukoliko je ova 

koncentracija veća od 0,1%(w/v). Iz navedenog razloga jasno je da je ksantan veoma pogodan 
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reološki modifikator za rastvore koji sadrţe jone i formulacije koje se pripremaju u širokom 

opsegu koncentracija soli (Lochhead, 2017). Rastvori ksantana pokazuju stabilnost pri širokom 

rasponu vrednosti pH sredine, i to od 1 do 13 (García-Ochoa i sar., 2000).  

Proseĉna vrednost molekulske mase ksantana kreće se od 2·10
5
 g/mol do 5·10

7
 g/mol 

(Papagianni i sar., 2001; Ronĉević i sar., 2014). Molekulska masa ksantana direktno je povezana 

sa reološkim svojstvima njegovih rastvora zbog ĉega se smatra znaĉajnim pokazateljem 

njegovog kvaliteta. Budući da i veliĉina polimernog lanca i njegova struktura utiĉu na viskozitet 

rastvora ksantana, oba parametra su od izuzetne vaţnosti za primenu ksantana (Lochhead, 2017). 

Zahvaljujući svojim izuzetnim reološkim karakteristikama, netoksiĉnosti, biokompatibilnosti i 

biorazgradivosti našao je primenu u razliĉitim granama industrije, i to prehrambenoj, 

farmaceutskoj, naftno-petrohemijskoj, hemijskoj i drugim (Petri, 2015). U tabeli 3.1. prikazane 

su razliĉite mogućnosti primene ksantana. 

 

Tabela 3.1. Primena ksantana u razliĉitim granama industrije (Becker i sar., 1998; Palaniraj i 

Jayaraman, 2011) 

 Koncentracija (%, w/w) Funkcija 

Prehrambena industrija 

Dresing za salate 0,10-0,50 Olakšava teĉljivost 

Pecivа 0,05-0,30 Vezuje vodu, poboljšava teksturu 

Napici 0,05-0,20 
Poboljšava ukus, suspendujući agens, 

stabilizator pene 

Gotova jela 0,10-0,30 Stabilizator 

Supe i umaci 0,05-0,50 
Poboljšava temperaturnu stabilnost, spreĉava 

separaciju 

Mleĉni i mesni proizvodi 0,05-0,50 
Stabilizator emulzije, inhibira izdvajanje 

teĉnosti 

Kozmetička industrija 

Pasta za zube 0,70-1,00 ObezbeĊuje lako istiskivanje 

Kreme i losioni 0,20-0,50 Stabilizator, daje kremastu konzistenciju 

Šamponi 0,20-0,50 Kontroliše reologiju, suspendujući agens 

Hemijska industrija 

Hemikalije u poljoprivredi 0,10-0,30 Suspendujući agens, kontroliše zadrţavanje 

Sredstva za ĉišćenje 0,20-0,70 pH stabilizator, produţava vreme kontakta 

Boje na bazi vode 0,10-0,30 Kontroliše reologiju i penetraciju 

Tekstil i štampa na tepisima 0,20-0,50 Poboljšava obradu, kontroliše migracije boje 

Abrazivi 0,10-0,30 Kontroliše reologiju  

Industrija papira 0,10-0,20 Suspendujući agens i reološku kontrolu 

Bušenje nafte 0,10-0,40 ObezbeĊuje dobru stabilnost soli i temperature 

Farmaceutska industrija 

Suspenzije i emulzije 0,10-0,50 ObezbeĊuje odliĉnu stabilnost i dobar tok 

Таblete 1,00-3,00 Ubrzava oslobaĊanje leka 
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Ksantan se u prehrambenoj industriji koristi u cilju spreĉavanja sedimentacije i raslojavanja 

proizvoda tokom skladištenja. Ovaj biopolimer koristi se i kao stabilizator pene i emulzija, te kao 

suspendujući ili ţelirajući agens. U smeši sa galaktomananima, kao što je guma rogaĉa, ksantan 

se moţe koristi kao dodatak pudinzima i umacima (Luyten, 1993). TakoĊe se moţe koristiti kao 

zamena za jaja u pecivima, za smanjenje sadrţaja belanceta bez uticaja na izgled i ukus 

proizvoda. Ksantan doprinosi glatkoći, poboljšava zapreminu i teksturu, ali ima i znaĉajnu ulogu 

u redukciji kalorija peciva i bezglutenskih hlebova (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Kada je u 

pitanju farmaceutska industrija ksantan se koristi kao antioksidujući agens (Shimada i sar., 1996) 

i sredstvo za raspadanje tableta (Đaković, 1990). Ĉesto se koristi i u proizvodima kozmetiĉke 

industrije kao suspendujući agens, stabilizator i hidrirajuće sredstvo (Palaniraj i Jayaraman, 

2011). U proizvodima za liĉnu higijenu poboljšava svojstva teĉenja šampona i teĉnih sapuna, a 

predstavlja i dobro vezivo u pastama za zube i razliĉitim gelovima (Rosalam i England, 2006). 

Ksantan se koristi i kao aditiv za poboljšanje viskoziteta u sekundarnoj i tercijarnoj eksploataciji 

i transportu nafte (García-Ochoa i sar., 2000). U industriji boja i lakova ksantan se koristi kao 

stabilizator emulzija u proizvodnji tiksotropnih boja i kao stabilizator pene. Ksantan takoĊe ima 

znaĉajnu primenu u agrohemiji gde se koristi kao suspendujuća komponenta u teĉnim 

pesticidima i Ċubrivima, te kao suspedujući agens u prevlakama za papir i tekstil (Sutherland, 

1998). 

 

3.2. BIOTEHNOLOŠKA PROIZVODNJA KSANTANA 

Biotehnološki postupak proizvodnje ksantana u industrijskim uslovima izvodi se u više faza koje 

su se tokom godina znaĉajno unapredile u tehnološkom smislu. Ovo usavršavanje je voĊeno 

konstantnom teţnjom da se postigne što veći prinos i kvalitet biopolimera uz minimalne 

troškove. Biosinteza ksantana vrši se submerznom aerobnom kultivacijom ĉiste kulture  

X. campestris u medijumu odgovarajućeg sastava u optimalnim uslovima, diskontinualnim 

pustupkom, u bioreaktorima sa mehaniĉkim mešanjem i prinudnom aeracijom. Po završenoj 

biosintezi ksantan se izdvaja i preĉišćava u stepenu koji zavisi od njegove krajnje primene. 

Završne faze proizvodnje ksantana obuhvataju sušenje, mlevenje i pakovanje (García-Ochoa i 

sar., 2000; Dodić i Grahovac, 2013). U daljem tekstu biće detaljnije opisani faktori koji utiĉu na 

samu biosintezu ksantana, a samim tim i na uspešnost izvoĊenja proizvodnog postupka. 

 

3.2.1. Proizvodni mikroorganizam 

Prvi korak u biotehnološkoj proizvodnji ksantana predstavlja odabir odgovarajućeg proizvodnog 

mikroorganizma. Do današnjeg dana je otkriven veliki broj vrsta roda Xanthomonas koje 

poseduju sposobnost biosinteze ksantana (Demirci i sar., 2019). Svi pripadnici roda 

Xanthomonas su fitopatogeni i izazivaju infekcije velikog broja biljaka ukljuĉujući i one koje su 

od velikog znaĉaja za poljoprivredu, kao što su kupus, paprika, paradajz i druge (Gumus i sar., 

2010). Iako je nauĉno dokazano da sojevi bakterija X. campestris, Xanthomonas malvacearum, 

Xanthomonas phaseoli i Xanthomonas axonopodis imaju izraţene proizvodne karakteristike, i 

dalje se za biotehnološku proizvodnju ksantana u industrijskim razmerama najĉešće primenjuje 

referentni soj X. campestris ATCC 13951 (Leela i Sharma, 2000; Anbuselvi i sar., 2012). 
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3.2.1.1. X. campestris 

Taksonomski X. campestris su bakterije iz roda Xanthomonas, koji pripada porodici 

Xantomonadaceae, redu Xanthomonadales, klasi Gamma Proteobacteria, razdelu 

Proteobacteria u carstvu Bacteria. X. campestris su gram-negativne asporogene štapićaste 

bakterije, širine od 0,4 μm do 0,7 μm i duţine od 0,7 μm do 1,8 μm. Uglavnom se javljaju kao 

pojedinaĉne. Pokretne su, a kretanje ostvaruju jednom polarnom flagelom (monotrihe) koja je 

obiĉno duţine od 1,7 μm do 3,0 μm (García-Ochoa i sar., 2000). Njihove kolonije su na površini 

agara glatke, okrugle i buterne konzistencije, a na medijumu sa glukozom su najĉešće sluzaste, 

ispupĉene i sjajne. Kada su vidljive golim okom, kolonije su transparentne i meke, bledo ţute 

boje, a ova ţuta boja kolonija potiĉe od pigmenta ksantomonadina. Mikroskopski izgled ćelija 

bakterija roda Xanthomonas, kao i izgled rasta ovih bakterija na komercijalnom medijumu PSA 

(engl. peptone-sucrose-agar) prikazani su na slici 3.2.a-b. X. campestris su obligatno aerobne 

bakterije. Rastu na temperaturi od 7°С do 39°С, a optimalna temperatura za njihov rast nalazi se 

u opsegu od 25°С do 30°С (García-Ochoa i sar., 2000). 

 

 

Slika 3.2. Bakterija roda Xanthomonas: a) mikroskopski izgled ćelije (Janse i sar., 2001); b) rast 

kolonija na agarizovanom medijumu u Petri ploĉi (Ranjani i sar., 2018); 

 

U pogledu fizioloških osobina bakterije roda Xanthomonas su hemoorganotrofi. Katalaza su 

pozitivni, oksidaza negativni ili slabo pozitivni. H2S su pozitivni, indol negativni, dok nitrate ne 

redukuju. Poseduju sposobnost proizvodnje kiseline bez gasa iz arabinoze, ksiloze, glukoze, 

galaktoze, manoze, laktoze, maltoze, saharoze, dekstrina, rafinoze, glicerola i manitola, ali ne i iz 

skroba, eskulina, dulcita (galaktitol), ramnoze, inulina, itd. Većina bakterija ovog roda brzo 

hidrolizuje skrob, glutaminsku i nikotinsku kiselinu. U pogledu fiziologije bakterija roda 

Xanthomonas znaĉajan je podatak da im asparagin moţe posluţiti kao pogodan izvor azota u 

medijumu sa glukozom (kao izvorom ugljenika), ali ne moţe biti istovremeno i izvor ugljenika i 

azota (Saddler i Bradbury, 2005). 
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3.2.2.2. Druge  Xanthomonas  vrste 

Predstavnici roda Xanthomonas su gram-negativne asporogene štapićaste bakterije i obligatni u 

aerobi. Pored vrste X. campestris, Xanthomonas euvesicatoria su veoma rasprostranjene 

bakterije roda Xanthomonas na teritoriji Republike Srbije (Ignjatov i sar., 2010; Pajĉin i sar., 

2020). Njihove kolonije na medijumu sa glukozom su okrugle, ispupĉene i sjajne, sluzastog 

izgleda, svetloţute do ţuto-smeĊe boje, tipiĉne za bakterije roda Xanthomonas. Rastu na 

temperaturi od 7°С do 39°С, a optimalna temperatura za rast nalazi se u opsegu od 25°С do 

30°С. Bakterije vrste X. euvesicatoria razlaţu glukozu oksidativno, ne redukuju nitrate, 

hidrolizuju ţelatin i eskulin, ne razlaţu skrob, katalaza su pozitivni, oksidaza i pektinaza 

negativni. Poseduju sposobnost sinteze kiseline iz manoze, D-arabinoze, D-glukoze, D-galaktoze 

i dekstrina. Pri koncentraciji 0,02% trifenil-tetrazolijum-hlorida (TTC) u medijumu razvoj 

bakterija je potpun, dok koncentracija od 0,1% inhibira njihov rast. Bakterije X. euvesicatoria 

najĉešće uzrokuju oboljenja paprika (Ignjatov i sar., 2010). 

Xanthomonas perforans obrazuje konveksne, mukoidne kolonije ţute boje. Oksidaza, amilaza i 

pektinaza su pozitivni. Veoma dobro metabolišu dekstrin, N-acetil-D-glukozaminid,  

D-galaktozu, gentibiozu, laktulozu, sirćetnu kiselinu, malonsku kiselinu, propionsku kiselinu,  

D-alanin i L-treonin (Aiello i sar., 2013). X.  perforans je vaţan uzroĉnik bakterijskih oboljenja 

povrća, posebno paradajza. Ove bakterije mogu da preţive i 10 godina unutar semena biljke 

(Umesha i Avinash, 2015). 

Xanthomonas gardneri predstavljaju bakterije ĉije su kolonije na površini agara ţute boje. 

Bakterije X. gardneri su specifiĉne u pogledu metabolisanja razliĉitih jedinjenja. Maltoza i 

celobioza su pozitivne, dok skrob, glikogen, D-manitol, turanozu, asparagin, asparaginsku 

kiselinu, L-treonin, inozin, uridin, butandiol i glicerol ne metabolišu (Aleksandrova i sar., 2014). 

Predstavnici navedenog roda su uzroĉnci bakterijskih oboljenja paradajza i paprike (Jones i sar., 

2004). 

Xanthomonas pruni su širine od 0,2 μm do 0,4 μm i duţine od 0,8 μm do 1,0 μm. Pokretne su, a 

kretanje ostvaruju jednom polarnom flagelom. Njihove kolonije su na površini agara glatke, 

okrugle i ţute boje. Ove bakterije su obligatni aerobi, a optimalna temperatura za njihov rast 

nalazi se u opsegu od 24°С do 29°С. Kiselinu produkuju iz arabinoze, ksiloze, glukoze, fruktoze, 

galaktoze, manoze, maltoze, laktoze i saharoze. Bakterije X. pruni uzrokuju oboljenja šljive, 

breskve i kajsije (Saddler i Bradbury, 2005). 

Xanthomonas citri formiraju glatke, okrugle, ispupĉene kolonije ţute boje, a ćelije ovih bakterija 

su širine od 0,5 μm do 0,7 μm i duţine od 1,5 μm do 2,0 μm. Kretanje ostvaruju jednom 

polarnom flagelom. Optimalna temperatura za njihov rast nalazi se u opsegu od 25°С do 34°С. 

Poseduju sposobnost produkcije H2S. Ne produkuju gas iz glukoze, laktoze i manitola. Bakterije 

X. citri je moguće izolovati sa razliĉitih citrusa (Saddler i Bradbury, 2005). 

X. malvacearum na površini agara formiraju kolonije koje su glatke, okrugle, sjajne i bledo ţute 

boje. Optimalna temperatura za njihov rast nalazi se u opsegu od 25°С do 30°С. Poseduju 

sposobnost produkcije H2S. Kiselinu produkuju iz glukoze, galaktoze, ksiloze, laktoze, maltoze, 

saharoze, glicerola i inulina. Bakterije X. malvacearum ne fermentišu arabinotu, manitol, kao ni 

soli formijatne, oksalne i vinske kiseline. Predstavnici navedene vrste su uzroĉnci bakterijskih 

oboljenja listova pamuka (Saddler i Bradbury, 2005). 
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Xanthomonas oryzae  formiraju kolonije koje su na površini agara glatke, okrugle, sjajne i ţute 

boje. Optimalna temperatura za njihov rast nalazi se u opsegu od 26°С do 30°С.  Kiselinu 

produkuju iz glukoze, laktoze i saharoze. X. oryzae je vaţan uzroĉnik bakterijskih oboljenja 

pirinĉa (Saddler i Bradbury, 2005). 

Zanimljiva je ĉinjenica da razliĉiti ksantanogeni sojevi na medijumima istog sastava i pod 

identiĉnim procesnim uslovima produkuju razliĉitu koliĉinu ksantana razliĉite molekulske mase, 

a samim tim i kvaliteta. Naime, makromolekuli ksantana u ovom sluĉaju imaju isti osnovni deo 

strukture, ali sadrţaj grupa povezanih sa osnovnim delom moţe biti razliĉit. Razlike u sastavu i 

konformaciji molekula ksantana posledica su pojave da razliĉite vrste roda Xanthomonas 

poseduju razliĉite metaboliĉke puteve i cikluse (Saddler i Bradbury, 2004). Iz ovog razloga 

veoma je mali broj sojeva interesantnih za industrijsku proizvodnju ksantana. MeĊutim, paţnja 

nauĉne javnosti još uvek je u velikoj meri usmerena ka izolovanju sojeva sa izraţenim 

proizvodnim karakteristikama iz prirodnog okruţenja. Iako postoje naznake da izolati iz 

prirodnog okruţenja imaju ogroman potencijal, postupak izolacije, a zatim i komercijalne 

upotrebe ovih sojeva kao proizvodnih je veoma zahtevan i dugotrajan (Rosalam i England, 2006; 

Gumus i sar., 2010). 

 

3.2.2. Kultivacioni medijumi 

Sastav kultivacionih medijuma predstavlja znaĉajan faktor koji utiĉe na uspešnost biosinteze 

ksantana. Proizvodni mikroorganizam potraţuje razliĉitu formulaciju nutrijenata za rast i 

razmnoţavanje sa jedne strane i biosintezu ksantana sa druge. Stoga se, u zavisnosti od faze 

postupka proizvodnje ksantana koriste medijumi razliĉitog sastava. Prema tome, razlikuju se 

medijumi za pripremu inokuluma i medijumi za biosintezu ksantana (Dodić i Grahovac, 2013).  

Uzimajući u obzir prethodno navedeno, za pripremu inokuluma neophodno je obezbediti 

medijum tako definisanog sastava kojim se postiţe brz rast proizvodnog mikroorganizma 

(García-Ochoa i sar., 2000). Kultivacioni medijumi koji se koriste za pripremu inokuluma u 

proizvodnji ksantana obavezno sadrţe izvore ugljenika i azota. Fermentabilni šećeri poput 

glukoze, fruktoze, saharoze i maltoze predstavljaju najpogodnije izvore ugljenika u 

kultivacionim medijumima za pripremu inokuluma, dok se kao najpogodniji izvori azota u ovom 

medijumu koriste amonijumove soli, pepton ili tripton. Mikronutrijenti koji se takoĊe nalaze u 

medijumu za pripremu inokuluma su izvori kalijuma i fosfora koji se dodaju u vidu kalijumovih 

soli fosforne kiseline, kao i izvori magnezijuma i sumpora u obliku magnezijumove soli 

sumporne kiseline (Dodić i Grahovac, 2013). 

Bakterije roda Xanthomonas produkuju ksantan kao ekstracelularni sekundarni metabolit i stoga 

je jasno da je za proizvodnju ovog biopolimera neophodan kultivacioni medijum koji favorizuje 

biosintezu ksantana uz limitiran rast biomase. Sliĉno kao medijum za pripremu inokuluma i 

medijum za biosintezu ksantana sadrţi makronutrijente, ugljenik, azot i fosfor, kao i 

mikronutrijente, kalijum, magnezijum i kalcijum (García-Ochoa i sar., 2000). Najĉešće se kao 

izvori ugljenika u ovim medijumima koriste glukoza i saharoza. MeĊutim, pоrаst cеnе i svе vеćа 

pоtrаţnjа zа ovim šеćеrimа ukаzuјu nа pоtrеbu primеnе аltеrnаtivnih supstrаtа mаnjе trţišnе 

vrеdnоsti (Sujithra i sar., 2019). Iz navedenog razloga sve je ĉešća pojava da se polusintetiĉki 

medijumi i kultivacioni medijumi kompleksnog sastava, bazirani na biodegradabilnim otpаdnim 
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tоkоvima i spоrеdnim prоizvоdima razliĉitih grana industriје, koriste kao medijumi za biosintezu 

ksantana (Ghashghaei i sar., 2016; Li i sar., 2016). Izvori ugljenika u polusintetiĉkim 

medijumima su tehniĉka glukoza, skrob, melasa, javorov sirup, jeĉmeni slad, proteini surutke, 

glicerol i drugi (Dodić i Grahovac, 2013; Biswa i sar., 2015; Trindade i sar., 2015), a kada su u 

pitanju kompleksni medijumi rezultati brojnih nauĉnih istraţivanja ukazuju na mogućnost 

biosinteze ksantana ako se kao sirovine koriste kuhinjski otpad (Li i sar., 2016) ili industrijski 

efluenti, kao što su otpadni tokovi konditorske industrije (Bajić i sar., 2014), glicerol iz 

proizvodnje biodizela (Brandão i sar., 2013), otpadna voda od ispiranja tropa koja se generiše 

tokom proizvodnje piva (Dodić i sar., 2011), otpadne vode vinarija (Bajić i sar., 2015a; Ronĉević 

i sar., 2017), surutka (Gilani i sar., 2011), melasa (Gomashe i sar., 2013) i brojni drugi.  

Prema podacima iz dostupne nauĉne literature preporuĉuje se da, u cilju postizanja što veće 

produkcije ksantana, maksimalna koncentracija izvora ugljenika u medijumu ne prelazi 5%(w/v) 

(Leela i Sharma, 2000). Rezultati nauĉnih istraţivanja pokazali su da se ksantan u najvećoj 

koliĉini produkuje u medijumu sa 2-4%(w/v) fermentabilnih šećera, dok se najveći stepen 

konverzije izvora ugljenika u ksantan ostvaruje kada je kultivacioni medijum za biosintezu 

obogaćen sa oko 1%(w/v) šećera (Souw i Demain, 1979; García-Ochoa i sar., 2000). 

Iako ne predstavlja strukturnu komponentu ksantana, azot predstavlja veoma znaĉajan nutrijent u 

medijumu za biosintezu ksantana. Izvor azota je limitirajući nutrijent za umnoţavanje biomase 

jer njegovim iscrpljenjem dolazi do usporavanja rasta ćelija proizvodnog mikroorganizma i 

samim tim favorizuje se biosinteza ksantana. Shodno tome, u cilju proizvodnje ksantana u što 

većoj koliĉini potrebno je da odnos ugljenika i azota u kultivacionom medijumu za biosintezu 

bude što je moguće veći (Carignatto i sar., 2011). Kao izvori azota u ovim medijumima koriste 

se organski i neorganski izvori. Ekstrakt kvasca, pepton, sojino brašno i hidrolizati kazeina 

najĉešće su korišćeni organski izvori azota, dok se kao neorganski izvori azota uglavnom koriste 

amonijumove i nitratne soli (Palaniraj i Jayaraman, 2011).  

Mikronutrijenti koji ulaze u sastav medijuma za biosintezu ksantana su kalijum, magnezijum i 

fosfor. Obiĉno se dodaju u obliku lako rastvornih soli, taĉnije u vidu sulfata i fosfata (Dodić, 

2000). 

 

3.2.3. Procesni uslovi 

Procesni uslovi poput temeperature, vrednosti pH, brzine mešanja, intenziteta aeracije, ali i 

sterilnost i vreme trajanja bioprocesa u znaĉajnoj meri utiĉu na uspešnost izvoĊenja 

biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana. Vrednosti navedenih parametara podešavaju se 

shodno krajnjem cilju proizvodnog postupka jer se optimalni uslovi za postizanje visokog 

prinosa ksantana razlikuju od optimalnih uslova za biosintezu ksantana visokog kvaliteta 

(García-Ochoa i sar., 2000).  

Sterilni uslovi su izrazito znaĉajni tokom biotehnološke proizvodnje ksantana i iz ovog razloga 

se ksantan uglavnom proizvodi diskontinualno. Na taj naĉin rizik od kontaminacije je smanjen, a 

kontrola procesnih parametara je olakšana. Za biosintezu ksantana neophodno je prethodno 

obezbediti ĉistu kulturu proizvodnog mikroorganizma, a potom i sterilnost posuĊa, kultivacionih 
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medijuma, bioreaktora, vazduha za aeraciju, kao i svih dodataka koji se koriste tokom izvoĊenja 

bioprocesa (Dodić i Grahovac, 2013). 

Temperatura predstavlja procesni parametar koji znaĉajno utiĉe na uspešnost biosinteze 

ksantana. Optimalna temperatura za intenzivan rast i umnoţavanje ćelija proizvodnog 

mikroorganizma kreće se od 24°C do 27°C, dok se optimalna vrednost ovog parametra za 

biosintezu ksantana nalazi u opsegu od 30°C do 33°C. Ukoliko ne postoji mogućnost regulacije 

temperature tokom izvoĊenja bioprocesa, uobiĉajeno je da se biosinteza ksantana odvija na 28°C 

(García-Ochoa i sar., 2000). Pored toga što utiĉe na kvantitet, temperatura znaĉajno utiĉe i na 

kvalitet ksantana. IzvoĊenjem bioprocesa na temperaturi u intervalu od 25°C do 28°C dobija se 

ksantan koji u svom molekulu sadrţi više acetanih i piruvatnih grupa u odnosu na biopolimer 

biosintetisan na temperaturi u opsegu od 31°C do 34°C. S obzirom da su struktura i kvalitet 

ksantana u direktnoj vezi sa njegovom molekulskom masom, jasno je da se biopolimer većih 

molekulskih masa, a samim tim i boljeg kvaliteta sintetiše pri niţim temperaturama (Casas i sar., 

2000). 

Vrednost pH kultivacionog medijuma predstavlja još jedan parametar znaĉajan za uspešnost 

biosinteze ksantana. Za intenzivnu biosintezu ksantana optimalna vrednost pH nalazi se izmeĊu 

7,0 i 8,0, dok se optimalna vrednost ovog parametra za rast i razmnoţavanje bakterija roda 

Xanthomonas kreće izmeĊu 6,0 i 7,5. Uzimajući u obzir sve navedeno, inicijalna vrednost pH 

kultivacionog medijuma za proizvodnju ksantana uglavnom se podešava na 7,0 (Sherley i 

Priyadharshi, 2015). Zbog produkcije organskih kiselina i ksantana, koji sadrţi kisele 

funkcionalne grupe, vrednost pH medijuma opada tokom trajanja biosinteze. Kritiĉna vrednost 

pH za biosintezu ksantana iznosi oko 5,5. Ispod ove vrednosti ne dolazi do biosinteze pomenutog 

biopolimera. U toku bioprocesa vrednost pH se koriguje sterilnim rastvorom baze, najĉešće 

KOH i NaOH, pri ĉemu regulacija ovog procesnog parametra ne utiĉe na kvalitet ksantana 

(García-Ochoa i sar., 2000). Prema literaturnim podacima, najveća uspešnost ovog bioprocesa 

postiţe se ukoliko se vrednost pH tokom trajanja biosinteze odrţava u opsegu od 6,0 do 8,0 

(Mirik i sar., 2011). 

Potrebe mikroorganizama za kiseonikom su razliĉite u razliĉitim fazama bioprocesa i zavise od 

velikog broja faktora, a optimalan sadrţaj kiseonika za rast ćelija ne mora uvek da bude 

optimalan i za biosintezu ţeljenog metabolita. Bakterije roda Xanthomonas su obligatni aerobi i 

zahtevaju prisustvo kiseonika za rast i metaboliĉke aktivnosti (Rye i sar., 1988). Kiseonik se u 

kultivacioni medijum unosi aeracijom, koja se obezbeĊuje mešanjem medijuma i provoĊenjem 

vazduha (Becker i sar., 1998). Sadrţaj kiseonika u kultivacionom medijumu se smanjuje tokom 

trajanja bioprocesa usled potrošnje ovog elementa za biosintezu ćelijskih konstituenata, rast 

biomase i obezbeĊivanje energije, ali i za produkciju gasovitih proizvoda metabolizma 

proizvodnog mikroorganizma (Dodić i Grahovac, 2013). Kritiĉna vrednost sadrţaja kiseonika u 

fazi biosinteze ksantana nalazi se izmeĊu 6%(v/v) i 10%(v/v), meĊutim, ispod 6%(v/v) pored 

smanjene sposobnosti biosinteze ksantana dolazi i do znaĉajnog pada specifiĉne brzine usvajanja 

kiseonika od strane proizvodnog mikroorganizma (Amanullah i sar., 1998). Podaci iz dostupne 

literature sugerišu da osim na prinos ksantana, dostupnost kiseonika znaĉajno utiĉe i na kvalitet 

ovog biopolimera (Sriram i Sureshkumar, 1999).  

Sadrţaj rastvorenog kiseonika usko je povezan sa brzinom mešanja kultivacionog medijuma. 

Mešanjem se postiţe  homogenizacija ukupne zapremine medijuma i na taj naĉin se obezbeĊuju 
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optimalni uslovi za ţeljenu metaboliĉku aktivnost proizvodnog mikroorganizma. Veoma je 

vaţno da intenzitet aeracije i brzina mešanja budu adekvatno uspostavljeni kako bi se ostvarila 

što bolja razmena kiseonika izmeĊu medijuma i vazduha koji se disperguje (García-Ochoa i sar., 

2000). Intenzitet mešanja uslovljen je energetskom efikasnošću primenjene operacije, pojavom 

pene usled mešanja i aeracije, prividnim povećanjem zapremine medijuma (ograniĉena 

zapremina bioreaktora) i negativnim delovanjem smicajnih sila na proizvodni mikroorganizam. 

Svaki aerobni mikrobiološki proces zahteva mešalice pogodne geometrije i adekvatan intenzitet 

brzine mešanja (Dodić i Grahovac, 2013). Tokom izvoĊenja biosinteze ksantana u klasiĉnim 

bioreaktorima sa mehaniĉkim mešanjem i prinudnom aeracijom obiĉno se intenzitet aeracije 

odrţava konstantnim, dok brzina mešanja moţe, ali i ne mora biti konstantna. Ukoliko se 

bioproces izvodi pri konstantnoj brzini mešanja manjoj od 500 o/min, biosinteza ksantana je 

smanjena usled ograniĉenog prenosa mase kiseonika u medijumima ĉiji je viskozitet povećan 

zbog produkcije ovog biopolimera. Ukoliko se proizvodnja ksantana odvija u uslovima 

intenzivnog mešanja pri brzini većoj od 500 o/min, a odrţava se konstantnom u toku bioprocesa, 

takoĊe ne dolazi do povećanja produktivnosti usled pojave mehaniĉkih ošećenja ćelija 

proizvodnog mikroorganizma. U cilju rešavanja ovog problema neophodno je optimizovati 

vrednost brzine mešanja u konkretnim uslovima proizvodnje. Obiĉno se brzina mešanja tokom 

bioprocesa proizvodnje ksantana kreće od 200 o/min do 300 o/min na poĉetku kultivacije, a 

potom se povećava na ţeljenu vrednost u skladu sa krajnjim ciljem proizvodnog postupka 

(García-Ochoa i sar., 2000). Dostupni literaturni podaci ukazuju na to da se povećanjem brzine 

mešanja povećava molekulska masa ksantana (Ramirez i sar.,1988).  

Vreme trajanja kultivacije takoĊe znaĉajno utiĉe na proizvodnju ksantana, njegov kvalitet i 

strukturu (Psomas i sar., 2007; Borges i sar., 2008). Razliĉiti mikroorganizmi metabolišu 

odreĊene izvore ugljenika za razliĉito vreme i shodno tome, biosintetišu ţeljeni proizvod za 

razliĉito vreme. Generalno, vreme trajanja biosinteze ksantana kreće se u opsegu od 72 h do  

120 h (Psomas i sar., 2007; Reis i sar., 2010; Bajić i sar., 2015b), dok je u nekim istraţivanjima 

vreme trajanje biosinteze ksantana iznosilo 168 h (Ronĉević i sar., 2014). Prema podacima iz 

dostupne nauĉne literature povećanje vremena trajanja kultivacije pozitivno utiĉe na sadrţaj 

piruvata unutar molekula ksantana, što direktno utiĉe i na molekulsku masu ovog biopolimera 

(Flores Candia i Deckwer, 1999). Dakle, prilikom izvoĊenja biosinteze ksantana neophodno je 

ustanoviti koji je to vremenski period za koji proizvodni mikroorganizam uspešno metaboliše 

korišćeni supstrat i produkuje ksantan zadovoljavajućeg kvaliteta i u ţeljenoj koliĉini. 

 

3.2.4. Proizvodni postupak 

Ksаntаn sе nа industriјskоm nivоu uоbiĉајеnо proizvodi submerznom kultivacijom rеfеrеntnоg 

sоја X. campestris АТCC 13951 nа mеdiјumu оdgоvаrајućеg sаstаvа, u aerobnim uslоvimа i pri 

optimalnim vrednostima procesnih parametara, diskоntinuаlnо, u biоrеаktоrimа odgovarajućih 

konstrukcionih karakteristika. Pojednostavljen šematski prikaz prikaz biotehnološkog postupka 

proizvodnje ksantana u industrijskim uslovima prikazan je na slici 3.3.  
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Slika 3.3. Šematski prikaz biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana (De Monaco Lopes i 

sar., 2015) 

 

Uspešnost biosinteze ksantana zavisi od odabira proizvodnog soja, formulacije sastava 

kultivacionog medijuma, primenjenih procesnih uslova, tipa bioreaktora i reţima proizvodnje. 

Razlikuju se dva reţima proizvodnje ksantana, diskontinualni i kontinualni. Proizvodnja 

ksantana, ali i rast proizvodnog mikroorganizma u velikoj meri zavise od toga koji od ova dva 

naĉina će biti primenjen (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Diskontinualni postupak proizvodnje 

karakteriše lakša kontrola procesnih parametara i smanjen rizik od kontaminacije, dok 

kontinualni postupak obezbeĊuje veću zapreminsku produktivnost, ujednaĉen kvalitet proizvoda 

i bolju kontrolu bioprocesa (Pejin, 2003). Glavni nedostatak primene kontinualnog postupka 
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proizvodnje predstavljaju teškoće vezane za oĉuvanje aseptiĉnih uslova u duţem periodu i 

upravo iz ovog razloga diskontinualni postupak je dominantan reţim u proizvodnji ksantana 

(Rosalam i England, 2006) 

Osnovne faze biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana su (García-Ochoa i sar., 2000): 

 osveţavanje proizvodne kulture i priprema inokuluma u laboratorijskim uslovima, 

 priprema inokuluma u pogonskim uslovima, 

 biosinteza ksantana i 

 izdvajanje i preĉišĉavanje ksantana. 

Svi sojevi proizvodnih mikroorganizama ĉuvaju se na poluĉvrstim hranljivim medijumima sa 

dodatkom CaCO3 uz obavezno meseĉno presejavanje. Proizvodnja ksantana zapoĉinje 

osveţavanjem i umnoţavanjem fiziološki aktivnih ćelija X. campestris u postupku pripreme 

inokuluma. Osveţavanje proizvodnog mikroorganizma vrši se na poluĉvrstom medijumu 

odgovarajućeg sastava a sam postupak je aeroban i odvija se na temperaturi od 24°С do 26°С u 

trajanju od 24°С do 48 h (Ronĉević, 2016). 

Sledeći korak predstavlja umnoţavanje ćelija, a zapoĉinje suspendovanjem ćelija sa poluĉvrstog 

medijuma za osveţavanje u teĉni medijum za umnoţavanje nakon ĉega sledi inkubacija koja se 

odvija na temperaturi od 25°С uz obavezno mešanje u trajanju od oko 24 h (Ronĉević, 2016). 

Umnoţavanje ćelija proizvodnog mikroorganizma uglavnom se izvodi u više faza. Ono što je 

zajedniĉko za sve njih jesu sliĉni uslovi (temperatura i obavezno mešanje, koje je u zavisnosti od 

zapremine i geometrije suda eksterno ili interno) i vreme trajanja inkubacije, kao i nejednako 

zamućenje medijuma. U takvim inokulumima, uobiĉajenim metodama kakva je nefelometrijska, 

nemoguće je odrediti udeo ksantana i udeo biomase ćelija. Iz tog razloga, a u cilju dobijanja 

inokuluma pribliţnog kvaliteta, najĉešće se vrši višestruko pasaţiranje jer se na taj naĉin 

proizvodna kultura dovodi u stanje maksimalne fiziološke aktivnosti (Dodić i Grahovac, 2013). 

Inokulum pripremljen na ovaj naĉin se dodaje u kultivacioni medijum za biosintezu u 

koncentraciji od 5%(v/v) do 10%(v/v) raĉunato na ukupnu zapreminu medijuma (García-Ochoa i 

sar., 2000).  

Po dodatku inokuluma u proizvodni medijum poĉinje biosinteza ksantana. Proizvodnja ksantana 

izvodi se u razliĉitim bioreaktorima pri ĉemu se dobijaju kultivacione teĉnosti ĉije reološke 

karakteristike nisu iste, što je posledica razliĉite koliĉine biosintetisanog biopolimera, ali i 

njegovog kvaliteta. Najĉešće se za biosintezu ksantana koriste bioreaktori sa mehaniĉkim 

mešanjem i prinudnom aeracijom. U ovim bioreaktorima intenzitet aeracije uglavnom se 

podešava na 1 l/l/min, dok se, usled veoma dobrog mešanja, vrednosti ostalih procesnih 

parametara lako mere i regulišu (García-Ochoa i sar., 2000).   

Biosinteza ksantana sastoji se iz dve faze. U prvoj fazi dolazi do intenzivnog rasta i umnoţavanja 

ćelija proizvodnog mikroorganizma uz minimalnu produkciju ksantana, dok u drugoj fazi ne 

dolazi do promene broja ćelija proizvodnog mikroorganizma, ali dolazi do biosinteze ksantana. 

Sam kraj bioprocesa karakteriše opadanje sadrţaja biomase usled lize ćelija. U indrustrijskim 

uslovima biosinteza ksantana se odvija diskontinualno u trajanju od 72 h do 96 h (Dodić i 

Grahovac, 2013). Proizvodnja ksantana odvija se uz drastiĉne promene reologije kultivacionog 

medijuma što je posledica biosinteze biopolimera. Iz navedenog razloga se ovaj bioproces 
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najĉešće prati analiziranjem uzoraka kultivacionog medijuma uzetih u taĉno definisanim 

vremenskim intervalima i odreĊivanjem njihovog viskoziteta (Dodić i Grahovac, 2013). 

Nakon završetka biosinteze ksantana neophodno je izvršiti izdvajanje biopolimera iz  

kultivacionog medijuma, što je relativno teţak i popriliĉno skup postupak. Zbog visoke 

koncentracije ksantana, medijum je veoma viskozan te je sa njim teško raditi. Glavni problem je 

što velik viskozitet komplikuje izdvajanje biomase. Radi lakše primarne obrade, medijum se 

uglavnom razblaţuje, ali to utiĉe na ekonomiĉnost ĉitavog proizvodnog postupka (García-Ochoa 

i sar., 2000).  

Izbor postupaka izdvajanja i preĉišćavanja odreĊen je krajnjom upotrebom ksantana i 

ekonomskim ulaganjma. Od ukupnih troškova proizvodnje ksantana, oko 50% ĉine troškovi 

njegovog izdvajanja iz kultivacionog medijuma. Glavni koraci u izdvajanju i preĉišćavanju 

ksantana su deaktivacija i izdvajanje biomase, taloţenje biopolimera, uklanjanje vode, sušenje, 

mlevenje i pakovanje. Tokom postupka obrade ne sme doći do degradacije ksantana. Finalni 

proizvod najĉešće je suvi prah ili koncentrovani rastvor (García-Ochoa i sar., 2000). 

Inaktivacija proizvodnog mikroorganizma je prvi i veoma vaţan korak s obzirom da su sojevi 

vrste X. campestris fitopatogeni i potrebno je spreĉiti njihovo nekontrolisano širenje u okolni 

prostor. U zavisnosti od krajnje namene proizvedenog biopolimera, inaktivacija proizvodnog 

mikroorganizma moţe se izvršiti primenom toplotnog tretmana, tretmana biocidima i 

hemikalijama ili sterilnom filtracijom (Dodić i Grahovac, 2013). 

Tek nakon inaktivacije ćelija proizvodnog mikroorganizma sledi izdvajanje ksantana iz 

medijuma. Ovaj korak na prvom mestu podrazumeva operacije koje za cilj imaju uklanjanje 

inaktiviranih ćelija proizvodnog mikroorganizma. To su centrifugiranje ili filtracija. Potom sledi 

izdvajanje ksantana pri ĉemu se kao najĉešći postupak primenjuje taloţenje.  

Izdvajanje ksantana taloţenjem je moguće zahvaljujući polivalentnom karakteru biopolimera. 

Ovaj postupak moguće je izvesti dodatkom mono- ili polivalentnih soli i/ili organskih rastvaraĉa 

kao taloţnih agenasa. Taloţenje solima ograniĉeno je ĉistoćom i cenom. Ukoliko je biopolimer 

izdvojen dodatkom soli ne preporuĉuje se njegova primena u prehrambenoj industriji. Od 

organskih rastvaraĉa koriste se alkoholi male molekulske mase (metanol, etanol, izopropanol ili 

terc-butanol) uz dodatak elektrolita, a ovako izdvojen biopolimer namenjen je prehrambenoj 

industriji. Ksantan se taloţi pri sadrţaju etanola od oko 55%(v/v) i sadrţaju zasićenog rastvora 

KCl od 1%(v/v) u taloţnoj smeši ĉija je optimalna temperatura 15°С. Ovim postupkom se 

postiţe i delimiĉno preĉišćavanje taloga ksantana, a potreba za velikim utroškom alkohola 

podrazumeva njegovo recikliranje (Dodić i Grahovac, 2013). 

Tokom ranijih istraţivanja utvrĊeno je da se ksantan iz kultivacionog medijuma najbolje izdvaja 

taloţenjem etanolom do postizanja koncentracije alkohola u taloţnoj smeši od 60%(v/v) (Albiter 

i sar., 1994). TakoĊe, dokazano je da se primenom ultrafiltracije za koncentrisanje kultivacione 

teĉnosti pre taloţenja (pri ĉemu se sadrţaj ksantana poveća sa oko 25 g/l na oko 150 g/l), moţe 

uštedeti oko 80% energije koja se utroši prilikom recikliranja alkohola. MeĊutim, kada 

koncentracija ksantana preĊe 100 g/l efikasnost ultrafiltracije opada, a potrošnja energije raste. 

Optimizacijom ovih postupaka, utvrĊeno je da je najpogodnije da se kultivaciona teĉnost 
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koncentriše tako da sadrţi 70 g/l ksantana ĉime se troškovi izdvajanja smanjuju za oko 45% 

(Dodić i Grahovac, 2013). 

Izdvojeni ksantan se rastvara u smeši alkohol-voda, centrifugira ili filtrira sa ciljem uklanjanja 

ćelija, ostataka medijuma i pigmenata, a zatim se ponovo taloţi. Nakon toga, biopolimer se suši 

na rotacionim sušnicama ili sušnicama sa raspršivaĉem. Usitnjavanje mlinovima do ĉestica 

odgovarajuće veliĉine je finalni korak pred pakovanje u vodonepropusnu ambalaţu, a vrši se radi 

boljeg rastvaranja i lakše upotrebe konaĉnog proizvoda (Palaniraj i Jayaraman, 2011). TakoĊe, 

dodaju se i antibakterijska sredstva radi bolje stabilnosti proizvoda (Becker i sar., 1998). Na 

trţište se plasira u obliku praha, paste ili suspenzije. Vaţno je napomenuti da se svi koraci tokom 

izdvajanja i preĉišćavanja ksantana moraju izvršiti tako da ne doĊe do degradiranja njegove 

strukture (Palaniraj i Jayaraman, 2011).  

 

3.3. SIROVI GLICEROL IZ PROIZVODNJE BIODIZELA KAO 

SIROVINA ZA BIOTEHNOLOŠKE PROCESE 

Zаmеnа tеĉnih fоsilnih gоrivа оbnоvlјivim izvоrimа еnеrgiје usled porasta cene nafte dоvеla je 

dо intеnzivirаnjа prоizvоdnjе biоdizеlа širоm svеtа. Pоvеćаnjе razmera prоizvоdnjе оvоg 

biоgоrivа, а sаmim tim i kоliĉinе gеnеrisаnih оtpаdnih tоkоvа ukаzuјu nа pоtrеbu zа njihоvоm 

vаlоrizаciјоm kаkо bi sе оdrţаlа isplаtivоst prоizvоdnоg pоstupkа (Wang i sar., 2017). Sirоvi 

glicеrоl, kao nајznаĉајniјi nusprоizvоd industriје biodizela, nаstаје u kоliĉini оd 10% do 20% u 

оdnоsu nа zаprеminu prоizvеdеnоg biоdizеlа (Quispe i sar., 2013). Uzimajući u obzir da 

proizvodnja biodizela raste iz dana u dan jasno je da se istovremeno generišu sve veće koliĉine 

sirovog glicerola ĉiје ispuštаnjе u prirоdnе rеcipiјеntе bеz prеthоdnе оbrаdе izаzivа brојnе 

еkоlоškе prоblеmе zbog ĉega su sve ĉešća istraţivanja ĉiji je cilj pronalaţenje ekonomski i 

ekološki prihvatljivih rešenja za njegovu valorizaciju. Kako bi rešenja razvijena na 

laboratorijskom nivou bila industrijalizovana potrebna su opširna ispitivanja koja ukljuĉuju 

detaljnu karakterizaciju sirovog glicerola, a potrebno je razmotriti i stanje i perspektive njegovog 

lokalnog i globalnog generisanja.  

 

3.3.1. Karakterizacija sirovog glicerola 

Biodizel predstavlja smešu metil-estara viših masnih kiselina, koji nastaju iz triacilglicerola ili 

slobodnih masnih kiselina iz ulјa ili masti bilјnog i ţivotinjskog porekla i metanola ili etanola 

reakcijama transesterifikacije i esterifikacije. Iako se u svetu koriste razliĉite sirovine za 

proizvodnju biodizela, najĉešća sirovina u ovoj industriji su jestiva ulja dobijena ceĊenjem 

uljarica (Banković-Ilić i sar., 2012). Postoji više naĉina za proizvodnju biodizela, meĊutim, 

nezavisno od vrste sirovine korišćene za proizvodnju biodizela i primenjenog postupka, glicerol 

će se dobiti kao glavni nusproizvod (Soriano i sar., 2009). 

Postupak dobijanja biodizela se odigrava u nekoliko faza, a prva meĊu njima je priprema 

reaktanata. Na samom poĉetku se ulje zagrejano do odgovarajuće temperature transportuje do 

reakcione posude. U drugom sudu se meša katalizator sa metanolom, uz zagrevanje na 

temperaturi bliskoj temperaturi reakcije metanolize kako bi se smanjio utrošak energije za 
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zagrevanje izmeĊu rezervoara i reaktora. Smeše metanol-katalizator i ulje, u odgovarajućem 

molskom odnosu, uvode se u reaktor za reakciju transesterifikacije. Transesterifikacija se odvija 

na temperaturi kljuĉanja alkohola i atmosferskom pritisku. Po završetku transesterifikacije 

reakciona smeša se transportuje do separatora radi odvajanja sporednog proizvoda glicerola od 

metil-estara. Izdvojeni metil-estri se odvode na preĉišćavanje ispiranjem vode na sobnoj 

temperaturi, radi otklanjanja zaostalog katalizatora, glicerola, metanola i sapuna, uz 

centrifugiranje i sušenje. U dekanter se izdvaja sirovi glicerol zajedno sa neiskorišćenim 

katalizatorom i nastalim sapunima. Neophodno je neutralizovati bazni katalizator mineralnom 

kiselinom usled ĉega dolazi do nastajanja soli. Nastale masne kiseline tokom ove neutralizacije 

se skladište, a bazna so se moţe upotrebiti kao Ċubrivo. Višak alkohola u svakoj fazi izdvaja se 

destilacijom. Izdvojeni alkohol se moţe ponovo koristiti (Stamenković i sar., 2009). Glicеrоl kојi 

sе gеnеrišе prilikоm prоizvоdnjе biоdizеlа u sirovoj formi uglavnom sadrţi neĉistoće u 

zavisnosti od procesa proizvodnje i sirovine koja se koristi (Ueoka i Katayama, 2001). Osnovne 

karakteristike ĉistog, odnosno komercijalnog glicerola, kao i sirovog glicerola prikazane su u 

tabeli 3.2. 

 

Tabela 3.2. Karakteristike ĉistog i sirovog glicerola (Kaur i sar., 2020) 

Parametar Jedinica Čist glicerol Sirovi glicerol 

Sadrţaj glicerola %(w/w) > 98,70 22,90–63,00 

Gustina g/cm
3
 1,31 1,01-1,20 

Viskoznost (mPa·s) 930,00 1213,00 

pH (1) 6,40 2,00-10.80 

Boja - bezbojan braon 

Sadrţaj pepla %(w/w) - 2,70- 5,70 

Sadrţaj vode %(w/w) - 1,00- 28,70 

Sadrţaj sapuna %(w/w) - 20,50-31,40 

Sadrţaj metanola %(w/w) - 6,20–12,60 

Rastvorljivost - - meša se sa vodom 

 

Sirovi glicerol iz industrije biodizela obiĉno је ĉistоćе od 55%(w/w) do 90%(w/w), a neĉistoće u 

ovom nusproizvodu potiĉu od nеkоnvеrtоvаnоg triаcilglicеrоlа, mеtаnоlа, еtаnоlа, biоdizеlа, 

sаpunа i drugih mаtеriја (Trindade i sar., 2015). Karakteriše ga ţuta do tamno braon boja, kao i 

visok sadrţaj soli i slobodnih masnih kiselina (Sdrula, 2010). Osim metanola i sapuna, sirovi 

glicerol takoĊe sadrţi i neke metale i nemetale. Od metala, u sirovom glicerolu su prisutni 

kalcijum (3-15 ppm), magnezijum (1-2 ppm), natrijum (više od 1%(w/w)) i kalijum 

(3,73%(w/w)), dok su od nemetala uglavnom prisutni fosfor (8-13 ppm), sumpor (22-26 ppm) i 

azot (0,3-1,2%(w/w)) (Thompson i He, 2006; Ayoub i Abdullah, 2012; Hu i sar., 2012).  

Prema podacima iz dostupne nauĉne literature, sadrţaj pepela u sirovom glicerolu dobijenom iz 

proizvodnje biodizela kreće se od 2,70%(w/w) do 6,34%(w/w), a sadrţaj suve materije od 

56,58%(w/w) do 99%(w/w) (Hu i sar., 2012; Kumar i sar., 2019). 

U zavisnosti od ulaznih sirovina i ĉitavog postupka za proizvodnju biodizela, sadrţaj sirovog 

glicerola i udeo pratećih neĉistoća mogu se razlikovati u manjoj ili većoj meri. Upravo heterogen 

i nestandardan sastav sirovog glicerola diktira njegovu dalju upotrebu, odnosno tretman 

(Thompson i He, 2006). 
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3.3.2. Stanje i perspektive generisanja sirovog glicerola 

Procenjuje se da se u Rеpublici Srbiјi u toku godine proizvede dо 100000 t biodizela. Pored toga, 

višе оd 1000 pоlјоprivrеdnikа prоizvоdi biоdizеl zа sоpstvеnе pоtrеbе zbоg ĉеgа sе nе mоţе 

dоći dо tаĉnih pоdаtаkа о gоdišnjој prоizvоdnji оvоg biоgоrivа u nаšој zеmlјi. Аnаlizоm 

pоvršinе оbrаdivоg zеmlјištа zа gајеnjе kulturа kоје predstavljaju potencijalnu sirоvinu zа 

dоbiјаnjе biоdizеlа, оd kојih је 93% nа tеritоriјi Vојvоdinе, utvrĊеnо је dа tеоriјski pоtеnciјаl 

prоizvоdnjе biodizela u nаšој zеmlјi iznоsi dо 250000 t gоdišnjе (Tešić i sar., 2009). Osim 

povoljnih uslova za gajenje sirovina, Srbija ima i postrojenja za proizvodnju biodizela 

instalisanih kapaciteta koja premašuju nacionalnu potraţnju, što otvara mogućnost izvoza 

biodizela, posebno u jugoistoĉnu Evropu. Prema podacima Agencije za privredni registar, u 

Republici Srbiji su trenutno registrovane dve kompanije koje se aktivno bave proizvodnjom 

biodizela, dok je jedna kompanija u likvidaciji. Geografska pozicija navedenih kompanija 

prikazana je na slici 3.4. Ĉinjenica da se biodizel aktivno proizvodi u Srbiji ukazuje na to da se 

odreĊene koliĉine sirovog glicerola generišu i u našoj zemlji.  

 

 

Slika 3.4. Mapa privrednih subjekata na teritoriji Republike Srbije registrovanih za proizvodnju 

biodizela 
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Svetsko trţište biodizela zabeleţilo je najveći skok 2013. godine, kada su proizvodnja i potrošnja 

biogoriva u transportu porasli za ĉak 7%, što predstavlja više od 1,16·10
11

 l. Najveći deo ove 

proizvodnje i potrošnje pripada evropskom trţištu (Olivera i Coelho, 2017). Evropska Unija je 

najveći regionalni proizvoĊaĉ biodizela još od 1992. godine. Sa druge strane, u Sjedinjenim 

Ameriĉkim Drţavama je u 2013. godini proizvedeno oko 4,8·10
9
 l biodizela, što predstavlja 17% 

od ukupne svetske proizvodnje (Olivera i Coelho, 2017). Brazil je jedan od najpoznatijih 

proizvoĊaĉa biogoriva, a proizvodnja biodizela u Brazilu registrovala je ogroman skok, sa 

7,36·10
6
 l u 2005. na blizu 3,5·10

9
 l u 2014. godini. Indonezija je takoĊe znaĉajno povećala 

svoju proizvodnju biodizela u poslednjih deset godina kao rezultat novih mera nacionalne 

politike za biogoriva, što je dovelo ovu drţavu meĊu najveće svetske proizvoĊaĉe biodizela. 

Tajland je u poslednjih nekoliko godina povećao proizvodnju biodizela za 30%. Proizvodnja 

biodizela u Africi znaĉajno je napredovala u poslednjih deset godina. Budućnost proizvodnje 

pomenutog biogoriva u Africi izgleda obećavajuće jer ovaj kontinent poseduje kapacitete da 

postane najveći proizvoĊaĉ bioenergetskih useva za globalnu proizvodnju biodizela (Wolde-

Georgis i Glanzt, 2010). Struĉnjaci predviĊaju da će biodizel ĉiniti od 60% do 80% transportnog 

goriva u Africi do 2030. godine (Ogunkunle i Ahmed, 2019). Prema bazi portala IndexMundi 

trenutno su Sjedinjene Ameriĉke Drţave najveći proizvoĊaĉ biodizela u svetu, dok se Nemaĉka i 

Argentina nalaze na drugom i trećem mestu, redom. 

Od 1970-ih do 2004. godine cena komercijalnog glicerola visoke ĉistoće bila je stabilna i kretala 

se izmeĊu 1200 i 1800 $/t. Ovo relativno stabilno trţište drastiĉno je promenjeno usled pojave 

biodizela i intenziviranje njegove proizvodnje koja je praćena generisanjem sirovog glicerola kao 

nusproizvoda. Kako su sve veće koliĉine sirovog glicerola lansirane na relativno stabilno trţište, 

2005. godine došlo je do pada stabilnih cena. Koliĉina sirovog glicerola rasla je neverovatnom 

brzinom, a većina hemijskih kompanija koje se bave proizvodnjom glicerola imale su problem sa 

njegovim preĉišćavanjem zbog visokih troškova, što je dovelo do zatvaranja razliĉitih preduzeća 

(Quispe i sar., 2013).  

Velika koliĉina sirovog glicerola koja se dobija nakon proizvodnje biodizela iz palminog ulja u 

zemljama poput Malezije i Indonezije uzrokovala je pad cene glicerola na ĉak 0,33 $/kg ili 

manje. U 2003. godini rafinirani glicerol koštao je oko 1200 $/t, a 2006. godine cena se 

stabilizovala na oko 600 $/t, ali sa snaţnim trendom pada zbog rastuće proizvodnje biodizela. 

Ipak, do kraja 2006. godine sirovi glicerol (80% glicerola) koštao je 125  €/t. Iste godine, cena 

sirovog glicerola zabeleţila je pad i u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama gde se kretala izmeĊu  

0 $/t i 70 $/t. U 2011. godini cena sirovog glicerola u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama je bila 

toliko niska, odnosno iznosila je od 0,00002 $/kg do 0,00005 $/kg, zbog ĉega su mnogi 

proizvoĊaĉi biodizela skladištili sirovi glicerol kako bi saĉekali bolje trţišne uslove (Quispe i 

sar., 2013). 

U današnje vreme, cena proizvodnje biodizela povećava se za 0,021 $/l za svako smanjenje cene 

sirovog glicerola od 0,00022 $/kg (da Silva i sar., 2009; Li i Lesnik, 2013). I pored toga, svetsko 

trţište biodizela je iz godine u godinu u porastu, uz procenu da će do 2026. godine dostići nivo 

proizvodnje od ĉak 40,5·10
9
 l biodizela (OECD/FAO, 2017). Evropska Unija je globalni lider u 

proizvodnji biodizela, a osnovna sirovina za njegovu proizvodnju na ovom podruĉju je ulje 

uljane repice (da Silva i sar., 2009). Sve ovo nagoveštava da će se i u narednim godinama 

generisati znaĉajne koliĉine sirovog glicerola koji je neophodno adekvatno tretirati pre ispuštanja 
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u okolinu. Prema izveštaju agencije ITC (International Trade Centre) cena sirovog glicerola za 

2019. godinu iznosi 170 $/t. Sve navedeno sugeriše da glicerol dobijen nakon proizvodnje 

biodizela predstavlja jeftino dostupnu potencijalnu sirovinu koja se sa ili bez prethodnog 

tretmana moţe primeniti u odreĊenim industrijama. 

 

3.3.3. Valorizacija sirovog glicerola u biotehnološkim procesima 

Sirоvi glicеrоl sе na samom pоĉеtku industriјskоg dоbiјаnjа biоdizеlа plаsirао nа trţištе u 

nеprеĉišćеnоm оbliku, kао pogodan za primеnu u аutоmоbilskој, duvаnskој, pаpirnој i tеkstilnој 

industriјi (Quispe i sar., 2013). Kako bi se mogao upotrebiti u kоzmеtiĉkој, fаrmаcеutskој i 

prеhrаmbеnој industriјi sirovi glicerol је potrebno dоdаtnо оbrаditi dо ţеlјеnоg stеpеnа ĉistоćе 

(Coronado i sar., 2014). MeĊutim, visоki trоškоvi prеĉišćаvаnjа i dеgrаdаciја kvаlitеtа ţivоtnе 

srеdinе rаzlоzi su zbоg kојih trţištе i prirоdnо оkruţеnjе nе mоgu dа аpsоrbuјu svе vеćе kоliĉinе 

sirоvоg glicеrоlа, a budući da se sve više smatra otpadom teţi se pronalasku adekvatne 

аltеrnаtivе zа njеgоvо iskоrišćеnjе (Hejna i sar., 2016). 

Teorijski gledano, glicеrоl je pogodan izvоr uglјеnikа zа vеliki brој mikrооrgаnizаmа, а 

еkspеrimеntаlnim ispitivanjima је i pоtvrĊеnо dа neki od njih nа mеdiјumimа sа glicеrоlоm 

mоgu dа biоsintеtišu trţišnо vrеdnе biоprоizvоdе (Nwachukwu i sar., 2012). Glicerol predstavlja 

mоnоmеr zа sintеzu pоliеstаrа, pоliеtаrа i pоliurеtаnа, а 1,3-prоpаndiоl је јеdаn оd prvih 

prоizvоdа fеrmеntаciје glicеrоlа. TakoĊe se koristi kao izvor ugljenika u medijumu za 

mikrоbiоlоšku prоizvоdnju dihidrоksiаcеtоnа. Glicerol se uspešno koristi i prilikom 

biotehnološke proizvodnje kiselina, kao što su sukcininskа kisеlinа, prоpiоnskа kisеlinа i 

limunskа kisеlinа. Оstаli znаĉаniјi prоizvоdi nаstаli fеrmеntаciјоm glicеrоlа su еtаnоl, pigmеnti, 

razliĉita biološki aktivna jedinjenja i biоsurfаktаnti. U vеćini sluĉајеvа, еfikаsnоst prоizvоdnjе, 

prinоs i kvаlitеt finаlnоg prоizvоdа idеntiĉni su оnimа kојi sе dоbiјајu nа pоdlоzi sа glukоzоm 

(da Silva i sаr., 2009). Uprkos tome što su publikоvаnа brојnа istrаţivаnjа kоја sе оdnоsе nа 

primеnu ĉistog glicerola za biotehnološko dobijanje razliĉitih bioproizvoda, ipak su mаlоbrојnа 

ona istraţivanja u kојimа је kao sirovina kоrišćеn sirovi glicеrоl (da Silva i sаr., 2009). 

U pogledu metabolisanja, glicerol, kао i drugi mаli nеnаеlеktrisаni mоlеkuli, nesmetano prolazi 

krоz ćеliјsku mеmbrаnu difuzijom. Izuzetak ĉine mikrооrgаnizmi kојi kоristе isklјuĉivо pаsivni 

trаnspоrt zа unоs glicеrоlа u ćеliјu jer ispoljavaju mnоgо spоriјi rаst pri mаlim kоncеntrаciјаmа 

glicеrоlа u pоdlоzi. Аktivni trаnspоrt glicеrоlа sе vrši prоtеinimа intеgrisаnim u strukturu 

mеmbrаnе nеkih mikrооrgаnizаmа, a unutаr ćеliје sе kоnvеrtuје u glicеrоl-3-fоsfаt, dеlоvаnjеm 

еnzimа glicеrоl-kinаzе. Glicerol-3-fosfat оstаје unutаr ćеliје dоk gа оnа nе mеtаbоlišе, јеr nе 

mоţе dа rеаguје sа trаnspоrtnim еnzimоm u mеmbrаni (da Silva i sаr., 2009). Nakon ulaska u 

unutrašnjost ćelije, veliki broj mikroorganizama koristi glicerol kao izvor ugljenika i energije, a 

pojedine bakterije, kao što su Citrobacter freundii, Klebsiella pneumonia i Clostridium 

pasteurianum imaju sposobnost anaerobnog metabolisanja glicerola. Druge bakterije, meĊu 

kojima su i bakterije roda Xanthomonas, glicerol razgraĊuju oksidativnim putem, uz veću 

efikasnost (da Silva i sаr., 2009). 

Uzimajući u obzir prethodno navedene ĉinjenice jasno je da se i sirovi glicerol moţe primeniti 

kao sirovina u biоtеhnоlоgiјi. Ovakvih ispitivanja nema mnogo i relativno su novijeg datuma. U 
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tabeli 3.3. navedeni su proizvodi dobijeni valorizacijom sirovog glicerola u biotehnološkoj 

proizvodnji.  

Johnson i Taconi (2007) su u svom istraţivanju istakli da se sirovi glicerol moţe uspešno 

koristiti prilikom biotehnološke proizvodnje butana primenom bakterija roda Clostridium. Grĉki 

nauĉnici su 2009. godine potvrdili primenu sirovog glicerola za biosintezu manitola primenom 

razliĉitih sojeva Yarrowia lipolytica (LFMB 19, LFMB 20 i ACA-YC 5033) (Rymowicz i sar., 

2009). Sa druge strane, Rymowicz i saradnici su u svom istraţivanju potvrdili da prilikom 

kultivacije soja Y. lipolytica Wratislavia K1 na medijumu sa sirovim glicerolom dolazi do 

biosinteze eritrola, ali i odreĊene koliĉine limunske kiseline.  

Sirovi glicerol se takoĊe pokazao kao dobra sirovina za biotehnološku proizvodnju mleĉne 

kiseline. Naime, nauĉnici iz Indije su ispitivali mogućnost iskorišćenja ĉistog i sirovog glicerola 

u biotehnološkoj proizvodnji mleĉne kiseline primenom sojeva Lactobacillus casei 2125, 

Lactobacillus delbrueckii 2025, Lactobacillus pentosus 2912, Bacillus laevolactius 2464, 

Paenibacillus pabuli 2912 i Lactococcus lactis ssp. lactis 3041 (Choubisa i sar., 2012).  

Prema podacima iz dostupne nauĉne literature sirovi glicerol se pokazao kao pogodan izvor 

ugljenika u kultivacionom medijumu za proizvodnju 1,3-prоpаndiоla primenom bakterija 

Citrobacter freundii FMCC-B294 i Klebsiella pneumoniae CGMCC 1.6366 CPS (Guo i sar., 

2009; Metsoviti i sar., 2013). Došli su do zakljuĉka da se sirovi glicerol pokazao kao pogodniji 

izvor ugljenika u kultivacionom medijumu prilikom proizvodnje mleĉne kiseline testiranim 

sojevima u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

 Pored navedenih, sirovi glicerol se pokazao kao adekvatan izvor ugljenika u medijumu za 

biosintezu kiselina, kao što su ćilibarna, oksalna i glicerinska (Hejna i sar., 2016). VoĊeni idejom 

da postoji mogućnost sinteze ksantana na sirovom glicerolu nauĉnici iz Brazila, kao i nauĉnici iz 

Srbije izveli su uspešnu biotehnološku proizvodnju ksantana  na medijumu koji je sadrţao sirovi 

glicerol (Zahović i Trivunović, 2020).  

Prethodno navedeni primeri iskorišćenja sirovog glicerola proizvodnji znaĉajnih bioproizvoda 

ukazuju na odliĉan potencijal ovog efluenta kao sirovine u biotehnologiji. Biotehnološko 

iskorišćenje sirоvоg glicеrоlа za dobijanje visokovrednih prоizvоda znаĉајnо smаnjuје trоškоvе 

njihove prоizvоdnjе zbоg vеоmа niskе cеnе оvоg supstrаtа. Оsim tоgа, svе vеćа primеnа 

оtpаdnоg glicеrоlа u biоtеhnоlоškој prоizvоdnji utiĉе nа smаnjеnjе еkоlоških prоblеmа 

izаzvаnih njеgоvim nаkuplјаnjеm u ţivоtnој srеdini. 
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Tabela 3.3. Primeri primene sirovog glicerola u biotehnološkoj proizvodnji  

Proizvodni mikroorganizam Bioproizvod Referenca 

Klebsiella sp. 

sirćetna kiselina 

etanol 

mleĉna kiselina 

sukcinska kiselina 

2,3-butandiol 

CO2 

H2 

Johnson i Taconi, 2007 

Clostridium sp. 

1, 3-propandiol 

acetat 

butirat 

aceton 

butanol 

etanol 

sukcinat 

laktat 

Johnson i Taconi, 2007 

Candida sp. 

Debaryomyces sp. 

Lachancea sp. 

Kluyveromyces sp. 

Tetrapisispora sp. 

Pichia sp. 

Saccharomyces sp. 

Torulaspora sp. 

Yarrowia sp. 

Rhodotorula sp. 

Metschnikowia sp. 

Aureobasidium sp. 

Kodamaea sp. 

Amauroascus sp. 

biomasa Taccari i sar., 2012 

K. pneumoniae 1, 3-propandiol Yang i sar., 2012 

Clostridium butyricum 1, 3-propandiol Yang i sar., 2012 

Rhodopseudomonas palustris hidrogen Yang i sar., 2012 

Thermotoga neapolitana DSM 4359 hidrogen Sarma i sar., 2012 

Rhodopseudomonas palustris hidrogen Sarma i sar., 2012 

Pachysolen tannophilus etanol Liu i sar., 2012 

Rhizopus microsporus suplementi u ishrani ţivotinja Sarma i sar., 2012 

Acremonium chrysogenum M35 antibiotik Konstantinović i sar., 2016 

Yarrowia sp. limunska kiselina Konstantinović i sar., 2016 

Y. lipolytica biosurfaktant Konstantinović i sar., 2016 

Enterobacter aerogenes HU-101 vodonik Ćirić, 2017 

Rhizopus oryzae NRRL 395 mleĉna kiselina Ćirić, 2017 

X. campestris ksantan 
Ćirić, 2017 

Zahović i Trivunović, 2020 
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3.4. UNAPREĐENJE BIOTEHNOLOŠKOG POSTUPKA PROIZVODNJE 

KSANTANA 

Uspešnost izvoĊenja biotehnološkog postupka za dobijanje ksantana u velikoj meri zavisi od 

razliĉitih faktora, i to genetskog potencijala proizvodnog mikroorganizma i njegovog odrţavanja, 

sastava kultivacionih medijuma, uslova pod kojima se bioproces odvija, primenjenih tehnika i 

opreme za proizvodnju, kao i od postupaka izdvajanja, preĉišćavanja i finalne obrade konaĉnog 

proizvoda (Dodić i Grahovac, 2013). Iako se ĉini da je proizvodnja ovog mikrobiološkog 

polisaharida veoma razvijena i dalje ima prostora za unapreĊenje postojećih i razvoj novih 

biotehnoloških postupaka. Pravci u kojima treba da se kreću istraţivanja da bi se postigli ovi 

ciljevi jesu konstrukcija novih bioreaktora u kojima se ostvaruje bolji prenos mase i energije, 

variranje procesnih uslova, izolacija novih proizvodnih sojeva i ispitivanje najrazliĉitih otpadnih 

efluenata kao alternativnih supstrata (Becker i sar., 1998).  

Opšte je poznato da se biotehnološka proizvodnja ksantana uspešno izvodi kultivacijom bakterija 

roda Xanthomonas na medijumu sa glukozom ili saharozom, u bioreaktorima odgovarajućih 

kontrukcionih karakteristika pri taĉno definisanim procesnim uslovima (García-Ochoa i sar., 

2000). MeĊutim, pоrаst cеnе i svе intenzivnija pоtrаţnjа zа pomenutim šećerima i sirovinama 

koje sadrţe ove šećere ukаzuјu nа pоtrеbu pronalaska аltеrnаtivnih supstrаtа mаnjе trţišnе 

vrеdnоsti. Оtpаdni tоkоvi i spоrеdni prоizvоdi prеhrаmbеnе industriје i industriје pićа kојi 

sаdrţе glukozu i saharozu ispunjavaju оvе kritеriјumе, аli је njihоvа upоtrеbа zа biоsintеzu 

ksаntаnа оgrаniĉеnа prvеnstvеnо zbоg kоnkurеntnоsti nа trţištu budući dа prеdstаvlјајu pоgоdnе 

sirоvinе zа brојnе biоtеhnоlоškе prоcеsе (Bajić i sar., 2015a). Još jedan nеdоstаtаk primene оvih 

еfluеnаtа јеstе njihоvа dоstupnоst kоја је оgrаniĉеnа sаmо nа tеritоriје gdе sе izvоdе tеhnоlоški 

pоstupci u kојimа sе gеnеrišu.  

Dakle, kao prvi korak u razvoju ekonomski odrţivog postupka proizvodnje ksantana nameće se 

pronalazak alternativne sirovine koja ima niţu trţišnu vrednostu od aktuelno primenjivanih 

sirovina i na kojoj metaboliĉka aktivnost bakterija roda Xanthomonas moţe nesmetano da se 

odvija. Imajući u vidu sve prethodno iznete literaturne podatke jasno je da sirovi glicerol iz 

proizvodnje biodizela zadovoljava ove zahteve i da poseduje potencijal primene u ovom 

biotehnološkom postupku. Pregled najvaţnijih rezultata dosadašnjih istraţivanja u kojima su sa 

ciljem proizvodnje ksantana razliĉiti sojevi roda Xanthomonas kultivisani na medijumima sa 

ĉistim i/ili sirovim glicerolom dat je u tabeli 3.4.   

Glavni nedostatak primene sirovog glicerola iz industrije biodizela u proizvodnji ovog 

biopolimera ogleda se u ograniĉenoj sposobnosti referentne proizvodne kulture da metaboliše 

glicerol kao izvor ugljenika (Brandão i sar., 2013; Bajić i sar., 2015b). Upravo iz ovog razloga 

najznaĉajniji korak u razvoju biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana na sirovom 

glicerolu podrazumeva odabir proizvodnog mikroorganizma. Osim što treba da poseduje 

mogućnost metabolisanja glicerola, potrebno je da se njegov rast na ovako kompleksnom 

supstratu neometano odvija i da produkuje što veću koliĉinu ksantana što boljeg kvaliteta. Nakon 

odabira adekvatnog proizvodnog soja neophodno je izvršiti оptimizаciјu sаstаvа kultivаciоnоg 

mеdiјumа kојi sе kоristi zа pripremu inokuluma, a nakon toga i optimizaciju sastava medijuma 

za prоdukciјu ţеlјеnоg prоizvоdа.  
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Tabela 3.4. Uspešnost biosinteze ksantana na medijumima sa ĉistim i/ili sirovim glicerolom u definisanim eksperimentalnim uslovima primenom 

razliĉitih sojeva roda Xanthomonas 

Proizvodni mikroorganizam Izvor ugljenika Geometrija (zapremina) suda 
Mešanje 

(o/min) 

Vreme 

(h) 

Ksantan 

(g/l) 
Referenca 

Xanthomonas sp. C1 

Ĉist glicerol (50 g/l) 

Erlenmajer 

(250 ml) 
180 96 

0,157 

Reis i sar. (2010) 

Ĉist glicerol (25 g/l) i 

saharoza (25g/l) 
0,363 

Xanthomonas sp. C9 

Ĉist glicerol (50 g/l) 0,186 

Ĉist glicerol (25 g/l) i 

saharoza (25g/l) 
0,363 

X. campestris 

mangiferaeindicae 2103 
Sirovi glicerol (20g/l) 

Erlenmajer 

(500 ml) 
250 120 7,23 

Brandão i sar. 

(2013) 

X. campestris 

mangiferaeindicae 2103 
Sirovi glicerol (20g/l) 

Bioreaktor 

(4500 ml) 
500 120 6,07 Assis i sar. (2014) 

X. campestris pv. magiferaeindicae 

IBSBF 1230 
Sirovi glicerol (50g/l) 

Erlenmajer 

(500 ml) 
200 48 

4,98 

Trindade i sar. 

(2015) 
X.campestris pv. magiferaeindicae IBSBF 

1230 

Sirovi glicerol (25g/l) i 

saharoza (25g/l) 
4,07 

X. campestris ATCC 13951 Ĉist glicerol (20g/l) 
Erlenmajer 

(300 ml) 
150 120 7,44 Bajić i sar. (2015b) 

X. campestris ATCC 13951 
Ĉist glicerol (15 g/l) 

Sirovi glicerol (15 g/l) 

Erlenmajer 

(300 ml) 
150 168 

11,25 

7,22 

Ronĉević i sar., 

2020a 
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Optimizacija sastava kultivacionih medijuma za pripremu inokuluma i biosintezu ksantana 

izvodi se u više koraka pri ĉemu je potrebno izvesti veliki broj eksperimenata kako bi se 

definisao uticaj ispitivanih promenljivih na odabrane odzive. U ovom koraku razvoja bioprocesa, 

umesto analize uticaja jednog po jednog faktora, a radi uštede vremena i resursa, korisnije je 

primeniti odgovarajući statistiĉki dizajniran eksperimentalni plan (Singh i sar., 2017). Na osnovu 

podataka dobijenih iz prethodno statistiĉki planiranih i izvedenih eksperimenata potrebno je 

izvršiti modelovanje bioprocesa nakon ĉega se generisane matematiĉke jednaĉine mogu 

primeniti za definisanje optimalnih vrednosti ispitivanih parametara, u konkretnom sluĉaju 

sastojaka medijuma. 

Razvoj odovarajućeg biotehnološkog postupka za komercijalnu proizvodnju podrazumeva i 

ispitivanje uspešnosti izvoĊenja u uvećanim razmerama. Uvećanje razmera bioprocesa (scale-up) 

podrazumeva povećanje veliĉine bioreaktora, u kojem se ţeljeni bioproces odvija, od 

laboratorijskog, preko poluindustrijskog do industrijskog nivoa. U cilju dobijanja istih ili bar 

pribliţno sliĉnih rezultata prilikom izvoĊenja bioprocesa u uvećanim razmerama potrebno je 

sledeće (Hsu i Lo, 2003): 

 izvršiti optimizaciju ţeljenog bioprocesa na laboratorijskom nivou, 

 potvrditi dobijene rezultate izvoĊenjem bioprocesa pod optimalnim uslovima u pilot 

postrojenju i 

 izvršiti procenu ekonomske isplativosti izvoĊenja optimizovanog bioprocesa na     

industrijskom nivou. 

Kako se tokom biosinteze ksantana dešavaju drastiĉne promene reologije medijuma, uvećanje 

razmera ovog bioprocesa predstavlja pravi izazov. MeĊutim, prethodno pomenuti matematiĉki 

modeli mogu da se iskoriste i za simulaciju bioprocesa u uvećanim razmerama, za šta se 

primenjuju razliĉiti softverski paketi. Ovo predstavlja veoma znaĉajan korak u razvoju novog 

biotehnološkog postupka i vodi ka njegovoj industrijalizaciji (Baş i Boyacı, 2007; Singh i sar., 

2017). 

 

3.5. MODELOVANJE I OPTIMIZACIJA BIOTEHNOLOŠKIH PROCESA 

Mnoga eksperimentalna ispitivanja, koja se obavljaju u strogo kontrolisanim laboratorijskim 

uslovima, karakteriše definisanje proizvodnih uslova koji će dati optimum u kvalitetu ţeljenog 

proizvoda i ekonomiĉnosti njegovog dobijanja. Ispitivanje se u ovom sluĉaju uglavnom vrši 

OFAT metodom (one-factor-at-a-time). Prilikom primene ove metode poĉetne vrednosti za svaki 

parametar su poznate, pri ĉemu se ispituje uticaj jednog po jednog parametra tako što se dati 

parametar menja u okviru svog domena, dok su svi ostali konstantni. Nakon što se izvedu svi 

testovi, formiraju se grafici koji pokazuju kako svaki pojedinaĉni parametar utiĉe na izlazne 

promenljive. Nedostatak ove metode ogleda se u tome što njegovom primenom ne uspeva da se 

ispita uticaj interakcije izmeĊu pojedinaĉnih parametara, a samim tim ne daje prikaz kompletnih 

uticaja parametara na izlazne promenljive. Drugi nedostatak OFAT metode je veliki broj 

eksperimenata potrebnih da bi se sprovelo istraţivanje, koji sa sobom povlaĉe i velike troškove 

(Lundstedt i sar, 1998). Navedeni nedostaci prevazilaze se savremenim metodama modelovanja i 

optimizacije bioprocesa (Baş i Boyaci, 2007). 
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Modeli za opisivanje biotehnoloških procesa razvijeni su zahvaljujući sakupljenim neophodnim 

znanjima o biohemijskim reakcijama u ţivoj ćeliji, bioreaktorima i mernoj opremi, kao i 

razvijenoj raĉunarskoj opremi, programima i dobro razvijenom matematiĉkom aparatu. Razvijeni 

modeli pokazali su se veoma pogodnim za uvećanje razmera, kontrolu, simulaciju i optimizaciju 

bioprocesa (Baras i sar., 2009).  

Uopšteno, modeli predstavljaju matematiĉke opise bioprocesa koji verodostojno predstavljaju 

njihovu prirodu. Mogu se definisati i kao matematiĉka formula ili jednaĉina koja opisuje vaţne 

promene u toku nekog bioprocesa. Razlozi iz kojih se generišu su sledeći (Baras i sar., 2009): 

 predviĊanje konverzije supstrata ili proizvodnosti bioprocesa, 

 ispitivanje rada postrojenja u razliĉitim uslovima, 

 projektovanje bioprocesa, 

 uvećanje razmera bioprocesa, 

 modifikacija u cilju unapreĊenja bioprocesa, 

 optimizacija bioprocesa, 

 kompjutersko simuliranje bioprocesa, 

 identifikovanje nepoznatih uticajnih faktora i 

 kontrola bioprocesa. 

Optimizacija nekog bioprocesa podrazumeva njegovo izvoĊenje u uslovima pri kojima se 

ostvaruje najveća efikasnost. U industrijskim uslovima optimizacija podrazumeva postizanje 

najveće ekonomiĉnosti, s obzirom da profitabilnost industrijskog bioprocesa iziskuje postizanje 

maksimalnog prinosa ţeljenog proizvoda oĉekivanog kvaliteta u što jeftinijim uslovima 

proizvodnje. Veoma je vaţno da je optimizacija biotehnološkog procesa u koraku sa novim 

nauĉnim saznanjima o svakoj fazi tog biotehnološkog procesa. Ovo je moguće postići 

poboljšanjem karakteristika proizvodnog mikroorganizma, sastava kultivacionih medijuma i 

procesnih parametara (Baras i sar., 2009). Generisanje matematiĉkih modela i njihova primena u 

cilju definisanja optimalnih vrednosti variranih parametara smatraju se najpopularnijim naĉinima 

za povećanje efikasnosti razliĉitih procesa. MeĊu najĉešće korišćenim tehnikama za 

modelovanje i optimizaciju biotehnoloških procesa izdvojio se postupak odzivne površine u 

kombinaciji sa metodom ţeljene funkcije (Grahovac, 2011). 

 

3.5.1. Postupak odzivne površine 

Postupak odzivne površine (RSM, engl. Response Surface Methodology) predstavlja skup 

matematiĉkih i statistiĉkih postupaka koji se koriste za formiranje empirijskih modela i analizu 

procesa. Primenom postupka odzivne površine se na osnovu paţljivo odabranog plana 

eksperimenta optimizuju odzivi sistema (Y) koji zavise od više nezavisno promenljivih faktora 

(X1, X2, X3...) (Montgomery, 2013). Jednaĉina formirana ovom prilikom naziva se funkcija 

odziva, a njen geometrijski prikaz se naziva odzivna površina i prikazuje se u dve ili tri 

dimenzije (Brereton, 2003). Opšti oblik odzivne funkcije je sledeći:  

 

Y=f( 1, X2, X3,  Xi)+ε                                               (3.1) 

 



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

28 

 

gde su: 

Y – analizirani parametar, 

f – funkcija odziva, 

X1, X2, X3, Xi – ispitivani faktori, 

i – broj ispitivanih faktora i 

ε – statistiĉka greška. 

Statistiĉka greška (ε) sadrţi sluĉajne greške merenja i efekte sluĉajnih spoljnih uticaja koji nisu 

obuhvaćeni funkcijom ƒ. Ova greška predstavlja razliku izmeĊu stvarne (izmerene) i 

funkcionalnom zavisnošću (modelom) izraĉunate vrednosti za iste nivoe ulaznih faktora. Obe 

komponente greške eksperimenata su sluĉajne veliĉine sa normalnom raspodelom oko taĉne 

(istinite) vrednosti με=0 (Montgomery, 2013). Rezultati postupka odzivne površine se obiĉno 

predstavljaju grafiĉki, gde je odzivni sistem (Y) nacrtan u zavisnosti od nezavisno promenljivih 

parametara procesa (X1 i X2). Izgled odzivne površine prikazan je na slici 3.5.  

 

 
 

Slika 3.5. Trodimenzionalni prikaz matematiĉkog modela generisanog primenom postupka 

odzivne površine koji opisuje uticaj dva parametra na posmatrani odziv, y=f(x1,x2) 

(Montgomery, 2013). 

 

Optimizacija bioprocesa primenom postupka odzivne površine izvodi se u tri faze: 

 odreĊivanje nezavisnih promenljivih i njihovih nivoa, 

 odabir eksperimentalnog dizajna i generisanje matrice izvoĊenja eksperimenata i 

 generisanje mamtematiĉkih modela i ocena njihove adekvatnosti. 

 

3.5.1.1.OdreĎivanje nezavisnih promenljivih i njihovih nivoa 

Uspešnost svakog biotehnološkog procesa zavisi od više faktora. Kako nije moguće istovremeno 

odrediti uticaj svih njih, potrebno je izabrati parametre sa najvećim uticajem na posmatrani 

bioproces. Skrining eksperimenti su pogodni za identifikaciju parametara koji će se varirati, a 
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faktorijalni planovi se mogu koristiti u tu svrhu. Veoma je vaţno za odabrane parametre odrediti 

nivoe ispitivanja jer je uspeh optimizacije bioprocesa direktno povezan sa njima. Pogrešno 

odabrani nivoi mogu dovesti do neuspešno izvedenih eksperimenata, ali i do nemogućnosti 

definisanja adekvatnih matematiĉkih modela (Baş i Boyaci, 2007).  

 

3.5.1.2. Odabir eksperimentalnog dizajna 

Izbor adekvatnog plana za izvoĊenje eksperimenata predstavlja kritiĉnu taĉku u primeni 

postupka odzivne površine. Statistiĉko planiranje eksperimenata (Design of Experiments - DoE) 

je opšte prihvaćena metoda u inţenjerskim ispitivanjima. Ova metoda obuhvata istovremeno 

posmatranje promena više ulaznih parametara i analizu znaĉajnosti uticaja posmatranih 

parametara na rezultate eksperimenta. Najĉešće se koriste sledeći eksperimentalni planovi 

(Ivanović i sar, 2014): 

 potpuni faktorski dizajn, 

 centralni kompozitni dizajn i 

 Boks-Benkenov (Box-Behnken) dizajn. 

Pored navedenih, eksperimentalnih dizajna, dizajn smeše je takoĊe pronašao primenu u 

optimizaciji procesa. Dizajn smeše predstavlja vrstu eksperimentalnog dizajna koja se koristi 

kada se ispituje formulacija koju ĉine više razliĉitih sastojaka, ĉiji je zbir udela stalan. Primenom 

dizajna smeše se na osnovu najmanjeg broja eksperimenata pouzdano dolazi do odreĊenih 

zakljuĉaka (Krstić i Ibrić, 2016).  

Za optimizaciju eksperimentalnih rezultata primenom postupka odzivne površine najĉešće se 

koristi Boks-Benkenov plan. Prednost Boks-Benkenovog plana nad ostalima ogleda se u 

efikasnosti, odnosno odnosu izmeĊu broja koeficijenata koji se javljaju u odabranom modelu i 

broja eksperimenata koje je potrebno izvesti (Ferreira i sar., 2007). Oblik odzivne funkcije u 

postupku odzivne površine prikazuje se u obliku polinoma obzirom da se stepen fitovanja 

eksperimentalnih podataka moţe poboljšati povećanjem stepena polinoma. Polinomi prvog reda 

uzimaju u obzir samo linearne uticaje pojedinaĉnih faktora. MeĊutim, ukoliko se vrši 

optimizacija procesa, neophodno je koristiti polinome drugog i višeg reda. Oblik odzivne 

funkcije u postupku odzivne površine najĉešće se ocenjuje analizom varijanse (ANOVA). 

ANOVA je najpoznatija statistiĉka metoda korišćena za poreĊenje srednjih vrednosti više 

posmatranih grupa podataka (Ivanović i sar., 2014).  

Jedna od najznaĉajnijih prednosti primene Boks-Benkenovog dizajna je to što ne sadrţi 

kombinacije faktora u kojima su svi istovremeno na maksimalnom ili minimalnom nivou. Dakle, 

izvoĊenjem ogleda dizajniranih prema ovom dizajnu mogu se izbeći ekstremni eksperimentalni 

uslovi za koje su mogući neprihvatljivi rezultati. MeĊutim, bitno je napomenuti da se sve 

pomenute prednosti Boks-Benkenovog plana gube kada se ispituje uticaj više od ĉetiri faktora 

(Ferreira i sar., 2007). 
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3.5.1.3. Generisanje matematičkih modela 

Na osnovu podataka dobijenih iz statistiĉki dizajniranih eksperimenata moguće je generisati 

matematiĉke modele pomoću kojih se opisuje uticaj nezavisnih promenljivih (faktora) na 

odabrane zavisne promenljive (odzive) bioprocesa. MeĊutim, matematiĉki modeli mogu da se 

koriste i za predviĊanje ishoda bioprocesa prilikom variranja vrednosti nezavisnih promenljivih. 

Definisani matematiĉki modeli su polinomskog oblika, a definisanje znaĉajnosti pojedinih 

faktora moguće je odraditi pomoću Studentovog t-testa. Nakon odreĊivanja vrednosti 

koeficijenata u jednaĉini moguće je izraĉunati vrednosti posmatranog odziva. Adekvatnost 

modela tumaĉi se na osnovu koeficijenata determinacije (R
2
), kao mere odstupanja odzivne 

funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata (Jokić, 2010). 

 

3.5.1.4. Prednosti i nedostaci primene postupka odzivne površine 

Kao što je već prethodno navedeno, postupak odzivne površine odlikuje nekoliko prednosti u 

odnosu na ostale metode optimizacije. Glavna prednost primene postupka odzivne površine 

ogleda se u smanjivanju broja eksperimenata uz obezbeĊivanje dovoljnog broja informacija za 

odreĊivanje statistiĉki validnih rezultata. Postupkom odzivne površine moţe se odrediti 

zajedniĉki uticaj više faktora na posmatrani odziv. Navedene prednosti omogućavaju uspešnu 

primenu postupka odzivne površine za rešavanje optimizacionih problema u razliĉitim 

biotehnološkim procesima (Baş i Boyaci, 2007). 

Sa druge strane, najveći nedostatak primene postupka odzivne površine ogleda se u 

nemogućnosti opisivanja dobijenih eksperimentalnih podataka kvadratnim modelom. Ovaj 

problem se prevazilazi variranjem nezavisnih parametara u uţem opsegu ĉime se povećava 

adekvatnost modela, meĊutim, ujedno se smanjuje mogućnost odreĊivanja stacionarne taĉke. Iz 

ovog razloga je u statistiĉkom planiranju eksperimenata veoma vaţno odrediti opseg u kom će se 

ispitivani faktori varirati (Baş i Boyaci, 2007). 

3.5.2. Metoda ţeljene funkcije 

Po završetku modelovanja dobijaju se matematiĉki modeli koji predstavljaju osnovu za 

optimizaciju bioprocesa. Optimizacijom se dolazi do optimalnih vrednosti ispitivanih nezavisnih 

promenljivih u cilju maksimizacije, minimizacije ili odrţavanja vrednosti zavisnih promenljivih 

u ţeljenom opsegu. Za optimizaciju biotehnoloških procesa najĉešće se koristi metoda ţeljene 

funkcije (Desirability Function Approach) (Baş i Boyacı, 2007).  

Metoda ţeljene funkcije predstavlja postupak za optimizaciju biotehnoloških procesa sa dva ili 

više variranih odziva. Primenom metode ţeljene funkcije vrši se konvertovanje individualnih 

odziva u individualne ţeljene funkcije ĉije vrednosti se kreću od nula do jedan. Najniţa vrednost 

individualne ţeljene funkcije predstavlja najlošiju vrednost, dok vrednost jedan predstavlja 

najbolju vrednost posmatranog odziva. Ukupna ţeljena funkcija jednaka je geometrijskoj sredini 

pojedinaĉnih ţeljenih funkcija (Ferreira i sar., 2007). Kako razliĉiti odzivi imaju razliĉit znaĉaj 

za optimizaciju posmatranog bioprocesa svakom od njih se moţe dodeliti prioritet od kojeg će 

zavisiti i optimalne vrednosti variranih parametara. Najmanje znaĉajnom odzivu dodeljuje se 
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vrednost prioriteta jedan (*), a najznaĉajnijem pet (*****). Ukupna ţeljena funkcija ima 

vrednost jedan samo u sluĉaju kada svaka pojedinaĉna ţeljena funkcija ima maksimalnu 

vrednost. Kada makar jedna pojedinaĉna ţeljena funkcija ima najlošiju, odnosno najmanju 

moguću vrednost (nula) tada i ukupna ţeljena funkcija ima tu vrednost što znaĉi da nije moguće 

izvesti optimizaciju (Costa i sar., 2011). 
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4. MATERIJAL I METODE 

4.1. PROIZVODNI SOJEVI 

Za biosintezu ksantana u okviru ovih istraţivanja korišćeno je 14 proizvodnih mikroorganizama, 

i to referentni soj X. campestris ATCC 13951 i 13 izolata roda Xanthomonas koji su svrstani u 

dve grupe. Prvoj grupi izolata pripadaju sojevi roda Xanthomonas izolovani sa inficiranih listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa (Am, KUPUS, KELJ, KARFIOL, Xp 3-1, Xp 7-2, Mn 7-2 i 12-2) 

koji su klasiĉnim mikrobiološkim metodama identifikovani kao sojevi X. campestris, dok drugu 

grupu ĉine sojevi roda Xanthomonas izolovani sa listova paprika sa karakteristiĉnim simptomima 

bakterioze (PAP LIST 1, PAP LIST 2, PAP LIST 3, PAP LIST 4 i PAP LIST 5), a koji su 

primenom savremenih molekularnih metoda identifikovani kao sojevi X. euvesicatoria (Pajĉin i 

sar., 2020). Navedeni sojevi ĉuvaju se na agarizovanom medijumu odgovarajućeg sastava (Yeast 

Malt Agar, YMA
®
, HiMedia, Indija), na temperaturi od 4°C, u zbirci kultura Tehnološkog 

fakulteta Novi Sad, Srbija (referentni soj i sojevi izolovani sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa), kao i u zbirci kultura Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, Srbija (sojevi 

izolovani sa listova paprika).  

U eksperimentima koji su za cilj imali skrining mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva 

Xanthomonas spp. nа razliĉitim mеdiјumimа (poglavlja 5.1. i 5.3) korišćeno je svih 14 sojeva, 

izuzev u okviru poglavlja 5.3.3. gde je korišćeno pet odabranih proizvodnih sojeva  

(ATCC 13951, KUPUS, KARFIOL, PAP LIST 3 i PAP LIST 4). Za dalja ispitivanja (poglavlja 

5.4-5.6) korišćen je proizvodni soj koji je pokazao najbolju produktivnost u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima inicijalnog skrininga (PAP LIST 4).   

 

4.2. SASTAV KULTIVACIONIH MEDIJUMA 

Sastav kultivacionih medijuma od posebnog je znaĉaja za biotehnološku proizvodnju ksantana. 

U zavisnosti od faze proizvodnog postupka koriste se medijumi razliĉitog sastava, usled 

razliĉitih zahteva proizvodnog mikroorganizma u pogledu nutrijenata u razliĉtim fazama 

proizvodnje ksantana. Shodno tome, u okviru ovog ispitivanja korišćene su dve vrste 

kultivacionih medijuma, za pripremu inokuluma i za biosintezu ksantana. 

 

4.2.1. Kultivacioni medijumi za pripremu inokuluma 

U okviru ovih istraţivanja za osveţavanje proizvodnog mikroorganizma korišćen je komercijalni 

medijum YMA
®
 (HiMedia, Indija). 

Umnoţavanje proizvodnog mikroorganizma u svim eksperimentima odvijalo se u dva koraka. U 

prvom koraku umnoţavanja uvek je korišćen komercijalni medijum YMB
®

 (Yeast Malt Broth, 

HiMedia, Indija), dok su u drugom koraku umnoţavanja korišćeni razliĉiti medijumi u razliĉitim 

fazama ispitivanja.  
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Prilikom skrininga mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. nа 

razliĉitim mеdiјumimа (poglavlja 5.1. i 5.3) u drugom koraku umnoţavanja proizvodnog 

mikroorganizma korišćen je komercijalni medijum YMB
®
 (HiMedia, Indija).  

U eksperimentima koji su za cilj imali standardizaciju pripreme inokuluma (poglavlje 5.4) u 

drugom koraku umnoţavanja odabranog proizvodnog soja korišćeni su medijumi sa razliĉitim 

izvorima nutrijenata. Prilikom definisanja optimalnog odnosa glukoze i glicerola u medijumu za 

pripremu inokuluma (poglavlje 5.4.1) korišćeni su medijumi sa razliĉitim odnosima ispitivanih 

izvora ugljenika, odnosno glukoze (D-glukoza p.a., Lach-Ner, Ĉeška), komercijalnog glicerola 

(Glicerol p.a., Lach-Ner, Ĉeška) i sirovog glicerola (tabela 5.13, fabrika biodizela, Srbija), a koji 

su dodati u ukupnoj koncentraciji od 10 g/l (tabela 4.2). Ovi medijumi su sadrţali i 3 g/l 

ekstrakta kvasca, 3 g/l sladnog ekstrakta i 5 g/l peptona.  

U eksperimentima ĉiji je krajnji cilj bio definisanje optimalnog sastava medijuma za pripremu 

inokuluma u pogledu odnosa sastojaka sa azotom (poglavlje 5.4.2) korišćeni su medijumi sa 

razliĉitim odnosima ispitivanih sastojaka, odnosno ekstrakta kvasaca (10,7-12,2%(w/w) azota, 

HiMedia, Indija), sladnog ekstrakta (4,0-5,0%(w/v) proteina, PRENA-M, Srbija) i peptona 

(≥12,0%(w/w) azota, HiMedia, Indija), koji su dodati u ukupnoj koncentraciji od 11 g/l (tabela 

4.3). Medijumi u ovoj fazi istraţivanja sadrţali su i glukozu i sirovi glicerol, koji su dodati u 

prethodno optimizovanom odnosu (40:60), u ukupnoj koncentraciji od10 g/l. 

U eksperimentima ĉiji je krajnji cilj bio definisanje optimalnog poĉetnog sadrţaja sastojaka 

medijuma za pripremu inokuluma, kao i koliĉine dodatog inokuluma (poglavlje 5.4.3) varirani su 

poĉetni sadrţaj glukoze i glicerola dodati u odnosu 40:60 (5-15 g/l), poĉetni sadrţaj sladnog 

ekstrakta (5-15 g/l) i koncentracija inokuluma koja se dodaje u medijum za biosintezu  

(5-15%, v/v). Sastav ispitivanih kultivacionih medijuma definisan je prema odabranom 

eksperimentalnom planu koji je prikazan u tabeli 4.4. Optimizovan sastav medijuma za drugu 

fazu pripreme inokuluma (2 g/l glukoze, 3 g/l sirovog glicerola i 5 g/l sladnog ekstrakta), kao i 

optimizovana koncentracija inokuluma (7,5%, v/v), koja se dodaje u kultivacioni medijum za 

biosintezu ksantana, primenjeni su u daljim istraţivanjima (poglavlja 5.4.4., 5.5. i 5.6). 

Priprema svih kultivacionih medijuma obuhvatala je i korekciju vrednosti pH na 7,0±0,2 pre 

sterilizacije koja je vršena u autoklavu na temperaturi od 121°C i pritisku od 2,1 bar u trajanju od 

20 min. Po završetku sterilizacije u primenjenim uslovima nije zabeleţena promena vrednosti pH 

medijuma veća od 0,2. 

 

4.2.2. Kultivacioni medijumi za biosintezu ksantana 

U prvoj fazi skrininga mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. 

(poglavlje 5.1) korišćeni su polusintetiĉki medijumi sa razliĉitim izvorima ugljenika. Od izvora 

ugljenika ispitivani su glukoza i komercijalni glicerol, a dodati su u koncentraciji od 20,0 g/l. 

Kao izvori azota upotrebljeni su ekstrakt kvasca i (NH4)2SO4 u koncentracijama od 3,0 g/l i  

1,5 g/l, redom. Pored navedenog, medijumi su sadrţali i 0,3 g/l MgSO4·7H2O i 3,0 g/l K2HPO4.  

Prilikom skrininga mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. nа 

mеdiјumu sа sirоvim glicеrоlоm (poglavlje 5.3) korišćen je medijum koji je u svom sastavu 
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sadrţao sirovi glicerol generisan u domaćem pogonu za proizvodnju biodizela iz otpadnog ulja. 

Sirovi glicerol je u medijum za biosintezu dodat u koliĉini koja obezbeĊuje poĉetni sadrţaj 

glicerola od 20,0 g/l. Kao izvori azota korišćeni su ekstrakt kvasca i (NH4)2SO4 u 

koncentracijama od 3,0 g/l i 1,5 g/l, redom. Kao i u prethodno izvedenim eksperimentima, 

medijum je sadrţao i 0,3 g/l MgSO4·7H2O i 3,0 g/l K2HPO4. Isti medijum za biosintezu ksantana 

korišćen je i u ogledima ĉiji je krajnji cilj bio standardizacija pripreme inokuluma (poglavlje 

5.4). 

Eksperimenti koji su za cilj imali formulaciju sаstаvа kultivаciоnоg mеdiјumа sа sirоvim 

glicеrоlоm zа biоsintеzu ksаntаnа (poglavlje 5.5), obuhvatali su ispitivanje uspešnosti biosinteze 

ksantana primenom odabranog proizvodnog soja na medijumima razliĉitog sastava. U 

eksperimentima koji su vršeni radi optimizacije sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu za 

biosintezu ksantana (poglavlje 5.5.1) korišćeni su medijumi ĉiji je sastav definisan prema 

odabranom eksperimentalnom planu (tabela 4.6), a u kojima su varirani poĉetni sadrţaj glicerola 

(10-50 g/l) poreklom iz sirovog glicerola, poĉetni sadrţaj ekstrakta kvasca (0-6 g/l) i poĉetni 

sadrţaj (NH4)2SO4 (0-3 g/l). Pored navedenih komponenti svi ispitivani medijumi sadrţali su i 

0,3 g/l MgSO4·7H2O i 3,0 g/l K2HPO4. 

Prilikom izvoĊenja eksperimenata koji su za krajnji cilj imali definisanje optimalnog sadrţaja 

izvora fosfora u medijumu zа biоsintеzu ksаntаnа (poglavlje 5.5.2) korišćeni su medijumi sa 

razliĉitim poĉetnim sadrţajem K2HPO4 (0,0 g/l, 0,5 g/l, 1,0 g/l, 1,5 g/l, 2,0 g/l, 2,5 g/l i 3,0 g/l). 

U ovoj fazi istraţivanja sirovi glicerol je u sve ispitivane medijume za biosintezu dodat u koliĉini 

koja obezbeĊuje prethodno optimizovani sadrţaj glicerola (16,0 g/l), dok je kao izvor azota 

korišćen ((NH4)2SO4 koji je dodat u, takoĊe, prethodno optimizovanoj koncentraciji (3,0 g/l). 

Za ispitivanje toka biosinteze ksantana primenom odabranog proizvodnog soja u uvеćаnim 

rаzmеrаmа (poglavlje 5.6) korišćen je kultivacioni medijum sa sirovim glicerolom prethodno 

optimizovanog sastava (16,0 g/l glicerola, 3,0 g/l (NH4)2SO4 i 2,5 g/l K2HPO4).  

Prilikom izvoĊenja navedenih eksperimenata vrednost pH svih kultivacionih medijuma za 

biosintezu podešena je na 7,0±0,2 pre sterilizacije koja je vršena u  autoklavu na temperaturi od 

121°C i pritisku od 2,1 bar u trajanju od 20 min. Nakon izvedene sterilizacije u definisanim 

uslovima nije zabeleţena promena vrednosti pH medijuma veća od 0,2. 

 

4.3. PRIPREMA INOKULUMA 

Priprema inokuluma za biosintezu ksantana obuhvatala je osveţavanje i umnoţavanje 

proizvodnog mikroorganizma. Proizvodni mikroorganizam osveţen je na agarizovanom 

medijumu (YMA
®

, HiMedia, Indija), stacionarnom kultivacijom u aerobnim uslovima, na 

temperaturi od 25°C, u toku 48 h. Osveţena kultura umnoţena je postupkom dvostrukog 

pasaţiranja u koliĉini dovoljnoj za inokulaciju medijuma za biosintezu. Druga pasaţa je zasejana 

sa 10%(v/v) inokuluma proizvedenog prvim pasaţiranjem. U zavisnosti od faze istraţivanja 

inkubacija svake pasaţe izvedena je na odgovarajućim medijumima (poglavlje 4.2) u 

erlenmajerima razliĉite zapremine sa odnosom zapremine suda i zapremine medijuma od 3:1, u 

aerobnim uslovima, uz eksterno mešanje (laboratorijska tresilica, 150 o/min), na temperaturi od 

25°C. Vreme inkubacije prilikom izvoĊenja ogleda u okviru poglavlja 5.1, 5.3, 5.4.1, 5.4.2. i 
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5.4.3. iznosilo je po 48 h za obe faze umnoţavanja proizvodnog mikroorganizma. U 

eksperimentima koji su vršeni radi optimizacije vremena pripreme inokuluma (poglavlje 5.4.4), 

varirano je vreme inkubacije obe pasaţe (24-48 h) prema odabranom eksperimentalnom planu 

koji je dat u tabeli 4.5. Optimizovano vreme inkubacije za umnoţavanje proizvodnog 

mikroorganizma u postupku pripreme inokuluma primenjeno je u narednim eksperimentima 

(poglavlja 5.5. i 5.6), a iznosilo je 36 h za prvu, odnosno 48 h za drugu fazu. 

Prilikom izvoĊenja ogleda u okviru poglavlja 5.1, 5.3, 5.5. i 5.6, kvalitet pripremljenog 

inokuluma procenjen je na osnovu promene mutnoće, teĉljivosti i boje medijuma za 

umnoţavanje, dok je u eksperimentima koji su imali za cilj standardizaciju pripreme inokuluma 

(poglavlje 5.4) njegov kvalitet procenjivan indirektno, a na osnovu sadrţaja ksantana u 

medijumu za biosintezu. 

Pripremljeni inokulumi su u medijume za biosintezu dodati u koncentracijama od 10,0%(v/v) 

(poglavlja 5.1,5.3, 5.4.1. i 5.4.2), 5,0-10,0%(v/v) (poglavlje 5.4.3) ili 7,5%(v/v) (poglavlja 5.4.4, 

5.5. i 5.6) raĉunato na njihovu zapreminu. 

 

4.4. USLOVI BIOSINTEZE 

U okviru ovih istraţivanja biosinteza ksantana je izvedena submerznom tehnikom, kultivacijom 

proizvodnih mikroorganizama (poglavlje 4.1) na odgovarajućim medijumima (poglavlje 4.2) pri 

taĉno definisanim uslovima. 

Eksperimenti koji su za cilj imali skrining mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom razliĉitih 

sojeva Xanthomonas spp. nа mеdiјumimа sа razliĉitim izvorima ugljenika (poglavlja 5.1.1. i 

5.1.2) i optimizacioni eksperimenti (poglavlja 5.4. i 5.5) izvedeni su u erlenmajerima ukupne 

zapremine 300 ml (radna zapremina 100 ml) u trajanju od 168 h, a eksperimenti u kojima je 

ispitivan uticaj vremena trajanja kultivacije na uspešnost biosinteze ksantana (poglavlja 5.1.3, 

5.1.4, 5.3.1. i 5.3.2) izvedeni su u istim sudovima, ali u trajanju od 168 h i 240 h. U svim 

ogledima kultivacija se odvijala u aerobnim uslovima, uz eksterno mešanje od 150 o/min  

(KS 4000i control, IKA
®

 Werke, Nemaĉka), na temperaturi od 30°C.  

Eksperimenti koji su izvedeni sa ciljem odabira proizvodnog soja za biosintezu ksantana na 

medijumu sa sirovim glicerolom (poglavlje 5.3.3) izvedeni su u Vulfovim (Woulff) bocama 

ukupne zapremine 2 l (radna zapremina 1,5 l) u trajanju od 168 h, u aerobnim uslovima uz 

odgovarajuću korekciju procesnih parametara. Biosinteza se u prvih 48 h odvijala na temperaturi 

od 25°C, pri protoku vazduha od 1 l/l/min i brzini mešanja od 150 o/min. Vrednosti navedenih 

parametara su nakon 48 h povećane na 30°C, 2 l/l/min i 250 o/min, redom. Aeracija je vršena 

kondicioniranim vazduhom, a temperatura i mešanje su obezbeĊeni postavljanjem sudova na 

laboratorijsku tresilicu u termostatu. 

Tok biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom optimizovanog sastava (poglavlje 

5.6) ispitan je kultivacijom odabranog proizvodnog soja u laboratorijskom bioreaktoru  

(Biostat
®
 Aplus, Sartorius AG, Nemaĉka) ukupne zapremine 3 l (radna zapremina 2 l) i 

laboratorijskom bioreaktoru (CH-8708, Chemap AG, Švajcarska) ukupne zapremine 14 l (radna 

zapremina 11 l). Automatsko merenje (pH, pO2, t) i regulacija procesnih parametara vršeni su 
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tokom ĉitavog trajanja bioprocesa u oba bioreaktora. Interno mešanje medijuma u bioreaktoru 

ukupne zapremine 3 l (slika 4.1) vršeno je pomoću dve paralelno postavljene Ruštonove turbine 

u staklenom sudu bez odbojnika, dok je bioreaktor ukupne zapremine 14 l (slika 4.2) opremljen 

sa dve paralelno postavljene Ruštonove turbine i ĉetiri odbojnika. Aeracija je vršena 

kondicioniranim vazduhom sterilisanim prolaskom kroz filter sa preĉnikom pora od 0,2 μm. 

Biosinteza ksantana je vršena u trajanju od 168 h pri ĉemu se u prvih 48 h izvodila na 

temperaturi od 25°C, pri protoku vazduha od 1 l/l/min i brzini mešanja od 200 o/min. Nakon 

navedenog vremenskog perioda, vrednosti temperature i protoka vazduha su povećane na 30°C i 

2 l/l/min, redom, dok je brzina mešanja korigovana po potrebi, a prema sadrţaju rastvorenog 

kiseonika koji je odrţavan na vrednosti većoj od 30%. 

 

 

Slika 4.1. Laboratorisjki bioreaktor BIOSTAT A-Plus ukupne zapremine 3 l 

 

 

Slika 4.2. Laboratorijski bioreaktor CH-8708 ukupne zapremine 14 l 
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4.5. IZDVAJANJE PROIZVODA 

Po završetku bioprocesa uzorci kultivacionog medijuma su centrifugirani pri 10000 o/min u 

trajanju od 15 min (Rotina 380 R, Hettich, Nemaĉka), a zatim je iz supernatanta kultivacione 

teĉnosti ksantan izdvojen taloţenjem hladnim etanolom (96%, v/v) u prisustvu KCl kao 

elektrolita. Etanol je dodavan u malim porcijama (1 kap/s) uz neprekidno mešanje do postizanja 

sadrţaja etanola u celokupnoj taloţnoj smeši od 60%(v/v). Pre poĉetka taloţenja dodat je 

zasićeni rastvor KCl tako da njegov sadrţaj u smeši po završetku taloţenja iznosi 1%(v/v). 

Tokom taloţenja temperatura smeše odrţavana je na oko 15°C. Po završetku taloţenja ksantana 

vršena je njegova dehidratacija na temperaturi od 4°C u trajanju od 24 h. Ksantan je iz taloţne 

smeše izdvojen centrifugiranjem pri 4000 o/min (Tehtnica LC-321, Slovenija) u trajanju od  

15 min. Talog ksantana sušen je na 60°C do postizanja konstantne mase na osnovu koje je 

odreĊen sadrţaj ksantana u medijumu. 

Vrednost stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan izraĉunata je na osnovu jednaĉine: 

KP/S=
P

S0
 100                                                        (4.1) 

gde je: 

KP/S – stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan (%), 

P – sadrţaj biosintetisanog ksantana (g/l) i 

S0 – poĉetni sadrţaj izvora ugljenika (g/l). 

 

4.6. ANALITIČKI POSTUPCI 

4.6.1. Analiza sirovog glicerola 

Uzorak sirovog glicerola, poreklom iz domaćeg pogona za proizvodnju biodizela iz otpadnog 

ulja, podvrgnut je odreĊivanju vrednosti pH, sadrţaja ukupnih rastvorenih soli, sadrţaja 

glicerola, sadrţaja ukupnog i asimilabilnog azota, sadrţaja suve materije i sadrţaja pepela.  

Vrednost pH sirovog glicerola izmerena je staklenom elektrodom pomoću multiparametarskog 

laboratorijskog analizatora Consort C863 (Consort, Belgija).  

Sadrţaj ukupnih rastvorenih soli (TDS, engl. Total Dissolved Solids) u sirovom glicerolu 

izmeren je konduktometrijskom elektrodom pomoću multiparametarskog laboratorijskog 

analizatora Consort C863 (Consort, Belgija). 

Sadrţaj glicerola u sirovom glicerolu odreĊen je visokopritisnom teĉnom hromatografijom 

(HPLC, engl. High Performance Liquid Chromatography). Pre analiziranja uzorci su propušteni 

kroz 0,22 μm najlonski filter (Agilent Technologies, Nemaĉka). Instrument za HPLC (Thermo 

Scientific Dionex UltiMate 3000 series) opremljen je sa pumpom HPG-3200SD/RS, 

autosamplerom WPS-3000(T)SL (zapremina injektovanog uzorka iznosila je 10 μl), kolonom 

ZORBAX  NH2 (250 mm x 4,6 mm, 5 μm) i detektorom RefractoMax520 (ERC Inc, Japan). 

Kao mobilna faza korišćen je 70%(v/v) acetonitril sa protokom od 1,0 ml/min. Vreme elucije 

iznosilo je 10 min, a temperatura kolone 30°C.  
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Sadrţaj ukupnog azota u sirovom glicerolu odreĊen je metodom po Kjeldalu (Kjeldahl) (Herlich, 

1990), dok je sadrţaj asimilabilnog azota odreĊen volumetrijskom metodom (Zoecklein i sar., 

1999).  

Suva materija sirovog glicerola odreĊena je gravimetrijski, sušenjem na temperaturi od 105°C do 

postizanja konstantne mase (AOAC, 2000).  

Sadrţaj pepela u sirovom glicerolu odreĊen je gravimetrijski, spaljivanjem na temperaturi od 

550°C do postizanja konstantne mase (АОАС, 2000). 

 

4.6.2. Analiza kultivacionog medijuma 

U eksperimentima u okviru ovog istraţivanja, uzorci kultivacionog medijuma su po završetku 

bioprocesa analizirani u pogledu vrednosti pH, sadrţaja ukupnih rastvorenih soli, sadrţaja izvora 

ugljenika, sadrţaja ukupnog i asimilabilnog azota, sadrţaja fosfora, sadrţaja biomase i reoloških 

karakteristika. Prilikom ispitivanja toka biosinteze ksantana u uvećanim razmerama (poglavlje 

5.6) uzorci medijuma su radi potrebnih analiza uzimani u sterilnim uslovima u definisanim 

vremenskim intervalima tokom ĉitavog trajanja bioprocesa.  

U zavisnosti od zahteva analitiĉke metode prikupljeni uzorci su adekvatno obraĊeni pre svakog 

merenja. Razdvajanje teĉne i ĉvrste faze kultivacionog medijuma vršeno je centrifugiranjem na 

10000 o/min u trajanju od 10 min (Rotina 380 R, Hettich, Nemaĉka). 

Uslovi merenja vrednosti pH i sadrţaja ukupnih rastvorenih soli opisani su u poglavlju 4.6.1. 

Sadrţaj izvora ugljenika odreĊivan je u supernatantu kultivacionog medijuma visokopritisnom 

teĉnom hromatografijom. HPLC instrument i uslovi odreĊivanja sadrţaja glicerola opisani su u 

poglavlju 4.6.1, a kada je u pitanju odreĊivanje sadrţaja šećera (glukoza i maltoza) kao mobilna 

faza korišćen je 75%(v/v) acetonitril sa protokom od 1,2 ml/min. Pri ovoj analizi vreme elucije 

bilo je 20 min, a temperatura kolone odrţavana je na 25°C. Na osnovu dobijenih rezultata 

raĉunat je stepen konverzije izvora ugljenika pomoću sledeće jednaĉine: 

KS=
S0-S

S0
 100                                                       (4.2) 

gde su: 

KS – stepen konverzije izvora ugljenika (%), 

S0 – poĉetni sadrţaj izvora ugljenika (g/l) i  

S – rezidualni sadrţaj izvora ugljenika (g/l). 

Sadrţaj ukupnog azota u supernatantu kultivacionog medijuma odreĊivan je pomenutom 

metodom po Kjeldalu (Herlich, 1990). Za raĉunanje stepena konverzije ukupnog azota dobijeni 

rezultati uvršteni su u sledeću jednaĉinu: 

KN=
Nuk0-Nuk

Nuk0
 100                                                    (4.3) 

gde su: 
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KN – stepen konverzije ukupnog azota (%), 

Nuk0 – poĉetni sadrţaj ukupnog azota (mg/l) i  

Nuk – rezidualni sadrţaj ukupnog azota (mg/l). 

Sadrţaj asimilabilnog azota u supernatantu kultivacionog medijuma je, kao i u uzorcima sirovog 

glicerola, odreĊivan volumetrijskom metodom (Zoecklein i sar., 1999). 

Sadrţaj ukupnog fosfora u supernatantu kultivacionog medijuma odreĊivan je 

spektrofotometrijskom metodom (Gales i sar., 1966) sa rastvorom anhidrovanog KH2PO4 kao 

standardom. Dobijeni rezultati korišćeni su za raĉunanje stepena konverzije ukupnog fosfora 

pomoću sledeće jednaĉine: 

KPuk=
Puk0-Puk

Puk0
                                                        (4.4) 

gde su: 

KPuk – stepen konverzije ukupnog fosfora (%), 

Puk0 – poĉetni sadrţaj ukupnog fosfora (mg/l) i  

Puk – rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora (mg/l). 

Sadrţaj biomase odreĊivan je metodom poseva (Vrbaški i Markov, 1992) iz tri razblaţenja (10
6
, 

10
7
 i 10

8
) u tri ponavljanja i izraţen je kao broj ćelija proizvodnog mikroorganizma u 

kultivacionom medijumu. 

Rеоlоškе kаrаktеristikе uzоrаkа kultivacionog medijuma оdrеĊеnе su nа оsnоvu rеzultаtа 

mеrеnjа pomoću rоtаciоnog viskоzimеtra ''Reotest 2 RV-2'' (Medingen GmbH, Nemaĉka) sа 

kоаksiјаlnim cilindriĉnim mеrnim pribоrоm оznаkе N (Dоdić i Grаhоvаc, 2013). Nа оsnоvu 

оĉitаnih vrеdnоsti оtklоnа kаzаlјkе zа rаzliĉitе brzinе smicаnjа izrаĉunаtе su vrеdnоsti nаpоnа 

smicаnjа primenom slеdеćе јеdnаĉinе: 

τ=0,1 z α                                       (4.5) 

gdе su: 

τ – nаpоn smicаnjа (Pa), 

z – kоnstаntа (3,08 dyn/cm
2
·Skt) i 

α – оtklоn kаzаlјkе (Skt). 

U cilju utvrĊivanja psеudоplаstiĉnоg pоnаšаnja аnаlizirаnih uzоrаkа i оdrеĊivanja rеоlоških 

pаrаmеtara, fаktоra kоnzistеnciје i indеksa tоkа, izrаĉunаtе vrеdnоsti nаpоnа smicаnjа fitоvаnе 

su stеpеnim zаkоnоm: 

τ=K Dn                                                              (4.6) 

gdе su: 

τ – nаpоn smicаnjа (Pa), 

K – fаktоr kоnzistеnciје (Pa·s
n
), 

D – brzinа smicаnjа (1/s) i 

n – indеks tоkа (1). 
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Fitоvаnjе pоdаtаkа odraĊeno је pomoću prоgrаmа Microsoft
®
 Excel 2010 (MS Office, Microsoft 

Corporation, SAD), а pоklаpаnjе аnаlizirаnih rеzultаtа sа nаvеdеnоm funkciоnаlnоm zаvisnоšću 

prоcеnjеnо је nа оsnоvu vrеdnоsti kоеficiјеntа dеtеrminаciје (R
2
), koji je u svim izvedenim 

eksperimentima u okviru ove doktorske disertacije bio iznad 0,90.  

Prividni viskоzitеt kultivacionog medijuma izrаĉunаt је nа оsnоvu vrеdnоsti rеоlоških 

pаrаmеtаrа primеnоm izrаzа: 

 
a
=K D(n-1) 1000                                                 (4.7) 

gdе su: 

ηa – prividni viskоzitеt (mPa·s), 

K – fаktоr kоnzistеnciје (Pa·s
n
), 

D – brzinа smicаnjа (100 1/ѕ) i 

n – indеks tоkа (1). 

 

4.6.3. Analiza biosintetisanog ksantana 

Srednja vrednost molekulskih masa ksantana odreĊena je merenjem vremena isticanja rastvora 

ksantana razliĉite koncentracije u 0,1М NaCl upotrebom Ubelodovog (Ubbelohde) kapilarnog 

viskozimetra. Merenje je vršeno u termostatiranom kupatilu pri temperaturi od 25°C. Na osnovu 

rezultata dobijenih obradom u programu Microsoft
®
 Excel 2010 (MS Office, Microsoft 

Corporation, SAD) odreĊena je vrednost unutrašnjeg viskoziteta koja je korišćena za raĉunanje 

vrednosti srednje molekulske mase izdvojenog biopolimera primenom Mark-Hauvinkove  

(Mark-Houwink) jednaĉine (Milas i sar., 1985) ĉije se konstante odreĊuju u skladu sa oblikom 

makromolekula, prirodom rastvaraĉa i temperaturom merenja. Za raĉunanje molekulske mase 

ksantana u ovim istraţivanjima korišćena je sledeća relacija: 

[ ]=1,7 10-7
 MW

1,14                                                (4.8) 

gde su: 

[η] – unutrašnji viskozitet (l/g), 

MW – srednja molekulska masa ksantana (g/mol). 

Rеоlоškе kаrаktеristikе 1%(w/v) rastvora ksantana u 0,1 M NaCl  оdrеĊеnе su nа оsnоvu 

rеzultаtа mеrеnjа pomoću rоtаciоnog viskоzimеtra ''Reotest 2 RV-2'' (Medingen GmbH, 

Nemaĉka) sа kоаksiјаlnim cilindriĉnim mеrnim pribоrоm оznаkе N (Dоdić i Grаhоvаc, 2013), a 

prema postupku opisanom u poglavlju 4.6.2. 

 

4.7. STATISTIČKA ANALIZA 

Ogledi koji su za cilj imali skrining mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva 

Xanthomonas spp. nа razliĉitim mеdiјumimа (poglavlja 5.1. i 5.3), kao i ogledi u okviru 

opimizacije kultivаciоnоg mеdiјumа sа sirоvim glicеrоlоm zа biоsintеzu ksаntаnа (poglavlje 
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5.5.2) izvedeni su u tri ponavljanja pri identiĉnim uslovima, a dobijeni rezultati predstavljeni su 

u obliku srednjih vrednosti sa standardnim odstupanjem. Svi podaci u okviru istraţivanja iz 

navedenih poglavlja obraĊeni su statistiĉki primenom odgovarajućih testova. U zavisnosti od 

broja ispitivanih faktora, izvršena je jednofaktorijalna analiza varijanse (One-Way ANOVA) ili 

dvofaktorijalna analiza varijanse (Two-Way ANOVA) eksperimentalno dobijenih podataka, kao i 

post-hoc testiranje primenom Dankanovog testa višestrukih poreĊenja (Duncan’s multiple range 

test). Naime, Dankanovim testom su utvrĊene homogene grupe i znaĉajnost razlika izmeĊu 

srednjih vrednosti grupa u okviru svakog od analiziranih parametara. ObraĊeni podaci su 

prikazani i grafiĉki pravougaonim dijagramima (Box & Whisker Plots) u cilju vizuelnog 

poreĊenja varijacija prisutnih unutar i izmeĊu grupa. Statistiĉka analiza svim primenjenim 

testovima vršena je pri nivou znaĉajnosti od 0,05. Srednje vrednosti i standardne devijacije 

ispitivanih parametara izraĉunate su primenom programa Microsoft
®
 Excel 2010 (MS Office, 

Microsoft Corporation, SAD). Statistiĉka obrada podataka i izrada pravougaoih dijagrama 

izvršeni su primenom softverskog paketa Statistica v13.2 (Dell Inc., SAD). 

 

4.8. MODELOVANJE I OPTIMIZACIJA 

U okviru ove doktorske disertacije u razliĉitim fazama istraţivanja korišćeni su razliĉiti 

eksperimentalni planovi (tabela 4.1) za dizajniranje i izvoĊenje optimizacionih ogleda. Rezultati 

statistiĉki dizajniranih eksperimenata fitovani su odgovarajućim polinomskim zavisnostima kako 

bi se generisali matematiĉki modeli koji opisuju uticaj ispitivanih faktora na posmatrane odzive i 

na osnovu kojih su definisane optimalne vrednosti faktora. 

 

Tabela 4.1. Prikaz eksperimentalnih planova po fazama istraţivanja 

Faze istraţivanja Ogledi Eksperimentalni planovi 

Standardizacija pripreme inokuluma za 

biosintezu ksantana na medijumu sa 

sirovim glicerolom (poglavlje 5.4) 

Definisanje odnosa glukoze i glicerola 

u medijumu za pripremu inokuluma 

(poglavlje 5.4.1) 
Dizajn smeše 

Definisanje odnosa sastojaka sa azotom 

u medijumu za pripremu inokuluma 

(poglavlje 5.4.2) 
Dizajn smeše 

Definisanje sadrţaja sastojaka 

medijuma za pripremu inokuluma i 

koncentracije inokuluma u medijumu 

za biosintezu (poglavlje 5.4.3) 

Boks-Benkenov plan 

eksperimenta 

Definisanje vremena trajanja pripreme 

inokuluma (poglavlje 5.4.4) Faktorijalni dizajn 

Fоrmulаciја sаstаvа mеdiјumа sа sirоvim 

glicеrоlоm zа biоsintеzu ksаntаnа 

(poglavlje 5.5) 

Definisanje sadrţaja glicerola i izvora 

azota u medijumu za biosintezu 

ksantana (poglavlje 5.5.1) 

Boks-Benkenov plan 

eksperimenta 

 

Uspešnost fitovanja eksperimentalnih rezultata primenjenom jednaĉinom procenjena je na 

osnovu vrednosti koeficijenta determinacije (R
2
), dok je znaĉajnost modela utvrĊena pomoću 

 F-vrednosti i p-vrednosti. Pored navedenog, matematiĉki modeli prikazani su i grafiĉki, 
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konturnim dijagramima (poglavlja 5.4.3. i 5.4.4), ili trodimenzionalnim odzivnim površinama 

(poglavlja 5.4.3, 5.4.4. i 5.5.1). Znaĉajnost uticaja pojedinaĉnih faktora, kao i njihovih 

interakcija procenjena je preko p-vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednaĉini, dok 

je intenzitet njihovog uticaja odreĊen poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto dijagramima. 

Prilikom crtanja Pareto dijagrama efekti svih parametara, kao i njihovih interakcija su 

standardizovani, odnosno podeljeni sa standardnom greškom, a redosled prikaza odgovara 

veliĉini njihovog uticaja. Vertikalna linija na grafiku ukazuje na statistiĉku znaĉajnost 

koeficijenata pri nivou znaĉajnosti od 95 %. To znaĉi da je efekat znaĉajan ukoliko je t-vrednost 

veća od t-vrednosti definisane za p=0,05 u datom eksperimentalnom planu. 

Statistiĉka obrada eksperimentalnih podataka (analiza varijanse, ANOVA), generisanje 

matematiĉkih modela, kao i crtanje odzivnih površina i Pareto dijagrama uraĊeni su primenom 

softverskog paketa Statistica v13.2 (Dell Inc., SAD). Za optimizaciju vrednosti ispitivanih 

faktora primenjena je metoda ţeljene funkcije, koja je zajedno sa crtanjem konturnih dijagrama 

odraĊena u softverskom paketu Design-Expert
®
 8.1. (Stat-Ease, Inc., SAD). 

Za definisanje optimalnog odnosa glukoze i glicerola (poglavlje 5.4.1) i sastojaka sa azotom 

(poglavlje 5.4.2) u medijumu za pripremu inokuluma kao eksperimentalni plan korišćen je dizajn 

smeše (Simplex-Centroid Mixture Design) za tri faktora sa ponavljanjem tri kombinacije ogleda. 

U cilju supstitucije dela glukoze glicerolom namešavani su glukoza (X1, 0-100%), komercijalni 

glicerol (X2, 0-100%) i sirovi glicerol (X3, 0-100%) tako da ukupna poĉetna koncentracija ovih 

izvora ugljenika u svim ogledima iznosi 10 g/l. Kao sastojci sa azotom u razliĉitim udelima 

dodavani su ekstrakt kvasca (X1, 0-100%), sladni ekstrakt (X2, 0-100%) i pepton (X3, 0-100%) 

pri ĉemu je njihova ukupma poĉetna koncentracija u svim ogledima iznosila 11 g/l. U tabelama 

4.2. i 4.3. prikazane su kodirane vrednosti i vrednosti navedenih nutrijenta variranih u skladu sa 

primenjenim eksperimentalnim planom. 

 

Tabela 4.2. Dizajn smeše i varirane vrednosti sadrţaja glukoze i glicerola u medijumu za 

pripremu inokuluma 

Redni broj 

ogleda 

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti 

X1 

(%) 

X2 

(%) 

X3 

(%) 

Glukoza 

(g/l) 

Komercijalni glicerol 

(g/l) 

Sirovi glicerol 

(g/l) 

1 100,00 0 0 10,00 0 0 

2 0 100,00 0 0 10,00 0 

3 0 0 100,00 0 0 10,00 

4 50,00 50,00 0 5,00 5,00 0 

5 50,00 0 50,00 5,00 0 5,00 

6 0 50,00 50,00 0 5,00 5,00 

7 33,33 33,33 33,33 5,00 5,00 5,00 

8 66,67 16,67 16,67 6,67 1,67 1,67 

9 16,67 66,67 16,67 1,67 6,67 1,67 

10 16,67 16,67 66,67 1,67 1,67 6,67 

11 100,00 0 0 10,00 0 0 

12 0 100,00 0 0 10,00 0 

13 0 0 100,00 0 0 10,00 
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Tabela 4.3. Dizajn smeše i varirane vrednosti sadrţaja sastojaka sa azotom u medijumu za 

pripremu inokuluma 

Redni broj ogleda 

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti 

X1 

 (%) 

X2 

 (%) 

X3 

 (%) 

Ekstrakt kvasca 

 (g/l) 

Sladni ekstrakt  

(g/l) 

Pepton  

(g/l) 

1 100,00 0 0 11,0 0 0 

2 0 100,00 0 0 11,0 0 

3 0 0 100,00 0 0 11,0 

4 50,00 50,00 0 5,5 5,5 0 

5 50,00 0 50,00 5,5 0 5,5 

6 0 50,00 50,00 0 5,5 5,5 

7 33,33 33,33 33,33 3,7 3,7 3,7 

8 66,67 16,67 16,67 7,3 1,8 1,8 

9 16,67 66,67 16,67 1,8 7,3 1,8 

10 16,67 16,67 66,67 1,8 1,8 7,3 

11 100,00 0 0 11,0 0 0 

12 0 100,00 0 0 11,0 0 

13 0 0 100,00 0 0 11,0 

 

Za definisanje optimalnog odnosa glukoze i glicerola (poglavlje 5.4.1) i sastojaka sa azotom 

(poglavlje 5.4.2) u medijumu za pripremu inokuluma kao odziv je odabran sadrţaj ksantana u 

medijumu za biosintezu (Y, g/l). Rezultati eksperimentalnih odreĊivanja fitovani su kvadratnom 

jednaĉinom sledećeg oblika: 

Y=b1 X+b2 X2+b3 X3+b12 X1 X2+b13 X1 X3+b23 X2 X3       (4.9) 

gde su: 

Y - modelovani odziv, 

X1, X2 i X3 - ispitivani faktori, 

b1, b2 i b3 - linearni koeficijenti i 

b12, b23 i b13 - koeficijenti interakcije regresione jednaĉine. 

Sa ciljem definisanja sadrţaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije 

inokuluma koji se dodaje u medijum za biosintezu (poglavlje 5.4.3) korišćen je Boks-Benkenov 

eksperimentalni plan sa tri faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj taĉki. Kao faktori 

ispitivani su poĉetni sadrţaj glukoze i glicerola (dodati u odnosu 40:60) u medijumu za pripremu 

inokuluma (X1, 5-15 g/l), poĉetni sadrţaj sladnog ekstrakta u medijumu za pripremu inokuluma 

(X2, 5-15 g/l) i koncentracija inokuluma dodatog u medijum za biosintezu (X3, 5-15%). U tabeli 

4.4. prikazane su kodirane vrednosti i vrednosti navedenih parametara varirane u skladu sa 

primenjenim eksperimentalnim planom. 
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Tabela 4.4. Boks–Benkenov eksperimentalni plan i varirane vrednosti sadrţaja sastojaka 

medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu 

Redni broj ogleda 

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti 

X1 X2 X3 
Glu:Gly 

(g/l) 

Sladni ekstrakt 

(g/l) 

Inokulum 

(%, v/v) 

1 -1 -1 0 5 5 10 

2 1 -1 0 15 5 10 

3 -1 1 0 5 15 10 

4 1 1 0 15 15 10 

5 -1 0 -1 5 10 5 

6 1 0 -1 15 10 5 

7 -1 0 1 5 10 15 

8 1 0 1 15 10 15 

9 0 -1 -1 10 5 5 

10 0 1 -1 10 15 5 

11 0 -1 1 10 5 15 

12 0 1 1 10 15 15 

13 0 0 0 10 10 10 

14 0 0 0 10 10 10 

15 0 0 0 10 10 10 

        Glu:Gly – glukoza i glicerol dodati u odnosu 40:60 

 

Za definisanje sadrţaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u 

medijumu za biosintezu (poglavlje 5.4.3) kao odziv analiziran je sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu (Y, g/l). Rezultati eksperimentalnih odreĊivanja fitovani su kvadratnim polinomom: 

Y=b0+b1X1+b2X2+b3X3+b11X1
2+b22X2

2+b33X3
2+ 

                                                b12X1X2+b13X1X3+ b23X2X3                                       (4.10) 

gde su: 

Y - modelovani odziv, 

X1-3 - ispitivani faktori, 

b0 - odseĉak, 

b1, b2, b3 - linearni koeficijenti, 

b11, b22, b33 - kvadratni koeficijenti i  

b12, b13, b23 - koeficijenti interakcije regresione jednaĉine. 

Eksperimenti koji su za cilj imali definisanje vremena trajanja pripreme inokuluma (poglavlje 

5.4.4) izvedeni su u skladu sa faktorijalnim dizajnom (3-Level Factorial Design) za dva faktora 

na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj taĉki. Od faktora ispitivani su vreme trajanja prve faze 

pripreme inokuluma (X1, 24-48 h) i vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma (X2, 24-48 h). 

U tabeli 4.5. prikazane su kodirane vrednosti i vrednosti navedenih parametara varirane u skladu 

sa primenjenim eksperimentalnim planom. 

Tabela 4.5. Faktorijalni dizajn i varirane vrednosti vremena trajanja pripreme inokuluma  
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Redni broj 

ogleda 

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti 

X1 X2 
tI 

(h) 

tII 

(h) 

1 -1 -1 24 24 

2 -1 0 24 36 

3 -1 1 24 48 

4 0 -1 36 24 

5 0 0 36 36 

6 0 1 36 48 

7 1 -1 48 24 

8 1 0 48 36 

9 1 1 48 48 

10 0 0 36 36 

11 0 0 36 36 

     tI-vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma; tII-vreme trajanja 

      druge faze pripreme inokuluma.  

 

Za definisanje vremena trajanja pripreme inokuluma (poglavlje 5.4.4) kao odziv posmatran je 

sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu (Y, g/l). Rezultati eksperimentalnih odreĊivanja 

fitovani su kvadratnim polinomom: 

Y = b0 + b1X1 + b2X2 +  b11X1
2 + b22X2

2 +  b12X1X2                          (4.11) 

gde su: 

Y – modelovani odziv, 

X1, X2 – ispitivani faktori, 

b0 – odseĉak, 

b1, b2 – linearni koeficijenti, 

b11, b22 – kvadratni koeficijenti i 

b12 – koeficijent interakcije regresione jednaĉine. 

 

Prilikom definisanja sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana 

(poglavlje 5.5.1) korišćen je Boks–Benkenov eksperimentalni plan sa tri faktora na tri nivoa i tri 

ponavljanja u centralnoj taĉki. Kao faktori ispitivani su poĉetni sadrţaj glicerola poreklom iz 

sirovog glicerola (X1, 10-50 g/l), poĉetni sadrţaj ekstrakta kvasca (X2, 0-6 g/l) i poĉetni sadrţaj 

(NH4)2SO4 (X3, 0-3 g/l) u medijumu za biosintezu ksantana. U tabeli 4.6. prikazane su kodirane 

vrednosti i vrednosti navedenih parametara varirane u skladu sa primenjenim eksperimentalnim 

planom. 
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Tabela 4.6. Boks–Benkenov eksperimentalni plan i varirane vrednosti sadrţaja nutrijenata u 

medijumu za biosintezu 

Redni broj ogleda 

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti 

X1 X2 X3 
Glicerol 

(g/l) 

Ekstrakt kvasca 

(g/l) 

(NH4)2SO4 

(g/l) 

1 -1 -1 0 10 0 1,5 

2 1 -1 0 50 0 1,5 

3 -1 1 0 10 6 1,5 

4 1 1 0 50 6 1,5 

5 -1 0 -1 10 3 0 

6 1 0 -1 50 3 0 

7 -1 0 1 10 3 3,0 

8 1 0 1 50 3 3,0 

9 0 -1 -1 30 0 0 

10 0 1 -1 30 6 0 

11 0 -1 1 30 0 3,0 

12 0 1 1 30 6 3,0 

13 0 0 0 30 3 1,5 

14 0 0 0 30 3 1,5 

15 0 0 0 30 3 1,5 

 

Kako bi se definisao sadrţaj glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana 

(poglavlje 5.5.1) analizirano je nekoliko odziva, i to sadrţaj biosintetisanog ksantana (Y1, g/l), 

molekulska masa ksantana (Y2, 10
5
 g/mol), rezidualni sadrţaj glicerola (Y3, g/l) i rezidualni 

sadrţaj ukupnog azota (Y4, mg/l). Rezultati eksperimentalnih odreĊivanja fitovani su kvadratnim 

polinomom (jednaĉina 4.10). 
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5. REZULTATI I DISKUSIJA 

U prvom delu ovog poglavlja predstavljeni su rezultati skrininga mogućnosti biosinteze ksantana 

primenom razliĉitih sojeva roda Xanthomonas nа pоlusintеtiĉkim mеdiјumimа sа glukоzоm i 

kоmеrciјаlnim glicеrоlоm kao izvorima ugljenika. Drugi deo sadrţi podatke o karakterizaciji 

sirovog glicerola, koji je generisan u domaćem pogonu za proizvodnju biodizela, a koji je 

korišćen u narednim fazama istraţivanja. U trećem delu poglavlja dati su rezultati skrininga 

mogućnosti biosinteze ksantana primenom razliĉitih sojeva roda Xanthomonas nа medijumu sa 

prethodno okarakterisanim sirovim glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. U ĉetvrtom delu 

poglavlja prikazani su rezultati standardizacije pripreme inokuluma za biosintezu ksantana 

prethodno odabranim proizvodnim sojem na medijumu sa sirovim glicerolom. U petom delu 

predstavljeni su rezultati ogleda izvedenih sa ciljem formulacije sаstаvа kultivаciоnоg mеdiјumа 

sа sirоvim glicеrоlоm zа biоsintеzu ksаntаnа primenom odabranog proizvodnog soja. Šesti deo 

poglavlja sadrţi rezultate ispitivanja toka biosinteze ksantana u uvećanim ramerama delovanjem 

odabranog prоizvоdnog sојa nа mеdiјumu sa sirovim glicerolom оptimizоvаne formulacije.  

 

5.1. SKRINING MОGUĆNОSTI BIОSINTЕZЕ KSАNTАNА PRIMENOM 

SOJEVA Xanthomonas spp. NА MЕDIЈUMIMА SА RAZLIČITIM 

IZVORIMA UGLJENIKA 

Prva faza istraţivanja iz okvira ove doktorske disertacije, koja je za cilj imala skrining 

mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. nа pоlusintеtiĉkim 

mеdiјumimа sа razliĉitim izvorima ugljenika, izvedena je u nekoliko koraka, a dobijeni rezultati 

su podeljeni i prikazani u ĉetiri dela. U prvom delu predstavljeni su rezultati ispitivanja uticaja 

selekcije proizvodnog soja i izvora ugljenika na koliĉinu produkovanog ksantana (Zahović i sar., 

2021a). Drugi deo sadrţi rezultate ispitivanja uticaja selekcije proizvodnog soja i izvora 

ugljenika na kvalitet izdvojenog biopolimera (Zahović i sar., 2021a). U trećem delu su dati 

rezultati ispitivanja selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na koliĉinu ksantana 

produkovanog na kultivacionom medijumu sa komercijalnim glicerolom (Zahović i sar., 2021b), 

dok su u ĉetvrtom delu dati rezultati ispitivanja selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije 

na kvalitet ksantana produkovanog na medijumu sa komercijalnim glicerolom (Zahović i sar., 

2021b).  

 

5.1.1. Uticaj selekcije proizvodnog soja i izvora ugljenika na količinu ksantana 

Glukоzа i sаhаrоzа su nајĉеšćе kоrišćеni izvоri uglјеnikа u mеdiјumimа zа biоsintеzu ksantana 

(Niknezhad i sar., 2015). MеĊutim, pоrаst cеnе i svе vеćа pоtrаţnjа zа ovim šеćеrimа i 

sirovinama koje sadrţe ove šećere ukаzuјu nа pоtrеbu pronalaska drugih izvora ugljenika. Ono 

što ograniĉava primenu novih i do sada slabo eksploatisanih neugljenohidratnih supstrata u 

biotehnološkoj proizvodnji ksantana jeste oteţana sposobnost referentnog soja da metaboliše 

neke od njih, što zahteva upotrebu adekvatne proizvodne kulture (Roseiro i sar., 1992). Na 

osnovu navedene ĉinjenice jasno je da je za svaku nestandardnu sirovinu potrebno pronaći 
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adekvatan proizvodni soj koji na medijumu ţeljene formulacije produkuje ksantan 

odgovarajućeg kvaliteta u što većoj koliĉini.  

U skladu sa definisanim ciljem, prva faza istraţivanja obuhvatala je skrining mogućnosti 

biosinteze ksantana na medijumu sa odabranim izvorom ugljenika i poreĊenje uspešnosti ovako 

izvedenih bioprocesa sa bioprocesima u kojima su isti proizvodni sojevi kultivisani na 

uobiĉajeno primenjivanom polusintetiĉkom medijumu. Stoga su u ovom koraku korišćeni 

glukoza i komercijalni glicerol kao pojedinaĉni izvori ugljenika u medijumima za biosintezu 

ksantana. Sa ciljem odabira proizvodnog mikroorganizma, koji poseduje sposobnost biosinteze 

ksantana na medijumu sa glicerolom, kultivisano je ukupno 14 sojeva roda Xanthomonas, i to 

referentni soj X. campestris ATCC 13951 i 13 lokalnih izolata Xanthomonas spp. (poglavlje 4.1). 

Kultivacioni medijumi korišćeni u ovoj fazi istraţivanja opisani su u poglavlju 4.2, dok su 

priprema inokuluma i uslovi biosinteze dati u poglavljima 4.3. i 4.4. ovog rada. Po završetku 

kultivacije ispitivanih sojeva izvršena je analiza medijuma kako bi se potvrdila mogućnost 

biosinteze ksantana i procenila uspešnost izvoĊenja bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima. U cilju utvrĊivanja da li je došlo do produkcije ksantana vršena su reološka merenja 

(poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspešnosti bioprocesa u ovoj fazi istraţivanja odreĊivan je 

sadrţaj biosintetisanog ksantana na osnovu ĉije vrednosti je izraĉunat i stepen konverzije izvora 

ugljenika u proizvod (poglavlje 4.5). Dobijeni medijumi analizirani su i u pogledu vrednosti pH i 

sadrţaja TDS (poglavlje 4.6.2). 

Reološka svojstva medijuma za biosintezu sa razliĉitim izvorima ugljenika, dobijenih po 

završetku kultivacije ispitivanih sojeva roda Xanthomonas u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima, prikazana su u tabeli 5.1. 

 

Tabela 5.1. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa razliĉitim izvorima ugljenika po 

završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. 

 
Medijum sa  

glukozom 

Medijum sa  

komercijalnim glicerolom 

Xanthomonas sojevi 
K 

(Pa·s
n
) 

n  

(1) 

ηa 

 (mPa·s) 

K 

(Pa·s
n
) 

n  

(1) 

ηa 

 (mPa·s) 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

ATCC13951 0,3666 0,4761 32,84±0,05 0,4093 0,4457 31,85±0,15 

Am 0,3954 0,4565 32,31±0,86 0,0560 0,6512 7,46±3,03 

KARFIOL 0,2294 0,5245 26,01±13,26 0,0573 0,6568 8,19±3,07 

KUPUS 0,4127 0,4257 29,24±0,43 0,2398 0,5233 24,94±4,67 

KELJ 0,3499 0,4610 29,08±0,94 0,0627 0,6047 6,73±3,62 

Xp 3-1 0,3054 0,4702 27,16±0,83 0,0645 0,4702 4,23±3,38 

Xp 7-2 0,252 0,5024 25,32±1,40 0,0560 0,5570 4,97±2,14 

Mn 7-2 0,2971 0,4706 25,58±1,97 0,0817 0,5430 6,24±3,42 

12-2 0,2465 0,4706 21,49±3,02 0,0628 0,6378 7,71±3,84 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 0,1512 0,4708 11,96±2,91 0,4391 0,4285 31,38±3,10 

PAP LIST 2 0,1398 0,4908 11,72±3,24 0,2408 0,5045 24,29±2,34 

PAP LIST 3 0,0966 0,5234 10,34±2,86 0,4474 0,4358 32,89±4,38 

PAP LIST 4 0,0994 0,5125 9,98±1,39 0,4637 0,4354 34,43±1,25 

PAP LIST 5 0,0727 0,5658 9,84±1,08 0,4119 0,4586 30,50±7,48 

K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

 

Kultivacione teĉnosti i rastvori ksantana su nenjutnovski fluidi koji pokazuju pseudoplastiĉni tip 

proticanja (García-Ochoa i sar., 2000). Pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе proizvodnih medijuma sa 

razliĉitim izvorima ugljenika, dobijenih po završetku kultivacije ispitivanih proizvodnih sojeva, 
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pоtvrĊеnе su vrеdnоstimа indеksа toka (n) dаtih u tаbеli 5.1. Indеks toka prеdstаvlја nivо 

оdstupаnjа ponašanja оd Njutnovskog. Zа Njutnovski fluid indеks toka је јеdnаk jedinici, vеći je 

оd jedan zа dilatantne, a mаnji оd jedan zа psеudоplаstiĉne fluide (Björn i sar., 2012). Vrеdnоsti 

indеksа toka medijuma аnаlizirаnih u оvоm istrаţivаnju kretale su se u intеrvаlu оd 0,4257 do 

0,5245 i od 0,4457 do 0,6568 prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa kada su kao izvori ugljenika dodati glukoza i komercijalni glicerol, redom. Dobijeni 

rezultati su u saglasnosti sa prethodno dobijenim rezultatima gde su vrednosti indeksa toka 

medijuma za biosintezu sa glukozom i komercijalnim glicerolom (20 g/l) po završetku 

kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa bile u 

opsegu od 0,4070 do 0,6884 i od 0,4338 do 0,5246, redom (Bajić i sar., 2015b). Kod izolata sa 

listova paprika ove vrednosti nisu bile mnogo drugaĉije prilikom kultivacije na medijumu sa 

glukozom i kretale su se u intеrvаlu оd 0,4708 do 0,5658, dok su se prilikom kultivacije na 

medijumu sa komercijalnim glicerolom vrednosti ovog reološkog parametra kretale od 0,4285 do 

0,5045 (tabela 5.1). Faktor konzistencije je reološki parametar koji je direktno proporcionalan 

viskozitetu. Vrednosti faktora konzistencije proizvodnih medijuma sa glukozom i komercijalnim 

glicerolom po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa bile su u opsegu od 0,2465 Pa·s
n
 do 0,4127 Pa·s

n
 i od 0,0560 Pa·s

n
 do 0,4093 Pa·s

n
, 

redom (tabela 5.1). Po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova paprika na 

medijumima sa glukozom i komercijalnim glicerolom dobijeni su medijumi ĉiji faktor 

konzistencije je bio u opsegu od 0,0727 Pa·s
n
 do 0,1512 Pa·s

n
 i od 0,2408 Pa·s

n
 do 0,4637 Pa·s

n
, 

redom (tabela 5.1). Uzimајući u оbzir dа viskozitet rastvora ksantana zavisi od koncentracije 

biopolimera, njegove molekulske mase, duţine i sastava lanaca makromolekula, kao i stepena 

njihove umreţenosti (García-Ochoa i sar., 2000), rаzliĉitе vrеdnоsti faktora konzistencije 

prikаzаnе u tаbеli 5.1. ukazuju na rаzliku u kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа biosintetisanog u 

primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа primenom ispitivanih sojeva roda Xanthomonas na 

medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika. Na osnovu prethodno pomenutih vrednosti indeksa 

toka i faktora konzistencije izraĉunati su prividni viskoziteti medijuma sa razliĉitim izvorima 

ugljenika dobijenih po završetku kultivacije ispitivanih izolata roda Xanthomonas.  

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.1, a ukazuju na to da su se vrednosti prividnog 

viskoziteta medijuma za biosintezu sa glukozom nakon kultivacije izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa kretale od 21,49±3,02 mPa·s do 32,84±0,05 mPa·s, dok su se vrednosti 

prividnog viskoziteta medijuma sa komercijalnim glicerolom nakon kultivacije istih sojeva 

kretale od 4,23±3,38 mPa·s do 31,85±0,15 mPa·s. MeĊutim, evidentno je da su samo prilikom 

kultivacije referentnog soja i soja oznaĉenog kao KUPUS ostvarene veće vrednosti prividnog 

viskoziteta za medijum sa komercijalnim glicerolom, a ove vrednosti iznose 31,85±0,15 mPa·s i 

24,94±4,67 mPa·s, redom. Za medijume analizirane po završetku kultivacije ostalih sojeva iz 

ove grupe izolata izraĉunate su dosta manje vrednosti prividnog viskoziteta od prethodno 

diskutovanih. Dobijeni rezultati sugerišu da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa na proizvodnom medijumu sa glukozom dobija medijum većeg viskoziteta 

u poreĊenju sa kultivacijom istih sojeva na medijumu sa komercijalnim glicerolom. Uzimajući u 

obzir rezultate istraţivanja Zhong-a i saradnika iz 2013. godine, gde je utvrĊeno da prilikom 

porasta koncentracije ksantana u rastvoru dolazi do porasta viskoziteta tog rastvora, moţe se 

pretpostaviti da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na 

medijumu za biosintezu sa glukozom dobija veća koliĉina ksantana u poreĊenju sa kultivacijom 
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istih sojeva na medijumu sa komercijalnim glicerolom. Svakako, ne bi trebalo iskljuĉiti ni uticaj 

kvaliteta makromolekula ksantana na viskozitet njegovih rastvora. 

Prilikom biosinteze ksantana primenom izolata sa listova paprika na istim medijuma dolazi do 

suprotnog ponašanja. Vrednosti prividnog viskoziteta proizvodnih medijuma sa glukozom nakon 

biosinteze ksantana primenom izolata sa listova paprika kretale su se od 9,84±1,08 mPa·s do  

11,96±2,91 mPa·s, dok su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma sa komercijalnim 

glicerolom po završetku kultivacije istih izolata kretale od 24,29±2,34 mPa·s pa sve do 

34,43±1,25 mPa·s. Iz navedenih rezultata moţe se primetiti da je veći viskozitet medijuma 

dobijen nakon biosinteze ksantana na medijumu sa komercijalnim glicerolom primenom ove 

grupe izolata roda Xanthomonas. Dobijeni rezultati prividnog viskoziteta sugerišu da se prilikom 

kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom 

produkuje ksantan u većoj koliĉini nego na medijumu sa glukozom. TakoĊe, za izvoĊenje 

konaĉnih zakljuĉaka trebalo bi pored sadrţaja ksantana odrediti i njegov kvalitet. 

Metaboliĉka aktivnost odabranog proizvodnog soja na medijumu optimalne formulacije u 

znaĉajnoj meri zavisi od uslova sredine kakvi su vrednost pH, temperatura i sadrţaj rastvorenog 

kiseonika (Dodić i Grahovac, 2013). Vrednost pH kultivacionog medijuma predstavlja vaţan 

parametar za uspešno izvoĊenje biotehnološkog procesa proizvodnje ksantana. Optimalna 

vrednost pH za biosintezu ksantana kreće se izmeĊu 7,0 i 8,0, a kritiĉna vrednost iznosi 5,5 

(Sherley i Priyadharshini, 2015). Shodno tome, inicijalne vrednosti pH medijuma korišćenih za 

biosintezu ksantana u ovim ispitivanjima podešene su na 7,0. Tokom izvoĊenja mikrobiološkog 

procesa vrednost pH medijuma se menja usled trošenja katjona i/ili anjona i luĉenja primarnih ili 

sekundarnih metabolita u okolinu (Baras i sar., 2009). Po završetku biosinteze ksantana u okvru 

ovog istraţivanja izvršeno je merenje vrednosti pH proizvodnih medijuma, a dobijene vrednosti 

date su u tabeli 8.1. (Prilog 1). Izmerene vrednosti pH proizvodnih medijuma sa glukozom nakon 

biosinteze ksantana kretale su se od 5,26±0,02 do 6,36±0,04 kada su korišćeni izolati sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa, dok su nešto niţe vrednosti zabeleţene nakon biosinteze 

primenom izolata sa listova paprika i iznosile su od 4,72±0,02 do 4,78±0,03. Sa druge strane, 

vrednosti pH proizvodnih medijuma sa komercijalnim glicerolom nakon biosinteze ksantana 

kretale su se od 5,11±0,04 do 7,52±0,04 kada su korišćeni izolati sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa i od 6,62±0,04 do 6,94±0,03 kada su korišćeni izolati sa listova paprika, što se moţe 

videti iz tabele 8.1. (Prilog 1). I u ovom sluĉaju dolazi do opadanja vrednosti pH medijuma od 

neutralne do vrednosti oko 5,0 prilikom kultivacije nekih sojeva što je posledica biosinteze 

organskih kiselina i ksantana, koji sadrţi kisele funkcionalne grupe (García-Ochoa i sar., 2000). 

Kod manjeg broja ispitivanih izolata dolazi do blagog porasta vrednosti pH medijuma prilikom 

biosinteze ksantana što je u saglasnosti sa rezultatima istraţivanja nauĉnika iz Grĉke gde se 

vrednost pH medijuma dobijenih nakon biosinteze ksantana kretala od 7,0 do 10,0 (Psomas i 

sar., 2007). Varijacije u vrednostima pH proizvodnih medijuma po završetku biosinteze ksantana 

u primenjenim eksperimentalnim uslovima najverovatnije su uzrokovane varijacijama u 

fiziološkim karakteristikama meĊu primenjenim proizvodnim sojevima (Nitschke i Thomas, 

1995). 

Iz prethodno diskutovanih rezultata moţe se uoĉiti da je vrednost pH pala ispod kritiĉne u dosta 

izvedenih ogleda. Ipak, primetno je da je vrednost pH medijuma za biosintezu sa komercijalnim 

glicerolom po završetku kultivacije svih izolata sa listova paprika bila dosta iznad kritiĉne 
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vrednosti. Ovi rezultati su znaĉajni iz ugla ekonomske isplativosti bioprocesa u kojem je 

potencijalno moguća proizvodnja ksantana na medijumu sa glicerolom bez troškova korigovanja 

vrednosti pH tokom izvoĊenja bioprocesa.  

Za pravilan rast i metabolizam ćelija proizvodnog mikroorganizma neophodne su mineralne 

materije koje se u kultivacioni medijum dodaju u obliku ĉvrstih soli. Njihova rastvorljivost zavisi 

od temperature i vrednosti pH medijuma, koja se menja tokom vremena. Tokom izvoĊenja 

mikrobiološkog procesa sadrţaj ukupnih rastvorenih soli, odnosno sadrţaj TDS se menjao usled 

trošenja katjona i/ili anjona i luĉenja primarnih i/ili sekundarnih metabolita u okolinu (Baras i 

sar., 2009). Po završetku biosinteze ksantana u okvru ovog istraţivanja izvršeno je merenje 

sadrţaja TDS u proizvodnim medijumima, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.2. (Prilog 1). 

Izmerene vrednosti sadrţaja TDS u medijumu sa glukozom nakon biosinteze ksantana kretale su 

se od 2,54 g/l do 2,68 g/l kada su korišćeni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa i od 

2,61 g/l do 2,67 g/l kada su primenjeni izolati sa listova paprika. Nakon kultivacije izolata sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na proizvodnom medijumu sa komercijalnim glicerolom 

izmerene su vrednosti sadrţaja TDS od 2,61 g/l do 2,80 g/l i od 2,67 g/l do 2,77 g/l kada su 

primenjeni izolati sa listova paprika. Na osnovu dobijenih rezultata moţe se uoĉiti da se sadrţaj 

TDS u svim izvedenim ogledima prilikom kultivacije navedene dve grupe izolata roda 

Xanthomonas nije znaĉajno razlikovao i nalazi se u granicama potrebnim za nesmetanu 

metaboliĉku aktivnost proizvodnog moikroorganizma.  

Uspešnost izvoĊenja bioprocesa u primenjenim uslovima procenjena je na osnovu podataka 

dobijenih statistiĉkom analizom eksperimentalno odreĊenih vrednosti sadrţaja biosintetisanog 

ksantana u medijumu za biosintezu kao odabranog pokazatelja uspešnosti bioprocesa. 

Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i izvora ugljenika na 

sadrţaj biosintetisanog ksantana izvršena je sa ciljem utvrĊivanja statistiĉke znaĉajnosti uticaja 

ispitivanih faktora, kao i njihove kombinacije na koliĉinu produkovanog ksantana. Rezultati ove 

statistiĉke analize sumarno su prikazani u tabeli 5.2.  

 

Tabela 5.2. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i izvora 

ugljenika na sadrţaj ksantana u medijumima za biosintezu 

SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

 

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse pokazali su da proizvodni soj, izvor ugljenika, kao i 

njihova kombinacija kod obe ispitivane grupe izolata imaju statistiĉki znaĉajan uticaj na koliĉinu 

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

Proizvodni soj 189,510 8 23,689 119,020 < 0,000001 

Izvor ugljenika 64,587 1 64,587 324,490 < 0,000001 

Proizvodni soj i izvor ugljenika 153,670 8 19,209 96,510 < 0,000001 

Greška 7,165 36 0,199 - - 

Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj 17,399 4 4,350 22,245 < 0,000001 

Izvor ugljenika 85,629 1 85,629 437,931 < 0,000001 

Proizvodni soj i izvor ugljenika 11,820 4 2,955 15,113 < 0,000001 

Greška 3,911 20 0,196 - - 
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produkovanog ksantana, što potvrĊuje p-vrednost manja od 0,05 u sva tri sluĉaja (tabela 5.2). Da 

proizvodni soj i izvor ugljenika znaĉajno utiĉu na proizvodnju ksantana potvrdili su i nauĉnici iz 

Brazila u svojim istraţivanjima u okviru kojih je biosinteza ksantana vršena na razliĉitim 

kultivacionim medijumima primenom 18 razliĉitih sojeva Xanthomonas izolovanih sa šljiva, 

breskvi i mandarina (Moreira i sar., 2001). 

Ukoliko se obrati paţnja na srednje vrednosti kvadrata prikazane u tabeli 5.2. za izolate sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa moţe se zakljuĉiti da izvor ugljenika (64,587) znaĉajnije utiĉe na 

produkciju ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima, dok je uticaj proizvodnog soja 

(23,689) dosta manji. Srednje vrednosti kvadrata prikazane u tabeli 5.2. pokazuju da kombinacija 

proizvodnog soja i izvora ugljenika (19,209) u najmanjoj meri utiĉe na ovu grupu rezultata. 

Posmatrajući srednje vrednosti kvadrata kod izolata sa listova paprika (tabela 5.2) moţe se 

zakljuĉiti da izvor ugljenika (85,629) ima najveći uticaj na sadrţaj biosintetisanog ksantana, dok 

je uticaj proizvodnog soja (4,350), kao i kombinacije proizvodnog soja i izvora ugljenika (2,955) 

daleko manji. 

Rezultati statistiĉke analize prikazani su i grafiĉki na slikama 5.1-5.4, a kako bi se odabrala 

kombinacija proizvodnog soja i izvora ugljenika pri kojoj se ostvaruje najveća produkcija 

ksantana eksperimentalni podaci su analizirani i primenom Dankanovog testa višestrukih 

poreĊenja ĉiji su rezultati dati u tabeli 5.3. 

Na slici 5.1. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na koliĉinu ksantana produkovanog u 

medijumima za biosintezu sa razliĉitim izvorima ugljenika. Uzimajući u obzir rezultate 

prikazane na pomenutoj slici, a bez obzira na izvor ugljenika u medijumu, jasno je da se kao 

najbolji pokazao soj KUPUS koji je u primenjenim eksperimentalnim uslovima produkovao 

ksantan u najvećoj koncentraciji. Grafiĉki predstavljeni rezultati ukazuju da su, pored 

referentnog soja, izolati KELJ i Mn 7-2 pokazali takoĊe dobru produktivnost, dok su i drugi 

ispitivani sojevi proizvodili ksantan, ali u znatno manjoj koliĉini. Razlike u koliĉini ksantana 

najverovatnije su uzrokovane razlikama u fiziološkim karakteristikama meĊu korišćenim 

proizvodnim sojevima (Moreira i sar., 2001). Najmanji sadrţaj ksantana u proizvodnom 

medijumu ostvaren je prilikom kultivacije sojeva 12-2 i Am. Sadrţaj ksantana po završetku 

kultivacije ispitivanih sojeva roda Xanthomonas, izolovanih sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa, u primenjenim eksperimentalnim uslovima kretao se od oko 4 g/l do 12 g/l. 

Ostvarene vrednosti su mnogo veće u poreĊenju sa rezultatima dobijenim u okviru drugih 

istraţivanja gde je najveći sadrţaj ksantana od 6,8 g/l postignut kultivacijom soja X. campestris 

izolovanog sa inficiranog lista kupusa na medijumu koji je sadrţao 20 g/l glukoze (Kassim, 

2011). Sa druge strane, vrednosti sadrţaja ksantana ostvarene u okviru ovog ispitivanja su u 

saglasnosti sa rezultatima istraţivanja sprovednih u Brazilu gde su za biosintezu ksantana 

primenjeni sojevi X. campestris izolovani sa razliĉitih inficiranih biljaka iz porodice kupusnjaĉa, 

i to karfiola, brokolija i kupusa (Nitschke i Rodrigues, 2000). 

Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe izolata sa listova paprika 

na koliĉinu ksantana, koja je produkovana u medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika, 

prikazani su na slici 5.2. Posmatrajući grafiĉki predstavljene rezultate moţe se primetiti da su u 

ovom sluĉaju prisutne manje razlike u produkciji ksantana u odnosu na prethodno diskutovanu 

grupu rezultata (slika 5.1). Prema dobijenim rezultatima najveći sadrţaj ksantana, bez obzira na 
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izvor ugljenika u medijumu, ostvaren je prilikom kultivacije soja PAP LIST 4. MeĊutim, sojevi 

PAP LIST 2 i PAP LIST 5 takoĊe su pokazali veliku produktivnost u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima. Najmanji sadrţaj ksantana ostvaren je prilikom kultivacije sojeva 

PAP LIST 2 i PAP LIST 3.  Sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu ostvaren u ovom 

ispitivanju kretao se u opsegu od oko 6 g/l do 10 g/l. Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa 

rezultatima ostvarenim u okviru istraţivanja sprovedenih u Turskoj prilikom kojih je soj  

X. axonopodis pv. vesicatoria, izolovan sa lista paprika, na medijumu sa 40 g/l glukoze 

produkovao ksantan u koncentraciji od 6,4 g/l (Gumus i sar., 2010). 

 

 

Slika 5.1. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana (P) u medijumima za biosintezu 

sa razliĉitim izvorima ugljenika: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

Na slici 5.3. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije izvora ugljenika na koliĉinu 

ksantana u medijumu za biosintezu dobijenog primenom izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe izolata. Kao što je već diskutovano,  

p-vrednosti prikazane u tabeli 5.2. ukazuju na razliku u vrednostima sadrţaja ksantana 

ostvarenim prilikom kultivacije proizvodnih sojeva na medijumima sa razliĉitim izvorima 

ugljenika. Prema rezultatima predstavljenim na slici 5.3, veći sadrţaj ksantana se ostvaruje 

prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa glukozom. 

Dakle, dobijeni rezultati sugerišu da je glukoza pogodniji izvor ugljenika za biosintezu ksantana 

primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Ovo je u saglasnosti sa rezultatima iz 

dostupne nauĉne literature gde je navedeno da je prilikom kultivacije soja X. campestris GK6 

izolovanog sa inficiranog lista kupusa na medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika najveći 

sadrţaj ksantana ostvaren upravo na medijumu sa glukozom u koncentraciji od 20 g/l (Leela i 

Sharma, 2000). Nitschke i Thomas (1995) su u svom istraţivanju takoĊe potvrdili da je glukoza 

pogodan izvor ugljenika za postizanje visokog prinosa ksantana primenom sojeva Xanthomonas 
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izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, pri ĉemu je produkovan ksantan u 

koncentraciji od 10,60 g/kg do 14,50 g/kg.  

 

 
Slika 5.2. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana (P) u medijumima za biosintezu 

sa razliĉitim izvorima ugljenika: izolati sa listova paprika 

 

 
Slika 5.3. Uticaj selekcije izvora ugljenika na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu: 

izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije izvora ugljenika na sadrţaj ksantana koji se nalazi u 

medijumu za biosintezu po završetku kultivacije izolata sa listova paprika, bez obzira na 
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primenjeni soj iz ove grupe izolata, prikazani su na slici 5.4. Grafiĉki predstavljeni rezultati se 

znaĉajno razlikuju od prethodno diskutovanih (slika 5.3). Rezultati prikazani na slici 5.4. 

ukazuju na to da je prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim 

glicerolom biosintetisano više ksantana nego na medijumu sa najĉešće korišćenim izvorom 

ugljenika, glukozom. Dobijeni rezultati upućuju na zakljuĉak da su Xanthomonas sojevi 

izolovani sa listova paprika produktivniji na medijumu sa komercijalnim glicerolom.  

 

 
Slika 5.4. Uticaj selekcije izvora ugljenika na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu: 

izolati sa listova paprika 

 

Rezultati statistiĉke analize ukazuju na to da se kao najpogodniji izvor ugljenika u medijumu za 

biosintezu ksantana primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa izdvaja glukoza, 

dok se kao najpogodniji izvor ugljenika u medijumu za biosintezu ksantana primenom izolata sa 

listova paprika izdvaja komercijalni glicerol. Do ove razlike najverovatnije dolazi usled 

varijacija u sposobnosti razliĉitih sojeva roda Xanthomonas da metabolišu razliĉite izvore 

ugljenika (Verniere i sar., 1993). 

Homogene grupe proizvodnih sojeva i izvora ugljenika u medijumima za biosintezu na osnovu 

statistiĉke znaĉajnosti razlika u detektovanom sadrţaju ksantana ustanovljene su primenom 

Dankanovog testa višestrukih poreĊenja i prikazane su u tabeli 5.3.  

Rezultati prikazani u tabeli 5.3. ukazuju da svi primenjeni sojevi roda Xanthomonas na oba 

ispitivana medijuma produkuju ksantan, kao i da je utvrĊena statistiĉki znaĉajna razlika meĊu 

odreĊenim koliĉinama. Sadrţaj biosintetisanog ksantana kretao se od 3,13±0,12 g/l do 

11,98±0,60 g/l kod izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, što je u saglasnosti sa 

rezultatima prethodnih istraţivanja gde je prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa na medijumima sliĉnog sastava (20 g/l glukoza i 20 g/l komercijalni 

glicerol) ostvaren sadrţaj ksantana od 3,65 g/l do 13,24 g/l (Bajić i sar., 2015b). Dobijeni 
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rezultati pokazuju veliku uspešnost i u poreĊenju sa rezultatima drugih istraţivanja gde je 

prilikom kultivacije izolata roda Xanthomonas na medijumima sa 40 g/l glukoze produkovan 

ksantan u koncentracijama od 8,22 g/l (Gumus i sar., 2010), dok je na medijumu sa 50 g/l 

saharoze produkovan ksantan u koncentraciji od 8,40 g/l (Moreira i sar., 2001) i 9,67 g/l 

(Rotavva i sar., 2009). Soj KUPUS pokazao je najbolju produktivnost meĊu sojevima iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa jer je u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

na medijumu sa glukozom produkovao ksantan u najvećoj koncentraciji koja iznosi  

11,98±0,60 g/l. Ovaj proizvodni soj je, za razliku od većine ostalih izolata biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa, veoma dobru produktivnost ostvario i na medijumu sa komercijalnim glicerolom, 

koji je po završetku bioprocesa sadrţao 11,01±0,61 g/l ksantana. Najniţe vrednosti koncentracije 

ksantana detektovane su u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po završetku 

kultivacije soja Mn 7-2, odnosno u medijumima sa glukozom nakon delovanja sojeva Am i 12-2 

u primenjenim eksperimentalnim uslovima, redom. MeĊu ovim vrednostima ne postoji statitiĉki 

znaĉajna razlika, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05.  

 

Tabela 5.3. Dankanov test višestrukih poreĊenja: sadrţaj ksantana u medijumima za biosintezu  

sa razliĉitim izvorima ugljenika po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj Izvor ugljenika P (g/l) Proizvodni soj Izvor ugljenika P (g/l) 

Mn 7-2 Komercijalni glicerol 3,13±0,12
a 

PAP LIST 2 Glukoza 5,17±0,39
a 

Am Glukoza 3,76±0,46
ab 

PAP LIST 3 Glukoza 5,25±0,27
a 

12-2 Glukoza 3,82±0,39
ab 

PAP LIST 5 Glukoza 5,27±0,27
a 

Xp 3-1 Komercijalni glicerol 4,11±0,29
bc 

PAP LIST 1 Glukoza 5,45±0,29
a 

KELJ Komercijalni glicerol 4,28±0,28
bc 

PAP LIST 4 Glukoza 6,24±0,42
b 

Xp 7-2 Komercijalni glicerol 4,83±0,18
c 

PAP LIST 1 Komercijalni glicerol 7,04±0,55
c 

ATCC 13951 Komercijalni glicerol 6,19±0,32
d 

PAP LIST 3 Komercijalni glicerol 7,42±0,36
c 

Am Komercijalni glicerol 6,25±0,54
d 

PAP LIST 5 Komercijalni glicerol 9,73±0,56
d 

KARFIOL Komercijalni glicerol 6,36±0,35
d 

PAP LIST 2 Komercijalni glicerol 9,86±0,51
d 

12-2 Komercijalni glicerol 6,51±0,44
d 

PAP LIST 4 Komercijalni glicerol 10,22±0,63
d 

Xp 7-2 Glukoza 6,58±0,39
d 

   

KARFIOL Glukoza 7,02±0,37
d 

   

Xp 3-1 Glukoza 7,85±0,61
e 

   

ATCC 13951 Glukoza 9,84±0,59
f 

   

KELJ Glukoza 10,62±0,57
g 

   

Mn 7-2 Glukoza 10,88±0,51
g 

   

KUPUS Komercijalni glicerol 11,01±0,61
g 

   

KUPUS Glukoza 11,98±0,60
h 

   

  P- sadržaj biosintetisanog ksantana; 

 * Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou značajnosti u intervalu poverenja od 95%. 

 

Prilikom kultivacije izolata sa listova paprika, u primenjenim eksperimentalnim uslovima na oba 

ispitivana medijuma, sadrţaj biosintetisanog ksantana kretao se od 5,17±0,39 g/l do  

10,22±0,63 g/l (tabela 5.3). Sadrţaj ksantana ostvaren u ovom istraţivanju u saglasnosti je sa 

sadrţajem ksantana koji je ostvaren prilikom kultivacije istih izolata na medijumima sa razliĉitim 

izvorima ugljenika gde se sadrţaj biosintetisanog ksantana kretao od 2,24±0,32 g/l do 
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13,20±0,76 g/l (Ronĉević i sar., 2019). Kao najbolji proizvodni soj iz grupe izolata sa listova 

paprika izdvojio se soj PAP LIST 4 koji je na medijumu sa komercijalnim glicerolom 

produkovao ksantan u koncentraciji od 10,22±0,63 g/l (tabela 5.3). Ova vrednost se nalazi na 

istom nivou znaĉajnosti kao i sadrţaj ksantana koji je detektovan u istom medijumu primenom 

sojeva PAP LIST 2 i PAP LIST 5, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. Najmanje 

koncentracije ksantana ostvarene su prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 2, PAP LIST 3,  

PAP LIST 5 i PAP LIST 1 na medijumu sa glukozom, redom. IzmeĊu navedenih rezultata nema 

statistiĉki znaĉajne razlike, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. Sadrţaj ksantana produkovan 

prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 2, PAP LIST 3, PAP LIST 5 i PAP LIST 1 na medijumu 

sa glukozom u saglasnosti je sa rezultatima istraţivanja u kojem su na medijumu sa saharozom 

(50 g/l) kultivisani razliĉiti izolati roda Xanthomonas izolovani u Brazilu pri ĉemu su ostvarene 

koncentracije ksantana od 5,90 g/l do 9,67 g/l, (Rottava i sar., 2009). Dobijeni rezultati su u 

saglasnosti sa rezultatima dobijenim prilikom kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa 

citrusa na medijumu sa glukozom (20 g/l) prilikom ĉega je biosintetisan ksantan u koncentraciji 

od 0,54 g/l do 6,47 g/l (Wadhai i Dixit, 2011). 

Kao što je prethodno navedeno, rezultati prikazani u tabeli 5.3. pokazuju da soj KUPUS prilikom 

kultivacije na medijumu sa komercijalnim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

biosintetiše ksantan u velikoj koliĉini, što sugeriše da jedino ovaj izolat sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa poseduje sposobnost produkcije ksantana u većoj koliĉini i na medijumu sa 

glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. Sa druge strane, svih pet izolata sa listova paprika 

pokazuju dosta veću produktivnost na medijumu sa komercijalnim glicerolom nego što je to 

sluĉaj na medijumu sa glukozom. Ipak sojevi PAP LIST 2, PAP LIST 4 i PAP LIST 5 se 

izdvajaju kao najproduktivniji u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Budući da je jedan od 

ciljeva ove faze istraţivanja selekcija sojeva koji na medijumu sa glicerolom ostvaruju najbolju 

produktivnost u primenjenim eksperimentalnim uslovima, izvršena je dodatna statistiĉka obrada 

podataka za sadrţaj ksantana koji je detektovan u medijumima sa komercijalnim glicerolom po 

završetku kultivacije navedenih sojeva. Dobijeni rezultati prikazani su tabelarno (tabele 8.3. i 

8.4) u Prilogu 1 ove doktorske disertacije. Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse (tabela 

8.3) pokazuju da varijacija proizvodnog soja meĊu selektovanim izolatima nema statistiĉki 

znaĉajan uticaj na sadrţaj biosintetisanog ksantana, na šta ukazuje p-vrednost od 0,096778. Sa 

druge strane, rezultati Dankanovog testa višestrukih poreĊenja (tabela 8.4) ukazuju na formiranje 

dve grupe sojeva meĊu kojima nema statistiĉki znaĉajne razlike u pogledu produktivnosti pri 

ĉemu se sojevi KUPUS i PAP LIST 4 izdvajaju kao najproduktivniji. Kultivacijom navedenih 

sojeva na medijumu sa komercijalnim glicerolom dobijaju se kultivacione teĉnosti meĊu kojima 

nema statistiĉki znaĉajne razlike u pogledu sadrţaja biosintetisanog ksantana (p=0,133227). Ovo 

ukazuje da selektovani izolati poseduju znaĉajan potencijal primene u biotehnološkoj 

proizvodnji ksantana na medijumu sa glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika.  

Pоrеd prinosa, kоnvеrziја supstrata u proizvod vеоmа је znаĉајаn pоkаzаtеlј uspеšnоsti 

biоprоcеsа. U konkretnom sluĉaju, kоnvеrziја supstrata u prоizvоd prеdstаvlја kоliĉinu izvоrа 

uglјеnikа kоја је konvertovana u ksаntаn. Vrednosti stepena konverzije izvora ugljenika u 

ksantan koje su ostvarene u medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika nakon kultivacije 

sojeva Xanthomonas spp. u primenjenim eksperimentalnim uslovima prikazane su u tabeli 5.4.  
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 Tabela 5.4. Konverzija izvora ugljenika u ksantan u medijumima za biosintezu sa razliĉitim 

izvorima ugljenika po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj Izvor ugljenika KP/S (%) Proizvodni soj Izvor ugljenika KP/S (%) 

Mn 7-2 Komercijalni glicerol 15,64±0,62 PAP LIST 2 Glukoza 25,87±1,93 

Am Glukoza 18,80±2,30 PAP LIST 3 Glukoza 26,23±1,35 

12-2 Glukoza 19,09±1,93 PAP LIST 5 Glukoza 26,36±1,34 

Xp 3-1 Komercijalni glicerol 20,55±1,43 PAP LIST 1 Glukoza 27,27±1,45 

KELJ Komercijalni glicerol 21,41±1,40 PAP LIST 4 Glukoza 31,20±2,12 

Xp 7-2 Komercijalni glicerol 24,17±0,88 PAP LIST 1 Komercijalni glicerol 35,22±2,73 

ATCC 13951 Komercijalni glicerol 30,96±1,61 PAP LIST 3 Komercijalni glicerol 37,12±1,80 

Am Komercijalni glicerol 31,23±2,70 PAP LIST 5 Komercijalni glicerol 48,63±2,78 

KARFIOL Komercijalni glicerol 31,82±1,75 PAP LIST 2 Komercijalni glicerol 49,32±2,57 

12-2 Komercijalni glicerol 32,53±2,20 PAP LIST 4  Komercijalni glicerol 51,10±3,15 

Xp 7-2 Glukoza 32,90±1,93    

KARFIOL Glukoza 35,11±1,87    

Xp 3-1 Glukoza 39,25±3,05    

ATCC 13951 Glukoza 49,22±2,95    

KELJ Glukoza 53,12±2,83    

Mn 7-2 Glukoza 54,41±2,53    

KUPUS Komercijalni glicerol 55,05±3,03    

KUPUS Glukoza 59,89±2,98    

   KP/S- stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan. 

 

Prеmа dobijenim rezultatima, kоnvеrziја izvora ugljenika u ţеlјеni mеtаbоlit, u primеnjеnim 

еkspеrimеntаlnim uslоvimа, kretala se оd 15,64±0,62% dо 59,89±2,98% za izolate sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenim 

rezultatima gde je prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 13951 i sojeva roda 

Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumima sa glukozom 

(20 g/l) i komercijalnim glicerolom (20 g/l) ostvarena konverzija izvora ugljenika u ksantan bila 

u opsegu od 14,90% do 68,70% (Bajić i sar., 2015b). Proizvodni soj KUPUS se izdvaja u ovoj 

grupi izolata kao soj koji konvertuje veoma dobro i glukozu i komercijalni glicerol u ksantan i to 

u vrednosti većoj od 50% (59,89±2,98% i 55,05±3,03%, redom). Soj Mn 7-2 se pokazao kao 

izolat sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa koji prilikom kultivacije na medijumu sa 

komercijalnim glicerolom u najmanjoj meri konvertuje izvor ugljenika u ksantan (15,64±0,62%), 

dok su se u istoj grupi izolata sojevi Am i 12-2 izdvojili po najmanjoj konverziji glukoze u 

ksantan u primenjenim eksperimentalnim uslovima (18,80±2,30% i 19,09±1,93%, redom). Sa 

druge strane, kultivacijom izolata sa listova paprika ostvareni stepen kоnvеrziјe izvora ugljenika 

u ksantan, u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа, kretao se оd 25,87±1,93% dо 

51,10±3,15%. Proizvodni soj PAP LIST 4 se izdvaja u ovoj grupi izolata kao soj koji konvertuje 

komercijalni glicerol u ksantan u vrednosti većoj od 50% (51,10±3,15%). TakoĊe, moţe se 

primetiti da soj PAP LIST 2 prilikom kultivacije na medijumu sa glukozom konvertuje izvor 

ugljenika u ksantan u najmanjoj meri (25,87±1,93%). 

Iz rezultata datih u tabeli 5.4. moţe se uoĉiti da izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

bolje konvertuju glukozu u ksantan, dok izolati sa listova paprika konvertuju komercijalni 
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glicerol u ksantan u većoj meri. Na osnovu dobijenih rezultata moţe se zakljuĉiti da vrednost 

stepena konverzije u velikoj meri zavisi оd kоrišćеnih sојеvа Xanthomonas što potvrĊuju i 

rezultati prethodnih istraţivanja (Nitschke i Thomas, 1995; Bajić i sar., 2015b). 

Imajući u vidu da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan kreće 

u intervalu od 50-85% (Rosalam i England, 2006), jedan od ciljeva ove faze istraţivanja 

podrazumeva selekciju sojeva koji pored proizvodnje ksantana na medijumu sa glicerolom 

ostvaruju i konverziju glicerola u ksantan u vrednosti većoj od 50%. Posmatrajući rezultate 

prikazane u tabeli 5.4. moţe se zakljuĉiti da sojevi KUPUS, iz grupe izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa, i PAP LIST 4, meĊu izolatima sa listova paprika, jedini ispunjavaju ovaj 

uslov. Na osnovu toga moţe se zakljuĉiti da navedeni sojevi imaju najveći potencijal za primenu 

u biotehnološkoj proizvodnji ksantana na medijumu sa glicerolom kao jedinim izvorom 

ugljenika. 

 

5.1.2. Uticaj selekcije proizvodnog soja i izvora ugljenika na kvalitet ksantana 

Kvalitet ksantana zavisi od razliĉitih faktora, kao što su proizvodni soj, sastav kultivacionog 

medijuma i uslovi izvoĊenja bioprocesa, a moţe se proceniti na osnovu nekoliko parametara. 

MeĊu njima se izdvajaju viskozitet rastvora ksantana, sastav makromolekula ksantana i njegova 

molekulska masa (Hublik, 2012). Po završetku bioprocesa ksantan je izdvojen iz proizvodnog 

medijuma (poglavlje 4.5), a zatim je izvršena njegova kvalitativna karakterizacija. Kao 

pokazatelj kvaliteta ksantana biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

odreĊivana je srednja vrednost molekulskih masa (poglavlje 4.6.3). Dvofaktorijalna analiza 

varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i izvora ugljenika na molekulsku masu ksantana 

izvršena je sa ciljem utvrĊivanja statistiĉke znaĉajnosti uticaja ispitivanih faktora, kao i njihove 

kombinacije na kvalitet biosintetisanog ksantana. Rezultati izvedene statistiĉke analize sumirani 

su u tabeli 5.5. 

 

Tabela 5.5. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i 

izvora ugljenika u medijumima za biosintezu na molekulsku masu ksantana 

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

Izolati sa listova 

biljaka iz porodice 

kupusnjača 

Proizvodni soj 3,325·10
11

 8 4,156·10
10

 105,764 < 0,000001 

Izvor ugljenika 1,244·10
11

 1 1,244·10
11

 316,596 < 0,000001 

Proizvodni soj i izvor ugljenika 3,032·10
11

 8 3,790·10
10

 96,467 < 0,000001 

Greška 1,415·10
10

 36 3,929·10
8
   

Izolati sa listova 

paprika 

Proizvodni soj 5,325·10
11

 4 1,331·10
11

 343,330 < 0,000001 

Izvor ugljenika 2,362·10
12

 1 2,362·10
12

 6090,530 < 0,000001 

Proizvodni soj i izvor ugljenika 4,611·10
11

 4 1,153·10
11

 297,320 < 0,000001 

Greška 7,755·10
9
 20 3,878·10

8
   

SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

 

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse pokazali su da proizvodni soj, izvor ugljenika, kao i 

njihova kombinacija imaju statistiĉki znaĉajan uticaj na molekulsku masu ksantana, što 
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potvrĊuje p-vrednost manja od 0,05 u sva tri sluĉaja (tabela 5.5), i to kod obe grupe ispitivanih 

izolata. Ranije objavljeni rezultati nauĉnih istraţivanja takoĊe potvrĊuju da molekulska masa 

ksantana, izmeĊu ostalog, zavisi i od primenjenog proizvodnog soja (García-Ochoa i sar., 2000; 

Moreira i sar., 2001) i sastava kultivacionog medijuma (Chaitali i sar., 2003; Psomas i sar., 

2007).  

MeĊutim, ako se obrati paţnja na srednje vrednosti kvadrata prikazane u istoj tabeli moţe se 

zakljuĉiti da izvor ugljenika (1,244·10
11

 kod izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa i 

2,362·10
12

 kod izolata sa listova paprika) u najvećoj meri utiĉe na molekulsku masu ksantana 

produkovanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima, dok je uticaj proizvodnog soja 

(4,156·10
10

 kod izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa i 1,331·10
11 

kod izolata sa 

listova paprika)
 
na molekulsku masu ksantana nešto manji kod obe grupe izolata. Kombinacija 

proizvodnog soja i izvora ugljenika (3,790·10
10

 kod izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa i 1,153·10
11

 kod izolata sa listova paprika) ima najmanji uticaj na molekulsku masu 

ksantana. Pored ovoga, rezultati statistiĉke analize prikazani su i grafiĉki na slikama 5.5-5.8.  

Na slici 5.5. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na 

medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika. Posmatrajući grafiĉki predstavljene rezultate moţe 

se uoĉiti da se kao najpogodniji za proizvodnju ksantana najboljeg kvaliteta, bez obzira na izvor 

ugljenika, pokazao soj oznaĉen kao KUPUS, koji je u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

produkovao ksantan najveće molekulske mase. Ostali izolati produkovali su ksantan lošijeg 

kvaliteta, odnosno, manje molekulske mase. Ksantan najlošijeg kvaliteta produkovao je soj  

Xp 3-1. Analizirajući rezultate prikazane na slici 5.5. moţe se primetiti da se vrednost 

molekulske mase ksantana biosintetisanih u ispitivanim eksperimentalnim uslovima kretala od 

oko 1·10
5
 g/mol do oko 6·10

5
 g/mol. 

 

 
Slika 5.5. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (Mw) biosintetisanih 

na medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 
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Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe izolata sa listova paprika 

na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika 

prikazani su na slici 5.6. Prema dobijenim rezultatima ksantan najboljeg kvaliteta biosintetisan je 

prilikom kultivacije soja PAP LIST 3, bez obzira na izvor ugljenika u medijumu. Biopolimer 

nešto lošijeg kvaliteta izdvojen je iz medijuma po završetku kultivacije sojeva PAP LIST 1,  

PAP LIST 4 i PAP LIST 5, dok je ksantan najlošijeg kvaliteta biosintetisao soj PAP LIST 2. 

Rezultati prikazani na slici 5.6. ukazuju da se srednja vrednost molekulske mase ksantana 

produkovanih u ispitivanim eksperimentalnim uslovima kretala od oko 1·10
5
 g/mol do oko  

8·10
5
 g/mol.  

 

 
Slika 5.6. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (Mw) biosintetisanih 

na medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika: izolati sa listova paprika 

 

Na slici 5.7. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije izvora ugljenika na 

molekulsku masu ksantana dobijenih primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, 

bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Kao što je diskutovano ranije,  

p-vrednost prikazana u tabeli 5.5. ukazuje na statistiĉki znaĉajnu razliku u vrednostima 

molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije proizvodnih sojeva na razliĉitim 

medijumima. Do ove razlike najverovatnije dolazi usled zavisnosti strukturnih svojstava 

ksantana od korišćenih izvora ugljenika u kultivacionom medijumu (Habibi i Khosravi-Darani, 

2017). Rezultati dati na slici 5.7. pokazuju da postoji statistiĉki znaĉajna razlika u kvalitetu 

biopolimera kada su glukoza i komercijalni glicerol korišćeni kao izvor ugljenika u medijumu za 

biosintezu. UtvrĊeno je da se na medijumu sa komercijalnim glicerolom biosintetiše ksantan 

znaĉajno veće molekulske mase nego na medijumu sa glukozom primenom istih proizvodnih 

sojeva. Literaturni podaci se uglavnom zasnivaju na opisivanju uticaja izvora ugljenika na 

viskozitet rastvora ksantana kao pokazatelja kvaliteta, a vrlo je mali broj istraţivanja fokusiranih 

na uticaj izvora ugljenika na molekulsku masu ovog biopolimera. Na sliĉnu temu dostupno je 

samo nekoliko eksperimentalnih ispitivanja. Rezultati istraţivanja sprovedenog u Kini ukazuju 
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da na molekulsku masu ksantana dobijenog kultivacijom soja X. campestris CGMCC 1.1781 u 

velikoj meri utiĉe inicijalni sadrţaj ksiloze i glukoze u kultivacionom medijumu (Zhang i Chan,  

2010). Nekoliko godina kasnije, u laboratorijama istraţivaĉkog tima iz Srbije dokazano je da 

molekulska masa biopolimera kojeg na medijumu sa komercijalnim glicerolom produkuje 

referentni soj X. campestris ATCC 13951 u velikoj meri zavisi od poĉetne koncentracije ovog 

izvora ugljenika (Ronĉević i sar., 2014). 

 

 
Slika 5.7. Uticaj selekcije izvora ugljenika u medijumu za biosintezu na molekulsku masu 

ksantana (Mw): izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije izvora ugljenika na molekulsku masu ksantana 

dobijenih kultivacijom izolata sa listova paprika, bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane 

grupe izolata, prikazani su na slici 5.8, a pokazuju sliĉno ponašanje kao prethodno diskutovani 

rezultati kada su za biosintezu ksantana primenjeni izolati sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa (slika 5.7). MeĊutim, kod ove grupe rezultata je mnogo izaţenija razlika u vrednosti 

molekulske mase ksantana biosintetisanih na medijumima sa glukozom i komercijalnim 

glicerolom. Naime, i u ovom sluĉaju se na medijumu sa komercijalnim glicerolom produkuje 

ksantan znaĉajno veće molekulske mase nego na medijumu sa glukozom primenom istih 

proizvodnih sojeva. Na ovaj naĉin još jednom je potvrĊeno da izvor ugljenika u kultivacionom 

medijumu za biosintezu znaĉajno utiĉe na strukturu ksantana (Habibi i Khosravi-Darani, 2017).  

Rezultati prikazani na slikama 5.7. i 5.8. sugerišu da je komercijalni glicerol pogodniji izvor 

ugljenika u medijumu za biosintezu što kvalitetnijeg ksantana, ako se kao pokazatelj kvaliteta 

ovog biopolimera posmatra srednja vrednost molekulskih masa. Dobijeni rezultati vaţe za obe 

grupe ispitivanih lokalnih izolata roda Xanthomonas.   
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Slika 5.8. Uticaj selekcije izvora ugljenika na molekulsku masu ksantana (Mw): izolati sa listova 

paprika 

 

Kako bi se odabrala kombinacija proizvodnog soja i izvora ugljenika pri kojoj se biosintetiše 

ksantan najboljeg kvaliteta, eksperimentalno dobijeni podaci su analizirani i primenom 

Dankanovog testa višestrukih poreĊenja ĉiji su rezultati dati u tabeli 5.6.  

Rezultati prikazani u tabeli 5.6. pokazuju da svi testirani izolati roda Xanthomonas na oba 

ispitivana medijuma u primenjenim eksperimentalnim uslovima produkuju ksantan razliĉitog 

kvaliteta, odnosno zabeleţena je statistiĉki znaĉajna razlika u srednjim vrednostima molekulskih 

masa separisanih biopolimera. Vrednosti molekulske mase ksantana kretale su se u opsegu od 

0,88±0,02·10
5
 g/mol do 6,16±0,18·10

5
 g/mol kada su primenjeni izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa, odnosno od 0,77±0,03·10
5
 g/mol do 8,75±0,29·10

5
 g/mol kada su 

primenjeni izolati sa listova paprika. Kao najpogodniji soj za proizvodnju ksantana najboljeg 

kvaliteta, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, iz grupe izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa izdvojio se soj KUPUS koji je na medijumu sa komercijalnim glicerolom 

produkovao ksantan najveće molekulske mase, i to od 6,16±0,18·10
5
 g/mol, dok se kod izolata 

sa listova paprika istakao soj PAP LIST 3 koji je na istom medijumu produkovao ksantan 

molekulske mase 8,31±0,20·10
5
 g/mol (tabela 5.6). Proizvodni soj Xp 3-1 se izdvaja iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa kao soj koji je na medijumu sa glukozom 

produkovao ksantan najlošijeg kvaliteta (0,88±0,02·10
5
 g/mol). Na istom nivou znaĉajnosti 

nalaze se i vrednosti molekulske ksantana biosintetisanih prilikom kultivacije sojeva 12-2, Am  i 

KELJ na medijumu sa glukozom, kao i prilikom kultivacije sojeva Xp 3-1  i Mn 7-2 na 

medijumu sa komercijalnim glicerolom, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05.  

Kod izolata sa listova paprika sojevi PAP LIST 5, PAP LIST 2  i PAP LIST 4  su na medijumu 

sa glukozom produkovali ksantan najlošijeg kvaliteta. Dobijeni rezultati nalaze se na istom nivou 

znaĉajnosti, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. Rezultati ostvareni u okviru ovog 

istraţivanja pokazuju veću vrednost molekulske mase biosintetisanih ksantana u poreĊenju sa 
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rezultatima ranijih istraţivanja gde je prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 

13951 na medijumu sa istom koncentracijom komercijalnog glicerolom produkovan ksantan 

molekulske mase od 2,86·10
5
 g/mol (Ronĉević i sar., 2014).  

 

Tabela 5.6. Dankanov test višestrukih poreĊenja: molekulska masa ksantana koje na medijumima 

sa razliĉitim izvorima ugljenika biosintetišu sojevi Xanthomonas spp. 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprika 

Proizvodni 

soj 
Izvor ugljenika Mw (10

5
 g/mol)

*
 

Proizvodni 

soj 
Izvor ugljenika Mw (10

5
 g/mol)

*
 

Xp 3-1 Glukoza 0,88±0,02
a 

PAP LIST 5 Glukoza 0,77±0,03
a 

12-2 Glukoza 0,97±0,04
ab 

PAP LIST 2 Glukoza 0,88±0,02
ab 

Am Glukoza 1,04±0,02
ab 

PAP LIST 4 Glukoza 1,12±0,18
ab 

Xp 3-1 
Komercijalni 

glicerol 
1,05±0,16

ab 
PAP LIST 3 Glukoza 1,17±0,19

b 

Mn 7-2 
Komercijalni 

glicerol 
1,08±0,18

abc 
PAP LIST 1 Glukoza 1,22±0,18

b 

KELJ Glukoza 1,13±0,09
abcd 

PAP LIST 2 
Komercijalni 

glicerol 
1,65±0,16

c 

Mn 7-2 Glukoza 1,26±0,24
bcd 

PAP LIST 4 
Komercijalni 

glicerol 
7,03±0,32

d
 

ATCC 13951 Glukoza 1,31±0,19
bcd 

PAP LIST 5 
Komercijalni 

glicerol 
7,48±0,19

e 

KUPUS Glukoza 1,43±0,21
cde 

PAP LIST 1 
Komercijalni 

glicerol 
8,31±0,20

f 

ATCC 13951 
Komercijalni 

glicerol 
1,48±0,24

de 
PAP LIST 3 

Komercijalni 

glicerol 
8,75±0,29

g 

KARFIOL Glukoza 1,68±0,24
ef 

   

KARFIOL 
Komercijalni 

glicerol 
1,73±0,20

efg 
   

Xp 7-2 
Komercijalni 

glicerol 
1,9±0,16

fg 
   

12-2 
Komercijalni 

glicerol 
1,92±0,28

fg 
   

KELJ 
Komercijalni 

glicerol 
1,96±0,31

fg 
   

Xp 7-2 Glukoza 2,06±0,27
g 

   

Am 
Komercijalni 

glicerol 
3,15±0,20

h 
   

KUPUS 
Komercijalni 

glicerol 
6,16±0,18

i 
   

 MW-srednja molekulska masa ksantana; 

* Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou značajnosti u intervalu poverenja od 95%. 

 

Na osnovu diskutovanih grafiĉkih i tabelarno prikazanih rezultata moţe se zakljuĉiti da odabir 

proizvodnog soja i izvora ugljenika u kultivacionom medijumu za biosintezu ksantana direktno 

diktira strukturne karakteristike, odnosno kvalitet ksantana, što se podudara sa rezultatima 

prethodnih istraţivanja (Moreira i sar., 2001; Psomas i sar., 2007; Habibi i Khosravi-Darani, 

2017). Rezultati dobijeni u ovom istraţivanju ukazuju na potencijalnu zamenu glukoze, kao 

najĉešće korišćenog izvora ugljenika, glicerolom u cilju dobijanja ksantana boljeg kvaliteta. 

Analizirajući sve prethodno diskutovane rezultate (poglavlja 5.1.1. i 5.1.2) moţe se zakljuĉiti da 

je prilikom kultivacije ispitivanih izolata roda Xanthomonas na medijumu sa komercijalnim 
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glicerolom ostvarena veoma dobra produkcija ksantana koji su, prema srednjim vrednostima 

molekulskih masa, boljeg kvaliteta u odnosu na ksantane koje su isti proizvodni sojevi, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, biosintetisali na medijumu sa glukozom. Iz ovog 

razloga, u narednoj fazi istraţivanja ispitivanja su vršena na medijumu sa komercijalnim 

glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. 

 

5.1.3. Uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na količinu ksantana 

Poznato je da pored proizvodnog soja, sastava kultivacionog medijuma i procesnih uslova, i 

vreme trajanja kultivacije u velikoj meri utiĉe na koliĉinu ksantana i njegova svojstva (Psomas i 

sar., 2007). Uobiĉajeno vreme trajanja biosinteze ksantana je od 72 h do 120 h (Psomas i sar., 

2007, Reis i sar., 2010, Bajić i sar., 2015b), a u nekim istraţivanjima je proizvodnja ksantana na 

medijumu sa glicerolom izvedena i u trajanju od 168 h (Ronĉević i sar., 2014). Rezultati iz 

dostupne literature, gde je biosinteza ksantana vršena na medijumima sa glicerolom, pokazuju da 

primenjeni sojevi za vreme trajanja kultivacije od 96 h (Reis i sar., 2010) i 120 h (Bajić i sar., 

2015b) nisu metabolisali svu raspoloţivu koliĉinu glicerola. Navedeno je da je konverzija 

glicerola iznosila oko 50% i manje, što sa stanovišta industrijske proizvodnje ksantana nije 

prihvatljivo (Rosalam i England, 2006). Uzimajući u obzir da razliĉite vrste roda Xanthomonas 

poseduju razliĉite metaboliĉke puteve i cikluse (Saddler i Bradbury, 2004), kao i to da je 

razliĉitim sojevima potrebno razliĉito vreme da se adaptiraju na uslove sredine u medijumu sa 

glicerolom (Crosse i sar., 2020), moţe se pretpostaviti da je do ovakvih rezultata najverovatnije 

došlo usled nedovoljno vremena da se primenjeni sojevi adaptiraju na glicerol i produkuju 

ksantan u zadovoljavajućoj koliĉini. Stoga je u ovoj fazi istraţivanja vreme trajanja kultivacije 

sojeva Xanthomonas spp. na medijumu sa komercijalnim glicerolom povećano, odnosno 

ispitivan je uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena trajanja njihove kultivacije na 

proizvodnju ksantana. Kultivacija 14 sojeva roda Xanthomonas (poglavlje 4.1) izvedena je na 

medijumu ĉiji je sastav definisan u poglavlju 4.2.1, a pod uslovima opisanim u poglavlju 4.4. u 

trajanju od 168 h i 240 h. Mogućnost biosinteze ksantana procenjena je na osnovu rezultata 

reoloških merenja (poglavlje 4.6.2), a uspešnost bioprocesa procenjena je prema sadrţaju 

biosintetisanog ksantana na osnovu ĉije vrednosti je izraĉunat i stepen konverzije izvora 

ugljenika u proizvod (poglavlje 4.5). Uzorci dobijenih medijuma analizirani su i u pogledu 

vrednosti pH i sadrţaja ukupnih rastvorenih soli (poglavlje 4.6.2).  

Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po završetku 

kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, prikazane su u tabeli 5.7. 

Pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po završetku 

kultivacije ispitivanih proizvodnih sojeva u trajanju od 168 h i 240 h pоtvrĊеnе su vrеdnоstimа 

indеksа toka (n) dаtih u tаbеli 5.7. Vrеdnоsti indеksа toka  аnаlizirаnih uzoraka kretale su se u 

intеrvаlu оd 0,4457 do 0,6568 i od 0,4552 do 0,5723 prilikom kultivacije izolata sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa u trajanju od 168 h i 240 h, redom. Dobijeni rezultati su u 

saglasnosti sa prethodno publikovanim, gde su vrednosti indeksa toka proizvodnih medijuma sa 

komercijalnim glicerolom, dobijenih po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. 

izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa komercijalnim glicerolom, 
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bile u opsegu od 0,4338 do 0,5246 (Bajić i sar., 2015b). Kod izolata sa listova paprika ove 

vrednosti nisu bile mnogo drugaĉije prilikom njihove kultivacije na medijumu sa komercijalnim 

glicerolom u trajanju od 168 h i kretale su se u intеrvаlu оd 0,4285 do 0,5045, dok su se prilikom 

kultivacije u trajanju od 240 h vrednosti ovog reološkog parametra kretale od 0,3849 do 0,5908. 

Vrednosti faktora konzistencije medijuma dobijenog po završetku kultivacije sojeva 

Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa 

komercijalnim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h bile su u opsegu od 0,0560 Pa·s
n
 do  

0,4093 Pa·s
n
 i od 0,0717 Pa·s

n
 do 0,4887 Pa·s

n
, redom (tabela 5.7). Sa druge strane, vrednosti 

faktora konzistencije medijuma dobijenog po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas 

izolovanih sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 168 h i  

240 h bile su u opsegu od 0,2408 Pa·s
n
 do 0,4637 Pa·s

n
 i od 0,1975 Pa·s

n
 do 0,9412 Pa·s

n
, redom 

(tabela 5.7). Rаzliĉitе vrеdnоsti faktora konzistencije prikаzаnе u tаbеli 5.7. ukazuju na rаzliku u 

kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа dobijenog u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа prilikom 

kultivacije ispitivanih sojeva roda Xanthomonas na medijumu sa komercijalnim glicerolom u 

trajanju od 168 h i 240 h. Na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije izraĉunati su 

prividni viskoziteti medijuma sa komercijalnim glicerolom dobijenih po završetku kultivacije 

ispitivanih sojeva roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h. 

 

Tabela 5.7. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po 

završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

 
Kultivacija u trajanju  

od 168 h 

Kultivacija u trajanju  

od 240 h 

Xanthomonas sojevi 
K 

(Pa·s
n
) 

n  

(1) 

ηa 

 (mPa·s) 

K 

(Pa·s
n
) 

n  

(1) 

ηa 

 (mPa·s) 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

ATCC13951 0,4093 0,4457 31,85±0,15 0,4479 0,5054 48,82±3,97 

Am 0,0560 0,6512 7,46±3,03 0,0974 0,5487 11,13±2,61 

KARFIOL 0,0573 0,6568 8,19±3,07 0,0953 0,5723 12,04±2,70 

KUPUS 0,2398 0,5233 24,94±4,67 0,4887 0,5017 49,11±0,50 

KELJ 0,0627 0,6047 6,73±3,62 0,1125 0,4919 10,10±3,28 

Xp 3-1 0,0645 0,4702 4,23±3,38 0,0717 0,4556 5,78±3,50 

Xp 7-2 0,0560 0,5570 4,97±2,14 0,0995 0,4552 7,32±1,87 

Mn 7-2 0,0817 0,5430 6,24±3,42 0,1143 0,4563 8,89±2,52 

12-2 0,0628 0,6378 7,71±3,84 0,0969 0,5345 10,00±2,47 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 0,4391 0,4285 31,38±3,10 0,5457 0,4702 47,46±3,28 

PAP LIST 2 0,2408 0,5045 24,29±2,34 0,1975 0,5908 29,06±2,74 

PAP LIST 3 0,4474 0,4358 32,89±4,38 0,4544 0,4893 42,19±0,75 

PAP LIST 4 0,4637 0,4354 34,43±1,25 0,9412 0,3849 55,39±0,29 

PAP LIST 5 0,4119 0,4586 30,50±7,48 0,4711 0,4847 43,51±4,61 

K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.7. ukazuju na to da su se vrednosti prividnog viskoziteta 

proizvodnih medijuma sa komercijalnim glicerolom nakon kultivacije izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa u trajanju od 168 h kretale od 4,23±3,38 mPa·s do 31,85±0,15 mPa·s, dok 

su se vrednosti prividnog viskoziteta istog medijuma nakon biosinteze ksantana primenom 

navedenih izolata u trajanju od 240 h kretale od 5,78±3,50 mPa·s do 49,11±0,50 mPa·s. 

Evidentno je da su prilikom kultivacije referentnog soja i soja KUPUS u trajanju od 240 h 

ostvarene najveće vrednosti prividnog viskoziteta, a koje iznose 48,82±3,97 mPa·s i  

49,11±0,50 mPa·s, redom. Za medijume dobijene kultivacijom ostalih sojeva iz ove grupe 
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izolata u trajanju od 168 h i 240 h zabeleţene su dosta niţe vrednosti prividnog viskoziteta od 

prethodno pomenutih. Dobijeni rezultati sugerišu da se prilikom kultivacije izolata sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h 

dobija kultivaciona teĉnost većeg viskoziteta u poreĊenju sa kultivacijom istih sojeva u trajanju 

od 168 h. Pozivajući se na rezultate istraţivanja Zhong-a i saradnika iz 2013. godine, gde je 

utvrĊeno da prilikom porasta koncentracije ksantana u rastvoru dolazi do porasta viskoziteta tog 

rastvora, moţe se pretpostaviti da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h dobija veća koliĉina 

ksantana u poreĊenju sa kultivacijom istih sojeva na istom medijumu u trajanju od 168 h. Ipak, 

za izvoĊenje konaĉnih zakljuĉaka neophodno je pored sadrţaja ksantana odrediti i njegov 

kvalitet. 

Vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom nakon 

kultivacije izolata sa listova paprika u trajanju od 168 h kretale su se u opsegu od  

24,29±2,34 mPa·s do 34,43±1,25 mPa·s, dok su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu sa komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije istih izolata u trajanju od 240 h 

kretale od 29,06±2,74 mPa·s do 55,39±0,29 mPa·s. Dobijeni rezultati sugerišu da je veći 

viskozitet proizvodnih medijuma dobijen nakon kultivacije ove grupe izolata roda Xanthomonas 

u trajanju od 240 h. Iz prethodno navedenog se moţe zakljuĉiti da se i prilikom kultivacije 

izolata sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h 

produkuje ksantan u većoj koliĉini nego prilikom kultivacije istih izolata na istom medijumu u 

trajanju od 168 h. MeĊutim, za izvoĊenje konaĉnih zakljuĉaka trebalo bi pored odreĊivanja 

sadrţaja biosintetisanog ksantana odrediti i njegov kvalitet. 

Po završetku biosinteze ksantana, u okviru ovog istraţivanja, vršeno je merenje vrednosti pH 

proizvodnih medijuma, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.5. (Prilog 1). Izmerene vrednosti 

pH medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom nakon biosinteze ksantana u trajanju od 

168 h kretale su se od 5,11±0,04 do 7,52±0,04 kada su primenjeni izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa, odnosno od 6,62±0,04 do 6,94±0,03 kada su korišćeni izolati sa listova 

paprika.Vrednosti pH medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom nakon biosinteze 

ksantana u trajanju od 240 h kretale su se od 5,08±0,02 do 7,46±0,05 kada su primenjeni izolati 

sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, i od 6,28±0,04 do 6,48±0,04 kada su korišćeni izolati 

sa listova paprika, što se moţe videti iz tabele 8.5. (Prilog 1). Prilikom kultivacije manjeg broja 

ispitivanih izolata dolazi do blagog porasta vrednosti pH medijuma, što je u saglasnosti sa 

rezultatima ranijih istraţivanja gde je takoĊe zabeleţen rast vrednosti pH medijuma nakon 

biosinteze ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima (Psomas i sar., 2007). Razlike u 

vrednostima pH medijuma po završetku biosinteze ksantana, i u ovom sluĉaju, najverovatnije su 

uzrokovane razlikama u fiziološkim karakteristikama meĊu primenjenim proizvodnim sojevima 

(Nitschke i Thomas, 1995). 

Po završetku biosinteze ksantana u okviru ovog istraţivanja izvršeno je i merenje sadrţaja TDS u 

proizvodnim medijumima, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.6. (Prilog 1). Izmerene 

vrednosti sadrţaja TDS u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom nakon biosinteze 

ksantana u trajanju od 168 h kretale su se od 2,61 g/l do 2,80 g/l kada su korišćeni izolati sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, i od 2,67 g/l l do 2,77 g/l kada su primenjeni izolati sa 

listova paprika. Sa druge strane, po završetku kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice 
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kupusnjaĉa na proizvodnom medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h 

izmerene vrednosti sadrţaja TDS kretale su se od 2,79 g/l do 3,15 g/l, dok su primenom izolata 

sa listova paprika u medijumima detektovane vrednosti sadrţaja TDS od 2,68 g/l do 2,75 g/l. 

Dobijeni rezultati sugerišu da nema znaĉajne razlike u vrednostima sadrţaja TDS u proizvodnim 

medijumima sa komercijalnim glicerolom prilikom kultivacije navedene dve grupe izolata roda 

Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h, što ukazuje na to da se u sadrţaj TDS u medijumima 

dobijenim u primenjenim eksperimentalnim uslovima nalazio u granicama potrebnim za 

nesmetanu metaboliĉku aktivnost proizvodnog mikroorganizma. 

Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i vremena trajanja 

kultivacije na sadrţaj biosintetisanog ksantana izvršena je sa ciljem utvrĊivanja statistiĉke 

znaĉajnosti uticaja ispitivanih faktora, kao i njihove kombinacije na koliĉinu produkovanog 

ksantana. Rezultati ove statistiĉke analize sumarno su prikazani u tabeli 5.8. 

 

 Tabela 5.8. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i vremena 

trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa  

komercijalnim glicerolom 

SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

 

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za izolate sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

pokazali su da proizvodni soj, vreme kultivacije, kao i njihova kombinacija imaju statistiĉki 

znaĉajan uticaj na sadrţaj produkovanog ksantana, što potvrĊuju p-vrednosti manje od 0,05 u sva 

tri sluĉaja (tabela 5.8). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima ranijih istraţivanja koji 

sugerišu da proizvodni soj, sastav kultivacionog medijuma i vreme kultivacije znaĉajno utiĉu na 

prinos ksantana, ali i na njegov kvalitet (Moreira i sar., 2001; Kurbanoğlu i Kurbanoğlu, 2007; 

Moosavi-Nasab i sar., 2010; Miranda i sar., 2020). Posmatrajući srednje vrednosti kvadrata moţe 

se primetiti da vreme kultivacije (35,785) ima najveći uticaj na sadrţaj biosintetisanog ksantana. 

Uticaj proizvodnog soja (27,811) je nešto manji, dok kombinacija proizvodnog soja i vremena 

kultivacije (3,331) ima najmanji uticaj na koliĉinu ksantana produkovanog u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima. 

Sa druge strane, p-vrednosti za analizirane parametre i njihove interakcije dobijene prilikom 

kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od  

168 h i 240 h pokazuju drugaĉije ponašanje u poreĊenju sa prethodnom grupom izolata. Iz tabele 

5.8. moţe se uoĉiti da jedino odabir proizvodnog soja ima statistiĉki znaĉajan uticaj na sadrţaj 

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

Proizvodni soj 222,491 8 27,811 129,98 < 0,000001 

Vreme kultivacije 35,785 1 35,785 167,24 < 0,000001 

Proizvodni soj i vreme kultivacije 26,645 8 3,331 15,57 < 0,000001 

Greška 7,703 36 0,214 
  

Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj 49,262 4 12,315 40,102 < 0,000001 

Vreme kultivacije 0,643 1 0,643 2,094 0,163398 

Proizvodni soj i vreme kultivacije 0,160 4 0,040 0,130 0,969717 

Greška 6,142 20 0,307   
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biosintetisanog ksantana (p<0,05), dok vreme kultivacije i kombinacija proizvodnog soja i 

vremena kultivacije nemaju znaĉajan uticaj na sadrţaj ksantana u medijumu, što potvrĊuju  

p-vrednosti 0,163398 i 0,969717, redom). Uzimajući u obzir prethodno navedeno, moţe se 

konstatovati da sojevi roda Xanthomonas, izolovani sa listova paprika, u velikoj meri utiĉu na 

proizvodnju ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima, što se podudara sa prethodno 

objavljenom publikacijom gde je ustanovljeno da izolati sa listova paprika znaĉajno utiĉu na 

sadrţaj biosintetisanog ksantana u medijumu (Ronĉević i sar., 2019). 

Rezultati statistiĉke analize prikazani su i grafiĉki na slikama 5.9-5.12, a kako bi se odabrala 

kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije pri kojoj se ostvaruje najveća produkcija 

ksantana eksperimentalni podaci su analizirani i primenom Dankanovog testa višestrukih 

poreĊenja ĉiji su rezultati dati u tabeli 5.7. 

Na slici 5.9. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja na sadrţaj 

ksantana u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja 

kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Grafiĉki predstavljeni rezultati 

ukazuju na to da postoji znaĉajna razlika u sadrţaju biosintetisanog ksantana kada su primenjeni 

razliĉiti sojevi iz navedene grupe izolata roda Xanthomonas, a bez obzira na duţinu trajanja 

kultivacije. Prema rezultatima prikazanim na slici 5.9, kao najproduktivniji pokazao se soj 

KUPUS koji je biosintetisao ksantan u najvećoj koncentraciji u primenjenim eksperimentalinm 

uslovima. TakoĊe, evidentno je da ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u koliĉini produkovanog 

ksantana kada se primenjuju sojevi ATCC 13951, Am, KARFIOL, KELJ, Xp 7-2 i 12-2. Kao 

najmanje produktivan soj pokazao se Mn 7-2, a za njim i Xp 3-1. Oba proizvodna soja su u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima biosintetisala ksantan u minimalnoj koncentraciji. 

Sadrţaj ksantana, koji je produkovan primenom sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme 

trajanja kultivacije, kretao se od oko 3 g/l do oko 12 g/l. 

Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana u medijumu 

za biosintezu sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije izolata sa 

listova paprika dati su na slici 5.10. Posmatrajući ovako predstavljene rezultate moţe se primetiti 

da prilikom kultivacije razliĉitih proizvodnih sojeva Xanthomonas izolovanih sa paprika na 

medijumu sa komercijalnim glicerolom, ne uzimajući u obzir vreme kultivacije, dolazi do 

produkcije ksantana u razliĉitim koncentracijama. Dobijeni rezultati sugerišu da je soj  

PAP LIST 4 produkovao ksantan u najvećoj koncentraciji. MeĊutim, kao što se moţe videti iz 

grafiĉki prikazanih rezultata, ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u pogledu sadrţaja ksantana u 

proizvodnom medijumu kada se kultiviše soj PAP LIST 4 i kada su u tu svrhu primenjeni sojevi 

PAP LIST 2 i PAP LIST 5. Prema rezultatima prikazanim na istoj slici, evidentno je da je 

najniţa koncentracija ksantana u medijumu za biosintezupostignuta upotrebom sojeva  

PAP LIST 1 i PAP LIST 3, te da ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu te dve grupe 

podataka. Sa slike 5.10. se takoĊe moţe primetiti da se sadrţaj ksantana, produkovan primenom 

sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim 

glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije, kretao od oko 7 g/l do oko 11 g/l. 
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Slika 5.9. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa 

komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa 

 

 
Slika 5.10. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova paprika 

 

Slika 5.11. ilustruje rezultate statistiĉke analize uticaja selekcije vremena trajanja kultivacije 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa 

komercijalnim glicerolom, bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Dobijeni 

rezultati ukazuju da postoji znaĉajna razlika u produkciji ksantana prilikom kultivacije izolata sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u trajanju od 168 h i 240 h. Evidentno je da ispitivani 
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proizvodni sojevi produkuju više ksantana ako se kultivišu u duţem vremenskom periodu. Do 

razlike u koncentraciji ksantana najverovatnije je došlo jer je proizvodnim mikroorganizmima 

potrebno odreĊeno vreme da se adaptiraju na glicerol kao jedini izvor ugljenika u medijumu 

(Crosse i sar., 2020). Sadrţaj ksantana, koje su sojevi roda Xanthomonas izolovani sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa biosintetisali na proizvodnom medijumu sa komercijalnim 

glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije, kretao se od oko 5 g/l do oko 9 g/l. 

 

 
Slika 5.11. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa  

 

Na slici 5.12. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja vremena trajanja kultivacije izolata 

sa listova paprika na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom, 

bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Dobijeni rezultati sugerišu na to da se 

koliĉine ksantana u proizvodnim medijumima sa komercijalnim glicerolom koje su produkovane 

za razliĉito vreme kultivacije ne razlikuju znaĉajno, odnosno moţe se primetiti da sadrţaj 

ksantana koji je odreĊen nakon 240 h nije znaĉajno veći od sadrţaja ksantana koji je detektovan 

nakon 168 h kultivacije ispitivanih sojeva. Koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu sa 

komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa 

listova paprika u trajanju od 168 h i 240 h kretala se od oko 8 g/l do oko 10 g/l. UporeĊujući ove 

rezultate sa prethodno diskutovanim (slika 5.11) moţe se pretpostaviti da se lokalni izolati sa 

listova paprika adaptiraju na glicerol za kraće vreme.  
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Slika 5.12. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova paprika 

 

U tabeli 5.9. su predstavljeni rezultati Dankanovog testa višestrukih poreĊenja za sadrţaj 

ksantana u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije 

ispitivanih sojeva roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.9. ukazuju da postoji statistiĉki znaĉajna razlika u koncentraciji 

ksantana u proizvodnom medijumu sa komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije 

ispitivanih izolata roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h. Sadrţaj biosintetisanog 

ksantana kretao se od 3,13±0,12 g/l do 11,98±0,60 g/l kada su, u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima, kultivisani izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Dobijeni rezultati 

pokazuju veliku uspešnost u poreĊenju sa rezultatima prethodnih istraţivanja gde je prilikom 

kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumima sa 20 g/l glicerola u 

trajanju od 120 h ostvaren sadrţaj ksantana od 1,68 g/l do 7,44 g/l (Bajić i sar., 2015b). 

Analizom rezultata prikazanih u tabeli 5.9. moţe se uoĉiti da je soj KUPUS pokazao najbolju 

produktivnost iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u ovoj fazi istraţivanja 

jer je prilikom kultivacije na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h 

produkovao ksantan u najvećoj koncentraciji, koja je iznosila 11,18±0,60 g/l. Proizvodni soj 

KUPUS je, za razliku od većine ostalih izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, veoma 

dobru produktivnost ostvario i prilikom kultivacije na medijumu sa komercijalnim glicerolom u 

trajanju od 168 h, kada je produkovao ksantan u koncentraciji od 11,01±0,61 g/l. IzmeĊu ovih 

vrednosti ne postoji statitiĉki znaĉajna razlika, što potvrĊuje p-vrednost od 0,660510. 

Posmatrajući rezultate prikazane u tabeli 5.9. moţe se primetiti da je ostalim sojevima iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa potrebno više vremena za proizvodnju većeg 

sadrţaja ksantana. Najmanji sadrţaj ksantana ostvaren je prilikom kultivacije soja Mn 7-2 na 

medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 168 h. Prema istim rezultatima, ne postoji 

statistiĉki znaĉajna razlika u koncentraciji ksantana u proizvodnom medijumu dobijenom 

prilikom kultivacije soja Mn 7-2 tokom 168 h i 240 h, što potvrĊuje p-vrednost od 0,546502. 
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Tabela 5.9. Dankanov test višestrukih poreĊenja: sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa 

komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od  

168 h i 240 h 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj t (h) P (g/l) Proizvodni soj t (h) P (g/l) 

Mn 7-2 168 3,13±0,12
a 

PAP LIST 1 168 7,04±0,55
a 

Mn 7-2 240 3,36±0,23
ab 

PAP LIST 1 240 7,41±0,51
a 

Xp 3-1 168 4,11±0,29
bc 

PAP LIST 3 168 7,42±0,36
a 

KELJ 168 4,28±0,28
c 

PAP LIST 3 240 7,95±0,64
a 

Xp 3-1 240 4,71±0,24
c 

PAP LIST 5 168 9,73±0,56
b 

Xp 7-2 168 4,83±0,18
c 

PAP LIST 2 168 9,86±0,51
b 

ATCC 13951 168 6,19±0,32
d 

PAP LIST 5 240 9,94±0,71
b 

Am 168 6,25±0,54
d 

PAP LIST 2 240 9,96±0,49
b 

KARFIOL 168 6,36±0,35
d 

PAP LIST 4 168 10,22±0,63
b 

12-2 168 6,51±0,44
d 

PAP LIST 4 240 10,48±0,51
b 

Am 240 7,53±0,49
e 

   

ATCC 13951 240 7,58±0,48
e 

   

12-2 240 7,87±0,43
e 

   

KARFIOL 240 7,97±0,64
e 

   

Xp 7-2 240 8,11±0,65
e 

   

KELJ 240 9,02±0,72
f 

   

KUPUS 168 11,01±0,61
g 

   

KUPUS 240 11,18±0,60
g 

   

       P-sadržaj biosintetisanog ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa; 

       * Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou značajnosti u intervalu  

       poverenja od 95%. 

 

Prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu za biosintezu sa komercijalnim 

glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, a u trajanju od 168 h i 240 h, sadrţaj 

biosintetisanog ksantana kretao se od 7,04±0,55 g/l do 10,22±0,63 g/l (tabela 5.9). Prema 

rezultatima prikazanim u tabeli 5.9. evidentno je da je soj PAP LIST 4 pokazao najbolju 

produktivnost iz grupe izolata sa listova paprika u ovom istraţivanju jer je prilikom kultivacije 

na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h produkovao ksantan u najvećoj 

koncentraciji. MeĊutim, ova koliĉina ksantana ne razlikuje se znaĉajno od koliĉine ksantana koju 

je isti soj produkovao tokom kultivacije u trajanju od 168 h, ali ni od koliĉine ksantana koju su 

sojevi PAP LIST 2 i PAP LIST 5 produkovali za 240 h i 168 h, redom, što potvrĊuju p-vrednosti 

veće od 0,05. Rezultati prikazani u tabeli 5.9. ukazuju na to da je najmanji sadrţaj ksantana 

postignut prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 1 i PAP LIST 3. Dobijeni rezultati pokazuju da 

ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika izmeĊu vrednosti sadrţaja ksantana produkovanog kada je 

kultivacija sojeva PAP LIST 1 i PAP LIST 3 vršena u trajanju od 168 h i 240 h, što potvrĊuju  

p-vrednosti veće od 0,05. Uzimajući u obzir prethodno diskutovane rezultate moţe se zakljuĉiti 

da se kao najpogodniji soj za proizvodnju ksantana primenom izolata sa listova paprika istiĉe soj  

PAP LIST 4 koji u ispitivanim eksperimentalnim uslovima produkuje ksantan u najvećoj 

koncentraciji bez obzira na vreme trajanja kultivacije. Posmatrajući dobijene rezultate moţe se 

konstatovati da prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 2, PAP LIST 4 i PAP LIST 5 na medijumu 

sa komercijalnim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima, povećanjem vremena 
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kultivacije sa 168 h na 240 h ne dolazi do znaĉajnog povećanja sadrţaja biosintetisanog 

ksantana. Rezultati dobijeni u ovoj fazi istraţivanja  su u saglasnosti sa rezultatima ranijih 

istraţivanja gde je prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 13951 u trajanju od 

168 h na medijumu sa razliĉitim koncentracijama komercijalnog glicerola (15-45 g/l) 

biosintetisan ksantan u koncentraciji od 7,98-12,94 g/l (Ronĉević i sar., 2020a). U poreĊenju sa 

prethodno razmatranom grupom izolata roda Xanthomonas, moţe se primetiti da sojevi izolovani 

sa listova paprika proizvode ksantan u velikoj koncentraciji za kraće vreme kultivacije (168 h). 

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.9. moţe se zakljuĉiti da je razliĉitim izolatima potreban 

razliĉit vremenski period za biosintezu veće koliĉine ksantana. Razlika u produktivnosti izolata 

roda Xanthomonas korišćenih u ovom istraţivanju verovatno je posledica ĉinjenice da razliĉite 

vrste roda Xanthomonas poseduju razliĉite metaboliĉke puteve i cikluse (Saddler i Bradbury, 

2004) i da je razliĉitim sojevima potrebno razliĉito vremena da se adaptiraju na medijum sa 

glicerolom (Crosse i sar., 2020). 

Kao što je već navedeno, kоnvеrziја izvora ugljenika u proizvod predstavlja znаĉајаn pоkаzаtеlј 

uspеšnоsti biоprоcеsа. Shodno tome, vrednosti konverzije izvora ugljenika u ksantan u 

medijumu sa komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u 

trajanju od 168 h i 240 h prikazane su u tabeli 5.10. 

 

 Tabela 5.10. Konverzija izvora ugljenika u ksantan u medijumu za biosintezu sa komercijalnim 

glicerolom po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od  

168 h i 240 h 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj t (h) KP/S (%) Proizvodni soj t (h) KP/S(%) 

Mn 7-2 168 15,64±0,62 PAP LIST 1 168 32,92±2,25 

Mn 7-2 240 16,79±1,16 PAP LIST 1 240 35,22±1,73 

Xp 3-1 168 20,55±1,43 PAP LIST 3 168 36,92±1,11 

KELJ 168 21,41±1,40 PAP LIST 3 240 37,07±1,05 

Xp 3-1 240 23,54±1,19 PAP LIST 5 168 39,50±2,33 

Xp 7-2 168 24,17±0,88 PAP LIST 2 168 39,74±1,49 

ATCC 13951 168 30,86±0,77 PAP LIST 5 240 41,78±1,32 

Am 168 31,23±2,70 PAP LIST 2 240 48,49±0,76 

KARFIOL 168 31,82±1,75 PAP LIST 4 168 48,80±0,54 

12-2 168 32,37±1,46 PAP LIST 4 240 51,11±2,15 

Am 240 37,73±1,18    

ATCC 13951 240 37,76±1,11    

12-2 240 39,18±0,92    

KARFIOL 240 39,70±1,43    

Xp 7-2 240 40,39±1,47    

KELJ 240 45,42±1,10    

KUPUS 168 53,73±1,04    

KUPUS 240 55,06±1,01    

        KP/S-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; t-vreme trajanja bioprocesa. 
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Rezultati dati u tаbеli 5.10. ukazuju na to da se stepen kоnvеrziјe inicijalnog sadrţaja 

komercijalnog glicerola u ksantan u medijumu za biosintezu, u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim 

uslоvimа, kretao оd 15,64±0,62% dо 55,06±1,01% za izolate sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima gde se, 

prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 13951 i sojeva roda Xanthomonas 

izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumima sa komercijalnim glicerolom 

(20 g/l), ostvarena konverzija glicerola u ksantan u medijumu za biosintezu kretala u opsegu od 

14,90% do 68,70% (Bajić i sar., 2015b). Proizvodni soj KUPUS se izdvaja u ovoj grupi izolata 

kao soj koji veoma dobro konvertuje komercijalni glicerol u ksantan, i to u vrednosti većoj od 

50% za oba ispitivana vremena trajanja kultivacije. Dakle, posmatrajući rezultate prikazane u 

tabeli 5.10. moţe se zakljuĉiti da soj KUPUS za kraće vreme konvertuje neznatno manju 

koliĉinu glicerola u ksantan. U istoj grupi izolata soj Mn 7-2 izdvaja se po najmanjoj konverziji 

glicerola u ksantan prilikom kultivacije u trajanju od 168 h u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima. Kada su u pitanju izolati sa listova paprika, ostvareni stepen kоnvеrziјe izvora 

ugljenika u ksantan, u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа, kretao se оd 32,92±2,25% dо 

51,11±2,15%. U poreĊenju sa rezultatima prethodne grupe izolata, Xanthomonas sojevi 

izolovani sa listova paprika konvertuju komercijalni glicerol u ksantan u nešto manjoj meri za 

isto vreme trajanja kultivacije. Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.10. moţe se primetiti da 

proizvodni soj PAP LIST 4 u ovoj grupi izolata konvertuje komercijalni glicerol u ksantan u 

najvećoj meri za vreme od 240 h.  U ovoj grupi izolata, soj PAP LIST 1 se izdvaja kao soj koji 

za vreme od 168 h u najmanjoj meri konvertuje glicerol u ksantan.  

Imajući u vidu da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan kreće 

u intervalu od 50-85% (Rosalam i England, 2006), moţe se konstatovati da, unutar grupe izolata 

sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, soj KUPUS pokazuje najbolji potencijal za primenu u 

biotehnološkoj proizvodnji ksantana na medijumu sa glicerolom jer jedini konvertuje ovaj izvor 

ugljenika u ksantan u vrednosti većoj od 50%. Kod izolata sa listova paprika soj PAP LIST 4 se 

izdvaja kao najpogodniji za primenu u biotehnološkoj proizvodnji ksantana na medijumu sa 

glicerolom, s obzirom da predstavlja jedini soj unutar ove grupe izolata koji konvertuje glicerol u 

ksantan u vrednosti većoj od 50%. 

 

5.1.4. Uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na kvalitet ksantana 

Po završetku bioprocesa ksantan je izdvojen iz kultivacionog medijuma (poglavlje 4.5), a zatim 

je izvršena njegova kvalitativna karakterizacija. Kao pokazatelj kvaliteta ksantana 

biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima odreĊivana je srednja vrednost 

molekulskih masa (poglavlje 4.6.3). Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih 

proizvodnih sojeva i vremena kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na 

medijumu sa komercijalnim glicerolom izvršena je sa ciljem utvrĊivanja statistiĉke znaĉajnosti 

uticaja variranih parametara, kao i njihove kombinacije na posmatrani indikator kvaliteta 

biopolimera. Dobijeni rezultati sumirani su u tabeli 5.11. 

Rezultati dati u tabeli 5.11. pokazali su da proizvodni soj, vreme kultivacije, kao i njihova 

kombinacija imaju statistiĉki znaĉajan uticaj na molekulsku masu ksantana biosintetisanog 

primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa komercijalnim 
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glicerolom, što potvrĊuju izuzetno niske p-vrednosti prikazane u tabeli 5.11. Dobijeni rezultati su 

u saglasnosti sa rezultatima ranijih nauĉnih istraţivanja koji takoĊe potvrĊuju da molekulska 

masa ksantana, izmeĊu ostalog, zavisi i od primenjenog proizvodnog soja i vremena kultivacije 

(García-Ochoa i sar., 2000; Casas i sar., 2000). Ukoliko se obrati paţnja na srednje vrednosti 

kvadrata za pomenutu grupu izolata, koje su prikazane u istoj tabeli, moţe se zakljuĉiti da 

selekcija proizvodnog soja (1,454·10
11

) ima najveći, vreme kultivacije (3,543·10
10

) nešto manji, 

a njihova kombinacija (2,882·10
9
) najmanji uticaj na kvalitet biopolimera.  

Sa druge strane, iz rezultata predstavljenih u tabeli 5.11. moţe se videti da se  

p-vrednosti za analizirane parametre kod sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova paprika 

znaĉajno razlikuju. Prema dobijenim rezultatima p-vrednost za primenjene proizvodne sojeve je 

manja od 0,05 što znaĉi da oni statistiĉki znaĉajno utiĉu na molekulsku masu biosintetisanog 

ksantana, dok vreme kultivacije i kombinacija proizvodnih sojeva i vremena kultivacije nemaju 

znaĉajan uticaj na ovaj pokazatelj kvaliteta biopolimera jer su p-vrednosti za ove parametre 

0,137150 i 0,826987, redom. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima koji 

sugerišu da pored uticaja na prinos ksantana, proizvodni sojevi Xanthomonas imaju znaĉajan 

uticaj i na njegovu molekulsku masu (Demirci i sar., 2017). Rezultati statistiĉke analize 

prikazani su i grafiĉki, a dati su na slikama 5.13-5.16. 

 

Tabela 5.11. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i vremena 

trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa  

komercijalnim glicerolom  

  SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

  

Na slici 5.13. predstavljeni su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz 

grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na molekulsku masu ksantana 

biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije. 

Grafiĉki predstavljeni rezultati ukazuju da se vrednost molekulske mase ksantana biosintetisanih 

u ispitivanim eksperimentalnim uslovima kretala od oko 1·10
5
 g/mol do oko 7·10

5
 g/mol, pri 

ĉemu je evidentno da soj KUPUS produkuje ksantan najboljeg kvaliteta, bez obzira na vreme 

trajanja kultivacije. TakoĊe se moţe primetiti da ostali ispitivani izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa produkuju ksantan znatno manje molekulske mase i da meĊu njima ne 

postoji znaĉajne razlike. Na osnovu dobijenih rezultata moţe se konstatovati da se unutar grupe 

Xanthomon

as sojevi 
Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

Izolati sa 

listova 

biljaka iz 

porodice 

kupusnjača 

Proizvodni soj 1,163·10
12

 8 1,454·10
11

 327,081 < 0,000001 

Vreme kultivacije 3,543·10
10

 1 3,543·10
10

 79,692 < 0,000001 

Proizvodni soj i vreme 

kultivacije 
2,306·10

10
 8 2,882·10

9
 6,484 0,000032 

Greška 1,600·10
10

 36 4,446·10
8
 

  

Izolati sa 

listova 

paprika 

Proizvodni soj 1,977·10
12

 4 4,942·10
11

 825,22 < 0,000001 

Vreme kultivacije 1,436·10
9
 1 1,436·10

9
 2,40 0,137150 

Proizvodni soj i vreme 

kultivacije 
8,869·10

8
 4 2,217·10

8
 0,37 0,826987 

Greška 1,198·10
10

 20 5,988·10
8
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izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa soj KUPUS izdvaja kao najpogodniji za 

biosintezu ksantana najboljeg kvaliteta.  

 

 
Slika 5.13. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (MW) biosintetisanih 

na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

Slika 5.14. ilustruje rezultate statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe 

izolata sa listova paprika na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa 

komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije. Prikazani rezultati ukazuju da 

se vrednost molekulske mase ksantana biosintetisanih u ispitivanim eksperimentalnim uslovima 

kretala od oko 2·10
5
 g/mol do oko 9·10

5
 g/mol. Ksantan najveće molekulske mase a samim tim i 

najboljeg kvaliteta, dobijen je prilikom kultivacije soja PAP LIST 3. Ksantan nešto slabijeg 

kvaliteta dobijen je kada su primenjeni sojevi PAP LIST 1, PAP LIST 4 i PAP LIST 5, dok je soj 

PAP LIST 2 produkovao ksantan najslabijeg kvaliteta u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima, bez obzira na vreme kultivacije. Ukoliko se uporede vrednosti proseĉnih molekulskih 

masa ksantana dobijenih prilikom kultivacije sojeva iz navedenih grupa izolata moţe se uoĉiti da 

izolati sa listova paprika produkuju ksantan veće molekulske mase od izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

Slika 5.15 prikazuje rezultate statistiĉke analize uticaja selekcije vremena trajanja kultivacije na 

molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom primenom 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe 

izolata. Dobijeni rezultati ukazuju na to da je ksantan veće molekulske mase produkovan 

prilikom kultivacije ispitivanih izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u trajanju od  

240 h. Na osnovu svih prethodno diskutovanih rezultata moţe se pretpostaviti da je izolatima sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa potrebno više vremena da na medijmumu sa 

komercijalnim glicerolom u primenjenim uslovima produkuju ksantan veće molekulske mase 
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usled ĉinjenice da je razliĉitim sojevima potrebno duţe vreme da se adaptiraju na medijum sa 

glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika i produkuju ksantan (Crosse i sar., 2020). Osim toga, 

dobijeni rezultati mogu biti posledica umreţavanja molekula ksantana tokom vremena trajanja 

bioprocesa i formiranja molekula veće molekulske mase, što je eksperimentalno potvrĊeno u 

prethodnim istraţivanjima (Ronĉević, 2016). 

 

 
Slika 5.14. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (MW) biosintetisanih 

na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa 

listova paprika 

 

 
Slika 5.15. Uticaj vremena trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana (MW) 

biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa 
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Na slici 5.16. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije vremena trajanja 

kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim 

glicerolom primenom izolata sa listova paprika, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe 

izolata. Prema prikazanim rezultatima je evidentno da ne postoji znaĉajna razlika u vrednostima 

proseĉne molekulske mase ksantana dobijene prilikom kultivacije izolata sa listova paprika u 

trajanju od 168 h i 240 h. Dobijeni rezultati ukazuju da duţe trajanje kultivacije sojeva 

izolovanih sa listova paprika ne utiĉe na promenu kvaliteta biopolimera produkovanog u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

 

 
Slika 5.16. Uticaj vremena trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana (MW) 

biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova paprika 

 

Kako bi se odabrala kombinacija proizvodnog soja i vremena trajanja kultivacije pri kojoj se 

biosintetiše ksantan najveće molekulske mase, eksperimentalni podaci su analizirani i primenom 

Dankanovog testa višestrukih poreĊenja ĉiji su rezultati dati u tabeli 5.12. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.12. ukazuju na to da se proseĉna molekulska masa biosintetisanih 

ksantana kretala od 1,05±0,16·10
5
 g/mol do 6,54±0,2·10

5
 g/mol prilikom kultivacije izolata sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, odnosno od 1,65±0,16·10
5
 g/mol do 8,87±0,29·10

5
 g/mol 

prilikom kultivacije izolata sa listova paprika. Dobijeni rezultati pokazuju da su vrednosti 

molekulskih masa ksantana biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom za vreme 

trajanja kultivacije od 168 h i 240 h veće u poreĊenju sa prethodno objavljenim rezultatima gde 

je prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 13951 u trajanju od 168 h na 

medijumu sa 15 g/l komercijalnog glicerola biosintetisan ksantan molekulske mase od  

2,86·10
5
 g/mol (Ronĉević i sar., 2014).  
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Tabela 5.12. Dankanov test višestrukih poreĊenja: molekulska masa ksantana koje na medijumu 

sa komercijalnim glicerolom biosintetišu sojevi Xanthomonas spp. za vreme trajanja kultivacije 

od 168 h i 240 h 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj t (h) Mw (10
5
 g/mol)

*
 Proizvodni soj t (h) Mw (10

5
 g/mol)

*
 

Xp 3-1 168 1,05±0,16
a 

PAP LIST 2 168 1,65±0,16
a
 

Mn 7-2 168 1,08±0,18
a 

PAP LIST 2 240 1,76±0,14
a
 

Mn 7-2 240 1,36±0,21
ab 

PAP LIST 4 168 7,03±0,32
b
 

ATCC 13951 168 1,48±0,24
bc 

PAP LIST 4 240 7,38±0,22
bc

 

KARFIOL 168 1,73±0,2
cd 

PAP LIST 5 168 7,48±0,19
c
 

KARFIOL 240 1,81±0,1
cd 

PAP LIST 5 240 7,54±0,4
c
 

Xp 7-2 168 1,9±0,16
d 

PAP LIST 1 168 8,31±0,2
d
 

12-2 168 1,92±0,28
d 

PAP LIST 1 240 8,36±0,21
de

 

KELJ 168 1,96±0,31
d 

PAP LIST 3 168 8,75±0,29
ef

 

Xp 3-1 240 1,96±0,21
d 

PAP LIST 3 240 8,87±0,29
f
 

KELJ 240 2,08±0,3
d 

   

Xp 7-2 240 2,08±0,2
d 

   

ATCC 13951 240 2,55±0,16
e 

   

Am 168 3,15±0,2
fg 

   

12-2 240 3,15±0,2
f 

   

Am 240 3,5±0,2
g 

   

KUPUS 168 6,16±0,18
h 

   

KUPUS 240 6,54±0,2
i 

   

             MW- srednja molekulska masa ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa; 

  * Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou značajnosti u intervalu  

  poverenja od 95%. 

 

Dobijeni rezultati prikazani u tabeli 5.12. ukazuju na to da se kao najpogodniji soj iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa pokazao soj KUPUS koji je tokom kultivacije u 

trajanju od 240 h produkovao ksantan molekulske mase od 6,54±0,2·10
5
 g/mol, dok je nešto 

manja vrednost molekulske mase ksantana (6,16±0,18·10
5
 g/mol) ostvarena prilikom kultivacije 

istog soja u trajanju od 168 h. Rezultati prikazani u tabeli 5.12. ukazuju da se vrednost 

molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije soja KUPUS u trajanju od 168 h i  

240 h ne nalaze na istom nivou znaĉajnosti, što potvrĊuje i p-vrednost od 0,032521. Proizvodni 

soj Xp 3-1 je prilikom 168 h kultivacije produkovao ksantan najlošijeg kvaliteta u ovoj grupi 

izolata, na šta ukazuje najmanja vrednost molekulske mase od 1,05±0,16·10
5
 g/mol. Dobijena 

vrednost se nalazi na istom nivou znaĉajnosti kao i vrednosti molekulskih masa dobijenih 

prilikom kultivacije soja Mn 7-2 u trajanju od 168 h i 240 h, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 

0,05. MeĊu sojevima izolovanim sa listova paprika kao najpogodniji pokazao se soj PAP LIST 3 

koji je prilikom kultivacije u trajanju od 240 h produkovao ksantan proseĉne molekulske mase 

od 8,87±0,29·10
5
 g/mol. Pored toga, bitno je spomenuti i to da je ovaj soj za 168 h kultivacije 

produkovao ksantan statistiĉki neznatno manje molekulske mase (p=0,569389). Dobijeni 

rezultati ukazuju na to da povećanje vremena trajanja kultivacije soja PAP LIST 3, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, ne rezultuje znaĉajnim povećanjem molekulske mase 

separisanog biopolimera. Soj PAP LIST 2 se pokazao kao soj koji produkuje ksantan najlošijeg 

kvaliteta meĊu sojevima iz ove grupe izolata, na šta ukazuju najmanje srednje vrednosti 

molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije ovog soja u trajanju od 168 h  i 240 h. 
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Na osnovu p-vrednosti od 0,582609 moţe se konstatovati da ne postoji znaĉajna razlika u 

kvalitetu ksantana dobijenog primenom soja PAP LIST 2 u razliĉitom vremenu trajanja 

kultivacije. 

Prema dobijenim rezultatima, izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa produkuju ksantan 

boljeg kvaliteta ako se kultivacija izvodi u trajanju od 240 h. Kod izolata sa listova paprika ne 

dolazi do znaĉajne promene u kvalitetu biosintetisanog ksantana prilikom povećanja vremena 

trajanja kultivacije sa 168 h na 240 h. PoreĊenjem dobijenih rezultata za obe grupe ispitivanih 

izolata moţe se zakljuĉiti da prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu sa 

komercijalnim glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, za kraće vreme (168 h) 

dolazi do produkcije ksantana boljeg kvaliteta, ako se kao indikator kvaliteta biopolimera uzme 

srednja vrednost molekulskih masa. Ovo ukazuje na odliĉan potencijal primene sojeva roda 

Xanthomonas izolovanih sa listova paprika u ekonomski isplativoj proizvodnji ksantana visokog 

kvaliteta na medijumu sa glicerolom. 

 

5.2. KARAKTERIZACIJA SIROVOG GLICEROLA IZ PROIZVODNJE 

BIODIZELA U REPUBLICI SRBIJI 

Sirovi glicerol predstavlja glavni nusproizvod industrije biodizela, a obzirom da se proizvodni 

kapaciteti biodizela iz dana u dan povećavaju širom sveta dolazi do generisanja sve znaĉajnih 

koliĉina ovog efluenta. Glicerol koji se generiše prilikom proizvodnje biodizela obiĉno je ĉistoće 

15-90%. MeĊutim sаstаv sirоvоg glicеrоlа zаvisi оd višе fаktоrа zbоg ĉеgа gа је tеškо prеciznо 

dеfinisаti (Nanda i sar., 2014; Trindade i sar., 2015). Pored glicerola, sirovi glicerol iz industrije 

biodizela moţe da sadrţi vodu, organske i neorganske soli, sapune, alkohol, tragove glicerida, 

bojene materije, slobodne masne kiseline i druge organske neglicerolske materije (Ueoka i 

Katayama, 2001; Hajek i Skopal, 2010).  

U okviru ove doktorske disertacije sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela korišćen je kao izvor 

ugljenika u medijumima za razliĉite faze biotehnološke proizvodnje ksantana. Sirovi glicerol 

korišćen u eksperimentalnim ispitivanjima dobijen je iz domaće fabrike za proizvodnju biodizela 

(Beograd, Srbija), gde su kao sirovine korišćena otpadna ulja i masti. Njegov sastav i parametri 

kvaliteta definisani su posredstvom kompanije Mol d.o.o. (Beograd, Srbija) a dodatne analize, u 

pogledu vrednosti pH, sadrţaja TDS, sadrţaja glicerola, sadrţaja ukupnog i asimilabilnog azota, 

sadrţaja suve materije i sadrţaja pepela, odraĊene su u okviru ovog istraţivanja (poglavlje 4.6.1). 

Objedinjeni parametri kvaliteta sirovog glicerola korišćenog u okviru ove doktorske disertacije 

prikazani su u tabeli 5.13. 

S obzirom da glicеrоl prеdstаvlја pogodan izvоr uglјеnikа zа razliĉite proizvodne 

mikrооrgаnizme (Taccari i sar., 2012), njegov sadrţaj u sirovom glicerolu je od velikog znaĉaja 

za primenu ovog efluenta industrije biodizela kao sirovine u biotehnološkim postupcima 

proizvodnje visokovrednih proizvoda. Prema dobijenim rezultatima, sadrţaj glicerola u sirovom 

glicerolu, koji je korišćen u okviru ovog istraţivanja, iznosio je 47,60%(w/v), što je u skladu sa 

prethodno iznetim literaturnim navodima da se sadrţaj glicerola u sirovom glicerolu kreće od 

15%(w/w) do 90%(w/w) (Nanda i sar., 2014; Trindade i sar., 2015). Hu i saradnici (2012) su u 

svom istraţivanju ispitivali sastav pet razliĉitih uzoraka sirovog glicerola dobijenih iz 
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proizvodnje biodizela gde su kao sirovine korišćena sojina ulja i razliĉita otpadna ulja. Prema 

rezultatima ovog istraţivanja sadrţaj glicerola u uzorcima sirovog glicerola kretao se od 

22,9%(w/w) do 63,0%(w/w). Pored toga, bitno je napomenuti da glicerol korišćen u okviru ove 

doktorske disertacije poseduje veću ĉistoću u poreĊenju sa uzorcima sirovog glicerola iz 

proizvodnje biodizela korišćenih u istraţivanjima kanadskih struĉnjaka gde je sadrţaj glicerola 

iznosio 15,4%(w/w)  i 30,2%(w/w)  (Valerio i sar., 2015).  

 

Tabela 5.13. Parametri kvaliteta sirovog glicerola 

Parametar Jedinica Vrednost 

Sadrţaj glicerola % (w/v) 47,60 

Gustina g/cm3 1,12 

Kinematska viskoznost mm
2
/s 74,97 

Sadrţaj mehaniĉkih neĉistoća % (w/w) 0,03 

Vrednost pH 1 9,29 

Sadrţaj pepela % (w/w) 81,75 

Sadrţaj suve materije % (w/w) 4,83 

Sadrţaj organskih materija % (w/w) 95,12 

Sadrţaj metanola % (w/w) 0,45 

Sadrţaj natrijuma mg/kg 199,83 

Sadrţaj kalijuma % (w/w) 3,73 

Sadrţaj kalcijuma mg/kg 6,76 

Sadrţaj magnezijuma mg/kg 2,31 

Sadrţaj sumpora mg/kg 1,58 

Sadrţaj fosfora % (w/w) 0,02 

Sadrţaj ukupnog azota mg/l n.d. 

Sadrţaj asimilabilnog azota mg/l n.d. 

Sadrţaj ukupnih rastvorenih soli mg/l 421,50 

   n.d. - nije detektovano 

 

Gustina ĉistog glicerola na temperaturi od 20°C iznosi 1,261 g/cm
3 

(Kong i sar., 2016). Vrednost 

gustine sirovog glicerola korišćenog u ovom istraţivanju nešto je manja od gustine ĉistog 

glicerola i iznosi 1,120 g/cm
3
. Ova vrednost je u saglasnosti sa rezultatima istraţivanja gde se 

gustina uzoraka sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kretala od 1,01 g/cm
3
 do 1,20 g/cm

3 

(Hu i sar., 2012).  

Vrednost pH se u okviru prethodno pomenutog istraţivanja sa pet uzoraka sirovog glicerola 

kretala u opsegu od 6,50 do 10,00 (Hu i sar., 2012), što se takoĊe podudara sa vrednošću pH 

sirovog glicerola korišćenog u ovom istraţivanju koja iznosi 9,29. Povišen nivo alkalnosti 

zabeleţen u sirovom glicerolu posledica je prisustva ostataka katalizatora, kao što je NaOH, iz 

procesa transesterifikacije ulja (Rodrigues i sar., 2016).  

U okviru karakterizacije sirovog glicerola korišćenog u ovom istraţivanju odraĊena je i analiza 

sadrţaja pepela. Sadrţaj pepela pruţa informacije o katalizatoru koji je korišćen u procesu 

transesterifikacije, pri ĉemu najveći deo prelazi u sastav sirovog glicerola, dok drugi deo ostaje u 

obliku natrijumove ili kalijumove soli. Dakle, vrednost pepela od 4,83%(w/w)  (tabela 5.13) 

potvrĊuje prisustvo ostataka katalizatora u sirovom glicerolu, kao što je već navedeno u 

dostupnoj nauĉnoj literaturi (Kumar i sar., 2019). Prema rezultatima ranijih istraţivanja sadrţaj 

pepela u sirovom glicerolu dobijenom iz proizvodnje biodizela kreće se od 2,70% (w/w) (Hu i 

sar., 2012) do 6,34%(w/w)  (Kumar i sar., 2019).  
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Sadrţaj suve materije u sirovom glicerolu korišćenom u ovom istraţivanju iznosi 81,75%(w/w) 

(tabela 5.13) i veoma dobro se podudara sa rezultatima karakterizacije razliĉitih uzoraka sirovog 

glicerola dobijenog iz industrije biodizela iz ranijiih istraţivanja gde se ova vrednost kretala od 

56,58%(w/w) do 99%(w/w)  (Hu i sar., 2012; Kumar i sar., 2019).  

Sadrţaj organskih materija u sirovom glicerolu, koji je korišćen u ovom istraţivanju, iznosi 

95,12%(w/w) (tabela 5.13). Organske materije potiĉu od triglicerida koji su zaostali iz procesa 

transesterifikacije, ali mogu biti i ostaci slobodnih masnih kiselina iz ulja (Rodrigues i sar., 

2016).  

Niţi alkoholi, kao što su metanol i etanol, uobiĉajeno se koriste u proizvodnji biodizela, ali se u 

fazi odvajanja biodizela od glicerola uklanjaju. Sadrţaj metanola od 0,45%(w/w) u sirovom 

glicerolu korišćenom u ovom istraţivanju ukazuje na dobro uklanjanje metanola od glicerola. U 

poreĊenju sa rezultatima ranijih istraţivanja, gde se sadrţaj metanola kretao u opsegu od 

6,20%(w/w) do 15,84%(w/w) (Hu i sar., 2012; Rodrigues i sar., 2016), ova vrednost je znaĉajno 

manja.  

Prema podacima iz nauĉne literature, sirovi glicerol iz industrije biodizela sadrţi odreĊenu 

koliĉinu metala poput natrijuma, kalcijuma, kalijuma, magnezijuma, ali i nemetali, kao što su 

fosfor i sumpor, takoĊe mogu biti prisutni. Koliĉine navedenih metala, izuzev natrijuma, obiĉno 

se kreću u rasponu od 4 ppm do 163 ppm, dok sadrţaj natrijuma prelazi 1%(w/w)  (Ayoub i 

Abdullah, 2012). Sadrţaj kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i natrijuma u sirovom glicerolu 

korišćenom u ovom istraţivanju iznosio je: 3,73%(w/w), 6,76 mg/kg (0,000676%(w/w)),  

2,31 mg/kg (0,000231%(w/w)) i 199,83 mg/kg (0,019983%(w/w)), redom. Dobijene vrednosti 

ukazuju na to da je natrijum najzastupljeniji metal prisutan u analiziranom sirovom glicerolu. 

Dobijene vrednosti u saglasnosti su sa rezultatima istraţivanja koje su vršili Hu i saradnici 

(2012) prilikom karakterizacije pet uzoraka sirovog glicerola gde se takoĊe ispostavilo da je 

natrijum prisutan u najvećoj koncentraciji u poreĊenju sa ostalim metalima prisutnim u 

uzorcima. Sadrţaj natrijuma u sirovom glicerolu korišćenom u okviru ove doktorske disertacije u 

saglasnosti je sa sadrţajem natrijuma u ispitivanim uzorcima prethodno pomenutog istraţivanja, 

koji se kretao od 0,00906%(w/w) do 1,931%(w/w), dok je sadrţaj kalijuma, kalcijuma i 

magnezijuma u uzorcima bio nešto veći i kretao se u opsegu od 0,01188%(w/w) do 

3,939%(w/w), 0,0004-0,00205%(w/w)  i 0,00037-0,00142%(w/w), redom. Pored navedenih 

metala, u sastavu sirovog glicerola moţe se naći i gvoţĊe. Prema podacima iz ranijeg 

istraţivanja sadrţaj gvoţĊa u sirovom glicerolu iz proizvodnje biodizela kreće se od 

0,00316%(w/w)  do 0,00921%(w/w) (Hu i sar, 2012). 

Nemetali takoĊe mogu zaostati u sirovom glicerolu iz proizvodnje biodizela. Analiziranjem 

sadrţaja sirovog glicerola korišćenog u ovom istraţivanju ustanovljeno je da su od nemetala 

prisutni sumpor i fosfor, i to u koncentracijama od 1,58 mg/kg (0,000158%(w/w)) i 

0,015%(w/w), redom. Sadrţaj fosfora u sirovom glicerolu u skladu je sa rezultatima ranijih 

istraţivanja gde je prilikom karakterizacije uzoraka sirovog glicerola ustanovljeno da se sadrţaj 

fosfora kretao od 0,00247%(w/w)  do 0,02338%(w/w)  (Hu i sar., 2012).  

Karakterizacija sirovog glicerola korišćenog u istraţivanjima u okviru ove doktorske disertacije 

podrazumevala je i analiziranje sadrţaja ukupnog i asimilabilnog azota. MeĊutim, u analiziranim 

uzorcima nije detektovano prisustvo ovog elementa ili je njegov sadrţaj ispod granice detekcije 
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primenjenih metoda. Prema rezultatima jednog od ranijih istraţivanja, azot je prisutan u 

uzorcima sirovog glicerola i to u koncentraciji od 0,3%(w/w)  do 1,2%(w/w)  (Hu i sa., 2012), 

dok prema rezultatima ostalih istraţivanja nije zabeleţeno prisustvo azota u sirovom glicerolu 

(Valerio i sar., 2015; Rodrigues i sar., 2016;). 

Sadrţaj ukupnih rastvorenih soli u sirovom glicerolu korišćenom u okviru ove doktorske 

disertacije iznosi 421,50 mg/l. Soli koje zaostaju u sirovom glicerolu poreklom su iz procesa 

transesterifikacije, taĉnije, od katalizatora korišćenih u ovom procesu. Najĉešće se kao 

katalizatori prilikom procesa transesterifikacije koriste NaOH, CH3KO ili KOH (Kumar i sar., 

2019). U zavisnosti od korišćenog katalizatora u procesu transesterifikacije dobija se sirovi 

glicerol razliĉitog sastava u pogledu sadrţaja soli, ali i metala ĉiji je sadrţaj ranije diskutovan.   

Uzimajući u obzir prethodno diskutovane vrednosti parametara kvaliteta sirovog glicerola moţe 

se zakljuĉiti da sastav sirovog glicerola koji generiše industrija biodizela zavisi od sirovina 

korišćenih za proizvodnju biodizela, njihovog sastava, tehnologije dobijanja biodizela, ali i od 

korišćenih katalizatora. Sve navedeno veoma utiĉe na krajnji sastav sirovog glicerola. Kao što je 

već reĉeno, pored glicerola u sirovom materijalu prisutni su i odreĊeni metali, nemetali, soli, 

ostaci katalizatora, mineralne materije i sliĉno (Hu i sar., 2012). Sirovi glicerol potencijalno 

moţe biti znaĉajan supstrat u mnogim biotehnološkim procesima i zbog niske cene. Poznato je 

da sastav kultivacionog medijuma zavisi od potreba proizvodnog mikroorganizma za odreĊenim 

nutrijentima koji omogućavaju njegov rast i biosintezu ţeljenih proizvoda, te da su najznaĉajniji 

nutrijenti u kultivacionom medijumu izvori ugljenika, azota, fosfora i mineralnih materija 

(Brandão i sar., 2013). S obzirom da sirovi glicerol, koji je korišćen u okviru ove doktorske 

disertacije, sadrţi izvore ugljenika i fosfora, kao i razliĉite mineralne materije, pre upotrebe u 

biotehnološkim procesima neophodno ga je obogatiti organskim i/ili neorganskim izvorima 

azota. Rezultati prethodno sprovedenih istraţivanja, gde je eksperimentalno dokazana 

metaboliĉka aktivnost svih ispitivanih izolata roda Xanthomonas na medijumu sa glicerolom kao 

jedinim izvorom ugljenika (poglavlje 5.1), ukazuju na obećavajući potencijal iskorišćenja 

sirovog glicerola u biotehnološkoj proizvodnji ksantana.  

 

5.3. SKRINING MОGUĆNОSTI BIОSINTЕZЕ KSАNTАNА PRIMENOM 

SOJEVA Xanthomonas spp. NА MEDIJUMU SA SIROVIM GLICEROLOM 

Sledeća faza istraţivanja u okviru ove doktorske disertacije izvedena je u nekoliko koraka, a 

imala je za cilj skrining mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. nа 

medijumu sа sirovim glicеrоlоm. Dobijeni rezultati su podeljeni i prikazani u tri dela. Prvi deo 

obuhvata rezultate ispitivanja uticaja selekcije proizvodnog soja i vremena trajanja kultivacije na 

koliĉinu ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom. U drugom delu predstavljeni su rezultati 

ispitivanja uticaja selekcije proizvodnog soja i vremena trajanja kultivacije na kvalitet ksantana 

biosintetisanog na medijumu sa sirovim glicerolom. Treći deo se odnosi na odabir najpogodnijeg 

soja za proizvodnju ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima.  
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5.3.1. Uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na količinu ksantana u 

medijumu sa sirovim glicerolom 

Poznato je da razliĉite vrste roda Xanthomonas poseduju razliĉite metaboliĉke puteve i cikluse 

(Saddler i Bradbury, 2004) i da je razliĉitim sojevima potrebno razliĉito vreme da se adaptiraju 

na prisustvo glicerola kao jedinog izvora ugljenika u medijumu (Crosse i sar., 2020). Rezultati 

prikazani u okviru poglavlja 5.1. ukazuju na to da svi ispitivani sojevi Xanthomonas spp. 

uspešno metabolišu glicerol kao izvor ugljenika u medijumu za biosintezu ksantana. U ovoj fazi 

istraţivanja ispitivana je mogućnost biosinteze ksantana razliĉitim izolatima roda Xanthomonas 

na medijumu sa sirovim glicerolom. Rezultati karakterizacije sirovog glicerola, predstavljeni u 

okviru poglavlja 5.2, pokazuju da sirovi glicerol predstavlja kompleksan supstrat i da pored 

glicerola kao izvora ugljenika, sadrţi i druge komponente. Kada se sirovine kompleksnog i 

nestandardnog sastava koriste u biotehnološkoj proizvodnji jedino je eksperimentalnim putem 

moguće dokazati njihovu primenu jer se na taj naĉin utvrĊuje da li neke od prisutnih komponenti 

deluju inhibitorno na metabolizam proizvodnog mikroorganizma (Savić, 2007). U skladu sa tim, 

postoje indicije da je vreme za koje proizvodni mikroorganizam metaboliše ovaj izvor ugljenika i 

biosintetiše ţeljeni proizvod duţe nego što je to sluĉaj kod primene jednostavnijih supstrata. Iz 

navedenog razloga, u ovom koraku je ispitivana mogućnosti biosinteze ksantana razliĉitim 

izolatima roda Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja 

bioprocesa. Kako bi se realizovao postavljeni cilj ove faze istraţivanja, kultivisano je ukupno 14 

sojeva roda Xanthomonas, i to referentni soj X. campestris ATCC 13951 i 13 lokalnih izolata 

Xanthomonas spp. (poglavlje 4.1). Kultivacioni medijumi korišćeni u ovoj fazi istraţivanja 

opisani su u poglavlju 4.2, dok su priprema inokuluma i uslovi biosinteze navedeni u 

poglavljima 4.3. i 4.4. ovog rada. Po završetku zadatog vremena kultivacije ispitivanih sojeva 

izvršena je analiza medijuma kako bi se potvrdila mogućnost biosinteze ksantana i procenila 

uspešnost izvoĊenja bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Kako bi se utvrdilo 

da li je došlo do produkcije ksantana vršena su reološka meranja (poglavlje 4.6.2), a kao 

pokazatelj uspešnosti bioprocesa odreĊivan je sadrţaj biosintetisanog ksantana na osnovu ĉije 

vrednosti je izraĉunat i stepen konverzije izvora ugljenika u proizvod (poglavlje 4.5). Dobijeni 

medijumi analizirani su i u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS (poglavlje 4.6.2). 

Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih primenom 

ispitivanih sojeva roda Xanthomonas koji su u zadatim eksperimentalnim uslovima kultivisani u 

razliĉitom trajanju, prikazane su u tabeli 5.14. 

Pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih 

kultivacijom ispitivanih proizvodnih sojeva u razliĉitom trajanju, pоtvrĊеnе su vrеdnоstimа 

indеksа toka (n) dаtih u tаbеli 5.14. Vrеdnоsti indеksа toka medijuma аnаlizirаnih u оvоj fazi 

istrаţivаnja kretale su se оd 0,4792 do 0,8355 i od 0,5522 do 0,7129 pri kultivaciji izolata sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u trajanju od 168 h i 240 h, redom. Kod izolata sa listova 

paprika ove vrednosti nalazile su se u intеrvаlu оd 0,4471 do 0,7158, prilikom kultivacije u 

trajanju od 168 h, dok su se prilikom kultivacije u trajanju od 240 h kretale od 0,4522 do 0,6619. 

Vrednosti faktora konzistencije medijuma za biosintezu dobijenog po završetku kultivacije 

sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na medijumu sa 

sirovim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h bile su u opsegu od 0,0139 Pa·s
n
 do 0,0961 Pa·s

n
 i 

od 0,0432 Pa·s
n
 do 0,1655 Pa·s

n
, redom (tabela 5.14). Sa druge strane, vrednosti faktora 
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konzistencije medijuma za biosintezu dobijenog po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas 

izolovanih sa listova paprika na medijumu sa sirovim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h 

kretale su se od 0,0405 Pa·s
n
 do 0,1646 Pa·s

n
 i od 0,243 Pa·s

n
 do 0,4246 Pa·s

n
, redom (tabela 

5.14). Fаktоr kоnzistеnciје je prоpоrciоnаlаn viskоzitеtu, a rаzliĉitе vrеdnоsti оvоg pаrаmеtrа 

prikаzаnе u tаbеli 5.14. ukazuju na rаzliku u kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа prоizvеdеnоg u 

primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа prilikom kultivacije rаzliĉitih izоlаtа roda 

Xanthomonas na medijumima sa sirovim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h. 

 

Tabela 5.14. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

 
Kultivacija u trajanju  

od 168 h 

Kultivacija u trajanju  

od 240 h 

Xanthomonas sojevi 
K  

[Pa·s
n
] 

n 

[1] 

ηa 

[mPa·s] 

K  

[Pa·s
n
] 

n 

[1] 

ηa 

[mPa·s] 

Izolati sa listova biljaka 

iz porodice kupusnjača 

ATCC 13951 0,0139 0,8355 4,98±1,48 0,0633 0,6769 13,11±2,39 

Am 0,056 0,6512 7,46±3,03 0,0463 0,6836 10,67±0,40 

KARFIOL 0,0573 0,6568 8,19±3,07 0,0432 0,7129 9,71±6,30 

KUPUS 0,0961 0,5170 10,30±0,15 0,1655 0,6232 21,16±7,11 

KELJ 0,0627 0,6047 6,73±3,62 0,0731 0,6735 14,11±3,22 

Xp 3-1 0,0643 0,4792 4,28±3,33 0,0473 0,7029 11,40±1,70 

Xp 7-2 0,056 0,5570 4,97±2,14 0,0376 0,6996 7,66±2,25 

Mn 7-2 0,0817 0,5430 6,24±3,42 0,0862 0,5522 6,98±3,56 

12-2 0,0473 0,5715 4,86±2,45 0,0628 0,6378 7,71±3,84 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 0,1646 0,4471 11,87±2,95 0,243 0,4893 23,06±2,11 

PAP LIST 2 0,1398 0,4908 11,72±3,24 0,2408 0,5045 24,29±2,34 

PAP LIST 3 0,0854 0,5537 10,41±2,86 0,3174 0,4653 26,80±1,05 

PAP LIST 4 0,0864 0,5438 10,04±1,39 0,4246 0,4522 29,23±6,18 

PAP LIST 5 0,0405 0,7158 10,84±0,69 0,1742 0,6619 22,37±8,78 

   K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

 

Na osnovu prethodno diskutovanih vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije izraĉunati su 

prividni viskoziteti medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom dobijenih nakon kultivacije 

rаzliĉitih izоlаtа roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h. Dobijeni rezultati takoĊe su 

prikazani u tabeli 5.14, a pokazuju da su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa u trajanju od 168 h kretale od 4,28±3,33 mPa·s do 10,30±0,15 mPa·s, dok su se 

vrednosti ovog parametra izraĉunate nakon kultivacije istih sojeva u trajanju od 240 h kretale od 

6,98±3,56 mPa·s do 21,16±7,11 mPa·s. Analizom tabelarno prikazanih rezultata moţe se uoĉiti 

da je prividni viskozitet medijuma sa glicerolom po završetku kultivacije soja KUPUS veći u 

poreĊenju sa prividnim viskozitetom medijuma dobijenih delovanjem ostalih ispitivanih sojeva 

iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Dobijeni rezultati sugerišu da prilikom 

povećanja vremena trajanja kultivacije ispitivanih sojeva sa 168 h na 240 h dolazi do porasta 

viskoziteta medijuma za biosintezu, što je u saglasnosti sa rezultatima ranijih istraţivanja gde je 

ustanovljeno da povećanjem vremena trajanja bioprocesa dolazi do porasta viskoziteta 

kultivacione teĉnosti ksantana (Gilani i sar., 2011). U ranijim istraţivanjima je ustanovljeno da 

prilikom porasta koncentracije ksantana u rastvoru dolazi do porasta prividnog viskoziteta tog 

rastvora. Stoga se moţe zakljuĉiti da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa na medijumu sa sirovim glicerolom u trajanju od 240 h produkuje veća koliĉina 
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ksantana u poreĊenju sa kultivacijom istih sojeva u trajanju od 168 h. MeĊutim, za izvoĊenje 

konaĉnih zakljuĉaka potrebno je odrediti sadrţaj ksantana, ali i njegov kvalitet.  

Prilikom biosinteze ksantana primenom izolata sa listova paprika na medijumu sa sirovim 

glicerolom dolazi do sliĉnog ponašanja kao kod prethodno diskutovane grupe izolata (tabela 

5.14). Naime, vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, 

izraĉunate nakon kultivaciije izolata sa listova paprika u trajanju od 168 h kretale su se u opsegu 

od 10,04±1,39 mPa·s do 11,87±2,95 mPa·s, dok su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma 

sa sirovim glicerolom dobijenih delovanjem istih izolata u trajanju od 240 h nalazile u opsegu od 

22,37±8,78 mPa·s do 29,23±6,18 mPa·s. Moţe se primetiti da je i u ovom sluĉaju veći viskozitet 

medijuma sa sirovim glicerolom postignut nakon kultivacije u trajanju od 240 h. Rezultati 

prikazani u tabeli 5.14. sugerišu da je najveća vrednost prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu zabeleţena prilikom kultivacije izolata PAP LIST 4 u trajanju od 240 h.  

Kao što je već navedeno, vrednost pH predstavlja vaţan parametar za uspešno izvoĊenje 

biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana, te su po završetku kultivacije ispitivanih izolata 

u trajanju od 168 h i 240 h dobijeni medijumi za biosintezu sa sirovim glicerolom podvrgnuti 

merenju vrednosti pH. Zabeleţene vrednosti date su u tabeli 8.7. (Prilog 1). Vrednosti pH 

medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom dobijenih po završetku kultivacije izolata sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u trajanju od 168 h kretale su se od 5,55±0,04 do 

7,48±0,03, a vrednosti izmerene nakon kultivacije istih izolata u trajanju od 240 h iznosile su od 

5,54±0,05 do 7,37±0,06. Sa druge strane, vrednosti pH medijuma sa sirovim glicerolom nakon 

biosinteze ksantana primenom izolata sa listova paprika u trajanju od 168 h kretale su se od 

6,35±0,05 do 6,44±0,03, odnosno od 5,66±0,03 do 5,72±0,03 kada je kultivacija trajala 240 h. 

Iako je niţa od 7,00, vrednost pH medijuma sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije svih 

ispitivanih izolata bila je iznad kritiĉne vrednosti, što je vaţno iz ugla ekonomske isplativosti 

bioprocesa, jer ukazuje na potencijalnu proizvodnju ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom 

bez potrebe i troškova korigovanja vrednosti pH tokom izvoĊenja samog bioprocesa.  

Po završetku kultivacije izolata roda Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom u trajanju 

od 168 h i 240 h izvršeno je merenje vrednosti sadrţaja TDS, a dobijene vrednosti date su u 

tabeli 8.8. (Prilog 1). Izmerene vrednosti sadrţaja TDS u medijumima sa sirovim glicerolom koji 

su dobijeni po završetku kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u trajanju od 

168 h kretale su se od 2,94±0,04 g/l do 3,14±0,06 g/l i od 2,97±0,04 g/l do 3,13±0,03 g/l 

prilikom kultivacije navedenih sojeva u trajanju od 240 h. Nakon kultivacije izolata sa listova 

paprika u trajanju od 168 h zabeleţene su vrednosti sadrţaja TDS u medijumu za biosintezu od 

2,86±0,03 g/l do 2,92±0,03 g/l, odnosno od 2,73±0,02 g/l do 2,89±0,03 g/l kada je kultivacija 

istih sojeva trajala 240 h. Analizom tabelarno prikazanih rezultata moţe se uoĉiti da je vrednost 

sadrţaja TDS u proizvodnim medijumima sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije 

ispitivanih izolata u primenjenim uslovima bila u granicama potrebnim za nesmetanu 

metaboliĉku aktivnost proizvodnog mikroorganizma. 

UtvrĊivanje statistiĉke znaĉajnosti uticaja ispitivanih proizvodnih sojeva i vremena kultivacije, 

kao i njihove kombinacije na sadrţaj ksantana, biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima na medijumu sa sirovim glicerolom, izvršeno je primenom dvofaktorijalne analize 

varijanse. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.15. 
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Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse pokazali su da kod izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa vreme kultivacije i kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije 

imaju statistiĉki znaĉajan uticaj na sadrţaj ksantana, dok proizvodni soj ne utiĉe znaĉajno na 

njegovu biosintezu, što potvrĊuju p-vrednosti od 0,000029, 0,023529 i 0,116252, redom  

(tabela 5.15). Posmatrajući srednje vrednosti kvadrata moţe se primetiti da vreme kultivacije 

(32,328) ima znaĉajniji uticaj na produkciju ksantana od kombinacije proizvodnog soja i 

vremena kultivacije (3,673). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima istraţivanja 

vršenih u Brazilu gde je utvrĊeno da vreme kultivacije utiĉe na sadrţaj ksantana biosintetisanog 

primenom izolata X. campestris pv. mangiferaeindicae 645, X. axonopodis pv. manihotis 290 i 

X. campestris pv. campestris 1155 (Miranda i sar., 2020). 

 

Tabela 5.15. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i vremena 

trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana u medijumu za bisointezu sa sirovim glicerolom 

SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

 

Posmatrajući rezultate za izolate sa listova paprika prikazane u tabeli 5.15. moţe se uoĉiti 

drugaĉije ponašanje u poreĊenju sa prethodnom grupom izolata. Prema dobijenim rezultatima, 

proizvodni soj i kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije imaju znaĉajan uticaj na 

sadrţaj biosintetisanog ksantana, što povrĊuju p-vrednosti 0,021343 i 0,009243, redom. Sa druge 

strane, vreme trajanja kultivacije nema statistiĉki znaĉajan uticaj na sadrţaj ksantana u medijumu 

za biosintezu sa sirovim glicerolom, a to dokazuje p-vrednost od 0,089501. Srednje vrednosti 

kvadrata date u istoj tabeli pokazuju da kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije 

(3,388) znaĉajnije utiĉe na sadrţaj ksantana produkovanog primenom izolata sa listova paprika 

od samog odabira proizvodnog soja (2,754).  

Rezultati statistiĉke analize prikazani su i grafiĉki na slikama 5.17-5.20, a kako bi se odabrala 

kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije pri kojoj se ostvaruje najveća produkcija 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom eksperimentalni podaci su analizirani i primenom 

Dankanovog testa višestrukih poreĊenja ĉiji su rezultati dati u tabeli 5.16. 

Na slici 5.17. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa 

sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije. Ako se uzme u obzir srednja vrednost 

sadrţaja biosintetisanog ksantana za sve proizvodne sojeve, kao najproduktivniji pokazao se soj  

ATCC 13951, bez obzira na vreme trajanja kultivacije. Analizom grafiĉki predstavljenih 

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

Proizvodni soj 19,973 8 2,497 1,768 0,116252 

Vreme kultivacije 32,328 1 32,328 22,891 0,000029 

Proizvodni soj i vreme kultivacije 29,383 8 3,673 2,601 0,023529 

Greška 50,841 36 1,412 - - 

Izolati sa listova paprika 

Proizvodni soj 11,016 4 2,754 3,668 0,021343 

Vreme kultivacije 2,391 1 2,391 3,185 0,089501 

Proizvodni soj i vreme kultivacije 13,554 4 3,388 4,513 0,009243 

Greška 15,017 20 0,751 - - 
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rezultata se moţe primetiti da su, pored referentnog soja, izolati Am, KARFIOL, KUPUS i 12-2 

takoĊe pokazali dobru produktivnost. Bitno je naglasiti su i drugi ispitivani sojevi proizvodili 

ksantan, ali u manjoj koliĉini u poreĊenju sa navedenim sojevima. Razlike u izdvojenim 

koliĉinama ksantana najverovatnije su uzrokovane razlikama u fiziološkim karakteristikama 

meĊu korišćenim sojevima iz grupe izolata sa biljaka iz porodice kupusnjaĉa (Moreira i sar., 

2001). Najmanju koliĉinu ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima produkovao je soj 

Xp 3-1. Sadrţaj ksantana biosintetisanih primenom ispitivanih izolata roda Xanthomonas u 

okviru ovog ispitivanja kretao se od oko 2 g/l do 9 g/l. Ostvarene vrednosti sadrţaja ksantana su 

nešto veće u poreĊenju sa rezultatima dobijenim u okviru ranijih istraţivanja gde je prilikom 

kultivacije soja ATCC 13951 na medijumu sa sirovim glicerolom (15 g/l) produkovan ksantan u 

koncentraciji od 6,77 g/l do 7,22 g/l (Ronĉević i sar., 2020a).  

 

 

Slika 5.17. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa 

 

Slika 5.18. predstavlja grafiĉki prikaz rezultata statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog 

soja iz grupe izolata sa listova paprika na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije. Rezultati prikazani na pomenutoj slici ukazuju 

na to da prilikom kultivacije razliĉitih proizvodnih sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa 

listova paprika na medijumu sa sirovim glicerolom, ne uzimajući u obzir vreme kultivacije, 

dolazi do produkcije ksantana u priliĉno ujednaĉenim koncentracijama. Dobijeni rezultati 

sugerišu da proizvodni soj PAP LIST 4, meĊu ispitivanim izolatima roda Xanthomonas, 

produkuje ksantan u najvećoj koliĉini. Na osnovu grafiĉki predstavljenih rezultata je evidentno 

da je najmanji sadrţaj ksantana ostvaren prilikom kultivacije soja PAP LIST 5. TakoĊe, moţe se 

primetiti da se sadrţaj ksantana u proizvodnom medijumu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije izolata sa listova paprika u okviru ovog ispitivanja kretao od oko 5 g/l do oko 8 g/l. 
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Slika 5.18. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova paprika 

 

Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije vremena trajanja kultivacije izolata sa listova biljaka 

iz porodice kupusnjaĉa na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, bez 

obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata, prikazani su na slici 5.19. Grafiĉki 

predstavljeni rezultati ukazuju da je prilikom kultivacije sojeva iz ove grupe izolata roda 

Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom veći sadrţaj ksantana ostvaren kada je 

biosinteza trajala 240 h. Dobijeni rezultati sugerišu da je izolatima sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa prilikom kultivacije na medijumu sa sirovim glicerolom potrebno duţe vreme za 

biosintezu ksantana u većoj koncentraciji.  

Na slici 5.20. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije vremena trajanja 

kultivacije izolata sa listova paprika na sadrţaj ksantana u proizvodnom medijumu sa sirovim 

glicerolom, bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Evidentno je da ne postoji 

velika razlika u sadrţaju biosintetisanog ksantana za obe vrednosti ispitivanog vremena 

kultivacije, odnosno da koliĉina ksantana koja je produkovana tokom 240 h nije znaĉajno veća 

od koliĉine ksantana koja je biosintetisana tokom 168 h. U poreĊenju sa prethodno diskutovanim 

rezultatima moţe se zakljuĉiti da se izolati sa listova paprika adaptiraju na sirovi glicerol u za 

kraće vreme. 
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Slika 5.19. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

 

Slika 5.20. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom: izolati sa listova paprika 

 

U tabeli 5.16. prikazani su rezultati Dankanovog testa višestrukih poreĊenja za sadrţaj ksantana 

u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije ispitivanih sojeva roda 

Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h.  
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Tabela 5.16. Dankanov test višestrukih poreĊenja: sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa 

sirovim glicerolom po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprike 

Proizvodni soj t (h) P (g/l)
*
 Proizvodni soj t (h) P (g/l)

*
 

Xp 3-1 168 4,28±1,34
a
 PAP LIST 3 168 5,16±1,83

a
 

KARFIOL 168 4,52±1,05
a
 PAP LIST 5 240 5,45±1,01

a
 

12-2 168 4,74±0,37
a
 PAP LIST 2 240 5,72±0,10

a
 

Mn 7-2 168 5,34±0,07
ab

 PAP LIST 1 168 5,85±1,21
ab

 

KELJ 168 5,38±0,39
ab

 PAP LIST 5 168 6,25±0,55
abc

 

KUPUS 168 5,39±0,57
ab

 PAP LIST 2 168 6,65±0,50
abc

 

ATCC 13951 168 5,41±0,82
ab

 PAP LIST 4 168 7,44±0,42
bc

 

KELJ 240 5,65±0,25
abc

 PAP LIST 1 240 7,59±0,82
c
 

Mn 7-2 240 5,74±0,45
abc

 PAP LIST 3 240 7,59±0,31
c
 

Xp 3-1 240 5,93±1,99
abc

 PAP LIST 4 240 7,81±0,39
c
 

Xp 7-2 168 6,07±0,72
abcd

    

Xp 7-2 240 6,40±0,44
abcde

    

Am 240 6,51±0,13
abcde

    

Am 168 7,23±1,16
bcde

    

KUPUS 240 7,36±1,38
bcde

    

KARFIOL 240 7,82±2,63
cde

    

12-2 240 8,28±2,10
de

    

ATCC 13951 240 8,62±1,29
e
    

      P-sadržaj biosintetisanog ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa; 

    * Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou značajnosti u intervalu  

      poverenja od 95%. 

 

Analizom rezultata prikazanih u tabeli 5.16. moţe se primetiti da je kultivacija svih ispitivanih 

izolata roda Xanthomonas na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom u ispitivanim 

eksperimentalnim uslovima rezultovala produkcijom ksantana i da se sadrţaj ţeljenog 

biopolimera u ovom delu istraţivanja kretao od 4,28±1,34 g/l do 8,62±1,29 g/l kada su 

primenjeni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Kao najproduktivniji soj, iz ove 

grupe ispitivanih izolata roda Xanthomonas, pokazao se ATCC 13951 koji je prilikom izvoĊenja 

kultivacije u trajanju od 240 h produkovao ksantan u koncentraciji od 8,62±1,29 g/l. Prema 

dostupnim literaturnim podacima, ova vrednost je u saglasnosti sa sadrţajem ksantana 

produkovanog primenom istog soja na medijumu sa sirovim glicerolom (15 g/l) gde je za vreme 

trajanja kultivacije od 168 h biosintetisano od 6,77 g/l do 7,22g/l ksantana (Ronĉević i sar., 

2020a). Sadrţaj biosintetisanog ksantana koji je ostvaren u ovoj fazi istraţivanja u saglasnosti je 

i sa rezultatima brazilskih nauĉnika, koji su u svom istraţivanju prilikom kultivacije soja  

X. campestris mangiferaeindicae 2103 na medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) dobili 

ksantan u koncentraciji od 7,29 g/l (Brandão i sar., 2014). Rezultati prikazani u tabeli 5.16. 

ukazuju da ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u koliĉini produkovanog ksantana prilikom 

kultivacije sojeva ATCC 13951, 12-2, KARFIOL, KUPUS, Am i Xp u trajanju od 240 h i soja 
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Am u trajanju od 168 h, što pokazuju p-vrednosti veće od 0,05. Najmanji sadrţaj ksantana od 

4,28±1,34 g/l ostvaren je prilikom kultivacije soja Xp 3-1 u trajanju od 168 h. Dobijeni rezultati 

sugerišu da su vrednosti sadrţaja biosintetisanog ksantana ostvarene prilikom kultivacije 

ispitivanih sojeva iz navedene grupe izolata roda Xanthomonas u trajanju od 168 h niske i da se, 

izuzev prilikom kultivacije soja Am, nalaze na istom nivou znaĉajnosti, što potvrĊuju  

p-vrednosti veće od 0,05. 

Prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu sa sirovim glicerolom, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, a u trajanju od 168 h i 240 h, sadrţaj biosintetisanog ksantana 

kretao se od 5,16±1,83 g/l do 7,81±0,39 g/l (tabela 5.16). Kao najproduktivniji soj iz ove grupe 

izolata pokazao se soj PAP LIST 4 koji je prilikom kultivacije na medijumu za biosintezu sa 

sirovim glicerolom u trajanju od 240 h produkovao ksantan u koncentraciji od 7,81±0,39 g/l. 

Rezultati dati u tabeli 5.16. pokazuju da ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika u sadrţaju 

ksantana produkovanog prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 4 i sojeva PAP LIST 3 i  

PAP LIST 1 u trajanju od 240 h i sojeva PAP LIST 4, PAP LIST 2, PAP LIST 1 i PAP LIST 5 u 

trajanju od 168 h, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. Sa druge strane, najmanji sadrţaj 

ksantana u medijumu za biosintezu koji iznosi 5,16±1,83 g/l ostvaren je prilikom kultivacije soja 

PAP LIST 3 u trajanju od 168 h. Ova vrednost sadrţaja ksantana nalazi se na istom nivou 

znaĉajnosti kao i vrednosti koliĉine ksantana dobijene prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 5 i 

PAP LIST 2 u trajanju od 240 h i sojeva PAP LIST 5, PAP LIST 1 i PAP LIST 2 u trajanju od 

168 h, što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. 

Na osnovu svih rezultata prikazanih u tabeli 5.16. moţe se zakljuĉiti da izolati sa listova paprika 

za 168 h produkuju više ksantana nego što izolati sa listova biljaka kupusnjaĉa produkuju za  

240 h. Drugim reĉima, izolatima sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa potrebno je duţe 

vreme za biosintezu veće koliĉine ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom nego što je to 

sluĉaj kod izolata sa listova paprika. Do ove razlike meĊu ispitivanim izolatima verovatno dolazi 

usled ĉinjenice da razliĉite vrste roda Xanthomonas poseduju razliĉite metaboliĉke puteve i 

cikluse (Saddler i Bradbury, 2004), te je razliĉitim sojevima potrebno razliĉito vreme da se 

adaptiraju na sirovi glicerol koji u medijumu za biosintezu predstavlja jedini izvor ugljenika 

(Crosse i sar., 2020). 

Kоnvеrziја supstrata u proizvod predstavlja znаĉајаn pоkаzаtеlј uspеšnоsti izvoĊenja biоprоcеsа. 

Stoga su po završetku kultivacije ispitivanih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom u 

trajanju od 168 h i 240 h izraĉunate vrednosti stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan. 

Dobijeni rezultati dati su u tabeli 5.17.  

Rezultati prikazani u tаbеli 5.17. ukazuju na to da se kоnvеrziја izvora ugljenika u ţеlјеni 

mеtаbоlit, u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа, kretala оd 21,41±6,72% dо 43,11±6,44% 

za izolate sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. Dobijene vrednosti veće su od vrednosti 

stepena konverzije komercijalnog glicerola u ksantan (8,40-37,20%) dobijenih u okviru ranijih 

istraţivanja prilikom kultivacije sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa, na medijumu sa komercijalnim glicerolom koncentracije 20 g/l, a u trajanju 

od 120 h (Bajić i sar., 2015b). Soj ATCC 13951 se izdvaja u ovoj grupi izolata kao soj koji, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, konvertuje sirovi glicerol u ksantan u najvećoj meri za 

šta je potrebno da se bioproces izvodi u trajanju od 240 h. Soj Xp 3-1 se pokazao kao izolat sa 

listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa koji prilikom kultivacije na medijumu sa sirovim 
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glicerolom u trajanju od 168 h konvertuje izvor ugljenika u ksantan u najmanjoj meri. Kada su u 

pitanju izolati sa listova paprika, stepen kоnvеrziјe sirovog glicerola u ksantan, u primеnjеnim 

еkspеrimеntаlnim uslоvimа, kretao se оd 25,79±9,15% dо 39,07±1,93%. U poreĊenju sa 

rezultatima prethodne grupe izolata, Xanthomonas sojevi izolovani sa listova paprika konvertuju 

sirovi glicerol u ksantan u nešto manjoj meri, za isto vreme trajanja kultivacije. Soj PAP LIST 4 

se istiĉe u ovoj grupi izolata kao soj koji za vreme kultivacije od 240 h, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, konvertuje sirovi glicerol u ksantan u najvećoj meri. Posmatranjem 

rezultata iz tabele 5.17. moţe se primetiti da soj PAP LIST 3 prilikom kultivacije na medijumu 

sa sirovim glicerolom u trajanju od 168 h konvertuje izvor ugljenika u ksantan u najmanjoj meri. 

 

Tabela 5.17. Konverzija izvora ugljenika u ksantan u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom po završetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati listova sa paprike 

Proizvodni soj t (h) KP/S (%) Proizvodni soj t (h) KP/S (%) 

Xp 3-1 168 21,41±6,72 PAP LIST 3 168 25,79±9,15 

KARFIOL 168 22,60±5,25 PAP LIST 5 240 27,25±5,06 

12-2 168 23,70±1,86 PAP LIST 2 240 28,61±0,50 

Mn 7-2 168 26,70±0,35 PAP LIST 1 168 29,23±6,07 

KELJ 168 26,90±1,97 PAP LIST 5 168 31,27±2,75 

KUPUS 168 26,96±2,84 PAP LIST 2 168 33,25±2,48 

ATCC 13951 168 27,05±4,10 PAP LIST 4 168 37,19±2,12 

KELJ 240 28,23±1,23 PAP LIST 1 240 37,96±4,10 

Mn 7-2 240 28,68±2,24 PAP LIST 3 240 37,97±1,57 

Xp 3-1 240 29,65±9,97 PAP LIST 4 240 39,07±1,93 

Xp 7-2 168 30,37±3,61    

Xp 7-2 240 31,99±2,18    

Am 240 32,55±0,65    

Am 168 36,17±5,80    

KUPUS 240 36,82±6,90    

KARFIOL 240 39,08±13,16    

12-2 240 41,38±10,52    

ATCC 13951 240 43,11±6,44    

     KP/S-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; t-vreme trajanja bioprocesa. 

 

Na osnovu prethodno diskutovanih rezultata moţe se zakljuĉiti da vrednost stepena konverzije 

sirovog glicerola u ksantan, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, zavisi оd vremena 

trajanja kultivacije, ali i od odabira proizvodnog soja. Do razlike u stepenu konverzije sirovog 

glicerola u ksantan najverovatnije dolazi usled razlika u fiziološkim karakteristikama meĊu 

primenjenim sojevima roda Xathomonas (Nitschke i Thomas, 1995) i ĉinjenice da je razliĉitim 

sojevima potrebno razliĉito vreme da se adaptiraju prisustvo sirovog glicerola u medijumu i 

konvertuju ga u ksantan (Crosse i sar., 2020). Posmatrajući rezultate predstavljene u tabeli 5.17. 
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moţe se konstatovati da nijedan izolat roda Xanthomonas u ovoj fazi istraţivanja nije 

konvertovao izvor ugljenika u ksantan u vrednosti većoj od 50%. Dobijeni rezultati sugerišu da 

je neophodno izvršiti optimizaciju biosinteze ksantana, pre svega u pogledu sastava kultivacionih 

medijuma koji se koriste u svim segmentima proizvodnog postupka, a sve u cilju postizanja 

visokih prinosa i uspešnog izvoĊenja biotehnološke proizvodnje ksantana na medijumu sa 

sirovim glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. 

 

5.3.2. Uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na kvalitet ksantana 

biosintetisanog na medijumu sa sirovim glicerolom 

Nakon završene kultivacije ksantan je izdvojen iz proizvodnog medijuma (poglavlje 4.5), a zatim 

je izvršena njegova kvalitativna karakterizacija. Kao indikator kvaliteta ksantana, biosintetisanog 

u primenjenim eksperimentalnim uslovima, odreĊivana je srednja vrednost molekulskih masa 

(poglavlje 4.6.3). Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja selekcije razliĉitih proizvodnih sojeva 

i vremena trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa 

sirovim glicerolom izvršena je sa ciljem utvrĊivanja statistiĉke znaĉajnosti uticaja variranih 

parametara, kao i njihove kombinacije na odabrani pokazatelj kvaliteta biopolimera. Rezultati 

sprovedene statistiĉke analize prikazani su u tabeli 5.18. 

 

Tabela 5.18. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitih proizvodnih sojeva i vremena 

trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa  

sirovim glicerolom 

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos р-vrednost 

Izolati sa listova 

biljaka iz porodice 

kupusnjača 

Proizvodni soj 4,740·10
10

 8 5,925·10
9
 5,501 0,000144 

Vreme kultivacije 1,976·10
10

 1 1,976·10
10

 18,343 0,000131 

Proizvodni soj i 

vreme kultivacije 
4,453·10

10
 8 5,566·10

9
 5,167 0,000246 

Greška 3,878·10
10

 36 1,077·10
9
 - - 

Izolati sa listova 

paprike 

Proizvodni soj 3,173·10
10

 4 7,932·10
9
 10,672 0,000004 

Vreme kultivacije 4,964·10
10

 1 4,964·10
10

 104,393 0,000000 

Proizvodni soj i 

vreme kultivacije 
1,992·10

10
 4 4,981·10

9
 10,475 0,000096 

Greška 9,511·10
9
 20 4,755·10

8
 - - 

 SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

 

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse dati u tabeli 5.18. pokazuju da proizvodni soj, vreme 

trajanja kultivacije, kao i njihova kombinacija imaju statistiĉki znaĉajan uticaj na vrednost 

molekulske mase ksantana biosintetisanih prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa na medijumu sa sirovim glicerolom, što potvrĊuju p-vrednosti 0,000144, 

0,000131 i 0,000246, redom. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima ranijih istraţivanja 

gde je takoĊe potvrĊeno da molekulska masa ksantana zavisi od primenjenog proizvodnog soja i 

vremena kultivacije (Casas i sar., 2000; Moreira i sar., 2001). Srednje vrednosti kvadrata za 

izolate sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa prikazane u tabeli 5.18. ukazuju na to da vreme 
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kultivacije (1,976·10
10

) ima najznaĉajniji uticaj na vrednost molekulske mase biosintetisanih 

ksantana. Proizvodni soj (5,925·10
9
) i vremena kultivacije (5,566·10

9
) dosta manje utiĉu na 

kvalitet produkovanog ksantana.  

Kada su u pitanju sojevi roda Xanthomonas izolovani sa listova paprika, rezultati predstavljeni u 

tabeli 5.18. ukazuju da se p-vrednosti za analizirane parametre ne razlikuju mnogo od prethodno 

analizirane grupe izolata i da proizvodni soj, vreme kultivacije i njihova kombinacija znaĉajno 

utiĉu na srednju vrednost molekulske mase ksantana produkovanih u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima. Prema srednjim vrednostima kvadrata uoĉava se da vreme 

kultivacije (4,964·10
10

) i kod ovih izolata ima najzanĉajniji uticaj na vrednost molekulske mase 

biosintetisanih ksantana. Proizvodni soj (7,932·10
9
) u manjoj meri utiĉe na ovu grupu rezultata, 

dok kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije (4,981·10
9
) ima najmanji uticaj na 

kvalitet ksantana produkovanih u primenjenim eksperimentalnim uslovima. I ovi rezultati, kao i 

prethodno diskutovani, ukazuju na to da molekulska masa ksantana zavisi od primenjenog 

proizvodnog soja i vremena kultivacije, što je u saglasnosti sa rezultatima ranijih istraţivanja 

(Casas i sar., 2000; Moreira i sar., 2001). 

Rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana 

biosintetisanih na medijumu sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije 

primenom ispitivanih izolata roda Xanthomonas prikazani su i grafiĉki na slikama 5.21-5.24, a 

kako bi se odabrala kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije pri kojoj se produkuje 

ksantan najveće molekulske mase na medijumu sa sirovim glicerolom, eksperimentalni podaci su 

analizirani i primenom Dankanovog testa višestrukih poreĊenja ĉiji su rezultati dati u tabeli 5.19. 

Na slici 5.21. predstavljeni su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz 

grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na molekulsku masu ksantana 

biosintetisanih na medijumu sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije. Prema 

prikazanim rezultatima, kultivacija soja Am na medijumu sa sirovim glicerolom rezultuje 

biosintezom ksantana najveće molekulske mase, bez obzira na vreme trajanja bioprocesa. 

Rezultati prikazani na slici 5.21. sugerišu i da referentni soj, kao i izolati KARFIOL i Xp 3-1 

takoĊe produkuju ksantan velike molekulske mase. Prema istim rezultatima, prilikom kultivacije 

soja 12-2 na medijumu sa sirovim glicerolom produkuje se ksantan najmanje molekulske mase. 

Generalno gledano, rezultatima prikazani na slici 5.21. ukazuju da se srednja vrednost 

molekulske mase ksantana biosintetisanih u ispitivanim eksperimentalnim uslovima kretala od 

oko 0,5·10
5
 g/mol do oko 2,3·10

5
 g/mol. 

Slika 5.22. ilustruje rezultate statistiĉke analize uticaja proizvodnog soja iz grupe izolata sa 

listova paprika na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa sirovim glicerolom 

za razliĉito vreme trajanja kultivacije. Dobijeni rezultati sugerišu da je ksantan najveće 

molekulske mase biosintetisan prilikom kultivacije soja PAP LIST 4, bez obzira na vreme 

trajanja bioprocesa. Pored toga, moţe se primetiti da meĊu ksantanima koje su biosintetisali 

ostali proizvodni sojevi nema znaĉajne razlike u kvalitetu, a evidentno je i da je soj PAP LIST 1 

produkovao ksantan najmanje molekulske mase u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

Srednja vrednost molekulske mase ksantana biosintetisanih prilikom kultivacije izolata sa listova 

paprika na medijumu sa sirovim glicerolom kretala od oko 0,5·10
5
 g/mol do oko 2,8·10

5
 g/mol. 
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Slika 5.21. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (MW) biosintetisanih 

na medijumu sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

 

Slika 5.22. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (MW) biosintetisanih 

na medijumu sa sirovim glicerolom za razliĉito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova 

paprika 

 

PoreĊenjem vrednosti proseĉnih molekulskih masa ksantana dobijenih prilikom kultivacije 

izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa (slika 5.21) i listova paprika (slika 5.22) se 

uoĉava da izolati sa listova paprika na medijumu sa sirovim glicerolom produkuju ksantan veće 
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molekulske mase od izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima. 

Slika 5.23. predstavlja grafiĉki prikaz rezultata statistiĉke analize uticaja selekcije vremena 

trajanja kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na sadrţaj ksantana u 

medijumu sa sirovim glicerolom, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe izolata. Dobijeni 

rezultati ukazuju da postoji statistiĉki znaĉajna razlika u vrednostima proseĉne molekulske mase 

ksantana dobijenih prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa u 

trajanju od 168 h i 240 h te da je ksantan veće molekulske mase biosintetisan prilikom 

kultivacije ovih izolata u trajanju od 240 h. Na osnovu navedenih rezultata, kao i rezultata 

prikazanih na slici 5.19, moţe se zakljuĉiti da je izolatima sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa potrebno više vremena da na medijumu sa sirovim glicerolom, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, produkuju što više ksantana što boljeg kvaliteta.  

 

 

Slika 5.23. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa 

 

Na slici 5.24. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja selekcije vremena trajanja 

kultivacije izolata sa listova paprika na sadrţaj ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom, bez 

obzira na primenjeni soj iz ove grupe izolata. Prema dobijenim rezultatima postoji znaĉajna 

razlika u vrednostima proseĉne molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije izolata 

sa listova paprika u trajanju od 168 h i 240 h. Ksantan veće molekulske mase produkuje se nakon 

kultivacije u trajanju od 240. Ukoliko se uporede ovi rezultati sa rezultatima prikazanim na slici 

5.20. gde se jasno vidi da produţenje vremena izvoĊenja bioprocesa ne utiĉe na povećanje 

koliĉine produkovanog ksantana, moţe se pretpostaviti da je pozitivan uticaj povećanja vremena 

trajanja kultivacije na kvalitet biopolimera posledica povećanja srednjih vrednosti molekulskih 
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masa zbog umreţavanja makromolekula. Ovakav uticaj vremena trajanja kultivacije na 

molekulsku masu ksantana dokazan je tokom ranijih istraţivanja (Ronĉević, 2016).  

 

 

Slika 5.24. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom: izolati sa listova paprika 

 

Rezultati Dankanovog testa višestrukih poreĊenja prikazani u tabeli 5.19. ukazuju na to da se 

proseĉna molekulska masa biosintetisanih ksantana kretala od 0,51±0,08·10
5
 g/mol do 

2,29±0,26·10
5
 g/mol kada su primenjeni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa i od 

0,76±0,27·10
5
 g/mol do 2,75±0,07·10

5
 g/mol kada su korišćeni izolati sa listova paprika. 

Dobijeni rezultati se veoma dobro podudaraju sa prethodno objavljenim rezultatima gde je 

prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 13951 u trajanju od 168 h na 

medijumu sa sirovim glicerolom (15 g/l) biosintetisan ksantan molekulske mase od  

2,81·10
5
 g/mol do 2,85·10

5
 g/mol (Ronĉević i sar., 2020a). Kao soj koji produkuje ksantan 

najboljeg kvaliteta iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa pokazao se Xp 3-1 

koji je pri kultivaciji na medijumu sa sirovim glicerolom u trajanju od 240 h biosintetisao 

ksantan molekulske mase od 2,29±0,26·10
5
 g/mol. Nešto manja vrednost molekulske mase 

ksantana ostvarena je prilikom kultivacije soja Am u trajanju od 240 h i 168 h. Ovi rezultati 

sugerišu da se kvalitet ksantana produkovanog prilikom kultivacije soja Xp 3-1 u trajanju od  

240 h ne razlikuje znaĉajno od kvaliteta ksantana koji soj Am produkuje za 168 h i 240 h, što 

potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. Vrednosti molekulske mase ksantana dobijenih prilikom 

kultivacije sojeva Xp 3-1, 12-2, KUPUS, KARFIOL, Xp 7-2, KELJ, Mn 7-2 u trajanju od 168 h, 

kao i vrednosti molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije sojeva 12-2, Mn 7-2 i 

Xp 7-2 u trajanju od 240 h predstavljaju najmanje vrednosti molekulske mase ksantana ostvarene 

u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Ove vrednosti nalaze se na istom nivou znaĉajnosti 

što potvrĊuju p-vrednosti veće od 0,05. Iz dobijenih rezultata je evidentno da kvalitet ksantana 
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znaĉajno raste prilikom povećanja vremena kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa na medijumu sa sirovim glicerolom.  

 

Tabela 5.19. Dankanov test višestrukih poreĊenja: molekulska masa ksantana koje na medijumu 

sa sirovim glicerolom biosintetišu sojevi Xanthomonas spp. za vreme trajanja kultivacije od  

168 h i 240 h 

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjača Izolati sa listova paprike 

Proizvodni soj t (h) Mw (10
5
 g/mol)

*
 Proizvodni soj t (h) Mw (10

5
 g/mol)

*
 

Xp 3-1 168 0,51±0,08
a
 PAP LIST 1 168 0,76±0,27

a
 

12-2 168 0,71±0,03
 ab

 PAP LIST 2 168 1,05±0,22
a
 

KUPUS 168 0,77±0,13
 ab

 PAP LIST 5 168 1,70±0,03
b
 

KARFIOL 168 0,79±0,05
 ab

 PAP LIST 3 168 2,07±0,32
c
 

Mn 7-2 240 1,15±0,17
 ab

 PAP LIST 4 168 2,14±0,25
c
 

Xp 7-2 240 0,96±0,04
 ab

 PAP LIST 3 240 2,16±0,11
c
 

Xp 7-2 168 1,02±0,06
 ab

 PAP LIST 2 240 2,25±0,13
c
 

KELJ 168 1,09±0,17
 abc

 PAP LIST 5 240 2,30±0,34
c
 

12-2 240 1,10±0,15
 abc

 PAP LIST 1 240 2,33±0,19
c
 

KELJ 240 1,15±0,31
 abc

 PAP LIST 4 240 2,75±0,07
d
 

Mn 7-2 168 1,15±0,17
 abc

    

ATCC 13951 168 1,16±0,16
 bc

    

KUPUS 240 1,20±0,24
 bc

    

ATCC 13951 240 1,35±0,19
 bcd

    

KARFIOL 240 1,60±1,08
 cde

    

Am 168 1,90±0,58
 def

    

Am 240 1,96±0,58
 ef

    

Xp 3-1 240 2,29±0,26
f
    

 MW-srednja molekulska masa ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa. 

 

Kao soj koji produkuje ksantan najveće molekulske mase iz grupe izolata sa listova paprika 

izdvojio se PAP LIST 4 koji je prilikom kultivacije na medijumu sa sirovim glicerolom u 

trajanju od 240 h biosintetisao ksantan proseĉne moklekulske mase od 2,75±0,07·10
5
 g/mol. 

Sojevi PAP LIST 1 i PAP LIST 2 su tokom kultivacije na istom medijumu u trajanju od 168 h 

produkovali ksantan najmanje molekulske mase. Ove vrednosti nalaze se na istom nivou 

znaĉajnosti, što potvrĊuje p-vrednost od 0,081183. MeĊutim, ukoliko se vreme kultivacije 

poveća sa 168 h na 240 h, moţe se primetiti da dolazi do znaĉajnog porasta molekulske mase 

ksantana dobijenog primenom pomenutih sojeva. PoreĊenjem dobijenih rezultata za obe grupe 

ispitivanih izolata moţe se zakljuĉiti da prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na 

medijumu sa sirovim glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, dolazi do 

produkcije ksantana veće molekulske mase u odnosu na izolate sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa za isto vreme trajanja kultivacije. 
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Posmatranjem rezultata dobijenih u ovoj fazi istraţivanja moţe se zakljuĉiti da je i sojevima 

izolovanim sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa i sojevima izolovanim sa listova paprika, 

prilikom kultivacije na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima, potrebno više vremena za biosintezu ksantana najveće molekulske mase, odnosno, 

najboljeg kvaliteta. Ovaj zakljuĉak moţe se opravdati ĉinjenicom da je pojedinim sojevima roda 

Xanthomonas potrebno više vremena da se adaptiraju na medijum sa glicerolom i samim tim 

produkuju ksantan (Crosse i sar., 2020), kao i eksperimentalno dokazanom tvrdnjom da tokom 

trajanja kultivacije dolazi do umreţavanja molekula ksantana ĉak i kada je biosinteza stopirana 

(Ronĉević, 2016). 

 

5.3.3. Odabir proizvodnog soja za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom 

Rezultati prethodno sprovedene faze istraţivanja, koja je za cilj imala skrining mоgućnоsti 

biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. nа pоlusintеtiĉkim mеdiјumimа sа 

razliĉitim izvorima ugljenika (poglavlje 5.1), ukazuju da svi ispitivani lokalni izolati poseduju 

sposobnost produkcije ksantana na medijumu sa komercijalnim glicerolom. Proizvodni sojevi 

koji su se u primenjenim eksperimentalnim uslovima pokazali kao najproduktivniji su KUPUS iz 

grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa, kao i PAP LIST 4 iz grupe izolata sa 

listova paprika (tabele 5.3. i 8.4). Pored toga, pomenuti sojevi su jedini konvertovali glicerol u 

ksantan u vrednosti većoj od 50% (tabela 5.4). Prema rezultatima iste faze istraţivanja, ksantan 

najboljeg kvaliteta produkovao je soj KUPUS ispred grupe izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa, dok je kod izolata sa listova paprika to bio soj PAP LIST 3 (tabela 5.6). Rezultati 

dobijeni prilikom skrininga mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom sojeva Xanthomonas spp. 

nа medijumu sa sirovim glicerolom (poglavlja 5.3.1. i 5.3.2) ne razlikuju se mnogo od prethodno 

diskutovanih rezultata kada su u pitanju izolati sa listova paprika. U primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, ksantan u najvećoj koliĉini biosintetisao je soj PAP LIST 4  

(tabela 5.16), dok su ksantan najboljeg kvaliteta produkovali sojevi PAP LIST 3 i PAP LIST 4 

(tabela 5.19). Kao najproduktivniji sojevi iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice 

kupusnjaĉa na medijumu sa sirovim glicerolom pokazali su se referentni soj ATCC 13951 i 

izolati 12-2, KARFIOL, KUPUS, Am i Xp 7-2 (tabela 5.16), dok su ksantan najboljeg kvaliteta 

biosintetisali sojevi Xp 3-1, Am i KARFIOL (tabela 5.19). Uzimajući u obzir sve navedeno 

moţe se zakljuĉiti da se nijedan od pomenutih sojeva ne izdvaja znaĉajno od ostalih. Kako bi se 

izmeĊu navedenih sojeva odabrao onaj koji će se koristiti u nastavku istraţivanja za unapreĊenje 

ispitivanog biotehnološkog procesa, u ovom delu istraţivanja izvršeno je poreĊenje uspešnosti 

izvoĊenja bioprocesa u uvećanim razmerama primenom proizvodnih sojeva koji su se u 

prethodno sprovedenim ogledima pokazali kao najpogodniji u pogledu produktivnosti, ali i 

biosinteze ksantana najboljeg kvaliteta. Stoga je u ovoj fazi istraţivanja biosinteza ksantana 

vršena referentnim sojem ATCC 13951, kao i izolatima KUPUS, KARFIOL, PAP LIST 3 i  

PAP LIST 4 u trajanju od 168 h (Zahović i sar., 2019; Ronĉević i sar., 2020b; Zahović i 

Trivunović, 2021). S obzirom da su se ispitivani proizvodni sojevi ranije pokazali kao sojevi koji 

produkuju ksantan podjednako dobrog kvaliteta, u ovom delu istraţivanja uspešnost bioprocesa 

procenjena je na osnovu koliĉine produkovanog ksantana, stepena konverzije izvora ugljenika u 

ksantan, kao i stepena konverzije vaţnih nutrijenata. Mogućnost biosinteze ksantana potvrĊena je 



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

102 

 

na osnovu promene reologije medijuma, a vršeno je i merenje vrednosti pH i sadrţaja TDS 

(poglavlje 4.6.2). 

Kako bi se utvrdilo da li je u primenjenim eksperimentalnim uslovima došlo do produkcije 

ksantana odreĊena su reološka svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom (poglavlje 

4.6.2) dobijenih po završetku kultivacije ispitivanih proizvodnih sojeva. Dobijene vrednosti 

reoloških parametara prikazane su u tabeli 5.20.  

Vrеdnоsti indеksа toka medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom аnаlizirаnih u ovim 

ogledima u saglasnosti su sa vrednostima indeksa toka (0,5170-0,8355) iz prethodnog skriniga 

na medijumu sa istim izvorom ugljenika (tabela 5.14) i kretale su se u intеrvаlu оd 0,1706 do 

0,6156 (tabela 5.20). Na osnovu dobijenih rezultata moţe se zakljuĉiti da su proizvodni 

medijumi po završetku kultivacije odabranih sojeva u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

posedovali pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе što je siguran pokazatelj produkcije ksantana. 

Vrednosti faktora konzistencije medijuma dobijenog po završetku kultivacije odabranih sojeva 

Xanthomonas spp. na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima kretale su se od 0,1742 Pa·s
n
 do 1,3618 Pa·s

n
. Fаktоr kоnzistеnciје prоpоrciоnаlаn je 

viskоzitеtu, a rаzliĉitе vrеdnоsti оvоg pаrаmеtrа prikаzаnе u tаbеli 5.20. ukazuju na rаzliku u 

kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа prоizvеdеnоg u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа primenom 

rаzliĉitih izоlаtа roda Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom. Na osnovu vrednosti 

indeksa toka i faktora konzistencije izraĉunati su prividni viskoziteti proizvodnih medijuma.  

 

Tabela 5.20. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije odabranih sojeva Xanthomonas spp. 

Proizvodni soj K [Pa·sn] n [1] ηa [mPa·s] 

ATCC 13951 0,1742 0,6156 29,40±3,34 

KUPUS 1,2005 0,1827 27,84±0,21 

KARFIOL 1,3618 0,2305 39,35±0,13 

PAP LIST 3 0,9272 0,1706 17,08±0,48 

PAP LIST 4 0,8564 0,2824 24,36±1,54 

         K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа;  ηa- prividni 

           viskozitet. 

 

Vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom izraĉunate nakon 

kultivacije odabranih sojeva roda Xanthomonas kretale su se od 17,08±0,48 mPa·s do 

39,35±0,13 mPa·s (tabela 5.20). Ove vrednosti su veće u poreĊenju sa rezulatatima prethodno 

izvedene biosinteze ksantana primenom istih proizvodnih sojeva u manjim razmerama (poglavlje 

5.3.1) kada su za dobijene medijume izraĉunati viskoziteti bili u intervalu od 4,98±1,48 mPa·s 

do 10,41±2,86 mPa·s (tabela 5.14). Rezultati prikazani u tabeli 5.20. sugerišu da se prilikom 

kultivacije ispitivanih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom dobija proizvodni medijum 

najvećeg prividnog viskoziteta kada se kao proizvodni soj primeni KARFIOL, dok se medijum 

najmanjeg prividnog viskoziteta dobija kada se primeni soj  PAP LIST 3.  

Po završetku kultivacije odabranih izolata vršeno je merenje vrednosti pH dobijenih medijuma 

za biosintezu sa sirovim glicerolom, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.9. (Prilog 1). 
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Vrednosti pH medijuma sa sirovim glicerolom dobijenih nakon biosinteze ksantana kretale su se 

od 6,91±0,02 do 7,37±0,07. Ove vrednosti se ne razlikuju mnogo od vrednosti pH medijuma sa 

sirovim glicerolom dobijenih prilikom biosinteze ksantana u okviru ranijeg ispitivanja (poglavlje 

5.3.1) gde su se izmerene vrednosti istog parametra nalazile u opsegu od 6,39±0,03 do 7,29±0,04 

(tabela 8.7, Prilog 1). Dobijeni rezultati pokazuju da ne dolazi do znaĉajnog opadanja vrednosti 

pH medijuma te da je vrednost pH medijuma za biosintezu u svim ispitivanim uzorcima bila 

iznad kritiĉne vrednosti (5,50). Pored toga, moţe se primetiti da kod odreĊenih izolata dolazi do 

neznatnog porasta vrednosti pH medijuma prilikom biosinteze ksantana, što je u saglasnosti sa 

rezultatima istraţivanja gde se vrednost pH kultivacionog medijuma dobijenog nakon uspešno 

izvedenog bioprocesa kretala u opsegu od 7,0 do 10,0 (Psomas i sar., 2007). 

Po završetku kultivacije odabranih proizvodnih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom 

izvršeno je merenje sadrţaja TDS, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.9. (Prilog 1). Vrednosti 

sadrţaja TDS u medijumima sa sirovim glicerolom, izmerene nakon kultivacije odabranih sojeva 

u uvećanim razmerama, kretale su se od 2,91±0,03 g/l do 3,16±0,04 g/l. Dobijene vrednosti se 

podudaraju sa vrednostima sadrţaja TDS u kultivacionim medijumima dobijenim prilikom 

biosinteze ksantana u okviru ranijeg ispitivanja (poglavlje 5.3.1) gde su po završetku kultivacije 

istih proizvodnih sojeva u manjim razmerama izmerene vrednosti sadrţaja TDS od 2,88±0,03 do 

3,03±0,03 (tabela 8.8, Prilog 1). 

Najznaĉajniji indikator uspešnosti izvedenog bioprocesa predstavlja sadrţaj ţeljenog proizvoda. 

MeĊutim, pоrеd biosinteze ksаntаnа, kоnvеrziја vаţnih nutrijenata takoĊe je vеоmа znаĉајаn 

pоkаzаtеlј uspеšnоsti ovog biоprоcеsа. Shodno tome, po završetku kultivacije odabranih 

proizvodnih sojeva odreĊivane su vrednosti svih pokazatelja uspešnosti biosinteze ksantana u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja odabranih 

sojeva roda Xanthomonas na koliĉinu produkovanog ksantana, stepen konverzije supstrata u 

ţeljeni proizvod, kao i ukupne konverzije vaţnih nutrijenata izvršena je sa ciljem utvrĊivanja 

statistiĉke znaĉajnosti uticaja primenjenih proizvodnih sojeva na posmatrane pokazatelje 

uspešnosti bioprocesa. Rezultati sprovedene statistiĉke analize prikazani su u tabeli 8.10.  

(Prilog 1), a ukazuju da je odabir proizvodnog soja statistiĉki znaĉajno utiĉe na uspešnost 

izvoĊenja bioprocesa, što potvrĊuju p-vrednosti niţe od 0,05 u svih pet sluĉajeva. 

Eksperimentalni rezultati dodatno su obraĊeni primenom Dankanovog testa višestrukih 

poreĊenja, a dobijeni podaci predstavljeni su u tabeli 5.21.  

 

Tabela 5.21. Pokazatelji uspešnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom 

primenom odabranih sojeva Xanthomonas spp. 

Proizvodni soj P (g/l) KP/S (%) KS (%) KN (%) KPuk (%) 

ATCC 13951 6,68±0,09
b
 66,46±0,04

e
 48,22±0,60

b
 30,44±0,12

d
 26,09±0,16

d
 

KUPUS 6,61±0,39
b
 33,07±0,48

b
 48,75±0,67

b
 23,04±0,37

a
 19,81±0,54

b
 

KARFIOL 5,22±0,21
a
 20,11±0,37

a
 34,44±0,43

a
 24,64±0,35

b
 19,01±0,42

a
 

PAP LIST 3 7,22±0,08
c
 57,20±0,16

c
 57,20±0,53

c
 33,07±0,20

e
 21,77±0,18

c
 

PAP LIST 4 8,50±0,19
d
 60,38±0,06

d
 60,38±0,45

d
 27,90±0,11

c
 31,03±0,07

e
 

 P-sadržaj biosintetisanog ksantana; KP/S-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan;  

                      KS-stepen konverzije izvora ugljenika; KNuk-stepen konverzije ukupnog azota; KPuk-stepen konverzije  

                      ukupnog fosfora; 

     * Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou značajnosti u  

      intervalu poverenja od 95%. 
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Rezultati prikazani u tabeli 5.21. pokazuju da se sadrţaj ksantana po završetku kultivacije 

ispitivanih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom u uvećanim razmerama kretao od 

5,22±0,21 g/l do 8,50±0,19 g/l. U poreĊenju sa rezultatima iz prethodne faze istraţivanja gde je 

biosinteza ksantana vršena kultivacijom istih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom u 

manjim razmerama (poglavlje 5.3.1), pri ĉemu je ostvaren sadrţaj ksantana od 4,52±1,05 g/l do 

7,44±0,42 g/l (tabela 5.16), moţe se primetiti da rezultati dobijeni prilkom kultivacije u 

uvećanim razmerama za isto vreme kultivacije ukazuju na bolju produktivnost ispitivanih sojeva. 

Najveći sadrţaj ksantanau medijumu za biosintezu od 8,50±0,19 g/l ostvaren je prilikom 

kultivacije soja PAP LIST 4. Pomenuti soj se i prilikom biosinteze ksantana u manjim 

razmerama u okviru prethodne faze istraţivanja (poglavlje 5.3.1) pokazao kao najproduktivniji 

meĊu sojevima iz grupe izolata sa listova paprika i produkovao je ksantan u nešto manjoj 

koncentraciji. Sadrţaj ksantana ostvaren kultivacijom soja PAP LIST 4 u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima znaĉajno je veći u poreĊenju sa rezultatima ranijih istraţivanja 

brazilskih nauĉnika gde je prilikom kultivacije soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 na 

medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) u manjim razmerama biosintetisan ksantan u 

koncentraciji od 7,23 g/l (Brandão i sar., 2014). Posmatrajući rezultate prikazane u tabeli 5.21. 

moţe se primetiti da je dosta niţi sadrţaj ksantana biosintetisan prilikom kultivacije soja  

PAP LIST 3 (7,22±0,08 g/l), sliĉno kao u prethodno diskutovanom istraţivanju brazilskih 

nauĉnika. Lokalni izolat KUPUS i referentni soj ATCC 13951 produkovali su ksantan u 

koncentracijama koje se statistiĉki znaĉajno ne razlikuju, na šta ukazuje p-vrednost od 0,690832. 

Najmanji sadrţaj ksantana od 5,22±0,21 g/l produkovao je soj KARFIOL, što je nešto veća 

vrednost u poreĊenju sa vrednošću (4,52±1,05 g/l) dobijenom prilikom kultivacije istog soja u 

okviru prethodne faze istraţivanja (poglavlje 5.3.1). Ova vrednost se podudara sa rezultatima 

ranijih istraţivanja gde je prilikom kultivacije soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 na 

medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) dobijen ksantan u koncentraciji od 5,36 g/l (Assis i sar., 

2014). 

Vrednosti stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan, ostvarene u ovoj fazi istraţivanja 

primenom sojeva ATCC 13951, KUPUS, KARFIOL, PAP LIST 3 i PAP LIST 4, kretale su se 

od 20,11±0,37% do 66,46±0,04%. U okviru prethodne faze istraţivanja gde je biosinteza 

ksantana vršena primenom istih sojeva u manjim razmerama (poglavlje 5.3.1) ostvarene su 

vrednosti stepena konverzije supstrata u proizvod od 22,60±60% do 37,19±2,12% (tabela 5.17), 

što ukazuje na to da se prilkom kultivacije istih sojeva na medijumu identiĉnog sastava u 

uvećanim razmerama za isto vreme trajanja kultivacije ostvaruje bolja konverzija sirovog 

glicerola u ksantan. Najveći stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan od 66,46±0,04% 

ostvaren je prilikom kultivacije referentnog soja ATCC 13951. Ukoliko se izvrši poreĊenje 

vrednosti stepena konverzije supstrata u proizvod ostvarenog u ovom istraţivanju i vrednosti 

ovog pokazatelja uspešnosti bioprocesa iz prethodno publikovanog istraţivanja, gde je prilikom 

kultivacije istog soja na medijumu sa komercijalnim glicerolom (20 g/l) ostvaren stepen 

konverzije glicerola u ksantan iznosio 66,22% (Bajić i sar., 2015b), moţe se zakljuĉiti da 

primenjeni soj veoma dobro konvertuje glicerol u ksantan. Nešto manji stepen konverzije izvora 

ugljenika u ksantan ostvaren je prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, dok je najmanji stepen konverzije supstrata u proizvod ostvaren 

primenom soja KARFIOL. Ovaj soj je ujedno produkovao i najmanju koliĉinu ksantana. 

Uzimajući u obzir da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u 

biopolimer kreće u intervalu od 50% do 85% (Rosalam i England, 2006), moţe se konstantovati 
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da je u okviru ovih istraţivanja postignuta relativno visoka uspešnost bioprocesa kada je u 

pitanju kultivacija sojeva ATCC 13951, PAP LIST 3 i PAP LIST 4. Do razlike u stepenu 

konverzije sirovog glicerola u ksantan meĊu razliĉitim sojevima najverovatnije dolazi usled 

razlika u fiziološkim karakteristikama meĊu sojevima (Nitschke i Thomas, 1995) i ĉinjenice da 

razliĉitim sojevima potrebno razliĉito vreme da se adaptiraju na medijum sa glicerolom i 

biosintetišu ksantan (Crosse i sar., 2020). 

Tabelarno prikazani rezultati ukazuju da je sadrţaj glicerola u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom redukovan tokom izvoĊenja bioprocesa pri ĉemu je ostvaren ukupan stepen 

konverzije izvora ugljenika od 34,44±0,43%, do 60,38±0,45% primenom odabranih proizvodnih 

sojeva (tabela 5.21). Dobijene vrednosti stepena konverzije su u saglasnosti sa rezultatima ranijih 

istraţivanja gde se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na 

medijumu sa glicerolom (20 g/l) ostvareni stepen konverzije glicerola kretao od 40,55% do 

68,70% (Bajić i sar., 2015b). Najveća konverzija izvora ugljenika od 60,38±0,45% ostvarena je 

kultivacijom soja PAP LIST 4, što je u saglasnosti sa ĉinjenicom da je ovaj soj u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima produkovao ksantan u najvećoj koliĉini (tabela 5.21). Nešto manji 

stepen konverzije izvora ugljenika ostvaren je primenom soja PAP LIST 3, dok se vrednosti 

stepena konverzije izvora ugljenika ostvareni delovanjem sojeva ATCC 13951 i KUPUS nisu 

meĊusobno znaĉajno razlikovali, na šta ukazuje p-vrednost od 0,264906. Najmanji stepen 

ukupne konverzije sirovog glicerola od 34,44±0,43% ostvaren je prilikom kultivacije soja 

KARFIOL u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

Prema dostupnim nauĉnim i struĉnim literaturnim navodima, ne postoje podaci koji se odnose na 

konverziju ukupnog azota i ukupnog fosfora prilikom biosinteze ksantana na medijumu sa 

sirovim glicerolom, izuzev onih koji su odreĊeni tokom eksperimentalnih istraţivanja u okviru 

ove doktorske disertacije (Zahović i Ronĉević, 2019; Ronĉević i sar., 2020b; Zahović i 

Trivunović, 2021). Stepen konverzije ukupnog azota u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom po završetku kultivacije odabranih sojeva roda Xanthomonas, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, imao je vrednost od 23,04±0,37% do 33,07±0,20%. Najveći stepen 

konverzije ukupnog azota od 33,07±0,20% ostvaren je prilikom kultivacije soja PAP LIST 3. 

Nešto manji stepeni konverzije ukupnog azota ostvareni su kultivacijom referentnog soja  

ATCC 13951 i soja PAP LIST 4, redom, dok su najmanje vrednosti ovog pokazatelja uspešnosti 

bioprocesa ostvarene delovanjem sojeva KUPUS i KARFIOL. Varijacije u stepenu konverzije 

ukupnog azota meĊu sojevima (tabela 5.21) uzrokovane su razlikama u fiziološkim 

karakteristikama sojeva (Nitschke i Thomas, 1995) usled ĉinjenice da je razliĉitim proizvodnim 

sojevima neophodna razliĉita koliĉina ovog nutrijenta za rast i biosintezu ksantana (Palaniraj i 

Jayaraman, 2011). 

Konverzija ukupnog fosfora u ovom istraţivanju ostvarena je u nešto manjem stepenu u odnosu 

na ostale nutrijente (tabela 5.21). Stepen konverzije ukupnog fosfora, koji je izraĉunat po 

završetku kultivacije odabranih sojeva  u primenjenim eksperimentalnim uslovima, iznosio je od 

19,01±0,42% do 31,03±0,07%. Posmatrajući rezultate date u tabeli 5.21. evidentno je da je 

najveći stepen konverzije ukupnog fosfora od 31,03±0,07% ostvaren prilikom kultivacije soja 

PAP LIST 4. Sojevi ATCC 13951 i PAP LIST 3 konvertovali su ukupan fosfor u manjoj 

koliĉini, dok su sojevi KARFIOL i KUPUS konvertovali ukupan sadrţaj ovog nutrijenta u 

najmanjem stepenu. Dobijeni rezultati potvrĊuju zakljuĉke ranijih istraţivanja koji ukazuju na to 
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da je razlika u stepenu konverzije ukupnog fosfora u medijumu sa sirovim glicerolom meĊu 

razliĉitim sojevima uzrokovana razlikama u fiziološkim karakteristikama (Nitschke i Thomas, 

1995). 

Rezultati dobijeni u okviru ove faze istraţivanja ukazuju na to da kultivacijom razliĉitih sojeva 

roda Xanthomonas na medijumu koji sadrţi sirovi glicerol dolazi do produkcije ksantana, ali i 

istovremenog smanjenja sadrţaja glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora, što je od znaĉaja 

za redukovanje negativnog uticaja na ţivotnu sredinu koje ima neadekvatno odlaganje 

pomenutog efluenta industrije biodizela.  

Posmatrajući rezultate dobijene u ovoj fazi istraţivanja moţe se primetiti da se soj PAP LIST 4 

izdvaja u pogledu produktivnosti, konverzije sirovog glicerola i konverzije ukupnog fosfora. 

Pomenuti soj je, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, produkovao ksantan u najvećoj 

koliĉini, pri ĉemu je došlo do povećanja sadrţaja biosintetisanog ksantana u odnosu na 

prethodnu fazu istraţivanja gde je biosinteza ksantana vršena kultivacijom istog soja na 

medijumu sa sirovim glicerolom, ali u manjim razmerama (poglavlje 5.3.1). Stepen konverzije 

sirovog glicerola u ksantan koji je ostvaren primenom soja PAP LIST 4 je nešto manji u odnosu 

na stepen konverzije ostvaren prilikom kultivacije referentnog soja ATCC 13951. MeĊutim, i 

pored toga ova vrednost stepena konverzije supstrata u ţeljeni proizvod ukazuje na izvrsnu 

uspešnost bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim uslovima (Rosalam i England, 2006). 

Stepen konverzije ukupnog azota takoĊe nije bio znaĉajno manji u poreĊenju sa najvećom 

vrednošću ovog parametra. Svi prethodno diskutovani rezultati ukazuju na znaĉajan potencijal 

primene soja PAP LIST 4 u biotehnološkoj proizvodnji ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. Stoga je proizvodni soj PAP LIST 4 odabran kao 

najproduktivniji i najefikasniji u pogledu konverzije vaţnih nutrijenata prilikom kultivacije na 

medijumu sa sirovim glicerolom i korišćen je u daljim fazama istraţivanja  kao proizvodni soj 

(poglavlja 5.4-5.6). 

 

5.4. STANDARDIZACIJA PRIPREME INOKULUMA ZA BIOSINTEZU 

KSANTANA NA MEDIJUMU SA SIROVIM GLICEROLOM 

Nakon odabira proizvodnog soja, sledeći korak u razvoju biotehnološkog postupka proizvodnje 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom jeste standardizacija pripreme inokuluma, koja je u 

okviru ove doktorske disertacije izvedena u ĉetiri faze pa su tako i dobijeni rezultati prikazani u 

ĉetiri dela. Prvi deo sadrţi rezultate definisanja odnosa glukoze i glicerola u medijumu za 

pripremu inokuluma, dok drugi deo obuhvata rezultate definisanja odnosa sastojaka sa azotom u 

istom medijumu. U trećem delu su dati rezultati optimizacije sadrţaja nutrijenata u medijumu za 

pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma koji se dodaje u medijum za biosintezu. 

Poslednji, odnosno ĉetvrti deo ove faze istraţivanja sadrţi rezultate optimizacije vremena 

potrebnog za pripremu inokuluma.  

  



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

107 

 

5.4.1. Definisanje odnosa glukoze i glicerola u medijumu za pripremu inokuluma 

Sastav kultivacionih medijuma veoma je znaĉajan za uspešnost izvoĊenja svakog biotehnološkog 

procesa. Kada je u pitanju biosinteza sekundarnih metabolita, kakav je ksantan, razliĉit sastav 

kultivacionih medijuma u razliĉitim fazama proizvodnog postupka uslovljen je zahtevima 

metabolizma proizvodnog mikroorganizma u pogledu nutrijenata. Kao posledica toga, za 

pripremu inokuluma i za biosintezu ţeljenog proizvoda primenjuju se medijumi razliĉitog 

sastava (Pejin, 2003). Kultivacioni medijumi za pripremu inokuluma u proizvodnji ksantana 

imaju jasno definisan sastav, i to tako da obezbeĊuju neophodne nutrijente za sintezu membrana, 

proteina, ćelijskog zida, hromozoma i ostalih komponenata od znaĉaja za rast i umnoţavanje 

proizvodnog mikroorganizma (Rosalam i England, 2006). Ovi medijumi sadrţe fermentabilne 

šećere, kao što su glukoza, fruktoza, saharoza ili maltoza, pored drugih znaĉajnih nutrijenata, 

odnosno izvora azota, kalijuma, fosfora, magnezijuma i sumpora (Dodić i Grahovac, 2013). 

Komercijalni medijum YMB
®
 (HiMedia, Indija) je meĊunarodno prihvaćena formulacija 

medijuma koja je pogodna za rast i razmnoţavanje bakterija X. campestris. U okviru ove 

doktorske disertacije priprema inokuluma za biosintezu ksantana izvedena je postupkom 

dvostrukog pasaţiranja (poglavlje 4.3) pri ĉemu je u prethodnim fazama istraţivanja za obe faze 

umnoţavanja proizvodnog mikroorganizma primenjen pomenuti komercijalni medijum. 

Rezultati dobijeni prilikom ispitivanja mnogućnosti biosinteze ksantana na medijumima sa 

komercijalnim (poglavlje 5.1) i sirovim glicerolom (poglavlje 5.3) ukazuju da je pojedinim 

sojevima roda Xanthomonas potrebno duţe vreme za adaptaciju na glicerol, koji je dodat kao 

jedini izvor ugljenika u medijume za biosintezu, kako bi produkovali ksantan odgovarajućeg 

kvaliteta u dovoljnoj koliĉini, te da produţenje vremena trajanja kultivacije nije uticalo na 

povećanje uspešnosti izvoĊenja bioprocesa. Pored toga, prilikom prenošenja tehnologije sa 

laboratorijskog na industrijski nivo teţi se primeni jeftinijih supstrata zbog ĉega priprema 

industrijskog inokuluma na relativno skupim komercijalnim medijumima nije idealna i utiĉe na 

ekonomiĉnost ĉitavog proizvodnog postupka, a samim tim i na cenu konaĉnog proizvoda i 

njegovu konkurentnost na trţištu (Bajić i sar., 2017b). Imajući u vidu sve navedeno, a sa ciljem 

razvoja biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom 

primenom odabranog lokalnog izolata roda Xanthomonas, jasno je da je logiĉan korak u daljim 

ispitivanjima optimizacija sastava medijuma za pripremu inokuluma. Stoga je, u ovoj fazi 

istraţivanja izvršena optimizacija sastava medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma u 

pogledu izvora ugljenika koji se dodaju, a koji će omogućiti adaptaciju proizvodnog soja na 

sirovi glicerol koji se kao jedini izvor ugljenika nalazi u medijumu za biosintezu ksantana. 

Polazna taĉka za formulaciju novog medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma jeste sastav 

komercijalnog YMB
®
 medijuma, koji od izvora ugljenika sadrţi u najvećoj koliĉini glukozu, ali i 

maltozu koja se donosi sladnim ekstraktom. S obzirom da je ĉista glukoza relativno skup izvor 

ugljenika, jedan od ciljeva ove faze istraţivanja bio je i da se izvrši supstitucija dela glukoze 

glicerolom. Stoga su, pored glukoze kao izvori ugljenika dodavani i komercijalni i sirovi glicerol 

pri ĉemu je planirano da se priprema inokuluma izvodi na medijumima koji sadrţe razliĉite udele 

ovih komponenti kako bi se definisao odnos variranih izvora ugljenika koji je najpogodniji za 

umnoţavanje ćelija proizvodnog soja, a koje će nakon inokulacije medijuma za biosintezu sa 

sirovim glicerolom omogućiti uspešno izvoĊenje bioprocesa sa predvidivim ishodom. Budući da 

definisanje idealnog odnosa tri razliĉite komponente medijuma zahteva izvoĊenje velikog broja 

eksperimenata, a u cilju smanjenja obima eksperimentalnih ispitivanja, u okviru ove faze 

istraţivanja primenjen je eksperimentalni plan za dizajn smeše (tabela 4.2). Veoma je vaţno 
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napomenuti da su dosadašnja nauĉna istraţivanja iz oblasti razvoja biotehnološke proizvodnje 

ksantana u kojima je korišćeno statistiĉko planiranje izvoĊenja ogleda za cilj imali optimizaciju 

sastava medijuma za biosintezu (Demirici i sar., 2017; Ronĉević i sar., 2019), dok se ne sreću 

literaturni navodi koji se odnose na definisanje optimalnog sastava medijuma za pripremu 

inokuluma. 

 

5.4.1.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja odnosa glukoze i 

glicerola u medijumu za pripremu inokuluma 

Sa ciljem pripreme inokuluma, umnoţavanje prethodno odabranog proizvodnog soja  

PAP LIST 4 izvedeno je u dva koraka, pod identiĉnim uslovima (poglavlje 4.3), ali na razliĉitim 

medijumima. U prvom koraku umnoţavanja korišćen je komercijalni medijum YMB
®
 (HiMedia, 

Indija), dok je u drugom koraku primenjeno više medijuma u kojima je variran odnos glukoze i 

glicerola (tabela 4.2), pri ĉemu je sadrţaj ostalih nutrijenata bio nepromenjen (poglavlje 4.2.1). 

Pripremljeni inokulumi dodati su u jednakim koncentracijama u medijume za biosintezu na bazi 

sirovog glicerola (poglavlje 4.3), a zatim je vršena njihova inkubacija. 

Ogledi dizajnirani prema eksperimentalnom planu za dizajn smeše podrazumevali su izvoĊenje 

13 kultivacija soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, u primenjenim 

uslovima (poglavlje 4.4), pri ĉemu je priprema inokuluma za svaki od ovih ogleda izvedena 

nezavisno, a u skladu sa korišćenim eksperimentalnim dizajnom (tabela 4.2). Po isteku 

predviĊenog vremena, izvršena je analiza medijuma kako bi se potvrdila mogućnost biosinteze 

ksantana i procenila uspešnost izvoĊenja bioprocesa. Da bi se ustanovilo da li je došlo do 

produkcije ţeljenog biopolimera vršena su reološka merenja medijuma za biosintezu (poglavlje 

4.6.2), a kao pokazatelj uspešnosti bioprocesa u ovoj fazi istraţivanja odreĊivan je sadrţaj 

ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni kultivacioni medijumi analizirani su i u 

pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS. 

Reološka svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4, koji je prethodno umnoţen na medijumima sa razliĉitim odnosima 

glukoze i glicerola, prikazana su u tabeli 5.22. 

Vrеdnоsti indеksа toka kultivacionih medijuma аnаlizirаnih u ovoj fazi istrаţivаnja kretale su se 

u intеrvаlu оd 0,4460 do 0,6823 (tabela 5.22). Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa prethodno 

diskutovanim vrednostima indeksa toka medijuma analiziranih tokom ranijih ispitivanja 

(poglavlje 5.1. i 5.3). Dakle, na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.22. moţe se zakljuĉiti da 

medijumi za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, 

prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima glukoze i glicerola, poseduju 

pseudoplastiĉne karakteristike, što je siguran pokazatelj produkcije ţeljenog biopolimera. 

Vrednosti faktora konzistencije medijuma analiziranih u ovoj fazi istraţivanja kretale su se u 

intervalu od 0,0562 Pa·s
n
 do 0,3420 Pa·s

n 
(tabela 5.22). Uzimajući u obzir da je faktor 

konzistencije direktno proporcionalnan viskozitetu i dа viskozitet rastvora ksantana zavisi od 

koncentracije biopolimera, njegove molekulske mase, duţine i sastava lanaca makromolekula, 

kao i stepena njihove umreţenosti (García-Ochoa i sar., 2000), rаzliĉitе vrеdnоsti faktora 

konzistencije prikаzаnе u tаbеli 5.22. ukazuju na rаzliku u kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа 

biosintetisanog na medijumu sa sirovim glicerolom, u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа, 
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prilikom kultivacije odabranog proizvodnog mikroorganizma prethodno umnoţenog na 

medijumima razliĉite formulacije. Na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije 

izraĉunati su prividni viskoziteti medijuma. 

 

Tabela 5.22. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu po završetku kultivacije soja  

PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima  

glukoze i glicerola 

Redni broj  

ogleda 
Glukoza (g/l) 

Komercijalni  

glicerol (g/l) 

Sirovi  

glicerol (g/l) 
K [Pa·s

n
] n [1] ηa [mPa·s] 

1 10,00 0 0 0,0562 0,6309 10,27 

2 0 10,00 0 0,2155 0,5219 23,84 

3 0 0 10,00 0,0763 0,6287 13,80 

4 5,00 5,00 0 0,1104 0,6260 19,72 

5 5,00 0 5,00 0,1948 0,5512 24,66 

6 0 5,00 5,00 0,1956 0,5330 22,77 

7 5,00 5,00 5,00 0,3420 0,4460 21,64 

8 6,67 1,67 1,67 0,2187 0,4869 20,59 

9 1,67 6,67 1,67 0,1278 0,5860 18,99 

10 1,67 1,67 6,67 0,1013 0,6451 19,76 

11 10,00 0 0 0,0573 0,6823 13,27 

12 0 10,00 0 0,2226 0,5141 23,75 

13 0 0 10,00 0,1139 0,5861 16,93 
 K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.22. ukazuju na to da su se vrednosti prividnog viskoziteta 

medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po završetku kultivacije soja  

PAP LIST 4, koji je u drugoj fazi pripreme inokuluma umnoţen na medijumima sa razliĉitim 

odnosima glukoze i glicerola, kretale od 10,27 mPa·s do 24,66 mPa·s. Dobijeni rezultati sugerišu 

da se prilikom korišćenja formulacije medijuma za pripremu inokuluma iz ogleda broj 5 (50% 

glukoze i 50% sirovog glicerola) ostvaruje najveća vrednost prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu u poreĊenju sa ostalim ogledima.  Pored toga, posmatranjem istih rezultata moţe se 

primetiti da je najmanja vrednost prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim 

glicerolom ostvarena kada je kao medijum za drugu fazu pripreme inokuluma korišćen medijum 

formulacije iz ogleda broj 1. U formulaciji broj 1 je, pored ostalih komponenata (poglavlje 4.2), 

prisutna glukoza u koliĉini od 100%. Navedeni rezultati ukazuju na to da se veći prividni 

viskozitet medijuma za biosintezu ostvaruje kada se za drugu fazu pripreme inokuluma koristi 

medijum koji pored glukoze sadrţi ili komercijalni ili sirovi glicerol.  

Po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom 

uzorci dobijenih kultivacionih medijuma su analizirani i u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS. 

Vrednosti pH analiziranih uzoraka prikazane su u tabeli 8.11. koja se nalazi u Prilogu 1. Iz 

pomenute tabele je evidentno da su se vrednosti pH medijuma za biosintezu kretale od 4,68 do 

6,12. Analizom rezultata prikazanih u prethodno pomenutoj tabeli moţe se uoĉiti da je vrednost 

pH tokom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom bila 

iznad kritiĉne vrednosti (5,5) u svim ogledima, izuzev kada je u drugoj fazi pripreme inokulima 

proizvodni soj umnoţavan na medijumu formulacije iz ogleda broj 3 (100% sirovog glicerola). 

Ovo je vaţno iz ugla ekonomske isplativosti bioprocesa jer ukazuje na potencijalnu proizvodnju 
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ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom bez troškova korigovanja vrednosti pH tokom 

izvoĊenja samog bioprocesa. Vrednosti sadrţaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim 

glicerolom, dobijenim nakon kultivacije u primenjenim eksperimentalnim uslovima, takoĊe su 

prikazane u tableli 8.11. (Prilog 1). Izmerene vrednosti sadrţaja TDS u medijumima za 

biosintezu kretale su se od 3,78 g/l do 4,50 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da ne dolazi do 

drastiĉnih promena u sadrţaju TDS u proizvodnim medijumima, kao što je to bio sluĉaj i u 

prethodnim fazama istraţivanja (poglavlja 5.1. i 5.3).  

Po bioprocesa izvedenog primenom soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumima 

razliĉite formulacije, odreĊen je sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu, a dobijeni rezultati 

predstavljeni su u tabeli 5.23.  

 

Tabela 5.23. Uticaj razliĉitog odnosa glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu po završetku kultivacije 

 soja PAP LIST 4 

Redni broj 

 ogleda 

   P (g/l) 

Glukoza (g/l) 
Komercijalni  

glicerol (g/l) 

Sirovi  

glicerol (g/l) 
Y  

1 10,00 0 0 7,37 

2 0 10,00 0 8,64 

3 0 0 10,00 7,41 

4 5,00 5,00 0 7,47 

5 5,00 0 5,00 9,03 

6 0 5,00 5,00 8,22 

7 5,00 5,00 5,00 8,40 

8 6,67 1,67 1,67 8,07 

9 1,67 6,67 1,67 8,65 

10 1,67 1,67 6,67 8,77 

11 10,00 0 0 7,56 

12 0 10,00 0 8,50 

13 0 0 10,00 7,76 

                           Y, P-sadržaj biosintetisanog ksantana. 

 

Rezultati u tabeli 5.23. pokazuju da je najveća koncentracija ksantana od 9,03 g/l ostvarena ako 

se za drugu fazu pripreme inokuluma koristio medijum formulacije iz ogleda broj 5. Pomenuti 

medijum je sadrţao glukozu i sirovi glicerol, koji su dodati u jednakim koliĉinama. U ogledima 

broj 2, 6, 7, 8, 9, 10 i 12 ostvarene su nešto niţe koncentracije ksantana, i to 8,64 g/l, 8,22 g/l, 

8,40 g/l, 8,07 g/l, 8,65 g/l, 8,77 g/l i 8,50 g/l, redom. Sa druge strane, najniţa koncentracija 

ksantana u medijumu za biosintezu od 7,37 g/l je ostvarena kada je medijum formulacije iz 

ogleda 1 (100% glukoze) korišćen kao medijum za drugu fazu pripreme inokuluma. Na osnovu 

dobijenih rezultata sa sigurnošću se moţe potvrditi da glukoza, uz maltozu iz sladnog ekstrakta, 

nije najpogodnija kombinacija izvora ugljenika u medijumu za pripremu inokuluma za proces 

biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom primenom soja PAP LIST 4, što je u 

skladu sa literaturnim navodima da tokom postupka pripreme inokuluma treba proizvodni 

mikroorganizam navikavati na uslove sredine koji vladaju u proizvodnom medijumu, odnosno na 

prisustvo konkretnog izvora ugljenika (Wang i sar., 2016). Dakle, moţe se primetiti da je 

najveća koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu, u primenjenim eksperimentalnim 
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uslovima, ostvarena kada je medijum za drugu fazu pripreme inokuluma pored glukoze i 

maltoze, sadrţao i sirovi glicerol kao izvor ugljenika (tabele 4.2. i 5.23). Ovo ukazuje na znaĉaj 

adaptacije proizvodnog soja na sirovi glicerol neposredno pre kultivacije na medijumu koji 

sadrţi sirovi glicerol kao jedini izvor ugljenika. Na znaĉaj adaptacije sojeva iz roda 

Xanthomonas na glicerol ukazali su i nauĉnici iz Kine koji su u svom istraţivanju izvršili 

adaptaciju soja X. campestris CCTCC M2015714 na medijum sa glicerolom uz ostvarivanje 

sadrţaja ksantana od 7,90 g/l (Wang i sar., 2016).  

 

5.4.1.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja odnosa glukoze i 

glicerola u medijumu za pripremu inokuluma  

Kako bi se definisao optimalan odnos glukoze i glicerola u medijumu za umnoţavanje soja  

PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom, nakon uspešno izvedenih statistiĉki dizajniranih eskperimenata neophodno je 

generisati adekvatan model koji opisuje uticaj variranih parametara na posmatrani odziv. U cilju 

dobijanja detaljnijih informacija o uticaju ispitivanih faktora na uspešnost izvoĊenja biosinteze 

ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima, kao i u cilju kvantifikacije faktorskih 

efekata i njihovih interakcija, vršena je analiza eksperimentalnih podataka primenom 

odgovarajućih softverskih paketa.  

Na prvom mestu, u nastavku istraţivanja izvedeno je matematiĉko modelovanje eksperimentalno 

dobijenih rezultata za sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu (Y) prikazanih u tabeli 5.23. 

Uspešnost fitovanja dobijenih podataka odabranim modelom (jednaĉina 4.9) procenjena je na 

osnovu vrednosti koeficijenta determinacije, a ispitane su i adekvatnost i znaĉajnost generisanog 

matematiĉkog modela primenom analize varijanse. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.24.  

 

Tabela 5.24. Analiza varijanse modelovanog odziva: sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim 

odnosima glukoze i glicerola 

Odziv 

Poreklo 

Rezidual Мodel 

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
2
 

Y 0,317 7 0,045 865,600 6 144,267 3183,290 <0,000001 0,920 

    SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; R2– koeficijent determinacije. 

 

Posmatrajući rezultate predstavljene u tabeli 5.24. moţe se primetiti da koeficijent determinacije 

iznosi 0,920 što ukazuje na to da je ostvarena veoma dobra veza izmeĊu eksperimentalnih i 

modelom predviĊenih vrednosti sadrţaja biosintetisanog ksantana. Definisanim matematiĉkim 

modelom nije moglo biti objašnjeno 8,00% od ukupnih varijacija, koje zapravo predstavljaju 

efekte onih faktora koji nisu ukljuĉeni u modelovanje te nisu bili od interesa u ovom istraţivanju. 

Pored toga, poreĊenje eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predviĊenih modelom 

prikazano je i grafiĉki na slici 8.1. (Prilog 2). Predstavljeni rezultati ukazuju da se 
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eksperimentalne vrednosti ostvarene u ovom istraţivanju nalaze veoma blizu linije najboljeg 

fitovanja. 

Adekvatnost generisanog matematiĉkog modela proverena je pomoću Fišerovog (Fisher) testa, a 

njegova statistiĉka znaĉajnost, u intervalu poverenja od 95%, potvrĊena je analizirajući  

p-vrednosti. F-vrednost, prikazana u tabeli 5.24. manja je od tabliĉnih vrednosti za odgovarajući 

stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, tako da se definisani model smatra 

pogodnim za opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrani odziv. Izuzetno niska p-vrednost 

prikazana u istoj tabeli potvrĊuje da je generisani model statistiĉki znaĉajan u zadatom intervalu 

poverenja.  

Matematički model za sadrţaj ksantana 

Fitovanjem eksperimentalnih podataka, koji se odnose na sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu po završetku bioprocesa (tabela 5.23), polinomom drugog reda (jednaĉina 4.9) 

dobijena je regresiona jednaĉina koja opisuje uticaj variranih faktora na pomenuti odziv:  

Y=0,074325 X1 + 0,085995 X2 + 0,076060 X3  0,000190 X1 X2 

+ 0,000626 X1 X3 + 0,000125 X2 X3                                          (5.1) 

gde su: 

Y- sadrţaj biosintetisanog ksantana,  

X1, - udeo glukoze, 

X2 - udeo komercijalnog glicerola i  

X3 - udeo sirovog glicerola. 

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u generisanoj jednaĉini (5.1.) procenjena je na osnovu  

p-vrednosti, dok je intenzitet njihovog uticaja odreĊen poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na 

Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu sa 

sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumima sa razliĉitim odnosima glukoze i glicerola prikazan je na slici 5.25. 

Rezultati dati na slici 5.25. ukazuju da svi linearni koeficijenti variranih parametara (b1, b2 i b3)i 

koeficijent interakcije glukoze i sirovog glicerola (b12, b13 i b23) statistiĉki znaĉajno utiĉu na 

sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu po završetku kultivacije izvedene u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima. Sa istih grafiĉki prikazanih rezultata moţe se uoĉiti da prisustvo 

komercijalnog glicerola u medijumu za pripremu inokuluma u najvećoj meri utiĉe na produkciju 

ksantana, a da su pojedinaĉni uticaji glukoze i sirovog glicerola nešto manji i skoro ujednaĉeni. 

Prema dobijenim rezultatima, od uzajamnih interakcija jedino je znaĉajna interakcija upravo 

ovih komponenti. Pozitivan predznak koeficijenta interakcije glukoze i sirovog glicerola 

prikazan u jednaĉini 5.1. ukazuje na sinergistiĉki efekat ova dva izvora ugljenika. Rezultati 

prikazani na slici 5.25. pokazuju da meĊusobna interakcija glukoze i komercijalnog glicerola, 

kao i interakcija sirovog glicerola i komercijalnog glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma ne utiĉu statistiĉki znaĉajno na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima.  
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Slika 5.25. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumima sa razliĉitim odnosima glukoze i glicerola 

 

U cilju lakše interpretacije ustanovljenih efekata, generisan matematiĉki model (jednaĉina 5.1) 

prikazan je i grafiĉki, konturnim dijagramom koji je dat na slici 5.26. Konturni dijagram 

predstavljen na pomenutoj slici prikazuje uticaj promene udela glukoze, komercijalnog glicerola 

i sirovog glicerola u medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma na sadrţaj ksantana 

biosintetisanog na medijumu sa sirovim glicerolom primenom soja PAP LIST 4.   

Grafiĉki predstavljeni rezultati na slici 5.26. jasno ukazuju da se najviše vrednosti sadrţaja 

ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja  

PAP LIST 4 postiţu ako se za drugu fazu pripreme inokuluma primenjuje medijum sa 

podjednakim udelima glukoze i sirovog glicerola, dok udeo komercijalnog glicerola moţe biti 

minimalan. Prema rezultatima prikazanim na slici 5.26. predviĊeno je da se najmanji sadrţaj 

ksantana u proizvodnom medijumu ostvaruje ako se za drugu fazu umnoţavanja proizvodnog 

soja koristi medijum sa 100% udela sirovog glicerola ili glukoze. TakoĊe, isti rezultat se moţe 

postići i ako se u drugoj fazi pripreme inokuluma primenjuje medijum sa razliĉitim udelima 

glukoze (50-100%) i komercijalnog glicerola (0-50%). Dobijeni rezultati sugerišu da je 

interakcija glukoze i sirovog glicerola u medijumu za umnoţavanje soja PAP LIST 4 u drugoj 

fazi pripreme inokuluma od krucijalnog znaĉaja za postizanje visokog sadrţaja ksantana u 

medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 
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Slika 5.26. Zavisnost sadrţaja ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4 od odnosa variranih izvora ugljenika u medijumu za 

drugu fazu pripreme inokuluma 

 

5.4.1.3. Optimizacija odnosa glukoze i glicerola u medijumu za pripremu inokuluma 

Za optimizaciju sastava medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma u pogledu odnosa glukoze 

i glicerola korišćena je metoda ţeljene funkcije u kombinaciji sa prethodno generisanim 

matematiĉkim modelom (jednaĉina 5.1). Kao cilj optimizacije zadato je postizanje najveće 

moguće koncentracije ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4, koji je direktni pokazatelj uspešnosti ovog biotehnološkog 

postupka. Optimalne vrednosti variranih parametara i procenjena vrednost posmatranog odziva, 

za najveću moguću vrednost ukupne ţeljene funkcije, prikazane su u tabeli 5.25. 

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 5.25. moţe se primetiti da, ako se kao jedini cilj 

optimizacije definiše postizanje maksimalne koncentracije ksantana u medijumu za biosintezu, 

vrednost posmatranog odziva je najveća (9,03 g/l) ukoliko se u okviru druge faze umnoţavanja 

soja PAP LIST 4 koristi medijum sa 39,21% glukoze i 60,79% sirovog glicerola, pored ostalih 

nutrijenata, što ukljuĉuje i maltozu iz sladnog ekstrakta. Ukupna ţeljena funkcija u ovom sluĉaju 

ima maksimalnu vrednost i iznosi 1. 
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Tabela 5.25. Optimalne vrednosti variranih parametara i predviĊeni odziv: odnos glukoze i 

glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma 

Promenljive Uslovi Granične vrednosti Optimalne vrednosti 

Udeo glukoze (%) u opsegu 0-100 39,21 

Udeo komercijalnog glicerola (%) u opsegu 0-100 0 

Udeo sirovog glicerola (%) u opsegu 0-100 60,79 

Odziv   PredviĎene vrednosti 

P (g/l) maksimalan 7,37-9,03  9,03 

Ukupna ţeljena funkcija  1 

P-sadržaj biosintetisanog ksantana. 

 

Optimizacioni rezultati prikazani su i grafiĉki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost 

vrednosti ukupne ţeljene funkcije od udela glukoze, komercijalnog glicerola i sirovog glicerola u 

medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma, a dat je na slici 5.27.   

 

 

Slika 5.27. Zavisnost vrednosti ukupne ţeljene funkcije od odnosa variranih izvora ugljenika u 

medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma 
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Rezultati prikazani na slici 5.27. ukazuju na to da se najveća vrednost ukupne ţeljene funkcije 

postiţe ako se za drugu fazu pripreme inokuluma koristi medijum sa podjednakim udelima 

glukoze i sirovog glicerola, dok udeo komercijalnog glicerola moţe biti minimalan. Sa druge 

strane, najniţe vrednosti ţeljene funkcije postiţu se kada medijum za umnoţavanje proizvodnog 

soja u drugoj fazi pripreme inokuluma sadrţi samo glukozu ili sirovi glicerol, odnosno ako se 

primenjuju medijumi sa glukozom i komercijalnim glicerolom koji su dodati u razliĉitim 

udelima (50-100% i 0-50%, redom). 

Uzimajući u obzir da je teţnja većine istraţivanja današnjice skoncentrisana na rаzvој 

еkоnоmski isplаtivog postupka proizvodnje visokovrednih proizvoda, izvršena optimizacija 

znaĉajna je i sa ekonomskog aspekta. Cena sirovog glicerola za 2019. godinu iznosi 170  $/t, a 

cena glukoze 460 $/t (Da Silva Ruy i sar., 2020). Prema tome, jasno je da se primenom rešenja 

predviĊenog modelom doprinosi razvoju ekonomski isplativog postupka proizvodnje ksantana 

jer se znaĉajan udeo glukoze iz medijuma za pripremu inokuluma menja mnogo jeftinijom 

sirovinom. TakoĊe, bitno je napomenuti da se u tom sluĉaju sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku bioprocesa povećao za nešto više od 20%, u 

odnosu na prethodnu fazu istraţivanja (tabela 5.16). 

Na osnovu dobijenih rezultata moţe se zakljuĉiti da se dizajn smeše pokazao kao funkcionalan 

eksperimentalni plan za kreiranje ogleda koji su za cilj imali definisanje najpogodnijeg odnosa 

glukoze i glicerola u medijumu za umnoţavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme 

inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom. Primenom generisanog 

matematiĉkog modela u kombinaciji sa metodom ţeljene funkcije izvršena je optimizacija 

sastava pomenutog medijuma, pri ĉemu je procenjeno da je medijum najpogodnije formulacije 

onaj sa 39,21% glukoze i 60,79% sirovog glicerola, što u praktiĉnom sluĉaju iznosi 40% glukoze 

i 60% sirovog glicerola. Medijum navedenog sastava korišćen je kao medijum za drugu fazu 

pripreme inokuluma u daljim istraţivanjima. 

 

5.4.2. Definisanje odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za pripremu inokuluma 

Kultivacioni medijumi koji se koriste za pripremu inokuluma, pored izvora ugljenika, sadrţe i 

lako usvojive neorganske i organske izvore azota poput amonijumovih soli, peptona ili triptona, 

ali i mikroelemente i razliĉite faktore rasta (Dodić i Grahovac, 2013). U ovoj fazi istraţivanja 

izvršena je optimizacija medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma, koji će se dodati u 

medijum za biosintezu, u pogledu odnosa sastojaka sa azotom uz ispitivanje mogućnosti 

delimiĉne ili potpune zamene skupljih sastojaka (pepton, ekstrakt kvasca) ekonomski isplativijim 

(sladni ekstrakt). Polazna taĉka za formulaciju novog medijuma za drugu fazu pripreme 

inokuluma je medijum ĉiji je sastav optimizovan u prethodnoj fazi istraţivanja (poglavlje 5.4.1), 

a koji sadrţi 40% glukoze i 60% sirovog glicerola, dok su od sastojaka sa azotom dodavane one 

komponente koje sadrţi komercijalni YMB
®
 medijum, odnosno ekstrakt kvasca, sladni ekstrakt i 

pepton. Planirano je da se priprema inokuluma izvodi na medijumima koji sadrţe razliĉite udele 

pomenutih sastojaka kako bi se definisao odnos ovih komponenti koji je najpogodniji za 

umnoţavanje ćelija odabranog proizvodnog soja, a koje će nakon inokulacije medijuma za 

biosintezu sa sirovim glicerolom omogućiti uspešno izvoĊenje bioprocesa sa predvidivim 

ishodom. Budući da definisanje idealnog odnosa tri razliĉite komponente medijuma zahteva 
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izvoĊenje velikog broja eksperimenata, a u cilju smanjenja obima eksperimentalnih ispitivanja, u 

okviru ove faze istraţivanja primenjen je eksperimentalni plan za dizajn smeše (tabela 4.3). Po 

pitanju optimizacije sadrţaja sastojaka sa azotom, i u ovom sluĉaju su dosadašnja nauĉna 

istraţivanja iz oblasti razvoja biotehnološke proizvodnje ksantana u kojima je korišćeno 

statistiĉko planiranje eksperimenata za cilj imali optimizaciju sastava medijuma za biosintezu 

(Carignatto i sar., 2011; Kumara i sar., 2012), dok se ne sreću literaturni navodi koji se odnose 

na definisanje optimalnog sastava medijuma za pripremu inokuluma. 

 

5.4.2.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja odnosa sastojaka 

sa azotom u medijumu za pripremu inokuluma 

U cilju pripreme inokuluma, umnoţavanje soja PAP LIST 4 izvedeno je u dva koraka, pod 

identiĉnim uslovima (poglavlje 4.3), ali na razliĉitim medijumima. U prvom koraku 

umnoţavanja korišćen je komercijalni medijum YMB
®
 (HiMedia, Indija), dok je u drugom 

koraku primenjeno više medijuma u kojima je variran odnos razliĉitih sastojaka sa azotom 

(tabela 4.3) dok je sadrţaj glukoze i glicerola bio nepromenjen (poglavlje 4.2.1). Pripremljeni 

inokulumi dodati su u jednakim koncentracijama u medijume za biosintezu na bazi sirovog 

glicerola (poglavlje 4.3), a zatim je vršena njihova inkubacija.  

Ogledi dizajnirani prema eksperimentalnom planu za dizajn smeše podrazumevali su izvoĊenje 

13 kultivacija soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima (poglavlje 4.4), pri ĉemu je priprema inokuluma za svaki od ovih 

ogleda izvedena nezavisno, a u skladu sa korišćenim eksperimentalnim dizajnom (tabela 4.3). Po 

isteku predviĊenog vremena, izvršena je analiza medijuma kako bi se potvrdila mogućnost 

biosinteze ksantana i procenila uspešnost izvoĊenja bioprocesa. Da bi se ustanovilo da li je došlo 

do produkcije ţeljenog biopolimera vršena su reološka merenja medijuma za biosintezu 

(poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspešnosti bioprocesa u ovoj fazi istraţivanja odreĊivan je 

sadrţaj ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni kultivacioni medijumi analizirani su 

i u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS. 

Reološka svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4, koji je prethodno umnoţen na medijumima sa razliĉitim odnosima 

ispitivanih sastojaka sa azotom, prikazana su u tabeli 5.26. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.26. ukazuju na to da su se vrеdnоsti indеksа toka kultivacionih 

medijuma аnаlizirаnih u ovim sipitivanjima kretale u opsegu od 0,5768 do 0,8940. Moţe se 

primetiti da su ove vrednosti u saglasnosti sa prethodno diskutovanim vrednostima indeksa toka 

analiziranih tokom prethodnih faza ispitivanja (poglavlja 5.1. i 5.3). Dobijeni rezultati sugerišu 

da su pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosim 

sastojaka sa azotom, pоtvrĊеnе vrеdnоstimа indеksа toka (n) dаtih u tаbеli 5.26. Vrednosti 

faktora konzistencije medijuma analiziranih u ovoj fazi istraţivanja kretale su se u intervalu od 

0,0287 Pa·s
n
 do 0,1032 Pa·s

n 
(tabela 5.26). Faktor konzistencije direktno je proporcionalnan 

viskozitetu, a viskozitet rastvora ksantana zavisi od koncentracije biopolimera, njegove 

molekulske mase, kao i sastava, duţine lanaca makromolekula i stepena umreţenosti  

(García-Ochoa i sar., 2000). Stoga, rаzliĉitе vrеdnоsti faktora konzistencije prikаzаnе u tаbеli 
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5.26. ukazuju na rаzliku u kvantitetu i kvаlitеtu ksаntаnа biosintetisanog na medijumu sa sirovim 

glicerolom, u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа, prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 

prethodno umnoţenog na medijumima razliĉite formulacije. Prividni viskoziteti kultivacionih 

medijuma izraĉunati su na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije. 

 

Tabela 5.26. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima 

sastojaka sa azotom 

Redni broj  

ogleda 

Ekstrakt kvasca 

(g/l) 

Sladni ekstrakt 

(g/l) 

Pepton 

(g/l) 
K [Pa·s

n
] n [1] ηa [mPa·s] 

1 11,0 0 0 0,0452 0,5971 7,07 

2 0 11,0 0 0,0707 0,7629 23,73 

3 0 0 11,0 0,0670 0,7295 19,28 

4 5,5 5,5 0 0,0287 0,8940 17,61 

5 5,5 0 5,5 0,0632 0,6742 14,10 

6 0 5,5 5,5 0,0417 0,8200 18,20 

7 3,7 3,7 3,7 0,1032 0,6149 17,52 

8 7,3 1,8 1,8 0,0369 0,7565 12,02 

9 1,8 7,3 1,8 0,0605 0,8204 26,46 

10 1,8 1,8 7,3 0,0644 0,6367 12,09 

11 11,0 0 0 0,0477 0,5768 6,79 

12 0 11,0 0 0,0425 0,8187 18,44 

13 0 0 11,0 0,0558 0,6217 13,52 
       K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

 

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.26, a pokazuju da su se vrednosti prividnog viskoziteta 

medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po završetku kultivacije soja, koji je u 

drugoj fazi pripreme inokuluma umnoţen na medijumima sa razliĉitim odnosima sastojaka sa 

azotom, kretale od 7,07 mPa·s do 26,46 mPa·s. Prema prikazanim rezultatima evidentno je da se 

prilikom korišćenja formulacije medijuma iz ogleda broj 9, kao medijuma za drugu fazu 

pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, ostvaruje 

najveći prividni viskozitet proizvodnog medijuma. Navedena formulacija sadrţala je 16,67% 

ekstrakta kvasca, 66,67% sladnog ekstrakta i 16,67% peptona, pored ostalih komponenata 

medijuma (poglavlje 4.2). Dobijeni rezultati pokazuju da je najmanja vrednost prividnog 

viskoziteta medijuma za biosintezu ostvarena kada je kao medijum za drugu fazu pripreme 

inokuluma korišćen medijum formulacije iz ogleda broj 11. U formulaciji iz ogleda broj 11 je 

korišćen ekstrakt kvasca u koliĉini od 100%. Podaci prikazani u tabeli 5.26. sugerišu da se veći 

prividni viskozitet medijuma za biosintezu ostvaruje kada se za drugu fazu pripreme inokuluma 

koristi medijum koji sadrţi sladni ekstrakt u najvećoj koliĉini. 

Nakon završene kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, uzorci medijuma su analizirani i u pogledu vrednosti 

pH i sadrţaja TDS. Vrednosti pH analiziranih uzoraka prikazane su u tableli 8.12. (Prilog 1). 

Dobijeni rezultati ukazuju na to da su se vrednosti pH medijuma za biosintezu kretale od 4,50 do 

6,74. Analizom rezultata datih u tabeli 8.12. moţe se uoĉiti da je vrednost pH tokom kultivacije 

soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom bila iznad kritiĉne vrednosti 

(5,5) u svim ogledima, izuzev kada je u drugoj fazi pripreme inokuluma proizvodni soj 

umnoţavan na medijumu formulacije iz ogleda broj 8 (66,67% ekstrakta kvasca, 16,67% sladnog 
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ekstrakta i 16,67% peptona). Vrednosti sadrţaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim 

glicerolom, dobijenim u primenjenim eksperimentalnim uslovima, takoĊe su prikazane u tableli 

8.12. Izmerene vrednosti ovog parametra kretale su se od 3,75 g/l do 4,56 g/l. U poreĊenju sa 

prethodno diskutovanim rezultatima (tabela 8.11) moţe se uoĉiti da varijacije u sastavu 

medijuma za pripremu inokuluma ne utiĉu u velikoj meri na promenu sadrţaja TDS u medijumu 

za biosintezu. Nije uoĉena drastiĉna razlika ni kada je izvršeno poreĊenje vrednosti sadrţaja 

TDS u medijumima za biosintezu dobijenim u svim sprovedenim fazama istraţivanja. 

Po završetku bioprocesa primenom soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumima 

razliĉite formulacije, odreĊen je sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu, a dobijeni rezultati 

prikazani su u tabeli 5.27. 

 

Tabela 5.27. Uticaj razliĉitog odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 

Redni broj  

ogleda 

   P (g/l) 

Ekstrakt kvasca 

(g/l) 

Sladni ekstrakt 

(g/l) 

Pepton 

(g/l) 
Y 

1 11,0 0 0 4,49 

2 0 11,0 0 10,01 

3 0 0 11,0 9,96 

4 5,5 5,5 0 7,77 

5 5,5 0 5,5 8,05 

6 0 5,5 5,5 10,18 

7 3,7 3,7 3,7 9,38 

8 7,3 1,8 1,8 5,71 

9 1,8 7,3 1,8 10,22 

10 1,8 1,8 7,3 9,47 

11 11,0 0 0 4,13 

12 0 11,0 0 10,14 

13 0 0 11,0 9,69 

        Y, P-sadržaj biosintetisanog ksantana. 

 

Rezultati predstavljeni u tabeli 5.27. pokazuju da je u svim ogledima došlo do produkcije 

ksantana i da je najveća koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu od 10,22 g/l ostvarena 

ako se za drugu fazu pripreme inokuluma koristio medijum formulacije iz ogleda broj 9. 

Pomenuti medijum sadrţao je 16,67% ekstrakta kvasca, 66,67% sladnog ekstrakta i 16,67% 

peptona. U ogledima broj 6, 12, 2, 3, 13 i 7 ostvarene su nešto niţe koncentracije ksantana u 

medijumu za biosintezu, i to 10,18 g/l, 10,14 g/l, 10,01 g/l, 9,96  g/l, 9,69 g/l i 9,38 g/l, redom. 

Prema dobijenim rezultatima, najniţa koncentracija ksantana u proizvodnom medijumu 

ostvarena je kada je medijum formulacije iz ogleda broj 11 korišćen kao medijum za drugu fazu 

pripreme inokuluma. Navedeni medijum od variranih sastojaka sa azotom sadrţao je samo 

ekstrakt kvasca. TakoĊe, niska koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu dobijena je ako 

se priprema inokuluma odvijala na medijumima formulacije iz ogleda broj 1 i 8. Prvi medijum je 

istog sastava kao i medijum iz ogleda broj 11 (ponovljeni eksperiment sa 100% ekstrakta 

kvasca), dok je medijum formulacije iz ogleda broj 8 sadrţao 66,67% ekstrakta kvasca, 16,67% 

sladnog ekstrakta i 16,67% peptona.  
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Dobijeni rezultati ukazuju na to da medijumi sa velikom koncentracijom ekstrakta kvasca nisu 

najpogodniji za umnoţavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom. Pored toga, a na osnovu prethodno diskutovanih 

rezultata moţe se zakljuĉiti da je najveća koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, ostvarena kada je medijum za drugu fazu pripreme 

inokuluma sadrţao sladni ekstrakt u najvećoj koncentraciji.  

 

5.4.2.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja odnosa sastojaka sa 

azotom u medijumu za pripremu inokuluma  

Kako bi se definisao optimalan odnos sastojaka sa azotom u medijumu za umnoţavanje soja  

PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom, nakon uspešno izvedenih statistiĉki dizajniranih eksperimenata potrebno je generisati 

adekvatan model koji opisuje uticaj variranih parametara na posmatrani odziv. Za dobijanje 

detaljnog uvida o uticaju ispitivanih faktora na uspešnost izvoĊenja biosinteze ksantana u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, kao i u cilju kvantifikacije faktorskih efekata i 

njihovih interakcija, vršena je analiza eksperimentalnih podataka primenom odgovarajućih 

softverskih paketa. 

Prvi korak predstavljao je matematiĉko modelovanje eksperimentalno dobijenih rezultata za 

sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu (Y) prikazanih u tabeli 5.27. Uspešnost fitovanja 

prikazanih podataka odabranim modelom (jednaĉina 4.9) procenjena je na osnovu vrednosti 

koeficijenta determinacije, a procena adekvatnosti i znaĉajnosti generisanog matematiĉkog 

modela izvršena je primenom analize varijanse. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.28.  

 

Tabela 5.28. Analiza varijanse modelovanog odziva: sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa  

razliĉitim odnosima sastojaka sa azotom 

Odziv 

Poreklo 

Rezidual Мodel 

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
2
 

Y 2,010 7 0,287 975,168 6 165,528 566,402 <0,000001 0,967 

    SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; R2– koeficijent determinacije 

 

Prema rezultatima predstavljenim u tabeli 5.28. koeficijent determinacije je veoma visok i iznosi 

0,967, što ukazuje na dobru korelaciju izmeĊu eksperimentalnih i modelom predviĊenih 

vrednosti sadrţaja biosntetisanog ksantana. Mali procenat varijacija u vrednostima sadrţaja 

produkovanog ksantana nije mogao biti objašnjen generisanom regresionom jednaĉinom 

(3,30%), što je rezultat uticaja faktora koji ovim eksperimentima nisu obuhvaćeni. PoreĊenje 

eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predviĊenih modelom prikazano je i grafiĉki na 

slici 8.2. (Prilog 2). Predstavljeni rezultati ukazuju da se eksperimentalne vrednosti ostvarene u 

ovoj fazi istraţivanja nalaze veoma blizu linije najboljeg fitovanja. 
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Adekvatnost generisanog matematiĉkog modela ispitana je pomoću Fišerovog testa, a njegova 

statistiĉka znaĉajnost, u intervalu poverenja od 95%, potvrĊena analizom p-vrednosti. S obzirom 

da su F-vrednosti prikazane u tabeli 5.28. manje od tabliĉnih vrednosti za odgovarajući stepen 

slobode primenjenog eksperimentalnog plana, definisani model smatra se pogodnim za 

opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrani odziv. Izuzetno niska p-vrednost prikazana u 

istoj tabeli potvrĊuje da je dobijeni matematiĉki model statistiĉki znaĉajan u zadatom intervalu 

poverenja.  

 

Matematički model za sadrţaj ksantana 

Eksperimentalni podaci koji se odnose na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom po završetku bioprocesa (tabela 5.27) fitovani su polinomom drugog reda (jednaĉina 

4.9) pri ĉemu je generisana regresiona jednaĉina koja opisuje uticaj variranih sastojaka sa 

azotom u medijumu za pripremu inokuluma na vrednost pomenutog odziva:  

Y=0,041987 X1 + 0,101778 X2 + 0,098161 X3 + 0,000236 X1 X2 

                                               + 0,000333 X1 X3 + 0,000191 X2 X3                                          (5.2) 

gde su: 

Y- sadrţaj biosintetisanog ksantana, 

X1, - udeo ekstrakta kvasca, 

X2 - udeo sladnog ekstrakta i  

X3 - udeo peptona. 

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u generisanoj jednaĉini (5.2) procenjena je na osnovu  

p-vrednosti, dok je intenzitet njihovog uticaja odreĊen poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na 

Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima sastojaka sa azotom prikazan je na slici 5.28.  

Rezultati prikazani na slici 5.28. ukazuju na to da svi linearni koeficijenti variranih parametara 

(b1, b2 i b3) statistiĉki znaĉajno utiĉu na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 izvedene u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima, ali i da sladni ekstrakt u medijumu za pripremu inokuluma ima najznaĉajniji uticaj na 

produkciju  biopolimera u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Sa druge strane, koeficijenti 

interakcije variranih parametara (b12, b13 i b23) nemaju statistiĉki znaĉajan uticaj na sadrţaj 

ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom. Posmatrajući grafiĉki prikazane 

rezultate moţe se videti i da su pojedinaĉni uticaji sladnog ekstrakta i peptona u medijumu za 

drugu fazu pripreme inokuluma skoro ujednaĉeni.  

Rezultati matematiĉkog modelovanja (jednaĉina 5.2) prikazani su i grafiĉki na slici 5.29, 

konturnim dijagramom koji prikazuje uticaj promene udela ekstrakta kvasca, sladnog ekstrakta i 

peptona u medijumu za drugu fazu umnoţavanja soja PAP LIST 4, na sadrţaj ksantana u 

medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom.  
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Slika 5.28. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumima sa razliĉitim odnosima sastojaka sa azotom 

 

 

Slika 5.29. Zavisnost sadrţaja ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4 od odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za drugu fazu 

pripreme inokuluma 
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Analizom grafiĉki predstavljenih rezultata na slici 5.29. uoĉava se da se najviše vrednosti 

sadrţaja ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4 postiţu ako se za drugu fazu pripreme inokuluma primenjuje medijum sa 

maksimalnim udelom peptona, ali i sladnog ekstrakta, dok udeo ekstrakta kvasca moţe biti 

minimalan. Prema rezultatima prikazanim na istoj slici predviĊeno je da se najmanji sadrţaj 

ksantana ostvaruje ako se za drugu fazu umnoţavanja proizvodnog soja koristi medijum sa 

maksimalnim udelom ekstrakta kvasca.  

Dobijeni rezultati sugerišu da udeli sladnog ekstrakta i peptona u medijumu za umnoţavanje soja 

PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma, imaju najznaĉajniji uticaj na uspešnost biosinteze 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

 

5.4.2.3. Optimizacija odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za pripremu inokuluma 

Prilikom optimizacije sastava medijuma za umnoţavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi 

pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u pogledu 

odnosa sastojaka sa azotom korišćena je metoda ţeljene funkcije u kombinaciji sa prethodno 

generisanim matematiĉkim modelom (jednaĉina 5.2). U skladu sa definisanim ciljem 

istraţivanja, zadatak ove optimizacije je postizanje maksimalne koncentracije ksantana u 

medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima. Optimalne vrednosti variranih parametara i procenjena 

vrednost posmatranog odziva, za najveću moguću vrednosti ukupne ţeljene funkcije, prikazane 

su u tabeli 5.29.  

 

Tabela 5.29. Optimalne vrednosti variranih parametara i predviĊeni odziv: odnos sastojaka sa 

azotom u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma 

Promenljive Uslovi Granične vrednosti Optimalne vrednosti 

Udeo ekstrakta kvasca (%) u opsegu 0-100 0 

Udeo sladnog ekstrakta (%) u opsegu 0-100 100 

Udeo peptona (%) u opsegu 0-100 0 

Odziv   PredviĎene vrednosti 

P (g/l) maksimalan 4,13-10,22  10,18 

Ukupna ţeljena funkcija  0,992 

     P-sadržaj biosintetisanog ksantana. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.29. pokazuju da, ako se kao jedini cilj optimizacije definiše 

postizanje maksimalnog sadrţaja ksantana u medijumu za biosintezu, prema predviĊanjima 

modela, posmatrani odziv će imati vrednost od 10,18 g/l ukoliko medijum za drugu fazu 

pripreme inokuluma sadrţi samo sladni ekstrakt, odnosno ukoliko udeo ove komponente iznosi 

100,00%. Ukupna ţeljena funkcija u ovom sluĉaju ima vrednost 0,992.  
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Optimizacioni rezultati prikazani su i grafiĉki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost 

vrednosti ukupne ţeljene funkcije od udela ekstrakta kvasca, sladnog ekstrakta i peptona u 

medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma, a dat je na slici 5.30.  

 

Slika 5.30. Zavisnost vrednosti ukupne ţeljene funkcije od odnosa sastojaka sa azotom u 

medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma 

 

Analizom prikazanog konturnog dijagrama (slika 5.30) evidentno je da se najveća vrednost 

ukupne ţeljene funkcije postiţe ako se za drugu fazu pripreme inokuluma koristi medijum sa 

maksimalnim udelom sladnog ekstrakta ili peptona, dok udeo ekstrakta kvasca u ovom sluĉaju 

moţe biti minimalan. TakoĊe, vrednost ukupne ţeljene funkcije je maksimalna ako medijum za 

umnoţavanje soja PAP LIST 4 sadrţi i sladni ekstrakt i pepton u promenjivom udelu (0-100%). 

Najniţe vrednosti ţeljene funkcije postiţu se kada medijum za drugu fazu pripreme inokuluma 

sadrţi samo ekstrakt kvasca. 

Ukoliko se izvrši poreĊenje cena ekstrakta kvasca, sladnog ekstrakta i peptona koje iznose oko 

250 €/kg, 5 €/kg i 100 €/kg (www.sigmaaldrich.com/RS/en:3.7.2021; 

www.biomarket.rs/:3.7.2021), redom, jasno je da je predviĊeno optimizaciono rešenje znaĉajno i 

sa ekonomskog aspekta te da doprinosi razvoju ekonomski isplativog postupka proizvodnje 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom jer se skupoceni ekstrakt kvasca menja mnogo 

jeftinijom sirovinom, kao što je sladni ekstrakt. U ovom sluĉaju sadrţaj ksantana u medijumu sa 
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sirovim glicerolom po završetku bioprocesa povećao se za nešto više od 10%, u odnosu na 

prethodnu fazu istraţivanja (tabela 5.25). 

Osim što je ekonomiĉniji, sladni ekstrakt je, u poreĊenju sa ekstraktom kvasca i peptonom, 

nutritivno bogatiji jer pored azotnih komponenti sadrţi lako fermentabilne šećere od kojih je 

dominantno prisutna maltoza, koja je naroĉito pogodan izvor ugljenika za rast i razmnoţavanje 

bakterija roda Xanthomonas. Pored toga, sadni ekstrakt sadrţi i razliĉite vitamine i minerale 

neophodne za umnoţavanje biomase proizvodnog mikroorganizma.  

Dobijeni rezultati sugerišu da se dizajn smeše pokazao kao funkcionalan eksperimentalni plan za 

kreiranje ogleda koji su za cilj imali definisanje najpogodnijeg odnosa sastojaka sa azotom u 

medijumu za umnoţavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom. Primenom generisanog matematiĉkog modela u 

kombinaciji sa metodom ţeljene funkcije izvršena je optimizacija sastava pomenutog medijuma, 

pri ĉemu je procenjeno da je medijum najpogodnije formulacije onaj sa 100% sladnog ekstrakta, 

pored 40% glukoze i 60% sirovog glicerola. Medijum pomenutog sastava korišćen je kao 

medijum za drugu fazu pripreme inokuluma u daljim istraţivanjima. 

 

5.4.3. Definisanje sadrţaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i 

koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu 

Nakon odabira najpogodnijih sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma za 

biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, naredni korak u optimizaciji sastava 

medijuma za umnoţavanje ćelija proizvodnog soja u drugoj fazi pripreme inokuluma predstavlja 

definisanje njihovog optimalnog sadrţaja, a potrebno je definisati i optimalnu koncentraciju 

inokuluma koja se dodaje u medijum za biosintezu. Kako bi se postigao ţeljeni cilj, u nastavku 

istraţivanja priprema inokuluma je izvedena na medijumima formulisanim u skladu sa 

odabranim eksperimentalnim dizajnom (poglavlje 4.8), dok je biosinteza ksantana zapoĉeta 

dodatkom razliĉite koncentracije inokuluma u proizvodni medijum na bazi sirovog glicerola 

(poglavlje 4.2.2). Opsezi u kojima su varirani ispitivani parametri definisani su nakon detaljne 

analize podataka iz dostupne nauĉne i struĉne literature (Casas i sar., 2000; Leela i Sharma, 

2000; Wang i sar., 2016; Demirci i sar., 2019). Primenom postupka odzivne površine, a na 

osnovu eksperimentalno dobijenih podataka, definisani su matematiĉki modeli koji opisuju uticaj 

ispitivanih parametara na odabrani odziv. Optimizacija je izvedena primenom metode ţeljene 

funkcije u kombinaciji sa generisanim matematiĉkim modelom. 

 

5.4.3.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja sadrţaja sastojaka 

medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu 

Odabir odgovarajućeg eksperimentalnog plana kljuĉan je korak u primeni postupka odzivne 

površine. Prilikom ispitivanja uticaja tri faktora na posmatrani proces najĉešće se primenjuje 

Boks-Benkenov dizajn jer se u poreĊenju sa drugim eksperimentalnim planovima pokazao kao 

efikasniji (Ferreira i sar., 2007). Iz navedenog razloga je Boks-Benkenov plan sa tri faktora na tri 

nivoa i tri ponavljanja u centralnoj taĉki korišćen u okviru ovih istraţivanja. Ovako dizajnirani 
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eksperimenti podrazumevali su izvoĊenje 15 nezavisnih kultivacija soja PAP LIST 4 na 

medijumu za biosintezu, koje su zapoĉete dodatkom variranih koliĉina inokuluma prethodno 

pripremeljenih pri taĉno definisanim vrednostima odabranih sastojaka medijuma (tabela 4.4), 

dok su ostali parametri bili identiĉni u svim sprovedenim ogledima (poglavlja 4.3, 4.4 i 4.5). Po 

završetku bioprocesa, izvršena je analiza medijuma za biosintezu kako bi se potvrdila mogućnost 

produkcije ksantana i procenila uspešnost njegovog izvoĊenja. Da bi se ustanovilo da li je došlo 

do biosinteze ţeljenog biopolimera vršena su reološka merenja medijuma za biosintezu 

(poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspešnosti bioprocesa u ovoj fazi istraţivanja odreĊivan je 

sadrţaj ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni medijumi analizirani su i u pogledu 

vrednosti pH i sadrţaja TDS (poglavlje 4.6.2). 

Reološka svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4, koji je prethodno umnoţen na medijumima sa razliĉitim sadrţajem 

odabranih sastojaka, a zatim dodat u razliĉitim koncentracijama, prikazana su u tabeli 5.30. 

 

Tabela 5.30. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim sadrţajem 

sastojaka i dodatog u razliĉitim koncentracijama 

Redni broj  

ogleda 

Glu:Gly 

(g/l) 

Sladni ekstakt 

(g/l) 

Inokulum 

(%,v/v) 
K [Pa·s

n
] n [1] ηa [mPa·s] 

1 5 5 10 0,2919 0,4902 27,90 

2 15 5 10 0,1743 0,5252 19,57 

3 5 15 10 0,2939 0,4546 23,84 

4 15 15 10 0,1933 0,5084 20,09 

5 5 10 5 0,1748 0,5685 23,96 

6 15 10 5 0,2266 0,4969 22,34 

7 5 10 15 0,2570 0,4385 19,36 

8 15 10 15 0,1460 0,5258 16,44 

9 10 5 5 0,2236 0,4999 22,35 

10 10 15 5 0,2271 0,5097 23,75 

11 10 5 15 0,1131 0,5816 16,47 

12 10 15 15 0,1216 0,5890 18,32 

13 10 10 10 0,1175 0,5652 15,86 

14 10 10 10 0,1088 0,5819 15,86 

15 10 10 10 0,1054 0,5938 16,23 
      K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet; Glu:Gly- glukoza i sirovi glicerol 

      dodati u odnosu 40:60. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.30. pokazuju da su se vrеdnоsti indеksа toka medijuma za 

biosintezu, аnаlizirаnih u ogledima iz okvira ove faze istrаţivаnja, kretale u opsegu оd 0,4385 do 

0,5938. Dobijene vrednosti sugerišu da medijumi za biosintezu sa sirovim glicerolom po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim 

sadrţajem nutrijenata i dodatog u razliĉitim koncentracijama, poseduju pseudoplаstiĉnе 

kаrаktеristikе, što predstavlja siguran pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti faktora 

konzistencije medijuma analiziranih u ovoj fazi kretale su se u intervalu od 0,1054 Pa·s
n
 do 

0,2939 Pa·s
n 
(tabela 5.30). I u ovom sluĉaju rаzliĉitе vrеdnоsti faktora konzistencije prikаzаnе u 

tаbеli 5.30. ukazuju na rаzliku u kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа biosintetisanog u primеnjеnim 

еkspеrimеntаlnim uslоvimа. Na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije izraĉunati 

su prividni viskoziteti kultivacionih medijuma za biosintezu. 
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Podaci dati u tabeli 5.30. ukazuju na to da su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno 

umnoţenog na medijumima sa razliĉitim sadrţajem nutrijenata i dodatog u razliĉitim 

koncentracijama, kretale od 15,86 mPa·s do 27,90 mPa·s. Dobijeni rezultati sugerišu da se 

prilikom izvoĊenja ogleda broj 1 (5,00 g/l izvora ugljenika, 5,00 g/l izvora azota i 10%(v/v) 

inokuluma) dobija medijum za biosintezu najvećeg prividnog viskoziteta (27,90 mPa·s) u 

poreĊenju sa rezultatima delovanja istog soja u ostalim ogledima. Medijum najmanje vrednosti 

prividnog viskoziteta od 15,86 mPa·s ostvaren je prilikom izvoĊenja ogleda broj 14 (10,00 g/l 

izvora ugljenika, 10,00 g/l izvora azota i 10%(v/v) inokuluma).  

Po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 uzorci medijuma za biosintezu iz svih 15 ogleda su 

analizirani i u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS. Vrednosti pH analiziranih uzoraka 

prikazane su u tableli 8.13. koja je data u Prilogu 1. Izmerene vrednosti pH medijuma za 

biosintezu kretale su se od 5,90 do 6,11, što ukazuje na to da je vrednost pH tokom kultivacije 

soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom u svim ogledima bila iznad kritiĉne 

vrednosti (5,5). Vrednosti sadrţaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim glicerolom, 

dobijenim nakon kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim eksperimentalnim uslovima, takoĊe 

su prikazane u tableli 8.13. Izmerene vrednosti sadrţaja TDS u medijumima za biosintezu kretale 

su se od 3,54 g/l do 4,01 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da ne dolazi do drastiĉnih promena u 

sadrţaju TDS u medijumima za biosintezu, te da se ove vrednosti ne razlikuju znaĉajno od 

vrednosti dobijenih u svim prethodnim fazama istraţivanja. 

Uticaj variranih sadrţaja sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i koncentracije 

dodatog inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu, kao i na rezidualni sadrţaj 

izvora ugljenika, rezidualni sadrţaj asimilabilnog azota i rezidualni sadrţaj ukupnog azota u 

medijumu za drugu fazu prpreme inokuluma prikazan je u tabeli 5.31.  

 

Tabela 5.31. Uticaj razliĉitog sadrţaja sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i 

koncentracije inokuluma u medijumu sa sirovim glicerolom na pokazatelje uspešnosti biosinteze 

ksantana primenom soja PAP LIST 4 

Redni broj 

ogleda 

   P (g/l) S (g/l) Nas (mg/l) Nuk (mg/l) 

Glu:Gly 

(g/l) 

Sladni ekstrakt 

(g/l) 

Inokulum 

(%,v/v) 
Y    

1 5 5 10 10,52 1,84 2,80 203,00 

2 15 5 10 9,74 5,75 8,40 266,00 

3 5 15 10 9,97 4,42 4,20 196,00 

4 15 15 10 9,63 8,07 2,80 196,00 

5 5 10 5 10,50 2,81 2,80 203,00 

6 15 10 5 10,05 8,98 11,20 287,00 

7 5 10 15 9,25 2,97 5,60 238,00 

8 15 10 15 8,99 7,38 9,80 273,00 

9 10 5 5 9,67 4,43 8,40 280,00 

10 10 15 5 10,47 6,65 7,00 175,00 

11 10 5 15 9,50 4,93 11,20 280,00 

12 10 15 15 8,85 6,52 9,00 266,00 

13 10 10 10 9,95 4,21 9,80 280,00 

14 10 10 10 9,53 4,01 12,60 294,00 

15 10 10 10 9,47 3,65 11,20 273,00 

        Glu:Gly- glukoza i sirovi glicerol dodati u odnosu 40:60; Y, P-sadržaj biosintetisanog ksantana;  S-rezidualni 

         sadržaj izvora ugljenika; Nas-rezidualni sadržaj asimilabilnog azota; Nuk-rezidualni sadržaj ukupnog azota. 
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Podaci predstavljeni u tabeli 5.31. pokazuju da je po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, 

prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim sadrţajem nutrijenata i dodatog u razliĉitim 

koncentracijama, ostvarena proizvodnja razliĉite koliĉine ksantana u medijumu za biosintezu. 

Moţe se primetiti da se sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu po završetku bioprocesa 

kretao od 8,85 g/l do 10,52 g/l. Najveći sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu ostvaren je 

prilikom izvoĊenja ogleda broj 1, gde su varirane vrednosti ispitivanih parametara iznosile 5 g/l 

za poĉetni sadrţaj izvora ugljenika, 5 g/l za poĉetni sadrţaj izvora azota i 10%(v/v) za 

koncentraciju dodatog inokuluma. Sa druge strane, najmanja produkcija biopolimera ostvarena 

prilikom izvoĊenja ogleda broj 12 u kom su vrednosti poĉetnog sadrţaja izvora ugljenika, 

poĉetnog sadrţaja izvora azota i koncentracije dodatog inokuluma iznosile 10 g/l, 15 g/l i 

15%(v/v), redom. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.31, koji se odnose na rezidualni sadrţaj izvora ugljenika u 

medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma, predstavljaju ustvari sadrţaj glicerola koji je 

zaostao nakon umnoţavanja soja PAP LIST 4 jer je primenjenom insutrumentalnom metodom 

analize detektovano odsustvo glukoze i maltoze u svim uzorcima. Ovo ukazuje na to da 

primenjeni proizvodni mikroorganizam, u ovoj fazi izvoĊenja bioprocesa, najpre metaboliše 

pomenute lako usvojive šećere pa tek onda glicerol. Na osnovu dobijenih rezultata moţe se 

primetiti da se rezidualni sadrţaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma 

kretao od 1,84 g/l do 8,98 g/l. Najmanja vrednost ovog parametra ostvarena je prilikom 

izvoĊenja ogleda broj 1 (5 g/l glukoze i glicerola, 5 g/l sladnog ekstrakta i 10%(v/v) inokuluma), 

u kojem je istovremeno ostvaren i najveći sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu. Dosta 

nizak sadrţaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma po završetku 

umnoţavanja proizvodnog soja zaostao je i u okviru ogleda broj 5 (2,81 g/l), 7 (8,97 g/l) i  

15 (3,65 g/l). Kod ovih ogleda poĉetni sadrţaj glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu 

pripreme inokuluma iznosio je 5,00 g/l (ogledi 1, 5 i 7), odnosno 10,00 g/l (ogled 15). Sa druge 

strane, najveći sadrţaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma zaostao je 

prilikom realizacije ogleda broj 6. U ovom eksperimentu glukoza i glicerol inicijalno su dodati u 

maksimalnoj koncentraciji (15,00 g/l). Iako je nakon izvoĊenja ogleda broj 6 zaostalo najviše 

izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma, sadrţaj produkovanog ksantana 

u medijumu za biosintezu imao je relativno visoku vrednost i iznosio je 10,05 g/l. Dosta veliki 

sadrţaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma zaostao je i pri izvoĊenju 

ogleda broj 4 (8,07 g/l) i 8 (7,38 g/l). I kod ovih ogleda glukoza i glicerol dodati su u 

maksimalnoj ispitivanoj koncentraciji (15,00 g/l). Dobijeni rezultati sugerišu da se prilikom 

umnoţavanja proizvodnog soja na medijumu sa koncentracijom glukoze i glicerola od 5,00 g/l 

do 10,00 g/l postiţe visok sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu uz minimalan rezidualni 

sadrţaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma. 

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.31. rezidualni sadrţaj asimilabilnog azota u medijumu 

za drugu fazu pripreme inokuluma po završetku umnoţavanja proizvodnog soja kretao od  

2,80 mg/l do 12,60 mg/l. Najmanji sadrţaj asimilabilnog azota u ovom medijumu zaostao je 

nakon izvoĊenja ogleda broj 1, 4 i 5, gde je sladni ekstrakt dodat u koncentracijama od 5,00 g/l, 

15,00 g/l i 10,00 g/l, redom. Najveći sadrţaj asimilabilnog azota zaostao je u medijumu za drugu 

fazu pripreme inokuluma pri realizaciji ogleda broj 14, gde su sva tri ispitivana parametra imala 

srednju variranu vrednost (10,00 g/l glukoze i glicerola, 10,00 g/l sladnog ekstrakta i 10%(v/v) 

inokuluma). Dobijeni rezultati sugerišu da razliĉite kombinacije sadrţaja glukoze i glicerola u 
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odnosu 40:60 i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma razliĉito utiĉu 

na stepen iskorišćenja asimilabilnog azota. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.31. pokazuju da se rezidualni sadrţaj ukupnog azota u medijumu za 

drugu fazu pripreme inokuluma u okviru ove faze istraţivanja kretao od 175,00 mg/l do  

294,00 mg/l. Najmanji sadrţaj ukupnog azota u medijumu za drugu fazu umnoţavanja 

proizvodnog soja zaostao je pri izvoĊenju ogleda broj 10, gde je poĉetni sadrţaj sladnog 

ekstrakta iznosio 15,00 g/l. U ovom ogledu je ostvarena i visoka koncentracija ksantana u 

medijumu za biosintezu (10,47 g/l). Dosta niska vrednost rezidualnog sadrţaja ukupnog azota u 

medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma ostvarena je i u ogledima broj 3 i 4, gde je poĉetni 

sadrţaj sladnog ekstrakta iznosio po 15,00 g/l. Pri izvoĊenju ovih ogleda ksantan je produkovan 

u koncentraciji manjoj od 10,00 g/l. Najveći sadrţaj ukupnog azota u medijumu za drugu fazu 

pripreme inokuluma zaostao je u ogledu broj 14 (10 g/l glukoze i glicerola, 10 g/l sladnog 

ekstrakta i 10%(v/v) inokuluma), pri ĉemu je u medijumu za biosintezu produkovan ksantan u 

koncentraciji od 9,53 g/l. Ukoliko se obrati paţnja na prethodno diskutovane rezultate moţe se 

uoĉiti da je ovaj rezultat u saglasnosti sa rezultatima za rezidualni sadrţaj asimilabilnog azota u 

istom ogledu.  

Analizirajući sve prethodno diskutovane rezultate moţe se zakljuĉiti da veće koncentracije 

sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma u kombinaciji sa najvećim procentom 

inokuluma u medijumu za biosintezu rezultuju slabijom produkcijom ksantana, dok manje 

koncentracije sastojaka medijuma za umnoţavanje proizvodnog soja dovode do ostvarivanja 

većeg sadrţaja biosintetisanog ksantana u proizvodnom medijumu. U skladu sa tim, evidentno je 

da se maksimalna produkcija ksantana na medijuma sa sirovim glicerolom ostvaruje ako 

medijum za drugu fazu pripreme inokuluma sadrţi glukozu i glicerol u odnosu 40:60 i sladni 

ekstrakt u koncentraciji od po 5,00 g/l i ako se 10%(v/v) ovako pripremljenog inokuluma doda u 

medijum za biosintezu. Prilikom ovako izvedenog ogleda u medijumu za pripremu inokuluma 

zaostaje najmanja koliĉina variranih nutrijenata. U dostupnoj nauĉnoj literaturi ne postoje podaci 

o optimizaciji sastava medijuma za pripremu inokuluma u proizvodnji ksantana. MeĊutim, u 

mnogim istraţivanja vezanim za biosintezu ksantana praktikuje se dodatak inokuluma u 

koncentraciji od 10%(v/v) (Gumus i sar., 2010; Reis i sar., 2010), što je u saglasnosti sa 

eksperimentalnim rezultatima ostvarenim u ovoj fazi istraţivanja. Iako je utvrĊeno da 

kombinacije razliĉitog sadrţaja glukoze i glicerola i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu 

pripreme inokuluma utiĉu na stepen iskorišćenja ovih nutrijenata, ali i na prinos ksantana, 

potrebna su dodatna analiziranja kako bi se definisale optimalne vrednosti variranih parametara 

pri kojima se ostvaruje najveća uspešnost ispitivanog bioprocesa. 

 

5.4.3.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja sadrţaja sastojaka 

medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu 

Generisanje adekvatnog modela za opisivanje uticaja variranih parametara na posmatrani odziv 

predstavlja veoma vaţan korak koji prethodi optimizaciji bioprocesa. U nastavku istraţivanja 

izvedeno je matematiĉko modelovanje eksperimentalno dobijenih rezultata za sadrţaj 

biosintetisanog ksantana prikazanih u tabeli 5.31. Kako bi se definisala relacija koja opisuje 

uticaj variranih parametara na odabrani pokazatelj uspešnosti bioprocesa, eksperimentalni podaci 
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(tabela 5.31) fitovani su polinomom drugog reda (jednaĉina 4.10). Uspešnost fitovanja 

eksperimentalno dobijenih rezultata odabranim modelom procenjena je na osnovu vrednosti 

koeficijenta determinacije, a ispitane su i adekvatnost i znaĉajnost generisanog matematiĉkog 

modela primenom analize varijanse. Rezultati analize varijanse modelovanog odziva i koeficijent 

determinacije prikazani su u tabeli 5.32.  

 

Tabela 5.32. Analiza varijanse modelovanog odziva: sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumima sa razliĉitim sadrţajem sastojaka i dodatog u razliĉitim koncentracijama

Odziv 

Poreklo 

Rezidual Мodel 

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
2
 

Y 0,274 5 0,055 1426,244 10 142,624 2606,202 <0,000001 0,926 

   SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; R2– koeficijent determinacije. 

 

Posmatrajući rezultate predstavljene u tabeli 5.32. moţe se primetiti da koeficijent determinacije 

iznosi 0,926 što ukazuje na to da je ostvarena veoma dobra veza izmeĊu eksperimentalnih i 

modelom predviĊenih vrednosti sadrţaja biosintetisanog ksantana. Definisanim matematiĉkim 

modelom nije moglo biti objašnjeno 7,40% od ukupnih varijacija, koje predstavljaju efekte onih 

faktora koji nisu ukljuĉeni u modelovanje te nisu bili od interesa u ovom istraţivanju. Da se 

eksperimentalne vrednosti veoma dobro poklapaju sa vrednostima koje su predviĊene primenom 

generisanog modela potvrĊuju i rezultati prikazani na slici 8.13. (Prilog 2). 

Adekvatnost generisanog matematiĉkog modela proverena je pomoću Fišerovog testa, dok je 

njihova statistiĉka znaĉajnost u intervalu poverenja od 95% potvrĊena analizirajući  

p-vrednosti. S obzirom da je F-vrednost prikazana u tabeli 5.32 manja od tabliĉnih vrednosti za 

odgovarajući stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, definisani kvadratni model 

smatra se pogodnim za opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrani odziv. Izuzetno niska 

p-vrednost prikazana u istoj tabeli potvrĊuje da je model polinoma drugog reda statistiĉki 

znaĉajan u zadatom intervalu poverenja. 

 

Matematički model za sadrţaj ksantana 

Eksperimentalni podaci koji se odnose na sadrţaj ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po 

završetku bioprocesa (tabela 5.31) su fitovani polinomom drugog reda pri ĉemu je generisana 

regresiona jednaĉina koja opisuje uticaj sadrţaja variranih faktora na vrednost pomenutog 

odziva:  

Y=11,110000  0,264800 X1  0,007800 X2 + 0,141500 X3+0,007800  X1
2  0,004800 X2

2 

                          0,005900 X3
2+ 0,004400 X1 X2+ 0,001900 X1 X3  0,014500 X2 X3         (5.3)   

gde su: 

Y- sadrţaj biosintetisanog ksantana, 
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X1, - sadrţaj glukoze i glicerola u odnosu 40:60, 

X2 - sadrţaj sladnog ekstrakta i  

X3 - koncentracija inokuluma. 

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u generisanoj jednaĉini procenjena je na osnovu p-vrednosti, 

a intenzitet njihovog uticaja odreĊen je poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto grafiku. 

Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumima sa 

razliĉitim sadrţajem sastojaka ,edijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i dodatog u razliĉitim 

koncentracijama u medijum za biosintezu, prikazan je na slici 5.31. 

 

 

Slika 5.31. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumima sa razliĉitim sadrţajem sastojaka i dodatog u razliĉitim koncentracijama 

 

Rezultati prikazani na slici 5.31. ukazuju da koeficijent interakcije sadrţaja sladnog ekstrakta i 

koncentracije dodatog inokuluma (b23) statistiĉki znaĉajno utiĉe na sadrţaj ksantana u medijumu 

za biosintezu po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima. Negativan predznak ovog koeficijenta prikazan u jednaĉini 5.3. ukazuje na 

antagonistiĉki efekat pomenutih parametara. Efekti linearnog (b1) i kvadratnog ĉlana sadrţaja 

glukoze i glicerola (b11), linearnog (b2) i kvadratnog ĉlana sladnog ekstrakta (b22), linearnog (b3) 

i kvadratnog ĉlana koncentracije dodatog inokuluma (b33), kao i ostalih koeficijenata interakcije 

(b12 i b13) nisu pokazali statistiĉki znaĉajan uticaj na vrednost posmatranog odziva u intervalu 

poverenja od 95%. 

U cilju boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matematiĉki model (jednaĉina 5.3) 

predstavljen je i grafiĉki, trodimenzionalnim odzivnim površinama na slikama 5.32.a-c. Svaki 

grafik prikazuje modelom predviĊen uticaj dva faktora na posmatrani odziv pri konstantnoj 

vrednosti trećeg.  



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

132 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.32. Sadrţaj ksantana (P) u 

medijumu za biosintezu sa sirovim 

glicerolom po završetku kultivacije 

soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumima sa 

razliĉitim sadrţajem sastojaka i 

dodatog u razliĉitim koncentracijama 

u funkciji dva faktora pri konstantnoj 

vrednosti trećeg:  

a) koncentracija inokuluma (10%,v/v)  

b) sadrţaj sladnog ekstrakta (10 g/l)  

c) sadrţaj Glu:Gly (10 g/l) 
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Na slici 5.32.a prikazan je modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja glukoze i glicerola 

dodatih u odnosu 40:60 (Glu:Gly) i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu pri koncentraciji inokuluma od 

10%(v/v). Analizom grafiĉki predstavljenih rezultata moţe se uoĉiti da, ako je poĉetna 

koncentracija glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma konstantna i 

ima vrednost veću od 7,50 g/l, povećanje sadrţaja sladnog ekstrakta u istom medijumu ne utiĉe 

na produkciju ţeljenog biopolimera. Sa druge strane, ako se poĉetna koncentracija glukoze i 

glicerola u medijumu za umnoţavanje ćelija proizvodnog soja nalazi u intervalu od 5,00 g/l do 

7,50 g/l, obogaćivanje istog medijuma sladnim ekstraktom utiĉe na smanjenje sadrţaja ksantana 

u medijumu za biosintezu. Pored toga, pri  konstantnom poĉetnom sadrţaju sladnog ekstrakta u 

medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma dolazi do smanjenja sadrţaja ksantana u medijumu 

za biosintezu sa povećanjem poĉetnog sadrţaja glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu 

pripreme inokuluma pri ĉemu je ovaj trend izraţeniji u medijumima sa niţom ispitivanom 

koncentracijom sladnog ekstrakta. Najveća vrednost sadrţaja ksantana od oko 10,30 g/l u 

medijumu za biosintezu predviĊena je ako medijum za drugu fazu pripreme inokuluma inicijalno 

sadrţi oko 5,00 g/l sladnog ekstrakta i 5,00 g/l glukoze i glicerola (40:60).  

Slika 5.32.b prikazuje predikciju sadrţaja ksantana u medijumu za biosintezu pri konstantnom 

poĉetnom sadrţaju sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma od 10,00 g/l 

i pri variranim vrednostima koncentracije inokuluma koji se dodaje u medijum za biosintezu i 

poĉetnog sadrţaja glukoze i glicerola (40:60) u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma. 

Rezultati predstavljeni na pomenutoj slici ukazuju da povećanjem koncentracije inokuluma, pri 

konstantnom poĉetnom sadrţaju glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma, dolazi do smanjenja sadrţaja ksantana u medijumu za biosintezu. Sa druge strane, i 

prilikom povećanja poĉetnog sadrţaja glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma, pri konstantnoj vrednosti koncentracije inokuluma koji se dodaje u medijum za 

biosintezu, takoĊe dolazi do smanjenja sadrţaja ksantana u medijumu za biosintezu, s tim da je 

ovaj trend slabije izraţen od prethodno pomenutog i gotovo je neprimetan ako bioproces zapoĉne 

dodatnom veće koliĉine inokuluma. Sadrţaj ksantana veći od 10,40 g/l predviĊen je pri 

koncentraciji inokuluma od 5,00%(v/v) do 7,00%(v/v) i poĉetnom sadrţaju glukoze i glicerola 

(40:60) u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma od oko 5,00 g/l. 

Slika 5.32c ilustruje modelom predviĊen uticaj koncentracije inokuluma i poĉetnog sadrţaja 

sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma na sadrţaj ksantana u 

medijumu za biosintezu pri konstantnom sadrţaju glukoze i glicerola u medijumu za pripremu 

inokuluma od 10,00 g/l. Rezultati predstavljeni na pomenutoj slici sugerišu da, pri konstantnoj 

koncentraciji inokuluma, promena sadrţaja sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu 

pripreme inokuluma ne utiĉe znaĉajno na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu, osim u 

sluĉaju kada se koncentracija inokuluma dodatog u proizvodni medijum nalazi u opsegu od 

5,00%(v/v) do 7,50%(v/v). Tada porast poĉetnog sadrţaja sladnog ekstrakta u medijumu za 

drugu fazu pripreme inokuluma pozitivno utiĉe na biosintezu ksantana. Sa druge strane, ukoliko 

se poĉetni sadrţaj sladnog ekstrakta u medijumu za umnoţavanje ćelija proizvodnog soja u 

drugoj fazi pripreme inokuluma odrţava konstantnim na bilo kojoj vrednosti iz analiziranog 

intervala, povećanjem koncentracije inokuluma dolazi do smanjenja sadrţaja ksantana u 

medijumu za biosintezu. Najveći sadrţaj ksantana od oko 10,50 g/l predviĊen je ako poĉetna 
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koncentracija sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma iznosi oko  

15,00 g/l i ako se pripremljeni inokulum u medijum za biosintezu dodaje od 5,00%(v/v). 

 

5.4.3.3. Optimizacija sadrţaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije 

inokuluma u medijumu za biosintezu 

Nakon generisanja matematiĉkog modela (jednaĉina 5.3), za koji je ustanovljeno da je statistiĉki 

znaĉajan i da adekvatno opisuje uticaj nezavisnih promenljivih (poĉetni sadrţaj glukoze i 

glicerola dodatih u odnosu 40:60 i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme 

inokuluma, koncentracija dodatog inokuluma), na odabrani odziv (sadrţaj ksantana u medijumu 

za biosintezu), sledeći korak predstavlja definisanje optimalnih vrednosti ispitivanih faktora, a 

sve sa ciljem ostvarivanja najveće uspešnosti bioprocesa i ekonomiĉnosti ĉitavog proizvodnog 

postupka. Stoga su, kao uslovi optimizacije, zadati postizanje maksimalne koncentracije 

biosintetisanog ksantana uz minimalan utrošak sastojaka medijuma koji će se koristiti u drugoj 

fazi pripreme inokuluma, kao i uz minimalnu koncentraciju inokuluma koji se dodaje u medijum 

za biosintezu. Za definisane ţeljene funkcije izvedena je optimizacija analiziranih faktora 

primenom odgovarajuće metodologije. Optimalne vrednosti variranih parametara, kao i 

procenjena vrednost posmatranog odziva za najveću moguću vrednost ukupne ţeljene funkcije 

prikazane su u tabeli 5.33. 

 

Tabela 5.33. Optimalne vrednosti variranih parametara i predviĊeni odziv: sadrţaj sastojaka 

medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i koncentracija inokuluma u medijumu za 

biosintezu 

Promenljive Uslovi Granične vrednosti Optimalne vrednosti 

Glu:Gly (g/l) minimalan 5,00-15,00  5,00 

Sladni ekstrakt (g/l) minimalan 5,00-15,00  5,00 

Inokulum (%, v/v) minimalan 5,00-15,00 5,19 

Odzivi   PredviĎene vrednosti 

P (g/l) maksimalan 8,85-10,52  10,42 

Ukupna ţeljena funkcija  0,980 

      Glu:Gly- glukoza i sirovi glicerol dodati u odnosu 40:60; Y, P-sadržaj biosintetisanog ksantana.  

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.33. pokazuju da je vrednost ukupne ţeljene funkcije visoka i iznosi 

0,980. Optimalne vrednosti ispitivanih faktora, pri kojima ţeljena funkcija ima najveću vrednost, 

su poĉetni sadrţaj glukoze i glicerola od 5,00 g/l, poĉetni sadrţaj sladnog ekstrakta od 5,00 g/l i 

koncentracija inokuluma od 5,19%(v/v). Za ovako definisane vrednosti variranih parametara 

modelom predviĊena vrednost posmatranog odziva, odnosno sadrţaja biosintetisanog ksantana 

iznosi 10,42 g/l.  

Optimizacioni rezultati prikazani su i grafiĉki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost 

vrednosti ukupne ţeljene funkcije od poĉetnog sadrţaja glukoze i glicerola i ekstrakta kvasca u 
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medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma pri konstantnoj, optimalnoj koncentraciji inokuluma 

dodatog u proizvodni medijum (5,19%v/v), a dat je na slici 5.33.   

 

 

Slika 5.33. Zavisnost vrednosti ukupne ţeljene funkcije od sadrţaja glukoze i glicerola, kao i 

sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma pri konstantnoj koncentraciji 

inokuluma u medijumu za biosintezu od 5,19%(v/v) 

 

Analizom rezultata predstavljenih na slici 5.33. moţe se uoĉiti da, ako je poĉetni sadrţaj sladnog 

ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma konstantan, povećanjem poĉetnog 

sadrţaja glukoze i glicerola dodatih u odnosu 40:60 u istom medijumu dolazi do smanjenja 

vrednosti ukupne ţeljene funkcije, što vaţi u ĉitavom ispitivanom opsegu. Sa druge strane, 

ukoliko je poĉetni sadrţaj glukoze i glicerola u medijumu za umnoţavanje ćelija odabranog 

proizvodnog soja u drugoj fazi pripreme inokuluma konstantan, povećanjem sadrţaja sladnog 

ekstrakta u istom medijumu ne dolazi do znaĉajne promene vrednosti ukupne ţeljene funkcije u 

ispitivanom opsegu. MeĊutim, pri konstantnom poĉetnom sadrţaju glukoze i glicerola od  

10,00 g/l do 15,00 g/l, povećanje sadrţaja sladnog ekstrakta neznatno utiĉe na povećanje 

vrednosti ukupne ţeljene funkcije. Prema prikazanim rezultatima soj PAP LIST 4 će u medijumu 

za biosintezu ostvariti najveću produktivnost i ukupna ţeljena funkcija će imati najveću vrednost 

ukoliko je prethodno umnoţen na medijumu sa poĉetnim sadrţajem glukoze i glicerola od  

5,00 g/l i istim poĉetnim sadrţajem sladnog ekstrakta.  
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Iako se sadrţaj biosintetisanog ksantana nije znaĉajno povećao u odnosu na prethodno izvedenu 

fazu istraţivanja (tabela 5.29), rezultati ovih ogleda su znaĉajni ukoliko se posmatraju sa 

ekonomskog stanovišta biotehnološke proizvodnje jer se koliĉina glukoze i glicerola i sladnog 

ekstrakta, koja se dodaje u medijum za drugu fazu pripreme inokuluma, moţe smanjiti za 50%. 

Na povećanje ekonomiĉnosti ispitivanog bioprocesa utiĉe i optimalna vrednost koncentracije 

inokuluma koja je za 50% manja. Dobijeni rezultati upućuju na konstataciju da se  

Boks-Benkenov dizajn pokazao kao funkcionalan eksperimentalni plan za kreiranje ogleda koji 

su za cilj imali optimizaciju sadrţaja sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i 

koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu ksantana. Definisane optimalne vrednosti 

variranih parametara korišćene su u nastavku istraţivanja, odnosno umnoţavanje soja  

PAP LIST 4 je u drugoj fazi pripreme inokuluma izvedeno na medijumu sa 5 g/l glukoze i 

glicerola (40:60) i 5 g/l sladnog ekstrakta, dok je dobijeni inokulum u medijum za biosintezu 

dodavan u koncentraciji od 5%(v/v). 

 

5.4.4. Definisanje vremena trajanja pripreme inokuluma 

Nakon odabira najpogodnijih sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma, definisanja 

njihovih optimalnih koncentracija, kao i koncentracije inokuluma koji se dodaje u proizvodni 

medijum, naredni korak u standardizaciji pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na 

medijumu sa sirovim glicerolom primenom soja PAP LIST 4 predstavlja optimizaciju vremena 

trajanja pripreme inokuluma. Prethodno diskutovani rezultati u okviru poglavlja 5.3. sugerišu da 

je sojevima roda Xanthomonas neophodan odreĊen vremenski period za adaptaciju na sirovi 

glicerol kao izvor ugljenika u medijumu za biosintezu ksantana. Shodno tome, i prilikom 

standardizacije medijuma za pripremu inokuluma je uzeto u obzir da vreme trajanja pripreme 

inokuluma moţe da utiĉe na uspešnost biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima. Prema podacima iz dostupne nauĉne literature 

uobiĉajeno vreme trajanja pripreme inokuluma kreće se od 24 h do 48 h (Mirik i sar., 2011; Da 

Silva i sar., 2018). Uzimajući u obzir prethodno navedeno, u nastavku istraţivanja priprema 

inokuluma je izvedena u skladu sa odabranim eksperimentalnim dizajnom (tabela 4.5) gde je 

vreme trajanje umnoţavanje proizvodnog soja u obe faze varirano u navedenom opsegu. 

Primenom postupka odzivne površine, a na osnovu eksperimentalno dobijenih podataka, 

definisan je matematiĉki model koji opisuje uticaj ispitivanih parametara na odabrani odziv. 

Optimizacija je izvedena primenom metode ţeljene funkcije u kombinaciji sa generisanim 

matematiĉkim modelom. 

 

5.4.4.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja vremena trajanja 

pripreme inokuluma  

Sa ciljem pripreme inokuluma, umnoţavanje soja PAP LIST 4 izvedeno je u dva koraka na 

razliĉitim medijumima. U prvom koraku umnoţavanja korišćen je komercijalni medijum YMB
®
 

(HiMedia, Indija), dok je u drugom koraku primenjen medijum prethodno optimizovane 

formulacije (poglavlje 5.4.3). Svi uslovi pripreme inokuluma bili su identiĉni za obe faze 

(poglavlje 4.3), osim vremena trajanja inkubacije koje je varirano (tabela 4.5). Pripremljeni 

inokulumi dodati su u jednakim koncentracijama u medijume za biosintezu na bazi sirovog 

glicerola (poglavlje 4.3), a zatim je vršena njihova inkubacija u trajanju od 168 h. 
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U okviru ovih istraţivanja eksperimenti su izvedeni u skladu sa faktorijalnim dizajnom koji 

obuhvata variranje dva faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj taĉki. Ovako dizajnirani 

eksperimenti podrazumevali su izvoĊenje 11 nezavisnih kultivacija soja PAP LIST 4 na 

medijumima odgovarajuće formulacije (poglavlje 4.2) u taĉno definisanim procesnim uslovima 

(poglavlje 4.4). Po završetku kultivacije, izvršena je analiza medijuma za biosintezu kako bi se 

potvrdila mogućnost produkcije ksantana i procenila uspešnost izvoĊenja bioprocesa. Kako bi se 

ustanovilo da li je došlo do produkcije ţeljenog biopolimera vršena su reološka merenja 

medijuma za biosintezu (poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspešnosti bioprocesa u ovoj fazi 

istraţivanja odreĊivan je sadrţaj ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni medijumi 

analizirani su i u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS (poglavlje 4.6.2). 

Reološka svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma optimizovane 

formulacije u razliĉitom trajanju, prikazana su u tabeli 5.34. 

 

Tabela 5.34. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma 

optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju 

Redni broj 

 ogleda 

tI (h) tII (h) K [Pa·s
n
] n [1] ηa [mPa·s] 

1 24 24 0,1699 0,5361 20,06 

2 24 36 0,2383 0,4849 22,23 

3 24 48 0,3864 0,4378 29,02 

4 36 24 0,1572 0,5518 19,95 

5 36 36 0,2248 0,4898 21,45 

6 36 48 0,3492 0,4618 29,29 

7 48 24 0,1430 0,5649 19,28 

8 48 36 0,1699 0,5361 20,06 

9 48 48 0,3819 0,4396 28,92 

10 36 36 0,2903 0,4643 24,63 

11 36 36 0,1615 0,5747 22,78 

          K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet;   
          tI-vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma; tII-vreme trajanja 

            druge faze pripreme inokuluma.  

 

Vrеdnоsti indеksа toka medijuma za biosintezu аnаlizirаnih u оvоj fazi istrаţivаnja kretale su se 

u intеrvаlu оd 0,4378 do 0,5747 (tabela 5.33). Na osnovu prikazanih vrednosti ovog reološkog 

parametra, koje se nalaze izmeĊu 0 i 1, moţe se zakljuĉiti da medijumi za biosintezu sa sirovim 

glicerolom dobijeni po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na 

medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju, poseduju 

pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе što predstavlja pouzdan pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti 

faktora konzistencije medijuma za biosintezu analiziranih u ovoj fazi istraţivanja kretale su se od 

0,1430 Pa·s
n
 do 0,3864 Pa·s

n 
(tabela 5.34). Dobijeni rezultati sugerišu da rаzliĉitе vrеdnоsti 

faktora konzistencije medijuma prikаzаnе u tаbеli 5.34. ukazuju na rаzliku u kоliĉini i kvаlitеtu 

ksаntаnа biosintetisanog u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа prilikom kultivacije 

proizvodnog mikroorganizma na medijumu sa sirovim glicerolom. Na osnovu vrednosti indeksa 

toka i faktora konzistencije izraĉunati su prividni viskoziteti kultivacionih medijuma. 
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Rezultati prikazani u tabeli 5.34. ukazuju na to da su se vrednosti prividnog viskoziteta 

medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, 

prethodno umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u 

razliĉitom trajanju, kretale u intervalu od 19,28 mPa·s do 29,29 mPa·s. Dobijeni rezultati 

sugerišu da se prilikom izvoĊenja ogleda broj 6 ostvaruje najveća vrednost prividnog viskoziteta 

medijuma za biosintezu u poreĊenju sa ostalim ogledima. U okviru ovog ogleda prva i druga 

faza pripreme inokuluma izvedene su u trajanju od 36 h i 48 h, redom. Na osnovu rezultata 

prikazanih u tabeli 5.33. moţe se primetiti da je najmanja vrednost prividnog viskoziteta 

medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom ostvarena u okviru ogleda broj 7, gde su 

inkubacije prve i druge pasaţe inokuluma trajale 48 h i 24 h, redom. Navedeni rezultati ukazuju 

na to da se najveće vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu ostvaruju kada druga 

faza pripreme inokuluma traje duţe od prve faze, što moţe biti posledica izvora ugljenika 

prisutnih u primenjenim medijumima. Navedena konstatacija moţe se potkrepiti ĉinjenicom da 

je sojevima roda Xanthomonas potrebno duţe vreme kako bi se adaptirali na medijum sa sirovim 

glicerolom i koristili ovaj izvor ugljenika za rast i razmnoţavanje, a zatim i za produkciju 

ksantana (Wang i sar., 2016). 

Uzorci medijuma za biosintezu dobijenih nakon izvoĊenja svih 11 ogleda u okviru ovog 

istraţivanja analizirani su u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS. Izmerene vrednosti pH 

prikazane su u tableli 8.14., koja se nalazi u Prilogu 2. Rezultati dati u pomenutoj tabeli pokazuju 

da su se vrednosti pH medijuma za biosintezu dobijenih u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima kretale od 6,33 do 6,75. Dobijeni rezultati ukazuju da vrednost pH ni u jednom ogledu 

nije opala ispod kritiĉne vrednosti (5,5), što je znaĉajno iz ugla ekonomske isplativosti 

bioprocesa, jer ukazuje na potencijalnu proizvodnju ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom 

bez potrebe i troškova korigovanja vrednosti pH tokom izvoĊenja samog bioprocesa. Vrednosti 

sadrţaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim glicerolom dobijenim nakon kultivacije 

soja PAP LIST 4 u ovoj fazi istraţivanja takoĊe su prikazane u tabeli 8.13. Izmerene vrednosti 

sadrţaja TDS kretale su se od 4,31 g/l do 4,53 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da ne dolazi do 

drastiĉnih promena u sadrţaju TDS u medijumima za biosintezu dobijenim po završetku 

bioprocesa izvedenih u primenjenim eksperimentalnim uslovima, te da je vrednost sadrţaja TDS 

u navedenim medijumima bila u granicama potrebnim za nesmetanu metaboliĉku aktivnost 

proizvodnog mikroorganizma. 

Prethodno prodiskutovani rezultati ukazuju da je u svim izvedenim ogledima došlo do biosinteze 

ksantana. MeĊutim, da bi se optimizovalo vreme pripreme inokuluma potrebno je uzeti u obzir i 

vrednosti pokazatelja uspešnosti posmatranog bioprocesa. Sadrţaj ksantana, koji je biosintetisan 

tokom izvoĊenja eksperimenata ĉiji je krajnji cilj definisanje vremena pripreme inokuluma, 

prikazan je u tabeli 5.35. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.35. ukazuju da je kultivacija odabranog proizvodnog soja u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima rezultovala razliĉitom produkcijom ksantana. Iz 

medijuma za biosintezu dobijenih po završetku bioprocesa izdvojeno je od 7,41 g/l do 10,46 g/l 

ksantana, što ukazuje da vreme pripreme inokuluma utiĉe na sadrţaj produkovanog biopolimera. 

Najveća koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu ostvarena je po završetku ogleda broj 

6. U navedenom ogledu prva faza pripreme inokuluma trajala je 36 h, a vreme trajanja druge 

faze pripreme inokuluma iznosilo je 48 h. Sa druge strane, najmanja koliĉina ksantana u 
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medijumu za biosintezu ostvarena je po završetku ogleda broj 4 i 7. Vreme trajanja prve i druge 

faze pripreme inokuluma u navedenim ogledima iznosilo je 36 h i 24 h, odnosno 48 h i 24 h, 

redom.  

 

Tabela 5.35. Uticaj vremena trajanja pripreme inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije 

Redni broj  

ogleda 

  P(g/l) 

tI (h) tII (h) Y 

1 24 24 7,70 

2 24 36 8,17 

3 24 48 9,80 

4 36 24 7,41 

5 36 36 9,39 

6 36 48 10,46 

7 48 24 7,41 

8 48 36 8,50 

9 48 48 9,49 

10 36 36 9,64 

11 36 36 9,54 

      tI-vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma; 

                 tII-vreme trajanja  druge faze pripreme inokuluma; 

                Y, P-sadržaj biosintetisanog ksantana.  

 

Dobijeni rezultati sugerišu da je najniţi sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu ostvaren kada 

je vreme prve faze pripreme inokuluma bilo u opsegu od 36 h do 48 h, odnosno kada je druga 

pasaţa inokuluma inkubirana u najmanjem ispitivanom vremenskom periodu (24 h), što ukazuje 

da je, za veću produkciju biopolimera delovanjem soja PAP LIST 4 u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, neophodno da druga faza pripreme inokuluma traje duţe od 24 h. 

 

5.4.4.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja vremena trajanja 

pripreme inokuluma 

Kako bi se definisalo optimalno vreme trajanja pripreme inokuluma za ostvarivanje maksimalne 

produkcije ksantana prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom, 

nakon uspešno izvedenih statistiĉki dizajniranih eksperimenata potrebno je generisati adekvatan 

model koji opisuje uticaj variranih parametara na posmatrani odziv. U cilju dobijanja detaljnijih 

informacija o uticaju ispitivanih faktora na uspešnost izvoĊenja biosinteze ksantana u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, kao i u cilju kvantifikacije faktorskih efekata i 

njihovih interakcija, vršena je analiza eksperimentalnih podataka primenom odgovarajućih 

softverskih paketa.  

U nastavku istraţivanja izvedeno je matematiĉko modelovanje eksperimentalno dobijenih 

rezultata za sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu prikazanih u tabeli 5.35. Uspešnost 

fitovanja dobijenih podataka odabranim modelom (jednaĉina 4.11), ali i adekvatnost generisanog 

modela procenjeni su na osnovu vrednosti statistiĉkih parametara. Rezultati analize varijanse 

modelovanog odziva i koeficijent determinacije prikazani su u tabeli 5.36. 
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Tabela 5.36. Analiza varijanse modelovanog odziva: sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju 

Odziv 

Poreklo 

Rezidual Мodel 

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
2
 

Y 0,933 5 0,187 875,0790 6 145,846 781,961 <0,000001 0,918 

SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; R2– koeficijent determinacije. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.36. ukazuju na to da vrednost koeficijenta determinacije iznosi 

0,918, što govori da je ostvarena jaka veza izmeĊu eksperimentalnih i modelom predviĊenih 

vrednosti sadrţaja biosintetisanog ksantana. Definisanim matematiĉkim modelom nije moglo biti 

objašnjeno 8,22% ukupnih varijacija, koje predstavljaju efekte onih faktora koji nisu ukljuĉeni u 

modelovanje, te nisu bili od interesa u ovom istraţivanju. Pogodnost primenjenog modela za 

opisivanje uticaja vremena pripreme inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

potvrĊena je i prema grafiĉki prikazanim rezultatima na slici 8.4. (Prilog 2).  

Adekvatnost odabranog matematiĉkog modela procenjena je pomoću Fišerovog testa, a njegova 

statistiĉka znaĉajnost, u intervalu poverenja od 95%, potvrĊena analizirajući p-vrednosti. 

Posmatrajući F-vrednosti prikazane u tabeli 5.36, moţe se ustanoviti da su manje od tabliĉnih 

vrednosti za odgovarajući stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, što znaĉi da je 

definisani model pogodan za opisivanje uticaja variranih faktora na odabrani odziv. Pored toga, 

model polinoma drugog reda modelovanog odziva je statistiĉki znaĉajan u intervalu poverenja 

od 95%, na šta ukazuje izuzetno niska p-vrednosti prikazana u istoj tabeli. 

 

Matematički model za sadrţaj ksantana 

Nakon izvršenog fitovanja eksperimentalnih podataka, koji se odnose na sadrţaj ksantana u 

medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku bioprocesa (tabela 5.35) polinomom 

drugog reda (jednaĉina 4.11) dobijena je regresiona jednaĉina koja opisuje uticaj variranih 

faktora na pomenuti odziv:  

  = -2,06973 + 0,36694 X1 + 0,17058 X2   0,00514 X1
2  

                                                      0,00096 X2
2  0,00002 X1 X2                                          (5.4) 

gde su: 

Y- sadrţaj biosintetisanog ksantana, 

X1, - vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma i 

X2 - vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma.  

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u jednaĉini 5.4. procenjena je na osnovu p-vrednosti, dok je 

intenzitet njihovog uticaja odreĊen poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto grafiku. Pareto 

grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim 
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glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnoţenog na medijumu za 

pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju, prikazan je na slici 5.34. 

 

 

Slika 5.34. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu 

sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na 

medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju 

 

Analizom rezultata prikazanih na slici 5.34. moţe se uoĉiti da kvadratni ĉlan vremena trajanja 

prve faze pripreme inokuluma (b11) statistiĉki znaĉajno utiĉe na sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku bioprocesa. Pored toga, dobijeni rezultati ukazuju 

da efekti linearnog (b2) i kvadratnog ĉlana vremena trajanja druge faze pripreme inokuluma 

(b22), linearni ĉlan vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma (b1), kao i ĉlan koji ukazuje 

na interakciju variranih parametara (b12) nisu pokazali statistiĉki znaĉajan uticaj na vrednost 

posmatranog odziva u intervalu poverenja od 95%. 

Odzivna površina, koja prikazuje modelom (jednaĉina 5.4) predviĊenu zavisnost sadrţaja 

ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom od vremena trajanja prve i druge faze 

pripreme inokuluma, data je na slici 5.35.  
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Slika 5.35. Sadrţaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma 

optimizovane formulacije u funkciji vremena trajanja prve (tI) i druge faze pripreme 

inokuluma(tII)  

 

Slika 5.35. ilustruje modelom predviĊen uticaj vremena trajanja prve i duge faze pripreme 

inokuluma na sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma 

optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju. Sa prikazane odzivne površine jasno se zapaţa 

da se sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku bioprocesa 

ne menja znaĉajno u celokupnom ispitivanom opsegu vremena trajanja prve faze pripreme 

inokuluma. MeĊutim, pri maksimalnim vrednostima trajanja druge faze pripreme inokuluma (42-

48 h) sa povećanjem vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma od 24 h do 36 h dolazi do 

blagog porasta vrednosti posmatranog odziva. Promena vremena trajanja druge faze pripreme 

inokuluma od 24 h do 48 h u znaĉajnoj meri utiĉe na povećanje sadrţaja ksantana u medijumu za 

biosintezu sa sirovim glicerolom, u ĉitavom ispitivanom opsegu vremena trajanja prve faze 

umnoţavanja. Primenjeni model predviĊa da se maksimalan sadrţaj ksantana u medijumu za 

biosintezu od oko 10,50 g/l moţe ostvariti ukoliko se vreme trajanja prve faze pripreme 

inokuluma nalazi u intervalu od 32 h do 40 h, a vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma 

bude u opsegu od 40 h do 48 h. 

 

5.4.4.3. Optmizacija vremena trajanja pripreme inokuluma 

Za optimizaciju vremena trajanja pripreme inokuluma korišćena je metoda ţeljene funkcije 

zajedno u kombinaciji sa prethodno generisanim matematiĉkim modelom (jednaĉina 5.4). Kao 

jedini uslov optimizacije zadato je postizanje maksimalnog sadrţaja ksantana u medijumu sza 

biosintezu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumu za pripremu inokuluma optimalne formulacije. Optimalne vrednosti 
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variranih faktora, kao i procenjena vrednost posmatranog odziva za najveću moguću vrednost 

ukupne ţeljene funkcije prikazani su u tabeli 5.37. 

 

Tabela 5.37. Optimalne vrednosti variranih parametara i predviĊeni odziv: definisanje vremena 

trajanja pripreme inokuluma 

Promenljive Uslovi Granične vrednosti Optimalne vrednosti 

tI (h) u opsegu 24-48  36,04 

tII (h) u opsegu 24-48  48,00 

Odziv   PredviĎene vrednosti 

P (g/l) maksimalan 7,41-10,46  10,41 

Ukupna ţeljena funkcija  0,983 

                      tI-vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma;  tII-vreme trajanja  druge faze pripreme inokuluma; 

                     P-sadržaj biosintetisanog ksantana.  

 

Podaci prikazani u tabeli 5.37. pokazuju da, ako se kao jedini cilj optimizacije definiše 

ostvarivanje najveće moguće koncentracije, vrednost posmatranog odziva je najveća (10,41 g/l) 

ukoliko vreme trajanja prve i druge faze pripreme inokuluma iznose 36,04 h i 48,00 h, redom. 

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.37. ukupna ţeljena funkcija u ovom sluĉaju ima 

vrednost 0,983. 

Optimizacioni rezultati prikazani su i grafiĉki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost 

vrednosti ukupne ţeljene funkcije od vremena trajanja prve i druge faze pripreme inokuluma, a 

koji je dat na slici 5.36. 

Posmatrajući grafiĉki predstavljene rezultate na slici 5.36. moţe se uoĉiti da, ako se vreme 

trajanja prve faze pripreme inokuluma odrţava na konstantnoj vrednosti iz variranog opsega (od 

24 h do 48 h), povećanje vremena trajanja druge faze pripreme inokuluma pozitivno utiĉe na 

biosintezu ksantana jer se vrednost ukupne ţeljene funkcije tom prilikom povećava. Sa druge 

strane, kada se vreme druge faze pripreme inokuluma odrţava na konstantnoj vrednosti od 24 h 

do 42 h, povećanje vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma nema znaĉajan uticaj na 

vrednost posmatranog odziva. MeĊutim, ukoliko se vreme trajanja druge faze pripreme 

inokuluma odrţava na gotovo maksimalnoj vrednosti (42-48 h) iz ispitivanog opsega, vrednost 

ukupne ţeljene funkcije raste sa povećanjem vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma u 

opsegu od 24 h do 36 h. 

Rezultati dobijeni u okviru ovih istraţivanja sugerišu da je, za ostvarivanje najveće koncentracije 

ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom primenom soja PAP LIST 4 po 

završetku bioprocesa, neophodno prethodno umnoţiti proizvodni soj PAP LIST 4 u dve faze pri 

ĉemu optimalno vreme trajanje prve faze iznosi 36 h, a druge 48 h (tabela 5.37). Iako je sadrţaj 

ksantana koji je dobijen u ovoj fazi istraţivanja nepromenjen u poreĊenju sa sadrţajem ksantana 

ostvarenim u prethodnom ispitivanju (tabela 5.33), izvršen je znaĉajan korak u optimizaciji 

pripreme inokuluma u pogledu smanjenja vremena trajanja umnoţavanja proizvodnog 

mikroorganizma u prvoj fazi pripreme inokuluma. Ovo je znaĉajno sa ekonomskog aspekta jer 

dovodi do smanjenja troškova pripreme inokuluma, a samim tim i ukupnih proizvodnih troškova.  
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Slika 5.36. Zavisnost vrednosti ukupne ţeljene funkcije od vremena trajanja prve (tI) i druge faze 

pripreme inokuluma (tII) 

 

Optimizovani rezultati vremena trajanja pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na 

medijumu sa sirovim glicerolom primenjeni su u daljim istraţivanjima u okviru ove doktorske 

disertacije. 

 

5.5. FОRMULАCIЈА SАSTАVА MЕDIЈUMА SА SIRОVIM 

GLICЕRОLОM ZА BIОSINTЕZU KSАNTАNА 

Nakon odabira proizvodnog soja i standardizacije pripreme inokuluma, sledeći korak u razvoju 

biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom jeste 

formulacija sastava medijuma zа biоsintеzu, koja je u okviru ove doktorske disertacije izvedena 

u dve faze pa su tako i dobijeni rezultati prikazani u dva dela. U prvom delu ovog poglavlja 

prikazani su rezultati definisanja sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu 

ksantana, dok drugi deo sadrţi rezultate definisanja sadrţaja izvora fosfora u istom medijumu.  
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5.5.1. Definisanje sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu 

ksantana 

Kako bi došlo do produkcije ksantana, kultivacija proizvodnog mikroorganizma vrši se na 

medijumu ĉiji sastav favorizuje biosintezu ovog biopolimera uz ograniĉen rast biomase. 

Kultivacioni medijumi za biosintezu ksantana imaju jasno definisan sastav, i to tako da 

obezbeĊuju neophodne makronutrijente, od kojih su najznaĉajniji ugljenik i azot, ali i brojne 

mikronutrijente, poput kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i drugih (García-Ochoa i sar., 2000). 

Podaci iz dostupne nauĉne literature ukazuju na to da pojedini sojevi roda Xanthomonas nа 

mеdiјumu sа sirovim glicеrоlоm, kao jedinim izvorom ugljenika, prоdukuјu vеću kоliĉinu 

ksаntаnа bоlјеg kvаlitеtа nеgо kаdа je pri istim uslоvimа kultivаciја vršena nа pоlusintеtiĉkоm 

mеdiјumu sа sаhаrоzоm (Brandão i sаr., 2013). U Brazilu je 2015. godine sprovedeno 

istraţivanje u kome je ispitana mogućnost produkovanja ksantana na medijumima sa sirovim 

glicerolom, saharozom i mešavinom ove dve komponente primenom soja X. campestris pv. 

magiferaeindicae IBSBF 1230. Poĉetna koncentracija ispitivanih izvora ugljenika iznosila je 

50,00 g/l. Rezultati dobijeni u navedenom istraţivanju pokazali su da je sadrţaj ksantana u 

medijumu sa sirovim glicerolom (4,98 g/l) bio veći nego u medijumu sa saharozom (4,55 g/l), ali 

i u odnosu na medijum koji je sadrţao obe komponente (4,07 g/l) (Trinidade i sar., 2015).  

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije (poglavlje 5.3) takoĊe ukazuju da je sirovi 

glicerol pogodan izvor ugljenika u medijumu za biosintezu ksantana primenom razliĉitih sojeva 

roda Xanthomonas, pri ĉemu je izolat PAP LIST 4 odabran kao najproduktivniji u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima (poglavlje 5.3.3). Iz navedenog razloga je, u ovom koraku ispitivanja 

izvršena optimizacija sastava medijuma za biosintezu ksantana primenom soja PAP LIST 4 u 

pogledu sadrţaja glicerola poreklom iz sirovog glicerola. Uzimajući u obzir da se ksantan 

produkuje na medijumu sa sirovim glicerolom u koncentraciji od 20,00 g/l (Brandão i sar., 2013) 

do 50,00 g/l (Trinidade i sar., 2015), ali i da se najbolji stepen konverzije izvora ugljenika u 

ksantan generalno postiţe u medijumu sa oko 10,00 g/l izvora ugljenika (Moraine i Rogovin, 

1971), u ovom istraţivanju varirana je koncentracija sirovog glicerola u medijumu za biosintezu 

u opsegu od 10,00 g/l do 50,00 g/l.  

Pored izvora ugljenika, za uspešno izvoĊenje biosinteze ksantana neophodno je prisustvo 

odgovarajućih izvora azota doziranih u precizno definisanim koncentracijama. Azot se u 

medijum za biosintezu dodaje u obliku organskih izvora, kao što su ekstrakt kvasca, hidrolizati 

kazeina, pepton i sojino brašno, ali i u obliku neorganskih soli kao što su amonijumove i nitratne 

soli (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Prema dostupnim literaturnim navodima najveća 

koncentracija ksantana produkuje se kada se kao izvor azota u medijumu za biosintezu koriste 

ekstrakt kvasca (Kumara i sar., 2012) ili (NH4)2SO4 (Salah i sar., 2010). Stoga je u ovoj fazi 

istraţivanja varirana koncentracija upravo ova dva izvora azota u koncentraciji definisanoj prema 

zahtevima proizvodnog mikroorganizma (García-Ochoa i sar., 2000) i podacima iz dostupne 

nauĉne literature (Ronĉević i sar., 2014; Bajić i sar., 2017). 
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5.5.5.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja sadrţaja glicerola i 

izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana 

U okviru ovih istraţivanja eksperimenti su izvedeni u skladu sa statistiĉki dizajniranim 

eksperimentalnim planom kako bi se smanjio broj ogleda neophodnih za izvoĊenje relevantnih 

zakljuĉaka. U konkretnom sluĉaju primenjen je Boks-Benkenov plan za tri faktora na tri nivoa i 

tri ponavljanja u centralnoj taĉki. Ovako kreirani eksperimenti podrazumevali su izvoĊenje 15 

nezavisnih kultivacija soja PAP LIST 4, u primenjenim eksperimentalnim uslovima (poglavlje 

4.4), na medijumima razliĉite formulacije (tabela 4.6). Po završetku proizvodnog postupka, 

izvršena je analiza medijuma za biosintezu kako bi se potvrdila mogućnost biosinteze ksantana i 

procenila uspešnost izvoĊenja bioprocesa. Kako bi se utvrdilo da li je došlo do produkcije 

ksantana vršena su reološka merenja (poglavlje 4.6.2), dok su od pokazatelja uspešnosti 

bioprocesa u ovoj fazi istraţivanja odreĊivani sadrţaj biosintetisanog ksantana (poglavlje 4.5), 

molekulska masa ksantana (poglavlje 4.6.3) i rezidualni sadrţaji variranih nutrijenata (poglavlje 

4.6.2). Dobijeni medijumi analizirani su i u pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS (poglavlje 

4.6.2).  

Reološka svojstva medijuma za biosintezu, dobijenih po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

na medijumima sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota, prikazana su u tabeli 

5.38. 

 

Tabela 5.38. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa 

razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota po završetku kultivacije  

soja PAP LIST 4  

Redni broj 

ogleda 

Glicerol 

(g/l) 

Ekstrakt kvasca 

(g/l) 

(NH4)2SO4 

(g/l) 
K [Pa·s

n
] n [1] ηa [mPa·s] 

1 10 0 1,5 0,2242 0,5200 24,58 

2 50 0 1,5 0,6799 0,3916 41,27 

3 10 6 1,5 0,2815 0,4548 22,86 

4 50 6 1,5 0,4015 0,4384 30,23 

5 10 3 0 0,2792 0,4627 23,51 

6 50 3 0 0,4879 0,4131 32,70 

7 10 3 3,0 0,2994 0,4743 26,60 

8 50 3 3,0 0,4879 0,4131 32,70 

9 30 0 0 0,3126 0,4606 26,07 

10 30 6 0 0,5767 0,4054 37,30 

11 30 0 3,0 0,6364 0,4028 40,67 

12 30 6 3,0 0,3271 0,4604 27,26 

13 30 3 1,5 0,6621 0,3938 32,30 

14 30 3 1,5 0,3131 0,4938 30,43 

15 30 3 1,5 0,3512 0,4765 31,52 
    K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

 

Vrеdnоsti indеksа toka medijuma za biosintezu analiziranih u ovoj fazi istraţivanja prikazane u 

tabeli 5.38. kreću se u intеrvаlu оd 0,3916 do 0,5200. Ove vrednosti su u saglasnosti sa svim 

prethodno diskutovanim vrednostima ovog reološkog parametra (poglavlja 5.3 i 5.4). S obzirom 

da se vrednosti indeksa toka prikazane u tabeli 5.41. nalaze izmeĊu 0 i 1, moţe se zakljuĉiti da 

svi ispitivani medijumi za biosintezu po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima poseduju pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе, što predstavlja pouzdan 
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pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti faktora konzistencije medijuma za biosintezu 

analiziranih u ovoj fazi istraţivanja kretale su se u intervalu od 0,2242 Pa·s
n
 do 0,6799 Pa·s

n 

(tabela 5.38). S obzirom da je faktor konzistencije direktno proporcionalnan viskozitetu i dа 

viskozitet rastvora ksantana zavisi od kvantiteta i kvaliteta biosintetisanog ksantana  

(García-Ochoa i sar., 2000), rаzliĉitе vrеdnоsti faktora konzistencije prikаzаnе u tаbеli 5.38. 

ukazuju na rаzliku u kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа biosintetisanog u primеnjеnim 

еkspеrimеntаlnim uslоvimа prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumima sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota. Prividni viskoziteti medijuma za biosintezu 

izraĉunati su na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije. 

Rezultati iz tabele 5.38. ukazuju na to da su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu dobijenih u ovoj fazi istraţivanja kretale u opsegu od 22,86 mPa·s do 41,27 mPa·s. 

Na osnovu tabelarno prikazanih rezultata moţe se primetiti da je prilikom biosinteze ksantana na 

medijumu formulacije iz ogleda broj 2 (50 g/l glicerola i 1,50 g/l (NH4)2SO4) ostvarena najveća 

vrednost prividnog viskoziteta u poreĊenju rezultatima dobijenim u ostalim ogledima. Najmanja 

vrednost prividnog viskoziteta kultivacionog medijuma ostvarena je kada je kao medijum za 

biosintezu korišćen medijum formulacije iz ogleda broj 3 (10,00 g/l glicerola, 0,60 g/l ekstrakta 

kvasca i 1,50 g/l (NH4)2SO4).  

Proizvodni medijumi su nakon završetka biosinteze analizirani i u pogledu vrednosti pH i 

sadrţaja TDS. Vrednosti pH ispitivanih uzoraka prikazane su u tableli 8.15. koja je data u 

Prilogu 1. Izmerene vrednosti pH medijuma sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem nutrijenata kretale 

su se od 6,76 do 8,48. Rezultati prikazani u tabeli 8.15. ukazuju da u gotovo svim ogledima 

dolazi do blagog porasta vrednosti pH medijuma prilikom biosinteze ksantana u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima što je u saglasnosti sa prethodno dobijenim rezultatima iz poglavlja 

5.3. i 5.4. i rezultatima istraţivanja gde se vrednost pH medijuma dobijenih nakon biosinteze 

ksantana kretala u opsegu od 7,00 do 10,00 (Psomas i sar., 2007). Vrednosti sadrţaja TDS u 

proizvodnim medijumima, dobijenim nakon biosinteze ksantana u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, takoĊe su prikazane u tableli 8.15. (Prilog 1). Izmerene vrednosti 

sadrţaja TDS u medijumima kretale su se od 1,17 g/l do 4,73 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da 

postoje drastiĉne razlike u sadrţaju TDS u kultivacionim medijumima dobijenim u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima. Do ove razlike verovatno dolazi usled razliĉite koncentracije 

glicerola koji se dodaje u medijum za biosintezu i sa sobom unosi odreĊeni sadrţaj soli zaostalih 

iz procesa transesterifikacije. Najniţa vrednost sadrţaja TDS je izmerena kada je kao medijum 

za biosintezu korišćen medijum formulacije iz ogleda broj 5, koji je sadrţao glicerol u najmanjoj 

ispitivanoj koncentraciji (10,00 g/l), dok je najveća vrednost sadrţaja TDS detektovana kada je 

kao medijum za biosintezu korišćen medijum formulacije iz ogleda broj 8, koji je sadrţao 

glicerol u najvećoj ispitivanoj koncentraciji (50,00 g/l). Razlike u vrednosti ovog parametra 

mogu da budu uzrokovane i razliĉitom inicijalnom koncentracijom neorganskog izvora azota. 

Po završetku bioprocesa izvedenih u primenjenim eksperimentalnim uslovima sa medijumima 

razliĉite formulacije, odreĊen je sadrţaj biosintetisanog ksantana, njegova molekulska masa, 

rezidualni sadrţaj glicerola i rezidualni sadrţaj ukupnog azota, a dobijeni rezultati predstavljeni 

su u  tabeli 5.39.  
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Tabela 5.39. Uticaj razliĉitog poĉetnog sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu na bazi 

sirovog glicerola na pokazatelje uspešnosti biosinteze ksantana primenom soja PAP LIST 4 

Redni broj  

ogleda 

Glicerol 

(g/l) 

Ekstrakt kvasca 

(g/l) 

(NH4)2SO4 

(g/l) 

P (g/l) Mw (10
5
 g/mol) S (g/l) Nuk (mg/l) 

Y1 Y2 Y3 Y4 

1 10 0 1,5 8,37 4,75 0,80 280,00 

2 50 0 1,5 14,73 1,99 32,67 308,00 

3 10 6 1,5 3,09 3,34 5,12 766,00 

4 50 6 1,5 10,56 1,09 34,52 834,00 

5 10 3 0 3,91 4,39 4,42 490,00 

6 50 3 0 11,07 1,18 34,36 544,00 

7 10 3 3,0 6,96 3,97 7,21 768,00 

8 50 3 3,0 10,07 1,41 34,31 984,00 

9 30 0 0 5,44 2,43 23,43 220,00 

10 30 6 0 11,49 2,07 16,66 820,00 

11 30 0 3,0 13,62 2,25 14,96 320,00 

12 30 6 3,0 6,89 2,15 21,72 1110,00 

13 30 3 1,5 7,04 2,42 20,50 664,00 

14 30 3 1,5 7,13 2,46 20,99 622,00 

15 30 3 1,5 7,42 2,41 20,17 606,00 

        Y1, P-sadržaj biosintetisanog ksantana; Y2, MW-srednja molekulska masa ksantana; Y3, S-rezidualni sadržaj 

        izvora ugljenika; Y4, Nuk-rezidualni sadržaj ukupnog azota. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.39. pokazuju da je u svim ogledima došlo do produkcije ksantana i 

da se sadrţaj produkovanog biopolimera u medijumima za biosintezu kretao od 3,09 g/l do  

14,73 g/l. Najveći sadrţaj ksantana ostvaren je kada se kao medijum za biosintezu koristio 

medijum formulacije iz ogleda redni broj 2. U ovom ogledu glicerol je dodat od 50,00 g/l, a kao 

izvor azota korišćen je (NH4)2SO4 u koncentraciji od 1,50 g/l. Dobijena vrednost znaĉajno je 

veća u poreĊenju sa rezultatima brazilskih nauĉnika koji su prilikom kultivacije soja  

X. campestris mangiferaeindicae 2103 na medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) kao izvorom 

ugljenika i ureom (0,1 g/l) kao izvora azota ostvarili produkciju ksantana od 7,23 g/l  

(Brandão i sar., 2014). Relativno velike koncentracije ksantana u medijumu za biosintezu od 

13,62 g/l, 11,49 g/l, 11,07 g/l i 10,07 g/l ostvarene su i u ogledima broj 11 (30,00 g/l sirovog 

glicerola i 3,00 g/l (NH4)2SO4), 10 (30,00 g/l glicerola i 6,00 g/l ekstrakta kvasca), 6 (50,00 g/l i 

3,00 g/l ekstrakta kvasca) i 8 (50,00 g/l, 3,00 g/l ekstrakta kvasca i 3,00 g/l (NH4)2SO4). Prema 

rezultatima prikazanim u tabeli 5.39, najmanja koncentracija ksantana ostvarena je kada se kao 

medijum za biosintezu koristio medijum formulacije iz ogleda broj 3 (10,00 g/l glicerola, 6,00 g/l 

ekstrakta kvasca i 1,50 g/l (NH4)2SO4). Dobijeni rezultati sugerišu da je za veću produkciju 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom neophodno dodati glicerol u koncentraciji većoj od 

10,00 g/l, što je u saglasnosti sa rezultatima drugih istraţivanja (Brandão i sar., 2013; Bajić i sar., 

2015b; Wang i sar., 2016). 

Srednje vrednosti molekulske mase ksantana dobijenih u ovoj fazi istraţivanja kretale su se u 

opsegu od 1,09·10
5
 g/mol do 4,75·10

5
 g/mol (tabela 5.39). Najveća vrednost molekulske mase 

ksantana ostvarena je prilikom izvoĊenja ogleda broj 1 u kojem je medijum za biosintezu 

sadrţao 10 g/l sirovog glicerola i 1,50 g/l (NH4)2SO4. Visoke vrednosti molekulske mase 

biosintetisanog ksantana od 4,37·10
5
 g/mol i 3,97·10

5
 g/mol ostvarene su i u ogledima broj 5 

(10,00 g/l glicerola i 3,00 g/l ekstrakta kvasca) i 7 (10,00 g/l glicerola, 3,00 g/l ekstrakta kvasca i 

3,00 g/l (NH4)2SO4), redom. Sa druge strane, ksantan najmanje molekulske mase biosintetisan je 

u ogledu broj 4 (50,00 g/l, 6,00 g/l ekstrakta kvasca i 1,50 g/l (NH4)2SO4)). Iz tabele 5.39. je 

evidentno da je ksantan male molekulske mase dobijen u ogledima 6 (1,18·10
5
 g/mol),  
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8 (1,41·10
5
 g/mol) i 2 (1,99·10

5
 g/mol). U navedenim ogledima glicerol je dodat u maksimalnoj 

koncentraciji (50,00 g/l), dok je koncentracija izvora azota u medijumima za biosintezu u okviru 

ovih ogleda bila razliĉita. Iz dobijenih rezultata se moţe zakljuĉiti da niţe koncentracije glicerola 

u medijumu za biosintezu pogoduju proizvodnji ksantana veće molekulske mase, dok povećanje 

inicijalne koncentracije glicerola u ovom medijumu dovode do smanjenja molekulske mase 

biopolimera. Do istih zakljuĉaka došli su i drugi autori tokom svojih istraţivanja kada su 

ispitivali uticaj inicijalne koncentracije komercijalnog glicerola u medijumu za biosintezu na 

kvalitet ksantana kojeg produkuje referentni soj X. campestris ATCC 13951 (Ronĉević i sar., 

2014). 

Rezidualni sadrţaj glicerola u medijumu za biosintezu po završetku produkcije ksantana ostvaren 

u ovom istraţivanju kretao se od 0,80 g/l do 34,52 g/l. Najmanji sadrţaj glicerola zaostao je u 

proizvodnom medijumu po završetku ogleda broj 1. U ovom ogledu je glicerol inicijalno dodat u 

najmanjoj ispitivanoj koncentraciji (10,00 g/l). Mali sadrţaj glicerola zaostao je i u proizvodnim 

medijumima u okviru ogleda broj 5 (4,42 g/l), 3 (5,12 g/l) i 7 (7,21 g/l). I u ovim ogledima 

glicerol je u medijum za biosintezu dodat koncentraciji od 10,00 g/l. Prema rezultatima 

prikazanim u tabeli 5.39. najveći sadrţaj glicerola od 34,52 g/l zaostao je u medijumu po 

završetku ogleda broj 4. U ogledu broj 4 glicerol je dodat u medijum za biosintezu u 

maksimalnoj ispitivanoj koncentraciji (50,00 g/l). Dosta visok sadrţaj glicerola zaostao je i u 

proizvodnim medijumima u okviru ogleda broj 6 (34,36 g/l) i 2 (32,67 g/l), gde je inicijalno u 

medijum za biosintezu dodat glicerol takoĊe u koncentraciji od 50 g/l. Dobijeni rezultati sugerišu 

da se maksimalna potrošnja glicerola od strane proizvodnog soja PAP LIST 4 u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima ostvaruje ukoliko se glicerol u proizvodni medijum doda u 

koncentraciji od oko 10,00 g/l. Povećanje njegove koncentracije u medijumu na 50,00 g/l dovodi 

do male potrošnje ovog nutrijenta. 

Rezultati prikazani u tabeli 5.39. pokazuju da se rezidualni sadrţaj ukupnog azota u medijumu za 

biosintezu ksantana po završetku bioprocesa kretao od 280,00 mg/l do 1110,00 mg/l. Najmanji 

rezidualni sadrţaj ukupnog azota ostvaren je u ogledu broj 1, u kojem je medijum za biosintezu 

inicijalno sadrţao 10,00 g/l glicerola i 1,50 g/l (NH4)2SO4. Dosta nizak sadrţaj ukupnog azota u 

medijumu za biosintezu zaostao je i u okviru ogleda broj 2 (308,00 mg/l) i 11 (320,00 mg/l). Kod 

ovih ogleda poĉetni sadrţaj izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana iznosio je 1,50 g/l 

(NH4)2SO4 i 3,00 g/l (NH4)2SO4, redom. Najveći sadrţaj ukupnog azota od 1110,00 mg/l zaostao 

je u medijumu za biosintezu ksantana iz ogleda broj 12. U ovom eksperimentu kao izvori azota u 

proizvodni medijum dodati su ekstrakt kvasca i (NH4)2SO4 u maksimalnim ispitivanim 

koncentracijama od 6,00 g/l i 3,00 g/l, redom. Dosta visok sadrţaj ukupnog azota u proizvodnom 

medijumu od 984,00 mg/l zaostao je i pri izvoĊenju ogleda broj 8. Kod ovog ogleda kao izvori 

azota u proizvodni medijumu dodati su  ekstrakt kvasca i (NH4)2SO4 u koncentracijama od  

3,00 g/l i 3,00 g/l, redom. Dobijeni rezultati sugerišu da se dodatkom (NH4)2SO4 kao jedinog 

izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana u koncentraciji od 1,50 g/l do 3,00 g/l postiţe 

minimalan rezidualni sadrţaj ukupnog azota po završetku bioprocesa. 

Analizirajući sve rezultate prikazane u tabeli 5.39. moţe se primetiti da veće poĉetne 

koncentracije nutrijenata u medijumu za biosintezu dovode do slabije produkcije ksantana. Sa 

druge strane, niţe koncentracije sirovog glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu 

omogućavaju postizanje visokog sadrţaja ksantana boljeg kvaliteta uz maksimalnu konverziju 
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nutrijenata, što je u saglasnosti sa literaturnim navodima gde je ukazano na to da niţe 

koncentracije nutrijenata, pogotovo onih limitirajućih, povoljno utiĉu na uspešnost biosinteze 

ksantana (García-Ochoa i sar., 2000).  

 

5.5.3.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja sadrţaja glicerola i 

izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana 

U cilju definisanja optimalnog poĉetnog sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu za 

biosintezu ksantana, ĉija je osnova sirovi glicerol, primenom soja PAP LIST 4, nakon uspešno 

izvedenih statistiĉki dizajniranih eksperimenata neophodno je generisati adekvatne modele koji 

opisuju uticaj variranih parametara na posmatrane odzive. Kako bi se dobile detaljne informacije 

o uticaju ispitivanih faktora na uspešnost izvoĊenja biosinteze ksantana u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima i izvršila kvantifikacija faktorskih efekata i njihovih interakcija, 

vršena je obrada eksperimentalnih podataka primenom odgovarajućih softverskih paketa. 

U nastavku istraţivanja izvedeno je matematiĉko modelovanje eksperimentalno dobijenih 

rezultata za sadrţaj biosintetisanog ksantana (Y1), njegovu molekulsku masu (Y2), rezidualni 

sadrţaj glicerola (Y3) i rezidualni sadrţaj ukupnog azota (Y4), prikazanih u tabeli 5.39. 

Uspešnost fitovanja dobijenih podataka odabranim modelom (jednaĉina 4.10) procenjena je na 

osnovu vrednosti koeficijenata determinacije. Adekvatnost i znaĉajnost generisanih 

matematiĉkih modela ispitane su primenom analize varijanse. Rezultati analize varijanse i 

koeficijenti determinacije prikazani su u tabeli 5.40.  

 

Tabela 5.40. Analiza varijanse modelovanih odziva za biosintezu kantana na medijumima sa 

razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota primenom soja PAP LIST 4

Odziv 

Poreklo 

Rezidual Мodel 

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
2
 

Y1 11,593 5 2,319 1234,742 10 123,474 53,254 0,000191 0,926 

Y2 5,017·10
9
 5 1,003·10

9
 1,144·10

12
 10 1,144·10

11
 113,977 0,000029 0,971 

Y3 12,066 5 2,413 7493,090 10 749,309 310,507 0,000002 0,993 

Y4 36888,000 5 7377,500 6763120,000 10 676312,000 91,672 0,000050 0,963 

   SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; R2– koeficijent determinacije; 

  Y1, P-sadržaj biosintetisanog ksantana; Y2, MW-srednja molekulska masa ksantana; Y3, S-rezidualni sadržaj izvora  

  ugljenika; Y4, Nuk-rezidualni sadržaj ukupnog azota. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.40. pokazuju da su dobijene relativno visoke vrednosti 

koeficijenata determinacije, i to od 0,926, 0,971, 0,993 i 0,963 što ukazuje na to da je ostvarena 

veoma dobra veza izmeĊu eksperimentalnih i modelom predviĊenih vrednosti za sadrţaj 

biosintetisanog ksantana, njegovu molekulsku masu, rezidualni sadrţaj glicerola i rezidualni 

sadrţaj ukupnog azota, redom, te da definisanim matematiĉkim modelima nije moglo biti 

objašnjeno 7,40%, 2,90%, 0,7% i 3,70% od ukupnih varijacija, redom. Ove varijacije 

predstavljaju efekte onih faktora koji nisu ukljuĉeni u modelovalje i nisu bili od interesa u ovom 
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istraţivanju. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predviĊenih modelima 

prikazani su i grafiĉki na slikama 8.5-8.8. (Prilog 2). Predstavljeni rezultati ukazuju da se 

eksperimentalne vrednosti ostvarene u ovom istraţivanju za sadrţaj biosintetisanog ksantana, 

njegovu molekulsku masu, rezidualni sadrţaj glicerola i rezidualni sadrţaj ukupnog azota nalaze 

veoma blizu linije najboljeg fitovanja. 

Adekvatnost definisanih modela proverena je pomoću Fišerovog testa, a statistiĉka znaĉajnost u 

intervalu poverenja od 95% potvrĊena analizom p-vrednosti. Posmatrajući sve F-vrednosti 

prikazane u tabeli 5.40, moţe se uoĉiti da su one manje od tabliĉnih vrednosti za odgovarajući 

stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana. Ovo ukazuje na to da se definisani 

kvadratni modeli smatraju pogodnim za opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrane 

odzive. Izuzetno niske p-vrednosti prikazane u istoj tabeli potvrĊuju da su modeli polinoma 

drugog reda modelovanih odziva statistiĉki znaĉajni u zadatom intervalu poverenja.  

 

Matematički model za sadrţaj ksantana 

Eksperimentalno dobijeni podaci koji se odnose na sadrţaj ksantana u medijumima po završetku 

bioprocesa (tabela 5.39) su fitovani polinomom drugog reda (jednaĉina 4.10) pri ĉemu je 

generisana regresiona jednaĉina koja opisuje uticaj poĉetnog sadrţaja glicerola i izvora azota na 

pomenuti odziv:  

  =1,822750+0,139587 X1-0,610528 X2+2,960278 X3+0,000795 X1
2+0,185907 X2

2 

                          +0,217185 X3
2+0,004617 X1 X2-0,033717 X1 X3- 0,710333 X2 X3              (5.5) 

gde su: 

Y1- sadrţaj biosintetisanog ksantana, 

X1, - sadrţaj glicerola,  

X2 - sadrţaj ekstrakta kvasca i  

X3 - sadrţaj (NH4)2SO4. 

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u generisanoj jednaĉini (5.5) procenjena je na osnovu  

p-vrednosti, dok je intenzitet njihovog uticaja odreĊen poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na 

Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumima za 

biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prikazan je na slici 5.37. 

Rezultati prikazani na slici 5.37. ukazuju na to da koeficijent interakcije poĉetnog sadrţaja 

ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 (b23) u medijumu na bazi sirovog glicerola statistiĉki znaĉajno 

utiĉe na sadrţaj biosintetisanog ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Negativan 

predznak ovog koeficijenta, koji se vidi u jednaĉini 5.5, ukazuje na antagonistiĉki efekat ova dva 

izvora azota na produkciju ţeljenog biopolimera. Ovi rezultati se mogu objasniti ĉinjenicom da 

je ksantan sekundarni metabolit zbog ĉega medijumi za njegovo dobijanje sadrţe limitiranu 

koliĉinu nutrijenata koji favorizuju umnoţavanje biomase (García-Ochoa i sar., 2000). Efekti 

linearnog (b1)i kvadratnog ĉlana poĉetnog sadrţaja glicerola (b11), linearnog (b2) i kvadratnog 

ĉlana poĉetnog sadrţaja ekstrakta kvasca (b22), linearnog (b3) i kvadratnog ĉlana poĉetnog 
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sadrţaja (NH4)2SO4 (b33), kao i ostalih koeficijenata interakcije (b12 i b13) nisu pokazali statistiĉki 

znaĉajan uticaj na sadrţaj produkovanog ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

 

 

Slika 5.37. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrţaj ksantana u medijumima za 

biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

 

Radi boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matematiĉki model (jednaĉina 5.5) 

prikazan je i grafiĉki, trodimenzionalnim odzivnim površinama na slikama 5.38.a-c. Svaki grafik 

prikazuje modelom predviĊen uticaj dva faktora na posmatrani odziv pri konstantnoj vrednosti 

trećeg.  

Na slici 5.38.a prikazan je modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja glicerola i ekstrakta 

kvasca u medijumu na bazi sirovog glicerola na sadrţaj ksantana biosintetisanog primenom soja 

PAP LIST 4 pri konstantnoj poĉetnoj koncentraciji (NH4)2SO4 od 1,50 g/l. Analizom grafiĉki 

predstavljenih rezultata moţe se uoĉiti da, pri konstantnoj koncentraciji glicerola u medijumu za 

biosintezu ksantana, promena sadrţaja ekstrakta kvasca u istom medijumu ne utiĉe znaĉajno na 

produkciju ţeljenog biopolimera. MeĊutim, ukoliko se glicerol u medijum za biosintezu 

inicijalno doda u koncentraciji od 40,00 g/l do 50,00 g/l, sa povećanjem sadrţaja ekstrakta 

kvasca dolazi do smanjenja sadrţaja biosintetisanog ksantana. Sa druge strane, pri konstantnoj 

vrednosti sadrţaja korišćenog organskog izvora azota u medijumu na bazi sirovog glicerola 

dolazi do povećanja sadrţaja produkovanog ksantana sa povećanjem sadrţaja glicerola u istom 

medijumu. Najveća predviĊena koncentracija ksantana od oko 14,00 g/l ostvarila bi se kada bi 

medijum za biosintezu ksantana sadrţao 50,00 g/l glicerola uz minimalan dodatak ekstrakta 

kvasca.  
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Slika 5.38. Sadrţaj ksantana (P) u 

medijumima za biosintezu na bazi 

sirovog glicerola sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora 

azota po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri 

konstantnoj vrednosti trećeg:  

a) sadrţaj (NH4)2SO4 (1,50 g/l)  

b) sadrţaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l) 

c) sadrţaj glicerola (30,00 g/l) 
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Slika 5.38.b ilustruje predikciju sadrţaja ksantana biosintetisanog primenom soja PAP LIST 4 

pri konstantnom poĉetnom sadrţaju ekstrakta kvasca od 3,00 g/l u medijumu na bazi sirovog 

glicerola i pri variranim vrednostima poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4. Dobijeni rezultati 

predstavljeni na pomenutoj slici ukazuju da povećanjem inicijalnog sadrţaja glicerola u 

medijumu za biosintezu, pri konstantnom sadrţaju (NH4)2SO4, dolazi do porasta produkcije 

biopolimera. Pored toga, evidentno je da prilikom povećanja sadrţaja (NH4)2SO4 u medijumu za 

biosintezu, pri konstantnoj koncentraciji glicerola u opsegu od 10,00 g/l do 35,00 g/l, dolazi do 

blagog povećanja sadrţaja produkovanog ksantana. Koncentracija ksantana u medijumu po 

završetku kultivacije odabranog proizvodnog soja veća od 11,00 g/l predviĊena je pri poĉetnoj 

koncentraciji glicerola od 50,00 g/l i pri svim ispitivanim koncentracijama (NH4)2SO4. 

Slika 5.38.c prikazuje modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 

u medijumu na bazi sirovog glicerola na sadrţaj ksantana biosintetisanog pri konstantnom 

poĉetnom sadrţaju glicerola od 30,00 g/l. Grafiĉki predstavljeni rezultati sugerišu da se vrednost 

posmatranog odziva povećava kada se koncentracija organskog izvora azota u medijumu za 

biosintezu povećava, a neorganskog smanjuje i obrnuto. Na antagonistiĉki efekat izvora azota 

variranih u zadatom opsegu ukazuje i negativna vrednost koeficijenta interacije ove dve 

kompomente medijuma u generisanom matematiĉkom modelu (jednaĉina 5.5). Ipak, moţe se 

primetiti da je najveća koncentracija ksantana od oko 14,00 g/l predviĊena  ako se kultivacija 

soja PAP LIST 4 izvodi na medijumu sa 3,00 g/l (NH4)2SO4, bez dodatka ekstrakta kvasca.  

 

Matematički model za molekulsku masu 

Fitovanjem eksperimentalnih rezultata odreĊivanja molekulske mase produkovanog ksantana 

prikazanih u tabeli 5.42. polinomom drugog reda (jednaĉina 4.10) dobijena je regresiona 

jednaĉina koja opisuje uticaj ispitivanih faktora na pomenuti odziv:  

  =611621,5-14757,0 X1-15086,0 X2-5660,6 X3+109,3 X1
2-850,9 X2

2-5739,4 X3
2 

                                           +216,2 X1 X2+537,6 X1 X3+ 1415,0 X2 X3                                   (5.6)   

gde su: 

Y2- molekulska masa ksantana, 

X1, - sadrţaj glicerola, 

X2 - sadrţaj ekstrakta kvasca i  

X3 - sadrţaj (NH4)2SO4. 

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u prethodno generisanoj jednaĉini (5.6) procenjena je na 

osnovu p-vrednosti, a intenzitet njihovog uticaja odreĊen je poreĊenjem t-vrednosti prikazanih 

na Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na molekulsku masu ksantana, koje na 

medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota 

biosintetiše soja PAP LIST 4, prikazan je na slici 5.39.  

Rezultati sa slike 5.39. ukazuju da linearni (b1) i kvadratni ĉlan poĉetnog sadrţaja glicerola (b11) 

statistiĉki znaĉajno utiĉu na vrednost molekulske mase ksantana dobijenog po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim 

sadrţajem glicerola i izvora azota. Ako se uzme u obzir negativna vrednost linearnog 
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koeficijenta za poĉetni sadrţaj glicerola u generisanoj jednaĉini 5.6, jasno je da će se na 

medijumima sa manjim sadrţajem izvora ugljenika produkovati biopolimer boljeg kvaliteta, što 

je u skladu sa literaturnim podacima (Ronĉević i sar., 2014). Posmatrajući ostale rezultate 

prikazane na slici 5.39, moţe se primetiti da efekti linearnog (b2) i kvadratnog ĉlana ekstrakta 

kvasca (b22), linearnog (b3) i kvadratnog ĉlana (NH4)2SO4 (b33), kao i svih koeficijenata interacije 

(b12, b13 i b23) nisu pokazali statistiĉki znaĉajan uticaj na vrednost molekulske mase ksantana 

biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima. 

 

 

Slika 5.39. Pareto grafik standardizovanih efekata na molekulsku masu ksantana koje na 

medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota  

biosintetiše soj PAP LIST 4 

 

Kako bi se bolje razumeli utvrĊeni efekti, generisan matematiĉki model (jednaĉina 5.6) prikazan 

je i grafiĉki. Odzivne površine koje prikazuju modelom predviĊenu zavisnost analiziranog 

odziva od dva faktora pri konstantnoj vrednosti trećeg date su na slikama 5.40.a-c. 

Na slici 5.40.a prikazan je modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja glicerola i ekstrakta 

kvasca u medijumu na bazi sirovog glicerola na molekulsku masu ksantana biosintetisanog 

primenom soja PAP LIST 4 pri konstantnoj vrednosti poĉetnog sadrţaja (NH4)2SO4 od 1,50 g/l. 

Grafiĉki predstavljeni rezultati ukazuju da, pri konstantnoj koncentraciji pomenutog organskog 

izvora azota u medijumu za biosintezu, sa povećanjem sadrţaja glicerola dolazi do smanjenja 

molekulske mase produkovanog ksantana. Pored toga, evidentno je i da, pri  konstantnoj 

vrednosti sadrţaja glicerola u proizvodnom medijumu, povećanje sadrţaja ekstrakta kvasca ne 

utiĉe znaĉajno na kvalitet biopolimera. Najveća vrednost molekulske mase ksantana od oko 

4,50·10
5
 g/mol  predviĊena je pri sadrţaju glicerola od 10 g/l, bez dodatka ekstrakta kvasca u 

medijum za biosintezu.   
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Slika 5.40. Molekulska masa ksantana 

(MW) biosintetisanih na medijumima 

na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora 

azota po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri 

konstantnoj vrednosti  trećeg:  

a) sadrţaj (NH4)2SO4 (1,50 g/l)   

b) sadrţaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l) 

c) sadrţaj glicerola (30,00 g/l)  
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Slika 5.40.b ilustruje modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u 

medijumu na bazi sirovog glicerola na molekulsku masu ksantana produkovanog primenom soja 

PAP LIST 4 pri konstantnom sadrţaju ekstrakta kvasca od 3,00 g/l. Rezultati prikazani na 

pomenutoj slici sugerišu da, pri konstantnoj koncentraciji (NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu, 

povećanje sadrţaja glicerola dovodi do produkcije biopolimera lošijeg kvaliteta. Predstavljeni 

rezultati ukazuju i da povećanje sadrţaja (NH4)2SO4 u analiziranom intervalu, pri konstantnoj 

vrednosti sadrţaja glicerola, ne utiĉe znaĉajno na vrednost posmatranog odziva. Maksimalna 

vrednost molekulske mase ksantana, odnosno veća od 4·10
5
 g/mol predviĊena je pri sadrţaju 

glicerola od 10,00 g/l, bez dodatka (NH4)2SO4 u medijum za biosintezu. 

Slika 5.40.c prikazuje modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 

u medijumu na bazi sirovog glicerola na molekulsku masu ksantana dobijenog kultivacijom soja 

PAP LIST 4 pri konstantnoj vrednosti poĉetnog sadrţaja glicerola od 30,00 g/l. Rezultati 

predstavljeni na pomenutoj slici ukazuju da, pri konstantnoj koncentraciji ekstrakta kvasca u 

medijumu za biosintezu, sa povećanjem sadrţaja (NH4)2SO4 u istom medijumu dolazi do blagog 

smanjenja molekulske mase ovog biopolimera, ali samo pri koncentraciji  korišćenog organskog 

izvora azota od 0 g/l do 1,00 g/l. Sa slike 5.40.c je evidentno da, pri  konstantnoj vrednosti 

sadrţaja (NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu, sa povećanjem sadrţaja ekstrakta kvasca u istom 

medijumu dolazi do smanjenja vrednosti molekulske mase produkovanog ksantana u ĉitavom 

ispitivanom intervalu. Najveća vrednost molekulske mase ksantana od oko 3·10
5
 g/mol 

predviĊena je pri sadrţaju (NH4)2SO4 od 1,00 g/l, bez dodatka ekstrakta kvasca u medijum za 

biosintezu.. 

 

Matematički model za rezidualni sadrţaj glicerola 

Eksperimentalni rezultati odreĊivanja rezidualnog sadrţaja glicerola (tabela 5.42) fitovani su  

polinomom drugog reda (jednaĉina 4.10) pri ĉemu je dobijena regresiona jednaĉina koja opisuje 

uticaj ispitivanih faktora na rezidualni sadrţaj glicerola koji zaostaje u medijumu po završetku 

bioprocesa:  

  =-3,85106+0,91030 X1+0,49200 X2-1,89733X 3-0,00174 X1
2-0,17553 X2

2+0,09744 X3
2 

                                            -0,01036 X1 X2-0,02362 X1 X3+ 0,75244 X2 X3                          (5.7) 

gde su: 

Y3- rezidualni sadrţaj glicerola, 

X1, - inicijalni sadrţaj glicerola, 

X2 - sadrţaj ekstrakta kvasca i  

X3 - sadrţaj (NH4)2SO4. 

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u prethodno generisanoj jednaĉini (5.7) procenjena je na 

osnovu p-vrednosti, a intenzitet njihovog uticaja odreĊen je poreĊenjem t-vrednosti prikazanih 

na Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrţaj glicerola, koji je u 

medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota 

odreĊen po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prikazan je na slici 5.41. 
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Slika 5.41. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrţaj glicerola u medijumima 

za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota 

po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

 

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.41. moţe se primetiti da na vrednost posmatranog 

odziva statistiĉki znaĉajno utiĉe linearni ĉlan poĉetnog sadrţaja glicerola (b1) u medijumu za 

biosintezu, kao i ĉlan interakcije poĉetnog sadrţaja ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 (b23) u istom 

medijumu. Pozitivan predznak pomenutog ĉlana interakcije prikazan u jednaĉini 5.7. ukazuje na 

sinergistiĉki efekat ova dva izvora azota. Linerani koeficijent za poĉetni sadrţaj glicerola takoĊe 

ima pozitivan znak (jednaĉina 5.7) što ukazuje na to da koliĉina zaostalog izvora ugljenika zavisi 

od njegove inicijalne koncentracije. Efekti linearnog (b2) i kvadratnog ĉlana poĉetnog sadrţaja 

ekstrakta kvasca (b22) i (NH4)2SO4 (b3 i b33), kvadratnog ĉlana poĉetnog sadrţaja glicerola (b11), 

kao i ostalih koeficijenata interakcije (b12 i b13) nisu pokazali statistiĉki znaĉajan uticaj na 

vrednost posmatranog odziva u primenjenim eksperimentalnim uslovima.  

U cilju boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matematiĉki model (jednaĉina 5.7) 

prikazan je i grafiĉki, trodimenzionalnim odzivnim površinama koje prikazuju modelom 

predviĊenu zavisnost analiziranog odziva od dva faktora pri konstantnoj vrednosti trećeg, a date 

su na slikama 5.42.a-c.  
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Slika 5.42. Rezidualni sadrţaj 

glicerola (S) u medijumima na bazi 

sirovog glicerola sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora 

azota po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri 

konstantnoj vrednosti  trećeg:  

a) sadrţaj (NH4)2SO4  (1,50 g/l)  

b) sadrţaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l) 

c) sadrţaj glicerola (30,00 g/l) 
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Odzivna površina prikazana na slici 5.42.a ilustruje modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja 

glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim 

sadrţajem (NH4)2SO4 od 1,50 g/l na rezidualni sadrţaj glicerola koji je odreĊen po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4. Sa date odzivne površine zapaţa se da povećanjem sadrţaja 

glicerola u medijumu za biosintezu, pri konstantnoj vrednosti sadrţaja ekstrakta kvasca u istom 

medijumu, dolazi do porasta rezidualnog sadrţaja glicerola. Odzivna površina prikazana na slici 

5.42.a takoĊe ukazuje da povećanje sadrţaja izvora azota prilikom konstantnog sadrţaja glicerola 

u medijumu za biosintezu u istpitivanom opsegu ne utiĉe znaĉajno na sadrţaj glicerola odreĊen 

po završetku bioprocesa. S obzirom da je teţnja ovog istraţivanja usmerena ka maksimalnom 

iskorišćenju nutrijenata, moţe se ustanoviti da je minimalna vrednost rezidualnog sadrţaja 

glicerola od oko 5,00 g/l modelom predviĊena pri minimalnom ispitivanom sadrţaju glicerola u 

medijumu za biosintezu (10,00 g/l), a  bez dodatka ekstrakta kvasca.  

Na slici 5.42.b predstavljen je modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja glicerola i 

(NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim sadrţajem 

ekstrakta kvasca od 3,00 g/l na rezidualni sadrţaj glicerola koji je odreĊen po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4. Analizom prikazane odzivne površine zapaţa se da povećanje 

inicijalnog sadrţaja glicerola u medijumu za biosintezu u zadatom opsegu, a pri konstantnoj 

vrednosti sadrţaja (NH4)2SO4 utiĉe znaĉajno na vrednost posmatranog odziva. Sa druge strane, 

povećanje sadrţaja (NH4)2SO4 u istom medijumu pri konstantnoj koncentraciji sadrţaja glicerola, 

ne utiĉe na sadrţaj izvora ugljenika koji će biti odreĊen po završetku bioprocesa. Minimalna 

vrednost rezidualnog sadrţaja glicerola (oko 5,00 g/l) modelom je predviĊena kada medijum za 

biosintezu inicijalno sadrţi 10,00 g/l glicerola, bez dodatka (NH4)2SO4. 

Slika 5.42.c ilustruje modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4  

u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim sadrţajem glicerola od  

30,00 g/l na rezidualni sadrţaj glicerola koji je detektovan po završetku kultivacije soja  

PAP LIST 4. Analizom prikazane odzivne površine moţe se videti da prilikom povećanja 

sadrţaja ekstrakta kvasca, pri konstantnom sadrţaju (NH4)2SO4 iz opsega od 0 g/l do 2,00 g/l, 

dolazi do smanjenja rezidualnog sadrţaja glicerola u proizvodnom medijumu, dok pri 

konstantnom sadrţaju neorganskog izvora azota u opsegu od 2,00 g/l do 3,00 g/l povećanje 

sadrţaja organskog izvora azota rezultuje povećanjem zaostale koncentracije izvora ugljenika. 

Pored toga, moţe se primetiti i da povećanje sadrţaja (NH4)2SO4 u proizvodnom medijumu, pri 

konstantnom sadrţaju ekstrakta kvasca iz opsega od 0 g/l do 3,00 g/l, dovodi do smanjenja 

rezidualnog sadrţaja glicerola. Sa druge strane, sa povećanjem sadrţaja amonijumove soli, pri 

konstantnom sadrţaju korišćenog organskog izvora azota u opsegu od 3,00 g/l do 6,00 g/l, dolazi 

do povećanja rezidualne koncentracije izvora ugljenika. Ovakvi rezultati posledica su 

sinergistiĉkog delovanja ispitivanog organskog i neorganskog izvora azota, na šta ukazuje i 

pozitivan znak koeficijetna interakcije ova dva parametra u jednaĉini 5.7. Minimalni rezidualni 

sadrţaj glicerola u medijumu po završetku biosinteze od oko 15,00 g/l predviĊen je ako medijum 

za biosintezu sadrţi 3,00 g/l (NH4)2SO4, bez dodatka ekstrakta kvasca.   
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Matematički model za rezidualni sadrţaj ukupnog azota 

Rezultati odreĊivanja rezidualnog sadrţaja ukupnog azota predstavljeni u tabeli 5.42. fitovani su 

polinomom drugog reda (jednaĉina 4.10) pri ĉemu je dobijena regresiona jednaĉina koja opisuje 

uticaj ispitivanih faktora na sadrţaj ukupnog azota koji zaostaje u medijumu po zvaršetku 

biosinteze:  

Y4=228,1265+0,1124 X1+133,4721 X2-70,7224 X3-0,0058 X1
2-9,0370 X2

2+30,2963 X3
2 

                                              +0,1667 X1 X2+1,3500 X1 X3+ 10,5556 X2 X3                          (5.8) 

gde su: 

Y3- rezidualni sadrţaj ukupnog azota, 

X1, - sadrţaj glicerola, 

X2 - sadrţaj ekstrakta kvasca i  

X3 - sadrţaj (NH4)2SO4.                                                                                      

Statistiĉka znaĉajnost koeficijenata u generisanoj jednaĉini (5.8) procenjena je na osnovu  

p-vrednosti, a intenzitet njihovog uticaja odreĊen je poreĊenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto 

grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrţaj ukupnog azota, koji je u 

medijumima za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i 

izvora azota odreĊen po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, prikazan je na slici 5.43. 

 

 

Slika 5.43. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrţaj ukupnog azota u 

medijumima za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem glicerola i 

izvora azota po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

 

Rezultati na slici 5.43. pokazuju da jedino linearni ĉlan sadrţaja ekstrakta kvasca (b2) statistiĉki 

znaĉajno utiĉe na vrednost posmatranog odziva. Pozitivan znak ovog koeficijenta u jednaĉini 

5.8. upućuje na konstataciju da koliĉina neutrošenog azota zavisi od njegovog inicijalnog 
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sadrţaja u medijumu za biosintezu. Efekti linearnog (b1) i kvadratnog ĉlana sadrţaja glicerola 

(b11), kvadratnog ĉlana ekstrakta kvasca (b22), linearnog (b3) i kvadratnog ĉlana (NH4)2SO4  (b33), 

kao i svi koeficijenti interacije (b12, b13 i b23) nisu pokazali statistiĉki znaĉajan uticaj na vrednost 

posmatranog odziva u intervalu poverenja od 95%.  

Radi boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matematiĉki model (jednaĉina 5.8) 

predstavljen je i grafiĉki, trodimenzionalnim odzivnim površinama na slikama 5.44.a-c.  

Na slici 5.44.a prikazan je modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja glicerola i ekstrakta 

kvasca u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim sadrţajem (NH4)2SO4 

od 1,50 g/l na rezidualni sadrţaj ukupnog azota koji je odreĊen po završetku kultivacije soja  

PAP LIST 4. Analizom grafiĉki prikazanih rezultata moţe se uoĉiti da vrednost posmatranog 

odziva iskljuĉivo zavisi od inicijalne koncentracije organskog izvora azota u medijumu za 

biosintezu. Dakle, ukoliko se sadrţaj glicerola odrţava konstantnim na bilo kojoj vrednosti iz 

analiziranog intervala dolazi do intenzivnog povećanja rezidualnog sadrţaja ukupnog azota sa 

porastom sadrţaja ekstrakta kvasca. Prema predviĊanjima modela, minimalan rezidualni sadrţaj 

ukupnog azota od oko 200,00 mg/l bio bi ostvaren ako bi medijum za biosintezu inicijalno 

sadrţao glicerol u koncentraciji od 10,00 g/l, bez dodatka ekstrakta kvasca. 

Slika 5.44.b prikazuje predikciju rezidualnog sadrţaja ukupnog azota u medijumu na bazi 

sirovog glicerola sa konstantnim sadrţajem ekstrakta kvasca od 3,00 g/l i pri variranim 

vrednostima sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu ksantana, a koji je odreĊen 

po završetku kultivacije soja PAP LIST 4. Sa prikazane odzivne površine moţe se videti da, pri 

konstantnoj vrednosti sadrţaja (NH4)2SO4, variranje sadrţaja glicerola u medijumu za biosintezu 

u ĉitavom ispitivanom opsegu ne utiĉe znaĉajno na vrednost posmatranog odziva. MeĊutim, sa 

povećanjem sadrţaja glicerola u pomenutom medijumu pri konstantnom sadrţaju (NH4)2SO4 iz 

opsega od 2,00 g/l do 3,00 g/l, dolazi do povećanja rezidualnog sadrţaja ukupnog azota. Pored 

toga, povećanje sadrţaja (NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu, pri konstantnom sadrţaju 

glicerola, dovodi do blagog povećanja rezidualnog sadrţaja ukupnog azota pri ĉemu je ovaj trend 

nešto intenzivniji kada se primenjuju medijumi sa većom poĉetnom kocentracijom glicerola  

(35-50 g/l). Kako je predviĊeno modelom, minimalan rezidualni sadrţaj ukupnog azota postiţe 

se ako medijum za biosintezu sadrţi 10,00 g/l glicerola, bez dodatka neorganskog izvora azota. 

Odzivna površina prikazana na slici 5.44.c ilustruje modelom predviĊen uticaj poĉetnog sadrţaja 

ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim 

sadrţajem glicerola od 30,00 g/l na rezidualni sadrţaj ukupnog azota koji je odreĊen po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4. Rezultati sa pomenute slike ukazuju da, prilikom 

povećanja sadrţaja ekstrakta kvasca pri konstantnom sadrţaju (NH4)2SO4, dolazi do povećanja 

koliĉine zaostalih azotnih komponenti s tim da je ovaj trend nešto izraţeniji ukoliko medijumi za 

biosintezu inicijalno sadrţe (NH4)2SO4 u koncentraciji većoj od 2,00 g/l. Analizom grafiĉki 

prikazanih rezultata primećuje se i da povećanje sadrţaja (NH4)2SO4  u proizvodnom medijumu, 

pri konstantnom sadrţaju ekstrakta kvasca u opsegu od 0 g/l do 3,00 g/l, neznatno utiĉe na 

vrednost posmatranog odziva, dok sa povećanjem inicijalne koncentracije pomenutog organskog 

izvora azota sa 3,00 g/l na 6,00 g/l dolazi do porasta neutrošenih azotnih komponenti. Prema 

predviĊanjima modela, minimalan rezidualni sadrţaj ukupnog azota od oko 200,00 mg/l postiţe 

se pri minimalnim koncentracijama korišćenih izvora azota.  



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

163 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5.44. Rezidualni sadrţaj 

ukupnog azota (Nuk) u medijumima na 

bazi sirovog glicerola sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora 

azota po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri 

konstantnoj vrednosti trećeg:  

a) sadrţaj (NH4)2SO4 (1,50 g/l)  

b) sadrţaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l) 

c) sadrţaj glicerola (30,00 g/l) 
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5.5.3.3. Optimizacija sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana 

Nakon generisanja matematiĉkih modela, za koje je ustanovljeno da su statistiĉki znaĉajni i da 

adekvatno opisuju uticaj nezavisnih promenljivih (poĉetni sadrţaj glicerola, poĉetni sadrţaj 

ekstrakta kvasca i poĉetni sadrţaj (NH4)2SO4) na posmatrane odzive (sadrţaj biosintetisanog 

ksantana, molekulska masa ksantana, rezidualni sadrţaj glicerola i rezidualni sadrţaj ukupnog 

azota), u sledećem koraku potrebno je definisati optimalne vrednosti variranih parametara pri 

kojima se ostvaruju ţeljene vrednosti odabranih odziva. Za optimizaciju sastava medijuma za 

biosintezu na bazi sirovog glicerola u pogledu poĉetnog sadrţaja glicerola i izvora azota 

korišćena je metoda ţeljene funkcije u kombinaciji sa prethodno generisanim matematiĉkim 

modelima (jednaĉine 5.5-5.8). U okviru ove faze istraţivanja zadato je ostvarivanje više 

optimizacionih ciljeva, i to postizanje maksimalnog sadrţaja ksantana, biosinteza ksantana ĉije 

srednje vrednosti molekulskih masa nisu manje od 2,75 10
5
 g/mol, kao i dobijanje medijuma sa 

rezidualnim sadrţajem glicerola ne većim od 5,00 g/l i minimalnim rezidualnim sadrţajem 

ukupnog azota. Opseg ţeljenih vrednosti za molekulsku masu biopolimera definisan je prema 

vrednosti ovog pokazatelja kvaliteta ksantana koja je dobijena prilikom inicijalnog skrininga 

mоgućnоsti biоsintеzе ksаntаnа primenom soja PAP LIST 4 nа mеdiјumu sа sirovim glicerolom 

(tabela 5.19). Maksimalna vrednost rezidualnog sadrţaja glicerola postavljena je na 5,00 g/l 

shodno ĉinjenici da je za uspešnu biotehnološku proizvodnju neophodno da rezidualni sadrţaj 

izvora ugljenika iznosi manje od 5,00 g/l. Za definisane pojedinaĉne ţeljene funkcije izvedena je 

optimizacija analiziranih faktora. Optimalne vrednosti ispitivanih parametara, kao i vrednosti 

predviĊenih odziva koje su dobijene kao rezultat optimizacije pri zadatim ograniĉenjima 

prikazane su u tabeli 5.41. 

 

Tabela 5.41. Optimalne vrednosti variranih parametara i predviĊeni odzivi: sadrţaj glicerola i 

izvora azota u medijumu za biosintezu  

Promenljive Uslovi Granične vrednosti Optimalne vrednosti 

Glicerol (g/l) u opsegu 10-50 16,15 

Ekstrakt kvasca (g/l) u opsegu 0-6 0 

(NH4)2SO4  (g/l) u opsegu 0-3 3,00 

Odzivi   PredviĎene vrednosti 

P (g/l) maksimalan 3,09-14,73 13,49 

MW (10
5
 g/mol) u opsegu 2,75-4,75 3,59 

S (g/l) u opsegu 0,80-5 4,43 

Nuk (mg/l) minimalan 220,00-1110,00 354,31 

Ukupna ţeljena funkcija  0,871 

             P-sadržaj biosintetisanog ksantana; MW-srednja molekulska masa ksantana; S-rezidualni sadržaj  

                     izvora ugljenika;  Nuk-rezidualni sadržaj ukupnog azota. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.41. pokazuju da je za definisane pojedinaĉne ţeljene funkcije 

maksimalna vrednost ukupne ţeljene funkcije zadovoljavajuće visoka i iznosi 0,871. 

Optimizovane vrednosti ispitivanih faktora, pri kojima ţeljena funkcija ima najveću vrednost, su 

sadrţaj glicerola od 16,15 g/l i sadrţaj (NH4)2SO4 od 3,00 g/l. IzvoĊenjem kultivacije soja  
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PAP LIST 4 na medijumu ovako definisanog sastava model predviĊa proizvodnju ksantana 

molekulske mase od 3,59·10
5
 g/mol u koncentraciji od 13,49%, pri ĉemu u dobijenim 

kultivacionim medijumima po završetku biosinteze zaostaju male koliĉine neutrošenog glicerola  

(4,43 g/l) i ukupnog azota (354,31 mg/l).  

Optimizacioni rezultati prikazani su i grafiĉki, konturnim dijagramima koji pokazuju zavisnost 

vrednosti posmatranih odziva od poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u medijumu za 

biosintezu bez dodatka ekstrakta kvasca, a dati su na slikama 5.45-5.47.   

Konturni dijagram prikazan na slici 5.45. pokazuje zavisnost sadrţaja ksantana u medijumu za 

biosintezu na bazi sirovog glicerola, koji je odreĊen po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, 

od poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u istom medijumu bez dodatka ekstrakta kvasca. 

Analizom grafiĉki predstavljenih rezultata moţe se uoĉiti da, ako je sadrţaj (NH4)2SO4 u 

medijumu za biosintezu konstantan, sa povećanjem sadrţaja glicerola u istom medijumu dolazi i 

do blagog povećanja sadrţaja produkovanog ksantana. Sa slike 5.45. se vidi i da ukoliko je 

sadrţaj glicerola u medijumu za biosintezu konstantan, povećanje sadrţaja (NH4)2SO4 dovodi do 

blagog porasta koncentracije biosintetisanog ksantana. Prema rezultatima prikazanim na  

slici 5.45. proizvodni soj PAP LIST 4 će produkovati ksantan u najvećoj koliĉini ukoliko 

inicijalni sadrţaj glicerola u medijumu za biosintezu bude u opsegu od 30,00 g/l do 50,00 g/l, a 

sadrţaj (NH4)2SO4 u opsegu od oko 2,00 g/l do 3,00 g/l. 

 

Slika 5.45. Zavisnost sadrţaja ksantana u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola po 

završetku kultivacije soja PAP LIST 4 od poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u medijumu 

za biosintezu bez dodatka ekstrakta kvasca 
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Na slici 5.46. prikazan je konturni dijagram zavisnosti molekulske mase ksantana, biosintetisanih 

na medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola primenom soja PAP LIST 4, od poĉetnog 

sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u istom medijumu bez dodatka ekstrakta kvasca. Analizom 

grafiĉki predstavljenih rezultata moţe se uoĉiti da, ukoliko se sadrţaj (NH4)2SO4 u medijumu za 

biosintezu odrţava konstantnim, povećanje sadrţaja glicerola u istom medijumu dovodi do 

produkcije ksantana sve manjih molekulskih masa. Sa druge strane, ukoliko je sadrţaj glicerola u 

medijumu za biosintezu konstantan, povećanje sadrţaja (NH4)2SO4 u istom medijumu gotovo da 

ne utiĉe na vrednost posmatranog odziva. Prema rezultatima prikazanim na slici 5.46. ksantan 

najveće molekulske mase biće produkovan ukoliko sadrţaj glicerola u medijumu za biosintezu 

ksantana bude u opsegu od 10,00 g/l do 15,00 g/l, a sadrţaj (NH4)2SO4 u opsegu od 0 g/l do  

2,00 g/l. 

 

 

Slika 5.46. Zavisnost molekulske mase ksantana biosintetisanih na medijumu na bazi sirovog 

glicerola primenom soja PAP LIST 4 od poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u medijumu za 

biosintezu bez dodatka ekstrakta kvasca 

 

Konturni dijagram zavisnosti rezidualnog sadrţaja glicerola u medijumu za biosintezu na bazi 

sirovog glicerola, koji je odreĊen po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, od poĉetnog 

sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u istom medijumu bez dodatka ekstrakta kvasca predstavljen je na 

slici 5.47. Analizom grafiĉki prikazanih rezultata uoĉava se da, ukoliko se sadrţaj (NH4)2SO4 u 

medijumu za biosintezu odrţava konstantnim, povećanje sadrţaja glicerola u istom medijumu 
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dovodi do povećanja rezidualnog sadrţaja pomenutog izvora ugljenika. MeĊutim, ukoliko je 

sadrţaj glicerola u medijumu za biosintezu konstantan, povećanjem sadrţaja (NH4)2SO4 u istom 

medijumu neće doći do promene u zaostaloj koliĉini analiziranog izvora ugljenika. Najveća 

vrednost rezidualnog sadrţaja glicerola u medijumu za biosintezu predviĊena je pri sadrţaju 

(NH4)2SO4 od 0 g/l do 1,50 g/l i maksimalnom ispitivanom sadrţaju glicerola (50,00 g/l), dok je 

najniţa vrednost rezidualnog sadrţaja glicerola pri minimalnoj vrednosti sadrţaja glicerola i 

maksimalnoj vrednosti sadrţaja  (NH4)2SO4. 

 

 
Slika 5.47. Zavisnost rezidualnog sadrţaja glicerola u medijumu za biosintezu na bazi sirovog 

glicerola po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 od poĉetnog sadrţaja glicerola i (NH4)2SO4 u 

medijumu za biosintezu 

 

Primenom generisanih matematiĉkih modela (jednaĉine 5.5-5.8) u kombinaciji sa metodom 

ţeljene funkcije izvršena je optimizacija sastava medijuma na bazi sirovog glicerola za 

biosintezu ksantana primenom soja PAP LIST 4, pri ĉemu je procenjeno da je medijum 

najpogodnije formulacije onaj sa 16,15 g/l glicerola i 3,00 g/l (NH4)2SO4 (tabela 5.41). Medijum 

navedenog sastava korišćen je kao proizvodni medijum u narednoj fazi istraţivanja.  

Optimizaciono rešenje generisano u okviru ovih ispitivanja doprinosi razvoju ekonomski 

isplativog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, koja se moţe 

uoĉiti ukoliko se izvrši poreĊenje cena ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4,  koje iznose oko 250 €/kg i  

105 €/kg (www.sigmaaldrich.com/RS/en:3.7.2021), redom, jer je u ovom koraku istraţivanja 

skupoceni ekstrakt kvasca u potpunosti zamenjen dvostruko jeftinijim izvorom azota bez 

http://www.sigmaaldrich.com/RS/en:3.7.2021
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negativnog uticaja na prinos ţeljenog bioproizvoda. Tome ide u prilog podatak da se 

kultivacijom odabranog proizvodnog soja na medijumu sa sirovim glicerolom optimizovane 

formulacije biosintetiše ksantan u koncentraciji koja je za 29,59% veća u odnosu na prethodnu 

fazu istraţivanja (tabela 5.37). Na osnovu dobijenih rezultata moţe se zakljuĉiti da se  

Boks-Benkenov dizajn pokazao kao funkcionalan eksperimentalni plan za kreiranje ogleda koji 

su za cilj imali definisanje sadrţaja glicerola i izvora azota u medijumu na bazi sirovog glicerola 

za biosintezu ksantana primenom soja PAP LIST 4.  

 

5.5.2. Definisanje sadrţaja izvora fosfora u medijumu za biosintezu ksantana 

Medijum za biosintezu ksantana pored ugljenika i azota sadrţi i druge vaţne nutrijente, kao što 

su fosfor, sumpor, kalijum, kalcijum i magnezijum. Ovi nutrijenti se u medijume za biosintezu 

najĉešće dodaju u obliku soli fosforne ili sumporne kiseline (García-Ochoa i sar., 2000). Sastav 

sirovog glicerola prikazan u tabeli 5.13. (poglavlje 5.2) ukazuje na to da se dodatkom ove 

sirovine u medijum za biosintezu ksantana u prethodno optimizovanoj koncentraciji (tabela 5.41) 

unose i zadovoljavajuće koliĉine sumpora, magnezijuma, kalijuma i kalcijuma. U skladu sa tim, 

prilikom pripreme medijuma za biosintezu ksantana u nastavku ispitivanja nije više dodavan 

MgSO4·7H2O (poglavlje 4.2.2). MeĊutim, koliĉina fosfora (u vidu fosfata) koja se na pomenuti 

naĉin dovodi u proizvodni medijum nije u saglasnosti sa koliĉinom preporuĉenom u literaturnim 

navodima (Lo i sar., 1997; Carignatto i sar., 2011; Ronĉević i sar., 2019). Prema dostupnim 

podacima, izvor fosfora se u proizvodni medijum dodaje u obliku soli K2HPO4 u koliĉini od  

1,00 g/l do 3,00 g/l (Brandão i sar., 2013; Bajić i sar., 2015b). Bitno je napomenuti da u 

dostupnoj nauĉnoj literaturi ne postoje podaci koji se odnose na ispitivanje uticaja koncentracije 

fosfora i jedinjenja koja sadrţe fosfor u proizvodnom medijumu sa glicerolom, kao jedinim 

izvorom ugljenika, na uspešnost biosinteze ksantana. Iz navedenog razloga je u okviru ovog 

istraţivanja ispitana uspešnost biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom sa 

razliĉitim poĉetnim sadrţajem izvora fosfora primenom soja PAP LIST 4 nakon ĉega je 

definisana kocentracija pomenutog nutrijenta koja je najpogodnija za uspešno izvoĊenje 

bioprocesa. 

U skladu sa definisanim ciljem, u ovoj fazi istraţivanja korišćen je medijum za biosintezu 

prethodno optimizovanog sastava, u pogledu sadrţaja izvora ugljenika i azota (tabela 5.41), u 

kom su varirane koncentracije K2HPO4 u opsegu od 0 g/l do 3,00 g/l, sa korakom od 0,50 g/l. 

Ovako definisani ogledi podrazumevali su izvoĊenje sedam nezavisnih kultivacija proizvodnog 

soja PAP LIST 4 na medijumima odgovarajuće formulacije (poglavlje 4.2) pri taĉno definisanim 

procesnim uslovima (poglavlja 4.3 i 4.4).  

Nakon završetka kultivacije proizvodnog soja, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, 

izvršena je analiza dobijenih medijuma za biosintezu kako bi se potvrdila mogućnost produkcije 

ksantana i procenila uspešnost izvoĊenja bioprocesa. U cilju utvrĊivanja da li je došlo do 

produkcije ksantana vršena su reološka merenja (poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelji uspešnosti 

bioprocesa u ovoj fazi istraţivanja odreĊivani su sadrţaj biosintetisanog ksantana (poglavlje 4.5), 

molekulska masa ksantana (poglavlje 4.6.3) i rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora (poglavlje 

4.6.2). U analiziranim medijumima za biosintezu izmerene su i vrednost pH i sadrţaj TDS 

(poglavlje 4.6.2). 
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Reološke karakteristike i prividni viskoziteti medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa 

variranim poĉetnim sadrţajem izvora fosfora, dobijenih po završetku kultivacije soja  

PAP LIST 4 u primenjenim eksperimentalnim uslovima, prikazani su u tabeli 5.42. 

Pseudoplаstiĉnе kаrаktеristikе proizvodnih medijuma, dobijenih biosintezom ksantana u 

primenjenim eksperimentalnim uslovima, su pоtvrĊеnе vrеdnоstimа indеksа toka (n) koje su date 

u tаbеli 5.42. Vrednosti indеksa toka u svim analiziranim uzorcima bile su mаnje оd 1, a kretale 

su se u intеrvаlu оd 0,4870 do 0,5653. Prikazane vrednosti potvrĊuju pseudoplastiĉne 

karakteristike medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem 

izvora fosfora, dobijenih po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, što je ujedno i pouzdan 

pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti faktora konzistencije medijuma za biosintezu 

analiziranih u ovoj fazi istraţivanja kretale su se u intervalu od 0,2421 Pa·s
n
 do 0,4614 Pa·s

n 

(tabela 5.42). Uzimajući u obzir da je faktor konzistencije direktno proporcionalnan viskozitetu i 

dа viskozitet rastvora ksantana zavisi od koncentracije biopolimera, njegove molekulske mase, 

duţine i sastava lanaca makromolekula, kao i stepena njihove umreţenosti (García-Ochoa i sar., 

2000), rаzliĉitе vrеdnоsti faktora konzistencije prikаzаnе u tаbеli 5.42. ukazuju na rаzliku u 

kоliĉini i kvаlitеtu ksаntаnа biosintetisanog u primеnjеnim еkspеrimеntаlnim uslоvimа prilikom 

kultivacije proizvodnog mikroorganizma na medijumima sa razliĉitim sadrţajem izvora fosfora. 

Na osnovu prethodno pomenutih vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije izraĉunati su 

prividni viskoziteti medijuma za biosintezu dobijenih nakon završetka bioprocesa u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima.  

 

Tabela 5.42. Reološke karakteristike medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa 

razliĉitim poĉetnim sadrţajem izvora fosfora po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

Redni broj 

ogleda 
K2HPO4 (g/l) K [Pa·s

n
] n [1] ηa [mPa·s] 

1 0 0,2998 0,5238 29,98±4,02 
2 0,5 0,2421 0,5653 31,04±2,47 
3 1,0 0,3366 0,5120 34,36±0,38 
4 1,5 0,3275 0,5383 36,77±0,77 
5 2,0 0,4286 0,4870 37,52±2,62 
6 2,5 0,4614 0,4838 38,77±3,53 
7 3,0 0,4612 0,5027 40,93±4,52 

            K – fаktоr kоnzistеnciје; n – indеks tоkа; ηa- prividni viskozitet. 

  

Rezultati prikazani u tabeli 5.42. ukazuju na to da su se vrednosti prividnog viskoziteta 

medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem izvora 

fosfora, dobijene po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 u ovoj fazi istraţivanja kretale od 

29,98±4,02 mPa·s do 40,93±4,52 mPa·s. Najveća vrednost prividnog viskoziteta medijuma 

ostvarena je po završetku ogleda u kojem je koncentracija K2HPO4 u medijumu za biosintezu 

iznosila 3,00 g/l. Sa druge strane, najmanja vrednost prividnog viskoziteta medijuma ostvarena je 

u ogledu gde K2HPO4 nije dodavan u proizvodni medijum. Iz prethodno navedenog se moţe 

zakljuĉiti da dodatak K2HPO4 pozitivno deluje na porast prividnog viskoziteta medijuma po 

završetku biosinteze ksantana. 



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

170 

 

Po završetku kultivacije soja PAP LIST 4, uzorci medijuma za biosintezu, ĉija je osnova sirovi 

glicerol, a koji je inicijalno sadrţao razliĉitu koncentraciju izvora fosfora, su analizirani  i u 

pogledu vrednosti pH i sadrţaja TDS. Vrednosti pH kultivacionih medijuma dobijenih nakon 

biosinteze ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima prikazane su u tableli 8.16. 

(Prilog 1). Rezultati prikazani u pomenutoj tabeli pokazuju da su se vrednosti pH medijuma 

kretale od 5,32±0,02 do 5,67±0,30. Evidentno je da dolazi do opadanja vrednosti ovog parametra 

u svim ogledima i da su one bliske kritiĉnoj vrednosti (5,5). Vrednosti sadrţaja TDS u 

proizvodnim medijumima dobijenim nakon biosinteze ksantana u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima takoĊe su prikazane u tableli 8.16. (Prilog 1), a kretale su se od 

2,80±0,06 g/l do 3,87±0,03 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da porastom inicijalne koncentracije 

fosfatne soli, koja je u medijumu za biosintezu ksantana dodata kao izvor fosfora, dolazi do 

oĉekivanog porasta vrednosti sadrţaja TDS. 

Kako bi se definisala najpogodnija koncentracija izvora fosfora u medijumu za biosintezu 

ksantana sojem PAP LIST 4 ĉija je osnova sirovi glicerol, izvršena je statistiĉka obrada 

eksperimentalno odreĊenih vrednosti pokazatelja uspešnosti bioprocesa. Rezultati sprovedene 

jednofaktorijalne analize varijanse uticaja razliĉitog poĉetnog sadrţaja K2HPO4 u medijumu za 

biosintezu na sadrţaj biosintetisanog ksantana, njegovu molekulsku masu i rezidualni sadrţaj 

ukupnog fosfora prikazani su u tabeli 5.43, a ukazuju na to da ispitivani parametar znaĉajno utiĉe 

na vrednosti posmatranih odziva, što potvrĊuju p-vrednosti niţe od 0,05 za sva tri odziva. 

Rezultati statistiĉke analize prikazani su i grafiĉki, pravougaonim dijagramima koji su 

predstavljeni na slikama 5.48-5.50. 

 

Tabela 5.43. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliĉitog poĉetnog sadrţaja K2HPO4 u 

medijumu na bazi sirovog glicerola na pokazatelje uspešnosti biosinteze ksantana primenom  

soja PAP LIST 4  

Odziv Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

P (g/l) 

 

K2HPO4 (g/l) 

 

27,155 6 4,526 39,280 < 0,000001 

Greška 1,613 14 0,115 - - 

Mw (10
5
 g/mol) 

 

K2HPO4 (g/l) 

 

11,509 6 1,918 61,632 < 0,000001 

Greška 0,436 14 0,031 - - 

Puk (mg/l) 

 

K2HPO4 (g/l) 

 

78322,680 5 15664,540 615502,000 < 0,000001 

 Greška 0,31 12 0,03   

             SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; P-sadržaj biosintetisanog ksantana; 

            MW-srednja molekulska masa ksantana; Puk-rezidualni sadržaj ukupnog fosfora. 

 

Na slici 5.48. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja poĉetne koncentracije K2HPO4 na 

sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola po završetku kultivacije soja 

PAP LIST 4. Analizom dobijenih rezultata moţe se primetiti da se sadrţaj ksantana 

produkovanih u primenjenim eksperimentalnim uslovima kretao od oko 9,50 g/l do oko  

14,00 g/l. Posmatrajući rezultate prikazane na slici 5.48, moţe se primetiti da je najveći sadrţaj 
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ksantana postignut prilikom kultivacije proizvodnog soja na medijumu za biosintezu koji je 

inicijalno sadrţao 3,00 g/l K2HPO4. Neznatno manji sadrţaj ksantana produkovan je tokom 

kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu koji je na poĉetku bioprocesa sadrţao 

2,50 g/l K2HPO4. Ksantan u najmanjoj koncentraciji produkovan je u sluĉaju kada K2HPO4 nije 

dodavan u medijum za biosintezu.  

 

 

Slika 5.488. Uticaj poĉetnog sadrţaja K2HPO4 na sadrţaj ksantana (P) u medijumima za 

biosintezu na bazi sirovog glicerola po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

 

Rezultati statistiĉke analize uticaja poĉetne koncentracije K2HPO4 na molekulsku masu ksantana, 

koje u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola produkuje soj PAP LIST 4, prikazani su 

na slici 5.49. Srednje vrednosti molekulske mase ksantana, biosintetisanih prilikom kultivacije 

odabranog proizvodnog soja u primenjenim eksperimentalnim uslovima, kretale su se u opsegu 

od oko 1,00·10
5
 g/mol do 4,00·10

5
 g/mol. Dobijeni rezultati ukazuju na to da je ksantan najveće 

molekulske mase produkovan prilikom kultivacije proizvodnog soja PAP LIST 4 na medijumu 

za biosintezu koji je inicijalno sadrţao 3,00 g/l K2HPO4. Analizom rezultata predstavljenih na 

slici 5.49. se takoĊe moţe primetiti da je ksantan neznatno manje molekulske mase produkovan 

na medijumu koji je na poĉetku kultivacije odabranog proizvodnog soja sadrţao 2,50 g/l 

K2HPO4. Pored toga, evidentno je da je ksantan najmanje molekulske mase produkovan u 

sluĉaju kada K2HPO4 nije dodavan u medijum za biosintezu. 

Na slici 5.50. prikazani su rezultati statistiĉke analize uticaja poĉetne koncentracije K2HPO4 na 

rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora koji je u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola 

odreĊen po završetku kultivacije soja PAP LIST 4. Vrednosti rezidualnog sadrţaja ukupnog 

fosfora koje su odreĊene po završetku bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

kretale su se u opsegu od oko 10 mg/l do 200 mg/l. Rezultati prikazani na pomenutoj slici 

ukazuju na to da je najmanji sadrţaj fosfora zaostao nakon kultivacije proizvodnog soja na 

medijumu za biosintezu koji je pripremljen bez dodatka K2HPO4. Suprotno tome, najveći 
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rezidualni sadrţaj fosfora detektovan je u medijumu sa najvećom ispitivanom koncentracijom 

K2HPO4 (3,00 g/l).  

 

 

Slika 5.49. Uticaj poĉetnog sadrţaja K2HPO4 na molekulsku masu ksantana (MW) koje na 

medijumima na bazi sirovog glicerola biosintetiše soj PAP LIST 4 

 

 

Slika 5.50. Uticaj poĉetnog sadrţaja K2HPO4 na rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora (Puk) u 

medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

Kako bi se odabrala poĉetna koncentracija K2HPO4 u medijumu za biosintezu, pri kojoj se 

ostvaruje najveća uspešnost bioprocesa u primenjenim uslovima, eksperimentalni podaci su 



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

173 

 

analizirani i primenom Dankanovog testa višestrukih poreĊenja. Dobijeni rezultati prikazani su u 

tebeli 5.44. 

 

Tabela 5.44. Dankanov test višestrukih poreĊenja: pokazatelji uspešnosti biosinteze ksantana 

primenom soja PAP LIST 4 na medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim 

sadrţajem K2HPO4 

Redni broj 

ogleda 

K2HPO4 

(g/l) 

P 

(g/l) 

MW 

(10
5
 g/mol) 

Puk 

(mg/l) 

1 0 10,24±0,36
a
 1,35±0,11

a
 - 

2 0,50 10,87±0,49
b
 1,82±0,10

b
 10,25±0,13

a
 

3 1,00 11,13±0,34
b
 2,26±0,30

c
 22,86±0,13

b
 

4 1,50 11,42±0,38
b
 2,84±0,15

d
 35,52±0,25

c
 

5 2,00 12,42±0,33
c
 3,02±0,13

d
 51,24±0,09

d
 

6 2,50 13,26±0,20
d
 3,38±0,14

e
 117,39±0,16

e
 

7 3,00 13,42±0,17
d
 3,43±0,21

e
 198,73±0,14

f
 

                          * Vrednosti u jednoj koloni obeležene istim slovima nalaze se na istom nivou  

                                        značajnosti u intervalu poverenja od 95%; P-sadržaj biosintetisanog  

                                        ksantana; MW-srednja molekulska masa ksantana; Puk-rezidualni sadržaj  

           ukupnog fosfora. 

 

Rezultati prikazani u tabeli 5.44. pokazuju da se sadrţaj ksantana u medijumu za biosintezu po 

završetku kultivacije odabranog proizvodnog soja u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

kretao od 10,24±0,36 g/l do 13,42±0,17 g/l.  Najbolja produkcija ovog biopolimera ostvarena je 

po završetku ogleda u kojem je medijum za biosintezu sadrţao 3,00 g/l K2HPO4. TakoĊe, moţe 

se primetiti da se sadrţaj ksantana koji je ostvaren u ovom ogledu ne razlikuje  znaĉajno od 

sadrţaja ksantana  iz ogleda  gde je poĉetna koncentracija K2HPO4 u medijumu za biosintezu 

ksantana iznosila 2,50 g/l (13,26±0,20 g/l), što potvrĊuje p-vrednost od 0,584152. U ogledu gde 

je  medijum za biosintezu sadrţao 2,00 g/l K2HPO4 produkovan je ksantan u koncentraciji od 

12,42±0,33 g/l. Pored toga, rezultati dati u tabeli 5.44. pokazuju da je dosta manja koncentracija 

ksantana (od 10,87±0,49 g/l do 11,42±0,38 g/l) ostvarena u okviru ogleda gde je poĉetni sadrţaj 

K2HPO4 u medijumu za biosintezu ksantana iznosio 0,50 g/l, 1,00 g/l i 1,50 g/l. Vrednosti 

sadrţaja biosintetisanog ksantana u prethodno pomenutim ogledima nalaze se na istom nivou 

znaĉajnosti, što potvrĊuju p-vrednosti 0,366068, 0,081862 i 0,319180, redom. Najmanja koliĉina 

ksantana detektovana je u medijumu za biosintezu koji nije sadrţao K2HPO4. Dobijeni rezultati 

pokazuju veću uspešnost u poreĊenju sa rezultatima ranijeg istraţivanja gde je prilikom  

kultivacije proizvodnog soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 na medijumu sa sirovim 

glicerolom uz dodatak K2HPO4 u koncentraciji od 1,00 g/l biosintetisan ksantan u koncentraciji 

od 7,23 g/l (Brandão i sar., 2013). Osim toga, proizvodni soj primenjen u ovim ispitivanjima 

pokazao je bolju produktivnost nego referentni soj X. campestris ATCC 13951 koji je prilikom 

kultivacije na medijumu sa sirovim glicerolom i sadrţajem K2HPO4 od 3,00 g/l produkovao  

6,68 g/l ksantana (Zahović i sar., 2019). Rezultati ostvareni u ovoj fazi istraţivanja sugerišu da 

povećanje inicijalne koncentracije K2HPO4 u medijumu za biosintezu ksantana u ispitivanom 

intervalu ima pozitivan efekat na sadrţaj produkovanog ksantana u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima do koncentracije od 2,50 g/l, te da dalje povećanje sadrţaja ove 

komponente medijuma ne utiĉe znaĉajno na povećanje uspešnosti bioprocesa.  



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

174 

 

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.44. srednje vrednosti molekulske mase ksantana 

biosintetisanih u primenjenim eksperimentalnim uslovima kretala se u opsegu od  

1,35±0,11·10
5
 g/mol do 3,43±0,21·10

5
 g/mol. Rezultati dati u navedenoj tabeli ukazuju da je 

ksantan najveće molekulske mase produkovan na proizvodnom medijumu sa maksimalnom 

ispitivanom poĉetnom koncentracijom K2HPO4 (3,00 g/l). Ova vrednost nalazi se na istom nivou 

znaĉajnosti kao i vrednost istog parametra koja je dobijena u okviru ogleda gde je poĉetni sadrţaj 

K2HPO4 u proizvodnom medijumu iznosio 2,50 g/l (3,38±0,14·10
5
 g/mol), na šta ukazuje  

p-vrednost od 0,737000. Ksantan nešto manje molekulske mase (2,84±0,15·10
5
 g/mol i 

3,02±0,13·10
5
 g/mol), dobijen je u okviru ogleda gde je koncentracija K2HPO4 u proizvodnom 

medijumu inicijalno iznosila 1,50 g/l i 2,00 g/l, redom. Ove dve vrednosti nalaze se na istom 

nivou znaĉajnosti, što potvrĊuje p-vrednost od 0,232001. Dobijeni rezultati prikazani u tabeli 

5.43. ukazuju da je ksantan najmanje molekulske mase produkovan u ogledu u okviru kojeg 

K2HPO4 nije dodavan u medijum za biosintezu. Iz navedenih rezultata moţe se zakljuĉiti da 

povećanje koncentracije K2HPO4 u medijumu za biosintezu ksantana do 2,50 g/l ima pozitivan 

efekat na molekulsku masu ksantana biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima.  

U tabeli 5.44. prikazani su i rezultati obrade podataka za rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora koji 

je u medijumima za biosintezu detektovan po završetku kultivacije soja PAP LIST 4. Prvi ogled 

je izuzet iz razmatranja u pogledu ovog parametra s obzirom da u ovom ogledu u medijum za 

biosintezu ksantana nije dodavan K2HPO4 kao izvor fosfora. Posmatrajući rezultate prikazane u 

tabeli 5.44. moţe se primetiti da se rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora u u okviru ovog 

istraţivanja kretao od 10,25±0,13 mg/l do 198,73±0,14 mg/l. Najmanja koncentracija ukupnog 

fosfora zaostala je nakon kultivacije proizvodnog soja na medijumu za biosintezu koji je 

inicijalno sadrţao najmanje K2HPO4 (0,5 g/l). Nešto veća vrednost rezidualnog sadrţaja ukupnog 

fosfora od 22,86±0,13 mg/l odreĊena je u medijumu koji je sadrţao 1,0 g/l K2HPO4. Rezultati 

dati u tabeli 5.44. ukazuju da je porastom poĉetne koncentracije K2HPO4 u proizvodnom 

medijumu rastao i rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora u izvedenim ogledima. Shodno tome, 

prilikom kultivacije proizvodnog soja na medijumima za biosintezu koji su inicijalno sadrţali 

K2HPO4  u koncentraciji od 1,5, g/l, 2,0, g/l i 2,5, g/l zaostalo je više ukupnog fosfora, i to u 

koncentracijama od 35,52±0,25 mg/l, 51,24±0,09 mg/l i 117,39±0,16 mg/l, redom. Najveći 

sadrţaj ukupnog fosfora, oĉekivano je zaostao prilikom kultivacije proizvodnog soja na 

medijumu koji je sadrţao najveći ispitivani inicijalni sadrţaj K2HPO4 (3,00 g/l). 

Rezultati dobijeni u ovoj fazi istraţivanja sugerišu da povećanje poĉetne koncentracije K2HPO4 u 

medijumu za biosintezu u intervalu od 0 g/l do 2,50 g/l ima pozitivan efekat na kvantitet i 

kvalitet ksantana produkovanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Dobijeni rezultati 

ukazuju da povećanjem sadrţaja K2HPO4 u medijumu za biosintezu sa 2,50 g/l na 3,00 g/l ne 

dolazi do statistiĉki znaĉajne promene u koncentraciji produkovanog ksantana, ali ni njegove 

molekulske mase. Rezidualni sadrţaj ukupnog fosfora u medijumu oĉekivano raste sa 

povećanjem inicijalne koncentracije K2HPO4 u medijumu za biosintezu.  

Iako je u ovoj fazi istraţivanja sadrţaj biosintetisanog ksantana nepromenjen u odnosu na sadrţaj 

ksantana koji je ostvaren u prethodnoj fazi istraţivanja (tabela 5.41), bitno je napomenuti da je u 

ovom koraku optimizacije koliĉina K2HPO4 koja se dodaje u medijumu za biosintezu smanjena 

za 16,67%. Uzimajući u obzir sve navedeno, u daljem istraţivanju kao medijum za biosintezu 

ksantana korišćen je medijum sa sirovim glicerolom prethodno optimizovanog sastava u pogledu 

sadrţaja glicerola i izvora azota (tabela 5.41) obogaćen sa 2,50 g/l K2HPO4. 
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5.6. ISPITIVANJE TOKA BIOSINTEZE KSANTANA NA MEDIJUMU SA 

SIROVIM GLICEROLOM U UVEĆANIM RAZMERAMA 

Nakon optimizacije procesa proizvodnje ksantana na laboratorijskom nivou sledeći korak 

predstavlja ispitivanje uspešnosti biosinteze u uvećanim razmerama, a izvodi se sa ciljem 

prevoĊenja bioprocesa sa laboratorijskog na industrijski nivo. Kako bi se ispitao tok biosinteze 

ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u uvećanim razmerama, u okviru ovih istraţivanja 

izvedena je kultivacija soja PAP LIST 4 u laboratorijskim bioreaktorima razliĉitih zapremina 

(poglavlje 4.4), pri ĉemu su u odreĊenim fazama proizvodnog postupka primenjivani medijumi 

prethodno optimizovanog sastava (poglavlja 5.4. i 5.5). S obzirom da je ksantan sekundarni 

metabolit bakterija roda Xanthomonas, intenziviranje sekundarnog metabolizma odabranog 

proizvodnog mikroorganizma izvedeno je voĊenjem bioprocesa u dve faze. U prvoj fazi, 

temperatura, brzina mešanja i intenzitet aeracije podešeni su tako da omogućavaju intenzivan 

rast i umnoţavanje ćelija, dok su u drugoj fazi njihove vrednosti korigovane tako da favorizuju 

biosintezu ksantana (García-Ochoa i sar., 2000). Korekcija vrednosti navedenih parametara 

vršena je nakon 48 h kultivacije. Tok biosinteze ksantana u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima praćen je analizom uzoraka kultivacionog medijuma, uzetih u prethodno definisanim 

vremenskim intervalima, u pogledu sadrţaja biomase, sadrţaja najznaĉajnijih nutrijenata za 

biotehnološku proizvodnju ovog biopolimera i reoloških parametara. Dinamika uzorkovanja 

odreĊena je prema zapremini bioreaktora u kojem se biosinteza odvijala. Eksperimentalno 

dobijene vrednosti analiziranih parametara toka biosinteze ksantana u laboratorijskim 

bioreaktorima zapremine 3 l i 14 l prikazane su grafiĉki na slikama 5.51. i 5.52., redom. 

Uspešnost bioprocesa procenjena je na osnovu sadrţaja biosintetisanog ksantana, njegove 

molekulske mase i stepena konverzije najznaĉajnijih nutrijenata.  

Biosinteza ksantana u laboratorijskim bioreaktorima korišćenim u ovom istraţivanju izvedena je 

u kontrolisanim uslovima, koji su podrazumevali merenje i regulaciju vrednosti pH i 

temperature, ali i sadrţaja rastvorenog kiseonika kroz korekciju brzine mešanja i intenziteta 

aeracije. Već je navedeno da se optimalna vrednost pH za biosintezu ksantana nalazi u opsegu od 

6,5 do 7,5 te da tokom izvoĊenja ovog biotehnološkog procesa dolazi do opadanja vrednosti 

pomenutog parametra usled produkcije organskih kiselina i ksantana koji ima kisele 

funkcionalne grupe (García-Ochoa i sar., 2000). Stoga je vrednost pH korigovana tokom trajanja 

bioprocesa, odnosno odrţavana je iznad 6,0 doziranjem odgovarajućeg rastvora baze. Sadrţaj 

rastvorenog kiseonika je odrţavan iznad 30% tokom ĉitavog trajanja bioprocesa regulacijom 

intenziteta aeracije i brzine mešanja kako je i preporuĉeno u ranije sprovedenim istraţivanjima 

(Ronĉević, 2016). Tokom trajanja biosinteze ksantana uzorci kultivacionog medijuma analizirani 

su i u pogledu sadrţaja TDS pri ĉemu je ustanovljeno da nije došlo do drastiĉne promene u 

koncentraciji ukupno rastvorenih soli i da se ona kretala oko 3,00 g/l. 

Na slici 5.51. prikazana je promena sadrţaja biomase, najvaţnijih nutrijenata i prividnog 

viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom optimizovanog sastava tokom 

kultivacije soja PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine od 3 l. Sa druge 

strane, promena sadrţaja biomase, najvaţnijih nutrijenata i prividnog viskoziteta medijuma za 

biosintezu sa sirovim glicerolom optimizovanog sastava tokom kultivacije istog proizvodnog 

soja u laboratorijsokm bioreaktoru ukupne zapremine od 14 l data je na slici 5.52.  
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Rezultati  odreĊivanja sadrţaja biomase prikazani na slikama 5.51. i 5.52. ukazuju na to da se 

koncentracija ćelija soja PAP LIST 4 povećavala od samog poĉetka njegove kultivacije u oba 

bioreaktora na medijumu optimalne formulacije sa sirovim glicerolom kao izvorom ugljenika. 

Izostanak lag faze rasta proizvodnog mikroorganizma ukazuje na to da je priprema inokuluma 

adekvatno standardizovana u prethodnim fazama istraţivanja (poglavlje 5.4). Rezultati za sadrţaj 

biomase prikazani na slici 5.51. ukazuju na to da se u toku prvih 48 h kultivacije proizvodni 

mikroorganizam intenzivno umnoţavao jer je sadrţaj ćelija u medijumu za biosintezu sa 

inicijalnih 2,18·10
8
 cfu/ml porastao na oko 96·10

8 
cfu/ml. IzmeĊu 48 h i 72 h primećen je sporiji 

rast sadrţaja biomase, pri ĉemu njegova vrednost u 72 h dostiţe maksimum i iznosi  

112·10
8
 cfu/ml. Nakon 72 h ne dolazi do znaĉajnije promene u sadrţaju biomase, te se moţe 

zakljuĉiti da je nastupila stacionarna faza rasta proizvodnog mikroorganizma. U 168 h biosinteze 

sadrţaj biomase iznosio je 112·10
8
 cfu/ml. Posmatrajući rezultate prikazane na slici 5.52. moţe 

se uoĉiti sliĉan trend promene sadrţaja biomase tokom biosinteze ksantana. Rezultati sadrţaja 

biomase prikazani na navedenoj slici ukazuju na to da se soj PAP LIST 4 u toku prvih 36 h 

kultivacije intenzivno umnoţavao jer je sadrţaj ćelija sa inicijalnih 3,1·10
8
 cfu/ml porastao na 

oko 124·10
8 

cfu/ml. Nakon 36 h kultivacije evidentan je blaţi rast sadrţaja biomase koji je 

prisutan sve do 48 h. Sadrţaj biomase u 48h biosinteze iznosio je 139·10
8
 cfu/ml. Analizom 

rezultata prikazanih na slici 5.52. moţe se primetiti da nakon 48 h ne dolazi do znaĉajnije 

promene sadrţaja biomase što upućuje na konstataciju da je nastupila stacionarna faza rasta 

proizvodnog mikroorganizma. U 168 h biosinteze sadrţaj biomase iznosio je 132·10
8
 cfu/ml. 

Prema podacima iz dostupne literature, za uspešnu biotehnološku proizvodnju ksantana 

neophodno je da se vrednost poĉetnog sadrţaja biomase nalazi u opsegu od oko 10
6
 cfu/ml do 

10
8
 cfu/ml (Pejin, 2003).  

Rezultati prikazani na slikama 5.51. i 5.52. ukazuju na to da je sadrţaj glicerola u medijumu za 

biosintezu tokom izvoĊenja bioprocesa u bioreaktorima ukupne zapremine 3 l i 14 l intenzivno 

opadao od samog poĉetka kultivacije soja PAP LIST 4. Poĉetni sadrţaj glicerola u medijumima 

za biosintezu ksantana u bioreaktorima od 3 l i 14 l iznosio je 16,11 g/l i 16,08 g/l, redom. 

Posmatrajući rezultate predstavljene na slici 5.51. moţe se primetiti da je u toku prvih 48 h 

kultivacije došlo do intenzivnog smanjenja sadrţaja glicerola i to do vrednosti od 8,69 g/l. Nakon 

48 h sadrţaj glicerola i dalje se smanjivao, ali nešto slabijim intenzitetom sve do 144 h, kada je 

prisustvo ove komponente medijuma detektovano u koncentraciji od 3,52 g/l. Nakon 144 h ne 

dolazi do znaĉajne promene sadrţaja glicerola u medijumu. Sa druge strane, grafiĉki 

predstavljeni rezultati na slici 5.52. pokazuju da intenzivna potrošnja glicerola prilikom 

biosinteze ksantana u bioreaktoru od 14 l traje do 36 h kada je sadrţaj ovog nutrijenta iznosio 

7,71 g/l. Nakon 36 h sadrţaj glicerola je i dalje opadao, ali blaţim intenzitetom sve do 120 h, 

kada je njegova vrednost iznosila 2,61 g/l. Moţe se primetiti da nakon 120 h ne dolazi do 

znaĉajne promene sadrţaja glicerola u medijumu prilikom kultivacije odabranog proizvodnog 

soja u navedenom bioreaktoru. Analizirajući prethodno diskutovane rezultate moţe se zakljuĉiti 

da je dinamika opadanja sadrţaja glicerola u navedenim bioreaktorima sliĉna, ali da je potrošnja 

glicerola zaustavljena ranije u bioreaktoru veće zapremine. 
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X-sadržaj biomase; S-rezidualni sadržaj izvora ugljenika; Nuk-rezidualni sadržaj ukupnog azota; Nas-rezidualni sadržaj 

asimilabilnog azota; Puk-rezidualni sadržaj ukupnog fosfora; ηa-prividni viskozitet; t-vreme trajanja bioprocesa. 

 

Slika 5.51. Tok biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom primenom soja  

PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 l  
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X-sadržaj biomase; S-rezidualni sadržaj izvora ugljenika; Nuk-rezidualni sadržaj ukupnog azota; Nas-rezidualni sadržaj 

asimilabilnog azota; Puk-rezidualni sadržaj ukupnog fosfora; ηa-prividni viskozitet; t-vreme trajanja bioprocesa.  

 

Slika 5.52. Tok biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom primenom soja  

PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 14 
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Promena sadrţaja ukupnog azota  u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom prethodno 

optimizovanog sastava tokom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktorima zapremine od 3 l i  

14 l takoĊe je prikazana na slikama 5.51. i 5.52., redom. Grafiĉki prikazani rezultati na 

pomenutim slikama ukazuju na to da je sadrţaj ukupnog azota intenzivno opadao od samog 

poĉetka izvoĊenja bioprocesa u oba ispitivana sluĉaja. Prilikom biosinteze ksantana u 

bioreaktoru ukupne zapremine 3 l sadrţaj ukupnog azota je od inicijalnih 1050 mg/l do 48 h 

opao na vrednost od oko 400 mg/l. Sa druge strane, kada se ispitivani bioproces izvodio u 

bioreaktoru od 14 l sadrţaj ukupnog azota od poĉetnih 994 mg/l je do 36 h intenzivno opao na 

vrednost od 350 mg/l. Moţe se primetiti da period intenzivne potrošnje azotnih komponenti 

odgovara periodu u kom se odvijala eksponencijalna faza rasta proizvodnog mikroorganizma. U 

nastavku kultivacije soja PAP LIST 4 u oba izvedena ogleda nije došlo do znaĉajnije promene 

sadrţaja ukupnog azota što je posledica nastupanja stacionarne faze rasta proizvodnog 

mikroorganizma. 

Na slikama 5.51. i 5.52. prikazana je i promena sadrţaja asimilabilnog azota tokom kultivacije 

soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom u bioreaktorima ukupne zapremine 3 l i  

14 l, redom. Posmatrajući predtavljene rezultate moţe se primetiti identiĉan  trend  promene kao 

kod sadrţaja ukupnog azota u oba ispitivana sluĉaja. Naime, u oba ogleda je sadrţaj 

asimilabilnog azota opadao od samog poĉetka bioprocesa. Prilikom biosinteze ksantana u 

bioreaktoru od 3 l sadrţaj asimilabilnog azota je od 568,40 mg/l do 48 h opao na vrednost od oko 

280,00 mg/l. Sa druge strane, tokom 36 h kultivacije proizvodnog soja u bioreaktoru od 14 l 

sadrţaj asimilabilnog azota je od 565,6 mg/l opao na vrednost od 230,74 mg/l. Prilikom 

biosinteze ksantana u bioreaktoru od 3 l nakon 48 h nije došlo do znaĉajnije promene sadrţaja 

asimilabilnog azota, dok je prilikom biosinteze u bioreaktoru od 14 l to sluĉaj nakon 36 h. 

Dobijeni rezultati potvrĊuju da se prestanak intenzivnog smanjenja sadrţaja asimilabilnog azota 

poklapa sa momentom prestanka potrošnje ukupnih azotnih komponenti. MeĊutim, veća 

potrošnja ukupnog azota u odnosu na asimilabilni ukazuje na to da su ćelije soja PAP LIST 4 za 

rast i razmnoţavanje, pored amino i amonijaĉnog azota koristile i neka druga azotna jedinjenja. 

Grafiĉki prikazani rezultati na slikama 5.51. i 5.52. ukazuju na to da je tokom kultivacije soja 

PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom u bioreaktorima od 3 l i 14 l, redom, došlo do 

intenzivne potrošnje fosfora neposredno nakon inokulacije. S obzirom da je fosfor limitirajući 

nutrijent u medijumu za biosintezu ksantana oĉekuje se da promena sadrţaja fosfora prati 

promenu sadrţaja azota (García-Ochoa i sar., 1992). Analizirajući predstavljene rezultate moţe 

se primetiti da je promena sadrţaja ukupnog fosfora sliĉna promeni sadrţaja ukupnog, ali i 

asimilabilnog azota tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma na medijumu sa sirovim 

glicerolom u bioreaktorima zapremine od 3 l i 14 l. Prilikom izvoĊenja biosinteze ksantana u 

bioreaktoru zapremine od 3 l inicijalni sadrţaj fosfora od 725,09 mg/l intenzivno je opadao do  

48 h, kada je njegov sadrţaj iznosio oko 450,63 mg/l. Sa druge strane, prilikom biosinteze 

ksantana u bioreaktoru od 14 l inicijalni sadrţaj ukupnog fosfora od 738,20 mg/l opadao je 

najvećom brzinom do 36 h, kada je njegova vrednost bila 461,36 mg/l. Prilikom biosinteze 

ksantana u bioreaktoru od 3 l nakon 48 h nije došlo do znaĉajnije promene sadrţaja ukupnog 

fosfora, dok je  prilikom biosinteze u bioreaktoru od 14 l promena sadrţaja ukupnog fosfora bila 

neznatna nakon 36 h. 
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Posmatrajući rezultate promene sadrţaja najznaĉajnijih nutrijenata u medijumu za biosintezu sa 

sirovim glicerolom, prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktorima ukupne zapremine od 

3 l i 14 l, moţe se zakljuĉiti da se metaboliĉka aktivnost primenjenog proizvodnog soja u 

eksperimentalnim uslovima nesmetano odvijala, odnosno da je došlo do umnoţavanja biomase, i 

da su obezbeĊeni svi uslovi za uspešno izvoĊenje biosinteze  ksantana. U cilju utvrĊivanja da li 

je u ispitivanim uslovima i uvećanim razmerama došlo do produkcije ksantana vršena su 

reološka merenja. Izmerene vrednosti fitovane su stepenim zakonom kako bi se definisale 

vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije (tabele 8.17. i 8.18) na osnovu kojih je izraĉunat 

prividni viskozitet kultivacionih medijuma. Promena prividnog viskoziteta medijuma sa sirovim 

glicerolom tokom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktorima zapremine od 3 l i 14 l prikazana 

je na slikama 5.51. i 5.52., redom. Rezultati prikazani na slici 5.51. pokazuju da se vrednost 

prividnog viskoziteta medijuma prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine od 3 l nije znaĉajno 

menjala do 72 h. U tom periodu, sa inicijalnih 4,50 mPa·s ova vrednost je porasla na 10,60 mPa. 

Prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine 14 l nije došlo do znaĉajne promene viskoziteta u 

prvih 48 h. Inicijalna vrednost prividnog viskoziteta u ovom ogledu iznosila je 5,08 mPa·s, a 

nakon navedenog vremenskog perioda vrednost istog parametra bila je 6,55 mPa·s. Nakon 72 h 

kultivacije proizvodnog mikroorganizma u bioreaktoru zapremine od 3 l zabeleţen je drastiĉan 

porast prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sve do 120 h, kada je njegova vrednost 

iznosila 32,89 mPa·s. Sa druge strane, prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine 14 l, do 

drastiĉnog rasta vrednosti prividnog viskoziteta došlo je nakon 60 h kultivacije. Ovaj intenzivan 

rast trajao je do 120 h i u tom trenutku vrednost ovog parametra iznosila je 35,74 mPa·s. 

Posmatrajući rezultate prikazane na slikama 5.51. i 5.52. moţe se uoĉiti da je rast prividnog 

viskoziteta medijuma u oba sluĉaja rastao manjim intenzitetom nakon 120 h kultivacije, a na 

kraju biosinteze vrednosti ovog parametra iznosile su 37,66 mPa·s i 41,10 mPa·s, redom. Iako 

grafiĉki prikazani rezultati na slikama 5.51. i 5.52. pokazuju da nije došlo do znaĉajnije 

potrošnje izvora ugljenika nakon 120 h, prividni viskozitet je blago rastao. Porast viskoziteta 

nakon 120 h najverovatnije je uzrokovan promenom kvaliteta produkovanog ksantana usled 

umreţavanja piruvatnih i acetatnih grupa unutar molekula ksantana (Reis i sar., 2010).   

Vrednosti reoloških parametara proizvodnih medijuma dobijenih u ispitivanim eksperimentalnim 

uslovima ukazuju na pseudoplastiĉni tip proticanja. Uz to, diskutovane promene vrednosti 

prividnog viskoziteta medijuma tokom kultivacije odabranog proizvodnog soja u bioreaktorima 

ukupne zapremine od 3 l i 14 l pouzdana su potvrda da je u primenjenim uslovima došlo do 

biosinteze ksantana. U cilju taĉne procene uspešnosti biosinteze ksantana na medijumu sa 

sirovim glicerolu u bioreaktorima zapremine od 3 l i 14 l, odreĊeni su odabrani pokazatelji 

uspešnosti bioprocesa. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.45. 

 

Tabela 5.45.  Pokazatelji uspešnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom 

primenom soja PAP LIST 4 u laboratorijski bioreaktorima 

Ukupna zapremina 

 bioreaktora 
P (g/l) KP/S (%) KS (%) KN (%) KPuk (%) Mw (10

5 
g/mol) ηa1% 

3 l 13,44 91,82 76,60 66,86 42,70 3,36 31,73 

14 l 13,95 98,44 85,39 69,01 43,72 3,42 33,23 

P-sadržaj biosintetisanog ksantana; KP/S-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; KS-stepen konverzije  

izvora ugljenika; KN-stepen konverzije ukupnog azota;  KPuk-stepen konverzije ukupnog fosfora;MW-srednja  

molekulska  masa ksantana; ηa1%-prividni viskоzitеt 1%(w/v) rastvora ksantana u 0,1 M NaCl. 
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Rezultati prikazani u tabeli 5.45. pokazuju da zapremina bioreaktora u kojem se biosinteza 

ksantana odvija utiĉe na njenu uspešnost. Prema podacima iz navedene tabele veća koliĉina 

ksantana produkovana je prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktoru zapremine 14 l, a 

njegov sadrţaj u medijumu za biosintezu po završetku bioprocesa iznosio je 13,95 g/l. Dobijeni 

rezultat je u skladu sa oĉekivanjima s obzirom na to da je po završetku bioprocesa u ovom 

bioreaktoru zabeleţena veća vrednost prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu (slike 5.51. i 

5.52). U poreĊenju sa prethodno dobijenim rezultatima ostvarenih u okviru ove doktorske 

disertacije i istraţivanjima nauĉnika iz Brazila, u kojima je prilikom biosinteze ksantana na 

medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) u bioreaktoru zapremine od 4,5 l primenom 

proizvodnog soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 ostvaren sadrţaj ksantana od 5,59 g/l 

(Assis i sar., 2014), moţe se konstatovati da je postignuta velika uspešnost bioprocesa ako se kao 

indikator posmatra koliĉina produkovanog biopolimera. 

Iako se uspešnost izvoĊenja bioprocesa uglavnom procenjuje na osnovu vrednosti sadrţaja 

ţeljenog bioproizvoda, konverzija supstrata u proizvod takoĊe je jedan od znaĉajnih pokazatelja 

uspešnosti. Prema dobijenim rezultatima (tabela 5.45) velika koliĉina glicerola, od ĉak 98,44%, 

konvertovana je u ksantan prilikom izvoĊenja bioprocesa u bioreaktoru zapremine od 14 l. Iako 

manja od prethodno pomenute vrednosti, vrednost stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan 

za ogled izveden u bioreaktoru zapremine od 3 l bila je visoka, a iznosila je 91,82%. Ukoliko se 

uzme u obzir da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan kreće u 

intervalu od 50-85% (Rosalam i England, 2006) moţe se zakljuĉiti da je tokom izvoĊenja 

biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u korišćenim laboratorijskim 

bioreaktorima i u primenjenim eksperimentalnim uslovima postignuta visoka uspešnost.  

Ukupna konverzija nutrijenata u medijumu je još jedan pokazatelj uspešno izvedenog 

bioprocesa. Od analiziranih nutrijenata, glicerol je konvertovan u najvećem stepenu usled 

njegovog trošenja za rast ćelija proizvodnog mikroorganizma, ali i za biosintezu ksantana 

(Elsayed i sar., 2016). Ukupna konverzija glicerola prilikom izvoĊenja bioprocesa u korišćenim 

laboratorijskim bioreaktorima znatno se razlikovala meĊu izvedenim ogledima (tabela 5.45). 

Veća konverzija ovog nutrijenta uoĉena je prilikom izvoĊenja bioprocesa u bioreaktoru 

zapremine od 14 l i znosila je 85,39%, dok je prilikom izvoĊenja bioprocesa u bioreaktoru 

zapremine od 3 l ova vrednosti bila 76,60%. Iz navedenog se moţe zakljuĉiti da uvećane razmere 

povoljno deluju na povećanje stepena konverzije ukupnog glicerola prilikom biosinteze ksantana 

na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima što je u 

saglasnosti sa podacima iz dostupne nauĉne literature koji sugerišu da uvećanje razmera 

bioprocesa pozitivno deluje na razvoj primarnih i sekundarnih metaboliĉkih aktivnost 

proizvodnog mikroorganizma (Elsayed i sar., 2016). 

Pored izvora ugljenika, izvori azota i fosfora takoĊe predstavljaju znaĉajne nutrijente u 

biotehnološkoj proizvodnji ksantana. Vrednosti konverzije ovih nutrijenata prikazane su u tabeli 

5.45. Prema rezultatima datim u navedenoj tabeli jasno je da je veći stepen konverzije ukupnog 

azota ostvaren prilikom biosinteze ksantana u bioreaktoru zapremine od 14 l, kada je vrednost 

konverzije ovog nutrijenta iznosila 69,01%. Vrednost stepena konverzije ukupnog azota 

ostvarena prilikom biosinteze ksantana u bioreaktoru zapremine od 3 l bila je nešto manja i 

iznosila je 66,86%. Posmatrajući rezultate prikazane u tabeli 5.45. moţe se primetiti da se stepen 

konverzije izvora fosfora prilikom biosinteze ksantana u primenjenim bioreaktorima razlikuje za 
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1% (tabela 5.45). Konverzija fosfora od 43,72% ostvarena je tokom biosinteze ksantana u 

bioreaktoru zapremine od 14 l, dok je ova vrednost nakon izvoĊenja istog bioprocesa u 

bioreaktoru zapremine od 3 l iznosila 42,70%.  

Srednje vrednosti molekulske mase ksantana, biosintetisanih tokom kultivacije soja PAP LIST 4 

na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim bioreaktorima, prikazane u tabeli 5.45. i 

sugerišu da postoji razlika u strukturi produkovanog ksantana. Navedeni rezultati pokazuju da je 

ksantan veće molekulske mase produkovan nakon biosinteze ksantana u bioreaktoru zapremine 

od 14 l i da je ova vrednost iznosila 3,42·10
5
 g/mol. Molekulska masa ksantana produkovanog 

prilikom izvoĊenja bioprocesa u bioreaktoru zapremine od 3 l bila je nešto manja i iznosila je 

3,36·10
5 

g/mol. Razliku u vrednosti molekulske mase izdvojenog ksantana, a samim tim i 

njegovoj strukturi potvrĊuju i razlike u vrednosti prividnog viskoziteta pripremljenih rastvora 

izdvojenih ksantana. Vrednost prividnog viskoziteta rastvora ksantana produkovanog nakon 

biosinteze u bioreaktoru zapremine od 14 l bila je nešto veća i iznosila je 33,23 mPa·s, dok je 

vrednost rastvora ksantana produkovanog nakon biosinteze u bioreaktoru zapremine od 3 l 

iznosila 31,73 mPa·s. Iako su primećene, razlike u vrednostima odreĊivanih pokazatelja kvaliteta 

produkovanog biopolimera nisu tokoliko znaĉajne. 

Analizom svih dobijenih rezultata datih u tabeli 5.45. utvrĊeno je da je veća uspešnost 

bioprocesa ostvarena prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine od 14 l na osnovu ĉega se 

moţe zakljuĉiti da uvećanje razmera kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim 

glicerolom prethodno optimizovanog sastava u primenjenim eksperimentalnim uslovima 

pozitivno utiĉe na uspešnost ovog bioprocesa.  

U poreĊenju sa rezultatima ostvarenim prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu sa 

sirovim glicerolom u manjim razmerama (tabele 5.16. i 5.21) moţe se primetiti da se sadrţaj 

ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom optimizovanog sastava po završetku 

bioprocesa u uvećanim razmerama povećao za nešto više od 39%, odnosno 44%, redom, 

prilikom ĉega je konverzija glicerola u ksantan u navedenim sluĉajevima uvećana za 60,30% i 

38,66%, redom. Kultivacija soja PAP LIST 4 u uvećanim razmerama na medijumu sa sirovim 

glicerolom, izvršena nakon optimizacije odabranih segmenata biotehnološkog postupka, 

rezultovala je biosintezom ksantna ĉija je molekulska masa veća za oko 19,50% u odnosu na 

ksantan produkovan u fazi inicijalnog skrininga biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom primenom istog proizvodnog soja u smanjenim razmerama (tabela 5.19). U pogledu 

konverzija nutrijenata, moţe se primetiti da je prilikom izvoĊenja optimizovanog procesa 

proizvodnje ksantana primenom soja PAP LIST 4 u uvećanim razmerama ostvarena mnogo veća 

konverzija nutrijenata u poreĊenju sa rezultatima ostvarenim kada je kultivacija pomenutog soja 

vršena u manjim razmerama u okviru odabira proizvodnog soja za biosintezu ksantana na 

medijumu sa sirovim glicerolom (tabela 5.21). Konverzija glicerola i ukupnog fosfora uvećane 

su za više od 29%, dok je konverzija ukupnog azota uvećana za 59,70%. Dobijeni rezultati 

sugerišu da se prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktoru zapremine od 3 l nakon 120 h 

nisu odvijale znaĉajne promene u pogledu prethodno diskutovanih pokazatelja uspešnosti 

biosinteze ksantana. Sa druge strane, prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktoru 

zapremine od 14 l ne dolazi do znaĉajnih promena ovih pokazatelja već nakon 96 h. Razlog tome 

leţi u ĉinjenici da se prilikom izvoĊenja optimizovanog procesa proizvodnje ksantana u 

uvećanim razmerama, odnosno u bioreaktoru odgovarajućih kontrukcionih karakteristika, 
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biosinteza brţe završava usled intenzivnijih uslova mešanja i aeracije. Ovo je znaĉajno sa 

ekonomskog aspekta jer postoji mogućnost smanjenja vremena trajanja kultivacije i to za ĉak  

72 h, što direktno utiĉe na smanjenje ukupnih troškova proizvodnog postupka. MeĊutim, 

neophodno je izvršiti dalja ispitivanja usmerena ka izvoĊenju biosinteze ksantana u još većim 

razmerama.  

Na osnovu svega navedenog moţe se konstatovati da sirovi glicerol ima veliki potencijal za 

primenu kao sirovine u ekonomski isplativoj biotehnološkoj proizvodnji ksantana primenom soja 

X. euvesicatoria  PAP LIST 4. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju 

pouzdan izvor informacija za dalji razvoj i unapreĊenje ispitivanog biotehnološkog postupka. 
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6. ZAKLJUČCI 

Istraţivanja realizovana u okviru ove doktorske disertacije proistekla su iz potraţnje za  

odgovarajućom sirovinom, što niţe trţišne vrednosti, koja bi u biotehnološkoj proizvodnji 

ksantana predstavljala adekvatnu zamenu za standardno primenjivane izvore ugljenika u 

medijumima za biosintezu, ali i iz potrebe za razvojem odrţivog postupka za iskorišćenje 

sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela, ĉije se generisanje intenzivira usled proširenja 

kapaciteta za dobijanje ovog biogoriva. Optimizacijom proizvodnje ksantana u primenjenim 

eksprimentalnim uslovima, metaboliĉkom aktivnošću lokalnog izolata X. euvesicatoria  

PAP LIST 4, na sirovom glicerolu kojeg generiše industrija biodizela na teritoriji Republike 

Srbije, standardizovan je postupak pripreme inokuluma i formulisan je sastav medijuma za 

biosintezu. Standardizacijom pripreme inokuluma definisani su optimalni odnosi najpogodnijih 

sastojaka medijuma za drugu fazu umnoţavanja odabranog proizvodnog soja, utvrĊene su 

njihove optimalne poĉetne koncentracije, kao i koncentracija inokuluma u medijumu za 

biosintezu, a skraćeno je i ukupno vreme trajanja pripreme inokuluma. Nakon formulacije 

sastava medijuma za biosintezu ĉija je osnova sirovi glicerol, gde su definisane optimalne 

poĉetne koncentracije makronutrijenata, potvrĊena je uspešnost izvoĊenja bioprocesa u 

uvećanim razmerama uz mogućnost skraćenja vremena trajanja bioprocesa. Rezultati ovih 

istraţivanja imaju nauĉni znaĉaj jer doprinose razumevanju uticaja ispitivanih parametara iz 

pojedinih segmenata bioprocesa na ţeljenu metaboliĉku aktivnost lokalnog izolata  

X. euvesicatoria PAP LIST 4, dok sa tehnološkog aspekta predstavljaju pouzdan izvor 

informacija za dodatno uvećanje razmera bioprocesa i dalji razvoj ispitivanog biotehnološkog 

postupka za iskorišćenje sirovog glicerola u cilju dobijanja biopolimera široke upotrebne i 

znaĉajne trţišne vrednosti. 

U nastavku su navedeni specifiĉni zakljuĉci izvedeni na osnovu rezultata istraţivanja iz okvira 

ove disertacije. 

 Rezultati istraţivanja koja su obuhvatala skrining mogućnosti biosinteze ksantana na 

polusintetiĉkim medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika, primenom referentnog soja 

X. campestris ATCC 13951, sojeva roda X. campestris, izolovanih sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjaĉa i sojeva X. euvesicatoria, izolovanih sa listova paprika, ukazuju da 

svi ispitivani sojevi roda Xanthomonas poseduju sposobnost produkcije ksantana na 

medijumima sa glukozom i komercijalnim glicerolom. Pored toga, utvrĊeno je i da su 

lokalni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa produktivniji u prisustvu glukoze, 

dok lokalni izolati sa listova paprika u većoj meri biosintetišu ksantan na medijumu sa 

komercijalnim glicerolom. Dobijeni rezultati pokazuju i da je prilikom kultivacije 

ispitivanih izolata roda Xanthomonas na medijumu sa komercijalnim glicerolom došlo do 

biosinteze ksantana koji su, prema srednjim vrednostima molekulskih masa, boljeg 

kvaliteta u odnosu na ksantane koje su isti proizvodni sojevi, u primenjenim 

eksperimentalnim uslovima, biosintetisali na medijumu sa glukozom. Na kraju ove faze 

istraţivanja konstatovano je da su se meĊu ispitivanim sojevima, kao najproduktivniji na 

medijumu sa komercijalnim glicerolom, izdvojili soj KUPUS iz grupe izolata sa listova 

biljaka iz porodice kupusnjaĉa, i soj PAP LIST 4, iz grupe izolata sa listova paprika. 

 Sirovi glicerol, koji je korišćen u ovim istraţivanjima kao sirovina za pripremu 

kultivacionih medijuma za razliĉite faze biotehnološke proizvodnje ksantana, sadrţi 
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izvore ugljenika i fosfora, kao i odreĊene mineralne materije, koji su neophodni za rast i 

razmnoţavanje proizvodnog mikroorganizma, ali i za biosintezu ksantana. Sve pomenute 

komponente, osim izvora azota, prisutne su u sirovom glicerolu u koncentraciji koja 

omogućava neometano odvijanje metaboliĉkih aktivnosti bakterija roda Xanthomonas. 

 Rezultati skrininga mogućnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, 

primenom referentnog soja i lokalnih izolata roda Xanthomonas, pokazuju da je 

kultivacija svih ispitivanih sojeva, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, 

rezultovala produkcijom ksantana razliĉitog kvaliteta. UtvrĊeno je i da je vreme trajanja 

kultivacije za koje se postiţe maksimalna kocentracija biopolimera odgovarajućeg 

kvaliteta kraće za sojeve izolovane sa listova paprika u odnosu na pripadnike istog 

bakterijskog roda izolovane sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa. MeĊu izolatima sa 

listova paprika, ksantan u najvećoj koliĉini produkovao je soj PAP LIST 4, dok su 

ksantan najboljeg kvaliteta biosintetisali sojevi PAP LIST 3 i PAP LIST 4. 

Najproduktivniji sojevi iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaĉa na 

medijumu sa sirovim glicerolom bili su sojevi ATCC 13951, 12-2, KARFIOL, KUPUS, 

Am i Xp 7-2, a ksantan najboljeg kvaliteta biosintetisali su sojevi Xp 3-1, Am i 

KARFIOL. 

 Budući da se, prilikom skrininga mogućnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom, nijedan od ispitivanih sojeva nije izdvojio znaĉajno, a kako bi se odabrao soj 

koji će se koristiti u nastavku istraţivanja za unapreĊenje predloţenog biotehnološkog 

postupka za iskorišćenje pomenutog efluenta industrije biodizela, izvršeno je poreĊenje 

uspešnosti biosinteze ksantana u uvećanim razmerama (Vulfova boca ukupne zapremine 

2 l) primenom pojedinih proizvodnih sojeva. Kao najpogodniji, u ovoj fazi istraţivanja, 

istakao se soj PAP LIST 4 koji je u daljim ispitivanjima korišćen kao proizvodni 

mikroorganizam. 

 Rezultati prve faze optimizacije sastava medijuma za pripremu inokuluma, koja je 

izvršena u cilju supstitucije dela glukoze u medijumu za drugu fazu umnoţavanja soja 

PAP LIST 4 sa glicerolom, konstatovano je da je medijum najpogodnije formulacije onaj 

sa 40% glukoze i 60% sirovog glicerola. UtvrĊeno je da, uvoĊenjem ovog medijuma u 

pripremne faze biotehnološkog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom, dolazi do povećanja sadrţaja produkovanog biopolimera za nešto više od 

20%, u odnosu na prethodnu fazu istraţivanja. 

 U drugoj fazi optimizacije sastava medijuma za pripremu inokuluma, koja je izvedena 

kako bi se u medijumu za drugu fazu umnoţavanja soja PAP LIST 4 definisao odnos 

sastojaka sa azotom, utvrĊeno je da je medijum najpogodnije formulacije onaj sa 100% 

sladnog ekstrakta, uz dodatak 40% glukoze i 60% sirovog glicerola. Ovom 

modifikacijom postignuto je da se sadrţaj ksantana u proizvodnom medijumu sa sirovim 

glicerolom po završetku bioprocesa poveća za nešto više od 10%, u odnosu na prethodnu 

fazu istraţivanja. 

 Treća faza optimizacije sastava medijuma za pripremu inokuluma imala je za cilj 

definisanje optimalnog poĉetnog sadrţaja odabranih sastojaka medijuma za drugu fazu 

umnoţavanja soja PAP LIST 4, kao i optimalne koncentracije inokuluma koja se dodaje 

u medijum za biosintezu.  Rezultati sprovedene optimizacije ukazuju da je za drugu fazu 

pripreme inokuluma najpogodnije primeniti medijum sa 5 g/l glukoze i sirovog glicerola 

(dodatih u odnosu 40:60) i 5 g/l sladnog ekstrakta, dok je optimalna koncentracija 
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inokuluma koja se dodaje u medijum za biosintezu 5%(v/v). Vrednosti svih variranih 

parametara smanjene su za 50% u odnosu na prethodnu fazu istraţivanja bez negativnog 

uticaja na koliĉinu produkovanog biopolimera. 

 Prilikom optimizacije vremena trajanja pripreme inokuluma konstatovano je da 

optimalno vreme trajanja prve faze umnoţavanja soja PAP LIST 4 iznosi 36 h, a druge 

48 h. U odnosu na prethodnu fazu istraţivanja, u ovom koraku ostvareno je smanjenje 

vremena trajanja umnoţavanja proizvodnog mikroorganizma u prvoj fazi pripreme 

inokuluma za 25%, što se nije odrazilo na uspešnost izvoĊenja celog proizvodnog 

postupka. 

 Optimizacija sastava medijuma sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana, u pogledu 

poĉetnog sadrţaja glicerola i poĉetnog sadrţaja izvora azota (ekstrakt kvasca i 

(NH4)2SO4), rezultovala je zakljuĉkom da je medijum najpogodnije formulacije onaj sa 

16,15 g/l glicerola i 3,00 g/l (NH4)2SO4. Kultivacijom soja PAP LIST 4 na medijumu sa 

sirovim glicerolom optimizovane formulacije, u primenjenim eksperimentalnim 

uslovima, biosintetiše se ksantan u koncentraciji koja je za 29,59% veća u odnosu na 

prethodnu fazu istraţivanja. 

 Prilikom optimizacije medijuma sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana, u pogledu 

poĉetnog sadrţaja izvora fosfora, konstatovano je da je medijum najpogodnije 

formulacije onaj sa 2,5 g/l K2HPO4. U poreĊenju sa prethodnom fazom istraţivanja moţe 

se zakljuĉiti da je u ovom koraku koliĉina fosfatne soli koja se dodaje u medijum za 

biosintezu smanjena za 16,67% bez negativnog uticaja na metaboliĉku aktivnost soja 

PAP LIST 4 i prinos biopolimera. 

 Poslednja faza istraţivanja obuhvatala je umnoţavanje soja PAP LIST 4 u 

standardizovanim uslovima, a zatim i njegovu kultivaciju u uvećanim razmerama 

(laboratorijski bioreaktori ukupne zapremine 3 l i 14 l) na medijumu sa sirovim 

glicerolom optimizovane formulacije. Na osnovu dobijenih rezultata konstatovano je da 

je veća uspešnost bioprocesa ostvarena prilikom biosinteze u laboratorijskom bioreaktoru 

ukupne zapremine 14 l zbog povoljnijih uslova mešanja i aeracije, te da se vreme trajanja 

biosinteze u tom sluĉaju moţe skratiti za 72 h. U navedenom ogledu biosintetisan je 

ksantan odgovarajućeg kvaliteta u koncentraciji od 13,95 g/l, ĉime je ostvaren znaĉajan 

stepen konverzije glicerola u ksantan, i to od 98,44%. Vrednosti konverzije glicerola, 

ukupnog azota i ukupnog fosfora ostvarene u ovoj fazi istraţivanja iznosile su 85,39%, 

69,01% i 43,72%, redom. 

 Kultivacija soja PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 14 l, na 

medijumu sa sirovim glicerolom optimizovane formulacije, rezultuje biosintezom 

ksantana ĉiji su sadrţaj i molekulska masa veći za oko 39% i 20% u odnosu na ksantan 

produkovan u fazi inicijalnog skrininga mogućnosti biosinteze ksantana na medijumu sa 

sirovim glicerolom primenom istog proizvodnog soja. Pored toga, utvrĊeno je da se 

prilikom izvoĊenja optimizovanog postupka proizvodnje ksantana primenom soja  

PAP LIST 4 u uvećanim razmerama (laboratorijski bioreaktor zapremine 14 l) ostvaruje 

stepen konverzije glicerola i ukupnog fosfora veći za više od 29%, dok je konverzija 

ukupnog azota veća za gotovo 60% u odnosu na vrednosti ostvarene kada je kultivacija 

pomenutog soja vršena u manjim razmerama (Vulfova boca ukupne zapremine 2 l) u 

okviru odabira proizvodnog soja za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim 

glicerolom. 
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8. PRILOZI 

8.1. Prilog 1 

 

Tabela 8.1. Vrednost pH medijuma sa razliĉitim izvorima ugljenika po završetku kultivacije 

sojeva Xanthomonas spp. 

  Medijum sa glukozom 
Medijum sa  

komercijalnim glicerolom 

Xanthomonas sojevi pH (1) pH (1) 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

ATCC 13951 6,25±0,04 7,18±0,03 

Am 5,26±0,02 7,09±0,04 

KARFIOL 5,48±0,02 6,96±0,05 

KUPUS 5,92±0,05 5,11±0,04 

KELJ 5,82±0,03 7,52±0,04 

Xp 3-1 6,36±0,04 7,39±0,03 

Xp 7-2 5,92±0,01 6,94±0,02 

Mn 7-2 5,83±0,07 6,77±0,03 

12-2 6,23±0,02 6,76±0,03 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 4,72±0,02 6,76±0,04 

PAP LIST 2 4,75±0,07 6,94±0,03 

PAP LIST 3 4,78±0,03 6,67±0,03 

PAP LIST 4 4,72±0,02 6,63±0,02 

PAP LIST 5 4,77±0,01 6,62±0,04 

 

 

Tabela 8.2. Sadrţaj TDS u medijumima sa razliĉitim izvorima ugljenika po završetku kultivacije 

sojeva Xanthomonas spp. 

  Medijum sa glukozom 
Medijum sa 

komercijalnim glicerolom 

Xanthomonas sojevi TDS (g/l) TDS (g/l) 

Izolati sa listova 

biljaka iz porodice 

kupusnjača 

ATCC 13951 2,68±0,05 2,80±0,06 

Am 2,64±0,06 2,77±0,02 

KARFIOL 2,66±0,06 2,70±0,06 

KUPUS 2,65±0,07 2,69±0,05 

KELJ 2,62±0,08 2,66±0,04 

Xp 3-1 2,58±0,06 2,66±0,04 

Xp 7-2 2,54±0,05 2,61±0,05 

Mn 7-2 2,60±0,05 2,79±0,04 

12-2 2,65±0,05 2,72±0,03 

Izolati sa listova 

paprika 

PAP LIST 1 2,64±0,07 2,67±0,04 

PAP LIST 2 2,61±0,05 2,68±0,03 

PAP LIST 3 2,63±0,07 2,73±0,04 

PAP LIST 4 2,67±0,05 2,77±0,03 

PAP LIST 5 2,64±0,04 2,74±0,05 
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Tabela 8.3. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja odabranih  sojeva Xanthomonas spp. na 

sadrţaj ksantana u medijumu sa komercijalnim glicerolom 

Odziv Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

P (g/l) 

 

Proizvodni soj 

 

2,982 3 0,994 2,974 0,096778 

Greška 2,674 8 0,334   
              SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata. 

 

 

Tabela 8.4. Dankanov test višestrukih poreĊenja: sadrţaj ksantana u medijumima sa 

komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije odabranih sojeva Xanthomonas spp. 

Proizvodni soj P (g/l) 

PAP LIST 5 9,73±0,56
a
 

PAP LIST 2 9,86±0,51
a
 

PAP LIST 4 10,22±0,63
ab

 

KUPUS 11,01±0,61
b
 

           P-sadržaj biosintetisanog ksantana. 

 

Tabela 8.5. Vrednost pH medijuma sa komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije sojeva 

Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

  
Kultivacija u trajanju  

od 168 h  

Kultivacija u trajanju  

od 240 h 

Xanthomonas sojevi pH (1) pH (1) 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

ATCC 13951 7,18±0,03 6,83±0,03 

Am 7,09±0,04 6,88±0,03 

KARFIOL 6,96±0,05 7,21±0,02 

KUPUS 5,11±0,04 5,08±0,02 

KELJ 7,52±0,04 7,46±0,05 

Xp 3-1 7,39±0,03 7,18±0,02 

Xp 7-2 6,94±0,02 5,51±0,02 

Mn 7-2 6,77±0,03 6,55±0,05 

12-2 6,76±0,03 6,39±0,03 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 6,76±0,04 6,40±0,02 

PAP LIST 2 6,94±0,03 6,48±0,04 

PAP LIST 3 6,67±0,03 6,32±0,10 

PAP LIST 4 6,63±0,02 6,28±0,04 

PAP LIST 5 6,62±0,04 6,41±0,05 

 

 

 

 

 

 

 



Ida Zahović                                                                                                     Doktorska disertacija                    

200 

 

Tabela 8.6. Sadrţaj TDS u medijumima sa komercijalnim glicerolom po završetku kultivacije 

sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

  
Kultivacija u trajanju  

od 168 h 

Kultivacija u trajanju  

od 240 h 

Xanthomonas sojevi TDS (g/l) TDS (g/l) 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

ATCC 13951 2,80±0,06 2,79±0,03 

Am 2,77±0,02 2,80±0,04 

KARFIOL 2,70±0,06 3,02±0,07 

KUPUS 2,69±0,05 2,93±0,04 

KELJ 2,66±0,04 3,09±0,03 

Xp 3-1 2,66±0,04 3,00±0,04 

Xp 7-2 2,61±0,05 3,15±0,05 

Mn 7-2 2,79±0,04 3,05±0,05 

12-2 2,72±0,03 3,06±0,05 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 2,67±0,04 2,69±0,02 

PAP LIST 2 2,68±0,03 2,68±0,02 

PAP LIST 3 2,73±0,04 2,72±0,03 

PAP LIST 4 2,77±0,03 2,75±0,03 

PAP LIST 5 2,74±0,05 2,74±0,04 

 

 

Tabela 8.7. Vrednost pH medijuma sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije sojeva 

Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h  

  
Kultivacija u trajanju  

od 168 h 

Kultivacija u trajanju  

od 240 h 

Xanthomonas sojevi pH (1) pH (1) 

Izolati sa listova biljaka iz 

porodice kupusnjača 

ATCC 13951 6,52±0,04 6,08±0,03 

Am 6,98±0,04 6,90±0,02 

KARFIOL 7,19±0,04 7,16±0,06 

KUPUS 7,29±0,04 6,89±0,09 

KELJ 7,48±0,03 7,37±0,06 

Xp 3-1 7,19±0,07 7,16±0,06 

Xp 7-2 5,55±0,04 5,54±0,05 

Mn 7-2 7,32±0,03 7,20±0,05 

12-2 7,41±0,03 7,33±0,03 

Izolati sa listova paprika 

PAP LIST 1 6,35±0,05 5,68±0,04 

PAP LIST 2 6,41±0,03 5,67±0,03 

PAP LIST 3 6,35±0,05 5,71±0,03 

PAP LIST 4 6,39±0,03 5,66±0,03 

PAP LIST 5 6,44±0,03 5,72±0,03 
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Tabela 8.8. Sadrţaj TDS u medijumima sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije sojeva 

Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h 

  
Kultivacija u trajanju 

 od 168 h 

Kultivacija u trajanju  

od 240 h 

Xanthomonas sojevi TDS (g/l) TDS (g/l) 

Izolati sa listova 

biljaka iz porodice 

kupusnjača 

ATCC 13951 2,94±0,04 2,97±0,04 

Am 3,03±0,03 3,06±0,05 

KARFIOL 2,94±0,03 3,01±0,03 

KUPUS 3,03±0,03 2,96±0,05 

KELJ 3,14±0,06 3,03±0,03 

Xp 3-1 3,01±0,01 3,00±0,02 

Xp 7-2 3,05±0,05 3,13±0,03 

Mn 7-2 2,97±0,02 3,03±0,03 

12-2 2,99±0,03 3,09±0,02 

Izolati sa listova 

paprika 

PAP LIST 1 2,86±0,03 2,89±0,03 

PAP LIST 2 2,92±0,03 2,88±0,02 

PAP LIST 3 2,88±0,03 2,81±0,02 

PAP LIST 4 2,90±0,02 2,86±0,01 

PAP LIST 5 2,88±0,03 2,73±0,02 

 

 

Tabela 8.9. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumima sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije odabranih sojeva Xanthomonas spp. 

Xanthomonas sojevi pH (1) TDS (g/l) 

ATCC 13951 7,37±0,07 2,96±0,08 

KUPUS 6,77±0,06 3,16±0,04 

KARFIOL 7,22±0,03 3,00±0,02 

PAP LIST 3 6,95±0,04 2,93±0,05 

PAP LIST 4 6,91±0,02 2,91±0,03 
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Tabela 8.10. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja odabranih sojeva Xanthomonas spp. na 

pokazatelje uspešnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom 

Odziv Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost 

P (g/l) 

 

Proizvodni soj 

 

16,788 4 4,197 87,330 < 0,000001 

Greška 0,481 10 0,048 - - 

KS (%) 

 

Proizvodni soj 

 

1218,860 4 304,720 1027,100 < 0,000001 

Greška 2,970 10 0,300 - - 

KP/S (%) 

 

Proizvodni soj 

 

3836,130 4 959,030 12103,900 < 0,000001 

 Greška 0,790 10 0,080 - - 

KNuk (%) 

 

Proizvodni soj 

 

202,220 4 50,550 791,500 < 0,000001 

Greška 0,640 10 0,060 - - 

KPuk (%) 

 

Proizvodni soj 

 

300,704 4,000 75,176 712,520 < 0,000001 

Greška 1,055 10 0,106 - - 

      SS – suma kvadrata; DF – stepen slobode; MS – srednja vrednost kvadrata; P-sadržaj biosintetisanog  

                     ksantana; KP/S-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; KS-stepen konverzije izvora ugljenika;  

                     KNuk-stepen konverzije ukupnog azota;  KPuk-stepen konverzije ukupnog fosfora. 

 

 

Tabela 8.11. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima 

izvora ugljenika 

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l) 

1 5,93 3,90 

2 6,07 4,10 

3 4,68 3,78 

4 5,94 4,01 

5 6,06 4,26 

6 6,04 3,87 

7 5,92 4,30 

8 5,92 4,50 

9 5,99 3,85 

10 6,12 3,89 

11 5,89 4,17 

12 6,08 3,80 

13 6,09 4,05 
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Tabela 8.12. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima 

izvora azota  

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l) 

1 6,58 4,14 

2 6,35 3,77 

3 6,68 4,07 

4 6,26 3,95 

5 6,72 4,26 

6 6,19 3,85 

7 6,58 4,20 

8 4,50 4,56 

9 5,93 3,75 

10 6,62 3,97 

11 6,58 4,47 

12 5,85 3,77 

13 6,74 4,17 

 

 

Tabela 8.13. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumima sa razliĉitim poĉetnim 

sadrţajem nutrijenata i dodatog u razliĉitim koncentracijama 

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l) 

1 6,04 3,93 

2 6,02 3,97 

3 6,00 3,87 

4 6,01 3,90 

5 6,03 3,87 

6 6,06 4,01 

7 6,11 3,65 

8 6,06 3,68 

9 6,00 3,92 

10 6,01 3,93 

11 5,90 3,49 

12 6,02 3,54 

13 6,07 3,79 

14 6,02 3,76 

15 5,99 3,64 
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Tabela 8.14. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku 

kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoţenog na medijumu optimizovane formulacije u 

razliĉitom trajanju 

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l) 

1 6,35 4,37 

2 6,33 4,32 

3 6,62 4,35 

4 6,44 4,53 

5 6,74 4,43 

6 6,56 4,32 

7 6,75 4,48 

8 6,68 4,40 

9 6,43 4,52 

10 6,65 4,40 

11 6,59 4,31 

 

 

Tabela 8.15. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem glicerola i izvora azota po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l) 

1 6,76 1,86 

2 7,21 3,62 

3 8,18 2,42 

4 7,54 3,99 

5 8,48 1,17 

6 7,55 2,88 

7 7,60 3,82 

8 7,35 4,73 

9 7,59 1,77 

10 7,83 2,08 

11 7,02 4,03 

12 7,56 3,98 

13 7,56 2,94 

14 7,62 2,91 

15 7,59 2,86 

 

 

Tabela 8.16. Vrednost pH i sadrţaj TDS u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim 

poĉetnim sadrţajem izvora fosfora po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l) 

1 5,42±0,03 2,80±0,06 

2 5,32±0,02 3,13±0,02 

3 5,34±0,05 3,17±0,17 

4 5,42±0,02 3,41±0,08 

5 5,67±0,30 3,42±0,08 

6 5,44±0,04 3,62±0,07 

7 5,59±0,04 3,87±0,03 
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Tabela 8.17. Reološke karakteristike medijuma sa sirovim glicerolom tokom kultivacije soja 

PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 l 

t (h) K [Pa·s
n
] n [1] 

0 0,0368 0,5665 

12 0,0427 0,5499 

24 0,0426 0,5462 

36 0,0447 0,5458 

48 0,0522 0,5305 

72 0,1039 0,5079 

96 0,2295 0,4826 

120 0,2973 0,4797 

144 0,408 0,4684 

168 0,4081 0,4683 
     K – fаktоr kоnzistеnciје;  

     n – indеks tоkа;  

     ηa- prividni viskozitet. 

 

 

Tabela 8.18. Reološke karakteristike medijuma sa sirovim glicerolom tokom kultivacije soja 

PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 14 l 

t (h) K [Pa·s
n
] n [1] 

0 0,0336 0,5868 

6 0,0411 0,5648 

12 0,0395 0,5749 

18 0,0366 0,5929 

24 0,0618 0,4922 

30 0,0501 0,5406 

36 0,0566 0,5128 

42 0,0565 0,5125 

48 0,0861 0,4407 

60 0,1483 0,5339 

72 0,4639 0,4517 

84 0,5742 0,4248 

96 0,741 0,3841 

108 0,7198 0,3923 

120 0,7696 0,3871 

132 0,7748 0,3851 

144 0,7638 0,3939 

168 0,7882 0,3875 

     K – fаktоr kоnzistеnciје;   

     n – indеks tоkа;  

     ηa- prividni viskozitet; 

                                                                               t-vreme trajanja bioprocesa. 
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8.2. Prilog 2 

 

 

Slika 8.1. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za sadrţaj 

ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima izvora ugljenika  

 

 

Slika 8.2. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za sadrţaj 

ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumima sa razliĉitim odnosima izvora azota 
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Slika 8.3. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za sadrţaj 

ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumima sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem nutrijenata i dodatog u razliĉitim 

koncentracijama 

 

 

 

Slika 8.4. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za sadrţaj 

ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno 

umnoţenog na medijumu optimizovane formulacije u razliĉitom trajanju 
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Slika 8.5. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za sadrţaj 

ksantana u medijumima za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem 

glicerola i izvora azota po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

 

 

Slika 8.6. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za molekulsku 

masu ksantana koje na medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem 

glicerola i izvora azota biosintetiše soj PAP LIST 4 
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Slika 8.7. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za rezidualni 

sadrţaj glicerola u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem 

glicerola i izvora azota po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 

 

 

Slika 8.8. PoreĊenje eksperimentalno dobijenih i modelom predviĊenih vrednosti za rezidualni 

sadrţaj ukupnog azota u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razliĉitim poĉetnim sadrţajem 

glicerola i izvora azota po završetku kultivacije soja PAP LIST 4 
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sp. na kultivacionom medijumu sa sirovim glicerolom kojeg generiše 
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5
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98,44%. Vrednosti  konverzije glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora 
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Rezultati ostvareni u svim fazama istraţivanja iz okvira ove doktorske 

disertacije potvrĊuju da se sirovi glicerol moţe primeniti kao sirovina u 

ekonomski isplativijoj biotehnološkoj proizvodnji ksantana primenom soja 

Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 4. 
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Abstract in English 

language:  

Xanthan is a non-toxic, biocompatible and biodegradable polysaccharide of 

microbial origin,  industrially produced using the reference strain 

Xanthomonas campestris ATCC 13951 under optimal conditions, 

discontinuously, by submerged aerobic biosynthesis in bioreactors with a 

volume of 100000 L. Glucose and sucrose have been used for decades as the 

most suitable carbon sources in cultivation media for xanthan production. 

However,rrising prices and increasing demand for these sugars indicate the 

necessary exploitation of alternative substrates of lower market value. Results 

from several researches indicate the possibility of using crude glycerol as a 

raw material for production of xanthan of satisfactory quality. Research 

related to the development of a biotechnological process of the production of 

xanthan on glycerol is still in initial stages, due to impaired metabolic activity 

of the applied production microorganism and complex content of crude 

glycerol. Considering all aforementioned, there is a need for isolation of new 

strains able to metabolize glycerol and produce xanthan, as well as to optimize 

the process of production, with the aim of achieving the highest efficiency of 

bioprocess. 

Within the research of this PhD thesis, screening of reference strain 

Xanthomonas campestris ATCC 13951 and local wild-type Xanthomonas spp. 

for xanthan biosynthesis using media with gluceose and commercial glycerol. 
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Aftewards, a representative sample of crude glycerol from the biodiesel 

industry in the Republic of Serbia was collected and its composition was 

analyzed, followed by screening of aforementioned Xanthomonas strains for 

xanthan biosynthesis using media with previously characterized crude 

glycerol. The most productive and most efficient Xanthomonas strain, in terms 

of conversion of important nutrients during cultivation on medium containing 

crude glycerol, was used in further research as a producing microorganism. 

Standardization of inoculum preparation for xanthan biosynthesis by selected 

producing strain on medium containing crude glycerol, and formulation of 

crude glycerol-based  medium composition for xanthan biosynthesis was 

performed by applying statistical planning of experiments in combination with 

modern methods of modeling and optimization of bioprocesses. The final 

phase of research within the framework of this PhD thesis involved increasing 

the size of the developed laboratory biotechnological procedure for the 

production of xanthan on a crude glycerol-based medium. Based on the 

obtained results, it was concluded that the higher success of the bioprocess 

was achieved during the biosynthesis in the laboratory bioreactor with a total 

volume of 14 l, which resulted with production of xanthan of molecular 

weight of 3.42·10
5
 g/moL in a concentration of 13.95 g/L and conversion rate 

of carbon source into product of 98.44%. The conversion rates of glycerol, 

total nitrogen and total phosphorus achieved in this phase of the study were 

85.39%, 69.01% and 43.72%, respectively.  

the results arising from the research performed in the framework of this PhD 

thesis indicate that crude glycerol has strong potential for the efficient and 

cost-effective biotechnological production of xanthan by strain Xanthomonas 

euvesicatoria PAP LIST 4. 
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Овај Образац чини саставни део докторске дисертације, односно 

докторског уметничког пројекта који се брани на Универзитету у Новом 

Саду. Попуњен Образац укоричити иза текста докторске дисертације, 

односно докторског уметничког пројекта. 

 

План третмана података 

Назив прпјекта/истраживаоа 

 

Оптимизација производње ксантана на сировом глицеролу применом локалног изолата Xanthomonas sp. 

 

Назив институције/институција у пквиру кпјих се спрпвпди истраживаое 

 

a) Tехнолошки факултет Нови Сад, Универзитет у Новом Саду 

 

Назив прпграма у пквиру кпг се реализује истраживаое 

 

 

1. Опис ппдатака 

 

1.1 Врста студије 
 

Укратко описати тип студије у оквиру које се подаци прикупљају  

Докторска дисертација 

 

1.2 Врсте података 

а) квантитативни  

б) квалитативни 

 

1.3. Начин прикупљања података 

а) анкете, упитници, тестови 

б) клиничке процене, медицински записи, електронски здравствени записи 

в) генотипови: навести врсту ________________________________ 

г) административни подаци: навести врсту _______________________ 

д) узорци ткива: навести врсту_________________________________ 

ђ) снимци, фотографије: навести врсту_____________________________ 

е) текст, навести врсту: литература  

ж) мапа, навести врсту: Google map  

з) остало: описати: web садржај 

 

1.3 Формат података, употребљене скале, количина података  

 

1.3.1 Употребљени софтвер и формат датотеке:  

a) Excel фајл, датотека: .xlsx 

b) SPSS фајл, датотека  __________________ 

c) PDF фајл, датотека: .pdf 

d) Текст фајл, датотека .docx 

e) JPG фајл, датотека .jpg, .jpeg, .tiff 

f) Остало, датотека: документи из софтверског пакета Statistica 13 и Design-Expert 8.1 

 

 



 

 

 

1.3.2. Број записа (код квантитативних података) 

 

а) број варијабли: различит у различитим експериментима (дефинисано према експерименталном плану) 

б) број мерења (испитаника, процена, снимака и сл.)  ______________________ 

 

1.3.3. Поновљена мерења  

а) да 

б) не 

 

Уколико је одговор да, одговорити на следећа питања: 

а) временски размак измедју поновљених мера је: од неколико минута до неколико  

дана 

б) варијабле које се више пута мере односе се на: одређене експерименталне анализе  

в) нове верзије фајлова који садрже поновљена мерења су именоване као ____________ 

 

Напомене:  ______________________________________________________________ 

 

Да ли формати и софтвер омогућавају дељење и дугорочну валидност података? 

а) Да 

б) Не 

Ако је одговор не, образложити _____________________________________________ 
 

2. Прикупљаое ппдатака 

 

2.1 Методологија за прикупљање/генерисање података 

 

2.1.1. У оквиру ког истраживачког нацрта су подаци прикупљени?  

а) експеримент, навести тип: хемијска анализа, статистичка анализа, карактеризација сировог глицерола, 

оптимизација 

б) корелационо истраживање, навести тип: моделовање, оптимизација, брада података (ANOVA, RSM ) 

ц) анализа текста, навести тип: преглед доступне научне литературе, дефинисање начина  

извођења истраживања, дискусија резултата и поређење са литературним подацима, извођење  

закључака 

д) остало, навести шта ______________________________________________________  

 

2.1.2 Навести врсте мерних инструмената или стандарде података специфичних за одређену научну 

дисциплину (ако постоје). 

лабораторијска тресилица - KS 4000i control, IKA® Werke, Немачка,  

Вулфове (Woulff) боце запремине 2 l,  

Лабораторијски биореактор запремине 3 l (Biostat
®
 Aplus, Sartorius AG, Göttingen, Немачка), 

Лабораторијски биореактор запремине 14 l (CH-8708, Chemap AG, Швајцарска),  

Центрифуга (Rotina 380 R, Hettich, Немачка), 

Центрифуга (Tehtnica LC-321, Словенија), 

Мултипараметарски лабораторијски анализатор (Consort C863, Белгија) и 

HPLC (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 series) 

 

2.2 Квалитет података и стандарди  

 

2.2.1. Третман недостајућих података 

а) Да ли матрица садржи недостајуће податке? Да Не 

 

Ако је одговор да, одговорити на следећа питања: 

а) Колики је број недостајућих података? __________________________ 

б) Да ли се кориснику матрице препоручује замена недостајућих података? Да    Не 

в) Ако је одговор да, навести сугестије за третман замене недостајућих података 

______________________________________________________________________________ 

 

 

2.2.2. На који начин је контролисан квалитет података? Описати 

Квалитет података контролисан је извођењем вишеструких мерења и применом статистичких  

алата за евалуацију њиховог квалитета. 



 

 

 

 

2.2.3. На који начин је извршена контрола уноса података у матрицу? 

Контрола уноса података је извршена упоређивањем добијених података са експерименталним 

резултатима и литературним подацима. 

3. Третман ппдатака и пратећа дпкументација 

 

3.1. Третман и чување података 

 

3.1.1. Подаци ће бити депоновани у репозиторијум: Националном репозиторијуму дисертација у  

Србији и у репозиторијуму Информационог система научне делатности Универзитета у  

Новом Саду. 

 

3.1.2. URL адреса: https://nardus.mpn.gov.rs/ 

3.1.3. DOI ______________________________________________________________________ 

 

3.1.4. Да ли ће подаци бити у отвореном приступу? 

а) Да 

б) Да, али после ембарга који ће трајати до ___________________________________ 

в) Не 

 

Ако је одговор не, навести разлог ________________________________________ 

 

3.1.5. Подаци неће бити депоновани у репозиторијум, али ће бити чувани.  

Образложење 

______________________________________________________________________________ 

 

3.2 Метаподаци и документација података 

3.2.1. Који стандард за метаподатке ће бити примењен? _________________________________ 

 

3.2.1. Навести метаподатке на основу којих су подаци депоновани у репозиторијум. 

_____________________________________________________________________________ 

Ако је потребно, навести методе које се користе за преузимање података, аналитичке и процедуралне 

информације, њихово кодирање, детаљне описе варијабли, записа итд. 

______________________________________________________________________________ 

 

3.3 Стратегија и стандарди за чување података 

3.3.1. До ког периода ће подаци  бити чувани у репозиторијуму? _______________________ 

3.3.2. Да ли ће подаци бити депоновани под шифром? Да   Не 

3.3.3. Да ли ће шифра бити доступна одређеном кругу истраживача? Да   Не 

3.3.4. Да ли се подаци морају уклонити из отвореног приступа после извесног времена?  

Да   Не 

Образложити 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

4. Безбеднпст ппдатака и заштита ппверљивих инфпрмација 

 

Овај одељак МОРА бити попуњен ако ваши подаци  укључују личне податке који се односе на учеснике у 

истраживању. За друга истраживања треба такође размотрити заштиту и сигурност података.  

4.1 Формални стандарди за сигурност информација/података 

Истраживачи који спроводе испитивања с људима морају да се придржавају Закона о заштити података о 

личности (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) и одговарајућег 

институционалног кодекса о академском интегритету.   

 
 

4.1.2. Да ли је истраживање одобрено од стране етичке комисије? Да Не 

Ако је одговор Да, навести датум и назив етичке комисије која је одобрила истраживање 

______________________________________________________________________________ 

 

https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html


 

 

 

4.1.2. Да ли подаци укључују личне податке учесника у истраживању? Да Не 

Ако је одговор да, наведите на који начин сте осигурали поверљивост и сигурност информација везаних 

за испитанике: 

а) Подаци нису у отвореном приступу 

б) Подаци су анонимизирани 

ц) Остало, навести шта 

______________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________________ 

 

5. Дпступнпст ппдатака 

 

5.1. Подаци ће бити  

а) јавно доступни 

б) доступни само уском кругу истраживача у одређеној научној области   

ц) затворени 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести под којим условима могу да их користе: 

______________________________________________________________________________ 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести на који начин могу приступити 

подацима: ______________________________________________________________________________ 

 

5.4. Навести лиценцу под којом ће прикупљени подаци бити архивирани. 

______________________________________________________________________________ 

 

6. Улпге и пдгпвпрнпст 

 

6.1. Навести име и презиме и мејл адресу власника (аутора) података 

 

Ида Заховић, ida.zahovic@uns.ac.rs 

 

6.2. Навести име и презиме и мејл адресу особе која одржава матрицу с подацимa 

 

Ида Заховић, ida.zahovic@uns.ac.rs 

 

6.3. Навести име и презиме и мејл адресу особе која омогућује приступ подацима другим истраживачима 

 

Ида Заховић, ida.zahovic@uns.ac.rs 

 

 

 

 

 

 


