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SPISAK OZNAKA, SIMBOLA I SKRACENICA

unutra$nji viskozitet, (1/g)

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

bo

by, by, bs
b11, D22, D33
D12, D13, D23
D

DF

d/Di

FDA
Glu:Gly

HPLC

Kn
Kpuk
Kpss
Ks
Mw

MS

izolovani sa inficiranih listova biljaka iz porodice kupusnjaca
odsecak u regresionoj jednacini

linearni koeficijenti regresione jednacine

kvadratni koeficijenti regresione jednacine

koeficijenti interakcije regresione jednacine

brzina smicanja, (100 1/s)

Degree of Freedom (engl.) — broj stepeni slobode

odnos pre¢nika mesalice i precnika suda bioreaktora, (1)
funkcija odziva

Food and Drug Administration (engl.) - Uprava za hranu i lekove
glukoza i sirovi glicerol dodati u odnosu 40:60

High Pressure Liquid Chromatography (engl.) — te¢na hromatografija pod
visokim pritiskom

faktor konzistencije, (Pa-s")

stepen konverzije ukupnog azota, (%)

stepen konverzije ukupnog fosfora, (%)

stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan, (%)
stepen konverzije izvora ugljenika, (%)
srednja molekulska masa ksantana, (g/mol)
Mean Squares (engl.) — suma srednjih kvadrata
indeks toka, (1)

rezidualni sadrzaj asimilabilnog azota (mg/1)
rezidualni sadrzaj ukupnog azota, (mg/l)
pocetni sadrzaj ukupnog azota, (mg/l)

sadrZaj rastvorenog kiseonika, (%)



OFAT

P

One-Factor-At-a-Time (engl.) - metoda ispitivanja uticaja pojedina¢nih
parametara

sadrzaj biosintetisanog ksantana, (g/l)

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

t)
tn
TDS

X1, Xz, X3

YMA

YMB

izolovani sa listova paprika sa karakteristi¢cnim simptomima bakterioze
mera aktivnosti vodonikovih jona u rastvoru, (1)
rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora, (mg/1)
pocetni sadrzaj ukupnog fosfora, (mg/l)
koeficijent determinacije
Response Surface Methodology (eng.) — metodologija odzivne povrsine
rezidualni sadrzaj izvora ugljenika, (g/l)
pocetni sadrzaj izvora ugljenika, (g/l)
Sum of Squares (engl.) — suma kvadrata
vreme trajanja bioprocesa, (h)
vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma, (h)
vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma, (h)
Total Dissolved Solids (engl.) - sadrzaj ukupnih rastvorenih soli, (mg/1)
ispitivani faktori
modelovani odziv

Yeast Maltose Agar (engl.) — agarizovan hranljivi medijum za kultivaciju
bakterija roda Xanthomonas na bazi ekstrakta kvasca i maltoze

Yeast Maltose Broth (engl.) — te¢ni hranljivi medijum za kultivaciju bakterija roda
Xanthomonas na bazi ekstrakta kvasca i maltoze

konstanta reoloskih merenja, (3,08 dyn/cm?-Skt)

otklon kazaljke reoloskog viskozimetra, (Skt)

statistiCka greska

prividni viskozitet, (mPa-s)

prividni viskozitet 1% (w/v) rastvora ksantana u 0,1 M NaCl, (mPa-s)

napon smicanja, (Pa)
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Ida Zahovié Doktorska disertacija

1. UvOD

Enormna upotreba fosilnih goriva dovela je do globalnog ekoloskog poremecaja. Ogranicene
kolicine 1 negativni efekti teCnih fosilnih goriva na kvalitet Zivotne sredine, a indirektno i na
zdravlje ljudi, doveli su do potraznje za alternativnim, obnovljivim izvorima energije. Medu
njima posebno se isti¢e biodizel, koji se sve viSe koristi kao zamena za fosilna goriva Sirom
sveta, Sto zahteva proSirenje proizvodnih kapaciteta. Intenziviranje proizvodnje biodizela za
posledicu ima generisanje znacajnih koli¢ina efluenata koji sadrze neiskoriS¢eni katalizator,
glicerol, metanol, sapune, a u malim koli¢inama mogu biti prisutni i peptidi, lecitin, proteini i
fosfolipidi. Kao najznacajniji nusproizvod prilikom proizvodnje biodizela izdvaja se sirovi
glicerol, koji pored dominantno prisutnog glicerola, u svom sastavu sadrzi i brojne necistoce.
Sirovi glicerol nastaje u koli¢ini od 10% do 20% u odnosu na zapreminu proizvedenog biodizela,
Sto ukazuje na to da se generiSu znacajne koli¢ine ovog efluenta. Kako je odlaganje
nepreciSéenog glicerola u zivotnu sredinu ekoloski neprihvatljivo, potrebno je pronaci adekvatno
reSenje za njegovo precis€avanje ili primenu u nepreciS¢enom obliku. Imajuéi u vidu gotovo
neograni¢ene mogucnosti delovanja biokatalizatora na razliitim supstratima u svrhu dobijanja
trziSno vrednih bioproizvoda, potencijalno iskoriS¢enje sirovog glicerola kao sirovine u
biotehnoloskoj proizvodnji, iz ugla ekonomske i ekoloske odrzivosti, predstavlja idealno resenje.
Teorijski gledano, glicerol moze predstavljati izvor ugljenika za znacajan broj mikroorganizama,
a eksperimentalno je potvrdeno i da neki sojevi na medijumima sa glicerolom mogu da
biosintetiSu trziSno vredne bioproizvode. Podaci iz dostupne naucne i stru¢ne literature ukazuju
da pojedini sojevi bakterija roda Xanthomonas poseduju sposobnost biosinteze ksantana na
medijumu sa glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika.

Ksantan predstavlja netoksican, biokompatibilan i biorazgradiv polisaharid mikrobioloSkog
porekla. Zahvaljujuéi svojim izuzetnim reoloskim karakteristikama, koristi se u prehrambenoj,
farmaceutskoj, naftno-petrohemijskoj, hemijskoj i tekstilnoj industriji. Budu¢i da se potraznja za
ksantanom konstantno povecava, procenjuje se da ¢e njegova trziSna vrednost u 2023. godini
iznositi 1184 miliona americ¢kih dolara, a da ¢e se do 2026. godine povecati na neSto vise od
1403 miliona ameri¢kih dolara. Ksantan se na industrijskom nivou uobicajeno dobija delovanjem
referentnog soja Xanthomonas campestris ATCC 13951 na kultivacionom medijumu
odgovarajueg sastava, u optimalnim uslovima, diskontinualno, submerznom aerobnom
biosintezom u bioreaktorima zapremine 100000 1. Tako je proizvodnja ksantana karakteristi¢na
po nespecificnosti ugljenohidratnog supstrata, glukoza i saharoza su najceS¢e koris€eni izvori
ugljenika u medijumima za biosintezu. Medutim, porast cene i sve veca potraznja za pomenutim
Se€erima ukazuju na potrebu primene alternativnih supstrata niZe trZiSne vrednosti. Otpadni
tokovi 1 sporedni proizvodi prehrambene industrije i industrije pica, koji sadrZze glukozu 1
saharozu, zadovoljavaju ove kriterijjume ali je njihova upotreba za biosintezu ksantana
ogranicena prvenstveno zbog konkurentnosti na trziStu buduci da predstavljaju pogodne sirovine
za brojne biotehnoloske procese. Ono §to takode predstavlja nedostatak ovih efluenata jeste
njihova dostupnost koja je ograni¢ena samo na teritorije gde se izvode tehnoloski postupci u
kojima se generiSu. Sa druge strane, biosinteza ksantana na medijumima ¢ija su osnova
industrijski otpadni tokovi i/ili nusproizvodi koji nisu cesto eksploatisani u biotehnologiji do
sada nije dala zadovoljavajuce rezultate, Sto je posledica otezane sposobnosti referentnog soja da
metaboliSe pojedine izvore ugljenika. Dakle, jasno je da je prvi korak u razvoju odrzivog
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biotehnoloSkog postupka proizvodnje ksantana na efluentima razliCitih grana industrije izolacija
proizvodnih mikroorganizama ¢ija metabolic¢ka aktivnost u prisustvu ponudenog izvora ugljenika
rezultuje biosintezom S$to vece koli¢ine ksantana odgovarajuceg kvaliteta.

Istrazivanja koja se odnose na razvoj biotehnoloskog postupka proizvodnje ksantana na sirovom
glicerolu jo$ uvek su u pocetnim fazama. Uzrok tome moze biti otezana metabolicka aktivnost
primenjenog proizvodnog mikroorganizma, ali i heterogen i nestandardan sastav same sirovine.
Uzimajuéi u obzir sve navedeno, javila se potreba za iznalazenjem proizvodnog soja koji
uspesno metabolise glicerol 1 biosintetiSe ksantan, kao 1 za optimizacijom postupka njegovog
dobijanja, a sve sa ciljem postizanja najvece efikasnosti bioprocesa. Razvoj biotehnoloskog
postupka proizvodnje ksantana na kultivacionom medijumu sa sirovim glicerolom bio bi u
skladu sa osnovnim principima odrzivog razvoja i potencijalno bi doprineo smanjenju sve vece
kolicine ovog efluenta na trziStu koja se generisSe i1 zavrsava kao otpad upravo zbog zasic¢enosti
trziSta 1 kompleksne prerade u cilju primene u prehrambenoj, kozmetickoj ifarmaceutskoj
industriji.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je optimizacija proizvodnje ksantana
metabolickom aktivno$¢u lokalnog izolata Xanthomonas sp. na kultivacionom medijumu sa
sirovim glicerolom kojeg generiSe industrija biodizela na teritoriji Republike Srbije. Ostvarenje
ovako postavljenog cilja zahteva poznavanje prirode biokatalizatora i biotehnoloskog postupka
proizvodnje ksantana, specifi¢nih zahteva u smislu karakteristika sirovina koje se mogu
primeniti 1 njihovih koli¢ina, kao i uslova koji su od presudnog znacaja za umnozavanje celija,
produkciju biopolimera i njegovo izdvajanje.

Realizacija osnovnog cilja ove doktorske disertacije zahteva ispunjenje sledecih specificnih
ciljeva:

e skrining mogucnosti biosinteze ksantana referentnim sojem X. campestris ATCC 13951 i
lokalnim izolatima roda Xanthomonas na polusintetickim medijumima sa glukozom i
komercijalnim glicerolom,

e karakterizacija sirovog glicerola iz industrije biodizela u Republici Srbiji,

e skrining mogucnosti biosinteze ksantana referentnim sojem X. campestris ATCC 13951 i
lokalnim izolatima roda Xanthomonas na kultivacionom medijumu sa sirovim
glicerolom,

e standardizacija pripreme inokuluma za biosintezu ksantana odabranim proizvodnim
sojem na kultivacionom medijumu sa sirovim glicerolom primenom savremenih metoda
modelovanja i optimizacije,

e formulacija sastava kultivacionog medijuma sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana
odabranim proizvodnim sojem primenom savremenih metoda modelovanja i
optimizacije,

e ispitivanje toka biosinteze ksantana odabranim proizvodnim sojem na kultivacionom
medijumu optimizovanog sastava u uvecanim razmerama (scale-up bioprocesa).

Rezultati ovih istrazivanja, dobijeni matematickim modelovanjem 1 optimizacijom odabranih
segmenata proizvodnog postupka na osnovu realnih eksperimentalnih podataka primenom
odgovarajuc¢ih softverskih paketa, sa tehnoloSskog aspekta predstavljaju pouzdan izvor
informacija za dalje unapredenje biotehnoloSkog postupka proizvodnje ksantana, kao 1 za
njegovo prenosenje sa laboratorijskog na poluindustrijski 1 industrijski nivo. Dobijeni rezultati su
u skladu sa konceptom odrzive proizvodnje, odnosno ukazuju na ekoloSku i ekonomsku
opravdanost proizvodnje ksantana na Kultivacionom medijumu sa sirovim glicerolom iz domacih
pogona za dobijanje biodizela.
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3. PREGLED LITERATURE

Odrzivi razvoj predstavlja jednu od najaktuelnijih i najznacajnijih oblasti istrazivanja danasnjice.
Intenzivna eksploatacija prirodnih resursa, nekontrolisano odlaganje otpada, klimatske promene i
zagadenje zivotne sredine, potencijalne su opasnosti po zivi svet i neophodno je $to pre pronaci
adekvatna, a pre svega odrziva reSenja navedenih problema. Kao jedno od obecavajucih resenja,
koja su u skladu sa osnovnim principima odrzivog razvoja, izdvaja se valorizacija otpada kao
sirovine u postupcima dobijanja trzi$no vrednih proizvoda (Makkar i sar., 2011; Jayathilakan i
sar., 2012). Pored toga, poslednjih decenija biopolimeri mikrobioloskog porekla proizvedeni na
kao alternativa sintetskim polimerima (Wani i Sayyed, 2014). Medutim, bitno je napomenuti da,
lako veliki broj mikroorganizama poseduje sposobnost biosinteze polimernih jedinjenja, samo
nekoliko biopolimera mikrobioloskog porekla ima industrijsku primenu (Oner, 2013). U
nastavku ¢e biti objedinjeni i navedeni podaci iz dostupne naucne literature o komercijalno
najznacajnijem mikrobioloskom polisaharidu, ksantanu, standardnom biotehnoloskom postupku
proizvodnje ovog biopolimera, kao i 0 moguénostima njegove proizvodnje na medijumu sa
sirovim glicerolom kao potencijalnom sirovinom. Takode, u okviru ovog poglavlja bice
sumirane i osnovne informacije koje se odnose na korake koje treba sprovesti prilikom razvoja
novog biotehnoloskog postupka za proizvodnju ksantana, kao i na primenu savremenih tehnika
za modelovanje i optimizaciju biotehnoloskih procesa.

3.1. KSANTAN-MIKROBIOLOSKI BIOPOLIMER

Ksantan (eng. Xanthan) predstavlja jedan od najznacajnijih polisaharida mikrobioloskog porekla.
Ovaj slozeni heteropolisaharid jo§ se naziva i1 ksantan guma i guma od kukuruznog Secera
(Nordin i sar., 2020). Ksantan nastaje metabolickom aktivnoscu bakterija roda Xanthomonas, na
kultivacionom medijumu odgovarajuceg sastava i pri optimalnim procesnim uslovima, kao
ekstracelularni sekundarni metabolit (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Prvi put je biosintetisan 1959.
godine u laboratorijama istrazivackog centra iz Sjedinjenih Americkih DrZava 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 zvani¢no je komercijalna proizvodnja ksantana pod
nazivom Kelzan zapoceta u Sjedinjenim Americkim Drzavama 1964. godine (Born i sar., 2005;
Nordin i sar., 2020). Americka Uprava za hranu i lekove (FDA, engl. Food and Drug
Administration) 1969. godine odobrila je primenu ksantana u proizvodnji hrane za americko
trziste. 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 danasnje vreme, najznacajniji proizvodaci
ksantana su: Jungbunzlauer (Svajcarska), ADM (SAD), Cargill (SAD), CP Kelco (SAD),
IFF (SAD), Deosen Biochemicals (Kina), Fufeng Group (Kina) i Meihua Group (Kina)
(Berninger i sar., 2021). Budu¢i da potraznja za ksantanom konstantno raste, procenjuje se da ¢e
njegova trziSna vrednost u 2023. godini iznositi 1184 miliona americ¢kih dolara, a prema
predvidanjima kompanije GlobeNewswire do 2026. godine proizvodnja ksantana ¢e se povecati
na nesto vise od 1403 miliona ameri¢kih dolara.
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Osnovnu strukturu molekula ksantana, kojeg biosintetiSe referentni proizvodni soj, Cine
D-glukoza, D-manoza i D-glukuronska kiselina u molskom odnosu 2:2:1, dok sporedni
strukturni niz ksantana ¢ine acetil- i piruvat- ostaci u variraju¢em odnosu (Rosalam i England,
2006). Sa slike 3.1. se uocava da je molekul ksantana razgranat i da se sastoji od linearnog dela
(osnovnog lanca) i grana (bo¢nih lanaca). Molekuli glukoze su povezani -(1—4)-glikozidnom
vezom formiraju¢i osnovni celulozni lanac. Svaki drugi ostatak glukoze osnovnog celuloznog
lanca nosi trisaharidni bo¢ni niz vezan o-(1—3)-glikozidnom vezom. Bo¢ni lanac cine
a-D-manoza za koju je PB-(1—2)-glikozidnom vezom vezana [-D-glukuronska Kkiselina.
-D-manoza predstavlja poslednju gradivnu jedinicu u trisaharidnom bo¢nom nizu i vezana je za
B-D-glukuronsku kiselinu B-(1—4)-glikozidnom vezom. Acetil- grupe unutar molekula ksantana
su vezane na C-6 atom izvesnih jedinica a-D-manoze, a pirogrozdana kiselina vezana je za C-4 i
C-6 atom B-D-manoze, ketalnom vezom. Karboksilne grupe glukuronske i pirogrozdane kiseline
zastupljene su u obliku Na, K i Ca soli (Quinten i sar., 2011).

M™=Na", K, 1/2Ca**

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

Bo¢ni trisaharidni lanci u¢vr$éuju osnovni lanac formiraju¢i 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 pseudoplasti¢ne karakteristike njegovih rastvora (Lochhead, 2017).

Ksantan je rastvorljiv u vodi i njegove rastvore karakteriSu visoke vrednosti viskoziteta cak i pri
niskim koncentracijama biopolimera (Sharma i sar., 2006). Viskozitet rastvora ksantana zavisi
od temperaturnih uslova rastvaranja i brzine hladenja, s obzirom da temperatura zna¢ajno utice
na spiralnu konformaciju ovog biopolimera. Pri niskim temperaturama spiralna konformacija je
uredena, dok vece temperature preko 100°C dovode do neuredenosti konformacije ksantana 1
opadanja viskoziteta rastvora (Garcia-Ochoa i sar., 2000; Lochhead, 2017). Viskozitet rastvora
ksantana opada pri niskim koncentracijama soli, usled smanjenja intermolekularnih interakcija.
Medutim, viskozitet rastvora ksantana postaje nezavisan od koncentracije soli ukoliko je ova
koncentracija veca od 0,1%(w/v). 1z navedenog razloga jasno je da je ksantan veoma pogodan
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reoloski modifikator za rastvore koji sadrze jone i formulacije koje se pripremaju u Sirokom
opsegu koncentracija soli (Lochhead, 2017). Rastvori ksantana pokazuju stabilnost pri Sirokom
rasponu vrednosti pH sredine, i to od 1 do 13 (Garcia-Ochoa i sar., 2000).

Proseéna vrednost molekulske mase ksantana kreée se od 2:10° g/mol do 5-10" g/mol
(Papagianni i sar., 2001; Roncevic¢ i sar., 2014). Molekulska masa ksantana direktno je povezana
sa reoloskim svojstvima njegovih rastvora zbog cega se smatra znacajnim pokazateljem
njegovog kvaliteta. Budu¢i da i veli¢ina polimernog lanca i njegova struktura uti¢u na viskozitet
rastvora ksantana, oba parametra su od izuzetne vaznosti za primenu ksantana (Lochhead, 2017).
Zahvaljujué¢i svojim izuzetnim reoloskim karakteristikama, netoksi¢nosti, biokompatibilnosti i
biorazgradivosti nasao je primenu u razli¢itim granama industrije, 1 to prehrambenoj,
farmaceutskoj, naftno-petrohemijskoj, hemijskoj i drugim (Petri, 2015). U tabeli 3.1. prikazane
su razli¢ite mogucénosti primene ksantana.

Tabela 3.1. Primena ksantana u razli¢itim granama industrije (Becker i sar., 1998; Palaniraj i
Jayaraman, 2011)

Koncentracija (%, w/w) Funkcija

Prehrambena industrija

Dresing za salate 0,10-0,50 Olaksava tecljivost
Peciva 0,05-0,30 Vezuje vodu, poboljsava teksturu
Napici 0,05-0,20 Poboljsava ukgs_, suspendujuci agens,
stabilizator pene
Gotova jela 0,10-0,30 Stabilizator
Supe i umaci 0,05-0,50 Poboljsava temperaturnu_§tabllnost, SpreGava
separaciju
Mlecni | mesni proizvodi 0,05-0,50 Stabilizator emulz[Je, |n’h|b|ra izdvajanje
teCnosti

Kozmeti¢ka industrija

Pasta za zube 0,70-1,00 Obezbeduje lako istiskivanje
Kreme i losioni 0,20-0,50 Stabilizator, daje kremastu konzistenciju
Samponi 0,20-0,50 Kontroli$e reologiju, suspendujuéi agens

Hemijska industrija

Hemikalije u poljoprivredi 0,10-0,30 Suspendujucéi agens, kontrolise zadrZavanje
Sredstva za ¢iS¢enje 0,20-0,70 pH stabilizator, produzava vreme kontakta
Boje na bazi vode 0,10-0,30 KontroliSe reologiju i penetraciju
Tekstil i Stampa na tepisima 0,20-0,50 Poboljsava obradu, kontrolise migracije boje
Abrazivi 0,10-0,30 Kontrolise reologiju
Industrija papira 0,10-0,20 Suspendujuéi agens i reolosku kontrolu
Busenje nafte 0,10-0,40 Obezbeduje dobru stabilnost soli i temperature

Farmaceutska industrija

Suspenzije i emulzije 0,10-0,50 Obezbeduje odli¢nu stabilnost i dobar tok
Tablete 1,00-3,00 Ubrzava oslobadanje leka
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Ksantan se u prehrambenoj industriji koristi u cilju sprecavanja sedimentacije i raslojavanja
proizvoda tokom skladistenja. Ovaj biopolimer koristi se i kao stabilizator pene i emulzija, te kao
se moze koristi kao dodatak pudinzima i umacima (Luyten, 1993). Takode se moze koristiti kao
zamena za jaja u pecivima, za smanjenje sadrzaja belanceta bez uticaja na izgled i1 ukus
proizvoda. Ksantan doprinosi glatko¢i, pobolj$ava zapreminu i teksturu, ali ima i znacajnu ulogu
u redukciji kalorija peciva i bezglutenskih hlebova (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Kada je u
pitanju farmaceutska industrija ksantan se koristi kao antioksidujuéi agens (Shimada i sar., 1996)
i sredstvo za raspadanje tableta (Pakovié, 1990). Cesto se koristi i u proizvodima kozmeticke
industrije kao suspendujuéi agens, stabilizator i hidriraju¢e sredstvo (Palaniraj i Jayaraman,
2011). U proizvodima za li¢nu higijenu poboljsava svojstva teCenja Sampona i te¢nih sapuna, a
predstavlja i dobro vezivo u pastama za zube i razli¢itim gelovima (Rosalam i England, 2006).
Ksantan se koristi i kao aditiv za poboljSanje viskoziteta u sekundarnoj i tercijarnoj eksploataciji
i transportu nafte (Garcia-Ochoa i sar., 2000). U industriji boja i lakova ksantan se koristi kao
stabilizator emulzija u proizvodnji tiksotropnih boja i kao stabilizator pene. Ksantan takode ima
znaCajnu primenu u agrohemiji gde se koristi kao suspenduju¢a komponenta u tecnim
pesticidima 1 dubrivima, te kao suspedujuci agens u prevlakama za papir 1 tekstil (Sutherland,
1998).

3.2. BIOTEHNOLOSKA PROIZVODNJA KSANTANA

Biotehnoloski postupak proizvodnje ksantana u industrijskim uslovima izvodi se u vise faza koje
su se tokom godina znacajno unapredile u tehnoloSkom smislu. Ovo usavrSavanje je vodeno
konstantnom teZznjom da se postigne Sto veci prinos i kvalitet biopolimera uz minimalne
troskove. Biosinteza ksantana vrSi se submerznom aerobnom kultivacijom dCiste kulture
X. campestris u medijumu odgovarajuc¢eg sastava u optimalnim uslovima, diskontinualnim
pustupkom, u bioreaktorima sa mehani¢kim meSanjem i prinudnom aeracijom. Po zavrSenoj
biosintezi ksantan se izdvaja i preci§¢ava u stepenu koji zavisi od njegove krajnje primene.
Zavr$ne faze proizvodnje ksantana obuhvataju susenje, mlevenje i pakovanje (Garcia-Ochoa i
sar., 2000; Dodi¢ 1 Grahovac, 2013). U daljem tekstu bi¢e detaljnije opisani faktori koji uticu na
samu biosintezu ksantana, a samim tim i na uspesnost izvodenja proizvodnog postupka.

3.2.1. Proizvodni mikroorganizam

Prvi korak u biotehnolo§koj proizvodnji ksantana predstavlja odabir odgovarajuc¢eg proizvodnog
mikroorganizma. Do danasnjeg 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 ukljuc¢ujuéi i one koje su
od velikog znacaja za poljoprivredu, kao Sto su kupus, paprika, paradajz 1 druge (Gumus 1 sar.,
2010). Iako je nau¢no dokazano da sojevi bakterija X. campestris, Xanthomonas malvacearum,
Xanthomonas phaseoli i Xanthomonas axonopodis imaju izrazene proizvodne karakteristike, i
dalje se za biotehnoloSku proizvodnju ksantana u industrijskim razmerama najces$¢e 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 Stapicaste
bakterije, Sirine od 0,4 um do 0,7 um i duzine od 0,7 um do 1,8 um. Uglavnom se javljaju kao
pojedinacne. Pokretne su, a kretanje ostvaruju jednom polarnom flagelom (monotrihe) koja je
obi¢no duzine od 1,7 um do 3,0 um (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Njihove kolonije su na povrsini
agara glatke, okrugle i buterne konzistencije, a na medijumu sa glukozom su najéesce sluzaste,
ispupCene 1 sjajne. Kada su vidljive golim okom, kolonije su transparentne i meke, bledo zute
boje, a ova zuta boja kolonija poti¢e od pigmenta ksantomonadina. Mikroskopski izgled ¢elija
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°C do 39°C, a optimalna temperatura za njihov rast nalazi se
u opsegu od 25°C do 30°C (Garcia-Ochoa i sar., 2000).

Slika 3.2. Bakterija roda Xanthomonas: a) mikroskopski izgled ¢elije (Janse i sar., 2001); b) rast
kolonija na agarizovanom medijumu u Petri plo¢i (Ranjani i sar., 2018);

U pogledu fizioloskih osobina bakterije roda Xanthomonas su hemoorganotrofi. Katalaza su
pozitivni, oksidaza negativni ili slabo pozitivni. H,S 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. Veéina bakterija ovog roda brzo
hidrolizuje skrob, glutaminsku i nikotinsku kiselinu. U pogledu fiziologije bakterija roda
Xanthomonas znacajan je podatak da im asparagin moze posluziti kao pogodan izvor azota u

medijumu sa glukozom (kao izvorom ugljenika), ali ne moze biti istovremeno i izvor ugljenika i
azota (Saddler i Bradbury, 2005).



Ida Zahovié Doktorska disertacija

3.2.2.2. Druge Xanthomonas vrste

Predstavnici roda Xanthomonas su gram-negativne asporogene $tapicaste 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; Paj¢in i sar.,
2020). Njihove kolonije na medijumu sa glukozom su okrugle, ispupcene i sjajne, sluzastog
izgleda, svetlozute do zuto-smede boje, tipi¢ne za bakterije roda Xanthomonas. Rastu na
temperaturi od 7°C do 39°C, a optimalna temperatura za rast nalazi se u opsegu od 25°C do
30°C. Bakterije vrste X. euvesicatoria razlazu glukozu oksidativno, ne redukuju nitrate,
hidrolizuju zelatin i1 eskulin, ne razlazu 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
najéeScée uzrokuju oboljenja paprika (Ignjatov i sar., 2010).

Xanthomonas perforans obrazuje konveksne, mukoidne kolonije zute boje. Oksidaza, amilaza i
pektinaza su pozitivni. Veoma dobro metaboliSu dekstrin, N-acetil-D-glukozaminid,
D-galaktozu, gentibiozu, laktulozu, siréetnu kiselinu, malonsku kiselinu, propionsku kiselinu,
D-alanin i L-treonin (Aiello i sar., 2013). X. perforans je vazan uzroénik bakterijskih oboljenja
povrca, posebno paradajza. Ove bakterije mogu da prezive i 10 godina unutar semena biljke
(Umesha i Avinash, 2015).

Xanthomonas gardneri predstavljaju bakterije ¢ije su kolonije na povrSini agara zute boje.
Bakterije X. gardneri su specifiécne u pogledu metabolisanja razli¢itih jedinjenja. Maltoza i
celobioza su pozitivne, dok skrob, glikogen, D-manitol, turanozu, asparagin, asparaginsku
Kiselinu, L-treonin, inozin, uridin, butandiol i glicerol ne metabolisu (Aleksandrova i sar., 2014).
Predstavnici navedenog roda su uzroé¢nci bakterijskih oboljenja paradajza i paprike (Jones i sar.,
2004).

Xanthomonas pruni su Sirine od 0,2 um do 0,4 pm i duzine od 0,8 um do 1,0 um. Pokretne su, a
kretanje ostvaruju jednom polarnom flagelom. Njihove kolonije su na povrsini agara glatke,
okrugle i zute boje. Ove bakterije su obligatni aerobi, a optimalna temperatura za njihov rast
nalazi se u opsegu od 24°C do 29°C. Kiselinu produkuju iz arabinoze, ksiloze, glukoze, fruktoze,
galaktoze, manoze, maltoze, laktoze i saharoze. Bakterije X. pruni uzrokuju oboljenja §ljive,
breskve i kajsije (Saddler i Bradbury, 2005).

Xanthomonas citri formiraju glatke, okrugle, ispupéene kolonije Zute boje, a ¢elije ovih bakterija
su sirine od 0,5 pym do 0,7 pum i duzine od 1,5 um do 2,0 um. Kretanje ostvaruju jednom
polarnom flagelom. Optimalna temperatura za njihov rast nalazi se u opsegu od 25°C do 34°C.
Poseduju sposobnost produkcije H,S. Ne produkuju gas iz glukoze, laktoze i manitola. Bakterije
X. citri je moguce izolovati sa razlicitih citrusa (Saddler i Bradbury, 2005).

X. malvacearum na povrsini agara formiraju kolonije koje su glatke, okrugle, sjajne i bledo zute
boje. Optimalna temperatura za njihov rast nalazi se u opsegu od 25°C do 30°C. Poseduju
sposobnost produkcije H,S. Kiselinu produkuju iz glukoze, galaktoze, ksiloze, laktoze, maltoze,
saharoze, glicerola i inulina. Bakterije X. malvacearum ne fermentisu arabinotu, manitol, kao ni
soli formijatne, oksalne i vinske kiseline. Predstavnici navedene vrste su uzroénci bakterijskih
oboljenja listova pamuka (Saddler i Bradbury, 2005).
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Xanthomonas oryzae formiraju kolonije koje su na povrSini agara glatke, okrugle, sjajne i zute
boje. Optimalna temperatura za njihov rast nalazi se u opsegu od 26°C do 30°C. Kiselinu
produkuju iz glukoze, laktoze i saharoze. X. oryzae je vazan uzro¢nik bakterijskih oboljenja
pirin¢a (Saddler i Bradbury, 2005).

Zanimljiva je Cinjenica da razliiti ksantanogeni sojevi na medijumima istog sastava i pod
identi¢nim procesnim uslovima produkuju razli¢itu koli¢inu ksantana razli¢ite molekulske mase,
a samim tim i kvaliteta. Naime, makromolekuli ksantana u ovom slucaju imaju isti osnovni deo
strukture, ali sadrzaj grupa povezanih sa osnovnim delom moze biti razlicit. Razlike u sastavu i
konformaciji molekula ksantana posledica su pojave da razliCite vrste roda Xanthomonas
poseduju razli¢ite metabolicke puteve i cikluse (Saddler i Bradbury, 2004). Iz ovog razloga
veoma je mali broj sojeva interesantnih za industrijsku proizvodnju ksantana. Medutim, paznja
naucne javnosti jo§ uvek je u velikoj meri usmerena ka izolovanju sojeva sa izrazenim
proizvodnim karakteristikama iz prirodnog okruzenja. lako postoje naznake da izolati iz
prirodnog okruzenja 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 znacajan faktor koji utiCe na uspeSnost biosinteze
ksantana. Proizvodni mikroorganizam potrazuje razli¢itu formulaciju nutrijenata za rast 1
razmnozavanje sa jedne strane i biosintezu ksantana sa druge. Stoga se, u zavisnosti od faze
postupka proizvodnje ksantana koriste medijumi razliitog sastava. Prema tome, razlikuju se
medijumi za pripremu inokuluma 1 medijumi za biosintezu ksantana (Dodi¢ 1 Grahovac, 2013).

Uzimajuéi u obzir prethodno navedeno, za pripremu inokuluma neophodno je obezbediti
medijum tako definisanog sastava kojim se postize brz rast proizvodnog mikroorganizma
(Garcia-Ochoa i sar., 2000). Kultivacioni medijumi koji se koriste za pripremu inokuluma u
proizvodnji ksantana obavezno sadrze izvore ugljenika i1 azota. Fermentabilni Seceri 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 takode 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 (Dodi¢ 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. Sli¢no kao medijum za pripremu inokuluma i
medijum za biosintezu ksantana sadrzi makronutrijente, ugljenik, azot i fosfor, kao i
mikronutrijente, kalijum, magnezijum i kalcijum (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Najéesc¢e se kao
izvori ugljenika u ovim medijumima koriste glukoza i saharoza. Medutim, porast cene i sve veéa
potraznja za ovim Secerima ukazuju na potrebu primene alternativnih supstrata manje trziSne
vrednosti (Sujithra i sar., 2019). Iz navedenog razloga sve je ce$¢a pojava da se polusinteticki

medijumi i kultivacioni medijumi kompleksnog sastava, bazirani na biodegradabilnim otpadnim
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tokovima i sporednim proizvodima razli¢itih grana industrije, koriste kao medijumi za biosintezu
ksantana (Ghashghaei i sar., 2016; Li i sar.,, 2016). lzvori ugljenika u polusintetickim
medijumima su tehnicka glukoza, skrob, melasa, javorov sirup, jeCmeni slad, proteini surutke,
glicerol i drugi (Dodi¢ i Grahovac, 2013; Biswa i sar., 2015; Trindade i sar., 2015), a kada su u
pitanju kompleksni medijumi rezultati brojnih nauc¢nih istrazivanja ukazuju na moguénost
biosinteze ksantana ako se kao sirovine koriste kuhinjski otpad (Li i sar., 2016) ili industrijski
efluenti, kao $to su otpadni tokovi konditorske industrije (Baji¢ i sar., 2014), glicerol iz
proizvodnje biodizela (Branddo i sar., 2013), otpadna voda od ispiranja tropa koja se generise
tokom proizvodnje piva (Dodi¢ i sar., 2011), otpadne vode vinarija (Baji¢ i sar., 2015a; Roncéevi¢
I sar., 2017), surutka (Gilani i sar., 2011), melasa (Gomashe i sar., 2013) i brojni drugi.

Prema podacima iz dostupne naucne literature preporucuje se da, U Cilju postizanja $to vece
produkcije ksantana, maksimalna koncentracija izvora ugljenika u medijumu ne prelazi 5%(w/v)
(Leela i Sharma, 2000). Rezultati naucnih istrazivanja pokazali su da se ksantan u najvecoj
koli¢ini produkuje u medijumu sa 2-4%(w/v) fermentabilnih SeCera, dok se najveci stepen
konverzije izvora ugljenika u ksantan ostvaruje kada je kultivacioni medijum za biosintezu
obogacen sa oko 1%(w/v) seéera (Souw i Demain, 1979; Garcia-Ochoa i sar., 2000).

Iako ne predstavlja strukturnu komponentu ksantana, azot predstavlja veoma znacajan nutrijent u
medijumu za biosintezu ksantana. Izvor azota je limitirajuci nutrijent za umnozavanje biomase
jer njegovim iscrpljenjem dolazi do usporavanja rasta ¢elija proizvodnog mikroorganizma i
samim tim favorizuje se biosinteza ksantana. Shodno tome, u cilju proizvodnje ksantana u §to
vecoj koli¢ini potrebno je da odnos ugljenika i azota u kultivacionom medijumu za biosintezu
bude $to je moguée veci (Carignatto i sar., 2011). Kao izvori azota u ovim medijumima koriste
se organski i1 neorganski izvori. Ekstrakt kvasca, pepton, sojino brasno i hidrolizati kazeina
najcesce su koriSc¢eni 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. Obi¢no se dodaju u obliku lako rastvornih soli, ta¢nije u vidu sulfata i fosfata (Dodi¢,
2000).

3.2.3. Procesni uslovi

Procesni uslovi poput temeperature, vrednosti pH, brzine mesanja, intenziteta aeracije, ali i
sterilnost 1 vreme trajanja bioprocesa u znacajnoj meri uticu na uspeSnost izvodenja
biotehnoloskog postupka proizvodnje ksantana. Vrednosti navedenih parametara podesavaju se
shodno krajnjem cilju proizvodnog postupka jer se optimalni uslovi za postizanje visokog
prinosa ksantana razlikuju od optimalnih uslova za biosintezu ksantana visokog kvaliteta
(Garcia-Ochoa i sar., 2000).

Sterilni uslovi su izrazito zna€ajni tokom biotehnoloske proizvodnje ksantana i iz ovog razloga
se ksantan uglavnom proizvodi diskontinualno. Na taj nacin rizik od kontaminacije je Smanjen, a
kontrola procesnih parametara je olaksana. Za biosintezu ksantana neophodno je prethodno
obezbediti ¢istu kulturu proizvodnog mikroorganizma, a potom i sterilnost posuda, kultivacionih
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medijuma, bioreaktora, vazduha za aeraciju, kao i svih dodataka koji se koriste tokom izvodenja
bioprocesa (Dodi¢ i Grahovac, 2013).

Temperatura predstavlja procesni parametar koji znaCajno utiCe na uspeSnost biosinteze
ksantana. Optimalna temperatura za intenzivan rast i umnozavanje c¢elija proizvodnog
mikroorganizma kre¢e 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 moguénost regulacije
temperature tokom izvodenja bioprocesa, uobicajeno je da se biosinteza ksantana odvija na 28°C
(Garcia-Ochoa i sar., 2000). Pored toga $to uti¢e na kvantitet, temperatura zna¢ajno uti¢e i na
kvalitet ksantana. Izvodenjem bioprocesa na temperaturi U intervalu od 25°C do 28°C dobija se
ksantan koji u svom molekulu sadrzi vise 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 veéih
molekulskih masa, a samim tim i boljeg kvaliteta sintetiSe pri nizim temperaturama (Casas i sar.,
2000).

Vrednost pH kultivacionog medijuma predstavlja jo§ jedan parametar znaCajan za uspeSnost
biosinteze ksantana. Za intenzivnu biosintezu ksantana optimalna vrednost pH nalazi se izmedu
7,0 i 8,0, dok se optimalna vrednost ovog parametra za rast i razmnozavanje bakterija roda
Xanthomonas krec¢e izmedu 6,0 i 7,5. Uzimajuéi u obzir sve navedeno, inicijalna vrednost pH
kultivacionog medijuma za proizvodnju ksantana uglavnom se podeSava na 7,0 (Sherley i
Priyadharshi, 2015). Zbog produkcije organskih kiselina i ksantana, koji sadrzi kisele
funkcionalne grupe, vrednost pH medijuma opada tokom trajanja biosinteze. Kriti¢na 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, najcesce
KOH i NaOH, pri ¢emu regulacija ovog procesnog parametra ne utiCe na kvalitet ksantana
(Garcia-Ochoa i sar., 2000). Prema literaturnim podacima, najveca uspeSnost ovog bioprocesa
postize se ukoliko se vrednost pH tokom trajanja biosinteze odrzava u opsegu od 6,0 do 8,0
(Mirik i sar., 2011).

Potrebe mikroorganizama za kiseonikom su razli¢ite u razli¢itim fazama bioprocesa i zavise od
velikog broja faktora, a optimalan sadrZaj kiseonika za rast celija ne mora uvek da bude
optimalan i za biosintezu Zeljenog metabolita. Bakterije roda Xanthomonas su obligatni aerobi i
zahtevaju prisustvo Kiseonika za rast i metabolicke aktivnosti (Rye i sar., 1988). Kiseonik se u
kultivacioni medijum unosi aeracijom, koja se obezbeduje mesanjem medijuma i provodenjem
vazduha (Becker i sar., 1998). Sadrzaj kiseonika u kultivacionom medijumu se smanjuje tokom
trajanja bioprocesa usled potrosnje ovog elementa za biosintezu ¢elijskih konstituenata, rast
biomase i obezbedivanje energije, ali i za produkciju gasovitih proizvoda metabolizma
proizvodnog mikroorganizma (Dodi¢ 1 Grahovac, 2013). Kriti¢na vrednost sadrZaja kiseonika u
fazi biosinteze ksantana nalazi se izmedu 6%(v/v) i 10%(v/v), medutim, ispod 6%(v/v) pored
smanjene sposobnosti biosinteze ksantana dolazi i do znacajnog pada specifi¢ne brzine usvajanja
kiseonika od strane proizvodnog mikroorganizma (Amanullah i sar., 1998). Podaci iz dostupne
literature sugeriSu da osim na prinos ksantana, dostupnost kiseonika znacajno utice i na kvalitet
ovog biopolimera (Sriram i Sureshkumar, 1999).

Sadrzaj rastvorenog kiseonika usko je povezan sa brzinom meSanja kultivacionog medijuma.

Mesanjem se postize homogenizacija ukupne zapremine medijuma i na taj nacin se obezbeduju
12



Ida Zahovié Doktorska disertacija

optimalni uslovi za zeljenu metabolicku aktivnost proizvodnog mikroorganizma. Veoma je
vazno da intenzitet aeracije i brzina meSanja budu adekvatno uspostavljeni kako bi se ostvarila
Sto bolja razmena kiseonika izmedu medijuma i vazduha koji se disperguje (Garcia-Ochoa i sar.,
2000). Intenzitet mesanja uslovljen je energetskom efikasno$¢u primenjene operacije, pojavom
pene usled meSanja i aeracije, prividnim povecanjem zapremine medijuma (ograni¢ena
zapremina bioreaktora) i negativnim delovanjem smicajnih sila na proizvodni mikroorganizam.
Svaki aerobni mikrobioloski proces zahteva meSalice pogodne geometrije i adekvatan intenzitet
brzine mesanja (Dodi¢ i Grahovac, 2013). Tokom izvodenja biosinteze ksantana u klasi¢nim
bioreaktorima sa mehanickim meSanjem i prinudnom aeracijom obi¢no Se intenzitet aeracije
odrzava konstantnim, dok brzina meSanja moze, ali i ne mora biti konstantna. Ukoliko se
bioproces izvodi pri konstantnoj brzini mes$anja manjoj od 500 o/min, biosinteza ksantana je
smanjena usled ograni¢enog prenosa mase kiseonika u medijumima ¢iji je viskozitet povecan
zbog produkcije ovog biopolimera. Ukoliko se proizvodnja ksantana odvija u uslovima
intenzivnog mesSanja pri brzini ve¢oj od 500 o/min, a odrzava se konstantnom u toku bioprocesa,
takode ne dolazi do povecanja produktivnosti usled pojave mehani¢kih oSecenja celija
proizvodnog mikroorganizma. U cilju reSavanja ovog problema neophodno je optimizovati
vrednost brzine meSanja u konkretnim uslovima proizvodnje. Obi¢no se brzina meSanja tokom
bioprocesa proizvodnje ksantana krece od 200 o/min do 300 o/min na pocetku kultivacije, a
potom se povecava na zeljenu vrednost u skladu sa krajnjim ciljem proizvodnog postupka
(Garcia-Ochoa i sar., 2000). Dostupni literaturni podaci ukazuju na to da se poveéanjem brzine
mesanja pove¢ava molekulska masa ksantana (Ramirez i sar.,1988).

Vreme trajanja kultivacije takode znacajno utice na proizvodnju ksantana, njegov kvalitet i
strukturu (Psomas i sar., 2007; Borges i sar., 2008). Razli¢iti mikroorganizmi metabolisu
odredene izvore ugljenika za razli¢ito vreme i shodno tome, biosintetiSu Zeljeni proizvod za
razli¢ito vreme. Generalno, vreme trajanja biosinteze ksantana krece se u opsegu od 72 h do
120 h (Psomas i sar., 2007; Reis i sar., 2010; Baji¢ i sar., 2015b), dok je u nekim istrazivanjima
vreme trajanje biosinteze ksantana iznosilo 168 h (Roncevi¢ i sar., 2014). Prema podacima iz
dostupne naucne literature povecanje vremena trajanja kultivacije pozitivno uti¢e na sadrzaj
piruvata unutar molekula ksantana, §to direktno utice 1 na molekulsku masu ovog biopolimera
(Flores Candia i Deckwer, 1999). Dakle, prilikom izvodenja biosinteze ksantana neophodno je
ustanoviti koji je to vremenski period za koji proizvodni mikroorganizam uspe$no metaboliSe
koriS¢eni supstrat 1 produkuje ksantan zadovoljavajuceg kvaliteta i1 u zeljenoj koli¢ini.

3.2.4. Proizvodni postupak

Ksantan se na industrijskom nivou uobicajeno proizvodi submerznom kultivacijom referentnog
soja X. campestris ATCC 13951 na medijumu odgovarajuceg sastava, u aerobnim uslovima i pri
optimalnim vrednostima procesnih parametara, diskontinualno, u bioreaktorima odgovarajucih
konstrukcionih karakteristika. Pojednostavljen Sematski prikaz prikaz biotehnoloskog postupka
proizvodnje ksantana u industrijskim uslovima prikazan je na slici 3.3.
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Slika 3.3. Sematski prikaz biotehnoloskog postupka proizvodnje ksantana (De Monaco Lopes i
sar., 2015)

Uspesnost biosinteze ksantana zavisi od odabira proizvodnog soja, formulacije sastava
kultivacionog medijuma, primenjenih procesnih uslova, tipa bioreaktora i rezima proizvodnje.
Razlikuju se dva rezima proizvodnje ksantana, diskontinualni i kontinualni. Proizvodnja
ksantana, ali i rast proizvodnog mikroorganizma u velikoj meri zavise od toga koji od ova dva
nacina ¢e biti primenjen (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Diskontinualni postupak proizvodnje
karakteriSe lakSa kontrola procesnih parametara 1 smanjen rizik od kontaminacije, dok
kontinualni postupak obezbeduje vecu zapreminsku produktivnost, ujednacen kvalitet proizvoda
i bolju kontrolu bioprocesa (Pejin, 2003). Glavni nedostatak primene kontinualnog postupka
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proizvodnje predstavljaju teSkoce vezane za ocuvanje asepti¢nih uslova u duzem periodu i
upravo iz ovog razloga diskontinualni postupak je dominantan rezim u proizvodnji ksantana
(Rosalam i England, 2006)

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

e osvezavanje proizvodne kulture i priprema inokuluma u laboratorijskim uslovima,
e priprema inokuluma u pogonskim uslovima,

e biosinteza ksantana i

e izdvajanje i preciS¢avanje ksantana.

Svi sojevi proizvodnih mikroorganizama ¢uvaju se na poluc¢vrstim hranljivim medijumima sa
dodatkom CaCO; uz obavezno meseCno presejavanje. Proizvodnja ksantana zapocinje
osvezavanjem i umnozavanjem fizioloski aktivnih ¢elija X. campestris u postupku pripreme
inokuluma. Osvezavanje proizvodnog mikroorganizma vrSi se na poluévrstom medijumu
odgovarajuceg sastava a sam postupak je aeroban i odvija se na temperaturi od 24°C do 26°C u
trajanju od 24°C do 48 h (Roncevi¢, 2016).

Slede¢i korak predstavlja umnoZavanje ¢elija, a zapocinje suspendovanjem celija sa polucvrstog
medijuma za osvezavanje u te¢ni medijum za umnozavanje nakon Cega sledi inkubacija koja se
odvija na temperaturi od 25°C uz obavezno meSanje u trajanju od oko 24 h (Roncevi¢, 2016).
Umnozavanje Celija proizvodnog mikroorganizma uglavnom se izvodi u vise faza. Ono $§to je
zajednicko za sve njih jesu sli¢ni uslovi (temperatura i obavezno mesanje, koje je u zavisnosti od
zapremine i geometrije suda eksterno ili interno) i vreme trajanja inkubacije, kao i nejednako
zamucéenje medijuma. U takvim inokulumima, uobi¢ajenim metodama kakva je nefelometrijska,
nemoguce je odrediti udeo ksantana i udeo biomase cCelija. Iz tog razloga, a u cilju dobijanja
inokuluma pribliznog kvaliteta, najceS¢e se vrSi viSestruko pasaziranje jer se na taj nacin
proizvodna kultura dovodi u stanje maksimalne fizioloske aktivnosti (Dodi¢ i Grahovac, 2013).
Inokulum pripremljen na ovaj nacin se dodaje u kultivacioni medijum za biosintezu u
koncentraciji od 5%(v/v) do 10%(v/v) racunato na ukupnu zapreminu medijuma (Garcia-Ochoa i
sar., 2000).

Po dodatku inokuluma u proizvodni medijum pocinje biosinteza ksantana. Proizvodnja ksantana
izvodi se u razli¢itim bioreaktorima pri ¢emu se dobijaju kultivacione tecnosti ¢ije reoloske
karakteristike nisu iste, Sto je posledica razlicite koli¢ine biosintetisanog biopolimera, ali i
njegovog kvaliteta. NajceS¢e se za biosintezu ksantana koriste bioreaktori sa mehanickim
meSanjem 1 prinudnom aeracijom. U ovim bioreaktorima intenzitet aeracije uglavnom se
podeSava na 1 I//min, dok se, usled veoma dobrog meSanja, vrednosti ostalih procesnih
parametara lako mere i regulisu (Garcia-Ochoa i sar., 2000).

Biosinteza ksantana sastoji se iz dve faze. U prvoj fazi dolazi do intenzivnog rasta i umnozavanja
¢elija proizvodnog mikroorganizma uz minimalnu produkciju ksantana, dok u drugoj fazi ne
dolazi do promene broja ¢elija proizvodnog mikroorganizma, ali dolazi do biosinteze ksantana.
Sam kraj bioprocesa karakteriSe opadanje sadrzaja biomase usled lize ¢elija. U indrustrijskim
uslovima biosinteza ksantana se odvija diskontinualno u trajanju od 72 h do 96 h (Dodi¢ i
Grahovac, 2013). Proizvodnja ksantana odvija se uz drasticne promene reologije Kultivacionog
medijuma Sto je posledica biosinteze biopolimera. 1z navedenog razloga se ovaj bioproces
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naj¢eS¢e prati analiziranjem uzoraka kultivacionog medijuma uzetih u ta¢no definisanim
vremenskim intervalima i odredivanjem njihovog viskoziteta (Dodi¢ i Grahovac, 2013).

Nakon zavrSetka biosinteze ksantana neophodno je izvrSiti izdvajanje biopolimera iz
kultivacionog medijuma, $to je relativno tezak i poprilicno skup postupak. Zbog visoke
koncentracije ksantana, medijum je veoma viskozan te je sa njim tesko raditi. Glavni problem je
sto velik viskozitet komplikuje izdvajanje biomase. Radi lakse primarne obrade, medijum se
uglavnom razblazuje, ali to uti¢e na ekonomi¢nost ¢itavog proizvodnog postupka (Garcia-Ochoa
i sar., 2000).

Izbor postupaka izdvajanja i preciS¢avanja odreden je krajnjom upotrebom ksantana i
ekonomskim ulaganjma. Od ukupnih troSkova proizvodnje ksantana, oko 50% Ccine troskovi
njegovog izdvajanja iz kultivacionog medijuma. Glavni koraci u izdvajanju i precis¢avanju
ksantana su deaktivacija i izdvajanje biomase, taloZenje biopolimera, uklanjanje vode, susenje,
mlevenje i pakovanje. Tokom postupka obrade ne sme do¢i do degradacije ksantana. Finalni
proizvod najc¢esce je suvi prah ili koncentrovani rastvor (Garcia-Ochoa i sar., 2000).

Inaktivacija proizvodnog mikroorganizma je prvi i veoma vazan korak s obzirom da su sojevi
vrste X. campestris fitopatogeni i potrebno je spreciti njihovo nekontrolisano Sirenje u okolni
prostor. U zavisnosti od krajnje namene proizvedenog biopolimera, inaktivacija proizvodnog
mikroorganizma moze se izvrSiti primenom toplotnog tretmana, tretmana biocidima i
hemikalijama ili sterilnom filtracijom (Dodi¢ i Grahovac, 2013).

Tek nakon inaktivacije c¢elija proizvodnog mikroorganizma sledi izdvajanje ksantana iz
medijuma. Ovaj korak na prvom mestu podrazumeva operacije koje za cilj imaju uklanjanje
inaktiviranih ¢elija proizvodnog mikroorganizma. To su centrifugiranje ili filtracija. Potom sledi
izdvajanje ksantana pri ¢emu se kao najcesc¢i postupak primenjuje talozenje.

Izdvajanje ksantana taloZzenjem je moguce zahvaljuju¢i polivalentnom karakteru biopolimera.
Ovaj postupak moguce je izvesti dodatkom mono- ili polivalentnih soli /ili organskih rastvaraca
kao taloznih agenasa. TaloZenje solima ograniceno je Cisto¢om i cenom. Ukoliko je biopolimer
izdvojen dodatkom soli ne preporucuje se njegova primena u prehrambenoj industriji. Od
organskih rastvaraca 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 taloZi pri sadrzaju etanola od oko 55%(v/v) 1 sadrZaju zasi¢enog rastvora
KCI od 1%(v/v) u taloznoj smesi Cija je optimalna temperatura 15°C. Ovim postupkom se
postize 1 delimi¢no preciS¢avanje taloga ksantana, a potreba za velikim utroSkom alkohola

podrazumeva njegovo recikliranje (Dodi¢ 1 Grahovac, 2013).

Tokom ranijih istrazivanja utvrdeno je da se ksantan iz kultivacionog medijuma najbolje izdvaja
taloZzenjem etanolom do postizanja koncentracije alkohola u taloznoj smesi od 60%(v/v) (Albiter
i sar., 1994). Takode, dokazano je da se primenom ultrafiltracije za koncentrisanje kultivacione
te¢nosti pre taloZenja (pri ¢emu se sadrzaj ksantana poveca sa oko 25 g/l na oko 150 g/l), moze
uStedeti oko 80% energije koja se utro$i prilikom recikliranja alkohola. Medutim, kada
koncentracija ksantana prede 100 g/l efikasnost ultrafiltracije opada, a potroSnja energije raste.
Optimizacijom ovih postupaka, utvrdeno je da je najpogodnije da se kultivaciona tecnost
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koncentriSe tako da sadrzi 70 g/l ksantana ¢ime se troSkovi izdvajanja smanjuju za oko 45%
(Dodi¢ i Grahovac, 2013).

Izdvojeni ksantan se rastvara u smesi alkohol-voda, centrifugira ili filtrira sa ciljem uklanjanja
¢elija, ostataka medijuma i pigmenata, a zatim se ponovo talozi. Nakon toga, biopolimer se susi
na rotacionim su$nicama ili suSnicama sa rasprSivacem. Usitnjavanje mlinovima do cCestica
odgovarajuce veli¢ine je finalni korak pred pakovanje u vodonepropusnu ambalazu, a vrsi se radi
boljeg rastvaranja i lakse upotrebe konacnog proizvoda (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Takode,
dodaju se i antibakterijska sredstva radi bolje stabilnosti proizvoda (Becker i sar., 1998). Na
trziste se plasira u obliku praha, paste ili suspenzije. Vazno je napomenuti da se svi koraci tokom
izdvajanja i preciS€avanja ksantana moraju izvrsiti tako da ne dode do degradiranja njegove
strukture (Palaniraj i Jayaraman, 2011).

3.3. SIROVI GLICEROL 1Z PROIZVODNJE BIODIZELA KAO
SIROVINA ZA BIOTEHNOLOSKE PROCESE

Zamena tecnih fosilnih goriva obnovljivim izvorima energije usled porasta cene nafte dovela je
do intenziviranja proizvodnje biodizela Sirom sveta. Povecanje razmera proizvodnje ovog
biogoriva, a samim tim i koli¢ine generisanih otpadnih tokova ukazuju na potrebu za njihovom
valorizacijom kako bi se odrzala isplativost proizvodnog postupka (Wang i sar., 2017). Sirovi
glicerol, kao najznacajniji nusproizvod industrije biodizela, nastaje u koli¢ini od 10% do 20% u
odnosu na zapreminu proizvedenog biodizela (Quispe i sar., 2013). Uzimajuéi u obzir da
proizvodnja biodizela raste iz dana u dan jasno je da se istovremeno generiSu sve vece kolicine
sirovog glicerola Cije ispuStanje u prirodne recipijente bez prethodne obrade izaziva brojne
ekoloske probleme zbog cega su sve ceSc¢a istraZivanja €iji je cilj pronalaZenje ekonomski 1
ekoloski prihvatljivih reSenja za njegovu valorizaciju. Kako bi reSenja razvijena na
laboratorijskom nivou bila industrijalizovana potrebna su opSirna ispitivanja koja ukljucuju
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 smeSu metil-estara visih masnih kiselina, koji nastaju iz triacilglicerola ili
slobodnih masnih kiselina iz ulja ili masti biljnog i Zivotinjskog porekla i metanola ili etanola
reakcijama transesterifikacije i esterifikacije. lako se u svetu koriste razliite sirovine za
proizvodnju biodizela, najée$ca sirovina u ovoj industriji su jestiva ulja dobijena cedenjem
uljarica (Bankovi¢-Ili¢ i sar., 2012). Postoji viSe nacina za proizvodnju biodizela, medutim,
nezavisno od vrste sirovine koris¢ene za proizvodnju biodizela i primenjenog postupka, glicerol
¢e se dobiti kao glavni nusproizvod (Soriano 1 sar., 2009).

Postupak dobijanja biodizela se odigrava u nekoliko faza, a prva medu njima je priprema
reaktanata. Na samom pocetku se ulje zagrejano do odgovarajuce temperature transportuje do
reakcione posude. U drugom sudu se meSa katalizator sa metanolom, uz zagrevanje na
temperaturi bliskoj temperaturi reakcije metanolize kako bi se smanjio utroSak energije za
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zagrevanje izmedu rezervoara i reaktora. SmeSe metanol-katalizator 1 ulje, u odgovaraju¢em
molskom odnosu, uvode se u reaktor za reakciju transesterifikacije. Transesterifikacija se odvija
na temperaturi kljuanja alkohola i atmosferskom pritisku. Po zavrSetku transesterifikacije
reakciona smesa se transportuje do separatora radi odvajanja sporednog proizvoda glicerola od
metil-estara. lzdvojeni metil-estri se odvode na precis¢avanje ispiranjem vode na sobnoj
temperaturi, radi otklanjanja zaostalog Kkatalizatora, glicerola, metanola i sapuna, uz
centrifugiranje 1 suSenje. U dekanter se izdvaja sirovi glicerol zajedno sa neiskoriS¢enim
katalizatorom i nastalim sapunima. Neophodno je neutralizovati bazni katalizator mineralnom
kiselinom usled Cega dolazi do nastajanja soli. Nastale masne kiseline tokom ove neutralizacije
se skladiSte, a bazna so se moze upotrebiti kao dubrivo. Visak alkohola u svakoj fazi izdvaja se
destilacijom. Izdvojeni alkohol se moze ponovo koristiti (Stamenkovi¢ i sar., 2009). Glicerol koji
se generiSe prilikom proizvodnje biodizela u sirovoj formi uglavnom sadrzi necistoée u
zavisnosti od procesa proizvodnje i sirovine koja se koristi (Ueoka i Katayama, 2001). Osnovne
karakteristike ¢istog, odnosno komercijalnog glicerola, kao i sirovog glicerola prikazane su u
tabeli 3.2.

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

Parametar Jedinica Cist glicerol  Sirovi glicerol

Sadrzaj glicerola  %(W/w) > 98,70 22,90-63,00
Gustina glem? 1,31 1,01-1,20
Viskoznost (mPa-s) 930,00 1213,00
pH 1) 6,40 2,00-10.80
Boja - bezbojan braon
SadrZaj pepla % (W/w) - 2,70- 5,70
Sadrzaj vode % (W/w) - 1,00- 28,70
Sadrzaj sapuna %(w/w) - 20,50-31,40
Sadrzaj metanola  %(w/w) - 6,20-12,60
Rastvorljivost - - mesa se sa vodom

Sirovi glicerol iz industrije biodizela obi¢no je ¢istoce od 55%(w/w) do 90%(w/w), a necistoce u
ovom nusproizvodu poti¢u od nekonvertovanog triacilglicerola, metanola, etanola, biodizela,
sapuna i drugih materija (Trindade i sar., 2015). Karakteri$e ga zuta do tamno braon boja, kao i
visok sadrzaj soli i slobodnih masnih kiselina (Sdrula, 2010). Osim metanola i sapuna, sirovi
glicerol takode sadrzi i neke metale 1 nemetale. Od metala, u sirovom glicerolu su prisutni
kalcijum (3-15 ppm), magnezijum (1-2 ppm), natrijum (visSe 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 naucne literature, sadrzaj pepela u sirovom glicerolu dobijenom iz
proizvodnje biodizela kre¢e se od 2,70%(w/w) do 6,34%(w/w), a sadrzaj 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 ¢itavog postupka za proizvodnju biodizela, sadrzaj sirovog
glicerola i udeo pratec¢ih necisto¢a mogu se razlikovati u manjoj ili ve¢oj 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 Republici Srbiji u toku godine proizvede do 100000 t biodizela. Pored toga,
vise od 1000 poljoprivrednika proizvodi biodizel za sopstvene potrebe zbog Cega se ne moze
do¢i do tacnih podataka o godiSnjoj proizvodnji ovog biogoriva u nasoj zemlji. Analizom
povrsine obradivog zemljiSta za gajenje kultura koje predstavljaju potencijalnu sirovinu za
dobijanje biodizela, od kojih je 93% na teritoriji Vojvodine, utvrdeno je da teorijski potencijal
proizvodnje biodizela u nasoj zemlji iznosi do 250000 t godisnje (TeSi¢ i sar., 2009). Osim
povoljnih uslova za gajenje sirovina, Srbija ima i postrojenja za proizvodnju biodizela
instalisanih kapaciteta koja premasSuju nacionalnu potraznju, $to otvara moguénost izvoza
biodizela, posebno u jugoistoénu Evropu. Prema podacima Agencije za privredni registar, u
Republici Srbiji su trenutno registrovane dve kompanije koje se aktivno bave proizvodnjom
biodizela, dok je jedna kompanija u likvidaciji. Geografska pozicija navedenih kompanija
prikazana je na slici 3.4. Cinjenica da se biodizel aktivno proizvodi u Srbiji ukazuje na to da se
odredene koli¢ine sirovog glicerola generiSu i u nasoj zemlji.
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Svetsko trziste biodizela zabelezilo je najveéi skok 2013. godine, kada su proizvodnja i potros$nja
biogoriva u transportu porasli za Gak 7%, $to predstavlja vise od 1,16-10™ 1. Najveéi deo ove
proizvodnje i potro$nje pripada evropskom trzistu (Olivera i Coelho, 2017). Evropska Unija je
najveci regionalni proizvoda¢ biodizela jos od 1992. godine. Sa druge strane, u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama je u 2013. godini proizvedeno oko 4,8-10° | biodizela, §to predstavlja 17%
od ukupne svetske proizvodnje (Olivera i Coelho, 2017). Brazil je jedan od najpoznatijih
proizvodaca biogoriva, a proizvodnja biodizela u Brazilu registrovala je ogroman skok, sa
7,36-10° 1 u 2005. na blizu 3,5:10° | u 2014. godini. Indonezija je takode znadajno poveéala
svoju proizvodnju biodizela u poslednjih deset godina kao rezultat novih mera nacionalne
politike za biogoriva, §to je dovelo ovu drzavu medu najveée svetske proizvodace biodizela.
Tajland je u poslednjih nekoliko godina povecao proizvodnju biodizela za 30%. Proizvodnja
biodizela u Africi znacajno je napredovala u poslednjih deset godina. Budué¢nost proizvodnje
pomenutog biogoriva u Africi izgleda obecavajuée jer ovaj kontinent poseduje kapacitete da
postane najvec¢i proizvodac¢ bioenergetskih useva za globalnu proizvodnju biodizela (Wolde-
Georgis i Glanzt, 2010). Struénjaci predvidaju da ¢e biodizel ¢initi od 60% do 80% transportnog
goriva u Africi do 2030. godine (Ogunkunle i Ahmed, 2019). Prema bazi portala IndexMundi
trenutno su Sjedinjene Americke Drzave najveci proizvodac biodizela u svetu, dok se Nemacka 1
Argentina nalaze na drugom i tre¢em mestu, redom.

Od 1970-ih do 2004. godine cena komercijalnog glicerola visoke ¢istoce bila je stabilna i kretala
se izmedu 1200 i 1800 $/t. Ovo relativno stabilno trziSte drasti¢no je promenjeno usled pojave
biodizela i intenziviranje njegove proizvodnje koja je pracena generisanjem sirovog glicerola kao
nusproizvoda. Kako su sve veée koli¢ine sirovog glicerola lansirane na relativno stabilno trziste,
2005. godine doslo je do pada stabilnih cena. Koli¢ina sirovog glicerola rasla je neverovatnom
brzinom, a ve¢ina hemijskih kompanija koje se bave proizvodnjom glicerola imale su problem sa
njegovim preciS¢avanjem zbog visokih tro§kova, $to je dovelo do zatvaranja razlicitih preduzeca
(Quispe i sar., 2013).

Velika koli¢ina sirovog glicerola koja se dobija nakon proizvodnje biodizela iz palminog ulja u
zemljama poput Malezije i Indonezije uzrokovala je pad cene glicerola na ¢ak 0,33 $/kg ili
manje. U 2003. godini rafinirani glicerol kostao je oko 1200 $/t, a 2006. godine cena se
stabilizovala na oko 600 $/t, ali sa snaznim trendom pada zbog rastuce proizvodnje biodizela.
Ipak, do kraja 2006. godine sirovi glicerol (80% glicerola) kostao je 125 €/t. Iste godine, cena
sirovog glicerola zabelezila je pad i u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama gde se kretala izmedu
0 $/ti 70 $/t. U 2011. godini cena sirovog glicerola u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama je bila
toliko niska, odnosno iznosila je od 0,00002 $/kg do 0,00005 $/kg, zbog Cega su mnogi
proizvodaci biodizela skladistili sirovi glicerol kako bi sacekali bolje trziSne uslove (Quispe i
sar., 2013).

U danasnje vreme, cena proizvodnje biodizela povecava se za 0,021 $/1 za svako smanjenje cene
sirovog glicerola od 0,00022 $/kg (da Silva i sar., 2009; Li i Lesnik, 2013). | pored toga, svetsko
trziSte biodizela je iz godine u godinu u porastu, uz procenu da ¢e do 2026. godine dosti¢i nivo
proizvodnije od cak 40,5-10° | biodizela (OECD/FAO, 2017). Evropska Unija je globalni lider u
proizvodnji biodizela, a osnovna sirovina za njegovu proizvodnju na ovom podrucju je ulje
uljane repice (da Silva i sar., 2009). Sve ovo nagovestava da ¢e se i u narednim godinama
generisati znacajne koli¢ine sirovog glicerola koji je neophodno adekvatno tretirati pre ispusStanja
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u okolinu. Prema izvestaju agencije ITC (International Trade Centre) cena sirovog glicerola za
2019. godinu iznosi 170 $/t. Sve navedeno sugeriSe da glicerol dobijen nakon proizvodnje
biodizela predstavlja jeftino dostupnu potencijalnu sirovinu koja se sa ili bez prethodnog
tretmana moze primeniti u odredenim industrijama.

3.3.3. Valorizacija sirovog glicerola u biotehnoloSkim procesima

Sirovi glicerol se na samom pocetku industrijskog dobijanja biodizela plasirao na trziSte u
neprecis¢enom obliku, kao pogodan za primenu u automobilskoj, duvanskoj, papirnoj i tekstilnoj
industriji (Quispe 1 sar., 2013). Kako bi se mogao upotrebiti u kozmetickoj, farmaceutskoj 1
prehrambenoj industriji sirovi glicerol je potrebno dodatno obraditi do zeljenog stepena Cistoce
(Coronado i sar., 2014). Medutim, visoki troskovi preci§¢avanja i degradacija kvaliteta zivotne
sredine razlozi su zbog kojih trziste i prirodno okruzenje ne mogu da apsorbuju sve vecée koli¢ine
sirovog glicerola, a budu¢i da se sve viSe smatra otpadom tezi se pronalasku adekvatne
alternative za njegovo iskoris¢enje (Hejna i sar., 2016).

Teorijski gledano, glicerol je pogodan izvor ugljenika za veliki broj mikroorganizama, a
eksperimentalnim ispitivanjima je i potvrdeno da neki od njih na medijumima sa glicerolom
mogu da biosintetiSu trzi$no vredne bioproizvode (Nwachukwu i sar., 2012). Glicerol predstavlja
monomer za sintezu poliestara, polietara i poliuretana, a 1,3-propandiol je jedan od prvih
proizvoda fermentacije glicerola. Takode se koristi kao izvor ugljenika u medijumu za
mikrobioloSku proizvodnju dihidroksiacetona. Glicerol se uspeSno koristi 1 prilikom
biotehnoloske proizvodnje kiselina, kao $to su sukcininska kiselina, propionska kiselina i
limunska kiselina. Ostali znacaniji proizvodi nastali fermentacijom glicerola su etanol, pigmenti,
razlic¢ita bioloSki aktivna jedinjenja 1 biosurfaktanti. U vecini slucajeva, efikasnost proizvodnje,
prinos 1 kvalitet finalnog proizvoda identi¢ni su onima koji se dobijaju na podlozi sa glukozom
(da Silva 1 sar., 2009). Uprkos tome Sto su publikovana brojna istrazivanja koja se odnose na
primenu ¢istog glicerola za biotehnolosko dobijanje razli¢itih bioproizvoda, ipak su malobrojna
ona istrazivanja u kojima je kao sirovina korisc¢en sirovi glicerol (da Silva i sar., 2009).

U pogledu metabolisanja, glicerol, kao i1 drugi mali nenaelektrisani molekuli, nesmetano prolazi
kroz ¢elijsku membranu difuzijom. Izuzetak ¢ine mikroorganizmi koji koriste isklju¢ivo pasivni
transport za unos glicerola u ¢eliju jer ispoljavaju mnogo sporiji rast pri malim koncentracijama
glicerola u podlozi. Aktivni transport glicerola se vrSi proteinima integrisanim u strukturu
membrane nekih mikroorganizama, a unutar ¢elije se konvertuje u glicerol-3-fosfat, delovanjem
enzima glicerol-kinaze. Glicerol-3-fosfat ostaje unutar ¢elije dok ga ona ne metabolise, jer ne
moze da reaguje sa transportnim enzimom u membrani (da Silva i sar., 2009). Nakon ulaska u
unutrasnjost ¢elije, veliki broj mikroorganizama koristi glicerol kao izvor ugljenika 1 energije, a
pojedine bakterije, kao S$to su Citrobacter freundii, Klebsiella pneumonia i Clostridium
pasteurianum imaju sposobnost anaerobnog metabolisanja glicerola. Druge bakterije, medu
kojima su i bakterije roda Xanthomonas, glicerol razgraduju oksidativnim putem, uz vecu
efikasnost (da Silva i sar., 2009).

Uzimajuéi u obzir prethodno navedene ¢injenice jasno je da se i sirovi glicerol moze primeniti
kao sirovina u biotehnologiji. 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 biotehnoloskoj
proizvodniji.

Johnson i Taconi (2007) su u svom istrazivanju istakli da se sirovi glicerol moze uspes$no
koristiti prilikom biotehnoloske proizvodnje butana primenom bakterija roda Clostridium. Grcki
naucnici su 2009. godine potvrdili primenu sirovog glicerola za biosintezu manitola primenom
razli¢itih sojeva Yarrowia lipolytica (LFMB 19, LFMB 20 i ACA-YC 5033) (Rymowicz i sar.,
2009). Sa druge strane, Rymowicz i saradnici su u svom istrazivanju potvrdili da prilikom
kultivacije soja Y. lipolytica Wratislavia K1 na medijumu sa sirovim glicerolom dolazi do
biosinteze eritrola, ali i odredene koli¢ine limunske kiseline.

Sirovi glicerol se takode pokazao kao dobra sirovina za biotehnolosku proizvodnju mlecne
kiseline. Naime, naucnici iz Indije su ispitivali mogucnost iskori§¢enja ¢istog i sirovog glicerola
u biotehnoloskoj proizvodnji mleéne 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 naucne literature sirovi glicerol se pokazao kao pogodan izvor
ugljenika u kultivacionom medijumu za proizvodnju 1,3-propandiola primenom bakterija
Citrobacter freundii FMCC-B294 i Klebsiella pneumoniae CGMCC 1.6366 CPS (Guo i sar.,
2009; Metsoviti i sar., 2013). Dosli su do zakljucka da se sirovi glicerol pokazao kao pogodniji
izvor ugljenika u kultivacionom medijumu prilikom proizvodnje mlecne kiseline testiranim
sojevima u primenjenim eksperimentalnim uslovima.

Pored navedenih, sirovi glicerol se pokazao kao adekvatan izvor ugljenika u medijumu za
biosintezu kiselina, kao $to su ¢ilibarna, oksalna i glicerinska (Hejna i sar., 2016). Vodeni idejom
da postoji moguénost sinteze ksantana na sirovom glicerolu naucnici iz Brazila, kao i nauénici iz
Srbije izveli su uspesnu biotehnolosku proizvodnju ksantana na medijumu koji je sadrzao sirovi
glicerol (Zahovi¢ i Trivunovi¢, 2020).

Prethodno navedeni primeri iskori§¢enja sirovog glicerola proizvodnji znacajnih bioproizvoda
ukazuju na odlican potencijal ovog efluenta kao sirovine u biotehnologiji. Biotehnolosko
iskori§¢enje sirovog glicerola za dobijanje visokovrednih proizvoda znacajno smanjuje troskove
njihove proizvodnje zbog veoma niske cene ovog supstrata. Osim toga, sve veca primena
otpadnog glicerola u biotehnoloskoj proizvodnji utice na smanjenje ekoloskih problema
izazvanih njegovim nakupljanjem u Zivotnoj sredini.
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Tabela 3.3. Primeri primene sirovog glicerola u biotehnoloskoj proizvodnji

Proizvodni mikroorganizam

Bioproizvod

Referenca

Klebsiella sp.

Clostridium sp.

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.

K. pneumoniae
Clostridium butyricum
Rhodopseudomonas palustris
Thermotoga neapolitana DSM 4359
Rhodopseudomonas palustris
Pachysolen tannophilus
Rhizopus microsporus
Acremonium chrysogenum M35
Yarrowia sp.

Y. lipolytica
Enterobacter aerogenes HU-101

Rhizopus oryzae NRRL 395

X. campestris

sir¢etna kiselina
etanol
mlecéna kiselina

sukcinska kiselina

2,3-butandiol
CO,
H;

1, 3-propandiol
acetat
butirat
aceton
butanol
etanol

sukcinat
laktat

biomasa

1, 3-propandiol
1, 3-propandiol
hidrogen
hidrogen
hidrogen

etanol

suplementi u ishrani Zivotinja

antibiotik
limunska kiselina
biosurfaktant
vodonik
mlecna kiselina

ksantan

Johnson i Taconi, 2007

Johnson i Taconi, 2007

Taccari i sar., 2012

Yang i sar., 2012
Yang i sar., 2012
Yang i sar., 2012
Sarma i sar., 2012
Sarma i sar., 2012
Liuisar., 2012
Sarma i sar., 2012
Konstantinovi¢ i sar., 2016
Konstantinovi¢ i sar., 2016
Konstantinovi¢ i sar., 2016
Ciri¢, 2017
Ciri¢, 2017

Ciri¢, 2017
Zahovi¢ i Trivunovic¢, 2020
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3.4. UNAPREPENJE BIOTEHNOLOSKOG POSTUPKA PROIZVODNJE
KSANTANA

Uspesnost izvodenja biotehnoloskog postupka za dobijanje ksantana u velikoj meri zavisi od
razlicitih faktora, i to genetskog potencijala proizvodnog mikroorganizma i njegovog odrzavanja,
sastava kultivacionih medijuma, uslova pod kojima se bioproces odvija, primenjenih tehnika i
opreme za proizvodnju, kao i od postupaka izdvajanja, pre¢is¢avanja i finalne obrade kona¢nog
proizvoda (Dodi¢ i Grahovac, 2013). Iako se ¢ini da je proizvodnja ovog mikrobioloskog
polisaharida veoma razvijena i dalje ima prostora za unapredenje postoje¢ih i razvoj novih
biotehnoloskih postupaka. Pravci u kojima treba da se krecu istrazivanja 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 najrazlicitih otpadnih
efluenata kao alternativnih supstrata (Becker i sar., 1998).

Opste je poznato da se biotehnoloska proizvodnja ksantana uspesno izvodi kultivacijom bakterija
roda Xanthomonas na medijumu sa glukozom ili saharozom, u bioreaktorima odgovarajucih
kontrukcionih karakteristika pri ta¢no definisanim procesnim uslovima (Garcia-Ochoa i sar.,
2000). Medutim, porast cene i sve intenzivnija potraznja za pomenutim Secerima i Sirovinama
koje sadrze ove Secere ukazuju na potrebu pronalaska alternativnih supstrata manje trziSne
vrednosti. Otpadni tokovi 1 sporedni proizvodi prehrambene industrije 1 industrije pi¢a koji
sadrze glukozu 1 saharozu ispunjavaju ove kriterijume, ali je njihova upotreba za biosintezu
ksantana ogranicena prvenstveno zbog konkurentnosti na trziStu budu¢i da predstavljaju pogodne
sirovine za brojne biotehnoloske procese (Baji¢ i sar., 2015a). Jos jedan nedostatak primene ovih
efluenata jeste njihova dostupnost koja je ogranicena samo na teritorije gde se izvode tehnoloski
postupci u kojima se generisu.

Dakle, kao prvi korak u razvoju ekonomski odrzivog postupka proizvodnje ksantana namece se
pronalazak alternativne sirovine koja ima nizu trzisnu vrednostu od aktuelno primenjivanih
sirovina i na kojoj metabolicka aktivnost bakterija roda Xanthomonas moze nesmetano da se
odvija. Imaju¢i 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
biotehnoloskom postupku. Pregled najvaznijih rezultata dosadasnjih istrazivanja u kojima su sa
ciljem proizvodnje ksantana razli¢iti sojevi roda Xanthomonas kultivisani na medijumima sa
¢istim 1/ili sirovim glicerolom dat je u tabeli 3.4.

Glavni nedostatak primene sirovog glicerola iz industrije biodizela u proizvodnji ovog
biopolimera ogleda se u ogranicenoj sposobnosti referentne proizvodne kulture da metaboliSe
glicerol kao izvor ugljenika (Brandao i sar., 2013; Baji¢ i sar., 2015b). Upravo iz ovog razloga
najznacajniji korak u razvoju biotehnoloSskog postupka proizvodnje ksantana na sirovom
glicerolu podrazumeva odabir proizvodnog mikroorganizma. Osim S§to treba da poseduje
mogucénost metabolisanja glicerola, potrebno je da se njegov rast na ovako kompleksnom
supstratu neometano odvija i da produkuje $to vecu koli¢inu ksantana §to boljeg kvaliteta. Nakon
odabira adekvatnog proizvodnog soja neophodno je izvrSiti optimizaciju sastava kultivacionog
medijuma koji se koristi za pripremu inokuluma, a nakon toga i optimizaciju sastava medijuma
za produkciju zeljenog proizvoda.
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Tabela 3.4. Uspesnost biosinteze ksantana na medijumima sa ¢istim i/ili sirovim glicerolom u definisanim eksperimentalnim uslovima primenom
razlicitih sojeva roda Xanthomonas

. - . — . . Mesanje Vreme Ksantan
Proizvodni mikroorganizam Izvor ugljenika Geometrija (zapremina) suda (o/min) ) (@) Referenca
Cist glicerol (50 g/l) 0,157
Xanthomonas sp. C1
Cist glicerol (25 g/l) i
saharoza (25g/1) Erl . 0.363
{Zzgmrﬁ‘lfr 180 96 Reis i sar. (2010)
Cist glicerol (50 g/1) 0,186
Xanthomonas sp. C9
Cist glicerol (25 g/l) i
saharoza (25¢/1) 0,363
X. campestris o Erlenmajer Branddo i sar.
mangiferaeindicae 2103 Sirovi glicerol (200/1) (500 ml) 250 120 7,23 (2013)
X. campestris S Bioreaktor .
mangiferaeindicae 2103 Sirovi glicerol (20g/1) (4500 ml) 500 120 6,07 Assis i sar. (2014)
X. campestris pv. magiferaeindicae N
Sirovi glicerol (50g/1) 4,98
IBSBF 1230 . . .
Erlenmajer 200 48 Trindade i sar.
500 ml 2015
X.campestris pv. magiferaeindicae IBSBF  Sirovi glicerol (25g/1) i (500 m) 407 ( )
1230 saharoza (25g/l) ’
X. campestris ATCC 13951 Cist glicerol (20g/1) E('ré%%mrf]{fr 150 120 7,44 Bajié i sar. (2015b)
. Cist glicerol (15 g/l) Erlenmajer 11,25 Roncevié i sar.,
X. campestris ATCC 13951 sirovi glicerol (15 g/l) (300 ml) 150 168 722 2020a
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Optimizacija sastava kultivacionih medijuma za pripremu inokuluma i biosintezu ksantana
izvodi se u vise koraka pri ¢emu 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 uStede vremena i resursa, korisnije je
primeniti odgovaraju¢i statisticki dizajniran eksperimentalni plan (Singh i sar., 2017). Na osnovu
podataka dobijenih iz prethodno statisti¢ki planiranih i izvedenih eksperimenata potrebno je
izvrSiti modelovanje bioprocesa nakon Cega se generisane matematicke jednacine mogu
primeniti za definisanje optimalnih vrednosti ispitivanih parametara, u konkretnom slucaju
sastojaka medijuma.

Razvoj odovaraju¢eg biotehnoloskog postupka za komercijalnu proizvodnju podrazumeva i
ispitivanje uspesnosti izvodenja u uve¢anim razmerama. Uvecanje razmera bioprocesa (scale-up)
podrazumeva povecanje veli¢ine bioreaktora, U kojem se Zeljeni bioproces odvija, od
laboratorijskog, preko poluindustrijskog do industrijskog nivoa. U cilju dobijanja istih ili bar
priblizno sli¢nih rezultata prilikom izvodenja bioprocesa u uvecanim razmerama potrebno je
slede¢e (Hsu i Lo, 2003):

e izvrsiti optimizaciju zeljenog bioprocesa na laboratorijskom nivou,

e potvrditi dobijene rezultate izvodenjem bioprocesa pod optimalnim uslovima u pilot
postrojenju i

e izvrsiti procenu ekonomske isplativosti izvodenja optimizovanog bioprocesa nha
industrijskom nivou.

Kako se tokom biosinteze ksantana deSavaju drasticne promene reologije medijuma, uveéanje
razmera ovog bioprocesa predstavlja pravi izazov. Medutim, prethodno pomenuti matematicki
modeli mogu da se iskoriste i za simulaciju bioprocesa u uve¢anim razmerama, za S$ta se
primenjuju razliciti softverski paketi. Ovo predstavlja veoma znacajan korak U razvoju novog
biotehnoloskog postupka i vodi ka njegovoj industrijalizaciji (Bas i Boyaci, 2007; Singh i sar.,
2017).

3.5. MODELOVANJE I OPTIMIZACIJA BIOTEHNOLOSKIH PROCESA

Mnoga eksperimentalna ispitivanja, koja se obavljaju u strogo kontrolisanim laboratorijskim
uslovima, karakteri$e definisanje proizvodnih uslova koji ¢e dati optimum u kvalitetu zeljenog
proizvoda i ekonomicnosti njegovog dobijanja. Ispitivanje se u ovom sluéaju uglavnom vrsi
OFAT metodom (one-factor-at-a-time). Prilikom primene ove metode pocetne vrednosti za svaki
parametar su poznate, pri ¢emu se ispituje uticaj jednog po jednog parametra tako Sto se dati
parametar menja u okviru svog domena, dok su svi ostali konstantni. Nakon §to se izvedu svi
testovi, formiraju se grafici koji pokazuju kako svaki pojedinacni parametar utie na izlazne
promenljive. Nedostatak ove metode ogleda se u tome §to njegovom primenom ne uspeva da se
ispita uticaj interakcije izmedu pojedina¢nih 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 istrazivanje, koji sa sobom povlace i velike troskove
(Lundstedt i sar, 1998). Navedeni nedostaci prevazilaze se savremenim metodama modelovanja i
optimizacije bioprocesa (Bas i Boyaci, 2007).
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Modeli za opisivanje biotehnoloSkih procesa razvijeni su zahvaljuju¢i sakupljenim neophodnim
znanjima o biohemijskim reakcijama u zivoj celiji, bioreaktorima i mernoj opremi, kao i
razvijenoj racunarskoj opremi, programima i dobro razvijenom matematickom aparatu. Razvijeni
modeli pokazali su se veoma pogodnim za uveéanje razmera, kontrolu, simulaciju i optimizaciju
bioprocesa (Baras i sar., 2009).

Uopsteno, modeli predstavljaju matematicke opise bioprocesa koji verodostojno predstavljaju
njihovu prirodu. Mogu se definisati i kao matemati¢ka formula ili jednac¢ina koja opisuje vazne
promene u toku nekog bioprocesa. Razlozi iz kojih se generisu su sledeci (Baras i sar., 2009):

e predvidanje konverzije supstrata ili proizvodnosti bioprocesa,
e ispitivanje rada postrojenja u razli¢itim uslovima,

e projektovanje bioprocesa,

e uvecanje razmera bioprocesa,

e modifikacija u cilju unapredenja bioprocesa,

e optimizacija bioprocesa,

e kompjutersko simuliranje bioprocesa,

¢ identifikovanje nepoznatih uticajnih faktora i

e kontrola bioprocesa.

Optimizacija nekog bioprocesa podrazumeva njegovo izvodenje u uslovima pri kojima se
ostvaruje najveca efikasnost. U industrijskim uslovima optimizacija podrazumeva postizanje
najvece ekonomicnosti, s obzirom da profitabilnost industrijskog bioprocesa iziskuje postizanje
maksimalnog prinosa Zeljenog proizvoda ocekivanog kvaliteta u $to jeftinijim uslovima
proizvodnje. Veoma je vazno da je optimizacija biotehnoloSkog procesa u koraku sa novim
nauénim saznanjima o svakoj fazi tog biotehnoloSkog procesa. Ovo je mogucée postici
poboljsanjem karakteristika proizvodnog mikroorganizma, sastava kultivacionih medijuma i
procesnih parametara (Baras 1 sar., 2009). Generisanje matemati¢kih modela i njihova primena u
cilju definisanja optimalnih vrednosti variranih parametara smatraju se najpopularnijim nacinima
za poveCanje efikasnosti razli€itih procesa. Medu najceSc¢e koriS¢enim tehnikama za
modelovanje 1 optimizaciju biotehnoloskih procesa izdvojio se postupak odzivne povrSine u
kombinaciji sa metodom Zeljene funkcije (Grahovac, 2011).

3.5.1. Postupak odzivne povrSine

Postupak odzivne povrSine (RSM, engl. Response Surface Methodology) predstavlja skup
matematickih i statistiCkih postupaka koji se koriste za formiranje empirijskih modela i analizu
procesa. Primenom postupka odzivne povrSine se na osnovu pazljivo odabranog plana
eksperimenta optimizuju odzivi sistema (Y) koji zavise od viSe nezavisno promenljivih faktora
(X1, Xz, Xs...) (Montgomery, 2013). Jednadina formirana ovom prilikom naziva se funkcija
odziva, a njen geometrijski prikaz se naziva odzivna povrSina i prikazuje se u dve ili tri
dimenzije (Brereton, 2003). Opsti oblik odzivne funkcije je sledeci:

Y:f(Xl, X2, X3,... Xi)+8 (31)
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gde su:

Y — analizirani parametar,

f — funkcija odziva,

X1, Xz, X3, X — ispitivani faktori,
I — broj ispitivanih faktora i

€ — statisticka greska.

Statisticka greska (€) sadrzi slucajne greske merenja i efekte sluc¢ajnih spoljnih uticaja koji nisu
obuhvaceni funkcijom f. Ova greska predstavlja razliku izmedu stvarne (izmerene) i
funkcionalnom zavisnoS¢u (modelom) izraCunate vrednosti za iste nivoe ulaznih faktora. Obe
komponente greSke eksperimenata su sluCajne veli¢ine sa normalnom raspodelom oko tacne
(istinite) vrednosti pe=0 (Montgomery, 2013). Rezultati postupka odzivne povrSine se obi¢no
predstavljaju grafic¢ki, gde je odzivni sistem (Y) nacrtan u zavisnosti od nezavisno promenljivih
parametara procesa (X i X3). Izgled odzivne povrsine prikazan je na slici 3.5.

Slika 3.5. Trodimenzionalni prikaz matemati¢kog modela generisanog primenom postupka
odzivne povrsine Koji opisuje uticaj dva parametra na posmatrani odziv, y=f(x1,X»)
(Montgomery, 2013).

Optimizacija bioprocesa primenom postupka odzivne povrSine izvodi se u tri faze:
e odredivanje nezavisnih promenljivih i njihovih nivoa,
e odabir eksperimentalnog dizajna i generisanje matrice izvodenja eksperimenata i
e generisanje mamtemati¢kih modela i ocena njihove adekvatnosti.

3.5.1.1.0dredivanje nezavisnih promenljivih i njihovih nivoa

Uspesnost svakog biotehnoloskog procesa zavisi od vise faktora. Kako nije moguce istovremeno
odrediti uticaj svih njih, potrebno je izabrati parametre sa najve¢im uticajem na posmatrani
bioproces. Skrining eksperimenti su pogodni za identifikaciju parametara koji ¢e se varirati, a
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faktorijalni planovi se mogu Koristiti u tu svrhu. Veoma je vazno za odabrane parametre odrediti
nivoe ispitivanja jer je uspeh optimizacije bioprocesa direktno povezan sa njima. Pogresno
odabrani nivoi mogu dovesti do neuspe$no izvedenih eksperimenata, ali i do nemoguénosti
definisanja adekvatnih matemati¢kih modela (Bas i Boyaci, 2007).

3.5.1.2. Odabir eksperimentalnog dizajna

Izbor adekvatnog plana za izvodenje eksperimenata predstavlja kritiénu tacku u primeni
postupka odzivne povrsine. Statisticko planiranje eksperimenata (Design of Experiments - DoOE)
je opste prihvaéena metoda u inzenjerskim ispitivanjima. Ova metoda obuhvata istovremeno
posmatranje promena viSe ulaznih parametara i analizu znaCajnosti uticaja posmatranih
parametara na rezultate eksperimenta. NajceS¢e se koriste slede¢i eksperimentalni planovi
(Ivanovi¢ i sar, 2014):

e potpuni faktorski dizajn,
e centralni kompozitni dizajn i
e Boks-Benkenov (Box-Behnken) dizajn.

Pored navedenih, eksperimentalnih dizajna, dizajn smeSe je takode pronasao primenu u
optimizaciji procesa. Dizajn smeSe predstavlja vrstu eksperimentalnog dizajna koja se Koristi
kada se ispituje formulacija koju Cine vise razlicitih sastojaka, ¢iji je zbir udela stalan. Primenom
dizajna smeSe se na osnovu najmanjeg broja eksperimenata pouzdano dolazi do odredenih

zakljucaka (Krsti¢ i Ibri¢, 2016).

Za optimizaciju eksperimentalnih rezultata primenom postupka odzivne povrSine najcesce se
koristi Boks-Benkenov plan. Prednost Boks-Benkenovog plana nad ostalima ogleda se u
efikasnosti, odnosno odnosu izmedu 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 povrSine prikazuje se u obliku polinoma obzirom da se stepen fitovanja
eksperimentalnih podataka moze poboljsati povecanjem stepena polinoma. Polinomi prvog reda
uzimaju u obzir samo linearne uticaje pojedinacnih faktora. Medutim, ukoliko se vrsi
optimizacija procesa, neophodno je koristiti polinome drugog 1 viSeg reda. Oblik odzivne
funkcije u postupku odzivne povrSine najceS¢e se ocenjuje analizom varijanse (ANOVA).
ANOVA je najpoznatija statisticka metoda koriS¢ena za poredenje srednjih vrednosti vise
posmatranih grupa podataka (Ivanovi¢ i sar., 2014).

Jedna od najznacajnijih prednosti primene Boks-Benkenovog dizajna je to S§to ne sadrzi
kombinacije faktora u kojima su svi istovremeno na maksimalnom ili minimalnom nivou. Dakle,
izvodenjem ogleda dizajniranih prema ovom dizajnu mogu se izbe¢i ekstremni eksperimentalni
uslovi za koje su moguéi neprihvatljivi rezultati. Medutim, bitno je napomenuti da se sve
pomenute prednosti Boks-Benkenovog plana gube kada se ispituje uticaj vise od Cetiri faktora
(Ferreira i sar., 2007).
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3.5.1.3. Generisanje matemati¢kih modela

Na osnovu podataka dobijenih iz statisticki dizajniranih eksperimenata moguce je generisati
matematicke modele pomoc¢u kojih se opisuje uticaj nezavisnih promenljivih (faktora) na
odabrane zavisne promenljive (odzive) bioprocesa. Medutim, matematicki modeli mogu da se
koriste i za predvidanje ishoda bioprocesa prilikom variranja vrednosti nezavisnih promenljivih.
Definisani matematicki modeli su polinomskog oblika, a definisanje znacajnosti pojedinih
faktora moguce je odraditi pomocéu Studentovog t-testa. Nakon odredivanja vrednosti
koeficijenata u jednacini moguce je izraCunati vrednosti posmatranog odziva. Adekvatnost
modela tumadi se na osnovu koeficijenata determinacije (R%), kao mere odstupanja odzivne
funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata (Joki¢, 2010).

3.5.1.4. Prednosti i nedostaci primene postupka odzivne povrSine

Kao Sto je ve¢ prethodno navedeno, postupak odzivne povrSine odlikuje nekoliko prednosti u
odnosu na ostale metode optimizacije. Glavna prednost primene postupka odzivne povrSine
ogleda se u smanjivanju broja eksperimenata uz obezbedivanje dovoljnog broja informacija za
odredivanje statisticki validnih rezultata. Postupkom odzivne povrSine moze se odrediti
zajednicki uticaj viSe faktora na posmatrani odziv. Navedene prednosti omogucéavaju uspesnu
primenu postupka odzivne povrSine za reSavanje optimizacionih problema u razli¢itim
biotehnoloSkim procesima (Bas i Boyaci, 2007).

Sa druge strane, najveéi nedostatak primene postupka odzivne povrSine ogleda se u
nemogucénosti opisivanja dobijenih eksperimentalnih podataka kvadratnim modelom. Ovaj
problem se prevazilazi variranjem nezavisnih parametara u uZem opsegu ¢ime se povecava
adekvatnost modela, medutim, ujedno se smanjuje moguc¢nost odredivanja stacionarne tacke. 1z
ovog razloga je u statistickom planiranju eksperimenata veoma vazno odrediti opseg u kom ¢e se
ispitivani faktori varirati (Bas 1 Boyaci, 2007).

3.5.2. Metoda Zeljene funkcije

Po zavrSetku modelovanja dobijaju se matematicki modeli koji predstavljaju osnovu za
optimizaciju bioprocesa. Optimizacijom se dolazi do optimalnih vrednosti ispitivanih nezavisnih
promenljivih u cilju maksimizacije, minimizacije ili odrzavanja vrednosti zavisnih promenljivih
u Zeljenom opsegu. Za optimizaciju biotehnoloskih procesa najcesce se koristi metoda Zeljene
funkcije (Desirability Function Approach) (Bas i Boyaci, 2007).

Metoda zeljene funkcije predstavlja postupak za optimizaciju biotehnoloskih procesa sa dva ili
viSe variranih odziva. Primenom metode Zeljene funkcije vrsi se konvertovanje individualnih
odziva u individualne Zeljene funkcije Cije vrednosti se kre¢u od nula do jedan. NajniZa vrednost
individualne Zeljene funkcije predstavlja najloSiju vrednost, dok vrednost jedan predstavlja
najbolju vrednost posmatranog odziva. Ukupna Zeljena funkcija jednaka je geometrijskoj sredini
pojedinacnih Zeljenih funkcija (Ferreira i sar., 2007). Kako razli¢iti odzivi imaju razli€it znacaj
za optimizaciju posmatranog bioprocesa svakom od njih se moze dodeliti prioritet od kojeg ¢e
zavisiti 1 optimalne vrednosti variranih parametara. Najmanje znacajnom odzivu dodeljuje se
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vrednost prioriteta jedan (*), a najznacajnijem pet (*****). Ukupna zeljena funkcija ima
vrednost jedan samo u slucaju kada svaka pojedinacna Zeljena funkcija ima maksimalnu
vrednost. Kada makar jedna pojedinacna zeljena funkcija ima najloSiju, odnosno najmanju
mogucu vrednost (nula) tada i ukupna zeljena funkcija ima tu vrednost $to znaci da nije moguce
izvesti optimizaciju (Costa i sar., 2011).
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. PROIZVODNI SOJEVI

Za biosintezu ksantana u okviru ovih istrazivanja koris¢eno 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 kupusnja¢a (Am, KUPUS, KELJ, KARFIOL, Xp 3-1, Xp 7-2, Mn 7-2 i 12-2)
koji su klasi¢énim mikrobiolo§kim metodama identifikovani kao sojevi X. campestris, dok drugu
grupu ¢ine sojevi roda Xanthomonas izolovani sa listova paprika sa karakteristiénim 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 (Pajc¢in i
sar., 2020). Navedeni sojevi ¢uvaju se na agarizovanom medijumu odgovarajuéeg sastava (Yeast
Malt Agar, YMA®, HiMedia, Indija), na temperaturi od 4°C, u zbirci kultura Tehnologkog
fakulteta Novi Sad, Srbija (referentni soj i sojevi izolovani sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca), kao i u zbirci kultura Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, Srbija (sojevi
izolovani sa listova paprika).

U eksperimentima koji su za cilj imali skrining mogucnosti biosinteze ksantana primenom sojeva
Xanthomonas spp. na razli¢itim medijumima (poglavlja 5.1. i 5.3) kori$¢eno je svih 14 sojeva,
izuzev u okviru poglavlja 5.3.3. gde je koris¢eno pet odabranih proizvodnih sojeva
(ATCC 13951, KUPUS, KARFIOL, PAP LIST 3 i PAP LIST 4). Za dalja ispitivanja (poglavlja
5.4-5.6) koris¢en 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 znacaja za biotehnolosku proizvodnju ksantana.
U zavisnosti od faze proizvodnog postupka koriste se medijumi razliCitog sastava, usled
razli¢itih zahteva proizvodnog mikroorganizma u pogledu nutrijenata u razlictim fazama
proizvodnje ksantana. Shodno tome, u okviru ovog ispitivanja koris¢ene su dve vrste
kultivacionih medijuma, za pripremu inokuluma i za biosintezu ksantana.

4.2.1. Kultivacioni medijumi za pripremu inokuluma

U okviru ovih istrazivanja za osvezavanje proizvodnog mikroorganizma koris¢en je komercijalni
medijum YMA® (HiMedia, Indija).

Umnozavanje proizvodnog mikroorganizma u svim eksperimentima odvijalo se u dva koraka. U
prvom koraku umnoZavanja uvek je korii¢en komercijalni medijum YMB® (Yeast Malt Broth,
HiMedia, Indija), dok su u drugom koraku umnozavanja korisc¢eni razli¢iti medijumi u razli¢itim
fazama ispitivanja.
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Prilikom skrininga moguc¢nosti biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp. na
razli¢itim medijumima (poglavlja 5.1. i 5.3) u drugom koraku umnoZavanja proizvodnog
mikroorganizma kori§¢en je komercijalni medijum YMB® (HiMedia, Indija).

U eksperimentima koji su za cilj imali standardizaciju pripreme inokuluma (poglavlje 5.4) u
drugom koraku umnozavanja odabranog proizvodnog soja koris¢eni su medijumi sa razli¢itim
izvorima nutrijenata. Prilikom definisanja optimalnog odnosa glukoze i glicerola u medijumu za
pripremu inokuluma (poglavlje 5.4.1) koris¢eni su medijumi sa razli¢itim odnosima ispitivanih
izvora ugljenika, odnosno glukoze (D-glukoza p.a., Lach-Ner, Ceska), komercijalnog glicerola
(Glicerol p.a., Lach-Ner, Ceska) 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 sadrzali i 3 g/
ekstrakta kvasca, 3 g/l sladnog ekstrakta i 5 g/l peptona.

U eksperimentima ¢iji je krajnji cilj bio definisanje optimalnog sastava medijuma za pripremu
inokuluma u pogledu odnosa sastojaka sa azotom (poglavlje 5.4.2) kori§¢eni su medijumi sa
razli¢itim 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 istrazivanja sadrzali su i glukozu i sirovi glicerol, koji su dodati u
prethodno optimizovanom odnosu (40:60), u ukupnoj koncentraciji od10 g/I.

U eksperimentima ciji je krajnji cilj bio definisanje optimalnog pocetnog sadrzaja sastojaka
medijuma za pripremu inokuluma, kao i koli¢ine dodatog inokuluma (poglavlje 5.4.3) varirani su
pocetni sadrzaj glukoze i glicerola dodati u odnosu 40:60 (5-15 g/l), pocetni sadrzaj 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 istrazivanjima (poglavlja 5.4.4., 5.5. 1 5.6).

Priprema svih kultivacionih medijuma obuhvatala je i korekciju vrednosti pH na 7,0+0,2 pre
sterilizacije koja je vrSena u autoklavu na temperaturi od 121°C i pritisku od 2,1 bar u trajanju od
20 min. Po zavrsetku sterilizacije u primenjenim uslovima nije zabelezena promena vrednosti pH
medijuma veca od 0,2.

4.2.2. Kultivacioni medijumi za biosintezu ksantana

U prvoj fazi skrininga mogucnosti biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp.
(poglavlje 5.1) korisceni su polusinteticki medijumi sa razli¢itim 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),SO4 u koncentracijama od 3,0 g/l i
1,5 g/l, redom. Pored navedenog, medijumi su sadrzali i 0,3 g/l MgSO,4-7H,0 i 3,0 g/l K;HPO..

Prilikom skrininga mogucnosti biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp. na
medijumu sa sirovim glicerolom (poglavlje 5.3) koris¢en je medijum koji je u svom sastavu
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sadrzao sirovi glicerol generisan u domacem pogonu za proizvodnju biodizela iz otpadnog ulja.
Sirovi glicerol je u medijum za biosintezu dodat u koli¢ini koja obezbeduje pocetni sadrzaj
glicerola od 20,0 g/l. Kao izvori azota koriS¢eni su ekstrakt kvasca i1 (NH4)2SO; u
koncentracijama od 3,0 g/l i 1,5 g/l, redom. Kao i u prethodno izvedenim eksperimentima,
medijum je sadrzao i 0,3 g/l MgSO,4-7H,0 i 3,0 g/l K;HPO,. Isti medijum za biosintezu ksantana
koris¢en je i u ogledima ¢iji je krajnji cilj bio standardizacija pripreme inokuluma (poglavlje
5.4).

Eksperimenti koji su za cilj imali formulaciju sastava kultivacionog medijuma sa sirovim
glicerolom za biosintezu ksantana (poglavlje 5.5), obuhvatali su ispitivanje uspesnosti biosinteze
ksantana primenom odabranog proizvodnog soja na medijumima razliitog sastava. U
eksperimentima koji su vrseni radi optimizacije sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu za
biosintezu ksantana (poglavlje 5.5.1) koris¢eni su medijumi &iji je sastav definisan prema
odabranom eksperimentalnom planu (tabela 4.6), a u kojima su varirani pocetni sadrzaj glicerola
(10-50 g/l) poreklom iz sirovog glicerola, poc¢etni sadrzaj ekstrakta kvasca (0-6 g/l) i pocetni
sadrzaj (NH;)2SO,4 (0-3 g/l). Pored navedenih komponenti svi ispitivani medijumi sadrzali su i
0,3 g/l MgSO4-7H,0 i 3,0 g/l K;HPO,.

Prilikom izvodenja eksperimenata koji su za krajnji cilj imali definisanje optimalnog sadrzaja
izvora fosfora u medijumu za biosintezu ksantana (poglavlje 5.5.2) koris¢eni su medijumi sa
razli¢itim pocetnim sadrzajem K,;HPO,4 (0,0 g/, 0,5 g/l, 1,0 g/, 1,5 g/l, 2,0 g/l, 2,5 g/l i 3,0 g/l).
U ovoj fazi istrazivanja sirovi glicerol je u sve ispitivane medijume za biosintezu dodat u koli¢ini
koja obezbeduje prethodno optimizovani sadrzaj glicerola (16,0 g/l), dok je kao izvor azota
koris¢en ((NH;)2SO4 Koji je dodat u, takode, prethodno optimizovanoj koncentraciji (3,0 g/l).

Za ispitivanje toka biosinteze ksantana primenom odabranog proizvodnog soja u uveéanim
razmerama (poglavlje 5.6) koris¢en je kultivacioni medijum sa sirovim glicerolom prethodno
optimizovanog sastava (16,0 g/l glicerola, 3,0 g/l (NH;)2SO4i 2,5 g/l K;HPO,).

Prilikom izvodenja navedenih eksperimenata vrednost pH svih kultivacionih medijuma za
biosintezu podesena je na 7,0+0,2 pre sterilizacije koja je vrSena 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 zabeleZena promena vrednosti pH medijuma veca od 0,2.

4.3. PRIPREMA INOKULUMA

Priprema inokuluma za biosintezu ksantana obuhvatala je osveZzavanje 1 umnozavanje
proizvodnog mikroorganizma. Proizvodni mikroorganizam osvezen je na agarizovanom
medijumu (YMA®, HiMedia, Indija), stacionarnom kultivacijom u aerobnim uslovima, na
temperaturi od 25°C, u toku 48 h. OsveZena kultura umnozena je postupkom dvostrukog
pasaziranja u koli¢ini dovoljnoj za inokulaciju medijuma za biosintezu. Druga pasaza je zasejana
sa 10%(v/v) inokuluma proizvedenog prvim pasaziranjem. U zavisnosti od faze istrazivanja
inkubacija svake pasaze izvedena je na odgovaraju¢im medijumima (poglavlje 4.2) u
erlenmajerima razliCite zapremine sa odnosom zapremine suda i zapremine medijuma od 3:1, u
aerobnim uslovima, uz eksterno meSanje (laboratorijska tresilica, 150 o/min), na temperaturi od
25°C. Vreme inkubacije prilikom izvodenja ogleda u okviru poglavlja 5.1, 5.3, 5.4.1, 5.4.2. i

34



Ida Zahovié Doktorska disertacija

5.4.3. iznosilo je po 48 h za obe faze umnozavanja proizvodnog mikroorganizma. U
eksperimentima koji su vrseni radi optimizacije vremena pripreme inokuluma (poglavlje 5.4.4),
varirano je vreme inkubacije obe pasaze (24-48 h) prema odabranom eksperimentalnom planu
koji je dat u tabeli 4.5. Optimizovano vreme inkubacije za umnoZzavanje 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 izvodenja ogleda u okviru poglavlja 5.1, 5.3, 5.5. i 5.6, kvalitet pripremljenog
inokuluma procenjen je na osnovu promene mutnoce, te€ljivosti i boje medijuma za
umnozavanje, dok je u eksperimentima koji su imali za cilj standardizaciju pripreme inokuluma
(poglavlje 5.4) njegov kvalitet procenjivan indirektno, a na osnovu sadrZaja ksantana u
medijumu za biosintezu.

Pripremljeni inokulumi su u medijume za biosintezu dodati u koncentracijama od 10,0%(Vv/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,
5.5.15.6) racunato na njihovu zapreminu.

4.4. USLOVI BIOSINTEZE

U okviru ovih istrazivanja biosinteza ksantana je izvedena submerznom tehnikom, kultivacijom
proizvodnih mikroorganizama (poglavlje 4.1) na odgovaraju¢im medijumima (poglavlje 4.2) pri
tacno definisanim uslovima.

Eksperimenti koji su za cilj imali skrining moguénosti biosinteze ksantana primenom razli¢itih
sojeva Xanthomonas spp. na medijumima sa razli¢itim 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 uspeSnost 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 mesSanje od 150 o/min
(KS 4000i control, IKA® Werke, Nemacka), 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 | (radna zapremina 1,5 I) u trajanju od 168 h, u aerobnim uslovima uz
odgovarajucu korekciju procesnih parametara. Biosinteza se u prvih 48 h odvijala na temperaturi
od 25°C, pri protoku vazduha od 1 1/l/min i1 brzini mesanja od 150 o/min. Vrednosti navedenih
parametara su nakon 48 h povecane na 30°C, 2 1/l/min i 250 o/min, redom. Aeracija je vrSena
kondicioniranim vazduhom, a temperatura i meSanje SU obezbedeni 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, Nemacka) ukupne zapremine 3 | (radna zapremina 2 I) i
laboratorijskom bioreaktoru (CH-8708, Chemap AG, Svajcarska) ukupne zapremine 14 | (radna
zapremina 11 ). Automatsko merenje (pH, pOg, t) i regulacija procesnih parametara vrseni su
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tokom ¢itavog trajanja bioprocesa u oba bioreaktora. Interno meSanje medijuma u bioreaktoru
ukupne zapremine 3 | (slika 4.1) vrseno je pomocu dve paralelno postavljene Rustonove turbine
u staklenom sudu bez odbojnika, dok je bioreaktor ukupne zapremine 14 | (slika 4.2) opremljen
sa dve paralelno postavljene Rustonove turbine i cetiri odbojnika. Aeracija je vrSena
kondicioniranim vazduhom sterilisanim prolaskom kroz filter sa pre¢nikom pora od 0,2 pum.
Biosinteza ksantana je vrSena u trajanju od 168 h pri ¢emu se u prvih 48 h izvodila na
temperaturi od 25°C, pri protoku vazduha od 1 1/I/min i brzini meSanja od 200 o/min. Nakon
navedenog vremenskog perioda, vrednosti temperature i protoka vazduha su povecane na 30°C i
2 I/l/min, redom, dok je brzina mesanja korigovana po potrebi, a prema sadrzaju rastvorenog
kiseonika koji je odrzavan na vrednosti ve¢oj od 30%.
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45. 1ZDVAJANJE PROIZVODA

Po zavrsetku bioprocesa uzorci kultivacionog medijuma su centrifugirani pri 10000 o/min u
trajanju od 15 min (Rotina 380 R, Hettich, Nemacka), a zatim je iz supernatanta kultivacione
tecnosti ksantan izdvojen talozenjem hladnim etanolom (96%, v/v) u prisustvu KCI kao
elektrolita. Etanol je dodavan u malim porcijama (1 kap/s) uz neprekidno mesanje do postizanja
sadrzaja etanola u celokupnoj taloznoj smesi od 60%(v/v). Pre pocetka talozenja dodat je
zasiceni rastvor KCI tako da njegov sadrzaj u smes$i po zavrSetku taloZenja iznosi 1%(Vv/v).
Tokom talozenja temperatura smese odrzavana je na oko 15°C. Po zavrSetku talozenja ksantana
vrSena je njegova dehidratacija na temperaturi od 4°C u trajanju od 24 h. Ksantan je iz talozne
sme$e izdvojen centrifugiranjem pri 4000 o/min (Tehtnica LC-321, Slovenija) u trajanju od
15 min. Talog ksantana suSen je na 60°C do postizanja konstantne mase na osnovu Kkoje je
odreden sadrzaj ksantana u medijumu.

Vrednost stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan izracunata je na osnovu jednacine:
P
KP/S:S_.IOO (41)
0

gde je:

Kpis— stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan (%),
P — sadrzaj biosintetisanog ksantana (g/l) i
So — pocetni sadrzaj izvora ugljenika (g/l).

4.6. ANALITICKI POSTUPCI

4.6.1. Analiza sirovog glicerola

Uzorak sirovog glicerola, poreklom iz domaceg pogona za proizvodnju biodizela iz otpadnog
ulja, podvrgnut je odredivanju vrednosti pH, sadrzaja ukupnih rastvorenih soli, sadrzaja
glicerola, sadrzaja ukupnog i asimilabilnog azota, sadrzaja suve materije i sadrzaja pepela.

Vrednost pH sirovog glicerola izmerena je staklenom elektrodom pomo¢u multiparametarskog
laboratorijskog analizatora Consort C863 (Consort, Belgija).

Sadrzaj ukupnih rastvorenih soli (TDS, engl. Total Dissolved Solids) u sirovom glicerolu
izmeren je konduktometrijskom elektrodom pomocéu multiparametarskog laboratorijskog
analizatora Consort C863 (Consort, Belgija).

Sadrzaj glicerola u sirovom glicerolu odreden je visokopritisnom te¢nom hromatografijom
(HPLC, engl. High Performance Liquid Chromatography). Pre analiziranja uzorci su propusteni
kroz 0,22 um najlonski filter (Agilent Technologies, Nemacka). 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 ul), kolonom
ZORBAX NH2 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) i detektorom RefractoMax520 (ERC Inc, Japan).
Kao mobilna faza korisé¢en 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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Sadrzaj ukupnog azota u sirovom glicerolu odreden je metodom po Kjeldalu (Kjeldahl) (Herlich,
1990), dok je sadrzaj asimilabilnog azota odreden volumetrijskom metodom (Zoecklein i sar.,
1999).

Suva materija sirovog glicerola odredena je gravimetrijski, suSenjem na temperaturi od 105°C do
postizanja konstantne mase (AOAC, 2000).

Sadrzaj pepela u sirovom glicerolu odreden je gravimetrijski, spaljivanjem na temperaturi od
550°C do postizanja konstantne mase (AOAC, 2000).

4.6.2. Analiza kultivacionog medijuma

U eksperimentima u okviru ovog istrazivanja, uzorci kultivacionog medijuma su po zavrSetku
bioprocesa analizirani u pogledu vrednosti pH, sadrzaja ukupnih rastvorenih soli, sadrzaja izvora
ugljenika, sadrzaja ukupnog i asimilabilnog azota, sadrzaja fosfora, sadrzaja biomase i reoloskih
karakteristika. Prilikom ispitivanja toka biosinteze ksantana u uve¢anim razmerama (poglavlje
5.6) uzorci medijuma su radi potrebnih analiza uzimani u sterilnim uslovima u definisanim
vremenskim intervalima tokom ¢itavog trajanja bioprocesa.

U zavisnosti od zahteva analiticke metode prikupljeni uzorci su adekvatno obradeni pre svakog
merenja. Razdvajanje te¢ne i ¢vrste faze kultivacionog medijuma vrseno je centrifugiranjem na
10000 o/min u trajanju od 10 min (Rotina 380 R, Hettich, Nemacka).

Uslovi merenja vrednosti pH i sadrzaja ukupnih rastvorenih soli opisani su u poglavlju 4.6.1.

Sadrzaj izvora ugljenika odredivan je u supernatantu kultivacionog medijuma visokopritisnom
te¢nom hromatografijom. HPLC instrument i uslovi odredivanja sadrzaja glicerola opisani su u
poglavlju 4.6.1, a kada je u pitanju odredivanje sadrzaja Secera (glukoza i maltoza) kao mobilna
faza koris¢en je 75%(Vv/v) acetonitril sa protokom od 1,2 ml/min. Pri ovoj analizi vreme elucije
bilo je 20 min, a temperatura kolone odrzavana je na 25°C. Na osnovu dobijenih rezultata
racunat je stepen konverzije izvora ugljenika pomocu sledeée jednacine:

SoS
So

Kg=-22-100 (4.2)

gde su:

Ks — stepen konverzije izvora ugljenika (%),
So — pocetni sadrzaj izvora ugljenika (g/l) i
S — rezidualni sadrzaj izvora ugljenika (g/1).

Sadrzaj ukupnog azota u supernatantu Kultivacionog medijuma odredivan je pomenutom
metodom po Kjeldalu (Herlich, 1990). Za ra¢unanje stepena konverzije ukupnog azota dobijeni
rezultati uvrsteni su u sledecu jednacinu:

K= oMk 1 (4.3)

Nuko

gde su:
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Ky — stepen konverzije ukupnog azota (%),
Nuko — pocetni sadrzaj ukupnog azota (mg/l) i
Nuk — rezidualni sadrzaj ukupnog azota (mg/1).

Sadrzaj asimilabilnog azota u supernatantu kultivacionog medijuma je, kao i u uzorcima sirovog
glicerola, odredivan volumetrijskom metodom (Zoecklein i sar., 1999).

Sadrzaj ukupnog fosfora u supernatantu kultivacionog medijuma odredivan je
spektrofotometrijskom metodom (Gales i sar., 1966) sa rastvorom anhidrovanog KH,PO, kao
standardom. Dobijeni rezultati koris¢eni su za racunanje stepena konverzije ukupnog fosfora
pomocu sledeée jednacine:

K pygo =0k (4.4)

Puko

gde su:

Kpuk — Stepen konverzije ukupnog fosfora (%),
Puko — pocetni sadrzaj ukupnog fosfora (mg/l) i
Puk — rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora (mg/l).

Sadrzaj biomase odredivan je metodom poseva (Vrbaski i Markov, 1992) iz tri razblaZenja (10°,
10" i 10%) u tri ponavljanja i izrazen je kao broj Celija proizvodnog mikroorganizma u
kultivacionom medijumu.

Reoloske karakteristike uzoraka kultivacionog medijuma odredene su na osnovu rezultata
merenja pomocu rotacionog viskozimetra "Reotest 2 RV-2" (Medingen GmbH, Nemacka) sa
koaksijalnim cilindricnim mernim priborom oznake N (Dodi¢ i Grahovac, 2013). Na osnovu
ocitanih vrednosti otklona kazaljke za razli€ite brzine smicanja izraunate su vrednosti napona
smicanja primenom sledece jednacine:

=0,1z-a (4.5)
gde su:
T — napon smicanja (Pa),
z — konstanta (3,08 dyn/cmz-Skt) i
a — otklon kazaljke (Skt).

U cilju utvrdivanja pseudoplasti¢nog ponaSanja analiziranih uzoraka i1 odredivanja reoloskih
parametara, faktora konzistencije i indeksa toka, izraCunate vrednosti napona smicanja fitovane
su stepenim zakonom:

=K-D" (4.6)
gde su:
T — napon smicanja (Pa),
K — faktor konzistencije (Pa-s"),

D — brzina smicanja (1/s) i
n — indeks toka (1).
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Fitovanje podataka odradeno je pomocéu programa Microsoft® Excel 2010 (MS Office, Microsoft
Corporation, SAD), a poklapanje analiziranih rezultata sa navedenom funkcionalnom zavisnoséu
procenjeno je na osnovu vrednosti koeficijenta determinacije (R), koji je u svim izvedenim
eksperimentima u okviru ove doktorske disertacije bio iznad 0,90.

Prividni viskozitet Kkultivacionog medijuma izra¢unat je na osnovu vrednosti reoloskih
parametara primenom izraza:

n,=K-D™"-1000 (4.7)
gde su:

Na — prividni viskozitet (mPa-s),
K — faktor konzistencije (Pa‘s"),
D — brzina smicanja (100 1/s) 1
n — indeks toka (1).

4.6.3. Analiza biosintetisanog ksantana

Srednja vrednost molekulskih masa ksantana odredena je merenjem vremena isticanja rastvora
ksantana razli¢ite koncentracije u 0,1M NaCl upotrebom Ubelodovog (Ubbelohde) kapilarnog
viskozimetra. Merenje je vrSeno u termostatiranom kupatilu pri temperaturi od 25°C. Na osnovu
rezultata dobijenih obradom u programu Microsoft® Excel 2010 (MS Office, Microsoft
Corporation, SAD) odredena je vrednost unutrasnjeg viskoziteta koja je koriS¢ena za racunanje
vrednosti srednje molekulske mase izdvojenog biopolimera primenom Mark-Hauvinkove
(Mark-Houwink) jednacine (Milas i sar., 1985) ¢ije se konstante odreduju u skladu sa oblikom
makromolekula, prirodom rastvaraca i temperaturom merenja. Za racunanje molekulske mase
ksantana u ovim istrazivanjima kori§¢ena je sledeca relacija:

[n]=1,7-107-My "1 (4.8)
gde su:

[n] — unutrasnji viskozitet (1/g),
My — srednja molekulska masa ksantana (g/mol).

Reoloske karakteristike 1%(w/v) rastvora ksantana u 0,1 M NaCl odredene su na osnovu
rezultata merenja pomocu rotacionog viskozimetra "Reotest 2 RV-2" (Medingen GmbH,
Nemacka) sa koaksijalnim cilindriénim mernim priborom oznake N (Dodi¢ i Grahovac, 2013), a
prema postupku opisanom u poglavlju 4.6.2.

4.7. STATISTICKA ANALIZA

Ogledi koji su za cilj imali skrining moguénosti biosinteze ksantana primenom sojeva
Xanthomonas spp. na razli¢itim medijumima (poglavlja 5.1. i 5.3), kao i ogledi u okviru
opimizacije kultivacionog medijuma sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana (poglavlje
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5.5.2) izvedeni su u tri ponavljanja pri identi¢nim uslovima, a dobijeni rezultati predstavljeni su
u obliku srednjih vrednosti sa standardnim odstupanjem. Svi podaci u okviru istrazivanja iz
navedenih poglavlja obradeni su statisticki primenom odgovarajucih testova. U zavisnosti od
broja ispitivanih faktora, izvrSena 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 visestrukih poredenja (Duncan’s multiple range
test). Naime, Dankanovim testom su utvrdene homogene grupe i znacajnost razlika izmedu
srednjih vrednosti grupa u okviru svakog od analiziranih parametara. Obradeni podaci su
prikazani i graficki pravougaonim dijagramima (Box & Whisker Plots) u cilju vizuelnog
poredenja varijacija prisutnih unutar i izmedu grupa. Statisticka analiza svim primenjenim
testovima vrSena je pri nivou znacajnosti od 0,05. Srednje vrednosti i standardne devijacije
ispitivanih parametara izratunate su primenom programa Microsoft® Excel 2010 (MS Office,
Microsoft Corporation, SAD). Statisticka obrada podataka i izrada pravougaoih dijagrama
izvrSeni su primenom softverskog paketa Statistica v13.2 (Dell Inc., SAD).

4.8. MODELOVANJE | OPTIMIZACIJA

U okviru ove doktorske disertacije u razli¢itim fazama istrazivanja koriS¢eni su razliciti
eksperimentalni planovi (tabela 4.1) za dizajniranje i izvodenje optimizacionih ogleda. Rezultati
statisticki dizajniranih eksperimenata fitovani su odgovaraju¢im polinomskim zavisnostima kako
bi se generisali matematicki 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 istrazivanja

Faze istraZivanja Ogledi Eksperimentalni planovi

Definisanje odnosa glukoze i glicerola
u medijumu za pripremu inokuluma Dizajn smege
(poglavlje 5.4.1)

Definisanje odnosa sastojaka sa azotom
u medijumu za pripremu inokuluma Dizajn smese
Standardizacija pripreme inokuluma za (poglavlje 5.4.2)
biosintezu ksantana na medijumu sa

sirovim glicerolom (poglavlje 5.4) Definisanje sadrzaja sastojaka

medijuma za pripremu inokuluma i Boks-Benkenov plan
koncentracije inokuluma u medijumu eksperimenta
za biosintezu (poglavlje 5.4.3)

Definisanje vremena trajanja pripreme

inokuluma (poglavlje 5.4.4) Faktorijalni dizajn
Formulacija sastava medijuma sa sirovim Definisanje sadrzaja glicerola i izvora
glicerolom za biosintezu ksantana azota u medijumu za biosintezu Boks-Benkenov plan
(poglavlje 5.5) ksantana (poglavlje 5.5.1) eksperimenta

Uspesnost fitovanja eksperimentalnih rezultata primenjenom jedna¢inom procenjena je na
osnovu vrednosti koeficijenta determinacije (R?), dok je znadajnost modela utvrdena pomoéu
F-vrednosti i p-vrednosti. Pored navedenog, matematicki modeli prikazani su i graficki,
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konturnim dijagramima (poglavlja 5.4.3. i 5.4.4), ili trodimenzionalnim odzivnim povrSinama
(poglavlja 5.4.3, 5.4.4. i 55.1). Znacajnost uticaja pojedinac¢nih faktora, kao i njihovih
interakcija procenjena je preko p-vrednosti za svaki od koeficijenata u regresionoj jednacini, dok
je intenzitet njihovog uticaja odreden poredenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto dijagramima.
Prilikom crtanja Pareto dijagrama efekti svih parametara, kao i njihovih interakcija su
standardizovani, odnosno podeljeni sa standardnom greskom, a redosled prikaza odgovara
veli¢ini njihovog uticaja. Vertikalna linija na grafiku ukazuje na statisticku znaajnost
koeficijenata pri nivou znacajnosti od 95 %. To znaci da je efekat znacajan ukoliko je t-vrednost
veca od t-vrednosti definisane za p=0,05 u datom eksperimentalnom planu.

Statisticka obrada eksperimentalnih podataka (analiza varijanse, ANOVA), generisanje
matematickih modela, kao i crtanje odzivnih povrSina i Pareto dijagrama uradeni su primenom
softverskog paketa Statistica v13.2 (Dell Inc., SAD). Za optimizaciju vrednosti ispitivanih
faktora primenjena je metoda Zeljene funkcije, koja je zajedno sa crtanjem konturnih dijagrama
odradena 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 koriséen je dizajn
smese (Simplex-Centroid Mixture Design) za tri faktora sa ponavljanjem tri kombinacije ogleda.
U cilju supstitucije dela glukoze glicerolom namesavani su glukoza (X;, 0-100%), komercijalni
glicerol (X2, 0-100%) i sirovi glicerol (X3, 0-100%) tako da ukupna pocetna koncentracija ovih
izvora ugljenika u svim ogledima iznosi 10 g/l. Kao sastojci sa azotom u razli¢itim udelima
dodavani su ekstrakt kvasca (X1, 0-100%), sladni ekstrakt (X,, 0-100%) i pepton (X3, 0-100%)
pri ¢emu je njihova ukupma pocetna koncentracija u svim ogledima iznosila 11 g/l. U tabelama
4.2. 1 4.3. prikazane su kodirane vrednosti i vrednosti navedenih nutrijenta variranih u skladu sa
primenjenim eksperimentalnim planom.

Tabela 4.2. Dizajn smeSe i varirane vrednosti sadrzaja glukoze i glicerola u medijumu za
pripremu inokuluma

Redni broj Kodirane vrednosti Varirane vrednosti
ogleda X1 X X3 Glukoza Komercijalni glicerol Sirovi glicerol

(%) (%) (%) 9/ 9/ (g/)

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 3333 3333 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 smeSe i varirane vrednosti sadrzaja sastojaka sa azotom u medijumu za
pripremu inokuluma

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti

Redni broj ogleda X X, X3 Ekstrakt kvasca Sladni ekstrakt Pepton
() () (%) (9/) (9/1) (g/h)
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 55 5,5 0
5 50,00 0 50,00 55 0 55
6 0 50,00 50,00 0 55 55
7 33,33 33,33 3333 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 sadrzaj ksantana u
medijumu za biosintezu (Y, g/l). Rezultati eksperimentalnih odredivanja fitovani su kvadratnom
jednacinom sledeceg oblika:

Y:bl 'X+b2'X2+b3 'X3+b12'X1 'X2+b13 .Xl 'X3+b23 'Xz'X3 (49)

gde su:

Y - modelovani odziv,

X1, Xz 1 X3 - ispitivani faktori,

b1, b2 i bs - linearni koeficijenti i

b1z, b3 i b13 - koeficijenti interakcije regresione jednadine.

Sa ciljem definisanja sadrzaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije
inokuluma koji se dodaje u medijum za biosintezu (poglavlje 5.4.3) koris¢en je Boks-Benkenov
eksperimentalni plan sa tri faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj tacki. Kao faktori
ispitivani su pocetni sadrzaj glukoze i glicerola (dodati u odnosu 40:60) u medijumu za pripremu
inokuluma (X1, 5-15 g/l), pocetni sadrzaj 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 sadrzaja sastojaka
medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti
Redni broj ogleda X X X Glu:Gly Sladni ekstrakt Inokulum
' ’ ° (g/h) (g/h) (%, VIv)
1 -1 -1 0 5 5 10
2 1 -1 0 15 5 10
3 -1 1 5 15 10
4 1 1 15 15 10
5 -1 0 -1 5 10
6 1 0 -1 15 10
7 -1 0 5 10 15
8 1 0 15 10 15
9 0 -1 -1 10 5
10 0 1 -1 10 15
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 sadrzaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u
medijumu za biosintezu (poglavlje 5.4.3) kao odziv analiziran je sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu (Y, g/l). Rezultati eksperimentalnih odredivanja fitovani su kvadratnim polinomom:

Y=by+b;X;+by X5+b3 X3+b;; X 2+byy Xy 2 +by3 X33+
gde su:

Y - modelovani odziv,

X3 - ispitivani faktori,

bo - odsecak,

b1, by, bs - linearni koeficijenti,

b11, b22, bss - kvadratni koeficijenti i

b12, D13, D23 - koeficijenti interakcije regresione jednacine.

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 1 tri ponavljanja u centralnoj tacki. Od faktora ispitivani su vreme trajanja prve faze
pripreme inokuluma (X1, 24-48 h) i vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma (X», 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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Kodirane vrednosti  Varirane vrednosti

Redni broj
ogleda X, X, (E) (tr|]|)
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 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; t,.vreme trajanja
druge faze pripreme inokuluma.

Za definisanje vremena trajanja pripreme inokuluma (poglavlje 5.4.4) kao odziv posmatran je
sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu (Y, g/l). Rezultati eksperimentalnih odredivanja
fitovani su kvadratnim polinomom:

Y= bo + lel + bZXZ + b11X12 + b22X22 + b12X1X2 (411)
gde su:

Y — modelovani odziv,

X1, X, — ispitivani faktori,

bo — odsecak,

bi1, b, — linearni koeficijenti,

b11, b, — kvadratni koeficijenti i

b1z — koeficijent interakcije regresione jednacine.

Prilikom definisanja sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana
(poglavlje 5.5.1) koris¢en je Boks—Benkenov eksperimentalni plan sa tri faktora na tri nivoa i tri
ponavljanja u centralnoj tacki. Kao faktori ispitivani su pocetni sadrzaj glicerola poreklom iz
sirovog glicerola (X1, 10-50 g/l), pocetni sadrzaj ekstrakta kvasca (X2, 0-6 g/l) i pocetni sadrzaj
(NH4)2SO,4 (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 sadrzaja nutrijenata u
medijumu za biosintezu

Kodirane vrednosti Varirane vrednosti
Redni broj ogleda <. x. x. Olicerol Ekstraktkvasca (NH.),SO,

' ? ° (g/h) (g/h) (9/1)
1 -1 -1 0 10 0 15
2 1 -1 0 50 0 15
3 -1 1 10 6 15
4 1 1 50 6 15
5 -1 0 -1 10 3 0
6 1 0 -1 50 3 0
7 -1 0 10 3 3,0
8 1 0 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 15
14 0 0 0 30 3 15
15 0 0 0 30 3 15

Kako bi se definisao sadrzaj glicerola 1 izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana
(poglavlje 5.5.1) analizirano je nekoliko odziva, i to sadrzaj biosintetisanog ksantana (Y41, g/l),
molekulska masa ksantana (Y2, 10° g/mol), rezidualni sadrzaj glicerola (Ys, g/l) i rezidualni
sadrzaj ukupnog azota (Y4, mg/l). Rezultati eksperimentalnih odredivanja fitovani su kvadratnim
polinomom (jednacina 4.10).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

U prvom delu ovog poglavlja predstavljeni su rezultati skrininga mogucénosti biosinteze ksantana
primenom razli¢itih sojeva roda Xanthomonas na polusintetickim medijumima sa glukozom i
komercijalnim glicerolom kao izvorima ugljenika. Drugi deo sadrzi podatke o karakterizaciji
sirovog glicerola, koji je generisan u doma¢em pogonu za proizvodnju biodizela, a koji je
kori§¢en u narednim fazama istrazivanja. U tre¢em delu poglavlja dati su rezultati skrininga
mogucénosti biosinteze ksantana primenom razli¢itih sojeva roda Xanthomonas na medijumu sa
prethodno okarakterisanim sirovim glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. U ¢etvrtom 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 sastava kultivacionog medijuma
sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana primenom odabranog proizvodnog soja. Sesti deo
poglavlja sadrzi rezultate ispitivanja toka biosinteze ksantana u uvec¢anim ramerama delovanjem
odabranog proizvodnog soja na medijumu sa sirovim glicerolom optimizovane formulacije.

5.1. SKRINING MOGUCNOSTI BIOSINTEZE KSANTANA PRIMENOM
SOJEVA Xanthomonas spp. NA MEDIJUMIMA SA RAZLICITIM
IZVORIMA UGLJENIKA

Prva faza istrazivanja iz okvira ove doktorske disertacije, koja je za cilj imala skrining
moguénosti biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp. na polusintetickim
medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika, izvedena je u nekoliko koraka, a dobijeni rezultati
su podeljeni i prikazani u Cetiri dela. U prvom delu predstavljeni su rezultati ispitivanja uticaja
selekcije proizvodnog soja i izvora ugljenika na koli¢inu produkovanog ksantana (Zahovic i sar.,
2021a). Drugi deo sadrzi rezultate ispitivanja uticaja selekcije proizvodnog soja i izvora
ugljenika na kvalitet izdvojenog biopolimera (Zahovi¢ i sar., 2021a). U tre¢em delu su dati
rezultati ispitivanja selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na koli¢inu ksantana
produkovanog na kultivacionom medijumu sa komercijalnim glicerolom (Zahovi¢ i sar., 2021b),
dok su u ¢etvrtom delu dati rezultati ispitivanja selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije
na kvalitet ksantana produkovanog na medijumu sa komercijalnim glicerolom (Zahovi¢ i sar.,
2021b).

5.1.1. Uticaj selekcije proizvodnog soja i izvora ugljenika na koli¢inu ksantana

Glukoza 1 saharoza su najcesS¢e koris€eni izvori ugljenika u medijumima za biosintezu ksantana
(Niknezhad i sar., 2015). Medutim, porast cene i sve vea potraznja za ovim Secerima I
sirovinama koje sadrze ove Secere ukazuju na potrebu pronalaska drugih izvora ugljenika. Ono
Sto ograni¢ava primenu novih i do sada slabo eksploatisanih neugljenohidratnih supstrata u
biotehnoloSkoj proizvodnji ksantana jeste otezana sposobnost referentnog soja da metaboliSe
neke od njih, Sto zahteva upotrebu adekvatne proizvodne kulture (Roseiro i1 sar., 1992). Na
osnovu navedene Cinjenice jasno je da je za svaku nestandardnu sirovinu potrebno pronaci
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adekvatan proizvodni soj koji na medijumu Zeljene formulacije produkuje ksantan
odgovarajuceg kvaliteta u §to vecoj kolicini.

U skladu sa definisanim ciljem, prva faza istrazivanja obuhvatala je skrining moguénosti
biosinteze ksantana na medijumu sa odabranim izvorom ugljenika i poredenje uspesnosti ovako
izvedenih bioprocesa sa bioprocesima u kojima su isti proizvodni sojevi kultivisani na
uobicajeno primenjivanom polusintetickom medijumu. Stoga su u ovom koraku koriséeni
glukoza i komercijalni glicerol kao pojedinacni 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 koriS¢eni u ovoj fazi istrazivanja opisani su u poglavlju 4.2, dok su
priprema inokuluma i uslovi biosinteze dati u poglavljima 4.3. i 4.4. ovog rada. Po zavrSetku
kultivacije ispitivanih sojeva izvrSena je analiza medijuma kako bi se potvrdila moguénost
biosinteze ksantana i procenila uspesnost izvodenja bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim
uslovima. U cilju utvrdivanja da li je doslo do produkcije ksantana vrSena su reoloska merenja
(poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspesnosti bioprocesa u ovoj fazi istrazivanja odredivan je
sadrzaj biosintetisanog ksantana na osnovu cije vrednosti je izracunat i stepen konverzije izvora
ugljenika u proizvod (poglavlje 4.5). Dobijeni medijumi analizirani su i u pogledu vrednosti pH i
sadrzaja TDS (poglavlje 4.6.2).

Reoloska svojstva medijuma za biosintezu sa razli¢itim izvorima ugljenika, dobijenih po
zavrSetku kultivacije ispitivanih sojeva roda Xanthomonas u primenjenim eksperimentalnim
uslovima, prikazana su u tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa razli¢itim izvorima ugljenika po
zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp.

Medijum sa Medijum sa
glukozom komercijalnim glicerolom
- . K n na K n na
Xanthomonas sojevi (Pa-s") 1) (mPa-s) (Pa-s") (@) (mPa-s)
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
Izolati sa listova biljaka iz

: Jak KEL) 03499 04610 29.08:0.94 00627 06047 6734362
porodice kupusnjaca Xp3-1 03054 04702 27.16:0,83 00645 04702 4,23+3,38
Xp7-2 0252 05024 25321140 00560 05570 4.97+2.14

Mn7-2 02971 04706 25.58:197 00817 05430 6244342

12-2 02465 04706 2149302 00628 06378 7.71+3.84

PAPLIST1 0,1512 0,4708 11,96+291 0,4391 0,4285 31,38+3,10
PAPLIST2 0,1398 0,4908 11,72+3,24  0,2408 0,5045 24,29+2,34
Izolati sa listova paprika PAPLIST3 0,0966 0,5234 10,34+2,86 0,4474 0,4358 32,89+4,38
PAP LIST4 0,0994 0,5125 9,98+1,39 0,4637 0,4354 34,43+1,25
PAPLIST5 0,0727 0,5658 9,84+1,08 0,4119 0,4586 30,50+7,48

K — faktor konzistencije; n — indeks toka, n,- prividni viskozitet.

Kultivacione te¢nosti i rastvori ksantana su nenjutnovski fluidi koji pokazuju pseudoplasti¢ni tip

proticanja (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Pseudoplasti¢ne karakteristike proizvodnih medijuma sa

razli¢itim izvorima ugljenika, dobijenih po zavrsetku kultivacije ispitivanih proizvodnih sojeva,
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potvrdene su vrednostima indeksa toka (n) datih u tabeli 5.1. Indeks toka predstavlja nivo
odstupanja ponasanja od Njutnovskog. Za Njutnovski fluid indeks toka je jednak jedinici, veéi je
od jedan za dilatantne, a manji od jedan za pseudoplasti¢ne fluide (Bjorn i sar., 2012). Vrednosti
indeksa toka medijuma analiziranih u ovom istrazivanju kretale su se u intervalu od 0,4257 do
0,5245 i od 0,4457 do 0,6568 prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca 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/lI) po zavrSetku
kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca bile u
opsegu od 0,4070 do 0,6884 i od 0,4338 do 0,5246, redom (Baji¢ i sar., 2015b). Kod izolata sa
listova paprika ove vrednosti nisu bile mnogo drugacije prilikom kultivacije na medijumu sa
glukozom i kretale su se u intervalu od 0,4708 do 0,5658, dok su se prilikom kultivacije na
medijumu sa komercijalnim glicerolom vrednosti ovog reoloskog parametra kretale od 0,4285 do
0,5045 (tabela 5.1). Faktor konzistencije je reoloski parametar koji je direktno proporcionalan
viskozitetu. Vrednosti faktora konzistencije proizvodnih medijuma sa glukozom i komercijalnim
glicerolom po zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca bile su u opsegu od 0,2465 Pa-s" do 0,4127 Pa-s" i od 0,0560 Pa-s" do 0,4093 Pa-s",
redom (tabela 5.1). Po zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova paprika na
medijumima sa glukozom i komercijalnim glicerolom dobijeni su medijumi ¢iji faktor
konzistencije je bio u opsegu od 0,0727 Pa-s" do 0,1512 Pa-s" i od 0,2408 Pa-s" do 0,4637 Pa-s",
redom (tabela 5.1). Uzimajuéi u obzir da viskozitet rastvora ksantana zavisi od koncentracije
biopolimera, njegove molekulske mase, duzine i sastava lanaca makromolekula, kao i stepena
njihove umreZenosti (Garcia-Ochoa i sar., 2000), razli¢ite vrednosti faktora konzistencije
prikazane u tabeli 5.1. ukazuju na razliku u koli¢ini i kvalitetu ksantana biosintetisanog u
primenjenim eksperimentalnim uslovima primenom ispitivanih sojeva roda Xanthomonas na
medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika. Na osnovu prethodno pomenutih vrednosti indeksa
toka 1 faktora konzistencije izraCunati su prividni viskoziteti medijuma sa razliitim izvorima
ugljenika dobijenih po zavrSetku 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 kupusnjaca 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. Medutim, evidentno je da su samo prilikom
kultivacije referentnog soja i soja oznacenog kao KUPUS ostvarene vece 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 zavrSetku kultivacije ostalih sojeva iz
ove grupe izolata izraCunate su dosta manje vrednosti prividnog viskoziteta od prethodno
diskutovanih. Dobijeni rezultati sugeriSu da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca na proizvodnom medijumu sa glukozom dobija medijum veéeg viskoziteta
u poredenju sa kultivacijom istih sojeva na medijumu sa komercijalnim glicerolom. Uzimajuéi u
obzir rezultate istrazivanja Zhong-a i saradnika iz 2013. godine, gde je utvrdeno da prilikom
porasta koncentracije ksantana u rastvoru dolazi do porasta viskoziteta tog rastvora, moze se
pretpostaviti da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na
medijumu za biosintezu sa glukozom dobija veca koli¢ina ksantana u poredenju sa kultivacijom
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istih sojeva na medijumu sa komercijalnim glicerolom. Svakako, ne bi trebalo iskljuciti ni uticaj
kvaliteta makromolekula ksantana na viskozitet njegovih rastvora.

Prilikom biosinteze ksantana primenom izolata sa listova paprika na istim medijuma dolazi do
suprotnog ponasanja. 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 zavrSetku kultivacije istih izolata kretale od 24,29+2.34 mPa-s pa sve do
34,43+1,25 mPa-s. Iz navedenih rezultata moze se primetiti da je veci viskozitet medijuma
dobijen nakon biosinteze ksantana na medijumu sa komercijalnim glicerolom primenom ove
grupe izolata roda Xanthomonas. Dobijeni rezultati prividnog viskoziteta sugerisu da se prilikom
kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom
produkuje ksantan u vecoj koli¢ini nego na medijumu sa glukozom. Takode, za izvodenje
konac¢nih zakljucaka trebalo bi pored sadrzaja ksantana odrediti i njegov kvalitet.

Metabolicka aktivnost odabranog proizvodnog soja na medijumu optimalne formulacije u
znacajnoj meri zavisi od uslova sredine kakvi su vrednost pH, temperatura i sadrzaj rastvorenog
kiseonika (Dodi¢ i Grahovac, 2013). Vrednost pH kultivacionog medijuma predstavlja vazan
parametar za uspeSno izvodenje biotehnoloskog procesa proizvodnje ksantana. Optimalna
vrednost pH za biosintezu ksantana kre¢e se izmedu 7,0 i 8,0, a kriti¢na vrednost iznosi 5,5
(Sherley i Priyadharshini, 2015). Shodno tome, inicijalne vrednosti pH medijuma koris¢enih za
biosintezu ksantana u ovim ispitivanjima podeSene su na 7,0. Tokom izvodenja mikrobioloskog
procesa vrednost pH medijuma se menja usled troSenja katjona i/ili anjona i lu¢enja primarnih ili
sekundarnih metabolita u okolinu (Baras i sar., 2009). Po zavrSetku biosinteze ksantana u okvru
ovog istrazivanja izvrSeno 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 kori$¢eni izolati sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca, dok su neSto niZe vrednosti zabeleZene nakon biosinteze
primenom izolata sa listova paprika 1 iznosile su od 4,72+0,02 do 4,78+0,03. Sa druge strane,
vrednosti pH proizvodnih medijuma sa komercijalnim glicerolom nakon biosinteze ksantana
kretale su se od 5,11+0,04 do 7,52+0,04 kada su kori$¢eni izolati sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca i od 6,62+0,04 do 6,94+0,03 kada su korisc¢eni izolati sa listova paprika, $to se moze
videti iz tabele 8.1. (Prilog 1). I u ovom slucaju dolazi do opadanja vrednosti pH medijuma od
neutralne do vrednosti oko 5,0 prilikom kultivacije nekih sojeva S§to je posledica biosinteze
organskih kiselina i ksantana, koji sadrzi kisele funkcionalne grupe (Garcia-Ochoa i sar., 2000).
Kod manjeg broja ispitivanih izolata dolazi do blagog porasta vrednosti pH medijuma prilikom
biosinteze ksantana $to je u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja naucnika iz Grcke 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 zavrsetku biosinteze ksantana
u primenjenim eksperimentalnim uslovima najverovatnije su uzrokovane varijacijama u
fizioloskim karakteristikama medu primenjenim proizvodnim sojevima (Nitschke i Thomas,
1995).

Iz prethodno diskutovanih rezultata moze se uociti da je vrednost pH pala ispod kriti¢ne u dosta
izvedenih ogleda. Ipak, primetno je da je vrednost pH medijuma za biosintezu sa komercijalnim
glicerolom po zavrSetku kultivacije svih izolata sa listova paprika bila dosta iznad kriti¢ne
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vrednosti. Ovi rezultati su znaCajni iz ugla ekonomske isplativosti bioprocesa u kojem je
potencijalno moguca proizvodnja ksantana na medijumu sa glicerolom bez tro§kova korigovanja
vrednosti pH tokom izvodenja bioprocesa.

Za pravilan rast i metabolizam ¢elija proizvodnog mikroorganizma neophodne su mineralne
materije koje se u kultivacioni medijum dodaju u obliku ¢vrstih soli. Njihova rastvorljivost zavisi
od temperature i vrednosti pH medijuma, koja se menja tokom vremena. Tokom izvodenja
mikrobioloskog procesa sadrzaj ukupnih rastvorenih soli, odnosno sadrzaj TDS se menjao usled
troSenja katjona i/ili anjona i lucenja primarnih i/ili sekundarnih metabolita u okolinu (Baras i
sar., 2009). Po zavrSetku biosinteze ksantana u okvru ovog istrazivanja izvrSeno je merenje
sadrzaja TDS u proizvodnim medijumima, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.2. (Prilog 1).
Izmerene vrednosti sadrzaja TDS u medijumu sa glukozom nakon biosinteze ksantana kretale su
se od 2,54 g/l do 2,68 g/l kada su kori$ceni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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 kupusnjac¢a na proizvodnom medijumu sa komercijalnim glicerolom
izmerene su vrednosti sadrzaja 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 moze se uociti da se sadrzaj
TDS u svim izvedenim ogledima prilikom kultivacije navedene dve grupe izolata roda
Xanthomonas nije znacajno razlikovao i nalazi se u granicama potrebnim za nesmetanu
metabolicku aktivnost proizvodnog moikroorganizma.

Uspesnost izvodenja bioprocesa u primenjenim uslovima procenjena je na osnovu podataka
dobijenih statistickom analizom eksperimentalno odredenih vrednosti sadrzaja biosintetisanog
ksantana u medijumu za biosintezu kao odabranog pokazatelja uspe$nosti bioprocesa.
Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih proizvodnih sojeva i izvora ugljenika na
sadrzaj biosintetisanog ksantana izvr$ena je sa ciljem utvrdivanja statistiCke znacajnosti uticaja
ispitivanih faktora, kao i njihove kombinacije na koli¢inu produkovanog ksantana. Rezultati ove
statisticke analize sumarno su prikazani u tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih proizvodnih sojeva i izvora
ugljenika na sadrzaj ksantana u medijumima za biosintezu

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS  F-odnos p-vrednost
Proizvodni soj 189,510 8 23,689 119,020 <0,000001
Izolati sa listova biljaka iz Izvor ugljenika 64,587 1 64,587 324,490 <0,000001
porodice kupusnjaca Proizvodni soj i izvor ugljenika 153,670 8 19,209 96,510 < 0,000001
Greska 7,165 36 0,199 - -
Proizvodni soj 17,399 4 4350 22,245 <0,000001
) ) ] Izvor ugljenika 85,629 1 85,629 437,931 <0,000001
Izolati sa listova paprika . . -
Proizvodni soj i izvor ugljenika 11,820 4 2,955 15,113 < 0,000001
Greska 3911 20 0,196 - -

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 statisti¢ki znacajan uticaj na koli¢inu
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produkovanog ksantana, $to potvrduje p-vrednost manja od 0,05 u sva tri slucaja (tabela 5.2). Da
proizvodni soj i izvor ugljenika znacajno uti¢u na proizvodnju ksantana potvrdili su i naucnici iz
Brazila u svojim istrazivanjima u okviru kojih je biosinteza ksantana vrSena na razliitim
kultivacionim medijumima primenom 18 razli¢itih sojeva Xanthomonas izolovanih sa $ljiva,
breskvi i mandarina (Moreira i sar., 2001).

Ukoliko se obrati paznja na srednje vrednosti kvadrata prikazane u tabeli 5.2. za izolate sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca moze se zakljuciti da izvor ugljenika (64,587) znacajnije utie 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 uti¢e na ovu grupu rezultata.
Posmatrajuci srednje vrednosti kvadrata kod izolata sa listova paprika (tabela 5.2) moze se
zakljuciti da izvor ugljenika (85,629) ima najveci uticaj na sadrzaj biosintetisanog ksantana, dok
je uticaj proizvodnog soja (4,350), kao i kombinacije proizvodnog soja i izvora ugljenika (2,955)
daleko maniji.

Rezultati statisticke analize prikazani su i graficki na slikama 5.1-5.4, a kako bi se odabrala
kombinacija proizvodnog soja i izvora ugljenika pri kojoj se ostvaruje najveca produkcija
ksantana eksperimentalni podaci su analizirani i primenom Dankanovog testa viSestrukih
poredenja ¢iji su rezultati dati u tabeli 5.3.

Na slici 5.1. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na koli¢inu ksantana produkovanog u
medijumima za biosintezu sa razli¢itim izvorima ugljenika. Uzimaju¢i 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 najvecoj koncentraciji. Graficki predstavljeni rezultati ukazuju da su, pored
referentnog soja, izolati KELJ i Mn 7-2 pokazali takode dobru produktivnost, dok su i drugi
ispitivani sojevi proizvodili ksantan, ali u znatno manjoj koli¢ini. Razlike u koli¢ini ksantana
najverovatnije su uzrokovane razlikama u fizioloskim karakteristikama medu koris¢enim
proizvodnim sojevima (Moreira i sar., 2001). Najmanji sadrzaj ksantana u proizvodnom
medijumu ostvaren je prilikom kultivacije sojeva 12-2 i Am. Sadrzaj ksantana po zavrSetku
kultivacije ispitivanih sojeva roda Xanthomonas, izolovanih sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca, u primenjenim eksperimentalnim uslovima kretao se od oko 4 g/l do 12 g/l.
Ostvarene vrednosti su mnogo vece u poredenju sa rezultatima dobijenim u okviru drugih
istrazivanja gde je najveci sadrzaj ksantana od 6,8 g/l postignut kultivacijom soja X. campestris
izolovanog sa inficiranog lista kupusa na medijumu koji je sadrzao 20 g/l glukoze (Kassim,
2011). Sa druge strane, vrednosti sadrzaja ksantana ostvarene u okviru ovog ispitivanja su u
saglasnosti sa rezultatima istrazivanja sprovednih u Brazilu gde su za biosintezu ksantana
primenjeni sojevi X. campestris izolovani sa razli¢itih inficiranih biljaka iz porodice kupusnjaca,
i to karfiola, brokolija i kupusa (Nitschke i Rodrigues, 2000).

Rezultati statisticke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe izolata sa listova paprika
na koli¢inu ksantana, koja je produkovana u medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika,
prikazani su na slici 5.2. Posmatrajuéi graficki predstavljene rezultate moZe se primetiti da su u
ovom slucaju prisutne manje razlike u produkciji ksantana u odnosu na prethodno diskutovanu

grupu rezultata (slika 5.1). Prema dobijenim rezultatima najveci sadrzaj ksantana, bez obzira na
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izvor ugljenika u medijumu, ostvaren je prilikom kultivacije soja PAP LIST 4. Medutim, sojevi
PAP LIST 2 i PAP LIST 5 takode su pokazali veliku produktivnost u primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Najmanji sadrzaj ksantana ostvaren je prilikom kultivacije sojeva
PAP LIST 2 i PAP LIST 3. Sadrzaj 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 istrazivanja 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).
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Slika 5.1. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrzaj ksantana (P) u medijumima za biosintezu
sa razli¢itim izvorima ugljenika: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Na slici 5.3. prikazani su rezultati statistiCke analize uticaja selekcije izvora ugljenika na koli¢inu
ksantana u medijumu za biosintezu dobijenog primenom izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe izolata. Kao §to je ve¢ diskutovano,
p-vrednosti prikazane u tabeli 5.2. ukazuju na razliku u vrednostima sadrzaja ksantana
ostvarenim prilikom kultivacije proizvodnih sojeva na medijumima sa razli¢itim izvorima
ugljenika. Prema rezultatima predstavljenim na slici 5.3, veéi sadrzaj ksantana se ostvaruje
prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjac¢a na medijumu sa glukozom.
Dakle, dobijeni rezultati sugeriSu da je glukoza pogodniji izvor ugljenika za biosintezu ksantana
primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca. Ovo je u saglasnosti sa rezultatima iz
dostupne naucne literature gde je navedeno da je prilikom kultivacije soja X. campestris GK6
izolovanog sa inficiranog lista kupusa na medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika najveci
sadrzaj ksantana ostvaren upravo na medijumu sa glukozom u koncentraciji od 20 g/l (Leela i
Sharma, 2000). Nitschke i Thomas (1995) su u svom istrazivanju takode 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 kupusnjaca, pri ¢emu je produkovan ksantan u
koncentraciji od 10,60 g/kg do 14,50 g/kg.
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Slika 5.2. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrzaj ksantana (P) u medijumima za biosintezu
sa razli¢itim izvorima ugljenika: izolati sa listova paprika
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Slika 5.3. Uticaj selekcije izvora ugljenika na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu:
izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Rezultati statisticke analize uticaja selekcije izvora ugljenika na sadrzaj ksantana koji se nalazi u
medijumu za biosintezu po zavrSetku kultivacije izolata sa listova paprika, bez obzira na
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primenjeni soj iz ove grupe izolata, prikazani su na slici 5.4. Graficki predstavljeni rezultati se
znacajno 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 vise ksantana nego na medijumu sa naj¢e$ée kori§¢enim izvorom
ugljenika, glukozom. Dobijeni rezultati upuéuju na zaklju¢ak da su Xanthomonas sojevi
izolovani sa listova paprika produktivniji na medijumu sa komercijalnim glicerolom.
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Slika 5.4. Uticaj selekcije izvora ugljenika na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu:
izolati sa listova paprika

Rezultati statisticke analize ukazuju na to da se kao najpogodniji izvor ugljenika u medijumu za
biosintezu ksantana primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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 razli¢itih sojeva roda Xanthomonas da metaboliSu razli¢ite izvore
ugljenika (Verniere i sar., 1993).

Homogene grupe proizvodnih sojeva i izvora ugljenika u medijumima za biosintezu na osnovu
statisticke znacajnosti razlika u detektovanom sadrzaju ksantana ustanovljene Su primenom
Dankanovog testa visestrukih poredenja 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 utvrdena statisti¢ki znacajna razlika medu
odredenim koli¢inama. Sadrzaj 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 kupusnjaca, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima prethodnih istrazivanja gde je prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz
porodice kupusnja¢a na medijumima sli¢cnog sastava (20 g/l glukoza i 20 g/l komercijalni
glicerol) ostvaren sadrzaj ksantana od 3,65 g/l do 13,24 g/l (Baji¢ i sar., 2015b). Dobijeni
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rezultati pokazuju veliku uspesnost i u poredenju sa rezultatima drugih istrazivanja 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 medu sojevima iz grupe
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca jer je u primenjenim eksperimentalnim uslovima
na medijumu sa glukozom produkovao ksantan u najvecoj koncentraciji koja iznosi
11,98+0,60 g/I. Ovaj proizvodni soj je, za razliku od vec¢ine ostalih izolata biljaka iz porodice
kupusnjaca, veoma dobru produktivnost ostvario i na medijumu sa komercijalnim glicerolom,
koji je po zavrsetku bioprocesa sadrzao 11,01+0,61 g/l ksantana. Najnize vrednosti koncentracije
ksantana detektovane su u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po zavrSetku
kultivacije soja Mn 7-2, odnosno u medijumima sa glukozom nakon delovanja sojeva Am i 12-2
u primenjenim eksperimentalnim uslovima, redom. Medu ovim vrednostima ne postoji statiticki
znacajna razlika, §to potvrduju p-vrednosti veée od 0,05.

Tabela 5.3. Dankanov test viSestrukih poredenja: sadrzaj ksantana u medijumima za biosintezu
sa razli¢itim izvorima ugljenika po zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp.

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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? PAP LIST 2 Glukoza 5,17+0,39°
Am Glukoza 3,76+0,46®  PAP LIST 3 Glukoza 5,2540,27°
12-2 Glukoza 3,82+0,39%  PAPLIST5 Glukoza 5,27+£0,27°
Xp 3-1 Komercijalni glicerol ~ 4,11+0,29"  PAP LIST 1 Glukoza 5,45+0,29°
KELJ Komercijalni glicerol ~ 4,28+0,28"  PAP LIST 4 Glukoza 6,24+0,42"
Xp 7-2 Komercijalni glicerol  4,83+0,18° PAPLIST1  Komercijalni glicerol  7,04+0,55°
ATCC 13951  Komercijalni glicerol 6,19+0,32¢ PAP LIST 3 Komercijalni glicerol  7,42+0,36°
Am Komercijalni glicerol ~ 6,25+0,54°  PAP LIST5  Komercijalni glicerol ~ 9,73+0,56
KARFIOL  Komercijalni glicerol ~ 6,36+0,35°  PAP LIST2  Komercijalni glicerol ~ 9,86+0,51°
12-2 Komercijalni glicerol ~ 6,51+0,44°  PAP LIST4  Komercijalni glicerol  10,22+0,63°
Xp 7-2 Glukoza 6,58+0,39"
KARFIOL Glukoza 7,02+0,37°
Xp 3-1 Glukoza 7,85+0,61°
ATCC 13951 Glukoza 9,84+0,59"
KELJ Glukoza 10,62+0,57°
Mn 7-2 Glukoza 10,88+0,51°¢
KUPUS Komercijalni glicerol  11,01+0,61°
KUPUS Glukoza 11,98+0,60"

P- sadrzaj biosintetisanog ksantana,
* Vrednosti u jednoj koloni obelezene istim slovima nalaze se na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja od 95%.

Prilikom kultivacije izolata sa listova paprika, u primenjenim eksperimentalnim uslovima na oba
ispitivana medijuma, sadrzaj biosintetisanog ksantana kretao se od 5,17+0,39 g/l do
10,22+0,63 g/l (tabela 5.3). Sadrzaj ksantana ostvaren u ovom istrazivanju u saglasnosti je sa
sadrzajem ksantana koji je ostvaren prilikom kultivacije istih izolata na medijumima sa razli¢itim
izvorima ugljenika gde se sadrzaj biosintetisanog ksantana kretao od 2,24+0,32 g/l do
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13,20+0,76 g/1 (Roncevi¢ 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 znacajnosti kao i sadrzaj ksantana koji je detektovan u istom medijumu primenom
sojeva PAP LIST 2 i PAP LIST 5, s§to potvrduju p-vrednosti vece od 0,05. Najmanje
koncentracije ksantana ostvarene su prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 2, PAP LIST 3,
PAP LIST 5i PAP LIST 1 na medijumu sa glukozom, redom. Izmedu navedenih rezultata nema
statisti¢ki znacajne razlike, $to potvrduju p-vrednosti ve¢e od 0,05. Sadrzaj 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 istrazivanja u kojem su na medijumu sa saharozom
(50 g/l) kultivisani razli¢iti izolati roda Xanthomonas izolovani u Brazilu pri ¢emu 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 ¢ega je biosintetisan ksantan u koncentraciji
od 0,54 g/l do 6,47 g/l (Wadhai i Dixit, 2011).

Kao sto je prethodno navedeno, rezultati prikazani u tabeli 5.3. pokazuju da soj KUPUS prilikom
kultivacije na medijumu sa komercijalnim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima
biosintetiSe ksantan u velikoj koli¢ini, §to sugeriSe da jedino ovaj izolat sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca poseduje sposobnost produkcije ksantana u vecoj koli¢ini i na medijumu sa
glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika. Sa druge strane, svih pet izolata sa listova paprika
pokazuju dosta vecu produktivnost na medijumu sa komercijalnim glicerolom nego $to je to
slu¢aj na medijumu sa glukozom. Ipak sojevi PAP LIST 2, PAP LIST 4 i PAP LIST 5 se
izdvajaju kao najproduktivniji u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Budu¢i da je jedan od
ciljeva ove faze istrazivanja selekcija sojeva koji na medijumu sa glicerolom ostvaruju najbolju
produktivnost u primenjenim eksperimentalnim uslovima, izvrSena je dodatna statisticka obrada
podataka za sadrzaj ksantana koji je detektovan u medijumima sa komercijalnim glicerolom po
zavrSetku 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 medu selektovanim izolatima nema statisticki
znacajan uticaj na sadrzaj biosintetisanog ksantana, na $ta ukazuje p-vrednost od 0,096778. Sa
druge strane, rezultati Dankanovog testa viSestrukih poredenja (tabela 8.4) ukazuju na formiranje
dve grupe sojeva medu kojima nema statisticki znacajne razlike u pogledu produktivnosti pri
¢emu se sojevi KUPUS 1 PAP LIST 4 izdvajaju kao najproduktivniji. Kultivacijom navedenih
sojeva na medijumu sa komercijalnim glicerolom dobijaju se kultivacione tecnosti medu kojima
nema statisticki znacajne razlike u pogledu sadrzaja biosintetisanog ksantana (p=0,133227). Ovo
ukazuje da selektovani izolati poseduju znacajan potencijal primene u biotehnoloskoj
proizvodnji ksantana na medijumu sa glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika.

Pored prinosa, konverzija supstrata u proizvod veoma je znacajan pokazatelj uspeSnosti
bioprocesa. U konkretnom slucaju, konverzija supstrata u proizvod predstavlja koliinu izvora
ugljenika koja je konvertovana u ksantan. Vrednosti stepena konverzije izvora ugljenika u
ksantan koje su ostvarene u medijumima sa razli¢itim 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 razli¢itim
izvorima ugljenika po zavrSetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp.

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca Izolati sa listova paprika
Proizvodni soj Izvor ugljenika Kpis (%)  Proizvodni soj Izvor ugljenika Kpss (%)
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  PAPLIST5 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 LIST1  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 49,2242 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

Kps-  stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan.

Prema dobijenim rezultatima, konverzija izvora ugljenika u Zeljeni metabolit, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, kretala se od 15,64+0,62% do 59,89+2,98% za izolate sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca. 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 kupusnjac¢a 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% (Baji¢ 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 vecoj 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 kupusnjaca 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 konverzije izvora ugljenika
u ksantan, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, kretao se od 25,87+1,93% do
51,1043,15%. Proizvodni soj PAP LIST 4 se izdvaja u ovoj grupi izolata kao soj koji konvertuje
komercijalni glicerol u ksantan u vrednosti vecoj od 50% (51,10+3,15%). Takode, moze 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. moze se uociti da izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca
bolje konvertuju glukozu u ksantan, dok izolati sa listova paprika konvertuju komercijalni
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glicerol u ksantan u vecoj meri. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da vrednost
stepena konverzije u velikoj meri zavisi od koris¢enih sojeva Xanthomonas $to potvrduju i
rezultati prethodnih istrazivanja (Nitschke i Thomas, 1995; Bajic i sar., 2015b).

Imajuéi u vidu da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan krece
u intervalu od 50-85% (Rosalam i England, 2006), jedan od ciljeva ove faze istrazivanja
podrazumeva selekciju sojeva koji pored proizvodnje ksantana na medijumu sa glicerolom
ostvaruju i konverziju glicerola u ksantan u vrednosti ve¢oj od 50%. Posmatrajuci rezultate
prikazane u tabeli 5.4. moze se zakljuciti da sojevi KUPUS, iz grupe izolata sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca, i PAP LIST 4, medu izolatima sa listova paprika, jedini ispunjavaju ovaj
uslov. Na osnovu toga moze se zakljuciti da navedeni sojevi imaju najveci potencijal za primenu
u biotehnoloSkoj 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 razli¢itih faktora, kao §to su proizvodni soj, sastav Kultivacionog
medijuma i uslovi izvodenja bioprocesa, a moze se proceniti na osnovu nekoliko parametara.
Medu njima se izdvajaju viskozitet rastvora ksantana, sastav makromolekula ksantana i njegova
molekulska masa (Hublik, 2012). Po zavrsetku bioprocesa ksantan je izdvojen iz proizvodnog
medijuma (poglavlje 4.5), a zatim je izvrSena njegova kvalitativna karakterizacija. Kao
pokazatelj kvaliteta ksantana biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima
odredivana je srednja vrednost molekulskih masa (poglavlje 4.6.3). Dvofaktorijalna analiza
varijanse uticaja razli€itih proizvodnih sojeva i izvora ugljenika na molekulsku masu ksantana
izvrSena je sa ciljem utvrdivanja statistiCke znacajnosti uticaja ispitivanih faktora, kao i njihove
kombinacije na kvalitet biosintetisanog ksantana. Rezultati izvedene statisticke analize sumirani
su u tabeli 5.5.

Tabela 5.5. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih proizvodnih sojeva i
izvora ugljenika u medijumima za biosintezu na molekulsku masu ksantana

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost

Proizvodni soj 3,325-10" 8  4,156-10° 105,764 < 0,000001

Izolati sa listova Izvor ugljenika 1244-10% 1 1,244-10" 316,596 < 0,000001
biljaka iz porodice . R - 1 10

kupusnjata Proizvodni soj i izvor ugljenika 3,032-10 8 3,790-10 96,467 < 0,000001
Greska 1,415-10° 36  3,929-10°

Proizvodni soj 5325-10" 4 1,331-10" 343,330 < 0,000001

1zolati sa listova Izvor ugljenika 2,362:10% 1 2362-10"” 6090,530 < 0,000001

paprika Proizvodni soj i izvor ugljenika 4,611-10" 4  1,153-10* 297,320 < 0,000001
Greska 7,755-10° 20 3,878:10°

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 statisticki znacajan uticaj na molekulsku masu ksantana, $to

59



Ida Zahovié Doktorska disertacija

potvrduje p-vrednost manja od 0,05 u sva tri slucaja (tabela 5.5), i to kod obe grupe ispitivanih
izolata. Ranije objavljeni rezultati naucnih istrazivanja takode potvrduju da molekulska masa
ksantana, izmedu ostalog, zavisi i od primenjenog proizvodnog soja (Garcia-Ochoa i sar., 2000;
Moreira i sar., 2001) i sastava kultivacionog medijuma (Chaitali i sar., 2003; Psomas i sar.,
2007).

Medutim, ako se obrati paznja na srednje vrednosti kvadrata prikazane u istoj tabeli moze se
zakljuéiti da izvor ugljenika (1,244-10™ kod izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca i
2,362-10% kod izolata sa listova paprika) u najvecoj meri uti¢e na molekulsku masu ksantana
produkovanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima, dok je uticaj proizvodnog soja
(4,156-10™ kod izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca i 1,331-10* kod izolata sa
listova paprika) na molekulsku masu ksantana ne$to manji kod obe grupe izolata. Kombinacija
proizvodnog soja i izvora ugljenika (3,790-10'° kod izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca i 1,153-10* kod izolata sa listova paprika) ima najmanji uticaj na molekulsku masu
ksantana. Pored ovoga, rezultati statistiCke analize prikazani su i grafi¢ki na slikama 5.5-5.8.

Na slici 5.5. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjac¢a na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na
medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika. Posmatrajuéi graficki predstavljene rezultate moze
se uociti da se kao najpogodniji za proizvodnju ksantana najboljeg kvaliteta, bez obzira na izvor
ugljenika, pokazao soj oznacen kao KUPUS, koji je u primenjenim eksperimentalnim uslovima
produkovao ksantan najvece molekulske mase. Ostali izolati produkovali su ksantan loSijeg
kvaliteta, odnosno, manje molekulske mase. Ksantan najloSijeg kvaliteta produkovao je soj
Xp 3-1. Analizirajuéi rezultate prikazane na slici 5.5. moZe se primetiti da se vrednost
molekulske mase ksantana biosintetisanih u ispitivanim eksperimentalnim uslovima kretala od
oko 1-10° g/mol do oko 6-10° g/mol.

10

M, (10° g/mol)

- s e

D i i i i i i i
ATCC 139531 KEARFIOL KELJ Xp7-2
Am KUPUS Xp 3-1 Mn 7-2

—
[ N
b

Proizvodni soj

Slika 5.5. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (M) biosintetisanih
na medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca
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Rezultati statisticke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe izolata sa listova paprika
na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumima sa razli¢itim 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
nesto losijeg kvaliteta izdvojen je iz medijuma po zavrSetku kultivacije sojeva PAP LIST 1,
PAP LIST 4 i PAP LIST 5, dok je ksantan najlosijeg 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° g/mol do oko
8-10° g/mol.
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Slika 5.6. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (M) biosintetisanih
na medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika: izolati sa listova paprika

Na slici 5.7. prikazani su rezultati statistiCke analize uticaja Selekcije izvora ugljenika na
molekulsku masu ksantana dobijenih primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca,
bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Kao §to je diskutovano ranije,
p-vrednost prikazana u tabeli 5.5. ukazuje na statisticki znacajnu razliku u vrednostima
molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije proizvodnih sojeva na razli¢itim
medijumima. Do ove razlike najverovatnije dolazi usled zavisnosti strukturnih svojstava
ksantana od kori$¢enih izvora ugljenika u kultivacionom medijumu (Habibi i Khosravi-Darani,
2017). Rezultati dati na slici 5.7. pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika u kvalitetu
biopolimera kada su glukoza i komercijalni glicerol korisc¢eni kao izvor ugljenika u medijumu za
biosintezu. Utvrdeno je da se na medijumu sa komercijalnim glicerolom biosintetise ksantan
znacajno veée 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 istrazivanja fokusiranih
na uticaj izvora ugljenika na molekulsku masu ovog biopolimera. Na sli¢nu temu dostupno je
samo nekoliko eksperimentalnih ispitivanja. Rezultati istrazivanja sprovedenog u Kini ukazuju
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da na molekulsku masu ksantana dobijenog kultivacijom soja X. campestris CGMCC 1.1781 u
velikoj meri utice inicijalni sadrzaj ksiloze i glukoze u kultivacionom medijumu (Zhang i Chan,
2010). Nekoliko godina kasnije, u laboratorijama istrazivackog 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 pocetne koncentracije ovog
izvora ugljenika (Ronéevic i sar., 2014).
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Slika 5.7. Uticaj selekcije izvora ugljenika u medijumu za biosintezu na molekulsku masu
ksantana (My): izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Rezultati statisticke 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 sli¢no ponaSanje kao prethodno diskutovani
rezultati kada su za biosintezu ksantana primenjeni izolati sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca (slika 5.7). Medutim, kod ove grupe rezultata je mnogo izazenija razlika u vrednosti
molekulske mase ksantana biosintetisanihn na medijumima sa glukozom i komercijalnim
glicerolom. Naime, i u ovom sluc¢aju se na medijumu sa komercijalnim glicerolom produkuje
ksantan znacajno vece molekulske mase nego na medijumu sa glukozom primenom istih
proizvodnih sojeva. Na ovaj nacin jos jednom je potvrdeno da izvor ugljenika u Kultivacionom
medijumu za biosintezu znacajno uti¢e na strukturu ksantana (Habibi i Khosravi-Darani, 2017).

Rezultati prikazani na slikama 5.7. 1 5.8. sugeriSu da je komercijalni glicerol pogodniji izvor
ugljenika u medijumu za biosintezu sto kvalitetnijeg ksantana, ako se kao pokazatelj kvaliteta
ovog biopolimera posmatra srednja vrednost molekulskih masa. Dobijeni rezultati vaze za obe
grupe ispitivanih lokalnih izolata roda Xanthomonas.
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Slika 5.8. Uticaj selekcije izvora ugljenika na molekulsku masu ksantana (My,): izolati sa listova
paprika

Kako bi se odabrala kombinacija proizvodnog soja i izvora ugljenika pri kojoj se biosintetisSe
ksantan najboljeg kvaliteta, eksperimentalno dobijeni podaci su analizirani i primenom
Dankanovog testa viSestrukih poredenja ¢iji 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 razli¢itog
kvaliteta, odnosno zabeleZena je statisticki znacajna razlika u srednjim vrednostima molekulskih
masa separisanih biopolimera. Vrednosti molekulske mase ksantana kretale su se u opsegu od
0,88+0,02-10° g/mol do 6,16+0,18-10° g/mol kada su primenjeni izolati sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca, odnosno od 0,77+0,03-10° g/mol do 8,75+0,29-10° 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 kupusnjaca izdvojio se soj KUPUS koji je na medijumu sa komercijalnim glicerolom
produkovao ksantan najvece molekulske mase, i to od 6,16+0,18-10° 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° g/mol (tabela 5.6). Proizvodni soj Xp 3-1 se izdvaja iz grupe
izolata sa listova biljaka iz porodice kupushjaca kao soj koji je na medijumu sa glukozom
produkovao ksantan najloSijeg kvaliteta (O,88ﬂ:0,02-105 g/mol). Na istom nivou znacajnosti
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, $to potvrduju p-vrednosti ve¢e 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 najlosijeg kvaliteta. Dobijeni rezultati nalaze se na istom nivou
znacajnosti, Sto potvrduju p-vrednosti vece od 0,05. Rezultati ostvareni u okviru ovog
istrazivanja pokazuju vecu vrednost molekulske mase biosintetisanih ksantana u poredenju sa
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rezultatima ranijih istrazivanja 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° g/mol (Roncevié i sar., 2014).

Tabela 5.6. Dankanov test visestrukih poredenja: molekulska masa ksantana koje na medijumima
sa razli¢itim izvorima ugljenika biosintetiSu sojevi Xanthomonas spp.

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca Izolati sa listova paprika

Pr0|§c;/jodn| Izvor ugljenika M, (10° g/mol)” Pr0|§c\ﬁodn| Izvor ugljenika M, (10° g/mol)”
Xp 3-1 Glukoza 0,88+0,02° PAP LIST 5 Glukoza 0,77+0,03
122 Glukoza 0,97+0,04% PAP LIST 2 Glukoza 0,88+0,02%
Am Glukoza 1,04+0,02% PAP LIST 4 Glukoza 1,12+0,18%
Xp 3-1 Kogriecr:r'é?'“' 1,05+0,16% PAP LIST 3 Glukoza 1,17£0,19°
Mn 7-2 Kogriecr:r'é?'“' 1,08+0,18®°  PAPLIST 1 Glukoza 1,22+0,18°
KELJ Glukoza 1,13£0,09%  PAP LIST 2 Kogl‘iecfr'é?'”' 1,65+0,16°
Mn 7-2 Glukoza 1,26+0,24°0  PAP LIST 4 Kogl‘;?r'é?'”' 7,030,324
ATCC 13951 Glukoza 1,31+0,19"¢ PAP LIST 5 Kogl‘s:fr'é?'”' 7,48+0,19°
KUPUS Glukoza 1434021 PAP LIST 1 Koé?ﬁ:frlé?lm 8,310,201
ATCC 13951  Komercijalni 1,48+0,24% pAPLIST3  Komercijalni 8,75+0,29°
glicerol glicerol
KARFIOL Glukoza 1,68+0,24°
KARFIOL Komercijalni 1,7340,20°%
glicerol
Xp 7-2 Komercijalni 1,9+0,16"
glicerol
Komercijalni fg
1222 licerol 1,92+0.28
KELJ Komercijalni 1.96+0,31"
glicerol
Xp 7-2 Glukoza 2,06+0,27°
Am Komercijalni 3.1540,20"
glicerol
KUPUS Komercijalni 6.16+0.18'
glicerol

Mw-srednja molekulska masa ksantana;
* Vrednosti u jednoj koloni obelezene istim slovima nalaze se na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja od 95%.

Na osnovu diskutovanih grafickih i tabelarno prikazanih rezultata moze se zakljuciti da odabir
proizvodnog soja i izvora ugljenika u kultivacionom medijumu za biosintezu ksantana direktno
diktira strukturne karakteristike, odnosno kvalitet ksantana, §to se podudara sa rezultatima
prethodnih istrazivanja (Moreira i sar., 2001; Psomas i sar., 2007; Habibi i Khosravi-Darani,
2017). Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na potencijalnu zamenu glukoze, kao
najcesc¢e koriS¢enog izvora ugljenika, glicerolom u cilju dobijanja ksantana boljeg kvaliteta.

Analizirajuéi sve prethodno diskutovane rezultate (poglavlja 5.1.1. 1 5.1.2) moze se zakljuciti 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 istrazivanja ispitivanja su vrSena na medijumu sa komercijalnim
glicerolom kao jedinim izvorom ugljenika.

5.1.3. Uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena Kultivacije na koli¢inu ksantana

Poznato je da pored proizvodnog soja, sastava kultivacionog medijuma i procesnih uslova, i
vreme trajanja kultivacije u velikoj meri uti¢e na koli¢inu ksantana i njegova svojstva (Psomas i
sar., 2007). Uobicajeno vreme trajanja biosinteze ksantana je od 72 h do 120 h (Psomas i sar.,
2007, Reis i sar., 2010, Baji¢ i sar., 2015b), a u nekim istrazivanjima je proizvodnja ksantana na
medijumu sa glicerolom izvedena i u trajanju od 168 h (Roncevi¢ i sar., 2014). Rezultati iz
dostupne literature, gde je biosinteza ksantana vr$ena na medijumima sa glicerolom, pokazuju da
primenjeni sojevi za vreme trajanja kultivacije od 96 h (Reis i sar., 2010) i 120 h (Baji¢ i sar.,
2015b) nisu metabolisali svu raspolozivu koli¢inu glicerola. Navedeno je da je konverzija
glicerola iznosila oko 50% 1 manje, Sto sa stanoviSta industrijske proizvodnje ksantana nije
prihvatljivo (Rosalam i England, 2006). Uzimajuci u obzir da razli¢ite vrste roda Xanthomonas
poseduju razli¢ite metabolicke puteve i cikluse (Saddler i Bradbury, 2004), kao i to da je
razli¢itim sojevima potrebno razli¢ito vreme da se adaptiraju na uslove sredine u medijumu sa
glicerolom (Crosse i sar., 2020), moze se pretpostaviti da je do ovakvih rezultata najverovatnije
doslo usled nedovoljno vremena da se primenjeni sojevi adaptiraju na glicerol i produkuju
ksantan u zadovoljavajucoj koli¢ini. Stoga je u ovoj fazi istrazivanja vreme trajanja kultivacije
sojeva Xanthomonas spp. na medijumu sa komercijalnim glicerolom povecano, odnosno
ispitivan je uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena trajanja njihove Kkultivacije na
proizvodnju ksantana. Kultivacija 14 sojeva roda Xanthomonas (poglavlje 4.1) izvedena je na
medijumu ¢iji je sastav definisan u poglavlju 4.2.1, a pod uslovima opisanim u poglavlju 4.4. u
trajanju od 168 h 1 240 h. Moguénost biosinteze ksantana procenjena je na osnovu rezultata
reoloSkih merenja (poglavlje 4.6.2), a uspeSnost bioprocesa procenjena je prema sadrzaju
biosintetisanog ksantana na osnovu c¢ije vrednosti je izraCunat 1 stepen konverzije izvora
ugljenika u proizvod (poglavlje 4.5). Uzorci dobijenih medijuma analizirani su i u pogledu
vrednosti pH i sadrzaja ukupnih rastvorenih soli (poglavlje 4.6.2).

Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po zavrsetku
kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, prikazane su u tabeli 5.7.

Pseudoplasti¢ne karakteristike medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po zavrSetku
kultivacije ispitivanih proizvodnih sojeva u trajanju od 168 h i 240 h potvrdene Su vrednostima
indeksa toka (n) datih u tabeli 5.7. Vrednosti indeksa toka analiziranih uzoraka kretale su se u
intervalu od 0,4457 do 0,6568 i od 0,4552 do 0,5723 prilikom kultivacije izolata sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca 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 =zavrSetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp.
izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na medijumu sa komercijalnim glicerolom,
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bile u opsegu od 0,4338 do 0,5246 (Baji¢ i sar., 2015b). Kod izolata sa listova paprika ove
vrednosti nisu bile mnogo drugacije prilikom njihove kultivacije na medijumu sa komercijalnim
glicerolom u trajanju od 168 h i kretale su se u intervalu od 0,4285 do 0,5045, dok su se prilikom
kultivacije u trajanju od 240 h vrednosti ovog reoloskog parametra kretale od 0,3849 do 0,5908.
Vrednosti faktora konzistencije medijuma dobijenog po =zavrSetku kultivacije sojeva
Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjata na medijumu sa
komercijalnim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h bile su u opsegu od 0,0560 Pa-s" do
0,4093 Pa-s" i od 0,0717 Pa-s" do 0,4887 Pa-s", redom (tabela 5.7). Sa druge strane, vrednosti
faktora konzistencije medijuma dobijenog po zavrSetku 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" do 0,4637 Pa-s" i od 0,1975 Pa-s" do 0,9412 Pa-s", redom
(tabela 5.7). Razlic¢ite vrednosti faktora konzistencije prikazane u tabeli 5.7. ukazuju na razliku u
koli¢ini i kvalitetu ksantana dobijenog u primenjenim eksperimentalnim uslovima 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 izracunati su
prividni viskoziteti medijuma sa komercijalnim glicerolom dobijenih po zavrSetku kultivacije
ispitivanih sojeva roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h.

Tabela 5.7. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po
zavrSetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Kultivacija u trajanju Kultivacija u trajanju
od 168 h 0d 240 h

K n Na K n Na

Xanthomonas sojevi (Pa-s") (1) (mPa-s) (Pa-s") (1) (mPa-s)

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+342 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 biljaka iz
porodice kupusnjaca

PAPLIST1 04391 0,4285 31,38+3,10 0,5457 0,4702 47,46+3,28
PAPLIST2 0,2408 0,5045 24,29+42,34 0,1975 0,5908 29,06+2,74
Izolati sa listova paprika PAPLIST3 04474 0,4358 32,89+4,38 0,4544 0,4893 42,19+0,75
PAPLIST4 04637 0,4354 34,43+1,25 0,9412 0,3849 55,39+0,29
PAPLIST5 044119 0,4586 30,50+7,48 0,4711 0,4847 43,51+4,61

K — faktor konzistencije; n — indeks toka,; n,- 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 kupusnjaca 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 najveCe 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 1 240 h zabeleZene su dosta nize vrednosti prividnog viskoziteta od
prethodno pomenutih. Dobijeni rezultati sugeriSu da se prilikom kultivacije izolata sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h
dobija kultivaciona tecnost veceg viskoziteta u poredenju sa kultivacijom istih sojeva u trajanju
od 168 h. Pozivajui se na rezultate istrazivanja Zhong-a i saradnika iz 2013. godine, gde je
utvrdeno da prilikom porasta koncentracije ksantana u rastvoru dolazi do porasta viskoziteta tog
rastvora, moze se pretpostaviti da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjac¢a na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h dobija veca koli¢ina
ksantana u poredenju sa kultivacijom istih sojeva na istom medijumu u trajanju od 168 h. Ipak,
za izvodenje konacnih zaklju¢aka neophodno je pored sadrzaja 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 zavrSetku 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 sugeriSu da je veci
viskozitet proizvodnih medijuma dobijen nakon Kkultivacije ove grupe izolata roda Xanthomonas
u trajanju od 240 h. Iz prethodno navedenog se moze zakljuciti da se i prilikom kultivacije
izolata sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h
produkuje ksantan u vecoj koli¢ini nego prilikom kultivacije istih izolata na istom medijumu u
trajanju od 168 h. Medutim, za izvodenje konacnih zakljucaka trebalo bi pored odredivanja
sadrzaja biosintetisanog ksantana odrediti i njegov kvalitet.

Po zavrsetku biosinteze ksantana, u okviru ovog istrazivanja, vrSeno 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 kupusnjaca, odnosno od 6,62+0,04 do 6,94+0,03 kada su koriSc¢eni 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 kupusnjaca, i od 6,28+0,04 do 6,48+0,04 kada su koriséeni izolati
sa listova paprika, sto se moze videti iz tabele 8.5. (Prilog 1). Prilikom kultivacije manjeg broja
ispitivanih izolata dolazi do blagog porasta vrednosti pH medijuma, §to je u saglasnosti sa
rezultatima ranijih istrazivanja gde je takode zabeleZen rast vrednosti pH medijuma nakon
biosinteze ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima (Psomas i sar., 2007). Razlike u
vrednostima pH medijuma po zavrSetku biosinteze ksantana, 1 u ovom slucaju, najverovatnije su

uzrokovane razlikama u fizioloSkim karakteristikama medu primenjenim proizvodnim sojevima
(Nitschke i Thomas, 1995).

Po zavrsetku biosinteze ksantana u okviru ovog istrazivanja izvrSeno je i merenje sadrzaja TDS u
proizvodnim medijumima, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.6. (Prilog 1). lzmerene
vrednosti sadrzaja 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 koris¢eni izolati sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca, i od 2,67 g/l | do 2,77 g/l kada su primenjeni izolati sa
listova paprika. Sa druge strane, po zavrSetku Kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice
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kupusnja¢a na proizvodnom medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h
izmerene vrednosti sadrzaja TDS kretale su se od 2,79 g/l do 3,15 g/1, dok su primenom izolata
sa listova paprika u medijumima detektovane vrednosti sadrzaja TDS od 2,68 g/l do 2,75 g/l.
Dobijeni rezultati sugeriSu da nema znacajne razlike u vrednostima sadrzaja TDS u proizvodnim
medijumima sa komercijalnim glicerolom prilikom kultivacije navedene dve grupe izolata roda
Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h, $to ukazuje na to da se U sadrzaj TDS u medijumima
dobijenim u primenjenim eksperimentalnim uslovima nalazio u granicama potrebnim za
nesmetanu metaboli¢ku aktivnost proizvodnog mikroorganizma.

Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih proizvodnih sojeva i vremena trajanja
kultivacije na sadrzaj biosintetisanog ksantana izvrSena je sa ciljem utvrdivanja statisticke
znacajnosti uticaja ispitivanih faktora, kao i njihove kombinacije na koli¢inu produkovanog
ksantana. Rezultati ove statistiCke analize sumarno su prikazani u tabeli 5.8.

Tabela 5.8. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih proizvodnih sojeva i vremena
trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa

komercijalnim glicerolom

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS  F-odnos p-vrednost
Proizvodni soj 222,491 8 27,811 129,98 < 0,000001
Izolati sa listova biljaka iz Vreme Kultivacije 35785 1 35785 167,24 <0,000001
porodice kupusnjaca Proizvodni soj i vreme kultivacije 26,645 8 3,331 1557  <0,000001
Greska 7,703 36 0,214
Proizvodni soj 49,262 4 12,315 40,102 <0,000001
o . Vreme kultivacije 0,643 1 0,643 2,094 0,163398
Izolati sa listova paprika . L. .
Proizvodni soj i vreme kultivacije 0,160 4 0,040 0,130 0,969717
Greska 6,142 20 0,307

SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata.

Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za izolate sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca
pokazali su da proizvodni soj, vreme kultivacije, kao i1 njihova kombinacija imaju statisticki
znacajan uticaj na sadrzaj produkovanog ksantana, sto potvrduju p-vrednosti manje od 0,05 u sva
tri slucaja (tabela 5.8). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima ranijih istrazivanja koji
sugerisu da proizvodni soj, sastav kultivacionog medijuma i vreme kultivacije znacajno uti¢u na
prinos ksantana, ali i na njegov kvalitet (Moreira i sar., 2001; Kurbanoglu i Kurbanoglu, 2007,
Moosavi-Nasab i sar., 2010; Miranda i sar., 2020). Posmatrajuci srednje vrednosti kvadrata moze
se primetiti da vreme kultivacije (35,785) ima najvecéi uticaj na sadrzaj biosintetisanog ksantana.
Uticaj proizvodnog soja (27,811) je neSto manji, dok kombinacija proizvodnog soja i vremena
kultivacije (3,331) ima najmanji uticaj na koli¢inu 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 1 240 h pokazuju drugacije ponaSanje u poredenju sa prethodnom grupom izolata. Iz tabele
5.8. moze se uociti da jedino odabir proizvodnog soja ima statisticki znaCajan uticaj na sadrzaj
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biosintetisanog ksantana (p<0,05), dok vreme kultivacije i kombinacija proizvodnog soja i
vremena kultivacije nemaju znacajan uticaj na sadrzaj ksantana u medijumu, $to potvrduju
p-vrednosti 0,163398 i 0,969717, redom). Uzimajuéi u obzir prethodno navedeno, moze se
konstatovati da sojevi roda Xanthomonas, izolovani sa listova paprika, u velikoj meri uti¢u na
proizvodnju ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima, $to se podudara sa prethodno
objavljenom publikacijom gde je ustanovljeno da izolati sa listova paprika znacajno uti¢u na
sadrzaj biosintetisanog ksantana u medijumu (Roncevi¢ i sar., 2019).

Rezultati statisticke analize prikazani su i grafi¢ki na slikama 5.9-5.12, a kako bi se odabrala
kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije pri kojoj se ostvaruje najveca produkcija
ksantana eksperimentalni podaci su analizirani i primenom Dankanovog testa visSestrukih
poredenja Ciji su rezultati dati u tabeli 5.7.

Na slici 5.9. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja selekcije proizvodnog soja na sadrzaj
ksantana u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja
kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca. Graficki predstavljeni rezultati
ukazuju na to da postoji znacajna razlika u sadrzaju biosintetisanog ksantana kada su primenjeni
razliiti sojevi iz navedene grupe izolata roda Xanthomonas, a bez obzira na duzinu trajanja
kultivacije. Prema rezultatima prikazanim na slici 5.9, kao najproduktivniji pokazao se soj
KUPUS koji je biosintetisao ksantan u najvecoj koncentraciji u primenjenim eksperimentalinm
uslovima. Takode, evidentno je da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u koli¢ini 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.
Sadrzaj ksantana, koji je produkovan primenom sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaa na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme
trajanja kultivacije, kretao se od oko 3 g/l do oko 12 g/I.

Rezultati statistiCke analize uticaja selekcije proizvodnog soja na sadrZaj ksantana u medijumu
za biosintezu sa komercijalnim glicerolom za razliCito vreme trajanja kultivacije izolata sa
listova paprika dati su na slici 5.10. Posmatraju¢i ovako predstavljene rezultate moze se primetiti
da prilikom kultivacije razli¢itih proizvodnih sojeva Xanthomonas izolovanih sa paprika na
medijumu sa komercijalnim glicerolom, ne uzimaju¢i u obzir vreme kultivacije, dolazi do
produkcije ksantana u razli¢itim koncentracijama. Dobijeni rezultati sugeriSu da je soj
PAP LIST 4 produkovao ksantan u najvecoj koncentraciji. Medutim, kao $to se moze videti iz
graficki prikazanih rezultata, ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u pogledu sadrzaja ksantana u
proizvodnom medijumu kada se kultivise 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
najniza koncentracija ksantana u medijumu za biosintezupostignuta upotrebom sojeva
PAP LIST 1 i PAP LIST 3, te da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu te dve grupe
podataka. Sa slike 5.10. se takode moze primetiti da se sadrzaj ksantana, produkovan primenom
sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova paprika na medijumu sa komercijalnim
glicerolom za razliito 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 sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa
komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca

10t @ @ |—__f|

P(g/l)

b

PAPLIST1 PAPLIST 2 PAPLIST 3 PAPLIST 4 PAPLIST 5

Proizvodni soj

Slika 5.10. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova paprika

Slika 5.11. ilustruje rezultate statisticke analize uticaja selekcije vremena trajanja kultivacije
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa
komercijalnim glicerolom, bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Dobijeni
rezultati ukazuju da postoji znacajna razlika u produkciji ksantana prilikom kultivacije izolata sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca u trajanju od 168 h i 240 h. Evidentno je da ispitivani
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proizvodni sojevi produkuju viSe ksantana ako se kultivisu u duzem vremenskom periodu. Do
razlike u koncentraciji ksantana najverovatnije je doslo jer je proizvodnim mikroorganizmima
potrebno odredeno vreme da se adaptiraju na glicerol kao jedini izvor ugljenika u medijumu
(Crosse i sar., 2020). Sadrzaj ksantana, koje su sojevi roda Xanthomonas izolovani sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca biosintetisali na proizvodnom medijumu sa komercijalnim
glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije, kretao se od oko 5 g/l do oko 9 g/I.

10+

- ]

P g/l

b

168 240
t (h)

Slika 5.11. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Na slici 5.12. prikazani su rezultati statistiCke analize uticaja vremena trajanja kultivacije izolata
sa listova paprika na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom,
bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Dobijeni rezultati sugeriSu na to da se
koli¢ine ksantana u proizvodnim medijumima sa komercijalnim glicerolom koje su produkovane
za razli¢ito vreme kultivacije ne razlikuju znacajno, odnosno moze se primetiti da sadrzaj
ksantana koji je odreden nakon 240 h nije znacajno veci 0d sadrzaja ksantana koji je detektovan
nakon 168 h kultivacije ispitivanih sojeva. Koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu sa
komercijalnim glicerolom po zavrSetku 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. Uporedujuci ove
rezultate sa prethodno diskutovanim (slika 5.11) moze se pretpostaviti da se lokalni izolati sa
listova paprika adaptiraju na glicerol za krace vreme.
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Slika 5.12. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova paprika

U tabeli 5.9. su predstavljeni rezultati Dankanovog testa visestrukih poredenja za sadrZaj
ksantana u medijumu za biosintezu sa komercijalnim glicerolom po zavrSetku kultivacije
ispitivanih sojeva roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h.

Rezultati prikazani u tabeli 5.9. ukazuju da postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji
ksantana u proizvodnom medijumu sa komercijalnim glicerolom po zavrSetku kultivacije
ispitivanih izolata roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h. Sadrzaj 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 kupusnjaca. Dobijeni rezultati
pokazuju veliku uspesnost u poredenju sa rezultatima prethodnih istrazivanja gde je prilikom
kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjac¢a na medijumima sa 20 g/l glicerola u
trajanju od 120 h ostvaren sadrzaj ksantana od 1,68 g/l do 7,44 g/l (Baji¢ i sar., 2015b).
Analizom rezultata prikazanih u tabeli 5.9. moze se uociti da je soj KUPUS pokazao najbolju
produktivnost iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnja¢a u ovoj fazi istrazivanja
jer je prilikom Kkultivacije na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h
produkovao ksantan u najvecoj koncentraciji, koja je iznosila 11,18+0,60 g/l. Proizvodni soj
KUPUS je, za razliku od vecine ostalih izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca, 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. Izmedu ovih
vrednosti ne postoji statitiCki znaCajna razlika, $to potvrduje p-vrednost od 0,660510.
Posmatrajuéi rezultate prikazane u tabeli 5.9. moze se primetiti da je ostalim sojevima iz grupe
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca potrebno viSe vremena za proizvodnju veceg
sadrzaja ksantana. Najmanji sadrzaj ksantana ostvaren je prilikom kultivacije soja Mn 7-2 na
medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 168 h. Prema istim rezultatima, ne postoji
statisticki znacajna razlika u koncentraciji ksantana u proizvodnom medijumu dobijenom
prilikom kultivacije soja Mn 7-2 tokom 168 h i 240 h, sto potvrduje p-vrednost od 0,546502.
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Tabela 5.9. Dankanov test visestrukih poredenja: sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa
komercijalnim glicerolom po zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od

168 hi240 h
Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca Izolati sa listova paprika
Proizvodni soj t(h) P (g/1) Proizvodni soj t(h) P (g/)
Mn 7-2 168 3,13+0,12% PAPLIST1 168  7,04+0,55°
Mn 7-2 240 3,36+0,23% PAPLIST1 240 7,41+0,51°
Xp 3-1 168 4,11+0,29" PAPLIST3 168 7,42+0,36°
KELJ 168 4,28+0,28° PAPLIST3 240  7,95+0,64°
Xp 3-1 240 4,7140,24° PAPLIST5 168  9,73+0,56"
Xp 7-2 168 4,83+0,18° PAPLIST2 168 9,86+0,51°
ATCC 13951 168 6,19+0,32° PAPLIST5 240 9,94+0,71°
Am 168 6,25+0,54° PAPLIST2 240  9,96+0,49"
KARFIOL 168 6,36+0,35" PAPLIST4 168 10,22+0,63"
12-2 168 6,51+0,44° PAPLIST4 240 10,48+0,51°
Am 240 7,5340,49°
ATCC 13951 240 7,58+0,48°
12-2 240 7,87+0,43°
KARFIOL 240 7,97+0,64°
Xp 7-2 240 8,1140,65°
KELJ 240 9,02+0,72f
KUPUS 168 11,01+0,61°
KUPUS 240 11,18+0,60°

P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa;
* Vrednosti u jednoj koloni obeleZene istim slovima nalaze se na istom nivou znacajnosti 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, sadrzaj
biosintetisanog ksantana kretao se od 7,04+0,55 g/1 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 istrazivanju jer je prilikom kultivacije
na medijumu sa komercijalnim glicerolom u trajanju od 240 h produkovao ksantan u najvecoj
koncentraciji. Medutim, ova koli¢ina ksantana ne razlikuje se znac¢ajno od koli¢ine ksantana koju
je isti soj produkovao tokom kultivacije u trajanju od 168 h, ali ni od koli¢ine ksantana koju su
sojevi PAP LIST 2 i PAP LIST 5 produkovali za 240 h i 168 h, redom, $to potvrduju p-vrednosti
vece od 0,05. Rezultati prikazani u tabeli 5.9. ukazuju na to da je najmanji sadrzaj ksantana
postignut prilikom kultivacije sojeva PAP LIST 1 i PAP LIST 3. Dobijeni rezultati pokazuju da
Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti sadrzaja ksantana produkovanog kada je
kultivacija sojeva PAP LIST 1 i PAP LIST 3 vrSena u trajanju od 168 h i 240 h, sto potvrduju
p-vrednosti vec¢e od 0,05. Uzimajuci u obzir prethodno diskutovane rezultate moze se zakljuciti
da se kao najpogodniji soj za proizvodnju ksantana primenom izolata sa listova paprika istice soj
PAP LIST 4 koji u ispitivanim eksperimentalnim uslovima produkuje ksantan u najvecoj
koncentraciji bez obzira na vreme trajanja kultivacije. Posmatrajuci dobijene rezultate moze 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, povecanjem vremena

73



Ida Zahovié Doktorska disertacija

kultivacije sa 168 h na 240 h ne dolazi do znacCajnog povecanja sadrzaja biosintetisanog
ksantana. Rezultati dobijeni u ovoj fazi istrazivanja su u saglasnosti sa rezultatima ranijih
istrazivanja gde je prilikom kultivacije referentnog soja X. campestris ATCC 13951 u trajanju od
168 h na medijumu sa razliCitim koncentracijama komercijalnog glicerola (15-45 g/l)
biosintetisan ksantan u koncentraciji od 7,98-12,94 g/l (Roncevi¢ i sar., 2020a). U poredenju sa
prethodno razmatranom grupom izolata roda Xanthomonas, moze se primetiti da sojevi izolovani
sa listova paprika proizvode ksantan u velikoj koncentraciji za kra¢e vreme kultivacije (168 h).

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.9. moze se zakljuciti da je razli¢itim izolatima potreban
razli¢it vremenski period za biosintezu vece koli¢ine ksantana. Razlika u produktivnosti izolata
roda Xanthomonas kori$¢enih u ovom istrazivanju verovatno je posledica ¢injenice da razliCite
vrste roda Xanthomonas poseduju razli¢ite metabolicke puteve i cikluse (Saddler i Bradbury,
2004) i da je razli¢itim sojevima potrebno razli¢ito vremena da se adaptiraju na medijum sa
glicerolom (Crosse i sar., 2020).

Kao §to je ve¢ navedeno, konverzija izvora ugljenika u proizvod predstavlja znacajan pokazatelj
uspesnosti  bioprocesa. Shodno tome, vrednosti konverzije izvora ugljenika u ksantan u
medijumu sa komercijalnim glicerolom po zavrSetku 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 zavr$etku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od

168 hi240h
Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca Izolati sa listova paprika
Proizvodni soj t(h) Kpis (%0) Proizvodnisoj t(h) Kpis(%)
Mn 7-2 168 15,64+0,62 PAP LIST 1 168 32,92+2.25
Mn 7-2 240 16,79+1,16 PAPLIST1 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 PAPLIST3 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 PAPLIST5 240 41,78+1,32
Am 168 31,23+2,70 PAPLIST2 240 48,49+0,76
KARFIOL 168 31,82+1,75 PAPLIST4 168 48,80+0,54
12-2 168 32,37+1,46 PAPLIST4 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 tabeli 5.10. ukazuju na to da se stepen konverzije inicijalnog sadrzaja
komercijalnog glicerola u ksantan u medijumu za biosintezu, u primenjenim eksperimentalnim
uslovima, kretao od 15,64+0,62% do 55,06+1,01% za izolate sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca. 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 kupusnja¢a 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% (Baji¢ 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 vec¢oj od
50% za oba ispitivana vremena trajanja kultivacije. Dakle, posmatrajuci rezultate prikazane u
tabeli 5.10. moze se zakljuciti da soj KUPUS za kra¢e vreme konvertuje neznatno manju
koli¢inu 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 konverzije izvora
ugljenika u ksantan, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, kretao se od 32,92+2,25% do
51,11£2,15%. U poredenju sa rezultatima prethodne grupe izolata, Xanthomonas sojevi
izolovani sa listova paprika konvertuju komercijalni glicerol u ksantan u ne$to manjoj meri za
isto vreme trajanja kultivacije. Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.10. moze se primetiti da
proizvodni soj PAP LIST 4 u ovoj grupi izolata konvertuje komercijalni glicerol u ksantan u
najvecoj 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.

Imajuéi u vidu da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan krece
u intervalu od 50-85% (Rosalam i England, 2006), moze se konstatovati da, unutar grupe izolata
sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca, Soj KUPUS pokazuje najbolji potencijal za primenu u
biotehnoloskoj proizvodnji ksantana na medijumu sa glicerolom jer jedini konvertuje ovaj izvor
ugljenika u ksantan u vrednosti ve¢oj od 50%. Kod izolata sa listova paprika soj PAP LIST 4 se
izdvaja kao najpogodniji za primenu u biotehnoloskoj proizvodnji ksantana na medijumu sa
glicerolom, s obzirom da predstavlja jedini soj unutar ove grupe izolata koji konvertuje glicerol u
ksantan u vrednosti ve¢oj od 50%.

5.1.4. Uticaj selekcije proizvodnog soja i vremena kultivacije na kvalitet ksantana

Po zavrsetku bioprocesa ksantan je izdvojen iz kultivacionog medijuma (poglavlje 4.5), a zatim
je izvrSena njegova kvalitativna Kkarakterizacija. Kao pokazatelj kvaliteta ksantana
biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima odredivana je srednja vrednost
molekulskih masa (poglavlje 4.6.3). Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razliitih
proizvodnih sojeva i vremena kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na
medijumu sa komercijalnim glicerolom izvrsena je sa ciljem utvrdivanja statistiCke znacajnosti
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 statisticki znacajan uticaj na molekulsku masu ksantana biosintetisanog
primenom izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na medijumu sa komercijalnim
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glicerolom, §to potvrduju izuzetno niske p-vrednosti prikazane u tabeli 5.11. Dobijeni rezultati su
u saglasnosti sa rezultatima ranijih nau¢nih istrazivanja koji takode potvrduju da molekulska
masa ksantana, izmedu ostalog, zavisi 1 od primenjenog proizvodnog soja i vremena kultivacije
(Garcia-Ochoa i sar., 2000; Casas i sar., 2000). Ukoliko se obrati paznja na srednje vrednosti
kvadrata za pomenutu grupu izolata, koje su prikazane u istoj tabeli, moze se zakljuciti da
selekcija proizvodnog soja (1,454-10") ima najveéi, vreme kultivacije (3,543-10") nesto manji,
a njihova kombinacija (2,882-10%) najmaniji uticaj na kvalitet biopolimera.

Sa druge strane, iz rezultata predstavljenihn u tabeli 5.11. moze se videti da se
p-vrednosti za analizirane parametre kod sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova paprika
znacajno razlikuju. Prema dobijenim rezultatima p-vrednost za primenjene proizvodne sojeve je
manja od 0,05 $to znaci da oni statisti¢ki zna¢ajno uti¢u na molekulsku masu biosintetisanog
ksantana, dok vreme kultivacije i kombinacija proizvodnih sojeva i vremena kultivacije nemaju
znaCajan 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
sugeriSu da pored uticaja na prinos ksantana, proizvodni sojevi Xanthomonas imaju znacajan
uticaj i na njegovu molekulsku masu (Demirci i sar., 2017). Rezultati statisticke analize
prikazani su 1 graficki, a dati su na slikama 5.13-5.16.

Tabela 5.11. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih proizvodnih sojeva i vremena
trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa
komercijalnim glicerolom

ngtsr;(;g:/?n Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos  p-vrednost
Lzolati sa Proizvodni soj 1,163-10% 8 1,454-10" 327,081  <0,000001
listova Vreme kultivacije 3,543:10" 1 3,543-10% 79,692  <0,000001
biljaka iz i i Soi i
borodics Pro'z"lfj';i'vzcyij'e‘”eme 2306-10° 8  2,882:10° 6484 0000032
kupusnjata Greska 1,600-10° 36 4,446-10°
Proizvodni soj 1,977-10" 4 4,942-10" 825,22  <0,000001
Izolati sa Vreme kultivacije 1,436:10° 1 1,436:10° 2,40 0,137150
listova Proizvodni soj i vreme 8 8
paprika kultivacije 8,869-10 4 2,217-10 0,37 0,826987
Greska 1,198-10% 20 5,988-10°

SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata.

Na slici 5.13. predstavljeni su rezultati statisticke analize uticaja Selekcije proizvodnog soja iz
grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjata na molekulsku masu ksantana
biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razlicito vreme trajanja kultivacije.
Graficki predstavljeni rezultati ukazuju da se vrednost molekulske mase ksantana biosintetisanih
u ispitivanim eksperimentalnim uslovima kretala od oko 1-10° g/mol do oko 7-10° g/mol, pri
¢emu je evidentno da soj KUPUS produkuje ksantan najboljeg kvaliteta, bez obzira na vreme
trajanja kultivacije. Takode se moze primetiti da ostali ispitivani izolati sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca produkuju ksantan znatno manje molekulske mase i da medu njima ne
postoji znacajne razlike. Na osnovu dobijenih rezultata moze se konstatovati da se unutar grupe
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izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca soj KUPUS izdvaja kao najpogodniji za
biosintezu ksantana najboljeg kvaliteta.
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Slika 5.13. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (M) biosintetisanih
na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Slika 5.14. ilustruje rezultate statisticke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe
izolata sa listova paprika na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa
komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije. Prikazani rezultati ukazuju da
se vrednost molekulske mase ksantana biosintetisanih u ispitivanim eksperimentalnim uslovima
kretala od oko 2-10° g/mol do oko 9-10° g/mol. Ksantan najve¢e molekulske mase a samim tim i
najboljeg kvaliteta, dobijen je prilikom kultivacije soja PAP LIST 3. Ksantan nesto 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 proseénih molekulskih
masa ksantana dobijenih prilikom kultivacije sojeva iz navedenih grupa izolata moze se uoditi da
izolati sa listova paprika produkuju ksantan ve¢e molekulske mase od izolata sa listova biljaka iz
porodice kupusnja¢a u primenjenim eksperimentalnim uslovima.

Slika 5.15 prikazuje rezultate statisticke analize uticaja selekcije vremena trajanja kultivacije na
molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom primenom
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe
izolata. Dobijeni rezultati ukazuju na to da je ksantan vece molekulske mase produkovan
prilikom kultivacije ispitivanih izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca u trajanju od
240 h. Na osnovu svih prethodno diskutovanih rezultata moze se pretpostaviti da je izolatima sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca potrebno vise vremena da na medijmumu sa
komercijalnim glicerolom u primenjenim uslovima produkuju ksantan ve¢e molekulske mase
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usled cinjenice da je razli¢itim sojevima potrebno duze 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 umrezavanja molekula ksantana tokom vremena trajanja
bioprocesa i formiranja molekula veée molekulske mase, $to je eksperimentalno potvrdeno u
prethodnim istrazivanjima (Roncevi¢, 2016).
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Slika 5.14. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (M) biosintetisanih
na medijumu sa komercijalnim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa
listova paprika
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Slika 5.15. Uticaj vremena trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana (M)

biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca
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Na slici 5.16. prikazani su rezultati statisticke 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 znacajna razlika u vrednostima
prose¢ne molekulske mase ksantana dobijene prilikom kultivacije izolata sa listova paprika u
trajanju od 168 h i 240 h. Dobijeni rezultati ukazuju da duze trajanje kultivacije sojeva
izolovanih sa listova paprika ne uti¢e na promenu kvaliteta biopolimera produkovanog u
primenjenim eksperimentalnim uslovima.
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Slika 5.16. Uticaj vremena trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana (M)
biosintetisanih na medijumu sa komercijalnim glicerolom: izolati sa listova paprika

Kako bi se odabrala kombinacija proizvodnog soja i vremena trajanja kultivacije pri kojoj se
biosintetiSe ksantan najvece molekulske mase, eksperimentalni podaci su analizirani i primenom
Dankanovog testa viSestrukih poredenja ¢iji su rezultati dati u tabeli 5.12.

Rezultati prikazani u tabeli 5.12. ukazuju na to da se prose¢na molekulska masa biosintetisanih
ksantana kretala od 1,05+0,16-10° g/mol do 6,54+0,2-10° g/mol prilikom kultivacije izolata sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca, odnosno od 1,65+0,16-10° g/mol do 8,87+0,29-10° 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 vece u poredenju 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° g/mol (Rondevi¢ i sar., 2014).
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Tabela 5.12. Dankanov test viSestrukih poredenja: molekulska masa ksantana koje na medijumu
sa komercijalnim glicerolom biosintetiSu sojevi Xanthomonas spp. za vreme trajanja kultivacije
od 168 hi240h

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca Izolati sa listova paprika
Proizvodnisoj  t(h) M, (10° g/mol)”  Proizvodnisoj t(h) M, (10°g/mol)”
Xp 3-1 168 1,05+0,16° PAPLIST2 168 1,65+0,16°
Mn 7-2 168 1,08+0,18° PAPLIST2 240 1,76+0,14%
Mn 7-2 240 1,36+0,21%® PAPLIST4 168 7,03+0,32°
ATCC 13951 168 1,48+0,24" PAPLIST4 240 7,38+0,22"
KARFIOL 168 1,73+0,2% PAPLIST5 168 7,48+0,19°
KARFIOL 240 1,81+0,1% PAPLIST5 240 7,54+0,4°
Xp 7-2 168 1,9+0,16" PAPLIST1 168 8,31+0,2°
12-2 168 1,92+0,28¢ PAPLIST1 240 8,36+0,21%
KELJ 168 1,96+0,31¢ PAPLIST3 168 8,75+0,29°
Xp 3-1 240 1,96+0,21° PAPLIST3 240 8,87+0,29"
KELJ 240 2,08+0,3°
Xp 7-2 240 2,08+0,2¢
ATCC 13951 240 2,55+0,16°
Am 168 3,15+0,2"
12-2 240 3,15+0,2
Am 240 3,5+0,2°
KUPUS 168 6,16+0,18"
KUPUS 240 6,54+0,2'

M- srednja molekulska masa ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa;
* Vrednosti u jednoj koloni obelezene istim slovima nalaze se na istom nivou znacajnosti 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 kupusnjaca pokazao soj KUPUS koji je tokom Kkultivacije u
trajanju od 240 h produkovao ksantan molekulske mase od 6,54+0,2-10° g/mol, dok je nesto
manja vrednost molekulske mase ksantana (6,16+0,18-10° 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 znacajnosti, $to potvrduje i p-vrednost od 0,032521. Proizvodni
soj Xp 3-1 je prilikom 168 h kultivacije produkovao ksantan najlosijeg kvaliteta u ovoj grupi
izolata, na §ta ukazuje najmanja vrednost molekulske mase od 1,05+0,16-10° g/mol. Dobijena
vrednost se nalazi na istom nivou znacajnosti kao i vrednosti molekulskih masa dobijenih
prilikom kultivacije soja Mn 7-2 u trajanju od 168 h i 240 h, $to potvrduju p-vrednosti veée od
0,05. Medu sojevima izolovanim sa listova paprika kao najpogodniji pokazao se soj PAP LIST 3
koji je prilikom kultivacije u trajanju od 240 h produkovao ksantan prose¢ne molekulske mase
od 8,87+0,29-10° g/mol. Pored toga, bitno je spomenuti i to da je ovaj soj za 168 h kultivacije
produkovao ksantan statisticki neznatno manje molekulske mase (p=0,569389). Dobijeni
rezultati ukazuju na to da povecanje vremena trajanja kultivacije soja PAP LIST 3, u
primenjenim eksperimentalnim uslovima, ne rezultuje znacajnim povecanjem molekulske mase
separisanog biopolimera. Soj PAP LIST 2 se pokazao kao soj koji produkuje ksantan najlosijeg
kvaliteta medu sojevima iz ove grupe izolata, na Sta 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 moze se konstatovati da ne postoji znacajna razlika u
kvalitetu ksantana dobijenog primenom soja PAP LIST 2 u razli¢itom vremenu trajanja
kultivacije.

Prema dobijenim rezultatima, izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca produkuju ksantan
boljeg kvaliteta ako se kultivacija izvodi u trajanju od 240 h. Kod izolata sa listova paprika ne
dolazi do znacajne promene u kvalitetu biosintetisanog ksantana prilikom povecanja vremena
trajanja kultivacije sa 168 h na 240 h. Poredenjem dobijenih rezultata za obe grupe ispitivanih
izolata moze se zakljuciti da prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na medijumu sa
komercijalnim glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, za kra¢e vreme (168 h)
dolazi do produkcije ksantana boljeg kvaliteta, ako se kao indikator kvaliteta biopolimera uzme
srednja vrednost molekulskih masa. Ovo ukazuje na odli¢an 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 1Z PROIZVODNJE
BIODIZELA U REPUBLICI SRBIJI

Sirovi glicerol predstavlja glavni nusproizvod industrije biodizela, a obzirom da se proizvodni
kapaciteti biodizela iz dana u dan povecavaju Sirom sveta dolazi do generisanja Sve znacajnih
koli¢ina ovog efluenta. Glicerol koji se generise prilikom proizvodnje biodizela obi¢no je Cistoce
15-90%. Medutim sastav sirovog glicerola zavisi od vise faktora zbog Cega ga je tesko precizno
definisati (Nanda i sar., 2014; Trindade i sar., 2015). Pored glicerola, sirovi glicerol iz industrije
biodizela moze da sadrzi 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 koriséen je kao izvor
ugljenika u medijumima za razli¢ite faze biotehnoloske proizvodnje ksantana. Sirovi glicerol
koriscen u eksperimentalnim ispitivanjima dobijen je iz domace fabrike za proizvodnju biodizela
(Beograd, Srbija), gde su kao sirovine koris¢ena 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, sadrzaja TDS, sadrzaja glicerola, sadrzaja ukupnog i asimilabilnog azota,
sadrzaja suve materije i sadrzaja pepela, odradene su u okviru ovog istrazivanja (poglavlje 4.6.1).
Objedinjeni parametri kvaliteta sirovog glicerola kori§¢enog u okviru ove doktorske disertacije
prikazani su u tabeli 5.13.

S obzirom da glicerol predstavlja pogodan izvor ugljenika za razliCite proizvodne
mikroorganizme (Taccari i sar., 2012), njegov sadrzaj u sirovom glicerolu je od velikog znacaja
za primenu ovog efluenta industrije biodizela kao sirovine u biotehnoloskim postupcima
proizvodnje visokovrednih proizvoda. Prema dobijenim rezultatima, sadrzaj glicerola u sirovom
glicerolu, koji je koris¢en u okviru ovog istrazivanja, iznosio je 47,60%(w/v), sto je u skladu sa
prethodno iznetim literaturnim navodima da se sadrzaj glicerola u sirovom glicerolu kre¢e od
15%(w/w) do 90%(w/w) (Nanda i sar., 2014; Trindade i sar., 2015). Hu i saradnici (2012) su u
svom istrazivanju ispitivali sastav pet razliitih uzoraka sirovog glicerola dobijenih iz
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proizvodnje biodizela gde su kao sirovine koriS¢ena sojina ulja i razli¢ita otpadna ulja. Prema
rezultatima ovog istrazivanja sadrzaj glicerola u uzorcima sirovog glicerola kretao se od
22,9%(w/w) do 63,0%(w/w). Pored toga, bitno je napomenuti da glicerol koris¢en u okviru ove
doktorske disertacije poseduje vecu cistou u poredenju sa uzorcima sirovog glicerola iz
proizvodnje biodizela kori$¢enih u istrazivanjima kanadskih stru¢njaka gde je sadrzaj 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

Sadrzaj glicerola % (Wiv) 47,60
Gustina g/cm3 1,12

Kinematska viskoznost mm?/s 74,97
Sadrzaj mehanickih neéistoca % (W/w) 0,03
Vrednost pH 1 9,29

Sadrzaj pepela % (w/w) 81,75
Sadrzaj suve materije % (w/w) 4,83
Sadrzaj organskih materija % (w/w) 95,12
Sadrzaj metanola % (w/w) 0,45

Sadrzaj natrijuma mg/kg 199,83
Sadrzaj kalijuma % (wiw) 3,73
Sadrzaj kalcijuma mg/kg 6,76
Sadrzaj magnezijuma ma/kg 2,31
Sadrzaj sumpora mg/kg 1,58
Sadrzaj fosfora % (wiw) 0,02
Sadrzaj ukupnog azota mg/l n.d.
Sadrzaj asimilabilnog azota mg/l n.d.

Sadrzaj ukupnih rastvorenih soli mg/I 421,50

n.d. - nije detektovano

Gustina &istog glicerola na temperaturi od 20°C iznosi 1,261 g/cm® (Kong i sar., 2016). Vrednost
gustine sirovog glicerola koriS¢enog u ovom istraZzivanju neSto je manja od gustine cistog
glicerola i iznosi 1,120 g/cm®. Ova vrednost je u saglasnosti sa rezultatima istraZivanja gde se
gustina uzoraka sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kretala od 1,01 g/cm® do 1,20 g/cm?
(Hu i sar., 2012).

Vrednost pH se u okviru prethodno pomenutog istrazivanja sa pet uzoraka sirovog glicerola
kretala u opsegu od 6,50 do 10,00 (Hu i sar., 2012), sto se takode podudara sa vredno$¢u pH
sirovog glicerola kori§¢enog u ovom istrazivanju koja iznosi 9,29. PoviSen nivo alkalnosti
zabeleZen u sirovom glicerolu posledica je prisustva ostataka katalizatora, kao $to je NaOH, iz
procesa transesterifikacije ulja (Rodrigues i sar., 2016).

U okviru karakterizacije sirovog glicerola kori§¢enog u ovom istrazivanju odradena je i analiza
sadrzaja pepela. Sadrzaj pepela pruza informacije o katalizatoru koji je koriS¢en u procesu
transesterifikacije, pri ¢emu najveéi 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)
potvrduje prisustvo ostataka katalizatora u sirovom glicerolu, kao §to je ve¢ navedeno u
dostupnoj naucnoj literaturi (Kumar i sar., 2019). Prema rezultatima ranijih istrazivanja sadrzaj
pepela u sirovom glicerolu dobijenom iz proizvodnje biodizela kre¢e se od 2,70% (w/w) (Hu i
sar., 2012) do 6,34%(w/w) (Kumar i sar., 2019).
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Sadrzaj suve materije u sirovom glicerolu kori§¢enom u ovom istrazivanju iznosi 81,75%(W/w)
(tabela 5.13) i veoma dobro se podudara sa rezultatima karakterizacije razli¢itih uzoraka sirovog
glicerola dobijenog iz industrije biodizela iz ranijiih istrazivanja gde se ova vrednost kretala od
56,58%(w/w) do 99%(w/w) (Hu i sar., 2012; Kumar i sar., 2019).

Sadrzaj organskih materija u sirovom glicerolu, koji je koris¢en u ovom istrazivanju, iznosi
95,12%(w/w) (tabela 5.13). Organske materije poti¢u od triglicerida koji su zaostali iz procesa
transesterifikacije, ali mogu biti i ostaci slobodnih masnih kiselina iz ulja (Rodrigues i sar.,
2016).

Nizi alkoholi, kao §to su metanol i etanol, uobicajeno se koriste u proizvodnji biodizela, ali se u
fazi odvajanja biodizela od glicerola uklanjaju. Sadrzaj metanola od 0,45%(w/w) u sirovom
glicerolu koriS¢enom u ovom istrazivanju ukazuje na dobro uklanjanje metanola od glicerola. U
poredenju sa rezultatima ranijih istrazivanja, gde se sadrzaj 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 znac¢ajno
manja.

Prema podacima iz naucne literature, sirovi glicerol iz industrije biodizela sadrzi odredenu
koli¢inu metala poput natrijuma, kalcijuma, kalijuma, magnezijuma, ali i nemetali, kao $to su
fosfor i sumpor, takode mogu biti prisutni. Koli¢ine navedenih metala, izuzev natrijuma, obi¢no
se kre¢u u rasponu od 4 ppm do 163 ppm, dok sadrzaj natrijuma prelazi 1%(w/w) (Ayoub i
Abdullah, 2012). Sadrzaj kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i natrijuma u sirovom glicerolu
koris¢enom u ovom istrazivanju iznosio je: 3,73%(w/w), 6,76 mg/kg (0,000676%(w/w)),
2,31 mg/kg (0,000231%(w/w)) i 199,83 mg/kg (0,019983%(w/w)), redom. Dobijene vrednosti
ukazuju na to da je natrijum najzastupljeniji metal prisutan u analiziranom sirovom glicerolu.
Dobijene vrednosti u saglasnosti su sa rezultatima istrazivanja koje su vr$ili Hu i saradnici
(2012) prilikom karakterizacije pet uzoraka sirovog glicerola gde se takode ispostavilo da je
natrijum prisutan u najvecoj koncentraciji u poredenju sa ostalim metalima prisutnim u
uzorcima. Sadrzaj natrijuma u sirovom glicerolu koris¢enom u okviru ove doktorske disertacije u
saglasnosti je sa sadrzajem natrijuma u ispitivanim uzorcima prethodno pomenutog istrazivanja,
koji se kretao od 0,00906%(w/w) do 1,931%(w/w), dok je sadrzaj kalijuma, kalcijuma i
magnezijuma u uzorcima bio ne§to vec¢i 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 moze se nac¢i i gvozde. Prema podacima iz ranijeg
istraZzivanja sadrZzaj gvozda u sirovom glicerolu iz proizvodnje biodizela kre¢e se od
0,00316%(w/w) do 0,00921%(w/w) (Hu i sar, 2012).

Nemetali takode mogu zaostati u sirovom glicerolu iz proizvodnje biodizela. Analiziranjem
sadrzaja sirovog glicerola kori§¢enog u ovom istrazivanju 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. Sadrzaj fosfora u sirovom glicerolu u skladu je sa rezultatima ranijih
istrazivanja gde je prilikom karakterizacije uzoraka sirovog glicerola ustanovljeno da se sadrzaj
fosfora kretao od 0,00247%(w/w) do 0,02338%(w/w) (Hu i sar., 2012).

Karakterizacija sirovog glicerola kori§¢enog u istrazivanjima u okviru ove doktorske disertacije
podrazumevala je i analiziranje sadrzaja ukupnog i asimilabilnog azota. Medutim, u analiziranim
uzorcima nije detektovano prisustvo ovog elementa ili je njegov sadrzaj ispod granice detekcije
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primenjenih metoda. Prema rezultatima jednog od ranijih istraZivanja, 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 istrazivanja nije zabelezeno prisustvo azota u sirovom glicerolu
(Valerio i sar., 2015; Rodrigues i sar., 2016;).

Sadrzaj ukupnih rastvorenih soli u sirovom glicerolu koris¢enom u okviru ove doktorske
disertacije iznosi 421,50 mg/l. Soli koje zaostaju u sirovom glicerolu poreklom su iz procesa
transesterifikacije, tacnije, od katalizatora koris¢enih u ovom procesu. Najcesce se kao
katalizatori prilikom procesa transesterifikacije koriste NaOH, CH3KO ili KOH (Kumar i sar.,
2019). U zavisnosti od kori$¢enog katalizatora u procesu transesterifikacije dobija se sirovi

glicerol razli¢itog sastava u pogledu sadrzaja soli, ali i metala ¢iji je sadrzaj ranije diskutovan.

Uzimaju¢éi u obzir prethodno diskutovane vrednosti parametara kvaliteta sirovog glicerola moze
se zakljuciti da sastav sirovog glicerola koji generiSe industrija biodizela zavisi od sirovina
koris¢enih za proizvodnju biodizela, njihovog sastava, tehnologije dobijanja biodizela, ali i od
koriS¢enih katalizatora. Sve navedeno veoma utie na krajnji sastav sirovog glicerola. Kao §to je
ve¢ receno, pored glicerola u sirovom materijalu prisutni su i odredeni metali, nemetali, soli,
ostaci katalizatora, mineralne materije i slicno (Hu i sar., 2012). Sirovi glicerol potencijalno
moze biti znacajan supstrat u mnogim biotehnoloskim procesima i zbog niske cene. Poznato je
da sastav kultivacionog medijuma zavisi od potreba proizvodnog mikroorganizma za odredenim
nutrijentima koji omogucéavaju njegov rast i biosintezu zeljenih proizvoda, te da su najznacajniji
nutrijenti u kultivacionom medijumu izvori ugljenika, azota, fosfora i mineralnih materija
(Brandao i sar., 2013). S obzirom da sirovi glicerol, koji je kori§¢en u okviru ove doktorske
disertacije, sadrzi izvore ugljenika i fosfora, kao i razli¢ite mineralne materije, pre upotrebe u
biotehnoloskim procesima neophodno ga je obogatiti organskim i/ili neorganskim izvorima
azota. Rezultati prethodno sprovedenih istraZzivanja, gde je eksperimentalno dokazana
metaboli¢ka aktivnost svih ispitivanih izolata roda Xanthomonas na medijumu sa glicerolom kao
jedinim izvorom ugljenika (poglavlje 5.1), ukazuju na obecéavajuci potencijal iskori$¢enja
sirovog glicerola u biotehnoloskoj proizvodnji ksantana.

5.3. SKRINING MOGUCNOSTI BIOSINTEZE KSANTANA PRIMENOM
SOJEVA Xanthomonas spp. NA MEDIJUMU SA SIROVIM GLICEROLOM

Sledeca faza istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije izvedena je u nekoliko koraka, a
imala je za cilj skrining moguc¢nosti biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp. na
medijumu sa sirovim glicerolom. Dobijeni rezultati su podeljeni i prikazani u tri dela. Prvi deo
obuhvata rezultate ispitivanja uticaja selekcije proizvodnog soja i vremena trajanja kultivacije na
koli¢inu 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. Tre¢i 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 koli¢inu ksantana u
medijumu sa sirovim glicerolom

Poznato je da razliite vrste roda Xanthomonas poseduju razli¢ite metabolicke puteve i cikluse
(Saddler 1 Bradbury, 2004) i da je razli¢itim sojevima potrebno razli¢ito 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.
uspesno metabolisu glicerol kao izvor ugljenika u medijumu za biosintezu ksantana. U ovoj fazi
istrazivanja ispitivana je mogucnost biosinteze ksantana razliitim 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, sadrzi i druge komponente. Kada se sirovine kompleksnog i
nestandardnog sastava koriste u biotehnoloskoj proizvodnji jedino je eksperimentalnim putem
moguce dokazati njihovu primenu jer se na taj nacin utvrduje da li neke od prisutnih komponenti
deluju inhibitorno na metabolizam proizvodnog mikroorganizma (Savi¢, 2007). U skladu sa tim,
postoje indicije da je vreme za koje proizvodni mikroorganizam metaboli$e ovaj izvor ugljenika i
biosintetiSe Zeljeni proizvod duze nego $to je to slucaj kod primene jednostavnijih supstrata. 1z
navedenog razloga, u ovom koraku je ispitivana mogucnosti biosinteze ksantana razli¢itim
izolatima roda Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja
bioprocesa. Kako bi se realizovao postavljeni cilj ove faze istrazivanja, kultivisano je ukupno 14
sojeva roda Xanthomonas, i to referentni soj X. campestris ATCC 13951 i 13 lokalnih izolata
Xanthomonas spp. (poglavlje 4.1). Kultivacioni medijumi kori$¢eni u ovoj fazi istrazivanja
opisani su u poglavlju 4.2, dok su priprema inokuluma i uslovi biosinteze navedeni u
poglavljima 4.3. i 4.4. ovog rada. Po zavrSetku zadatog vremena kultivacije ispitivanih sojeva
izvr§ena je analiza medijuma kako bi se potvrdila moguénost biosinteze ksantana i procenila
uspesnost izvodenja bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Kako bi se utvrdilo
da li je doSlo do produkcije ksantana vrSena su reoloska meranja (poglavlje 4.6.2), a kao
pokazatelj uspesnosti bioprocesa odredivan je sadrzaj biosintetisanog ksantana na osnovu ¢ije
vrednosti je izracunat 1 stepen konverzije izvora ugljenika u proizvod (poglavlje 4.5). Dobijeni
medijumi analizirani su i u pogledu vrednosti pH i sadrzaja TDS (poglavlje 4.6.2).

Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih primenom
ispitivanih sojeva roda Xanthomonas koji su u zadatim eksperimentalnim uslovima kultivisani u
razli¢itom trajanju, prikazane su u tabeli 5.14.

Pseudoplasti¢ne karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih
kultivacijom ispitivanih proizvodnih sojeva u razli¢itom trajanju, potvrdene su vrednostima
indeksa toka (n) datih u tabeli 5.14. Vrednosti indeksa toka medijuma analiziranih u ovoj fazi
istrazivanja kretale su se od 0,4792 do 0,8355 i od 0,5522 do 0,7129 pri kultivaciji izolata sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca u trajanju od 168 h i 240 h, redom. Kod izolata sa listova
paprika ove vrednosti nalazile su se u intervalu od 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 zavrSetku kultivacije
sojeva Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz porodice kupusnjata na medijumu sa
sirovim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h bile su u opsegu od 0,0139 Pa-s" do 0,0961 Pa-s" i
od 0,0432 Pa-s" do 0,1655 Pa‘s", redom (tabela 5.14). Sa druge strane, vrednosti faktora

85



Ida Zahovié Doktorska disertacija

konzistencije medijuma za biosintezu dobijenog po zavrSetku 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" do 0,1646 Pa-s" i od 0,243 Pa-s" do 0,4246 Pa-s", redom (tabela
5.14). Faktor konzistencije je proporcionalan viskozitetu, a razli¢ite vrednosti ovog parametra
prikazane u tabeli 5.14. ukazuju na razliku u koli¢ini i kvalitetu ksantana proizvedenog u
primenjenim eksperimentalnim uslovima prilikom kultivacije razli¢itih izolata roda
Xanthomonas na medijumima sa sirovim glicerolom u trajanju od 168 h i 240 h.

Tabela 5.14. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku
kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Kultivacija u trajanju Kultivacija u trajanju
od 168 h od 240 h
K n Na K n Na

Xanthomonas sojevi [Pa-s"] [1] [mPa-s] [Pa-s"] [1] [mPa-s)

ATCC 13951 10,0139 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 05170 10,30+0,15 0,1655 0,6232 21,16+7,11

Izolati sa listova biljaka

; : Jak KELJ 00627 0,6047 673+3,62 00731 06735 14.11+322
iz porodice kupusnjaca Xp3-1 00643 04792 428+333 00473 0,7029 11.40+1.70
Xp 7-2 0,056 05570 497+2.14 00376 06996 7,66+2,25
Mn7-2 00817 05430 6242342 00862 05522 6.98+3.56
12-2 0,0473 05715 486+2.45 00628 06378 7.71+3.84

PAPLIST1 0,1646 0,4471 11,87+2,95 0,243 0,4893 23,06+2,11
PAP LIST2 0,1398 0,4908 11,72+3,24 0,2408 0,5045 24,29+234
Izolati sa listova paprika  PAPLIST3  0,0854 0,5537 10,41+2,86 0,3174 0,4653 26,80+1,05
PAPLIST4 0,0864 0,5438 10,04+1,39 0,4246 0,4522 29,23+6,18
PAPLIST5 0,0405 0,7158 10,84+0,69 0,1742 0,6619 22,3748,78
K — faktor konzistencije; n — indeks toka, n,- prividni viskozitet.

Na osnovu prethodno diskutovanih vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije izraCunati su
prividni viskoziteti medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom dobijenih nakon kultivacije
razli¢itih izolata roda Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h. Dobijeni rezultati takode su
prikazani u tabeli 5.14, a pokazuju da su se vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za
biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca u trajanju od 168 h kretale od 4,2843,33 mPa's do 10,30+0,15 mPa-s, dok su se
vrednosti ovog parametra izracunate nakon kultivacije istih sojeva u trajanju od 240 h kretale od
6,9843,56 mPa-s do 21,16+7,11 mPa-s. Analizom tabelarno prikazanih rezultata moze se uociti
da je prividni viskozitet medijuma sa glicerolom po zavrsetku kultivacije soja KUPUS veci u
poredenju sa prividnim viskozitetom medijuma dobijenih delovanjem ostalih ispitivanih sojeva
iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca. Dobijeni rezultati sugeriSu da prilikom
povecanja vremena trajanja kultivacije ispitivanih sojeva sa 168 h na 240 h dolazi do porasta
viskoziteta medijuma za biosintezu, $to je u saglasnosti sa rezultatima ranijih istrazivanja gde je
ustanovljeno da poveéanjem vremena trajanja bioprocesa dolazi do porasta viskoziteta
kultivacione te¢nosti ksantana (Gilani i sar., 2011). U ranijim istraZivanjima je ustanovljeno da
prilikom porasta koncentracije ksantana u rastvoru dolazi do porasta prividnog viskoziteta tog
rastvora. Stoga se moze zakljuciti da se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnja¢a na medijumu sa sirovim glicerolom u trajanju od 240 h produkuje veca koli¢ina
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ksantana u poredenju sa kultivacijom istih sojeva u trajanju od 168 h. Medutim, za izvodenje
konac¢nih zakljucaka potrebno je odrediti sadrzaj ksantana, ali i njegov kvalitet.

Prilikom biosinteze ksantana primenom izolata sa listova paprika na medijumu sa sirovim
glicerolom dolazi do sliénog ponasSanja kao kod prethodno diskutovane grupe izolata (tabela
5.14). Naime, vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom,
izraCunate 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. Moze se primetiti da je i u ovom slucaju veci viskozitet
medijuma sa sirovim glicerolom postignut nakon kultivacije u trajanju od 240 h. Rezultati
prikazani u tabeli 5.14. sugeriSu da je najveca vrednost prividnog viskoziteta medijuma za
biosintezu zabeleZzena prilikom kultivacije izolata PAP LIST 4 u trajanju od 240 h.

Kao §to je ve¢ navedeno, vrednost pH predstavlja vazan parametar za uspe$no izvodenje
biotehnoloSkog postupka proizvodnje ksantana, te su po zavrSetku kultivacije ispitivanih izolata
u trajanju od 168 h i 240 h dobijeni medijumi za biosintezu sa sirovim glicerolom podvrgnuti
merenju vrednosti pH. Zabelezene vrednosti date su u tabeli 8.7. (Prilog 1). Vrednosti pH
medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom dobijenih po zavrSetku kultivacije izolata sa
listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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 niza od 7,00, vrednost pH medijuma sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije svih
ispitivanih izolata bila je iznad kriticne vrednosti, §to je vazno iz ugla ekonomske isplativosti
bioprocesa, jer ukazuje na potencijalnu proizvodnju ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom
bez potrebe i troskova korigovanja vrednosti pH tokom izvodenja samog bioprocesa.

Po zavrsetku kultivacije izolata roda Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom u trajanju
od 168 h i 240 h izvrSeno je merenje vrednosti sadrzaja TDS, a dobijene vrednosti date su u
tabeli 8.8. (Prilog 1). Izmerene vrednosti sadrzaja TDS u medijumima sa sirovim glicerolom koyji
su dobijeni po zavrsetku kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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 zabelezene su vrednosti sadrzaja TDS u medijumu za biosintezu od
2,86+0,03 g/l do 2,92+0,03 g/I, 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 moze se uociti da je vrednost
sadrzaja TDS u proizvodnim medijumima sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije
ispitivanih izolata u primenjenim uslovima bila u granicama potrebnim za nesmetanu
metaboli¢ku aktivnost proizvodnog mikroorganizma.

Utvrdivanje statisticke znacajnosti uticaja ispitivanih proizvodnih sojeva i vremena kultivacije,
kao i njihove kombinacije na sadrzaj ksantana, biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim
uslovima na medijumu sa sirovim glicerolom, izvrSeno 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 kupusnjaca vreme kultivacije i kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije
imaju statisticki znacajan uticaj na sadrzaj ksantana, dok proizvodni soj ne uti¢e znacajno na
njegovu biosintezu, Sto potvrduju p-vrednosti od 0,000029, 0,023529 i 0,116252, redom
(tabela 5.15). Posmatrajuci srednje vrednosti kvadrata moze se primetiti da vreme kultivacije
(32,328) ima znacajniji uticaj na produkciju ksantana od kombinacije proizvodnog soja i
vremena kultivacije (3,673). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima istraZivanja
vr$enih u Brazilu gde je utvrdeno da vreme kultivacije utice na sadrzaj 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 razlicitih proizvodnih sojeva i vremena
trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana u medijumu za bisointezu sa sirovim glicerolom

Xanthomonas sojevi Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost
Proizvodni soj 19,973 8 2,497 1,768 0,116252
Izolati sa listova biljaka iz Vreme kultivacije 32,328 1 32,328 22,891  0,000029
porodice kupusnjaca Proizvodni soj i vreme kultivacije 29,383 8 3,673 2,601 0,023529
Greska 50,841 36 1,412 - -
Proizvodni soj 11,016 4 2,754 3,668 0,021343
o ) Vreme kultivacije 2,391 1 2,391 3,185 0,089501
Izolati sa listova paprika . . -
Proizvodni soj i vreme kultivacije 13,554 4 3,388 4,513 0,009243
Greska 15,017 20 0,751 - -

SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata.

Posmatrajuéi rezultate za izolate sa listova paprika prikazane u tabeli 5.15. moze se uociti
drugacije ponasanje u poredenju sa prethodnom grupom izolata. Prema dobijenim rezultatima,
proizvodni soj i kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije imaju znacajan uticaj na
sadrzaj biosintetisanog ksantana, sto povrduju p-vrednosti 0,021343 i 0,009243, redom. Sa druge
strane, vreme trajanja kultivacije nema statisticki znacajan uticaj na sadrzaj 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) znacajnije uti¢e na sadrzaj ksantana produkovanog primenom izolata sa listova paprika
od samog odabira proizvodnog soja (2,754).

Rezultati statisticke analize prikazani su i graficki na slikama 5.17-5.20, a kako bi se odabrala
kombinacija proizvodnog soja 1 vremena kultivacije pri kojoj se ostvaruje najveca produkcija
ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom eksperimentalni podaci su analizirani i primenom
Dankanovog testa viSestrukih poredenja ¢iji su rezultati dati u tabeli 5.16.

Na slici 5.17. prikazani su rezultati statistiCke analize uticaja selekcije proizvodnog soja iz grupe
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa
sirovim glicerolom za razlic¢ito vreme trajanja kultivacije. Ako se uzme u obzir srednja vrednost
sadrzaja biosintetisanog ksantana za sve proizvodne sojeve, kao najproduktivniji pokazao se soj
ATCC 13951, bez obzira na vreme trajanja Kultivacije. Analizom graficki predstavljenih
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rezultata se moze primetiti da su, pored referentnog soja, izolati Am, KARFIOL, KUPUS i 12-2
takode pokazali dobru produktivnost. Bitno je naglasiti su i drugi ispitivani sojevi proizvodili
ksantan, ali u manjoj koli¢ini u poredenju sa navedenim sojevima. Razlike u izdvojenim
koli¢inama ksantana najverovatnije su uzrokovane razlikama u fizioloSkim karakteristikama
medu koris¢enim sojevima iz grupe izolata sa biljaka iz porodice kupusnjac¢a (Moreira i sar.,
2001). Najmanju koli¢inu ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima produkovao je soj
Xp 3-1. Sadrzaj ksantana biosintetisanih primenom ispitivanih izolata roda Xanthomonas u
okviru ovog ispitivanja kretao se od oko 2 g/l do 9 g/l. Ostvarene vrednosti sadrzaja ksantana su
nesto vec¢e u poredenju sa rezultatima dobijenim u okviru ranijih istrazivanja 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 (Roncevi¢ i sar., 2020a).
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Slika 5.17. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca

Slika 5.18. predstavlja graficki prikaz rezultata statistiCke analize uticaja selekcije proizvodnog
soja iz grupe izolata sa listova paprika na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom za razlicito vreme trajanja kultivacije. Rezultati prikazani na pomenutoj slici ukazuju
na to da prilikom kultivacije razlicitih proizvodnih sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa
listova paprika na medijumu sa sirovim glicerolom, ne uzimajuci u obzir vreme kultivacije,
dolazi do produkcije ksantana u prilicno ujednacenim koncentracijama. Dobijeni rezultati
sugeriSu da proizvodni soj PAP LIST 4, medu ispitivanim izolatima roda Xanthomonas,
produkuje ksantan u najvecoj koli¢ini. Na osnovu grafi¢ki predstavljenih rezultata je evidentno
da je najmanji sadrzaj ksantana ostvaren prilikom kultivacije soja PAP LIST 5. Takode, moze se
primetiti da se sadrzaj ksantana u proizvodnom medijumu sa sirovim glicerolom po zavrSetku
kultivacije izolata sa listova paprika u okviru ovog ispitivanja kretao od oko 5 g/l do oko 8 g/I.
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Slika 5.18. Uticaj selekcije proizvodnog soja na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova paprika

Rezultati statistiCke analize uticaja selekcije vremena trajanja kultivacije izolata sa listova biljaka
iz porodice kupusnjaca na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, bez
obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata, prikazani su na slici 5.19. Graficki
predstavljeni rezultati ukazuju da je prilikom kultivacije sojeva iz ove grupe izolata roda
Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom veéi sadrzaj ksantana ostvaren kada je
biosinteza trajala 240 h. Dobijeni rezultati sugeri$u da je izolatima sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca prilikom kultivacije na medijumu sa sirovim glicerolom potrebno duze vreme za
biosintezu ksantana u vecoj koncentraciji.

Na slici 5.20. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja selekcije vremena trajanja
kultivacije izolata sa listova paprika na sadrzaj ksantana u proizvodnom medijumu sa sirovim
glicerolom, bez obzira na primenjeni soj iz posmatrane grupe izolata. Evidentno je da ne postoji
velika razlika u sadrzaju biosintetisanog ksantana za obe vrednosti ispitivanog vremena
kultivacije, odnosno da koli¢ina ksantana koja je produkovana tokom 240 h nije zna¢ajno veca
od kolicine ksantana koja je biosintetisana tokom 168 h. U poredenju sa prethodno diskutovanim
rezultatima moze se zakljuciti da se izolati sa listova paprika adaptiraju na sirovi glicerol u za
krace vreme.
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Slika 5.19. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca
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Slika 5.20. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom: izolati sa listova paprika

U tabeli 5.16. prikazani su rezultati Dankanovog testa viSestrukih poredenja za sadrzaj ksantana
u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije ispitivanih sojeva roda
Xanthomonas u trajanju od 168 h i 240 h.
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Tabela 5.16. Dankanov test visestrukih poredenja: sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa
sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Izolati sa listova paprike

Proizvodni soj t (h) P (g/)" Proizvodnisoj t(h) P (g/l)’
Xp 3-1 168 4,28+1,34% PAPLIST3 168  5,16+1,83°
KARFIOL 168 4,52+1,05% PAPLIST5 240 545+1,01°
12-2 168 4,74+0,37% PAPLIST2 240  5,72+0,10°
Mn 7-2 168 5,34+0,07% PAPLIST1 168 5,85+1,21%
KELJ 168 5,38+0,39% PAPLIST5 168 6,25+0,55%"
KUPUS 168 5,39+0,57% PAPLIST2 168 6,65+0,50*"
ATCC 13951 168 5,41+0,82% PAPLIST4 168  7,44+0,42
KELJ 240 5,65+0,25%° PAPLIST1 240  7,59+0,82°
Mn 7-2 240 5,74+0,45%° PAPLIST3 240 7,59+0,31°
Xp 3-1 240 5,93+1,99%° PAPLIST4 240  7,81+0,39°
Xp 7-2 168 6,070,722
Xp 7-2 240 6,400,447
Am 240 6,51+0,13%°%
Am 168 7,23+1,16"%
KUPUS 240 7,36+1,38"%
KARFIOL 240 7,8242,63°%
12-2 240 8,28+2,10%
ATCC 13951 240 8,62+1,29°

P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa;
* Vrednosti u jednoj koloni obeleZene istim slovima nalaze se na istom nivou znacajnosti u intervalu
poverenja od 95%.

Analizom rezultata prikazanih u tabeli 5.16. moze 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 sadrzaj Zeljenog
biopolimera u ovom delu istrazivanja kretao od 4,28+1,34 g/l do 8,62+1,29 g/l kada su
primenjeni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca. Kao najproduktivniji soj, iz ove
grupe ispitivanih izolata roda Xanthomonas, pokazao se ATCC 13951 koji je prilikom izvodenja
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 sadrzajem 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 (Roncevic¢ i sar.,
2020a). Sadrzaj biosintetisanog ksantana koji je ostvaren u ovoj fazi istrazivanja u saglasnosti je
I sa rezultatima brazilskih nauc¢nika, koji su u svom istrazivanju prilikom kultivacije soja
X. campestris mangiferaeindicae 2103 na medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) dobili
ksantan u koncentraciji od 7,29 g/l (Brandao i sar., 2014). Rezultati prikazani u tabeli 5.16.
ukazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u koli¢ini 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, §to pokazuju p-vrednosti vece od 0,05. Najmanji sadrzaj ksantana od
4,28+1,34 g/1 ostvaren je prilikom kultivacije soja Xp 3-1 u trajanju od 168 h. Dobijeni rezultati
sugeriSu da su vrednosti sadrzaja 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 znacajnosti, §to potvrduju
p-vrednosti vece 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, sadrzaj biosintetisanog ksantana
kretao se od 5,16+1,83 g/l do 7,81+0,39 ¢/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/I.
Rezultati dati u tabeli 5.16. pokazuju da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u sadrzaju
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 5u
trajanju od 168 h, §to potvrduju p-vrednosti veée od 0,05. Sa druge strane, najmanji sadrzaj
ksantana u medijumu za biosintezu koji iznosi 5,16+1,83 g/ ostvaren je prilikom kultivacije soja
PAP LIST 3 u trajanju od 168 h. Ova vrednost sadrzaja ksantana nalazi se na istom nivou
znacajnosti kao i vrednosti koli¢ine 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, $to potvrduju p-vrednosti vece od 0,05.

Na osnovu svih rezultata prikazanih u tabeli 5.16. moze se zakljuciti da izolati sa listova paprika
za 168 h produkuju vise ksantana nego Sto izolati sa listova biljaka kupusnjaca produkuju za
240 h. Drugim rec¢ima, izolatima sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca potrebno je duze
vreme za biosintezu vece koliCine ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom nego $to je to
slu¢aj kod izolata sa listova paprika. Do ove razlike medu ispitivanim izolatima verovatno dolazi
usled ¢injenice da razlicite vrste roda Xanthomonas poseduju razli¢ite metabolicke puteve i
cikluse (Saddler i Bradbury, 2004), te je razli¢itim sojevima potrebno razli¢ito vreme da se
adaptiraju na sirovi glicerol koji u medijumu za biosintezu predstavlja jedini izvor ugljenika
(Crosse i sar., 2020).

Konverzija supstrata u proizvod predstavlja znac¢ajan pokazatelj uspesnosti izvodenja bioprocesa.
Stoga su po zavrSetku kultivacije ispitivanih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom u
trajanju od 168 h i 240 h izraCunate vrednosti stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan.
Dobijeni rezultati dati su u tabeli 5.17.

Rezultati prikazani u tabeli 5.17. ukazuju na to da se konverzija izvora ugljenika u Zzeljeni
metabolit, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, kretala od 21,41+6,72% do 43,11+6,44%
za izolate sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca. Dobijene vrednosti vece su od vrednosti
stepena konverzije komercijalnog glicerola u ksantan (8,40-37,20%) dobijenih u okviru ranijih
istrazivanja prilikom kultivacije sojeva roda Xanthomonas izolovanih sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca, na medijumu sa komercijalnim glicerolom koncentracije 20 g/l, a u trajanju
od 120 h (Baji¢ 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 najvec¢oj meri za
Sta je potrebno da se bioproces izvodi u trajanju od 240 h. Soj Xp 3-1 se pokazao kao izolat sa

listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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 konverzije sirovog glicerola u ksantan, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, kretao se od 25,79+9,15% do 39,07+1,93%. U poredenju sa
rezultatima prethodne grupe izolata, Xanthomonas sojevi izolovani sa listova paprika konvertuju
sirovi glicerol u ksantan u neSto manjoj meri, za isto vreme trajanja kultivacije. Soj PAP LIST 4
se isti¢e U 0Ovoj grupi izolata kao soj koji za vreme kultivacije od 240 h, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, konvertuje sirovi glicerol u ksantan u najve¢oj meri. Posmatranjem
rezultata iz tabele 5.17. moze 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 zavrsetku kultivacije sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaéa Izolati listova sa paprike
Proizvodni soj t(h) Kpss (%0) Proizvodnisoj t(h) Kps(%0)
Xp 3-1 168 21,41+6,72 PAPLIST3 168 25,7949,15
KARFIOL 168 22,60+5,25 PAPLIST5 240 27,25+5,06
12-2 168 23,70+1,86 PAPLIST2 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 PAPLIST1 240 37,96+4,10
Mn 7-2 240 28,68+2,24 PAPLIST3 240 37,97+1,57
Xp 3-1 240 29,65+9,97 PAPLIST4 240 39,07+1,93
Xp 7-2 168 30,37+3,61
Xp 7-2 240 31,9942,18
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

Kpss-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; t-vreme trajanja bioprocesa.

Na osnovu prethodno diskutovanih rezultata moze se zakljuciti da vrednost stepena konverzije
sirovog glicerola u ksantan, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, zavisi od vremena
trajanja kultivacije, ali i od odabira proizvodnog soja. Do razlike u stepenu konverzije sirovog
glicerola u ksantan najverovatnije dolazi usled razlika u fizioloskim karakteristikama medu
primenjenim sojevima roda Xathomonas (Nitschke i Thomas, 1995) i ¢injenice da je razli¢itim
sojevima potrebno razli¢ito vreme da se adaptiraju prisustvo sirovog glicerola u medijumu i
konvertuju ga u ksantan (Crosse i sar., 2020). Posmatrajuéi rezultate predstavljene u tabeli 5.17.
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moze se Kkonstatovati da nijedan izolat roda Xanthomonas u ovoj fazi istrazivanja nije
konvertovao izvor ugljenika u ksantan u vrednosti ve¢oj od 50%. Dobijeni rezultati sugerisu da
je neophodno izvrsiti 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 uspeSnog izvodenja biotehnoloske 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 zavrSene kultivacije ksantan je izdvojen iz proizvodnog medijuma (poglavlje 4.5), a zatim
je izvrSena njegova kvalitativna karakterizacija. Kao indikator kvaliteta ksantana, biosintetisanog
u primenjenim eksperimentalnim uslovima, odredivana je srednja vrednost molekulskih masa
(poglavlje 4.6.3). Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja selekcije razlicitih proizvodnih sojeva
i vremena trajanja kultivacije na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa
sirovim glicerolom izvrSena je sa ciljem utvrdivanja statisticke znacajnosti uticaja variranih
parametara, kao i njihove kombinacije na odabrani pokazatelj kvaliteta biopolimera. Rezultati
sprovedene statisticke analize prikazani su u tabeli 5.18.

Tabela 5.18. Dvofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itih 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  p-vrednost
Proizvodni soj 4,740-10° 8  5,925:10° 5,501 0,000144
Izolati sa listova Vreme kultivacije 1,976:10° 1 1,976:10° 18,343 0,000131
biljaka iz porodice Proizvodni soj i 10 9
kupusnjata vreme kultivacije 4,453-10 8 556610 5,167 0,000246
Greska 3,878:10"° 36  1,077-10° - -
Proizvodni soj 3,173:10° 4 7,932:10° 10,672 0,000004
. Vreme kultivacije  4,964-10"° 1 4,964-10"° 104,393  0,000000
Izolati sa listova Proizvodri soi
paprike roizvodni soj | 1,992:10° 4 4981-10° 10475  0,000096
vreme kultivacije
Greska 9,511-10° 20  4,755-10® - -

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 statisticki znacajan uticaj na vrednost
molekulske mase ksantana biosintetisanih prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca na medijumu sa sirovim glicerolom, $to potvrduju p-vrednosti 0,000144,
0,000131 1 0,000246, redom. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima ranijih istrazivanja
gde je takode potvrdeno da molekulska masa ksantana zavisi od primenjenog proizvodnog soja i
vremena Kkultivacije (Casas i sar., 2000; Moreira i sar., 2001). Srednje vrednosti kvadrata za
izolate sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca prikazane u tabeli 5.18. ukazuju na to da vreme
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kultivacije (1,976:10'%) ima najznacajniji uticaj na vrednost molekulske mase biosintetisanih
ksantana. Proizvodni soj (5,925-10°) i vremena kultivacije (5,566-10°) dosta manje uti¢u 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 znacajno
uticu na srednju vrednost molekulske mase ksantana produkovanih u primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Prema srednjim vrednostima kvadrata uoCava se da vreme
kultivacije (4,964-10™) i kod ovih izolata ima najzancajniji uticaj na vrednost molekulske mase
biosintetisanih ksantana. Proizvodni soj (7,932-10°%) u manjoj meri utice na ovu grupu rezultata,
dok kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije (4,981-10°%) ima najmanji uticaj na
kvalitet ksantana produkovanih u primenjenim eksperimentalnim uslovima. | ovi rezultati, kao i
prethodno diskutovani, ukazuju na to da molekulska masa ksantana zavisi od primenjenog
proizvodnog soja i vremena kultivacije, §to je u saglasnosti sa rezultatima ranijih istrazivanja
(Casas i sar., 2000; Moreira i sar., 2001).

Rezultati statistiCke analize uticaja selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana
biosintetisanih na medijumu sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije
primenom ispitivanih izolata roda Xanthomonas prikazani su i graficki na slikama 5.21-5.24, a
kako bi se odabrala kombinacija proizvodnog soja i vremena kultivacije pri kojoj se produkuje
ksantan najvec¢e molekulske mase na medijumu sa sirovim glicerolom, eksperimentalni podaci su
analizirani i primenom Dankanovog testa viSestrukih poredenja ¢iji su rezultati dati u tabeli 5.19.

Na slici 5.21. predstavljeni su rezultati statisticke analize uticaja Selekcije proizvodnog soja iz
grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjac¢a na molekulsku masu ksantana
biosintetisanih na medijumu sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije. Prema
prikazanim rezultatima, kultivacija soja Am na medijumu sa sirovim glicerolom rezultuje
biosintezom ksantana najvece molekulske mase, bez obzira na vreme trajanja bioprocesa.
Rezultati prikazani na slici 5.21. sugeriSu 1 da referentni soj, kao 1 izolati KARFIOL i1 Xp 3-1
takode 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° g/mol do oko 2,3-10° g/mol.

Slika 5.22. ilustruje rezultate statisticke analize uticaja proizvodnog soja iz grupe izolata sa
listova paprika na molekulsku masu ksantana biosintetisanih na medijumu sa sirovim glicerolom
za razliCito vreme trajanja kultivacije. Dobijeni rezultati sugeriSu da je ksantan najvece
molekulske mase biosintetisan prilikom kultivacije soja PAP LIST 4, bez obzira na vreme
trajanja bioprocesa. Pored toga, moze se primetiti da medu ksantanima koje su biosintetisali
ostali proizvodni sojevi nema znacajne 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° g/mol do oko 2.8-10° g/mol.

96



Ida Zahovié Doktorska disertacija

3.0

M,, (10° g/mol)

B E1 R 5

0.0

[
b

ATCC EKARFIOL KELJ Xp7-2 12-
Am KUPUS Xp 3-1 Mn 7-2

Proizvodni soj

Slika 5.21. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (M) biosintetisanih
na medijumu sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca
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Slika 5.22. Uticaj selekcije proizvodnog soja na molekulsku masu ksantana (Myy) biosintetisanih
na medijumu sa sirovim glicerolom za razli¢ito vreme trajanja kultivacije: izolati sa listova
paprika

Poredenjem vrednosti prose¢nih molekulskih masa ksantana dobijenih prilikom kultivacije
izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca (slika 5.21) i listova paprika (slika 5.22) se
uocava da izolati sa listova paprika na medijumu sa sirovim glicerolom produkuju ksantan vece
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molekulske mase od izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca u primenjenim
eksperimentalnim uslovima.

Slika 5.23. predstavlja graficki prikaz rezultata statistiCke analize uticaja selekcije vremena
trajanja kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjata na sadrzaj ksantana u
medijumu sa sirovim glicerolom, bez obzira na primenjeni soj iz ove grupe izolata. Dobijeni
rezultati ukazuju da postoji statisticki znac¢ajna razlika u vrednostima proseéne molekulske mase
ksantana dobijenih prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca u
trajanju od 168 h i 240 h te da je ksantan veée molekulske mase biosintetisan prilikom
kultivacije ovih izolata u trajanju od 240 h. Na osnovu navedenih rezultata, kao i rezultata
prikazanih na slici 5.19, moze se zakljuc¢iti da je izolatima sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca potrebno viSe vremena da na medijumu sa sirovim glicerolom, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, produkuju sto vise ksantana sto boljeg kvaliteta.
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Slika 5.23. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom: izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca

Na slici 5.24. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja selekcije vremena trajanja
kultivacije izolata sa listova paprika na sadrzaj ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom, bez
obzira na primenjeni soj iz ove grupe izolata. Prema dobijenim rezultatima postoji znacajna
razlika u vrednostima prosecne molekulske mase ksantana dobijenih prilikom kultivacije izolata
sa listova paprika u trajanju od 168 h i 240 h. Ksantan ve¢e 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 produzenje vremena izvodenja bioprocesa ne utiCe na povecanje
koli¢ine produkovanog ksantana, moze se pretpostaviti da je pozitivan uticaj pove¢anja vremena
trajanja kultivacije na kvalitet biopolimera posledica povecanja srednjih vrednosti molekulskih
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masa zbog umreZavanja makromolekula. Ovakav uticaj vremena trajanja kultivacije na
molekulsku masu ksantana dokazan je tokom ranijih istrazivanja (Roncevi¢, 2016).
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Slika 5.24. Uticaj vremena trajanja kultivacije na sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom: izolati sa listova paprika

Rezultati Dankanovog testa viSestrukih poredenja prikazani u tabeli 5.19. ukazuju na to da se
prosena molekulska masa biosintetisanih ksantana kretala od 0,51+0,08-10° g/mol do
2,29+0,26-10° g/mol kada su primenjeni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca i od
0,76+0,27-10° g/mol do 2,75+0,07-10° g/mol kada su korisc¢eni izolati sa listova paprika.
Dobijeni rezultati se veoma dobro podudaraju sa prethodno objavljenim rezultatima gde je
prilikom Kkultivacije 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° g/mol do 2,85-10° g/mol (Ronéevié i sar., 2020a). Kao soj koji produkuje ksantan
najboljeg kvaliteta iz grupe izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca 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° g/mol. NeSto manja vrednost molekulske mase
ksantana ostvarena je prilikom kultivacije soja Am u trajanju od 240 h i 168 h. Ovi rezultati
sugeriSu da se kvalitet ksantana produkovanog prilikom kultivacije soja Xp 3-1 u trajanju od
240 h ne razlikuje znacajno od kvaliteta ksantana koji soj Am produkuje za 168 h i 240 h, Sto
potvrduju p-vrednosti veée 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 znacajnosti
Sto potvrduju p-vrednosti vece od 0,05. 1z dobijenih rezultata je evidentno da kvalitet ksantana
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znacajno raste prilikom povecanja vremena kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca na medijumu sa sirovim glicerolom.

Tabela 5.19. Dankanov test visestrukih poredenja: molekulska masa ksantana koje na medijumu
sa sirovim glicerolom biosintetisu sojevi Xanthomonas spp. za vreme trajanja kultivacije od

168 hi240 h

Izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaéa Izolati sa listova paprike

Proizvodni soj t (h) M,, (10° g/mol)”  Proizvodnisoj t(h) M, (10°g/mol)’
Xp 3-1 168 0,51+0,08° PAPLIST1 168 0,760,272
12-2 168 0,71%0,03 % PAPLIST2 168 1,0540,22°
KUPUS 168 0,77+0,13 % PAPLIST5 168 1,70+0,03°
KARFIOL 168 0,79+0,05 PAPLIST3 168 2,0740,32°
Mn 7-2 240 1,15+0,17% PAPLIST4 168 2,1440,25°
Xp 7-2 240 0,96+0,04 PAPLIST3 240 2,1640,11°
Xp 7-2 168 1,02+0,06 * PAPLIST2 240 2,2540,13°
KELJ 168 1,09+0,17 *° PAPLIST5 240 2,30+0,34°
12-2 240 1,10+0,15 *° PAPLIST1 240 2,33+0,19°
KELJ 240 1,15+0,31 % PAPLIST4 240 2,75+0,07°
Mn 7-2 168 1,15+0,17%¢
ATCC 13951 168 1,16£0,16™
KUPUS 240 1,20+0,24 "
ATCC 13951 240 1,35+0,19 >
KARFIOL 240 1,60+1,08 “*
Am 168 1,90+0,58 %"
Am 240 1,96+0,58 *f
Xp 3-1 240 2,29+0,26

Myw-srednja molekulska masa ksantana; t-vreme trajanja bioprocesa.

Kao soj koji produkuje ksantan najve¢e 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 prose¢ne moklekulske mase od 2,75+0,07-10° 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
znacajnosti, Sto potvrduje p-vrednost od 0,081183. Medutim, ukoliko se vreme kultivacije
poveca sa 168 h na 240 h, mozZe se primetiti da dolazi do znacajnog porasta molekulske mase
ksantana dobijenog primenom pomenutih sojeva. Poredenjem dobijenih rezultata za obe grupe
ispitivanih izolata moze se zakljuciti da prilikom kultivacije izolata sa listova paprika na
medijumu sa sirovim glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, dolazi do
produkcije ksantana vece molekulske mase u odnosu na izolate sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca za isto vreme trajanja kultivacije.
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Posmatranjem rezultata dobijenih u ovoj fazi istrazivanja moze se zaklju€iti da je i sojevima
izolovanim sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca i sojevima izolovanim sa listova paprika,
prilikom kultivacije na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim
uslovima, potrebno vise vremena za biosintezu ksantana najvece molekulske mase, odnosno,
najboljeg kvaliteta. Ovaj zaklju¢ak moze se opravdati ¢injenicom da je pojedinim sojevima roda
Xanthomonas potrebno vise 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 umrezavanja molekula ksantana ¢ak 1 kada je biosinteza stopirana
(Roncevic, 2016).

5.3.3. Odabir proizvodnog soja za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim
glicerolom

Rezultati prethodno sprovedene faze istrazivanja, koja je za cilj imala skrining moguénosti
biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp. na polusintetiCkim medijumima sa
razli¢itim 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 kupusnjaca, 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 vecoj od 50% (tabela 5.4). Prema rezultatima iste faze istrazivanja, ksantan
najboljeg kvaliteta produkovao je soj KUPUS ispred grupe izolata sa listova biljaka iz porodice
kupusnjaca, dok je kod izolata sa listova paprika to bio soj PAP LIST 3 (tabela 5.6). Rezultati
dobijeni prilikom skrininga mogucnosti biosinteze ksantana primenom sojeva Xanthomonas spp.
na 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 najvecoj koli¢ini 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
kupusnjaca 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). Uzimajuci u obzir sve navedeno
moze se zakljuciti da se nijedan od pomenutih sojeva ne izdvaja znac¢ajno od ostalih. Kako bi se
1izmedu navedenih sojeva odabrao onaj koji ¢e se koristiti u nastavku istraZivanja za unapredenje
ispitivanog biotehnoloskog procesa, u ovom delu istrazivanja izvrSeno je poredenje uspesnosti
izvodenja bioprocesa u uveéanim 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 istrazivanja biosinteza ksantana
vrsena referentnim sojem ATCC 13951, kao i izolatima KUPUS, KARFIOL, PAP LIST 3 1
PAP LIST 4 u trajanju od 168 h (Zahovi¢ i sar., 2019; Roncevi¢ i sar., 2020b; Zahovi¢ 1
Trivunovic¢, 2021). S obzirom da su se ispitivani proizvodni sojevi ranije pokazali kao sojevi koji
produkuju ksantan podjednako dobrog kvaliteta, u ovom delu istraZivanja uspeSnost bioprocesa
procenjena je na osnovu koli¢ine produkovanog ksantana, stepena konverzije izvora ugljenika u
ksantan, kao i stepena konverzije vaznih nutrijenata. Mogucnost biosinteze ksantana potvrdena je
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na osnovu promene reologije medijuma, a vrSeno je i merenje vrednosti pH 1 sadrzaja TDS
(poglavlje 4.6.2).

Kako bi se utvrdilo da li je u primenjenim eksperimentalnim uslovima doslo do produkcije
ksantana odredena su reoloska svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom (poglavlje
4.6.2) dobijenih po zavrsetku kultivacije ispitivanih proizvodnih sojeva. Dobijene vrednosti
reoloskih parametara prikazane su u tabeli 5.20.

Vrednosti indeksa toka medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom analiziranih 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 intervalu od 0,1706 do
0,6156 (tabela 5.20). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su proizvodni
medijumi po zavrSetku kultivacije odabranih sojeva u primenjenim eksperimentalnim uslovima
posedovali pseudoplastiéne karakteristike S$to je siguran pokazatelj produkcije ksantana.
Vrednosti faktora konzistencije medijuma dobijenog po zavrSetku kultivacije odabranih sojeva
Xanthomonas spp. na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim
uslovima kretale su se od 0,1742 Pa-s" do 1,3618 Pa-s". Faktor konzistencije proporcionalan je
viskozitetu, a razli¢ite vrednosti ovog parametra prikazane u tabeli 5.20. ukazuju na razliku u
koli¢ini i kvalitetu ksantana proizvedenog u primenjenim eksperimentalnim uslovima primenom
razli¢itih izolata roda Xanthomonas na medijumu sa sirovim glicerolom. Na osnovu vrednosti
indeksa toka i faktora konzistencije izracunati su prividni viskoziteti proizvodnih medijuma.

Tabela 5.20. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije odabranih sojeva Xanthomonas spp.

Proizvodnisoj K [Pa'sn] n[l] mn,[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 — faktor konzistencije,; n — indeks toka; n,- prividni
viskozitet.

Vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom izra¢unate 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 vec¢e u poredenju sa rezulatatima prethodno
izvedene biosinteze ksantana primenom istih proizvodnih sojeva u manjim razmerama (poglavlje
5.3.1) kada su za dobijene medijume izracunati 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. sugerisu da se prilikom
kultivacije ispitivanih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom dobija proizvodni medijum
najveceg prividnog viskoziteta kada se kao proizvodni soj primeni KARFIOL, dok se medijum
najmanjeg prividnog viskoziteta dobija kada se primeni soj PAP LIST 3.

Po zavrSetku kultivacije odabranih izolata vrseno 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 znacajnog opadanja vrednosti
pH medijuma te da je vrednost pH medijuma za biosintezu u svim ispitivanim uzorcima bila
iznad kriti¢ne vrednosti (5,50). Pored toga, moze se primetiti da kod odredenih izolata dolazi do
neznatnog porasta vrednosti pH medijuma prilikom biosinteze ksantana, $to je u saglasnosti sa
rezultatima istrazivanja gde se vrednost pH kultivacionog medijuma dobijenog nakon uspesno
izvedenog bioprocesa kretala u opsegu od 7,0 do 10,0 (Psomas i sar., 2007).

Po zavrSetku kultivacije odabranih proizvodnih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom
izvrSeno je merenje sadrzaja TDS, a dobijene vrednosti date su u tabeli 8.9. (Prilog 1). Vrednosti
sadrzaja TDS u medijumima sa sirovim glicerolom, izmerene nakon kultivacije odabranih sojeva
u uvecanim razmerama, kretale su se od 2,91+0,03 g/l do 3,16+0,04 g/l. Dobijene vrednosti se
podudaraju sa vrednostima sadrzaja TDS u kultivacionim medijumima dobijenim prilikom
biosinteze ksantana u okviru ranijeg ispitivanja (poglavlje 5.3.1) gde su po zavrSetku kultivacije
istih proizvodnih sojeva u manjim razmerama izmerene vrednosti sadrzaja TDS od 2,88+0,03 do
3,03+0,03 (tabela 8.8, Prilog 1).

Najznacajniji indikator uspesnosti izvedenog bioprocesa predstavlja sadrzaj Zeljenog proizvoda.
Medutim, pored biosinteze ksantana, konverzija vaznih nutrijenata takode je veoma znacajan
pokazatelj uspe$nosti 0vog bioprocesa. Shodno tome, po zavrSetku kultivacije odabranih
proizvodnih sojeva odredivane su vrednosti svih pokazatelja uspesnosti biosinteze ksantana u
primenjenim eksperimentalnim uslovima. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja odabranih
sojeva roda Xanthomonas na koli¢inu produkovanog ksantana, stepen konverzije supstrata u
Zeljeni proizvod, kao 1 ukupne konverzije vaznih nutrijenata izvrSena je sa ciljem utvrdivanja
statistiCke znacajnosti uticaja primenjenih proizvodnih sojeva na posmatrane pokazatelje
uspesnosti bioprocesa. Rezultati sprovedene statisticke analize prikazani su u tabeli 8.10.
(Prilog 1), a ukazuju da je odabir proizvodnog soja statisti¢ki znacajno uti¢e na uspeSnost
izvodenja bioprocesa, §to potvrduju p-vrednosti nize od 0,05 u svih pet slucajeva.
Eksperimentalni rezultati dodatno su obradeni primenom Dankanovog testa viSestrukih
poredenja, a dobijeni podaci predstavljeni su u tabeli 5.21.

Tabela 5.21. Pokazatelji uspesnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom
primenom odabranih sojeva Xanthomonas spp.

Proizvodni soj P (g/) Kps (%) Ks (%) Ky (%) Kpuk (%0)
ATCC 13951  6,68+0,09° 66,46+0,04° 4822+0,60° 30,44+0,12° 26,09+0,16°
KUPUS 6,61+0,39° 33,07+0,48° 48,75+0,67° 23,04+0,37° 19,81+0,54°
KARFIOL 5224021 20,11+0,37° 34,44+0,43% 24,64+0,35° 19,01+0,42°
PAPLIST3  7,22+0,08° 57,20£0,16° 57,20+0,53° 33,07+0,20° 21,77+0,18°
PAPLIST4  8,50+0,19" 60,38+0,06° 60,38+0,45" 27,90+0,11° 31,030,07°
P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; Kpjs-Stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan;
Ks-stepen konverzije izvora ugljenika; Kyy-Stepen konverzije ukupnog azota; Kpyc-stepen konverzije
ukupnog fosfora;
* Vrednosti u jednoj koloni obeleZene istim slovima nalaze se na istom nivou znacajnosti u
intervalu poverenja od 95%.
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Rezultati prikazani u tabeli 5.21. pokazuju da se sadrzaj ksantana po zavrSetku kultivacije
ispitivanih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom u uvecanim razmerama kretao od
5,22+0,21 g/l do 8,50+0,19 g/I. U poredenju sa rezultatima iz prethodne faze istrazivanja gde je
biosinteza ksantana vrSena kultivacijom istih sojeva na medijumu sa sirovim glicerolom u
manjim razmerama (poglavlje 5.3.1), pri ¢emu je ostvaren sadrzaj ksantana od 4,52+1,05 g/l do
7,44+0,42 ¢/l (tabela 5.16), moze se primetiti da rezultati dobijeni prilkom kultivacije u
uvecanim razmerama za isto vreme kultivacije ukazuju na bolju produktivnost ispitivanih sojeva.
Najve¢i sadrzaj 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 istrazivanja (poglavlje 5.3.1) pokazao kao najproduktivniji
medu sojevima iz grupe izolata sa listova paprika i produkovao je ksantan u ne$to manjoj
koncentraciji. Sadrzaj ksantana ostvaren kultivacijom soja PAP LIST 4 u primenjenim
eksperimentalnim uslovima znacajno je ve¢i u poredenju sa rezultatima ranijih istrazivanja
brazilskih nau¢nika gde je prilikom kultivacije soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 na
medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/I) u manjim razmerama biosintetisan ksantan u
koncentraciji od 7,23 g/l (Brandao i sar., 2014). Posmatrajuci rezultate prikazane u tabeli 5.21.
moze se primetiti da je dosta nizi sadrzaj ksantana biosintetisan prilikom kultivacije soja
PAP LIST 3 (7,2240,08 g/l), slicno kao u prethodno diskutovanom istrazivanju brazilskih
naucnika. Lokalni izolat KUPUS i referentni soj ATCC 13951 produkovali su ksantan u
koncentracijama koje se statisticki znacajno ne razlikuju, na sta ukazuje p-vrednost od 0,690832.
Najmanji sadrzaj ksantana od 5,22+0,21 g/l produkovao je soj KARFIOL, §to je neSto veca
vrednost u poredenju sa vrednoscu (4,52+1,05 g/l) dobijenom prilikom kultivacije istog soja u
okviru prethodne faze istrazivanja (poglavlje 5.3.1). Ova vrednost se podudara sa rezultatima
ranijih istrazivanja 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 istraZivanja
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 istrazivanja gde je biosinteza
ksantana vrSena 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),
Sto ukazuje na to da se prilkom kultivacije istih sojeva na medijumu identicnog sastava U
uveéanim razmerama za isto vreme trajanja kultivacije ostvaruje bolja konverzija sirovog
glicerola u ksantan. Najveci stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan od 66,46+0,04%
ostvaren je prilikom kultivacije referentnog soja ATCC 13951. Ukoliko se izvrsi poredenje
vrednosti stepena konverzije supstrata u proizvod ostvarenog u ovom istrazivanju i vrednosti
ovog pokazatelja uspesSnosti bioprocesa iz prethodno publikovanog istrazivanja, gde je prilikom
kultivacije istog soja na medijumu sa komercijalnim glicerolom (20 g/l) ostvaren stepen
konverzije glicerola u ksantan iznosio 66,22% (Baji¢ i sar., 2015b), moze se zakljuciti da
primenjeni soj veoma dobro konvertuje glicerol u ksantan. NeSto 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 koli¢inu ksantana.
Uzimaju¢i u obzir da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u

biopolimer krece u intervalu od 50% do 85% (Rosalam i England, 2006), moze se konstantovati
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da je u okviru ovih istrazivanja postignuta relativno visoka uspeSnost 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 medu razli¢itim sojevima najverovatnije dolazi usled
razlika u fizioloskim karakteristikama medu sojevima (Nitschke i Thomas, 1995) i ¢Cinjenice da
razliCitim sojevima potrebno razliito vreme da se adaptiraju na medijum sa glicerolom i
biosintetiSu ksantan (Crosse i sar., 2020).

Tabelarno prikazani rezultati ukazuju da je sadrzaj glicerola u medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom redukovan tokom izvodenja bioprocesa pri ¢emu 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
istrazivanja gde se prilikom kultivacije izolata sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca na
medijumu sa glicerolom (20 g/l) ostvareni stepen konverzije glicerola kretao od 40,55% do
68,70% (Baji¢ i sar., 2015b). Najveca konverzija izvora ugljenika od 60,38+0,45% ostvarena je
kultivacijom soja PAP LIST 4, §to je u saglasnosti sa ¢injenicom da je ovaj soj u primenjenim
eksperimentalnim uslovima produkovao ksantan u najveéoj koli¢ini (tabela 5.21). Nes§to 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
medusobno znaéajno razlikovali, na $ta 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 nau¢nim i stru¢nim 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 odredeni tokom eksperimentalnih istrazivanja u okviru
ove doktorske disertacije (Zahovi¢ i Roncevi¢, 2019; Roncevi¢ i sar., 2020b; Zahovi¢ i
Trivunovi¢, 2021). Stepen konverzije ukupnog azota u medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom po zavrSetku Kultivacije odabranih sojeva roda Xanthomonas, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, imao je vrednost od 23,04+0,37% do 33,07+0,20%. Najveci stepen
konverzije ukupnog azota od 33,07+0,20% ostvaren je prilikom kultivacije soja PAP LIST 3.
Nesto manji stepeni konverzije ukupnog azota ostvareni su kultivacijom referentnog soja
ATCC 13951 i soja PAP LIST 4, redom, dok su najmanje vrednosti ovog pokazatelja uspeSnosti
bioprocesa ostvarene delovanjem sojeva KUPUS i KARFIOL. Varijacije u stepenu konverzije
ukupnog azota medu sojevima (tabela 5.21) uzrokovane su razlikama u fizioloskim
karakteristikama sojeva (Nitschke i Thomas, 1995) usled ¢injenice da je razli¢itim proizvodnim
sojevima neophodna razli¢ita koli¢ina ovog nutrijenta za rast i biosintezu ksantana (Palaniraj i
Jayaraman, 2011).

Konverzija ukupnog fosfora u ovom istrazivanju ostvarena je u ne$to manjem stepenu u odnosu
na ostale nutrijente (tabela 5.21). Stepen konverzije ukupnog fosfora, koji je izracunat po
zavrsetku kultivacije odabranih sojeva u primenjenim eksperimentalnim uslovima, iznosio je od
19,01+0,42% do 31,034+0,07%. Posmatrajuci rezultate date u tabeli 5.21. evidentno je da je
najveci 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
koli¢ini, dok su sojevi KARFIOL i KUPUS konvertovali ukupan sadrzaj ovog nutrijenta u
najmanjem stepenu. Dobijeni rezultati potvrduju zakljucke ranijih istrazivanja koji ukazuju na to
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da je razlika u stepenu konverzije ukupnog fosfora u medijumu sa sirovim glicerolom medu
razli¢itim sojevima uzrokovana razlikama u fizioloskim karakteristikama (Nitschke i Thomas,
1995).

Rezultati dobijeni u okviru ove faze istrazivanja ukazuju na to da kultivacijom razlicitih sojeva
roda Xanthomonas na medijumu koji sadrzi sirovi glicerol dolazi do produkcije ksantana, ali i
Istovremenog smanjenja sadrzaja glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora, $to je od znacaja
za redukovanje negativnog uticaja na zivotnu sredinu koje ima neadekvatno odlaganje
pomenutog efluenta industrije biodizela.

Posmatrajuci rezultate dobijene u ovoj fazi istrazivanja moze 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 najvecoj
koli¢ini, pri ¢emu je dosSlo do poveéanja sadrzaja biosintetisanog ksantana u odnosu na
prethodnu fazu istrazivanja gde je biosinteza ksantana vrSena 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 neSto manji u odnosu
na stepen konverzije ostvaren prilikom kultivacije referentnog soja ATCC 13951. Medutim, i
pored toga ova vrednost stepena konverzije supstrata u Zeljeni proizvod ukazuje na izvrsnu
uspesnost bioprocesa u primenjenim eksperimentalnim uslovima (Rosalam i England, 2006).
Stepen konverzije ukupnog azota takode nije bio znafajno manji u poredenju sa najve¢om
vredno$¢u ovog parametra. Svi prethodno diskutovani rezultati ukazuju na znacajan potencijal
primene soja PAP LIST 4 u biotehnoloskoj 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 vaznih nutrijenata prilikom kultivacije na
medijumu sa sirovim glicerolom i koriS¢en je u daljim fazama istrazivanja 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, slede¢i korak u razvoju biotehnoloskog postupka proizvodnje
ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom jeste standardizacija pripreme inokuluma, koja je u
okviru ove doktorske disertacije izvedena u Cetiri faze pa su tako i dobijeni rezultati prikazani u
Cetiri dela. Prvi deo sadrzi 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 tre¢em delu su dati rezultati optimizacije sadrzaja nutrijenata u medijumu za
pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma koji se dodaje u medijum za biosintezu.
Poslednji, odnosno cetvrti deo ove faze istrazivanja sadrzi rezultate optimizacije vremena
potrebnog za pripremu inokuluma.

106



Ida Zahovié Doktorska disertacija

5.4.1. Definisanje odnosa glukoze i glicerola u medijumu za pripremu inokuluma

Sastav kultivacionih medijuma veoma je znac¢ajan za uspesnost izvodenja svakog biotehnoloskog
procesa. Kada je u pitanju biosinteza sekundarnih metabolita, kakav je ksantan, razli¢it sastav
kultivacionih medijuma u razli¢itim fazama proizvodnog postupka uslovljen je zahtevima
metabolizma proizvodnog mikroorganizma u pogledu nutrijenata. Kao posledica toga, za
pripremu inokuluma i za biosintezu Zzeljenog proizvoda primenjuju se medijumi razlicitog
sastava (Pejin, 2003). Kultivacioni medijumi za pripremu inokuluma u proizvodnji ksantana
imaju jasno definisan sastav, i to tako da obezbeduju neophodne nutrijente za sintezu membrana,
proteina, ¢elijskog zida, hromozoma i ostalih komponenata od znacaja za rast i umnozavanje
proizvodnog mikroorganizma (Rosalam i England, 2006). Ovi medijumi sadrze fermentabilne
Secere, kao $to su glukoza, fruktoza, saharoza ili maltoza, pored drugih znacajnih nutrijenata,
odnosno izvora azota, kalijuma, fosfora, magnezijuma i sumpora (Dodi¢ i Grahovac, 2013).
Komercijalni medijum YMB® (HiMedia, Indija) je medunarodno prihvacena formulacija
medijuma koja je pogodna za rast i razmnozavanje bakterija X. campestris. U okviru ove
doktorske disertacije priprema inokuluma za biosintezu ksantana izvedena je postupkom
dvostrukog pasaziranja (poglavlje 4.3) pri ¢emu je u prethodnim fazama istrazivanja za obe faze
umnozavanja proizvodnog mikroorganizma primenjen pomenuti komercijalni medijum.
Rezultati dobijeni prilikom ispitivanja mnoguénosti biosinteze ksantana na medijumima sa
komercijalnim (poglavlje 5.1) i sirovim glicerolom (poglavlje 5.3) ukazuju da je pojedinim
sojevima roda Xanthomonas potrebno duze vreme za adaptaciju na glicerol, koji je dodat kao
jedini izvor ugljenika u medijume za biosintezu, kako bi produkovali ksantan odgovarajuceg
kvaliteta u dovoljnoj koli¢ini, te da produzenje vremena trajanja kultivacije nije uticalo na
poveéanje uspesnosti izvodenja bioprocesa. Pored toga, prilikom prenosenja tehnologije sa
laboratorijskog na industrijski nivo teZi se primeni jeftinijih supstrata zbog Cega priprema
industrijskog inokuluma na relativno skupim komercijalnim medijumima nije idealna i utice na
ekonomicnost Citavog proizvodnog postupka, a samim tim i na cenu konacnog proizvoda i
njegovu konkurentnost na trziStu (Baji¢ i sar., 2017b). Imajuéi u vidu sve navedeno, a sa ciljem
razvoja biotehnoloSkog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom
primenom odabranog lokalnog izolata roda Xanthomonas, jasno je da je logi¢an korak u daljim
ispitivanjima optimizacija sastava medijuma za pripremu inokuluma. Stoga je, u ovoj fazi
istrazivanja izvrSena optimizacija sastava medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma u
pogledu izvora ugljenika koji se dodaju, a koji ¢e omoguciti adaptaciju proizvodnog soja na
sirovi glicerol koji se kao jedini izvor ugljenika nalazi u medijumu za biosintezu ksantana.
Polazna tacka za formulaciju novog medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma jeste sastav
komercijalnog YMB® medijuma, koji od izvora ugljenika sadrzi u najvecoj koli¢ini glukozu, ali i
maltozu koja se donosi sladnim ekstraktom. S obzirom da je Cista glukoza relativno skup izvor
ugljenika, jedan od ciljeva ove faze istrazivanja bio je i da se izvrSi supstitucija dela glukoze
glicerolom. Stoga su, pored glukoze kao izvori ugljenika dodavani i komercijalni i sirovi glicerol
pri ¢emu je planirano da se priprema inokuluma izvodi na medijumima koji sadrZe razli¢ite udele
ovih komponenti kako bi se definisao odnos variranih izvora ugljenika koji je najpogodniji za
umnozavanje Celija proizvodnog soja, a koje ¢e nakon inokulacije medijuma za biosintezu sa
sirovim glicerolom omoguciti uspesno izvodenje bioprocesa sa predvidivim ishodom. Budu¢i da
definisanje idealnog odnosa tri razli¢ite komponente medijuma zahteva izvodenje velikog broja
eksperimenata, a u cilju smanjenja obima eksperimentalnih ispitivanja, u okviru ove faze
istrazivanja primenjen je eksperimentalni plan za dizajn smese (tabela 4.2). Veoma je vazno
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napomenuti da su dosadasnja naucna istrazivanja iz oblasti razvoja biotehnoloSke proizvodnje
ksantana u kojima je kori$¢eno statisticko planiranje izvodenja ogleda za cilj imali optimizaciju
sastava medijuma za biosintezu (Demirici i sar., 2017; Roncevié i sar., 2019), dok se ne srecu
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, umnozavanje prethodno odabranog proizvodnog soja
PAP LIST 4 izvedeno je u dva koraka, pod identi¢nim uslovima (poglavlje 4.3), ali na razli¢itim
medijumima. U prvom koraku umnoZavanja koriiéen je komercijalni medijum YMB® (HiMedia,
Indija), dok je u drugom koraku primenjeno vi$e medijuma u kojima je variran odnos glukoze i
glicerola (tabela 4.2), pri ¢emu je sadrzaj 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 vrSena njihova inkubacija.

Ogledi dizajnirani prema eksperimentalnom planu za dizajn smeSe podrazumevali su izvodenje
13 kultivacija soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, u primenjenim
uslovima (poglavlje 4.4), pri ¢emu je priprema inokuluma za svaki od ovih ogleda izvedena
nezavisno, a u skladu sa koris¢enim eksperimentalnim dizajnom (tabela 4.2). Po isteku
predvidenog vremena, izvrSena je analiza medijuma kako bi se potvrdila moguénost biosinteze
ksantana i procenila uspeSnost izvodenja bioprocesa. Da bi se ustanovilo da li je doslo do
produkcije Zeljenog biopolimera vrSena su reolo§ka merenja medijuma za biosintezu (poglavlje
4.6.2), a kao pokazatelj uspeSnosti bioprocesa u ovoj fazi istrazivanja odredivan je sadrZaj
ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni kultivacioni medijumi analizirani su i u
pogledu vrednosti pH 1 sadrzaja TDS.

Reoloska svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4, koji je prethodno umnozen na medijumima sa razli¢itim odnosima
glukoze i glicerola, prikazana su u tabeli 5.22.

Vrednosti indeksa toka kultivacionih medijuma analiziranih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se
u intervalu od 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. moze se zakljuciti da
medijumi za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4,
prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosima glukoze i glicerola, poseduju
pseudoplasticne karakteristike, Sto je siguran pokazatelj produkcije Zeljenog biopolimera.
Vrednosti faktora konzistencije medijuma analiziranih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se u
intervalu od 0,0562 Pa-s" do 0,3420 Pa-s" (tabela 5.22). Uzimajuéi u obzir da je faktor
konzistencije direktno proporcionalnan viskozitetu i da viskozitet rastvora ksantana zavisi od
koncentracije biopolimera, njegove molekulske mase, duzine i sastava lanaca makromolekula,
kao i stepena njihove umrezenosti (Garcia-Ochoa i sar., 2000), razli¢ite vrednosti faktora
konzistencije prikazane u tabeli 5.22. ukazuju na razliku u koli¢ini i kvalitetu ksantana
biosintetisanog na medijumu sa sirovim glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima,
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prilikom kultivacije odabranog proizvodnog mikroorganizma prethodno umnozenog na
medijumima razli¢ite formulacije. Na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije
izracunati su prividni viskoziteti medijuma.

Tabela 5.22. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosima

glukoze i glicerola

Redni broj Komercijalni Sirovi n .
ogleda  CMUkoza W@ “gucoror gy glicerol (gny < Pas1 NIl ma[mPas]
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 05141 23,75
13 0 0 10,00 0,1139  0,5861 16,93

K — faktor konzistencije; n — indeks toka; n,- 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 zavrSetku kultivacije soja
PAP LIST 4, koji je u drugoj fazi pripreme inokuluma umnoZen na medijumima sa razli¢itim
odnosima glukoze i glicerola, kretale od 10,27 mPa-s do 24,66 mPa-s. Dobijeni rezultati sugeri$u
da se prilikom koris¢enja formulacije medijuma za pripremu inokuluma iz ogleda broj 5 (50%
glukoze 1 50% sirovog glicerola) ostvaruje najveca vrednost prividnog viskoziteta medijuma za
biosintezu u poredenju sa ostalim ogledima. Pored toga, posmatranjem istih rezultata moze se
primetiti da je najmanja vrednost prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sa sirovim
glicerolom ostvarena kada je kao medijum za drugu fazu pripreme inokuluma koris¢en medijum
formulacije iz ogleda broj 1. U formulaciji broj 1 je, pored ostalih komponenata (poglavlje 4.2),
prisutna glukoza u koli¢ini od 100%. Navedeni rezultati ukazuju na to da se veéi prividni
viskozitet medijuma za biosintezu ostvaruje kada se za drugu fazu pripreme inokuluma koristi
medijum koji pored glukoze sadrzi ili komercijalni ili sirovi glicerol.

Po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom
uzorci dobijenih kultivacionih medijuma su analizirani i u pogledu vrednosti pH i sadrzaja 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 moze se uo¢iti da je vrednost
pH tokom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom bila
iznad kriti¢ne vrednosti (5,5) u svim ogledima, izuzev kada je u drugoj fazi pripreme inokulima
proizvodni soj umnozavan na medijumu formulacije iz ogleda broj 3 (100% sirovog glicerola).
Ovo je vazno iz ugla ekonomske isplativosti bioprocesa jer ukazuje na potencijalnu proizvodnju
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ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom bez troSkova korigovanja vrednosti pH tokom
izvodenja samog bioprocesa. Vrednosti sadrzaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim
glicerolom, dobijenim nakon kultivacije u primenjenim eksperimentalnim uslovima, takode su
prikazane u tableli 8.11. (Prilog 1). lzmerene vrednosti sadrzaja 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
drasti¢nih promena u sadrzaju TDS u proizvodnim medijumima, kao §to je to bio slucaj i u
prethodnim fazama istrazivanja (poglavlja 5.1. i 5.3).

Po bioprocesa izvedenog primenom soja PAP LIST 4, prethodno umnoZenog na medijumima
razli¢ite formulacije, odreden je sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu, a dobijeni rezultati
predstavljeni su u tabeli 5.23.

Tabela 5.23. Uticaj razli¢itog odnosa glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu po zavrsetku kultivacije

soja PAP LIST 4

Rednli groj luk I Komercijalni Sirovi ~)
ogleda  Glukoza (/) " iicorol (gfl)  glicerol () ¥
1 10,00 0 0 737
2 0 10,00 0 8,64
3 0 0 1000 741
4 5,00 5,00 0 7.47
5 5,00 0 5,00 9.03
6 0 5,00 5,00 8.2
7 5,00 5,00 5,00 8.40
8 6.67 167 167 8,07
9 167 6.67 167 8,65
10 167 167 6.67 8.77
11 10,00 0 0 7.56
12 0 10,00 0 8,50
13 0 0 1000  7.76

Y, P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Rezultati u tabeli 5.23. pokazuju da je najveca 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 sadrzao glukozu 1 sirovi glicerol, koji su dodati u jednakim koli¢inama. U ogledima
broj 2, 6, 7, 8,9, 10 i 12 ostvarene su nesto nize koncentracije ksantana, i to 8,64 g/1, 8,22 g¢/l,
8,40 g/l, 8,07 g/l, 8,65 g/1, 8,77 g/l 1 8,50 g/l, redom. Sa druge strane, najniza koncentracija
ksantana u medijumu za biosintezu od 7,37 g/l je ostvarena kada je medijum formulacije iz
ogleda 1 (100% glukoze) koris¢en kao medijum za drugu fazu pripreme inokuluma. Na osnovu
dobijenih rezultata sa sigurno§¢u se moze 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, $to 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, moze se primetiti da je
najvec¢a 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, sadrzao i sirovi glicerol kao izvor ugljenika (tabele 4.2. 1 5.23). Ovo ukazuje na znacaj
adaptacije proizvodnog soja na sirovi glicerol neposredno pre kultivacije na medijumu koji
sadrzi sirovi glicerol kao jedini izvor ugljenika. Na znacaj adaptacije sojeva iz roda
Xanthomonas na glicerol ukazali su i naucnici iz Kine koji su u svom istrazivanju izvrsili
adaptaciju soja X. campestris CCTCC M2015714 na medijum sa glicerolom uz ostvarivanje
sadrzaja 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 umnoZzavanje soja
PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim
glicerolom, nakon uspe$no izvedenih statisticki dizajniranih eskperimenata neophodno je
generisati adekvatan model koji opisuje uticaj variranih parametara na posmatrani odziv. U cilju
dobijanja detaljnijih informacija o uticaju ispitivanih faktora na uspes$nost izvodenja biosinteze
ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima, kao i u cilju kvantifikacije faktorskih
efekata 1 njihovih interakcija, vrSena je analiza eksperimentalnih podataka primenom
odgovarajucih softverskih paketa.

Na prvom mestu, U nastavku istrazivanja izvedeno je matemati¢cko modelovanje eksperimentalno
dobijenih rezultata za sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu () prikazanih u tabeli 5.23.
Uspesnost fitovanja dobijenih podataka odabranim modelom (jednacina 4.9) procenjena je na
osnovu vrednosti koeficijenta determinacije, a ispitane su i adekvatnost i znacajnost generisanog
matematickog modela primenom analize varijanse. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.24.

Tabela 5.24. Analiza varijanse modelovanog odziva: sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZenog na medijumima sa razli¢itim
odnosima glukoze i glicerola

Poreklo

Odziv Rezidual Model

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R’

Y 0,317 7 0,045 865600 6 144,267 3183,290 <0,000001 0,920
SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata; R*- koeficijent determinacije.

Posmatrajuci rezultate predstavljene u tabeli 5.24. moze se primetiti da koeficijent determinacije
iznosi 0,920 $to ukazuje na to da je ostvarena veoma dobra veza izmedu eksperimentalnih i
modelom predvidenih vrednosti sadrzaja biosintetisanog ksantana. Definisanim matemati¢kim
modelom nije moglo biti objasnjeno 8,00% od ukupnih varijacija, koje zapravo predstavljaju
efekte onih faktora koji nisu uklju¢eni u modelovanje te nisu bili od interesa u ovom istrazivanju.
Pored toga, poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predvidenih modelom
prikazano je i graficki na slici 8.1. (Prilog 2). Predstavljeni rezultati ukazuju da se
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eksperimentalne vrednosti ostvarene u ovom istrazivanju nalaze veoma blizu linije najboljeg
fitovanja.

Adekvatnost generisanog matematickog modela proverena je pomoc¢u Fiserovog (Fisher) testa, a
njegova statisticka znacajnost, U intervalu poverenja od 95%, potvrdena je analizirajuci
p-vrednosti. F-vrednost, prikazana u tabeli 5.24. manja je od tabli¢nih vrednosti za odgovarajuci
stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, tako da se definisani model smatra
pogodnim za opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrani odziv. lzuzetno niska p-vrednost
prikazana u istoj tabeli potvrduje da je generisani model statisti¢ki zna¢ajan u zadatom intervalu
poverenja.

Matematicki model za sadrzaj ksantana

Fitovanjem eksperimentalnih podataka, koji se odnose na sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu po zavrSetku bioprocesa (tabela 5.23), polinomom drugog reda (jednacina 4.9)
dobijena je regresiona jednacina koja opisuje uticaj variranih faktora na pomenuti odziv:

Y=0,074325-X, + 0,085995-X, + 0,076060-X3 — 0,000190-X X,
+0,000626-X,-X; +0,000125-X,X; (5.1)
gde su:

Y- sadrzaj biosintetisanog ksantana,
X1, - udeo glukoze,

X5 - udeo komercijalnog glicerola i
X3 - udeo sirovog glicerola.

Statisticka znacajnost koeficijenata u generisanoj jednacini (5.1.) procenjena je na osnovu
p-vrednosti, dok je intenzitet njihovog uticaja odreden poredenjem t-vrednosti prikazanih na
Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu sa
sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZenog na
medijumima sa razli¢itim odnosima glukoze i glicerola prikazan je na slici 5.25.

Rezultati dati na slici 5.25. ukazuju da svi linearni koeficijenti variranih parametara (b1, b, i b3)i
koeficijent interakcije glukoze i sirovog glicerola (b1, bis 1 bag) statisticki znacajno uti¢u na
sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu po zavrsSetku kultivacije izvedene u primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Sa istih graficki prikazanih rezultata moze se uociti da prisustvo
komercijalnog glicerola u medijumu za pripremu inokuluma u najve¢oj meri uti¢e na produkciju
ksantana, a da su pojedinacni uticaji glukoze 1 sirovog glicerola nesto manji i skoro ujednaceni.
Prema dobijenim rezultatima, od uzajamnih interakcija jedino je znacajna interakcija upravo
ovih komponenti. Pozitivan predznak koeficijenta interakcije glukoze i sirovog glicerola
prikazan u jednacini 5.1. ukazuje na sinergisticki efekat ova dva izvora ugljenika. Rezultati
prikazani na slici 5.25. pokazuju da medusobna interakcija glukoze i komercijalnog glicerola,
kao i interakcija sirovog glicerola i komercijalnog glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma ne utiCu statisticki znaCajno na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu, u
primenjenim eksperimentalnim uslovima.
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b2 | -58,19?43

b3 | 51,47372
bl 50,30003
bl3 7.388135

bl2 | |2.246626

b23 Z|],4?6232

p=0.05
t-vrednost

Slika 5.25. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na
medijumima sa razli¢itim odnosima glukoze i glicerola

U cilju lakSe interpretacije ustanovljenih efekata, generisan matemati¢ki model (jednacina 5.1)
prikazan je i grafi¢ki, 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 sadrzaj ksantana
biosintetisanog na medijumu sa sirovim glicerolom primenom soja PAP LIST 4.

Graficki predstavljeni rezultati na slici 5.26. jasno ukazuju da se najviSe vrednosti sadrzaja
ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja
PAP LIST 4 postizu ako se za drugu fazu pripreme inokuluma primenjuje medijum sa
podjednakim udelima glukoze i sirovog glicerola, dok udeo komercijalnog glicerola moze biti
minimalan. Prema rezultatima prikazanim na slici 5.26. predvideno je da se najmanji sadrzaj
ksantana u proizvodnom medijumu ostvaruje ako se za drugu fazu umnozavanja proizvodnog
soja koristi medijum sa 100% udela sirovog glicerola ili glukoze. Takode, isti rezultat se moze
posti¢i 1 ako se u drugoj fazi pripreme inokuluma primenjuje medijum sa razli¢itim udelima
glukoze (50-100%) i komercijalnog glicerola (0-50%). Dobijeni rezultati sugeriSu da je
interakcija glukoze 1 sirovog glicerola u medijumu za umnozavanje soja PAP LIST 4 u drugoj
fazi pripreme inokuluma od krucijalnog znaCaja za postizanje visokog sadrzaja ksantana u
medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima.
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Slika 5.26. Zavisnost sadrZaja ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po
zavrSetku 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 koris¢ena je metoda zeljene funkcije u kombinaciji sa prethodno generisanim
matematickim modelom (jednadina 5.1). Kao cilj optimizacije zadato je postizanje najvece
moguce koncentracije ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4, koji je direktni pokazatelj uspeS$nosti ovog biotehnoloskog
postupka. Optimalne vrednosti variranih parametara i procenjena vrednost posmatranog odziva,
za najvecu mogucu vrednost ukupne zeljene funkcije, prikazane su u tabeli 5.25.

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 5.25. moze se primetiti da, ako se kao jedini cilj
optimizacije definiSe postizanje maksimalne koncentracije ksantana u medijumu za biosintezu,
vrednost posmatranog odziva je najveca (9,03 g/l) ukoliko se u okviru druge faze umnozavanja
soja PAP LIST 4 koristi medijum sa 39,21% glukoze i 60,79% sirovog glicerola, pored ostalih
nutrijenata, sto ukljucuje i maltozu iz sladnog ekstrakta. Ukupna Zeljena funkcija u ovom slucaju
ima maksimalnu vrednost i iznosi 1.
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Tabela 5.25. Optimalne vrednosti variranih parametara i predvideni odziv: odnos glukoze i
glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma

Promenljive Uslovi Grani¢ne 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 Predvidene vrednosti
P (g/) maksimalan 7,37-9,03 9,03
Ukupna Zeljena funkcija 1

P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Optimizacioni rezultati prikazani su i graficki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost
vrednosti ukupne zeljene funkcije od udela glukoze, komercijalnog glicerola i sirovog glicerola u
medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma, a dat je na slici 5.27.

Glukoza

o
100 0 100
Komercijalni glicerol Sirovi glicerol
Ukupna Zeljena funkcija

Slika 5.27. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene 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 najveca vrednost ukupne Zeljene funkcije
postize ako se za drugu fazu pripreme inokuluma koristi medijum sa podjednakim udelima
glukoze i sirovog glicerola, dok udeo komercijalnog glicerola moze biti minimalan. Sa druge
strane, najnize vrednosti zeljene funkcije postizu se kada medijum za umnozavanje proizvodnog
soja u drugoj fazi pripreme inokuluma sadrzi samo glukozu ili sirovi glicerol, odnosno ako se
primenjuju medijumi sa glukozom i komercijalnim glicerolom koji su dodati u razli¢itim
udelima (50-100% i 0-50%, redom).

Uzimajué¢i u obzir da je teznja vecine istrazivanja danasnjice skoncentrisana na razvoj
ekonomski isplativog postupka proizvodnje visokovrednih proizvoda, izvrSena optimizacija
znacajna 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 resenja
predvidenog modelom doprinosi razvoju ekonomski isplativog postupka proizvodnje ksantana
jer se znacajan udeo glukoze iz medijuma za pripremu inokuluma menja mnogo jeftinijom
sirovinom. Takode, bitno je napomenuti da se u tom sluc¢aju sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku bioprocesa povecao za nesto vise od 20%, u
odnosu na prethodnu fazu istrazivanja (tabela 5.16).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se dizajn smeSe pokazao kao funkcionalan
eksperimentalni plan za kreiranje ogleda koji su za cilj imali definisanje najpogodnijeg odnosa
glukoze i glicerola u medijumu za umnozavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme
inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom. Primenom generisanog
matematickog modela u kombinaciji sa metodom Zeljene funkcije izvrSena je optimizacija
sastava pomenutog medijuma, pri ¢emu je procenjeno da je medijum najpogodnije formulacije
onaj sa 39,21% glukoze i 60,79% sirovog glicerola, §to u prakti¢nom sluc¢aju iznosi 40% glukoze
I 60% sirovog glicerola. Medijum navedenog sastava koris¢en je kao medijum za drugu fazu
pripreme inokuluma u daljim istraZivanjima.

5.4.2. Definisanje odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za pripremu inokuluma

Kultivacioni medijumi koji se koriste za pripremu inokuluma, pored izvora ugljenika, sadrze i
lako usvojive neorganske i organske izvore azota poput amonijumovih soli, peptona ili triptona,
ali i mikroelemente i razli¢ite faktore rasta (Dodi¢ i Grahovac, 2013). U ovoj fazi istrazivanja
izvrSena je optimizacija medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma, koji ¢e se dodati u
medijum za biosintezu, u pogledu odnosa sastojaka sa azotom uz ispitivanje mogucnosti
delimicne ili potpune zamene skupljih sastojaka (pepton, ekstrakt kvasca) ekonomski isplativijim
(sladni ekstrakt). Polazna tacka za formulaciju novog medijuma za drugu fazu pripreme
inokuluma je medijum ¢iji je sastav optimizovan u prethodnoj fazi istrazivanja (poglavlje 5.4.1),
a koji sadrzi 40% glukoze i 60% sirovog glicerola, dok su od sastojaka sa azotom dodavane one
komponente koje sadrzi komercijalni YMB® medijum, odnosno ekstrakt kvasca, sladni ekstrakt i
pepton. Planirano je da se priprema inokuluma izvodi na medijumima koji sadrze razlicite udele
pomenutih sastojaka kako bi se definisao odnos ovih komponenti koji je najpogodniji za
umnozavanje Celija odabranog proizvodnog soja, a koje ¢e nakon inokulacije medijuma za
biosintezu sa sirovim glicerolom omoguciti uspeSno izvodenje bioprocesa sa predvidivim
ishodom. Budu¢i da definisanje idealnog odnosa tri razli¢ite komponente medijuma zahteva
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izvodenje velikog broja eksperimenata, a u cilju smanjenja obima eksperimentalnih ispitivanja, u
okviru ove faze istrazivanja primenjen je eksperimentalni plan za dizajn smese (tabela 4.3). Po
pitanju optimizacije sadrzaja sastojaka sa azotom, i u ovom slucaju su dosadasnja nauc¢na
istrazivanja iz oblasti razvoja biotehnoloske proizvodnje ksantana u kojima je koris¢eno
statistiCko planiranje eksperimenata za cilj imali optimizaciju sastava medijuma za biosintezu
(Carignatto i sar., 2011; Kumara i sar., 2012), dok se ne srecu 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, umnozavanje soja PAP LIST 4 izvedeno je u dva koraka, pod
identi¢nim uslovima (poglavlje 4.3), ali na razli¢itim medijumima. U prvom koraku
umnozavanja koris¢en je komercijalni medijum YMB® (HiMedia, Indija), dok je u drugom
koraku primenjeno vise medijuma u kojima je variran odnos razli¢itih sastojaka sa azotom
(tabela 4.3) dok je sadrzaj 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 vrSena njihova inkubacija.

Ogledi dizajnirani prema eksperimentalnom planu za dizajn smeSe podrazumevali su izvodenje
13 kultivacija soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom, u primenjenim
eksperimentalnim uslovima (poglavlje 4.4), pri ¢emu je priprema inokuluma za svaki od ovih
ogleda izvedena nezavisno, a u skladu sa koris¢enim eksperimentalnim dizajnom (tabela 4.3). Po
isteku predvidenog vremena, izvrSena je analiza medijuma kako bi se potvrdila mogucnost
biosinteze ksantana i procenila uspesnost izvodenja bioprocesa. Da bi se ustanovilo da li je doslo
do produkcije zeljenog biopolimera vrSena su reoloska merenja medijuma za biosintezu
(poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspeSnosti bioprocesa u ovoj fazi istrazivanja odredivan je
sadrzaj ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni kultivacioni medijumi analizirani su
i u pogledu vrednosti pH i sadrzaja TDS.

Reoloska svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4, koji je prethodno umnozen na medijumima sa razli¢itim odnosima
ispitivanih sastojaka sa azotom, prikazana su u tabeli 5.26.

Rezultati prikazani u tabeli 5.26. ukazuju na to da su se vrednosti indeksa toka kultivacionih
medijuma analiziranih u ovim sipitivanjima kretale u opsegu od 0,5768 do 0,8940. Moze 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 sugerisu
da su pseudoplasti¢ne karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosim
sastojaka sa azotom, potvrdene vrednostima indeksa toka (n) datih u tabeli 5.26. Vrednosti
faktora konzistencije medijuma analiziranih u ovoj fazi istraZivanja kretale su se u intervalu od
0,0287 Pa-s" do 0,1032 Pa-s" (tabela 5.26). Faktor konzistencije direktno je proporcionalnan
viskozitetu, a viskozitet rastvora ksantana zavisi od koncentracije biopolimera, njegove
molekulske mase, kao i sastava, duzine lanaca makromolekula i stepena umreZenosti
(Garcia-Ochoa i sar., 2000). Stoga, razli¢ite vrednosti faktora konzistencije prikazane u tabeli
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5.26. ukazuju na razliku u kvantitetu i kvalitetu ksantana biosintetisanog na medijumu sa sirovim
glicerolom, u primenjenim eksperimentalnim uslovima, prilikom kultivacije soja PAP LIST 4
prethodno umnozenog na medijumima razli¢ite formulacije. Prividni viskoziteti kultivacionih
medijuma izracunati su na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije.

Tabela 5.26. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosima

sastojaka sa azotom
Redni broj Ekstrakt kvasca Sladni ekstrakt ~ Pepton n .
ogleda (/) (/) @n KMPasl il ma[mPas]

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 55 55 0 0,0287 0,8940 17,61
5 55 0 55 0,0632 0,6742 14,10
6 0 55 55 0,0417 0,8200 18,20
7 37 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 73 1,8 0,0605 0,8204 26,46
10 1,8 1,8 73 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 — faktor konzistencije,; n — indeks toka; n,- 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 zavrSetku kultivacije soja, koji je u
drugoj fazi pripreme inokuluma umnozen na medijumima sa razli¢itim odnosima sastojaka sa
azotom, kretale od 7,07 mPa-s do 26,46 mPa-s. Prema prikazanim rezultatima evidentno je da se
prilikom koris¢enja formulacije medijuma iz ogleda broj 9, kao medijuma za drugu fazu
pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, ostvaruje
najveci prividni viskozitet proizvodnog medijuma. Navedena formulacija sadrzala 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 koris¢en medijum formulacije iz ogleda broj 11. U formulaciji iz ogleda broj 11 je
korisc¢en ekstrakt kvasca u koli¢ini od 100%. Podaci prikazani u tabeli 5.26. sugerisu da se veci
prividni viskozitet medijuma za biosintezu ostvaruje kada se za drugu fazu pripreme inokuluma
koristi medijum koji sadrzi sladni ekstrakt u najvecoj kolic¢ini.

Nakon zavr$ene 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 1 sadrzaja 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. moze se uoditi da je vrednost pH tokom kultivacije
soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom bila iznad kriticne vrednosti
(5,5) u svim ogledima, izuzev kada je u drugoj fazi pripreme inokuluma proizvodni soj
umnozavan na medijumu formulacije iz ogleda broj 8 (66,67% ekstrakta kvasca, 16,67% sladnog
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ekstrakta i 16,67% peptona). Vrednosti sadrzaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim
glicerolom, dobijenim u primenjenim eksperimentalnim uslovima, takode su prikazane u tableli
8.12. Izmerene vrednosti ovog parametra kretale su se od 3,75 g/l do 4,56 g/l. U poredenju sa
prethodno diskutovanim rezultatima (tabela 8.11) moze se uoditi da varijacije u sastavu
medijuma za pripremu inokuluma ne uti¢u u velikoj meri na promenu sadrzaja TDS u medijumu
za biosintezu. Nije uocena drasti¢na razlika ni kada je izvrSeno poredenje vrednosti sadrzaja
TDS u medijumima za biosintezu dobijenim u svim sprovedenim fazama istrazivanja.

Po zavrSetku bioprocesa primenom soja PAP LIST 4, prethodno umnozenog na medijumima
razli¢ite formulacije, odreden je sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu, a dobijeni rezultati
prikazani su u tabeli 5.27.

Tabela 5.27. Uticaj razli¢itog odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavr$etku
kultivacije soja PAP LIST 4

— P (g/l)
Reodgrllé : arOJ Ekstrakt kvasca Sladni ekstrakt Pepton v
(g/) (9/1) (a/h)
1 11,0 0 0 4,49
2 0 11,0 0 10,01
3 0 0 11,0 9,96
4 55 55 0 7,77
5 55 0 55 8,05
6 0 5,5 55 10,18
7 3,7 3,7 3,7 9,38
8 7,3 18 1,8 571
9 18 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-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Rezultati predstavljeni u tabeli 5.27. pokazuju da je u svim ogledima doslo do produkcije
ksantana i da je najveca 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 sadrzao 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 nesSto nize koncentracije ksantana u
medijumu za biosintezu, i to 10,18 g/I, 10,14 g/I, 10,01 g/l, 9,96 ¢/l, 9,69 g/l i 9,38 g¢/I, redom.
Prema dobijenim rezultatima, najniza koncentracija ksantana u proizvodnom medijumu
ostvarena je kada je medijum formulacije iz ogleda broj 11 kori$¢en kao medijum za drugu fazu
pripreme inokuluma. Navedeni medijum od variranih sastojaka sa azotom sadrzao je samo
ekstrakt kvasca. Takode, 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 sadrzao 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 umnozavanje 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 moze se zakljuditi da je najveéa koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu, u
primenjenim eksperimentalnim uslovima, ostvarena kada je medijum za drugu fazu pripreme
inokuluma sadrzao sladni ekstrakt u najvecoj 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 umnozavanje soja
PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim
glicerolom, nakon uspesno izvedenih statisticki dizajniranih eksperimenata potrebno je generisati
adekvatan model koji opisuje uticaj variranih parametara na posmatrani odziv. Za dobijanje
detaljnog uvida o uticaju ispitivanih faktora na uspeSnost izvodenja biosinteze ksantana u
primenjenim eksperimentalnim uslovima, kao i u cilju kvantifikacije faktorskih efekata i
njihovih interakcija, vrSena je analiza eksperimentalnih podataka primenom odgovarajucih
softverskih paketa.

Prvi korak predstavljao je matematicko modelovanje eksperimentalno dobijenih rezultata za
sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu (Y) prikazanih u tabeli 5.27. Uspesnost fitovanja
prikazanih podataka odabranim modelom (jednacina 4.9) procenjena je na osnovu vrednosti
koeficijenta determinacije, a procena adekvatnosti i znacajnosti generisanog matematickog
modela izvrsena je primenom analize varijanse. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.28.

Tabela 5.28. Analiza varijanse modelovanog odziva: sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZenog na medijumima sa

razli¢itim odnosima sastojaka sa azotom

Poreklo

Odziv Rezidual Model

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R?

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; R>- koeficijent determinacije

Prema rezultatima predstavljenim u tabeli 5.28. koeficijent determinacije je veoma visok i iznosi
0,967, Sto ukazuje na dobru korelaciju izmedu eksperimentalnih i modelom predvidenih
vrednosti sadrzaja biosntetisanog ksantana. Mali procenat varijacija u vrednostima sadrzaja
produkovanog ksantana nije mogao biti objaSnjen generisanom regresionom jednafinom
(3,30%), sto je rezultat uticaja faktora koji ovim eksperimentima nisu obuhvaceni. Poredenje
eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predvidenih modelom prikazano je i graficki na
slici 8.2. (Prilog 2). Predstavljeni rezultati ukazuju da se eksperimentalne vrednosti ostvarene u
ovoj fazi istrazivanja nalaze veoma blizu linije najboljeg fitovanja.
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Adekvatnost generisanog matematickog modela ispitana je pomoc¢u Fiserovog testa, a njegova
statisticka znacajnost, u intervalu poverenja od 95%, potvrdena analizom p-vrednosti. S obzirom
da su F-vrednosti prikazane u tabeli 5.28. manje od tabli¢nih vrednosti za odgovarajuéi stepen
slobode primenjenog eksperimentalnog plana, definisani model smatra se pogodnim za
opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrani odziv. lzuzetno niska p-vrednost prikazana u
istoj tabeli potvrduje da je dobijeni matemati¢ki model statisticki znac¢ajan u zadatom intervalu
poverenja.

Matematic¢ki model za sadrzaj ksantana

Eksperimentalni podaci koji se odnose na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom po zavrsetku bioprocesa (tabela 5.27) fitovani su polinomom drugog reda (jednacina
4.9) pri ¢emu je generisana regresiona jednaina koja opisuje uticaj variranih sastojaka sa
azotom u medijumu za pripremu inokuluma na vrednost pomenutog odziva:

Y=0,041987-X; +0,101778-X, + 0,098161-X; + 0,000236-X,-X,
+0,000333-X,-X;3 +0,000191-X,X; (5.2)
gde su:

Y- sadrzaj biosintetisanog ksantana,
X1, - udeo ekstrakta kvasca,

X5 - udeo sladnog ekstrakta i

X3 - udeo peptona.

Statisticka znacajnost koeficijenata u generisanoj jednacini (5.2) procenjena je na osnovu
p-vrednosti, dok je intenzitet njihovog uticaja odreden poredenjem t-vrednosti prikazanih na
Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumima sa razli¢itim 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, by 1 bg) statisti¢ki znacajno uti¢u na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 izvedene u primenjenim eksperimentalnim
uslovima, ali i da sladni ekstrakt u medijumu za pripremu inokuluma ima najznacajniji uticaj na
produkciju biopolimera u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Sa druge strane, koeficijenti
interakcije variraninh parametara (bi2, b1z i1 by3) nemaju statisticki znacajan uticaj na sadrzaj
ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom. Posmatrajuc¢i graficki prikazane
rezultate moze se videti i da su pojedinacni uticaji sladnog ekstrakta i peptona u medijumu za
drugu fazu pripreme inokuluma skoro ujednaceni.

Rezultati matematickog modelovanja (jednacina 5.2) prikazani su i graficki na slici 5.29,
konturnim dijagramom koji prikazuje uticaj promene udela ekstrakta kvasca, sladnog ekstrakta i
peptona u medijumu za drugu fazu umnozavanja soja PAP LIST 4, na sadrzaj ksantana u
medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom.
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bl 11,1311

bl3 :|1 56268
bl2 :|1,105'i"11
b23 Z|0,8?5'?313

p=0.05

t-vrednost

Slika 5.28. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZzenog na
medijumima sa razli¢itim odnosima sastojaka sa azotom

Ekstrakt kvasca
100

7.71931

L
100 0 100
Sladni ekstrakt Pepton

P (/1)

Slika 5.29. Zavisnost sadrzaja ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po
zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 od odnosa sastojaka sa azotom u medijumu za drugu fazu
pripreme inokuluma
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Analizom graficki predstavljenih rezultata na slici 5.29. uoCava se da se najviSe vrednosti
sadrzaja ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4 postizu ako se za drugu fazu pripreme inokuluma primenjuje medijum sa
maksimalnim udelom peptona, ali i sladnog ekstrakta, dok udeo ekstrakta kvasca moze biti
minimalan. Prema rezultatima prikazanim na istoj slici predvideno je da se najmanji sadrzaj
ksantana ostvaruje ako se za drugu fazu umnozavanja proizvodnog soja koristi medijum sa
maksimalnim udelom ekstrakta kvasca.

Dobijeni rezultati sugeriSu da udeli sladnog ekstrakta i peptona u medijumu za umnozavanje soja
PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma, imaju najznacajniji uticaj na uspesnost 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 umnozavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi
pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u pogledu
odnosa sastojaka sa azotom kori$¢ena je metoda zeljene funkcije u kombinaciji sa prethodno
generisanim matematickim modelom (jednadina 5.2). U skladu sa definisanim ciljem
istrazivanja, zadatak ove optimizacije je postizanje maksimalne koncentracije ksantana u
medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 u
primenjenim eksperimentalnim uslovima. Optimalne vrednosti variranih parametara i procenjena
vrednost posmatranog odziva, za najveéu moguéu vrednosti ukupne Zeljene funkcije, prikazane
su u tabeli 5.29.

Tabela 5.29. Optimalne vrednosti variranih parametara i predvideni odziv: odnos sastojaka sa
azotom u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma

Promenljive Uslovi Grani¢ne 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 Predvidene vrednosti
P (g/) maksimalan 4,13-10,22 10,18
Ukupna Zeljena funkcija 0,992

P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Rezultati prikazani u tabeli 5.29. pokazuju da, ako se kao jedini cilj optimizacije definiSe
postizanje maksimalnog sadrzaja ksantana u medijumu za biosintezu, prema predvidanjima
modela, posmatrani odziv ¢e imati vrednost od 10,18 g/l ukoliko medijum za drugu fazu
pripreme inokuluma sadrzi samo sladni ekstrakt, odnosno ukoliko udeo ove komponente iznosi
100,00%. Ukupna zeljena funkcija u ovom slucaju ima vrednost 0,992.
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Optimizacioni rezultati prikazani su i graficki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost
vrednosti ukupne zeljene funkcije od udela ekstrakta kvasca, sladnog ekstrakta i peptona u
medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma, a dat je na slici 5.30.

Ekstrakt kvasca
100

2
100 0 100
Sladni ekstrakt Pepton

Ukupna Zeljena funkcija

Slika 5.30. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije od odnosa sastojaka sa azotom u
medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma

Analizom prikazanog konturnog dijagrama (slika 5.30) evidentno je da se najveca vrednost
ukupne zeljene funkcije postize ako se za drugu fazu pripreme inokuluma koristi medijum sa
maksimalnim udelom sladnog ekstrakta ili peptona, dok udeo ekstrakta kvasca u ovom sluéaju
moze biti minimalan. Takode, vrednost ukupne zeljene funkcije je maksimalna ako medijum za
umnozavanje soja PAP LIST 4 sadrZi i sladni ekstrakt i pepton u promenjivom udelu (0-100%).
NajniZze vrednosti zeljene funkcije postizu se kada medijum za drugu fazu pripreme inokuluma
sadrzi samo ekstrakt kvasca.

Ukoliko se izvrsi poredenje 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 predvideno optimizaciono resenje znacajno 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 §to je sladni ekstrakt. U ovom slucaju sadrzaj ksantana u medijumu sa
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sirovim glicerolom po zavrSetku bioprocesa povecao se za neSto viSe od 10%, u odnosu na
prethodnu fazu istrazivanja (tabela 5.25).

.....

nutritivno bogatiji jer pored azotnih komponenti sadrzi lako fermentabilne Secere od kojih je
dominantno prisutna maltoza, koja je narocito pogodan izvor ugljenika za rast i razmnozavanje
bakterija roda Xanthomonas. Pored toga, sadni ekstrakt sadrzi i razli¢ite vitamine i minerale
neophodne za umnozavanje biomase proizvodnog mikroorganizma.

Dobijeni rezultati sugerisu da se dizajn smese pokazao kao funkcionalan eksperimentalni plan za
kreiranje ogleda koji su za cilj imali definisanje najpogodnijeg odnosa sastojaka sa azotom u
medijumu za umnozavanje soja PAP LIST 4 u drugoj fazi pripreme inokuluma za biosintezu
ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom. Primenom generisanog matemati¢kog modela u
kombinaciji sa metodom Zeljene funkcije izvrSena je optimizacija sastava pomenutog medijuma,
pri ¢emu je procenjeno da je medijum najpogodnije formulacije onaj sa 100% sladnog ekstrakta,
pored 40% glukoze i 60% sirovog glicerola. Medijum pomenutog sastava koris¢en je kao
medijum za drugu fazu pripreme inokuluma u daljim istrazivanjima.

5.4.3. Definisanje sadrzaja 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 umnozavanje ¢elija proizvodnog soja u drugoj fazi pripreme inokuluma predstavlja
definisanje njihovog optimalnog sadrzaja, a potrebno je definisati i optimalnu koncentraciju
inokuluma koja se dodaje u medijum za biosintezu. Kako bi se postigao zeljeni cilj, u nastavku
istrazivanja priprema inokuluma je izvedena na medijumima formulisanim u skladu sa
odabranim eksperimentalnim dizajnom (poglavlje 4.8), dok je biosinteza ksantana zapoceta
dodatkom razli¢ite 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 naucne i stru¢ne literature (Casas i sar., 2000; Leela i Sharma,
2000; Wang i sar., 2016; Demirci i sar., 2019). Primenom postupka odzivne povrSine, a na
osnovu eksperimentalno dobijenih podataka, definisani su matematic¢ki modeli koji opisuju uticaj
ispitivanih parametara na odabrani odziv. Optimizacija je izvedena primenom metode Zeljene
funkcije u kombinaciji sa generisanim matemati¢kim modelom.

5.4.3.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja sadrzaja sastojaka
medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu

Odabir odgovarajuc¢eg eksperimentalnog plana kljucan je korak u primeni postupka odzivne
povrsine. Prilikom ispitivanja uticaja tri faktora na posmatrani proces najces¢e se primenjuje
Boks-Benkenov dizajn jer se u poredenju 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 tacki koris¢en u okviru ovih istrazivanja. Ovako dizajnirani
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eksperimenti podrazumevali su izvodenje 15 nezavisnih kultivacija soja PAP LIST 4 na
medijumu za biosintezu, koje su zapocete dodatkom variranih koli¢ina inokuluma prethodno
pripremeljenih pri ta¢no definisanim vrednostima odabranih sastojaka medijuma (tabela 4.4),
dok su ostali parametri bili identi¢ni u svim sprovedenim ogledima (poglavlja 4.3, 4.4 i 4.5). Po
zavrSetku bioprocesa, izvrSena je analiza medijuma za biosintezu kako bi se potvrdila moguénost
produkcije ksantana i procenila uspe$nost njegovog izvodenja. Da bi se ustanovilo da li je doslo
do biosinteze Zeljenog biopolimera vrSena su reoloska merenja medijuma za biosintezu
(poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspeSnosti bioprocesa u ovoj fazi istrazivanja odredivan je
sadrzaj ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni medijumi analizirani su i u pogledu
vrednosti pH i sadrzaja TDS (poglavlje 4.6.2).

Reoloska svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom, dobijenih po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4, koji je prethodno umnozen na medijumima sa razli¢itim sadrzajem
odabranih sastojaka, a zatim dodat u razli¢itim koncentracijama, prikazana su u tabeli 5.30.

Tabela 5.30. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZenog na medijumima sa razli¢itim sadrzajem
sastojaka i dodatog u razli¢itim koncentracijama

Redni broj Glu:Gly Sladni ekstakt Inokulum K[Pas] n[] mn,[mPas]

ogleda (g/l) (g/l) (%,vIV)
1 5 5 10 0,2919  0,4902 27,90
2 15 5 10 0,743  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 — faktor konzistencije; n — indeks toka, no- prividni viskozitet; Glu:Gly- glukoza i sirovi glicerol
dodati u odnosu 40:60.

Rezultati prikazani u tabeli 5.30. pokazuju da su se vrednosti indeksa toka medijuma za
biosintezu, analiziranih u ogledima iz okvira ove faze istrazivanja, kretale u opsegu od 0,4385 do
0,5938. Dobijene vrednosti sugeriSsu da medijumi za biosintezu sa sirovim glicerolom po
zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim
sadrzajem nutrijenata i dodatog u razli¢itim koncentracijama, poseduju pseudoplasticne
karakteristike, Sto predstavlja siguran pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti faktora
konzistencije medijuma analiziranih u ovoj fazi kretale su se u intervalu od 0,1054 Pa-s" do
0,2939 Pa-s" (tabela 5.30). I u ovom slucaju razli¢ite vrednosti faktora konzistencije prikazane u
tabeli 5.30. ukazuju na razliku u koli¢ini 1 kvalitetu ksantana biosintetisanog u primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Na osnovu vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije izracunati
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 zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno
umnozenog na medijumima sa razli¢itim sadrzajem nutrijenata i dodatog u razliitim
koncentracijama, kretale od 15,86 mPa's do 27,90 mPa-s. Dobijeni rezultati sugeriSu da se
prilikom izvodenja ogleda broj 1 (5,00 g/l izvora ugljenika, 5,00 g/l izvora azota i 10%(v/v)
inokuluma) dobija medijum za biosintezu najveéeg prividnog viskoziteta (27,90 mPa‘s) u
poredenju sa rezultatima delovanja istog soja u ostalim ogledima. Medijum najmanje vrednosti
prividnog viskoziteta od 15,86 mPa-s ostvaren je prilikom izvodenja ogleda broj 14 (10,00 g/l
izvora ugljenika, 10,00 g/l izvora azota i 10%(v/v) inokuluma).

Po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 uzorci medijuma za biosintezu iz svih 15 ogleda su
analizirani i u pogledu vrednosti pH i sadrzaja TDS. Vrednosti pH analiziranih uzoraka
prikazane su u tableli 8.13. koja je data u Prilogu 1. lzmerene vrednosti pH medijuma za
biosintezu kretale su se od 5,90 do 6,11, $to ukazuje na to da je vrednost pH tokom kultivacije
soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom u svim ogledima bila iznad kriticne
vrednosti (5,5). Vrednosti sadrzaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim glicerolom,
dobijenim nakon kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim eksperimentalnim uslovima, takode
su prikazane u tableli 8.13. Izmerene vrednosti sadrzaja 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 drasti¢nih promena u
sadrzaju TDS u medijumima za biosintezu, te da se ove vrednosti ne razlikuju znacajno od
vrednosti dobijenih u svim prethodnim fazama istrazivanja.

Uticaj variranih sadrzaja sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i koncentracije
dodatog inokuluma na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu, kao i na rezidualni sadrzaj
izvora ugljenika, rezidualni sadrZaj asimilabilnog azota i rezidualni sadrzaj ukupnog azota u
medijumu za drugu fazu prpreme inokuluma prikazan je u tabeli 5.31.

Tabela 5.31. Uticaj razli¢itog sadrzaja sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i
koncentracije inokuluma u medijumu sa sirovim glicerolom na pokazatelje uspesnosti biosinteze
ksantana primenom soja PAP LIST 4

P(@/1) S(al) Ne(mg/l) Ny (mgll)

Reoiqég;oj Glu:Gly Sladni ekstrakt Inokulum v
(g/l) (g/h) (%.vIv)
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 10,50 281 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-sadrzaj biosintetisanog ksantana; S-rezidualni
sadrzaj izvora ugljenika; Nys-rezidualni sadrzaj asimilabilnog azota; Ny-rezidualni sadrzaj ukupnog azota.
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Podaci predstavljeni u tabeli 5.31. pokazuju da je po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4,
prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim sadrzajem nutrijenata i dodatog u razli¢itim
koncentracijama, ostvarena proizvodnja razli¢ite koli¢ine ksantana u medijumu za biosintezu.
Moze se primetiti da se sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu po zavrSetku bioprocesa
kretao od 8,85 g/l do 10,52 g/l. Najveci sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu ostvaren je
prilikom izvodenja ogleda broj 1, gde su varirane vrednosti ispitivanih parametara iznosile 5 g/l
za pocetni sadrzaj izvora ugljenika, 5 g/l za pocetni sadrzaj izvora azota i 10%(v/v) za
koncentraciju dodatog inokuluma. Sa druge strane, najmanja produkcija biopolimera ostvarena
prilikom izvodenja ogleda broj 12 u kom su vrednosti pocetnog sadrzaja izvora ugljenika,
pocetnog sadrzaja izvora azota i koncentracije dodatog inokuluma iznosile 10 g/, 15 g/l 1
15%(v/v), redom.

Rezultati prikazani u tabeli 5.31, koji se odnose na rezidualni sadrZzaj izvora ugljenika u
medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma, predstavljaju ustvari sadrzaj glicerola koji je
zaostao nakon umnozavanja 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 izvodenja bioprocesa, najpre metaboliSe
pomenute lako usvojive Secere pa tek onda glicerol. Na osnovu dobijenih rezultata moze se
primetiti da se rezidualni sadrzaj 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
izvodenja 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 najveéi sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu. Dosta
nizak sadrzaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma po zavrSetku
umnozavanja proizvodnog soja zaostao je i u okviru ogleda broj 5 (2,81 g/l), 7 (8,97 g/l) i
15 (3,65 g/1). Kod ovih ogleda pocetni sadrzaj glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu
pripreme inokuluma iznosio je 5,00 g/l (ogledi 1, 5i 7), odnosno 10,00 g/l (ogled 15). Sa druge
strane, najveci sadrzaj 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/1). Iako je nakon izvodenja ogleda broj 6 zaostalo najvise
izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma, sadrzaj produkovanog ksantana
u medijumu za biosintezu imao je relativno visoku vrednost i iznosio je 10,05 g/l. Dosta veliki
sadrzaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripeme inokuluma zaostao je i pri izvodenju
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 sugeriSu da se prilikom
umnozavanja proizvodnog soja na medijumu sa koncentracijom glukoze i glicerola od 5,00 g/l
do 10,00 g/l postize visok sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu uz minimalan rezidualni
sadrzaj izvora ugljenika u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma.

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 5.31. rezidualni sadrzaj asimilabilnog azota u medijumu
za drugu fazu pripreme inokuluma po zavrSetku umnozavanja proizvodnog soja kretao od
2,80 mg/l do 12,60 mg/l. Najmanji sadrzaj asimilabilnog azota u ovom medijumu zaostao je
nakon izvodenja ogleda broj 1, 4 i 5, gde je sladni ekstrakt dodat u koncentracijama od 5,00 g/l,
15,00 g/11 10,00 g/1, redom. Najveci sadrzaj 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 sugeri$u da razli¢ite kombinacije sadrzaja glukoze i glicerola u
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odnosu 40:60 i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma razli¢ito uticu
na stepen iskoriS$¢enja asimilabilnog azota.

Rezultati prikazani u tabeli 5.31. pokazuju da se rezidualni sadrZzaj ukupnog azota u medijumu za
drugu fazu pripreme inokuluma u okviru ove faze istrazivanja kretao od 175,00 mg/l do
294,00 mg/l. Najmanji sadrzaj ukupnog azota u medijumu za drugu fazu umnozavanja
proizvodnog soja zaostao je pri izvodenju ogleda broj 10, gde je pocetni sadrzaj 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 sadrzaja ukupnog azota u
medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma ostvarena je i u ogledima broj 3 i 4, gde je pocetni
sadrzaj sladnog ekstrakta iznosio po 15,00 g/l. Pri izvodenju ovih ogleda ksantan je produkovan
u koncentraciji manjoj od 10,00 g/l. Najveci sadrzaj 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 ¢emu je u medijumu za biosintezu produkovan ksantan u
koncentraciji od 9,53 g/l. Ukoliko se obrati paznja na prethodno diskutovane rezultate moze se
uociti da je ovaj rezultat u saglasnosti sa rezultatima za rezidualni sadrzaj asimilabilnog azota u
istom ogledu.

Analiziraju¢i sve prethodno diskutovane rezultate moze se zakljuciti da vece koncentracije
sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma u kombinaciji sa najveéim procentom
inokuluma u medijumu za biosintezu rezultuju slabijom produkcijom ksantana, dok manje
koncentracije sastojaka medijuma za umnozavanje proizvodnog soja dovode do ostvarivanja
veceg sadrzaja 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 sadrzi 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 koli¢ina variranih nutrijenata. U dostupnoj nau¢noj literaturi ne postoje podaci
0 optimizaciji sastava medijuma za pripremu inokuluma u proizvodnji ksantana. Medutim, u
mnogim istrazivanja vezanim za biosintezu ksantana praktikuje se dodatak inokuluma u
koncentraciji od 10%(v/v) (Gumus i sar., 2010; Reis i sar., 2010), §to je u saglasnosti sa
eksperimentalnim rezultatima ostvarenim u ovoj fazi istrazivanja. lako je utvrdeno da
kombinacije razli¢itog sadrzaja glukoze i glicerola i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu
pripreme inokuluma utiCu na stepen iskori$¢enja ovih nutrijenata, ali 1 na prinos ksantana,
potrebna su dodatna analiziranja kako bi se definisale optimalne vrednosti variranih parametara
pri kojima se ostvaruje najveca uspesnost ispitivanog bioprocesa.

5.4.3.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja sadrzaja 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 vazan korak koji prethodi optimizaciji bioprocesa. U nastavku istraZivanja
izvedeno je matematiCko modelovanje eksperimentalno dobijenih rezultata za sadrzaj
biosintetisanog ksantana prikazanih u tabeli 5.31. Kako bi se definisala relacija koja opisuje
uticaj variranih parametara na odabrani pokazatelj uspesnosti bioprocesa, eksperimentalni podaci
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(tabela 5.31) fitovani su polinomom drugog reda (jednacina 4.10). UspeSnost fitovanja
eksperimentalno dobijenih rezultata odabranim modelom procenjena je na osnovu vrednosti
koeficijenta determinacije, a ispitane su i adekvatnost i znacajnost generisanog matematickog
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: sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na
medijumima sa razli¢itim sadrzajem sastojaka i dodatog u razli¢itim koncentracijama

Poreklo

Odziv Rezidual Model

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost  R?

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; R*— koeficijent determinacije.

Posmatrajuéi rezultate predstavljene u tabeli 5.32. moze se primetiti da koeficijent determinacije
iznosi 0,926 $to ukazuje na to da je ostvarena veoma dobra veza izmedu eksperimentalnih i
modelom predvidenih vrednosti sadrzaja biosintetisanog ksantana. Definisanim matemati¢kim
modelom nije moglo biti objasnjeno 7,40% od ukupnih varijacija, koje predstavljaju efekte onih
faktora koji nisu uklju¢eni u modelovanje te nisu bili od interesa u ovom istrazivanju. Da se
eksperimentalne vrednosti veoma dobro poklapaju sa vrednostima koje su predvidene primenom
generisanog modela potvrduju i rezultati prikazani na slici 8.13. (Prilog 2).

Adekvatnost generisanog matematickog modela proverena je pomocu Fiserovog testa, dok je
njihova statisticCka znacajnost u intervalu poverenja od 95% potvrdena analizirajuci
p-vrednosti. S obzirom da je F-vrednost prikazana u tabeli 5.32 manja od tabli¢nih vrednosti za
odgovarajuci 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 potvrduje da je model polinoma drugog reda statisticki
znacajan u zadatom intervalu poverenja.

Matematicki model za sadrzaj ksantana

Eksperimentalni podaci koji se odnose na sadrzaj ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po
zavrSetku bioprocesa (tabela 5.31) su fitovani polinomom drugog reda pri ¢emu je generisana
regresiona jednaCina koja opisuje uticaj sadrzaja variranih faktora na vrednost pomenutog
odziva:

Y=11,110000 — 0,264800-X; — 0,007800-X, + 0,141500-X;3+0,007800 - X+ 0,004800-X,>
— 0,005900-X;3°+ 0,004400-X-X,+ 0,001900-X-X3 — 0,014500-X,-X; (5.3)
gde su:

Y- sadrZaj biosintetisanog ksantana,
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X1, - sadrzaj glukoze i glicerola u odnosu 40:60,
X, - sadrzaj sladnog ekstrakta i
X3 - koncentracija inokuluma.

Statisticka znacajnost koeficijenata u generisanoj jednacini procenjena je na osnovu p-vrednosti,
a intenzitet njihovog uticaja odreden je poredenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto grafiku.
Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnozenog na medijumima sa
razli¢itim sadrzajem sastojaka ,edijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i dodatog u razli¢itim
koncentracijama u medijum za biosintezu, prikazan je naslici 5.31.

o | -mms.

bl |2,22665
b1l b |1,601?35

b33 ¢ ‘1,211569

b3 ‘1,1900?2

b22 + ‘0,9856831

b12 t ‘0,94043?2

bl3 ¢ 0.4060979

b2 ]0,0651306

p=0.05
t=vrednost

Slika 5.31. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na
medijumima sa razli¢itim sadrzajem sastojaka i dodatog u razli¢itim koncentracijama

Rezultati prikazani na slici 5.31. ukazuju da koeficijent interakcije sadrzaja sladnog ekstrakta i
koncentracije dodatog inokuluma (b,3) statisti¢ki znacajno utice na sadrzaj ksantana u medijumu
za biosintezu po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim eksperimentalnim
uslovima. Negativan predznak ovog koeficijenta prikazan u jednacini 5.3. ukazuje na
antagonisticki efekat pomenutih parametara. Efekti linearnog (b;) i kvadratnog ¢lana sadrzaja
glukoze i glicerola (b11), linearnog (by) i kvadratnog ¢lana sladnog ekstrakta (b,), linearnog (bs)
i kvadratnog ¢lana koncentracije dodatog inokuluma (bs3), kao i ostalih koeficijenata interakcije
(b12 i by3) nisu pokazali statisticki znacajan uticaj na vrednost posmatranog odziva u intervalu
poverenja od 95%.

U cilju boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matematicki model (jednacina 5.3)
predstavljen je i grafi¢ki, trodimenzionalnim odzivnim povrSinama na slikama 5.32.a-c. Svaki
grafik prikazuje modelom predviden uticaj dva faktora na posmatrani odziv pri konstantnoj
vrednosti treceg.
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Slika 5.32. Sadrzaj ksantana (P) u
medijumu za biosintezu sa sirovim
glicerolom po zavrSetku kultivacije

soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumima sa
razli¢itim sadrzajem sastojaka i
dodatog u razlicitim koncentracijama
u funkciji dva faktora pri konstantnoj
vrednosti treceg:

a) koncentracija inokuluma (10%,v/v)
b) sadrzaj sladnog ekstrakta (10 g/I)
¢) sadrzaj Glu:Gly (10 g/l)
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Na slici 5.32.a prikazan je modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja glukoze i glicerola
dodatih u odnosu 40:60 (Glu:Gly) i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu pri koncentraciji inokuluma od
10%(v/v). Analizom graficki predstavljenih rezultata moze se uociti da, ako je pocetna
koncentracija glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma konstantna i
ima vrednost ve¢u od 7,50 g/l, povecanje sadrzaja sladnog ekstrakta u istom medijumu ne utice
na produkciju Zeljenog biopolimera. Sa druge strane, ako se pocetna koncentracija glukoze i
glicerola u medijumu za umnoZzavanje celija proizvodnog soja nalazi u intervalu od 5,00 g/l do
7,50 g/1, obogacivanje istog medijuma sladnim ekstraktom uti¢e na smanjenje sadrzaja ksantana
u medijumu za biosintezu. Pored toga, pri konstantnom pocetnom sadrzaju sladnog ekstrakta u
medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma dolazi do smanjenja sadrzaja ksantana u medijumu
za biosintezu sa povecanjem pocetnog sadrzaja glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu
pripreme inokuluma pri ¢emu je ovaj trend izrazeniji u medijumima sa nizom ispitivanom
koncentracijom sladnog ekstrakta. Najvec¢a vrednost sadrzaja ksantana od oko 10,30 g/l u
medijumu za biosintezu predvidena je ako medijum za drugu fazu pripreme inokuluma inicijalno
sadrzi oko 5,00 g/l sladnog ekstrakta i 5,00 g/l glukoze 1 glicerola (40:60).

Slika 5.32.b prikazuje predikciju sadrzaja ksantana u medijumu za biosintezu pri konstantnom
pocetnom sadrzaju 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
pocetnog sadrzaja glukoze i glicerola (40:60) u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma.
Rezultati predstavljeni na pomenutoj slici ukazuju da poveéanjem koncentracije inokuluma, pri
konstantnom pocetnom sadrzaju glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma, dolazi do smanjenja sadrzaja ksantana u medijumu za biosintezu. Sa druge strane, i
prilikom povecanja pocetnog sadrzaja glukoze i glicerola u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma, pri konstantnoj vrednosti koncentracije inokuluma koji se dodaje u medijum za
biosintezu, takode dolazi do smanjenja sadrzaja ksantana u medijumu za biosintezu, s tim da je
ovaj trend slabije izrazen od prethodno pomenutog i gotovo je neprimetan ako bioproces zapocne
dodatnom vecée koliine inokuluma. SadrZzaj ksantana ve¢i od 10,40 g/l predviden je pri
koncentraciji inokuluma od 5,00%(v/v) do 7,00%(v/v) i poCetnom sadrzaju glukoze i glicerola
(40:60) u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma od oko 5,00 g/I.

Slika 5.32c¢ ilustruje modelom predviden uticaj koncentracije inokuluma i pocetnog sadrzaja
sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma na sadrzaj ksantana u
medijumu za biosintezu pri konstantnom sadrZaju glukoze 1 glicerola u medijumu za pripremu
inokuluma od 10,00 g/l. Rezultati predstavljeni na pomenutoj slici sugeriSu da, pri konstantnoj
koncentraciji inokuluma, promena sadrzaja sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu
pripreme inokuluma ne utie znacajno na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu, osim u
slucaju kada se koncentracija inokuluma dodatog u proizvodni medijum nalazi u opsegu od
5,00%(v/v) do 7,50%(v/v). Tada porast pocetnog sadrzaja sladnog ekstrakta u medijumu za
drugu fazu pripreme inokuluma pozitivno uti¢e na biosintezu ksantana. Sa druge strane, ukoliko
se pocetni sadrzaj sladnog ekstrakta u medijumu za umnozavanje ¢elija proizvodnog soja u
drugoj fazi pripreme inokuluma odrzava konstantnim na bilo kojoj vrednosti iz analiziranog
intervala, povecanjem koncentracije inokuluma dolazi do smanjenja sadrzaja ksantana u
medijumu za biosintezu. Najveci sadrzaj ksantana od oko 10,50 g/l predviden je ako pocetna
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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 sadrzaja sastojaka medijuma za pripremu inokuluma i koncentracije
inokuluma u medijumu za biosintezu

Nakon generisanja matematickog modela (jednacina 5.3), za koji je ustanovljeno da je statisticki
znacajan 1 da adekvatno opisuje uticaj nezavisnih promenljivih (pocetni sadrzaj glukoze i
glicerola dodatih u odnosu 40:60 i sladnog ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme
inokuluma, koncentracija dodatog inokuluma), na odabrani odziv (sadrzaj ksantana u medijumu
za biosintezu), slede¢i korak predstavlja definisanje optimalnih vrednosti ispitivanih faktora, a
sve sa ciljem ostvarivanja najvece uspesnosti bioprocesa i ekonomicnosti ¢itavog proizvodnog
postupka. Stoga su, kao uslovi optimizacije, zadati postizanje maksimalne koncentracije
biosintetisanog ksantana uz minimalan utroSak sastojaka medijuma koji ¢e se Koristiti u drugoj
fazi pripreme inokuluma, kao i uz minimalnu koncentraciju inokuluma koji se dodaje u medijum
za biosintezu. Za definisane Zzeljene funkcije izvedena je optimizacija analiziranih faktora
primenom odgovarajuée metodologije. Optimalne vrednosti variranih parametara, kao i
procenjena vrednost posmatranog odziva za najve¢u moguéu vrednost ukupne Zeljene funkcije
prikazane su u tabeli 5.33.

Tabela 5.33. Optimalne vrednosti variranih parametara i predvideni odziv: sadrzaj sastojaka
medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i koncentracija inokuluma u medijumu za

biosintezu
Promenljive Uslovi Grani¢ne 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 Predvidene vrednosti
P (g/l) maksimalan 8,85-10,52 10,42
Ukupna Zeljena funkcija 0,980

Glu:Gly- glukoza i sirovi glicerol dodati u odnosu 40:60; Y, P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Rezultati prikazani u tabeli 5.33. pokazuju da je vrednost ukupne Zeljene funkcije visoka i iznosi
0,980. Optimalne vrednosti ispitivanih faktora, pri kojima Zeljena funkcija ima najvecu vrednost,
su pocetni sadrzaj glukoze i glicerola od 5,00 g/1, pocetni sadrzaj sladnog ekstrakta od 5,00 g/l i
koncentracija inokuluma od 5,19%(v/v). Za ovako definisane vrednosti variranih parametara
modelom predvidena vrednost posmatranog odziva, odnosno sadrzaja biosintetisanog ksantana
iznosi 10,42 g/l.

Optimizacioni rezultati prikazani su i graficki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost
vrednosti ukupne Zeljene funkcije od pocetnog sadrzaja 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.

15,00

12,50

10,00

Sladni ekstrakt (g/1)

750

5,00 7.50 10,00 1250 15.00

Ghu:Gly (g/l)

Slika 5.33. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije od sadrzaja 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. moze se uociti da, ako je pocetni sadrzaj sladnog
ekstrakta u medijumu za drugu fazu pripreme inokuluma konstantan, povecanjem pocetnog
sadrzaja glukoze i glicerola dodatih u odnosu 40:60 u istom medijumu dolazi do smanjenja
vrednosti ukupne Zeljene funkcije, Sto vazi u ¢itavom ispitivanom opsegu. Sa druge strane,
ukoliko je pocetni sadrzaj glukoze i glicerola u medijumu za umnozavanje ¢elija odabranog
proizvodnog soja u drugoj fazi pripreme inokuluma konstantan, povecanjem sadrzaja sladnog
ekstrakta u istom medijumu ne dolazi do znacajne promene vrednosti ukupne Zeljene funkcije u
ispitivanom opsegu. Medutim, pri konstantnom pocetnom sadrzaju glukoze i glicerola od
10,00 g/l do 15,00 g/l, povecanje sadrzaja sladnog ekstrakta neznatno uti¢e na povecanje
vrednosti ukupne Zeljene funkcije. Prema prikazanim rezultatima soj PAP LIST 4 ¢e u medijumu
za biosintezu ostvariti najvecu produktivnost i ukupna Zeljena funkcija ¢e imati najveéu vrednost
ukoliko je prethodno umnozen na medijumu sa pocetnim sadrzajem glukoze i glicerola od
5,00 g/1 1 istim pocetnim sadrzajem sladnog ekstrakta.
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Iako se sadrzaj biosintetisanog ksantana nije znacajno povecao u odnosu na prethodno izvedenu
fazu istrazivanja (tabela 5.29), rezultati ovih ogleda su znacajni ukoliko se posmatraju sa
ekonomskog stanovista biotehnoloske proizvodnje jer se koli¢ina glukoze i glicerola i sladnog
ekstrakta, koja se dodaje u medijum za drugu fazu pripreme inokuluma, moze smanjiti za 50%.
Na povecanje ekonomicnosti ispitivanog bioprocesa utice i optimalna vrednost koncentracije
inokuluma koja je za 50% manja. Dobijeni rezultati upuéuju na Kkonstataciju da se
Boks-Benkenov dizajn pokazao kao funkcionalan eksperimentalni plan za kreiranje ogleda koji
su za cilj imali optimizaciju sadrzaja sastojaka medijuma za drugu fazu pripreme inokuluma i
koncentracije inokuluma u medijumu za biosintezu ksantana. Definisane optimalne vrednosti
variranih parametara koriS¢ene su u nastavku istrazivanja, odnosno umnoZzavanje 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. sugeriSu da
je sojevima roda Xanthomonas neophodan odreden 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 mozZe da uti¢e na uspesnost biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, u
primenjenim eksperimentalnim uslovima. Prema podacima iz dostupne naucne literature
uobicajeno vreme trajanja pripreme inokuluma krece se od 24 h do 48 h (Mirik 1 sar., 2011; Da
Silva 1 sar., 2018). Uzimaju¢i u obzir prethodno navedeno, u nastavku istraZzivanja priprema
inokuluma je izvedena u skladu sa odabranim eksperimentalnim dizajnom (tabela 4.5) gde je
vreme trajanje umnoZzavanje proizvodnog soja U obe faze varirano u navedenom opsegu.
Primenom postupka odzivne povrSine, a na osnovu eksperimentalno dobijenih podataka,
definisan je matematicki model koji opisuje uticaj ispitivanih parametara na odabrani odziv.
Optimizacija je izvedena primenom metode zeljene funkcije u kombinaciji sa generisanim
matematickim modelom.

5.4.4.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja vremena trajanja
pripreme inokuluma

Sa ciljem pripreme inokuluma, umnozavanje soja PAP LIST 4 izvedeno je u dva koraka na
razli¢itim medijumima. U prvom koraku umnoZavanja koris¢en 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 identi¢ni 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 vrSena njihova inkubacija u trajanju od 168 h.
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U okviru ovih istrazivanja eksperimenti su izvedeni u skladu sa faktorijalnim dizajnom koji
obuhvata variranje dva faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj tacki. Ovako dizajnirani
eksperimenti podrazumevali su izvodenje 11 nezavisnih kultivacija soja PAP LIST 4 na
medijumima odgovaraju¢e formulacije (poglavlje 4.2) u ta¢no definisanim procesnim uslovima
(poglavlje 4.4). Po zavrSetku kultivacije, izvrSena je analiza medijuma za biosintezu kako bi se
potvrdila moguénost produkcije ksantana i procenila uspesnost izvodenja bioprocesa. Kako bi se
ustanovilo da li je doSlo do produkcije Zeljenog biopolimera vrSena su reoloSka merenja
medijuma za biosintezu (poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelj uspeSnosti bioprocesa u ovoj fazi
istrazivanja odredivan je sadrzaj ksantana u istom medijumu (poglavlje 4.5). Dobijeni medijumi
analizirani su i u pogledu vrednosti pH i sadrzaja TDS (poglavlje 4.6.2).

Reoloska svojstva medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja
PAP LIST 4, prethodno umnozenog na medijumu za pripremu inokuluma optimizovane
formulacije u razli¢itom trajanju, prikazana su u tabeli 5.34.

Tabela 5.34. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZenog na medijumu za pripremu inokuluma
optimizovane formulacije u razli¢itom trajanju

Rednibroj t;(h) t,(h) KJ[Pass"] n[l] n,[mPas]

ogleda
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 — faktor konzistencije; n — indeks toka; n,- prividni viskozitet;
ti.vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma; t,,.vreme trajanja
druge faze pripreme inokuluma.

Vrednosti indeksa toka medijuma za biosintezu analiziranih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se
u intervalu od 0,4378 do 0,5747 (tabela 5.33). Na osnovu prikazanih vrednosti ovog reoloskog
parametra, koje se nalaze izmedu 0 i 1, moze se zakljuciti da medijumi za biosintezu sa sirovim
glicerolom dobijeni po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnoZenog na
medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razli¢itom trajanju, poseduju
pseudoplasti¢ne karakteristike $to predstavlja pouzdan pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti
faktora konzistencije medijuma za biosintezu analiziranih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se od
0,1430 Pa-s" do 0,3864 Pa-s" (tabela 5.34). Dobijeni rezultati sugeridu da razli¢ite vrednosti
faktora konzistencije medijuma prikazane u tabeli 5.34. ukazuju na razliku u koli¢ini i kvalitetu
ksantana biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima prilikom kultivacije
proizvodnog mikroorganizma na medijumu sa sirovim glicerolom. Na osnovu vrednosti indeksa
toka i faktora konzistencije izracunati 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 zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4,
prethodno umnozenog na medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u
razli¢itom trajanju, kretale u intervalu od 19,28 mPa's do 29,29 mPa-s. Dobijeni rezultati
sugerisu da se prilikom izvodenja ogleda broj 6 ostvaruje najveca vrednost prividnog viskoziteta
medijuma za biosintezu u poredenju 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. moze 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 pasaze inokuluma trajale 48 h i 24 h, redom. Navedeni rezultati ukazuju
na to da se najvece vrednosti prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu ostvaruju kada druga
faza pripreme inokuluma traje duze od prve faze, Sto moze biti posledica izvora ugljenika
prisutnih u primenjenim medijumima. Navedena konstatacija moze se potkrepiti ¢injenicom da
je sojevima roda Xanthomonas potrebno duze vreme kako bi se adaptirali na medijum sa sirovim
glicerolom i koristili ovaj izvor ugljenika za rast i razmnozavanje, a zatim i za produkciju
ksantana (Wang i sar., 2016).

Uzorci medijuma za biosintezu dobijenih nakon izvodenja svih 11 ogleda u okviru ovog
istrazivanja analizirani su u pogledu vrednosti pH i sadrzaja TDS. lzmerene 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 kriticne vrednosti (5,5), §to je znacajno iz ugla ekonomske isplativosti
bioprocesa, jer ukazuje na potencijalnu proizvodnju ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom
bez potrebe i troSkova korigovanja vrednosti pH tokom izvodenja samog bioprocesa. Vrednosti
sadrzaja TDS u medijumima za biosintezu sa sirovim glicerolom dobijenim nakon kultivacije
soja PAP LIST 4 u ovoj fazi istrazivanja takode su prikazane u tabeli 8.13. 1zmerene vrednosti
sadrzaja TDS kretale su se od 4,31 g/l do 4,53 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da ne dolazi do
drasti¢nih promena u sadrzaju TDS u medijumima za biosintezu dobijenim po zavrsetku
bioprocesa izvedenih u primenjenim eksperimentalnim uslovima, te da je vrednost sadrzaja TDS
u navedenim medijumima bila u granicama potrebnim za nesmetanu metabolicku aktivnost
proizvodnog mikroorganizma.

Prethodno prodiskutovani rezultati ukazuju da je u svim izvedenim ogledima doslo do biosinteze
ksantana. Medutim, da bi se optimizovalo vreme pripreme inokuluma potrebno je uzeti u obzir i
vrednosti pokazatelja uspesnosti posmatranog bioprocesa. Sadrzaj ksantana, koji je biosintetisan

tokom izvodenja eksperimenata €iji 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 razli¢itom produkcijom ksantana. 1z
medijuma za biosintezu dobijenih po zavrsetku bioprocesa izdvojeno je od 7,41 g/l do 10,46 g/l
ksantana, sto ukazuje da vreme pripreme inokuluma uti¢e na sadrzaj produkovanog biopolimera.
Najveca koncentracija ksantana u medijumu za biosintezu ostvarena je po zavrSetku 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 koli¢ina ksantana u
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medijumu za biosintezu ostvarena je po zavrSetku ogleda broj 4 1 7. Vreme trajanja prve 1 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 sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije

Redni broj P(g/l)
ogleda t(h) t,(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;
t.vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma;
Y, P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Dobijeni rezultati sugeriSu da je najnizi sadrzaj 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
pasaza inokuluma inkubirana u najmanjem ispitivanom vremenskom periodu (24 h), §to ukazuje
da je, za veéu produkciju biopolimera delovanjem soja PAP LIST 4 u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, neophodno da druga faza pripreme inokuluma traje duZe 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 uspesno izvedenih statisti¢ki 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 uspesnost izvodenja biosinteze ksantana u
primenjenim eksperimentalnim uslovima, kao i u cilju kvantifikacije faktorskih efekata i
njihovih interakcija, vrSena je analiza eksperimentalnih podataka primenom odgovarajucih
softverskih paketa.

U nastavku istrazivanja izvedeno je matematicko modelovanje eksperimentalno dobijenih
rezultata za sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu prikazanih u tabeli 5.35. UspeSnost
fitovanja dobijenih podataka odabranim modelom (jednacina 4.11), ali i adekvatnost generisanog
modela procenjeni su na osnovu vrednosti statistickih 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: sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnoZenog na
medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razliitom trajanju

Poreklo

Odziv Rezidual Model

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost R?

Y 0,933 5 0,187 87507190 6 145,846 781,961 <0,000001 0,918
SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata; R koeficijent determinacije.

Rezultati prikazani u tabeli 5.36. ukazuju na to da vrednost koeficijenta determinacije iznosi
0,918, sto govori da je ostvarena jaka veza izmedu eksperimentalnih i modelom predvidenih
vrednosti sadrzaja biosintetisanog ksantana. Definisanim matematickim modelom nije moglo biti
objasnjeno 8,22% ukupnih varijacija, koje predstavljaju efekte onih faktora koji nisu ukljuéeni u
modelovanje, te nisu bili od interesa u ovom istrazivanju. Pogodnost primenjenog modela za
opisivanje uticaja vremena pripreme inokuluma na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
potvrdena je i prema graficki prikazanim rezultatima na slici 8.4. (Prilog 2).

Adekvatnost odabranog matematickog modela procenjena je pomoc¢u FiSerovog testa, a njegova
statisticka znacajnost, U intervalu poverenja od 95%, potvrdena analizirajuéi p-vrednosti.
Posmatrajuc¢i F-vrednosti prikazane u tabeli 5.36, moZe se ustanoviti da su manje od tabli¢nih
vrednosti za odgovarajuéi stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, $to znaci da je
definisani model pogodan za opisivanje uticaja variranih faktora na odabrani odziv. Pored toga,
model polinoma drugog reda modelovanog odziva je statisticki znacajan u intervalu poverenja
od 95%, na $ta ukazuje izuzetno niska p-vrednosti prikazana u istoj tabeli.

Matematicki model za sadrzaj ksantana

Nakon izvrSenog fitovanja eksperimentalnih podataka, koji se odnose na sadrzaj ksantana u
medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku bioprocesa (tabela 5.35) polinomom
drugog reda (jednacina 4.11) dobijena je regresiona jednacina koja opisuje uticaj variranih
faktora na pomenuti odziv:

Y =-2,06973 +0,36694-X, +0,17058-X, — 0,00514-X,>
—0,00096-X,> — 0,00002-X;-X, (5.4)
gde su:

Y- sadrzaj biosintetisanog ksantana,
X1, - vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma i
Xz - vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma.

Statisticka znacajnost koeficijenata u jednacini 5.4. procenjena je na osnovu p-vrednosti, dok je
intenzitet njihovog uticaja odreden poredenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto grafiku. Pareto
grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim
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glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prethodno umnozenog na medijumu za
pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razli¢itom trajanju, prikazan je na slici 5.34.

bll | 272587

b2t 1.162368

b22 t 0,5109202

b12 10.0162085

p=0.05
t-vrednost

Slika 5.34. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu
sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na
medijumu za pripremu inokuluma optimizovane formulacije u razli¢itom trajanju

Analizom rezultata prikazanih na slici 5.34. moze se uociti da kvadratni ¢lan vremena trajanja
prve faze pripreme inokuluma (b1;) statisti¢ki znacajno utice na sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku bioprocesa. Pored toga, dobijeni rezultati ukazuju
da efekti linearnog (by) i kvadratnog ¢lana vremena trajanja druge faze pripreme inokuluma
(b22), linearni ¢lan vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma (b;), kao i ¢lan koji ukazuje
na interakciju variranih parametara (bi2) nisu pokazali statisticki znaCajan uticaj na vrednost
posmatranog odziva u intervalu poverenja od 95%.

Odzivna povrsina, koja prikazuje modelom (jednacina 5.4) predvidenu zavisnost sadrzaja
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. Sadrzaj ksantana (P) u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumu za pripremu inokuluma
optimizovane formulacije u funkciji vremena trajanja prve (t;) i druge faze pripreme
inokuluma(ty)

Slika 5.35. ilustruje modelom predviden uticaj vremena trajanja prve i duge faze pripreme
inokuluma na sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumu za pripremu inokuluma
optimizovane formulacije u razli¢itom trajanju. Sa prikazane odzivne povrSine jasno se zapaza
da se sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrsetku bioprocesa
ne menja znacajno u celokupnom ispitivanom opsegu vremena trajanja prve faze pripreme
inokuluma. Medutim, pri maksimalnim vrednostima trajanja druge faze pripreme inokuluma (42-
48 h) sa povec¢anjem 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 znacajnoj meri utie na povecanje sadrzaja ksantana u medijumu za
biosintezu sa sirovim glicerolom, u ¢itavom ispitivanom opsegu vremena trajanja prve faze
umnozavanja. Primenjeni model predvida da se maksimalan sadrzaj ksantana u medijumu za
biosintezu od oko 10,50 g/l moze 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 koriS¢ena je metoda Zeljene funkcije
zajedno u kombinaciji sa prethodno generisanim matematickim modelom (jednacina 5.4). Kao
jedini uslov optimizacije zadato je postizanje maksimalnog sadrzaja ksantana u medijumu sza
biosintezu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumu za pripremu inokuluma optimalne formulacije. Optimalne vrednosti
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variranih faktora, kao i procenjena vrednost posmatranog odziva za najve¢u mogucu vrednost
ukupne Zeljene funkcije prikazani su u tabeli 5.37.

Tabela 5.37. Optimalne vrednosti variranih parametara i predvideni odziv: definisanje vremena
trajanja pripreme inokuluma

Promenljive Uslovi Grani¢ne vrednosti  Optimalne vrednosti
t; (h) u opsegu 24-48 36,04
ty (h) u opsegu 24-48 48,00
Odziv Predvidene vrednosti
P (g/) maksimalan 7,41-10,46 10,41
Ukupna Zeljena funkcija 0,983

t.vreme trajanja prve faze pripreme inokuluma; t; .vreme trajanja druge faze pripreme inokuluma;
P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Podaci prikazani u tabeli 5.37. pokazuju da, ako se kao jedini cilj optimizacije definiSe
ostvarivanje najveé¢e mogucée koncentracije, vrednost posmatranog odziva je najveca (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 Zeljena funkcija u ovom slucaju ima
vrednost 0,983.

Optimizacioni rezultati prikazani su i graficki, konturnim dijagramom koji pokazuje zavisnost
vrednosti ukupne Zeljene funkcije od vremena trajanja prve i druge faze pripreme inokuluma, a
koji je dat na slici 5.36.

Posmatrajuci graficki predstavljene rezultate na slici 5.36. moze se uoditi da, ako se vreme
trajanja prve faze pripreme inokuluma odrzava na konstantnoj vrednosti iz variranog opsega (od
24 h do 48 h), povecanje vremena trajanja druge faze pripreme inokuluma pozitivno uti¢e na
biosintezu ksantana jer se vrednost ukupne Zeljene funkcije tom prilikom povecava. Sa druge
strane, kada se vreme druge faze pripreme inokuluma odrzava na konstantnoj vrednosti od 24 h
do 42 h, povecanje vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma nema znacajan uticaj na
vrednost posmatranog odziva. Medutim, ukoliko se vreme trajanja druge faze pripreme
inokuluma odrzava na gotovo maksimalnoj vrednosti (42-48 h) iz ispitivanog opsega, vrednost
ukupne Zeljene funkcije raste sa pove¢anjem vremena trajanja prve faze pripreme inokuluma u
opsegu od 24 h do 36 h.

Rezultati dobijeni u okviru ovih istrazivanja sugerisu da je, za ostvarivanje najvece koncentracije
ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom primenom soja PAP LIST 4 po
zavrSetku bioprocesa, neophodno prethodno umnoziti proizvodni soj PAP LIST 4 u dve faze pri
¢emu optimalno vreme trajanje prve faze iznosi 36 h, a druge 48 h (tabela 5.37). lako je sadrzaj
ksantana koji je dobijen u ovoj fazi istrazivanja nepromenjen u poredenju sa sadrzajem ksantana
ostvarenim u prethodnom ispitivanju (tabela 5.33), izvrSen je znaCajan korak u optimizaciji
pripreme inokuluma u pogledu smanjenja vremena trajanja umnozavanja proizvodnog
mikroorganizma u prvoj fazi pripreme inokuluma. Ovo je znacajno sa ekonomskog aspekta jer
dovodi do smanjenja troSkova pripreme inokuluma, a samim tim i ukupnih proizvodnih troSkova.
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Slika 5.36. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije od vremena trajanja prve (t;) i druge faze
pripreme inokuluma (t;)

Optimizovani rezultati vremena trajanja pripreme inokuluma za biosintezu ksantana na
medijumu sa sirovim glicerolom primenjeni su u daljim istrazivanjima u okviru ove doktorske
disertacije.

55. FORMULACIJA SASTAVA MEDIJUMA SA SIROVIM
GLICEROLOM ZA BIOSINTEZU KSANTANA

Nakon odabira proizvodnog soja i standardizacije pripreme inokuluma, slede¢i korak u razvoju
biotehnoloskog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom jeste
formulacija sastava medijuma za biosintezu, 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 sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu
ksantana, dok drugi deo sadrzi rezultate definisanja sadrzaja izvora fosfora u istom medijumu.
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5.5.1. Definisanje sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu
ksantana

Kako bi doslo do produkcije ksantana, kultivacija proizvodnog mikroorganizma vrs§i se na
medijumu ¢iji sastav favorizuje biosintezu ovog biopolimera uz ogranicen rast biomase.
Kultivacioni medijumi za biosintezu ksantana imaju jasno definisan sastav, i to tako da
obezbeduju neophodne makronutrijente, od kojih su najznacajniji ugljenik i azot, ali i brojne
mikronutrijente, poput kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i drugih (Garcia-Ochoa i sar., 2000).
Podaci iz dostupne naucne literature ukazuju na to da pojedini sojevi roda Xanthomonas na
medijumu sa sirovim glicerolom, kao jedinim izvorom ugljenika, produkuju veéu koli¢inu
ksantana boljeg kvaliteta nego kada je pri istim uslovima kultivacija vrSena na polusintetiCkom
medijumu sa saharozom (Branddo i sar.,, 2013). U Brazilu je 2015. godine sprovedeno
istrazivanje u kome je ispitana mogucnost produkovanja ksantana na medijumima sa sirovim
glicerolom, saharozom i meSavinom ove dve komponente primenom soja X. campestris pv.
magiferaeindicae IBSBF 1230. Pocéetna koncentracija ispitivanih izvora ugljenika iznosila je
50,00 g/l. Rezultati dobijeni u navedenom istrazivanju pokazali su da je sadrzaj ksantana u
medijumu sa sirovim glicerolom (4,98 g/1) bio vec¢i nego u medijumu sa saharozom (4,55 g/l), ali
i u odnosu na medijum koji je sadrzao obe komponente (4,07 g/l) (Trinidade i sar., 2015).

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije (poglavlje 5.3) takode ukazuju da je sirovi
glicerol pogodan izvor ugljenika u medijumu za biosintezu ksantana primenom razli¢itih sojeva
roda Xanthomonas, pri ¢emu je izolat PAP LIST 4 odabran kao najproduktivniji u primenjenim
eksperimentalnim uslovima (poglavlje 5.3.3). Iz navedenog razloga je, u ovom koraku ispitivanja
izvrSena optimizacija sastava medijuma za biosintezu ksantana primenom soja PAP LIST 4 u
pogledu sadrzaja glicerola poreklom iz sirovog glicerola. Uzimaju¢i u obzir da se ksantan
produkuje na medijumu sa sirovim glicerolom u koncentraciji od 20,00 g/l (Brandio i sar., 2013)
do 50,00 g/l (Trinidade i sar., 2015), ali i da se najbolji stepen konverzije izvora ugljenika u
ksantan generalno postize u medijumu sa oko 10,00 g/l izvora ugljenika (Moraine i Rogovin,
1971), u ovom istrazivanju varirana je koncentracija sirovog glicerola u medijumu za biosintezu
u opsegu od 10,00 g/l do 50,00 g/I.

Pored izvora ugljenika, za uspeSno izvodenje biosinteze ksantana neophodno je prisustvo
odgovarajucih izvora azota doziranih u precizno definisanim koncentracijama. Azot se u
medijum za biosintezu dodaje u obliku organskih izvora, kao §to su ekstrakt kvasca, hidrolizati
kazeina, pepton 1 sojino brasno, ali 1 u obliku neorganskih soli kao §to su amonijumove 1 nitratne
soli (Palaniraj i Jayaraman, 2011). Prema dostupnim literaturnim navodima najveca
koncentracija ksantana produkuje se kada se kao izvor azota u medijumu za biosintezu koriste
ekstrakt kvasca (Kumara i sar., 2012) ili (NH4),SO, (Salah i sar., 2010). Stoga je u ovoj fazi
istraZivanja varirana koncentracija upravo ova dva izvora azota u koncentraciji definisanoj prema
zahtevima proizvodnog mikroorganizma (Garcia-Ochoa i sar., 2000) i podacima iz dostupne
naucne literature (Roncevic i sar., 2014; Baji¢ i sar., 2017).
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5.5.5.1. Eksperimentalni rezultati ogleda izvedenih sa ciljem definisanja sadrzaja glicerola i
izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana

U okviru ovih istrazivanja eksperimenti su izvedeni u skladu sa statisticki dizajniranim
eksperimentalnim planom kako bi se smanjio broj ogleda neophodnih za izvodenje relevantnih
zakljucaka. U konkretnom slu¢aju primenjen je Boks-Benkenov plan za tri faktora na tri nivoa i
tri ponavljanja u centralnoj tacki. Ovako kreirani eksperimenti podrazumevali su izvodenje 15
nezavisnih Kkultivacija soja PAP LIST 4, u primenjenim eksperimentalnim uslovima (poglavlje
4.4), na medijumima razli¢ite formulacije (tabela 4.6). Po zavrSetku proizvodnog postupka,
izvrSena je analiza medijuma za biosintezu kako bi se potvrdila moguénost biosinteze ksantana i
procenila uspesnost izvodenja bioprocesa. Kako bi se utvrdilo da li je doslo do produkcije
ksantana vrSena su reoloSka merenja (poglavlje 4.6.2), dok su od pokazatelja uspes$nosti
bioprocesa u ovoj fazi istrazivanja odredivani sadrzaj biosintetisanog ksantana (poglavlje 4.5),
molekulska masa ksantana (poglavlje 4.6.3) i rezidualni sadrzaji variranih nutrijenata (poglavlje
4.6.2). Dobijeni medijumi analizirani su i u pogledu vrednosti pH i sadrzaja TDS (poglavlje
4.6.2).

Reoloska svojstva medijuma za biosintezu, dobijenih po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4
na medijumima sa razli¢itim pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota, prikazana su u tabeli
5.38.

Tabela 5.38. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa
razli¢itim pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota po zavrSetku kultivacije

soja PAP LIST 4
Redni broj Glicerol Ekstrakt kvasca (NH,),SO,

K[Pas"] n[l] mn,[mPas]

ogleda (a/) (a/) (a/h
1 10 0 15 0,2242  0,5200 24,58
2 50 0 15 0,6799  0,3916 41,27
3 10 6 15 0,2815  0,4548 22,86
4 50 6 15 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 15 0,6621  0,3938 32,30
14 30 3 15 0,3131  0,4938 30,43
15 30 3 1,5 0,3512  0,4765 31,52

K — faktor konzistencije; n — indeks toka,; ny- prividni viskozitet.

Vrednosti indeksa toka medijuma za biosintezu analiziranih u ovoj fazi istrazivanja prikazane u

tabeli 5.38. kre¢u se u intervalu od 0,3916 do 0,5200. Ove vrednosti su u saglasnosti sa svim

prethodno diskutovanim vrednostima ovog reoloskog parametra (poglavlja 5.3 i 5.4). S obzirom

da se vrednosti indeksa toka prikazane u tabeli 5.41. nalaze izmedu 0 i 1, moze se zakljuditi da

svi ispitivani medijumi za biosintezu po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 u primenjenim

eksperimentalnim uslovima poseduju pseudoplasti¢éne karakteristike, §to predstavlja pouzdan
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pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti faktora konzistencije medijuma za biosintezu
analiziranih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se u intervalu od 0,2242 Pa-s" do 0,6799 Pa-s"
(tabela 5.38). S obzirom da je faktor konzistencije direktno proporcionalnan viskozitetu i da
viskozitet rastvora ksantana zavisi od kvantiteta i kvaliteta biosintetisanog ksantana
(Garcia-Ochoa 1 sar., 2000), razlic¢ite vrednosti faktora konzistencije prikazane u tabeli 5.38.
ukazuju na razliku u koli¢ini 1 kvalitetu ksantana biosintetisanog u primenjenim
eksperimentalnim uslovima prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumima sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota. Prividni viskoziteti medijuma za biosintezu
izraCunati 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 istrazivanja kretale u opsegu od 22,86 mPa‘s do 41,27 mPa-s.
Na osnovu tabelarno prikazanih rezultata moze se primetiti da je prilikom biosinteze ksantana na
medijumu formulacije iz ogleda broj 2 (50 g/l glicerola i 1,50 g/l (NH;).SO,) ostvarena najveca
vrednost prividnog viskoziteta u poredenju rezultatima dobijenim u ostalim ogledima. Najmanja
vrednost prividnog viskoziteta kultivacionog medijuma ostvarena je kada je kao medijum za
biosintezu koris¢en medijum formulacije iz ogleda broj 3 (10,00 g/l glicerola, 0,60 g/l ekstrakta
kvasca i 1,50 g/l (NH4)2SO,).

Proizvodni medijumi su nakon zavrSetka biosinteze analizirani i u pogledu vrednosti pH i
sadrzaja TDS. Vrednosti pH ispitivanih uzoraka prikazane su u tableli 8.15. koja je data u
Prilogu 1. 1zmerene vrednosti pH medijuma sa razli¢itim poc¢etnim sadrzajem 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 sto je u saglasnosti sa prethodno dobijenim rezultatima iz poglavlja
5.3. 1 5.4. i rezultatima istrazivanja gde se vrednost pH medijuma dobijenih nakon biosinteze
ksantana kretala u opsegu od 7,00 do 10,00 (Psomas i sar., 2007). Vrednosti sadrzaja TDS u
proizvodnim  medijumima, dobijenim nakon biosinteze ksantana u primenjenim
eksperimentalnim uslovima, takode su prikazane u tableli 8.15. (Prilog 1). Izmerene vrednosti
sadrzaja TDS u medijumima kretale su se od 1,17 g/l do 4,73 g/l. Dobijeni rezultati pokazuju da
postoje drasti¢ne razlike u sadrzaju TDS u kultivacionim medijumima dobijenim u primenjenim
eksperimentalnim uslovima. Do ove razlike verovatno dolazi usled razli¢ite koncentracije
glicerola koji se dodaje u medijum za biosintezu i sa sobom unosi odredeni sadrzaj soli zaostalih
iz procesa transesterifikacije. Najniza vrednost sadrzaja TDS je izmerena kada je kao medijum
za biosintezu koris¢en medijum formulacije iz ogleda broj 5, koji je sadrzao glicerol u najmanjoj
ispitivanoj koncentraciji (10,00 g/1), dok je najveca vrednost sadrzaja TDS detektovana kada je
kao medijum za biosintezu koris¢en medijum formulacije iz ogleda broj 8, koji je sadrzao
glicerol u najvecoj ispitivanoj koncentraciji (50,00 g/l). Razlike u vrednosti ovog parametra
mogu da budu uzrokovane i razli¢itom inicijalnom koncentracijom neorganskog izvora azota.

Po zavrSetku bioprocesa izvedenih u primenjenim eksperimentalnim uslovima sa medijumima
razli¢ite formulacije, odreden je sadrzaj biosintetisanog ksantana, njegova molekulska masa,
rezidualni sadrzaj glicerola i rezidualni sadrzaj ukupnog azota, a dobijeni rezultati predstavljeni
suu tabeli 5.39.
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Tabela 5.39. Uticaj razli¢itog pocetnog sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu na bazi
sirovog glicerola na pokazatelje uspesnosti biosinteze ksantana primenom soja PAP LIST 4

Redni broj Glicerol Ekstrakt kvasca (NH,),SO, P (g/) M,, (10° g/mol) S (g/l) Ny (mg/l)

ogleda (a/l) (a/l) (o) Y, Y, Ys Y,
1 10 0 15 8,37 4,75 0,80 280,00
2 50 0 15 14,73 1,99 32,67 308,00
3 10 6 15 3,09 3,34 5,12 766,00
4 50 6 15 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 15 7,04 2,42 20,50 664,00
14 30 3 15 7,13 2,46 20,99 622,00
15 30 3 15 7,42 2,41 20,17 606,00

Y1, P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; Y,, My-srednja molekulska masa ksantana; Y3, S-rezidualni sadrzaj
izvora ugljenika; Yy, Nyc-rezidualni sadrzaj ukupnog azota.

Rezultati prikazani u tabeli 5.39. pokazuju da je u svim ogledima doslo do produkcije ksantana i
da se sadrzaj produkovanog biopolimera u medijumima za biosintezu kretao od 3,09 g/l do
14,73 g/l. Najveéi sadrzaj 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/I, a kao
izvor azota koris¢en je (NH4)>SO,4 u koncentraciji od 1,50 g/l. Dobijena vrednost znaajno je
ve¢a u poredenju sa rezultatima brazilskih nau¢nika 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
(Brandao 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 (NH,4).S0O,), 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/, 3,00 g/l ekstrakta kvasca i 3,00 g/l (NH;).SO,). 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).SO,). Dobijeni rezultati sugeriSu da je za vecu produkciju
ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom neophodno dodati glicerol u koncentraciji vecoj od
10,00 g/1, $to je u saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivanja (Brandao i sar., 2013; Baji¢ 1 sar.,
2015b; Wang i sar., 2016).

Srednje vrednosti molekulske mase ksantana dobijenih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se u
opsegu od 1,09-10° g/mol do 4,75-10° g/mol (tabela 5.39). Najvec¢a vrednost molekulske mase
ksantana ostvarena je prilikom izvodenja ogleda broj 1 u kojem je medijum za biosintezu
sadrzao 10 g/l sirovog glicerola i 1,50 g/1 (NH4),SO,4. Visoke vrednosti molekulske mase
biosintetisanog ksantana od 4,37-10° g/mol i 3,97-10° g/mol ostvarene su i u ogledima broj 5
(10,00 g/I 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)2S0O,), 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 (NH,4),SQy)). Iz tabele 5.39. je
evidentno da je ksantan male molekulske mase dobijen u ogledima 6 (1,18:10° g/mol),
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8 (1,41-10° g/mol) i 2 (1,99-10° 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 razlic¢ita. Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da nize koncentracije glicerola
u medijumu za biosintezu pogoduju proizvodnji ksantana ve¢e molekulske mase, dok povecanje
inicijalne koncentracije glicerola u ovom medijumu dovode do smanjenja molekulske mase
biopolimera. Do istih zaklju¢aka dosli su i1 drugi autori tokom svojih istrazivanja kada su
ispitivali uticaj inicijalne koncentracije komercijalnog glicerola u medijumu za biosintezu na
kvalitet ksantana kojeg produkuje referentni soj X. campestris ATCC 13951 (Roncevi¢ i sar.,
2014).

Rezidualni sadrzaj glicerola u medijumu za biosintezu po zavr$etku produkcije ksantana ostvaren
u ovom istrazivanju kretao se od 0,80 g/l do 34,52 g/l. Najmanji sadrzaj glicerola zaostao je u
proizvodnom medijumu po zavr$etku ogleda broj 1. U ovom ogledu je glicerol inicijalno dodat u
najmanjoj ispitivanoj koncentraciji (10,00 g/1). Mali sadrzaj 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). 1 u ovim ogledima
glicerol je u medijum za biosintezu dodat koncentraciji od 10,00 g/l. Prema rezultatima
prikazanim u tabeli 5.39. najveci sadrzaj glicerola od 34,52 g/l zaostao je u medijumu po
zavrSetku ogleda broj 4. U ogledu broj 4 glicerol je dodat u medijum za biosintezu u
maksimalnoj ispitivanoj koncentraciji (50,00 g/1). Dosta visok sadrzaj 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 takode u koncentraciji od 50 g/l. Dobijeni rezultati sugerisu
da se maksimalna potrosnja 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. Povecanje njegove koncentracije u medijumu na 50,00 g/l dovodi
do male potro$nje ovog nutrijenta.

Rezultati prikazani u tabeli 5.39. pokazuju da se rezidualni sadrzaj ukupnog azota u medijumu za
biosintezu ksantana po zavrSetku bioprocesa kretao od 280,00 mg/l do 1110,00 mg/l. Najmanji
rezidualni sadrzaj ukupnog azota ostvaren je u ogledu broj 1, u kojem je medijum za biosintezu
inicijalno sadrzao 10,00 g/l glicerola i 1,50 g/l (NH4),SO,. Dosta nizak sadrzaj 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 pocetni sadrzaj izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana iznosio je 1,50 g/l
(NH4)2S04 i 3,00 g/l (NH4)2SO4, redom. Najveci sadrzaj 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)>SO; u maksimalnim ispitivanim
koncentracijama od 6,00 g/l i 3,00 g/, redom. Dosta visok sadrzaj ukupnog azota u proizvodnom
medijumu od 984,00 mg/l zaostao je i pri izvodenju ogleda broj 8. Kod ovog ogleda kao izvori
azota u proizvodni medijumu dodati su ekstrakt kvasca i (NH4).SO, u koncentracijama od
3,00 g/l i 3,00 g/l, redom. Dobijeni rezultati sugeriSu da se dodatkom (NH,),SO, kao jedinog
izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana u koncentraciji od 1,50 g/l do 3,00 g/1 postize
minimalan rezidualni sadrzaj ukupnog azota po zavrsetku bioprocesa.

Analiziraju¢i sve rezultate prikazane u tabeli 5.39. moze se primetiti da vece pocetne
koncentracije nutrijenata u medijumu za biosintezu dovode do slabije produkcije ksantana. Sa
druge strane, nize koncentracije sirovog glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu
omogucavaju postizanje visokog sadrzaja ksantana boljeg kvaliteta uz maksimalnu konverziju
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nutrijenata, $to je u saglasnosti sa literaturnim navodima gde je ukazano na to da nize
koncentracije nutrijenata, pogotovo onih limitirajucih, povoljno uti¢u na uspesnost biosinteze
ksantana (Garcia-Ochoa i sar., 2000).

5.5.3.2. Generisanje modela za oglede izvedene sa ciljem definisanja sadrzaja glicerola i
izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana

U cilju definisanja optimalnog pocetnog sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu za
biosintezu ksantana, €ija je osnova sirovi glicerol, primenom soja PAP LIST 4, nakon uspesno
izvedenih statisticki 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 uspeSnost izvodenja biosinteze ksantana u primenjenim
eksperimentalnim uslovima i izvrSila kvantifikacija faktorskih efekata i njihovih interakcija,
vr$ena je obrada eksperimentalnih podataka primenom odgovarajucih softverskih paketa.

U nastavku istrazivanja izvedeno je matematicko modelovanje eksperimentalno dobijenih
rezultata za sadrzaj biosintetisanog ksantana (Y3), njegovu molekulsku masu (Y3), rezidualni
sadrzaj glicerola (Y3) i rezidualni sadrzaj ukupnog azota (Y,), prikazanih u tabeli 5.39.
Uspesnost fitovanja dobijenih podataka odabranim modelom (jednacina 4.10) procenjena je na
osnovu vrednosti koeficijenata determinacije. Adekvatnost i znacajnost generisanih
matematickih 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
razli¢itim pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota primenom soja PAP LIST 4

Poreklo

Odziv Rezidual Model

SS DF MS SS DF MS F-vrednost p-vrednost  R?

Y, 11,593 5 2,319 1234,742 10 123,474 53,254 0,000191 0,926
Y, 5017-10° 5 1,003-10° 1,144-10% 10 1,44-10% 113,977 0,000029 0,971
Y, 12,066 5 2,413 7493,090 10 749,309 310,507 0,000002 0,993

Y, 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; R%— koeficijent determinacije;
Y1, P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; Y,, My-srednja molekulska masa ksantana; Y3, S-rezidualni sadrzaj izvora
ugljenika; Y4, Ny-rezidualni sadrZaj 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 §to ukazuje na to da je ostvarena
veoma dobra veza izmedu eksperimentalnih i modelom predvidenih vrednosti za sadrzaj
biosintetisanog ksantana, njegovu molekulsku masu, rezidualni sadrzaj glicerola i rezidualni
sadrzaj ukupnog azota, redom, te da definisanim matematickim modelima nije moglo biti
objasnjeno 7,40%, 2,90%, 0,7% 1 3,70% od ukupnih varijacija, redom. Ove varijacije
predstavljaju efekte onih faktora koji nisu ukljuc¢eni u modelovalje i nisu bili od interesa u ovom
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istrazivanju. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predvidenih modelima
prikazani su i graficki na slikama 8.5-8.8. (Prilog 2). Predstavljeni rezultati ukazuju da se
eksperimentalne vrednosti ostvarene u ovom istrazivanju za sadrzaj biosintetisanog ksantana,
njegovu molekulsku masu, rezidualni sadrzaj glicerola i rezidualni sadrzaj ukupnog azota nalaze
veoma blizu linije najboljeg fitovanja.

Adekvatnost definisanih modela proverena je pomocu Fiserovog testa, a statisticka znacajnost u
intervalu poverenja od 95% potvrdena analizom p-vrednosti. Posmatraju¢i sve F-vrednosti
prikazane u tabeli 5.40, moze se uociti da su one manje od tabli¢nih vrednosti za odgovarajuci
stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana. Ovo ukazuje na to da se definisani
kvadratni modeli smatraju pogodnim za opisivanje uticaja variranih faktora na posmatrane
odzive. lzuzetno niske p-vrednosti prikazane u istoj tabeli potvrduju da su modeli polinoma
drugog reda modelovanih odziva statisti¢ki zna¢ajni u zadatom intervalu poverenja.

Matematicki model za sadrzaj ksantana

Eksperimentalno dobijeni podaci koji se odnose na sadrzaj ksantana u medijumima po zavrSetku
bioprocesa (tabela 5.39) su fitovani polinomom drugog reda (jednacina 4.10) pri ¢emu je
generisana regresiona jednacina koja opisuje uticaj pocetnog sadrzaja glicerola i izvora azota na
pomenuti odziv:

¥;=1,822750+0,139587-X,-0,610528-X,+2,960278-X3+0,000795-X,%+0,185907-X,>
+0,217185-X52+0,004617-X,-X,-0,033717-X;-X3- 0,710333-X,-X;3 (5.5)
gde su:

Y1- sadrzaj biosintetisanog ksantana,
X1, - sadrzaj glicerola,

X, - sadrzaj ekstrakta kvasca i

X3 - sadriaj (N H4)2804.

Statisticka znacajnost koeficijenata u generisanoj jednacini (5.5) procenjena je na osnovu
p-vrednosti, dok je intenzitet njihovog uticaja odreden poredenjem t-vrednosti prikazanih na
Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumima za
biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrZajem glicerola i izvora azota po
zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prikazan je na slici 5.37.

Rezultati prikazani na slici 5.37. ukazuju na to da koeficijent interakcije pocetnog sadrzaja
ekstrakta kvasca i (NH4)2SO, (b23) u medijumu na bazi sirovog glicerola statisticki zna¢ajno
uti¢e na sadrzaj biosintetisanog ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima. Negativan
predznak ovog koeficijenta, koji se vidi u jednacini 5.5, ukazuje na antagonisticki efekat ova dva
izvora azota na produkciju zeljenog biopolimera. Ovi rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da
je ksantan sekundarni metabolit zbog ¢ega medijumi za njegovo dobijanje sadrze limitiranu
koli¢inu nutrijenata koji favorizuju umnozavanje biomase (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Efekti
linearnog (b;)i kvadratnog ¢lana pocetnog sadrzaja glicerola (b1;), linearnog (b,) i kvadratnog
Clana pocetnog sadrzaja ekstrakta kvasca (by;), linearnog (bs) i kvadratnog ¢lana pocetnog
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sadrzaja (NH4),SO4 (b33), kao i ostalih koeficijenata interakcije (b1, i bi3) nisu pokazali statisticki
znacajan uticaj na sadrzaj produkovanog ksantana u primenjenim eksperimentalnim uslovima.

b23 + -4,198485

b22 t ‘2,11142?
b3 ‘2,051381
bi3 + ‘1,323568

bl 1.047675
b2 | 0.846154
bi3 t 0.6166654

bil | 0,4015056

bi2 0,3638293

p=0.05
t-vrednost

Slika 5.37. Pareto grafik standardizovanih efekata na sadrzaj ksantana u medijumima za
biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim poéetnim sadrzajem glicerola i izvora azota po
zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4

Radi boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matemati¢ki model (jednadina 5.5)
prikazan je i graficki, trodimenzionalnim odzivnim povr$inama na slikama 5.38.a-c. Svaki grafik
prikazuje modelom predviden uticaj dva faktora na posmatrani odziv pri konstantnoj vrednosti
treceg.

Na slici 5.38.a prikazan je modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja glicerola i ekstrakta
kvasca u medijumu na bazi sirovog glicerola na sadrzaj ksantana biosintetisanog primenom soja
PAP LIST 4 pri konstantnoj poc¢etnoj koncentraciji (NH;).SO,4 od 1,50 g/l. Analizom graficki
predstavljenih rezultata moZe se uociti da, pri konstantnoj koncentraciji glicerola u medijumu za
biosintezu ksantana, promena sadrzaja ekstrakta kvasca u istom medijumu ne uti¢e znacajno na
produkciju zeljenog biopolimera. Medutim, ukoliko se glicerol u medijum za biosintezu
inicijalno doda u koncentraciji od 40,00 g/l do 50,00 g/l, sa pove¢anjem sadrzaja ekstrakta
kvasca dolazi do smanjenja sadrzaja biosintetisanog ksantana. Sa druge strane, pri konstantnoj
vrednosti sadrzaja koriS§¢enog organskog izvora azota u medijumu na bazi sirovog glicerola
dolazi do povecanja sadrzaja produkovanog ksantana sa povecanjem sadrzaja glicerola u istom
medijumu. Najveca predvidena koncentracija ksantana od oko 14,00 g/l ostvarila bi se kada bi
medijum za biosintezu ksantana sadrzao 50,00 g/l glicerola uz minimalan dodatak ekstrakta
kvasca.
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Slika 5.38. Sadrzaj ksantana (P) u
medijumima za biosintezu na bazi
sirovog glicerola sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem glicerola i izvora
azota po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri
konstantnoj vrednosti treceg:

a) sadrzaj (NH4),SO04 (1,50 g/l)

b) sadrzaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l)
c) sadrzaj glicerola (30,00 g/l)
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Slika 5.38.b ilustruje predikciju sadrzaja ksantana biosintetisanog primenom soja PAP LIST 4
pri_konstantnom pocetnom sadrzaju ekstrakta kvasca od 3,00 g/l u medijumu na bazi sirovog
glicerola i pri variranim vrednostima pocetnog sadrzaja glicerola i (NHg4)2SO,4. Dobijeni rezultati
predstavljeni na pomenutoj slici ukazuju da povecanjem inicijalnog sadrzaja glicerola u
medijumu za biosintezu, pri konstantnom sadrzaju (NHy4),SO,4, dolazi do porasta produkcije
biopolimera. Pored toga, evidentno je da prilikom poveéanja sadrzaja (NH,4),SO4 u medijumu za
biosintezu, pri konstantnoj koncentraciji glicerola u opsegu od 10,00 g/l do 35,00 g/l, dolazi do
blagog povecanja sadrzaja produkovanog ksantana. Koncentracija ksantana u medijumu po
zavrSetku kultivacije odabranog proizvodnog soja veca od 11,00 g/l predvidena je pri pocetnoj
koncentraciji glicerola od 50,00 g/l i pri svim ispitivanim koncentracijama (NH4)2SOa.

Slika 5.38.c prikazuje modelom predviden uticaj po¢etnog sadrzaja ekstrakta kvasca i (NH4)2,SO4
u medijumu na bazi sirovog glicerola na sadrzaj ksantana biosintetisanog pri konstantnom
pocetnom sadrzaju glicerola od 30,00 g/l. Graficki predstavljeni rezultati sugeriSu da se vrednost
posmatranog odziva povecava kada se koncentracija organskog izvora azota u medijumu za
biosintezu povecava, a neorganskog smanjuje i obrnuto. Na antagonisti¢ki efekat izvora azota
variranih u zadatom opsegu ukazuje i negativna vrednost koeficijenta interacije ove dve
kompomente medijuma u generisanom matematickom modelu (jednacina 5.5). Ipak, moze se
primetiti da je najveca koncentracija ksantana od oko 14,00 g/l predvidena ako se kultivacija
soja PAP LIST 4 izvodi na medijumu sa 3,00 g/l (NH,4),SO,, bez dodatka ekstrakta kvasca.

Matematic¢ki model za molekulsku masu

Fitovanjem eksperimentalnih rezultata odredivanja molekulske mase produkovanog ksantana
prikazanih u tabeli 5.42. polinomom drugog reda (jednadina 4.10) dobijena je regresiona
jednacina koja opisuje uticaj ispitivanih faktora na pomenuti odziv:

Y,=611621,5-14757,0-X,-15086,0-X,-5660,6-X5+109,3-X,%-850,9-X,%-5739,4-X5°
+216,2X1X2+537,6X1X3+ 1415,0X2X3 (56)

gde su:

Y,- molekulska masa ksantana,
X, - sadrzaj glicerola,

X, - sadrzaj ekstrakta kvasca i
X3 - sadrzaj (NH4),SOq.

Statisticka znacajnost koeficijenata u prethodno generisanoj jednacini (5.6) procenjena je na
osnovu p-vrednosti, a intenzitet njihovog uticaja odreden je poredenjem t-vrednosti prikazanih
na Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na molekulsku masu ksantana, koje na
medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrZajem glicerola 1 izvora azota
biosintetiSe soja PAP LIST 4, prikazan je naslici 5.39.

Rezultati sa slike 5.39. ukazuju da linearni (b;) i kvadratni ¢lan pocetnog sadrzaja glicerola (b11)
statisticki znacajno uti¢u na vrednost molekulske mase ksantana dobijenog po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim
sadrzajem glicerola i izvora azota. Ako se uzme u obzir negativna vrednost linearnog
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koeficijenta za pocetni sadrzaj glicerola u generisanoj jednacini 5.6, jasno je da ¢e se na
medijumima sa manjim sadrzajem izvora ugljenika produkovati biopolimer boljeg kvaliteta, Sto
je u skladu sa literaturnim podacima (Roncevi¢ i sar., 2014). Posmatrajuci ostale rezultate
prikazane na slici 5.39, moze se primetiti da efekti linearnog (b) i kvadratnog ¢lana ekstrakta
kvasca (by,), linearnog (bs) i kvadratnog ¢lana (NH,4),SO4 (bs3), kao i svih koeficijenata interacije
(b12, b1z 1 by3) nisu pokazali statisticki znacajan uticaj na vrednost molekulske mase ksantana
biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima.

b1l b 2.652958

bl3 1.018284

1.005055

1

0.8190286

o
—
=
U

0.7833572

[=x
)
(9%}
U

b22 t 0.4645744

]

3t 04020322

F |0,1885609

g
L]

p=0.05
t-vrednost

Slika 5.39. Pareto grafik standardizovanih efekata na molekulsku masu ksantana koje na
medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota
biosintetiSe soj PAP LIST 4

Kako bi se bolje razumeli utvrdeni efekti, generisan matemati¢ki model (jednacina 5.6) prikazan
je 1 graficki. Odzivne povrSine koje prikazuju modelom predvidenu zavisnost analiziranog
odziva od dva faktora pri konstantnoj vrednosti treceg date su na slikama 5.40.a-c.

Na slici 5.40.a prikazan je modelom predviden uticaj pocCetnog sadrzaja glicerola i ekstrakta
kvasca u medijumu na bazi sirovog glicerola na molekulsku masu ksantana biosintetisanog
primenom soja PAP LIST 4 pri konstantnoj vrednosti po¢etnog sadrzaja (NH4),SO,4 od 1,50 g/l.
Graficki predstavljeni rezultati ukazuju da, pri konstantnoj koncentraciji pomenutog organskog
izvora azota u medijumu za biosintezu, sa povecanjem sadrzaja glicerola dolazi do smanjenja
molekulske mase produkovanog ksantana. Pored toga, evidentno je i da, pri konstantnoj
vrednosti sadrzaja glicerola u proizvodnom medijumu, povecanje sadrzaja ekstrakta kvasca ne
uti¢e znacajno na kvalitet biopolimera. Najveca vrednost molekulske mase ksantana od oko
4,50-10° g/mol predvidena je pri sadrzaju glicerola od 10 @/l, bez dodatka ekstrakta kvasca u
medijum za biosintezu

155



c)

Ida Zahovié

b)

a)

o @ O IR

Qo OV W

Doktorska disertacija

Slika 5.40. Molekulska masa ksantana
(M) biosintetisanih na medijumima
na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem glicerola i izvora
azota po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri
konstantnoj vrednosti treceg:

a) sadrzaj (NH,4)2SO4 (1,50 g/l)

b) sadrzaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l)
C) sadrzaj glicerola (30,00 g/1)
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Slika 5.40.b ilustruje modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja glicerola i (NH4),SO4 u
medijumu na bazi sirovog glicerola na molekulsku masu ksantana produkovanog primenom soja
PAP LIST 4 pri konstantnom sadrzaju ekstrakta kvasca od 3,00 g/l. Rezultati prikazani na
pomenutoj slici sugerisu da, pri konstantnoj koncentraciji (NH4)>SO, u medijumu za biosintezu,
povecéanje sadrzaja glicerola dovodi do produkcije biopolimera loSijeg kvaliteta. Predstavljeni
rezultati ukazuju i da povecanje sadrzaja (NH,4),SO,4 u analiziranom intervalu, pri konstantnoj
vrednosti sadrzaja glicerola, ne uti¢e znacajno na vrednost posmatranog odziva. Maksimalna
vrednost molekulske mase ksantana, odnosno vec¢a od 4-10° g/mol predvidena je pri sadrzaju
glicerola od 10,00 g/l, bez dodatka (NH4),SO4 u medijum za biosintezu.

Slika 5.40.c prikazuje modelom predviden uticaj po¢etnog sadrzaja ekstrakta kvasca i (NH4),SO4
u medijumu na bazi sirovog glicerola na molekulsku masu ksantana dobijenog kultivacijom soja
PAP LIST 4 pri konstantnoj vrednosti pocetnog sadrzaja glicerola od 30,00 g/l. Rezultati
predstavljeni na pomenutoj slici ukazuju da, pri konstantnoj koncentraciji ekstrakta kvasca u
medijumu za biosintezu, sa poveéanjem sadrzaja (NH4)>,SO,4 u istom medijumu dolazi do blagog
smanjenja molekulske mase ovog biopolimera, ali samo pri koncentraciji koris¢enog organskog
izvora azota od 0 g/l do 1,00 g/l. Sa slike 5.40.c je evidentno da, pri konstantnoj vrednosti
sadrzaja (NH4),SO4 u medijumu za biosintezu, sa poveé¢anjem sadrzaja ekstrakta kvasca u istom
medijumu dolazi do smanjenja vrednosti molekulske mase produkovanog ksantana u ¢itavom
ispitivanom intervalu. Najveéa vrednost molekulske mase ksantana od oko 3-10° g/mol
predvidena je pri sadrzaju (NH4),SO4 od 1,00 g/l, bez dodatka ekstrakta kvasca u medijum za
biosintezu.

Matematicki model za rezidualni sadrzaj glicerola

Eksperimentalni rezultati odredivanja rezidualnog sadrzaja glicerola (tabela 5.42) fitovani su
polinomom drugog reda (jednacina 4.10) pri cemu je dobijena regresiona jednacina koja opisuje
uticaj ispitivanih faktora na rezidualni sadrzaj glicerola koji zaostaje u medijumu po zavrSetku
bioprocesa:

Y,=-3,85106+0,91030-X,+0,49200-X,-1,89733X3-0,00174-X,2-0,17553-X,2+0,09744-X >
-0,01036-X,-X,-0,02362-X,-X3+ 0,75244-X,-X4 (5.7)

gde su:

Y 3- rezidualni sadrzaj glicerola,
X1, - inicijalni sadrzaj glicerola,
X, - sadrzaj ekstrakta kvasca i
X3 - sadrzaj (NH4),SO;.

StatistiCka znacajnost koeficijenata u prethodno generisanoj jednacini (5.7) procenjena je na
osnovu p-vrednosti, a intenzitet njihovog uticaja odreden je poredenjem t-vrednosti prikazanih
na Pareto grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrzaj glicerola, koji je u
medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota
odreden po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prikazan je na slici 5.41.
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Slika 5.41. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrzaj glicerola u medijumima
za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim po¢etnim sadrzajem glicerola i izvora azota
po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.41. moze se primetiti da na vrednost posmatranog
odziva statisticki znacajno uti¢e linearni ¢lan pocetnog sadrzaja glicerola (b;) u medijumu za
biosintezu, kao i ¢lan interakcije pocetnog sadrzaja ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4 (b23) U istom
medijumu. Pozitivan predznak pomenutog ¢lana interakcije prikazan u jednacini 5.7. ukazuje na
sinergistiCki efekat ova dva izvora azota. Linerani koeficijent za pocetni sadrzaj glicerola takode
ima pozitivan znak (jednacina 5.7) Sto ukazuje na to da koli¢ina zaostalog izvora ugljenika zavisi
od njegove inicijalne koncentracije. Efekti linearnog (b,) i kvadratnog ¢lana pocetnog sadrzaja
ekstrakta kvasca (b22) i (NH4)2SO4 (bs i bss), kvadratnog ¢lana pocetnog sadrzaja glicerola (b;1),
kao i ostalih koeficijenata interakcije (b i bi3) nisu pokazali statisticki znaCajan uticaj na
vrednost posmatranog odziva u primenjenim eksperimentalnim uslovima.

U cilju boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matemati¢ki model (jednacina 5.7)
prikazan je i graficki, trodimenzionalnim odzivnim povrSinama koje prikazuju modelom
predvidenu zavisnost analiziranog odziva od dva faktora pri konstantnoj vrednosti tre¢eg, a date
su na slikama 5.42.a-c.
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Slika 5.42. Rezidualni sadrzaj
glicerola (S) u medijumima na bazi
sirovog glicerola sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem glicerola i izvora
azota po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri
konstantnoj vrednosti treceg:

a) sadrzaj (NH4),SO,4 (1,50 g/l)
b) sadrzaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l)
c) sadrzaj glicerola (30,00 g/l)
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Odzivna povrsina prikazana na slici 5.42.a ilustruje modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja
glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim
sadrzajem (NH,4),SO4 0d 1,50 g/l na rezidualni sadrzaj glicerola koji je odreden po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4. Sa date odzivne povrSine zapaza se da povecanjem sadrzaja
glicerola u medijumu za biosintezu, pri konstantnoj vrednosti sadrzaja ekstrakta kvasca u istom
medijumu, dolazi do porasta rezidualnog sadrzaja glicerola. Odzivna povrsina prikazana na slici
5.42.a takode ukazuje da povecanje sadrzaja izvora azota prilikom konstantnog sadrzaja glicerola
u medijumu za biosintezu u istpitivanom opsegu ne uti¢e znacajno na sadrzaj glicerola odreden
po zavrSetku bioprocesa. S obzirom da je teznja ovog istrazivanja usmerena ka maksimalnom
iskoriS¢enju nutrijenata, moze se ustanoviti da je minimalna vrednost rezidualnog sadrzaja
glicerola od oko 5,00 g/l modelom predvidena pri minimalnom ispitivanom sadrzaju glicerola u
medijumu za biosintezu (10,00 g/l), a bez dodatka ekstrakta kvasca.

Na slici 5.42.b predstavljen je modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja glicerola i1
(NH4)2SO4 u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim sadrzajem
ekstrakta kvasca od 3,00 g/l na rezidualni sadrzaj glicerola koji je odreden po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4. Analizom prikazane odzivne povrSine zapaza se da povecanje
inicijalnog sadrzaja glicerola u medijumu za biosintezu u zadatom opsegu, a pri konstantnoj
vrednosti sadrzaja (NH4)2SO, utie znacajno na vrednost posmatranog odziva. Sa druge strane,
povecanje sadrzaja (NH4),SO4 u istom medijumu pri konstantnoj koncentraciji sadrzaja glicerola,
ne utiCe na sadrzaj izvora ugljenika koji ¢e biti odreden po zavrSetku bioprocesa. Minimalna
vrednost rezidualnog sadrzaja glicerola (oko 5,00 g/l) modelom je predvidena kada medijum za
biosintezu inicijalno sadrzi 10,00 g/l glicerola, bez dodatka (NH4),SO,.

Slika 5.42.c ilustruje modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja ekstrakta kvasca i (NH4)2SO4
u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim sadrZajem glicerola od
30,00 g/l na rezidualni sadrzaj glicerola koji je detektovan po zavrSetku kultivacije soja
PAP LIST 4. Analizom prikazane odzivne povrSine moze se videti da prilikom povecanja
sadrzaja ekstrakta kvasca, pri konstantnom sadrzaju (NH,4)>SO, iz opsega od 0 g/l do 2,00 g/I,
dolazi do smanjenja rezidualnog sadrzaja glicerola u proizvodnom medijumu, dok pri
konstantnom sadrZaju neorganskog izvora azota u opsegu od 2,00 g/l do 3,00 g/l povecanje
sadrzaja organskog izvora azota rezultuje povecanjem zaostale koncentracije izvora ugljenika.
Pored toga, moze se primetiti i da povecanje sadrzaja (NH4)2,SO4 u proizvodnom medijumu, pri
konstantnom sadrzaju ekstrakta kvasca iz opsega od 0 g/l do 3,00 g/l, dovodi do smanjenja
rezidualnog sadrzaja glicerola. Sa druge strane, sa povecanjem sadrzaja amonijumove soli, pri
konstantnom sadrzaju kori§é¢enog organskog izvora azota u opsegu od 3,00 g/l do 6,00 g/I, dolazi
do povecanja rezidualne koncentracije izvora ugljenika. Ovakvi rezultati posledica su
sinergistickog delovanja ispitivanog organskog i neorganskog izvora azota, na Sta ukazuje i
pozitivan znak koeficijetna interakcije ova dva parametra u jednacini 5.7. Minimalni rezidualni
sadrzaj glicerola u medijumu po zavrsetku biosinteze od oko 15,00 g/l predviden je ako medijum
za biosintezu sadrzi 3,00 g/l (NH,4),SO,, bez dodatka ekstrakta kvasca.
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Matematicki model za rezidualni sadrzaj ukupnog azota

Rezultati odredivanja rezidualnog sadrzaja ukupnog azota predstavljeni u tabeli 5.42. fitovani su
polinomom drugog reda (jednacina 4.10) pri ¢emu je dobijena regresiona jednacina koja opisuje
uticaj ispitivanih faktora na sadrzaj ukupnog azota koji zaostaje u medijumu po zvarSetku
biosinteze:

Y,=228,1265+0,1124-X,+133,4721-X,-70,7224-X;-0,0058-X,2-9,0370-X,2+30,2963 X3
+0,1667-X,-X,+1,3500-X,- X3+ 10,5556-X,-X5 (5.8)

gde su:

Y 3- rezidualni sadrzaj ukupnog azota,
X3, - sadrzaj glicerola,

X, - sadrzaj ekstrakta kvasca i

X3 - sadriaj (N H4)2504.

StatistiCka znacajnost koeficijenata u generisanoj jednacini (5.8) procenjena je na osnovu
p-vrednosti, a intenzitet njihovog uticaja odreden je poredenjem t-vrednosti prikazanih na Pareto
grafiku. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrzaj ukupnog azota, Koji je u
medijumima za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim poc¢etnim sadrzajem glicerola i
izvora azota odreden po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, prikazan je na slici 5.43.
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Slika 5.43. Pareto grafik standardizovanih efekata na rezidualni sadrzaj ukupnog azota u
medijumima za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem glicerola i
izvora azota po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4

Rezultati na slici 5.43. pokazuju da jedino linearni ¢lan sadrzaja ekstrakta kvasca (by) statisticki
znacajno utice na vrednost posmatranog odziva. Pozitivan znak ovog koeficijenta u jednacini
5.8. upucuje na konstataciju da koli¢ina neutroSenog azota zavisi od njegovog inicijalnog
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sadrzaja u medijumu za biosintezu. Efekti linearnog (b;) i kvadratnog ¢lana sadrzaja glicerola
(b11), kvadratnog ¢lana ekstrakta kvasca (b22), linearnog (bs) i kvadratnog ¢lana (NH4),SO4 (bs3),
kao i svi koeficijenti interacije (b1, b1z i ba3) nisu pokazali statisticki znacajan uticaj na vrednost
posmatranog odziva u intervalu poverenja od 95%.

Radi boljeg razumevanja ustanovljenih efekata, generisan matemati¢ki model (jednacina 5.8)
predstavljen je i graficki, trodimenzionalnim odzivnim povrSinama na slikama 5.44.a-c.

Na slici 5.44.a prikazan je modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja glicerola i ekstrakta
kvasca u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim sadrzajem (NH4)>SO,
od 1,50 g/l na rezidualni sadrzaj ukupnog azota koji je odreden po zavrSetku kultivacije soja
PAP LIST 4. Analizom graficki prikazanih rezultata moZe se uociti da vrednost posmatranog
odziva isklju¢ivo zavisi od inicijalne koncentracije organskog izvora azota u medijumu za
biosintezu. Dakle, ukoliko se sadrzaj glicerola odrzava konstantnim na bilo kojoj vrednosti iz
analiziranog intervala dolazi do intenzivnog povecanja rezidualnog sadrzaja ukupnog azota sa
porastom sadrzaja ekstrakta kvasca. Prema predvidanjima modela, minimalan rezidualni sadrzaj
ukupnog azota od oko 200,00 mg/l bio bi ostvaren ako bi medijum za biosintezu inicijalno
sadrzao glicerol u koncentraciji od 10,00 g/1, bez dodatka ekstrakta kvasca.

Slika 5.44.b prikazuje predikciju rezidualnog sadrzaja ukupnog azota u medijumu na bazi
sirovog glicerola sa konstantnim sadrzajem ekstrakta kvasca od 3,00 g/l i pri variranim
vrednostima sadrzaja glicerola i (NH;)2SO,4 u medijumu za biosintezu ksantana, a koji je odreden
po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4. Sa prikazane odzivne povrSine moze se videti da, pri
konstantnoj vrednosti sadrzaja (NH4).SO4, variranje sadrzaja glicerola u medijumu za biosintezu
u Citavom ispitivanom opsegu ne uti¢e znacajno na vrednost posmatranog odziva. Medutim, sa
povecanjem sadrzaja glicerola u pomenutom medijumu pri konstantnom sadrzaju (NH4),SO, iz
opsega od 2,00 g/l do 3,00 g/l, dolazi do poveéanja rezidualnog sadrzaja ukupnog azota. Pored
toga, povecanje sadrzaja (NH4)2SOs u medijumu za biosintezu, pri konstantnom sadrzaju
glicerola, dovodi do blagog povecanja rezidualnog sadrzaja ukupnog azota pri ¢emu je ovaj trend
nesto intenzivniji kada se primenjuju medijumi sa veCom pocetnom kocentracijom glicerola
(35-50 g/1). Kako je predvideno modelom, minimalan rezidualni sadrzaj ukupnog azota postize
se ako medijum za biosintezu sadrzi 10,00 g/1 glicerola, bez dodatka neorganskog izvora azota.

Odzivna povrS$ina prikazana na slici 5.44.c ilustruje modelom predviden uticaj pocetnog sadrzaja
ekstrakta kvasca i (NH4)>.SO,4 u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa konstantnim
sadrzajem glicerola od 30,00 g/l na rezidualni sadrzaj ukupnog azota koji je odreden po
zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4. Rezultati sa pomenute slike ukazuju da, prilikom
povecanja sadrzaja ekstrakta kvasca pri konstantnom sadrzaju (NH;)2SO,, dolazi do poveéanja
koli¢ine zaostalih azotnih komponenti s tim da je ovaj trend nesto izraZeniji ukoliko medijumi za
biosintezu inicijalno sadrze (NH4),SO4 u koncentraciji ve¢oj od 2,00 g/l. Analizom graficki
prikazanih rezultata primecuje se i da povecanje sadrzaja (NH4),SO4 u proizvodnom medijumu,
pri konstantnom sadrzaju ekstrakta kvasca u opsegu od 0 g/l do 3,00 g/l, neznatno uti¢e na
vrednost posmatranog odziva, dok sa povecanjem inicijalne koncentracije pomenutog organskog
izvora azota sa 3,00 g/l na 6,00 g/l dolazi do porasta neutroSenih azotnih komponenti. Prema
predvidanjima modela, minimalan rezidualni sadrzaj ukupnog azota od oko 200,00 mg/l postize
se pri minimalnim koncentracijama koriS¢enih izvora azota.
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Slika 5.44. Rezidualni sadrzZaj
ukupnog azota (Nyk) u medijumima na
bazi sirovog glicerola sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem glicerola i izvora
azota po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4 u funkciji dva faktora pri
konstantnoj vrednosti treceg:

a) sadrzaj (NH,4)2SO4 (1,50 g/l)
b) sadrzaj ekstrakta kvasca (3,00 g/l)
C) sadrzaj glicerola (30,00 g/1)

Q) Ty
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5.5.3.3. Optimizacija sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu za biosintezu ksantana

Nakon generisanja matematickih modela, za koje je ustanovljeno da su statisticki znacajni i da
adekvatno opisuju uticaj nezavisnih promenljivih (pocetni sadrzaj glicerola, pocetni sadrzaj
ekstrakta kvasca 1 pocetni sadrzaj (NH4),SO4) na posmatrane odzive (sadrzaj biosintetisanog
ksantana, molekulska masa ksantana, rezidualni sadrzaj glicerola i rezidualni sadrzaj ukupnog
azota), u slede¢em koraku potrebno je definisati optimalne vrednosti variranih parametara pri
kojima se ostvaruju zeljene vrednosti odabranih odziva. Za optimizaciju sastava medijuma za
biosintezu na bazi sirovog glicerola u pogledu pocetnog sadrzaja glicerola i izvora azota
koris¢ena je metoda Zeljene funkcije u kombinaciji sa prethodno generisanim matematickim
modelima (jednadine 5.5-5.8). U okviru ove faze istrazivanja zadato je ostvarivanje vise
optimizacionih ciljeva, i to postizanje maksimalnog sadrzaja ksantana, biosinteza ksantana cije
srednje vrednosti molekulskih masa nisu manje od 2,75 10° g/mol, kao i dobijanje medijuma sa
rezidualnim sadrzajem glicerola ne ve¢im od 5,00 g/l i minimalnim rezidualnim sadrzajem
ukupnog azota. Opseg Zeljenih vrednosti za molekulsku masu biopolimera definisan je prema
vrednosti ovog pokazatelja kvaliteta ksantana koja je dobijena prilikom inicijalnog skrininga
mogucénosti biosinteze ksantana primenom soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom
(tabela 5.19). Maksimalna vrednost rezidualnog sadrzaja glicerola postavljena je na 5,00 g/l
shodno ¢injenici da je za uspeSnu biotehnolosku proizvodnju neophodno da rezidualni sadrzaj
izvora ugljenika iznosi manje od 5,00 g/l. Za definisane pojedinacne zeljene funkcije izvedena je
optimizacija analiziranih faktora. Optimalne vrednosti ispitivanih parametara, kao i vrednosti
predvidenih odziva koje su dobijene kao rezultat optimizacije pri zadatim ograni¢enjima
prikazane su u tabeli 5.41.

Tabela 5.41. Optimalne vrednosti variranih parametara i predvideni odzivi: sadrzaj glicerola i
izvora azota u medijumu za biosintezu

Promenljive Uslovi Grani¢ne vrednosti  Optimalne vrednosti
Glicerol (g/l) u opsegu 10-50 16,15
Ekstrakt kvasca (g/l) u opsegu 0-6 0
(NH4)2SO4 (g/1) u opsegu 0-3 3,00
Odzivi Predvidene vrednosti
P (g/) maksimalan 3,09-14,73 13,49
My (10° g/mol) u opsegu 2,75-4,75 3,59
S (g/l) u opsegu 0,80-5 4,43
Ny (mg/l) minimalan 220,00-1110,00 354,31
Ukupna Zeljena funkcija 0,871

P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; My-srednja molekulska masa ksantana; S-reziduaini sadrzaj
izvora ugljenika; Ny-rezidualni sadrzaj ukupnog azota.

Rezultati prikazani u tabeli 5.41. pokazuju da je za definisane pojedinacne Zeljene funkcije
maksimalna vrednost ukupne Zeljene funkcije zadovoljavajué¢e visoka 1 iznosi 0,871.
Optimizovane vrednosti ispitivanih faktora, pri kojima Zeljena funkcija ima najvecu vrednost, su
sadrzaj glicerola od 16,15 g/1 i sadrzaj (NH4),SO4 od 3,00 g/l. Izvodenjem kultivacije soja
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PAP LIST 4 na medijumu ovako definisanog sastava model predvida proizvodnju ksantana
molekulske mase od 3,59-10° g/mol u koncentraciji od 13,49%, pri ¢emu u dobijenim
kultivacionim medijumima po zavrSetku biosinteze zaostaju male koli¢ine neutroSenog glicerola
(4,43 g/l) i ukupnog azota (354,31 mg/l).

Optimizacioni rezultati prikazani su i graficki, konturnim dijagramima koji pokazuju zavisnost
vrednosti posmatranih odziva od pocetnog sadrzaja glicerola i (NH4)>,SO4 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 sadrzaja ksantana u medijumu za
biosintezu na bazi sirovog glicerola, koji je odreden po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4,
od pocetnog sadrzaja glicerola i (NH4),SO4 u istom medijumu bez dodatka ekstrakta kvasca.
Analizom grafi¢ki predstavljenih rezultata moze se uociti da, ako je sadrzaj (NH4),SO, u
medijumu za biosintezu konstantan, sa povecanjem sadrzaja glicerola u istom medijumu dolazi i
do blagog povecanja sadrzaja produkovanog ksantana. Sa slike 5.45. se vidi i da ukoliko je
sadrzaj glicerola u medijumu za biosintezu konstantan, povecanje sadrzaja (NH,),SO, dovodi do
blagog porasta koncentracije biosintetisanog ksantana. Prema rezultatima prikazanim na
slici 5.45. proizvodni soj PAP LIST 4 ¢e produkovati ksantan u najvecoj koli¢ini ukoliko
inicijalni sadrzaj glicerola u medijumu za biosintezu bude u opsegu od 30,00 g/l do 50,00 g/l, a
sadrzaj (NH,4)»,SO4 u opsegu od oko 2,00 g/l do 3,00 g/l.

3.00

(NHs)2504
ta
=
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Glicerol (gT)

Slika 5.45. Zavisnost sadrzaja ksantana u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola po
zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 od pocetnog sadrzaja glicerola i (NH4)>,SO4 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 pocetnog
sadrzaja glicerola i (NH4)>SO4 u istom medijumu bez dodatka ekstrakta kvasca. Analizom
grafi¢ki predstavljenih rezultata moze se uociti da, ukoliko se sadrzaj (NH4)>SO4 u medijumu za
biosintezu odrzava konstantnim, poveéanje sadrzaja glicerola u istom medijumu dovodi do
produkcije ksantana sve manjih molekulskih masa. Sa druge strane, ukoliko je sadrzaj glicerola u
medijumu za biosintezu konstantan, povecanje sadrzaja (NH4)>,SO4 u istom medijumu gotovo da
ne uti¢e na vrednost posmatranog odziva. Prema rezultatima prikazanim na slici 5.46. ksantan
najveée molekulske mase bi¢e produkovan ukoliko sadrzaj glicerola u medijumu za biosintezu
ksantana bude u opsegu od 10,00 g/l do 15,00 g/l, a sadrzaj (NH4),SO4 u opsegu od 0 g/l do
2,00 g/l.
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Slika 5.46. Zavisnost molekulske mase ksantana biosintetisanih na medijumu na bazi sirovog
glicerola primenom soja PAP LIST 4 od pocetnog sadrzaja glicerola i (NH4)>SO,4 u medijumu za
biosintezu bez dodatka ekstrakta kvasca

Konturni dijagram zavisnosti rezidualnog sadrzaja glicerola u medijumu za biosintezu na bazi
sirovog glicerola, koji je odreden po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, od pocetnog
sadrzaja glicerola i (NH4)>,SO4 u istom medijumu bez dodatka ekstrakta kvasca predstavljen je na
slici 5.47. Analizom graficki prikazanih rezultata uocava se da, ukoliko se sadrzaj (NH;),SO4 u
medijumu za biosintezu odrzava konstantnim, povecanje sadrzaja glicerola u istom medijumu
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dovodi do povecanja rezidualnog sadrzaja pomenutog izvora ugljenika. Medutim, ukoliko je
sadrzaj glicerola u medijumu za biosintezu konstantan, povecanjem sadrzaja (NH4)>,SO4 u istom
medijumu ne¢e do¢i do promene u zaostaloj koli¢ini analiziranog izvora ugljenika. Najveca
vrednost rezidualnog sadrzaja glicerola u medijumu za biosintezu predvidena je pri sadrzaju
(NH4)2SO4 od 0 g/l do 1,50 g/l i maksimalnom ispitivanom sadrzaju glicerola (50,00 g/l), dok je
najniza vrednost rezidualnog sadrzaja glicerola pri minimalnoj vrednosti sadrzaja glicerola i
maksimalnoj vrednosti sadrzaja (NH4),SO..
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Slika 5.47. Zavisnost rezidualnog sadrzaja glicerola u medijumu za biosintezu na bazi sirovog
glicerola po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 od pocetnog sadrzaja glicerola i (NH4)2SO4 u
medijumu za biosintezu

Primenom generisanih matemati¢kih modela (jednacine 5.5-5.8) u kombinaciji sa metodom
zeljene funkcije izvrSena je optimizacija sastava medijuma na bazi sirovog glicerola za
biosintezu ksantana primenom soja PAP LIST 4, pri ¢emu je procenjeno da je medijum
najpogodnije formulacije onaj sa 16,15 g/l glicerola i 3,00 g/l (NH4),SO, (tabela 5.41). Medijum
navedenog sastava koris¢en je kao proizvodni medijum u narednoj fazi istrazivanja.

Optimizaciono reSenje generisano u okviru ovih ispitivanja doprinosi razvoju ekonomski

isplativog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom, koja se moze

uociti ukoliko se izvrsi poredenje cena ekstrakta kvasca i (NH4)2SO,, koje iznose oko 250 €/kg i

105 €/kg (www.sigmaaldrich.com/RS/en:3.7.2021), redom, jer je u ovom koraku istrazivanja

skupoceni ekstrakt kvasca u potpunosti zamenjen dvostruko jeftinijim izvorom azota bez
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negativnog uticaja na prinos Zzeljenog bioproizvoda. Tome ide u prilog podatak da se
kultivacijom odabranog proizvodnog soja na medijumu sa sirovim glicerolom optimizovane
formulacije biosintetise ksantan u koncentraciji koja je za 29,59% vecéa u odnosu na prethodnu
fazu istrazivanja (tabela 5.37). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se
Boks-Benkenov dizajn pokazao kao funkcionalan eksperimentalni plan za kreiranje ogleda koji
su za cilj imali definisanje sadrzaja glicerola i izvora azota u medijumu na bazi sirovog glicerola
za biosintezu ksantana primenom soja PAP LIST 4.

5.5.2. Definisanje sadrzaja izvora fosfora u medijumu za biosintezu ksantana

Medijum za biosintezu ksantana pored ugljenika i azota sadrzi i druge vazne nutrijente, kao $to
su fosfor, sumpor, kalijum, kalcijum i magnezijum. Ovi nutrijenti se u medijume za biosintezu
najéesSée dodaju u obliku soli fosforne ili sumporne kiseline (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Sastav
sirovog glicerola prikazan u tabeli 5.13. (poglavlje 5.2) ukazuje na to da se dodatkom ove
sirovine u medijum za biosintezu ksantana u prethodno optimizovanoj koncentraciji (tabela 5.41)
unose i zadovoljavajuce koli¢ine sumpora, magnezijuma, kalijuma i kalcijuma. U skladu sa tim,
prilikom pripreme medijuma za biosintezu ksantana u nastavku ispitivanja nije viSe dodavan
MgSO4-7H,0 (poglavlje 4.2.2). Medutim, koli¢ina fosfora (u vidu fosfata) koja se na pomenuti
nacin dovodi u proizvodni medijum nije u saglasnosti sa kolicinom preporu¢enom u literaturnim
navodima (Lo 1 sar., 1997; Carignatto i sar., 2011; Roncevi¢ i sar., 2019). Prema dostupnim
podacima, izvor fosfora se u proizvodni medijum dodaje u obliku soli K;HPO,4 u koli¢ini od
1,00 g/l do 3,00 g/l (Branddo i sar., 2013; Baji¢ i sar., 2015b). Bitno je napomenuti da u
dostupnoj nauc¢noj literaturi ne postoje podaci koji se odnose na ispitivanje uticaja koncentracije
fosfora i jedinjenja koja sadrze fosfor u proizvodnom medijumu sa glicerolom, kao jedinim
izvorom ugljenika, na uspesnost biosinteze ksantana. Iz navedenog razloga je u okviru ovog
istraZivanja ispitana uspeSnost biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom sa
razli¢itim pocetnim sadrzajem izvora fosfora primenom soja PAP LIST 4 nakon cega je
definisana kocentracija pomenutog nutrijenta koja je najpogodnija za uspe$no izvodenje
bioprocesa.

U skladu sa definisanim ciljem, u ovoj fazi istrazivanja koris¢en je medijum za biosintezu
prethodno optimizovanog sastava, u pogledu sadrzaja izvora ugljenika i azota (tabela 5.41), u
kom su varirane koncentracije K;HPO, u opsegu od 0 g/l do 3,00 g/l, sa korakom od 0,50 g/I.
Ovako definisani ogledi podrazumevali su izvodenje sedam nezavisnih kultivacija proizvodnog
soja PAP LIST 4 na medijumima odgovaraju¢e formulacije (poglavlje 4.2) pri tacno definisanim
procesnim uslovima (poglavlja 4.3 i 4.4).

Nakon zavrSetka Kultivacije proizvodnog soja, u primenjenim eksperimentalnim uslovima,
izvrSena je analiza dobijenih medijuma za biosintezu kako bi se potvrdila moguénost produkcije
ksantana 1 procenila uspesSnost izvodenja bioprocesa. U cilju utvrdivanja da 1i je doslo do
produkcije ksantana vrsena su reoloska merenja (poglavlje 4.6.2), a kao pokazatelji uspesnosti
bioprocesa u ovoj fazi istrazivanja odredivani Su sadrzaj biosintetisanog ksantana (poglavlje 4.5),
molekulska masa ksantana (poglavlje 4.6.3) i rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora (poglavlje
4.6.2). U analiziranim medijumima za biosintezu izmerene su i vrednost pH i sadrzaj TDS
(poglavlje 4.6.2).

168



Ida Zahovié Doktorska disertacija

Reoloske karakteristike i prividni viskoziteti medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa
variranim pocetnim sadrzajem izvora fosfora, dobijenih po zavrSetku kultivacije soja
PAP LIST 4 u primenjenim eksperimentalnim uslovima, prikazani su u tabeli 5.42.

Pseudoplasti¢ne karakteristike proizvodnih medijuma, dobijenih biosintezom ksantana u
primenjenim eksperimentalnim uslovima, su potvrdene vrednostima indeksa toka (n) koje su date
u tabeli 5.42. Vrednosti indeksa toka u svim analiziranim uzorcima bile su manje od 1, a kretale
su se u intervalu od 0,4870 do 0,5653. Prikazane vrednosti potvrduju pseudoplasti¢ne
karakteristike medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem
izvora fosfora, dobijenih po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, $§to je ujedno i pouzdan
pokazatelj produkcije ksantana. Vrednosti faktora konzistencije medijuma za biosintezu
analiziranih u ovoj fazi istrazivanja kretale su se u intervalu od 0,2421 Pa-s" do 0,4614 Pa-s"
(tabela 5.42). Uzimajuéi u obzir da je faktor konzistencije direktno proporcionalnan viskozitetu i
da viskozitet rastvora ksantana zavisi od koncentracije biopolimera, njegove molekulske mase,
duzine i sastava lanaca makromolekula, kao i stepena njihove umrezenosti (Garcia-Ochoa i sar.,
2000), razli¢ite vrednosti faktora konzistencije prikazane u tabeli 5.42. ukazuju na razliku u
kolic¢ini i kvalitetu ksantana biosintetisanog u primenjenim eksperimentalnim uslovima prilikom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma na medijumima sa razli¢itim sadrzajem izvora fosfora.
Na osnovu prethodno pomenutih vrednosti indeksa toka i1 faktora konzistencije izraCunati su
prividni viskoziteti medijuma za biosintezu dobijenih nakon zavrSetka bioprocesa u primenjenim
eksperimentalnim uslovima.

Tabela 5.42. Reoloske karakteristike medijuma za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa
razli¢itim pocetnim sadrzajem izvora fosfora po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4

Rednibroj K;HPO,(g/l) K ([Pa's"] n[l1] n,[mPa-s]

ogleda
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 15 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 — faktor konzistencije; n — indeks toka, n,- 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 razli¢itim pocetnim sadrzajem izvora
fosfora, dobijene po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 u ovoj fazi istrazivanja kretale od
29,98+4,02 mPa's do 40,93+4,52 mPa-s. Najveca vrednost prividnog viskoziteta medijuma
ostvarena je po zavrSetku ogleda u kojem je koncentracija K,HPO4 u medijumu za biosintezu
iznosila 3,00 g/l. Sa druge strane, najmanja vrednost prividnog viskoziteta medijuma ostvarena je
u ogledu gde K;HPOQO, nije dodavan u proizvodni medijum. Iz prethodno navedenog se moze
zakljuciti da dodatak K,HPO, pozitivno deluje na porast prividnog viskoziteta medijuma po
zavrsetku biosinteze ksantana.
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Po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4, uzorci medijuma za biosintezu, ¢ija je osnova sirovi
glicerol, a koji je inicijalno sadrzao razli¢itu koncentraciju izvora fosfora, su analizirani 1 u
pogledu vrednosti pH i sadrzaja 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 kriticnoj vrednosti (5,5). Vrednosti sadrzaja TDS u
proizvodnim  medijumima dobijenim nakon biosinteze ksantana u  primenjenim
eksperimentalnim uslovima takode 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
oc¢ekivanog porasta vrednosti sadrzaja TDS.

Kako bi se definisala najpogodnija koncentracija izvora fosfora u medijumu za biosintezu
ksantana sojem PAP LIST 4 c¢ija je osnova sirovi glicerol, izvrSena je statisticka obrada
eksperimentalno odredenih vrednosti pokazatelja uspe$nosti bioprocesa. Rezultati sprovedene
jednofaktorijalne analize varijanse uticaja razli¢itog pocetnog sadrzaja K;HPO,4 u medijumu za
biosintezu na sadrzaj biosintetisanog ksantana, njegovu molekulsku masu i rezidualni sadrzaj
ukupnog fosfora prikazani su u tabeli 5.43, a ukazuju na to da ispitivani parametar zna¢ajno utice
na vrednosti posmatranih odziva, §to potvrduju p-vrednosti nize od 0,05 za sva tri odziva.
Rezultati statisticke analize prikazani su i graficki, pravougaonim dijagramima Kkoji Su
predstavljeni na slikama 5.48-5.50.

Tabela 5.43. Jednofaktorijalna analiza varijanse uticaja razli¢itog pocetnog sadrzaja K;HPO4u
medijumu na bazi sirovog glicerola na pokazatelje uspesnosti biosinteze ksantana primenom

soja PAP LIST 4

Odziv Izvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos  p-vrednost
P (a/l) K,HPO, (g/) 27,155 6 4,526 39,280 < 0,000001
Greska 1,613 14 0,115 - -
M, (10° g/mol) K,HPO, (g/) 11,509 6 1,918 61,632 < 0,000001
Greska 0,436 14 0,031 - -
Puk (mg/l) K,HPO, (g/l) 78322,680 5 15664,540 615502,000 < 0,000001
Greska 0,31 12 0,03

SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata; P-sadrZaj biosintetisanog ksantana;,
Myw-srednja molekulska masa ksantana; P-rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora.

Na slici 5.48. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja pocetne koncentracije K;HPO,4 na
sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola po zavrsetku kultivacije soja
PAP LIST 4. Analizom dobijenih rezultata moze se primetiti da se sadrzaj ksantana
produkovanih u primenjenim eksperimentalnim uslovima kretao od oko 9,50 g/l do oko
14,00 g/l. Posmatrajuéi rezultate prikazane na slici 5.48, moze se primetiti da je najveéi sadrzaj
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ksantana postignut prilikom kultivacije proizvodnog soja na medijumu za biosintezu koji je
inicijalno sadrzao 3,00 g/l K;HPO,. Neznatno manji sadrzaj ksantana produkovan je tokom
kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu za biosintezu koji je na pocetku bioprocesa sadrzao
2,50 g/l K;HPOQO,. Ksantan u najmanjoj koncentraciji produkovan je u sluc¢aju kada K,HPO4 nije
dodavan u medijum za biosintezu.
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Slika 5.488. Uticaj pocetnog sadrzaja KoHPO4 na sadrzaj ksantana (P) u medijumima za
biosintezu na bazi sirovog glicerola po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4

Rezultati statisticke analize uticaja pocetne koncentracije K;HPO4 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° g/mol do 4,00- 10° g/mol. Dobijeni rezultati ukazuju na to da je ksantan najvece
molekulske mase produkovan prilikom kultivacije proizvodnog soja PAP LIST 4 na medijumu
za biosintezu koji je inicijalno sadrzao 3,00 g/l K;HPO,. Analizom rezultata predstavljenih na
slici 5.49. se takode moze primetiti da je ksantan neznatno manje molekulske mase produkovan
na medijumu koji je na pocetku kultivacije odabranog proizvodnog soja sadrzao 2,50 g/I
K,HPO,. Pored toga, evidentno je da je ksantan najmanje molekulske mase produkovan u
slu¢aju kada K;HPO, nije dodavan u medijum za biosintezu.

Na slici 5.50. prikazani su rezultati statisticke analize uticaja pocetne koncentracije K;HPO,4 na
rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora koji je u medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola
odreden po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4. Vrednosti rezidualnog sadrzaja ukupnog
fosfora koje su odredene po zavrSetku 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 sadrzaj fosfora zaostao nakon kultivacije proizvodnog soja na
medijumu za biosintezu koji je pripremljen bez dodatka K,HPO,. Suprotno tome, najveci
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rezidualni sadrzaj fosfora detektovan je u medijumu sa najve¢om ispitivanom koncentracijom
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Slika 5.49. Uticaj pocetnog sadrzaja K,HPO4 na molekulsku masu ksantana (M) koje na
medijumima na bazi sirovog glicerola biosintetise soj PAP LIST 4
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Slika 5.50. Uticaj pocetnog sadrzaja K;HPO, na rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora (Py) u
medijumu za biosintezu na bazi sirovog glicerola po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4

Kako bi se odabrala poc¢etna koncentracija K;HPO, u medijumu za biosintezu, pri kojoj se
ostvaruje najveca uspeS$nost bioprocesa u primenjenim uslovima, eksperimentalni podaci su

172



Ida Zahovié Doktorska disertacija

analizirani i primenom Dankanovog testa viSestrukih poredenja. Dobijeni rezultati prikazani su u
tebeli 5.44.

Tabela 5.44. Dankanov test viSestrukih poredenja: pokazatelji uspesnosti biosinteze ksantana
primenom soja PAP LIST 4 na medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim
sadrzajem Ky;HPO4

Redni broj K,HPO, P Mw Puk
ogleda (a/l) (all) (10° g/mol) (mg/1)
1 0 10,24+0,36° 1,35+0,11° -
2 050  10,87+0,49° 1,82+0,10° 10,25+0,13°
3 1,00  11,13+£0,34° 2,26+0,30° 22,86+0,13"
4 1,50  11,42+0,38° 2,84+0,15% 35,5240,25°
5 2,00 12,42+0,33°  3,02+0,13%  51,24+0,09°
6 2,50 13,26:0,20°  3,38+0,14°  117,39+0,16°
7 3,00 13,4240,17°  3,43+0,21°  198,73+0,14f

* Vrednosti u jednoj koloni obeleZene istim slovima nalaze se na istom nivou
znacajnosti u intervalu poverenja od 95%; P-sadrZaj biosintetisanog

ksantana; M,y-srednja molekulska masa ksantana; P-reziduaini sadrzaj
ukupnog fosfora.

Rezultati prikazani u tabeli 5.44. pokazuju da se sadrzaj ksantana u medijumu za biosintezu po
zavrSetku 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 zavrsetku ogleda u kojem je medijum za biosintezu sadrzao 3,00 g/l K;HPO,. Takode, moze
se primetiti da se sadrzaj ksantana koji je ostvaren u ovom ogledu ne razlikuje znacéajno od
sadrzaja ksantana iz ogleda gde je pocetna koncentracija K;HPO4 u medijumu za biosintezu
ksantana iznosila 2,50 g/l (13,26+0,20 g/1), $to potvrduje p-vrednost od 0,584152. U ogledu gde
je medijum za biosintezu sadrzao 2,00 g/l K;HPO,4 produkovan je ksantan u koncentraciji od
12,42+0,33 g/1. Pored toga, rezultati dati u tabeli 5.44. pokazuju da je dosta manja koncentracija
ksantana (od 10,87+0,49 g/l do 11,42+0,38 g/l) ostvarena u okviru ogleda gde je pocetni sadrzaj
KoHPO,4 u medijumu za biosintezu ksantana iznosio 0,50 g/l, 1,00 g/l i 1,50 g/l. Vrednosti
sadrzaja biosintetisanog ksantana u prethodno pomenutim ogledima nalaze se na istom nivou
znacajnosti, Sto potvrduju p-vrednosti 0,366068, 0,081862 i 0,319180, redom. Najmanja koli¢ina
ksantana detektovana je u medijumu za biosintezu koji nije sadrzao K;HPO,4. Dobijeni rezultati
pokazuju vecu uspeS$nost u poredenju sa rezultatima ranijeg istraZivanja gde je prilikom
kultivacije proizvodnog soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 na medijumu sa sirovim
glicerolom uz dodatak K;HPO,4 u koncentraciji od 1,00 g/l biosintetisan ksantan u koncentraciji
od 7,23 g/l (Branddo 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 sadrzajem K;HPO,4 od 3,00 g/l produkovao
6,68 g/l ksantana (Zahovic¢ i sar., 2019). Rezultati ostvareni u ovoj fazi istrazivanja sugerisu da
povecanje inicijalne koncentracije KoHPO4 u medijumu za biosintezu ksantana u ispitivanom
intervalu ima pozitivan efekat na sadrzaj produkovanog ksantana u primenjenim
eksperimentalnim uslovima do koncentracije od 2,50 g/l, te da dalje povecanje sadrzaja ove
komponente medijuma ne uti¢e znacajno na povecanje uspesnosti bioprocesa.

173



Ida Zahovié Doktorska disertacija

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° g/mol do 3,43+0,21-10° g/mol. Rezultati dati u navedenoj tabeli ukazuju da je
ksantan najve¢e molekulske mase produkovan na proizvodnom medijumu sa maksimalnom
ispitivanom pocetnom koncentracijom K;HPO, (3,00 g/l). Ova vrednost nalazi se na istom nivou
znacajnosti kao 1 vrednost istog parametra koja je dobijena u okviru ogleda gde je pocetni sadrzaj
K,HPO, u proizvodnom medijumu iznosio 2,50 g/l (3,38+0,14-10° g/mol), na $ta ukazuje
p-vrednost od 0,737000. Ksantan neSto manje molekulske mase (2,84+0,15-10° g/mol i
3,02+0,13-10° g/mol), dobijen je u okviru ogleda gde je koncentracija K,;HPO, u proizvodnom
medijumu inicijalno iznosila 1,50 g/l i 2,00 g/l, redom. Ove dve vrednosti nalaze se na istom
nivou znacajnosti, Sto potvrduje 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
K2HPO, nije dodavan u medijum za biosintezu. Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da
povecanje koncentracije K;HPO4 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 sadrzaj ukupnog fosfora koji
je u medijumima za biosintezu detektovan po zavrsetku 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 K,HPO, kao izvor fosfora. Posmatrajuci rezultate prikazane u
tabeli 5.44. moze se primetiti da se rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora u u okviru ovog
istrazivanja 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 sadrzao najmanje K;HPO,4 (0,5 g/l). Nesto veca vrednost rezidualnog sadrzaja ukupnog
fosfora od 22,86+0,13 mg/l odredena je u medijumu koji je sadrzao 1,0 g/l K;HPO,. Rezultati
dati u tabeli 5.44. ukazuju da je porastom pocetne koncentracije K,HPO, u proizvodnom
medijumu rastao i rezidualni sadrZzaj ukupnog fosfora u izvedenim ogledima. Shodno tome,
prilikom kultivacije proizvodnog soja na medijumima za biosintezu koji su inicijalno sadrzali
K,HPO, u koncentraciji od 1,5, g/l, 2,0, g/l i 2,5, g/l zaostalo je vise 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. Najveci
sadrzaj ukupnog fosfora, ocekivano je zaostao prilikom Kkultivacije proizvodnog soja na
medijumu koji je sadrzao najvec¢i ispitivani inicijalni sadrzaj K;HPO,4 (3,00 g/l).

Rezultati dobijeni u ovoj fazi istraZivanja sugeriSu da povecanje pocetne koncentracije K;HPO4u
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 povecanjem sadrzaja K;HPO,4 u medijumu za biosintezu sa 2,50 g/l na 3,00 g/l ne
dolazi do statisticki znacajne promene u koncentraciji produkovanog ksantana, ali ni njegove
molekulske mase. Rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora u medijumu ocekivano raste sa
povecéanjem inicijalne koncentracije K,HPO,4 u medijumu za biosintezu.

Iako je u ovoj fazi istrazivanja sadrzaj biosintetisanog ksantana nepromenjen u odnosu na sadrzaj
ksantana koji je ostvaren u prethodnoj fazi istrazivanja (tabela 5.41), bitno je napomenuti da je u
ovom koraku optimizacije koli¢ina K,HPO, koja se dodaje u medijumu za biosintezu smanjena
za 16,67%. Uzimajuci u obzir sve navedeno, u daljem istrazivanju kao medijum za biosintezu
ksantana kori$¢en je medijum sa sirovim glicerolom prethodno optimizovanog sastava u pogledu
sadrzaja glicerola i izvora azota (tabela 5.41) obogacen sa 2,50 g/l KoHPO,.
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5.6. ISPITIVANJE TOKA BIOSINTEZE KSANTANA NA MEDIJUMU SA
SIROVIM GLICEROLOM U UVECANIM RAZMERAMA

Nakon optimizacije procesa proizvodnje ksantana na laboratorijskom nivou slede¢i korak
predstavlja ispitivanje uspesnosti biosinteze u uvecanim razmerama, a izvodi se sa ciljem
prevodenja bioprocesa sa laboratorijskog na industrijski nivo. Kako bi se ispitao tok biosinteze
ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u uve¢anim razmerama, u okviru ovih istrazivanja
izvedena je kultivacija soja PAP LIST 4 u laboratorijskim bioreaktorima razli¢itih zapremina
(poglavlje 4.4), pri ¢emu su u odredenim 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 vodenjem bioprocesa u dve faze. U prvoj fazi,
temperatura, brzina mesanja i intenzitet aeracije podeSeni su tako da omogucavaju intenzivan
rast 1 umnozavanje ¢elija, dok su u drugoj fazi njihove vrednosti korigovane tako da favorizuju
biosintezu ksantana (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Korekcija vrednosti navedenih parametara
vrSena je nakon 48 h kultivacije. Tok biosinteze ksantana u primenjenim eksperimentalnim
uslovima pracen je analizom uzoraka kultivacionog medijuma, uzetih u prethodno definisanim
vremenskim intervalima, u pogledu sadrzaja biomase, sadrzaja najznacajnijih nutrijenata za
biotehnolosku proizvodnju ovog biopolimera i reoloskih parametara. Dinamika uzorkovanja
odredena je prema zapremini bioreaktora u kojem se biosinteza odvijala. Eksperimentalno
dobijene vrednosti analiziranih parametara toka biosinteze ksantana u laboratorijskim
bioreaktorima zapremine 3 | i 14 | prikazane su graficki na slikama 5.51. i 5.52., redom.
Uspesnost bioprocesa procenjena je na osnovu sadrzaja biosintetisanog ksantana, njegove
molekulske mase i stepena konverzije najznacajnijih nutrijenata.

Biosinteza ksantana u laboratorijskim bioreaktorima koris¢enim u ovom istrazivanju izvedena je
u kontrolisanim uslovima, koji su podrazumevali merenje i regulaciju vrednosti pH i
temperature, ali i sadrzaja rastvorenog kiseonika kroz korekciju brzine meSanja i intenziteta
aeracije. Ve¢ je navedeno da se optimalna vrednost pH za biosintezu ksantana nalazi u opsegu od
6,5 do 7,5 te da tokom izvodenja ovog biotehnoloskog procesa dolazi do opadanja vrednosti
pomenutog parametra usled produkcije organskih kiselina i ksantana koji ima Kisele
funkcionalne grupe (Garcia-Ochoa i sar., 2000). Stoga je vrednost pH korigovana tokom trajanja
bioprocesa, odnosno odrzavana je iznad 6,0 doziranjem odgovarajuceg rastvora baze. Sadrzaj
rastvorenog kiseonika je odrzavan iznad 30% tokom Ccitavog trajanja bioprocesa regulacijom
intenziteta aeracije i brzine mesanja kako je i preporuceno u ranije sprovedenim istrazivanjima
(Roncevi¢, 2016). Tokom trajanja biosinteze ksantana uzorci kultivacionog medijuma analizirani
su i u pogledu sadrzaja TDS pri ¢emu je ustanovljeno da nije doslo do drasticne promene U
koncentraciji ukupno rastvorenih soli i da se ona kretala oko 3,00 g/I.

Na slici 5.51. prikazana je promena sadrzaja biomase, najvaznijih 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 I|. Sa druge
strane, promena sadrzaja biomase, najvaznijih nutrijenata i prividnog viskoziteta medijuma za
biosintezu sa sirovim glicerolom optimizovanog sastava tokom kultivacije istog proizvodnog
soja u laboratorijsokm bioreaktoru ukupne zapremine od 14 | data je na slici 5.52.
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Rezultati odredivanja sadrzaja biomase prikazani na slikama 5.51. i 5.52. ukazuju na to da se
koncentracija Celija soja PAP LIST 4 povecavala od samog pocetka 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 istrazivanja (poglavlje 5.4). Rezultati za sadrzaj
biomase prikazani na slici 5.51. ukazuju na to da se u toku prvih 48 h kultivacije proizvodni
mikroorganizam intenzivno umnozavao jer je sadrzaj Celija u medijumu za biosintezu sa
inicijalnih 2,18-10° cfu/ml porastao na oko 96-10° cfu/ml. Izmedu 48 h i 72 h primeéen je sporiji
rast sadrzaja biomase, pri ¢emu njegova vrednost u 72 h dostize maksimum i iznosi
112-10% cfu/ml. Nakon 72 h ne dolazi do znacajnije promene u sadrZaju biomase, te se moze
zakljuciti da je nastupila stacionarna faza rasta proizvodnog mikroorganizma. U 168 h biosinteze
sadrzaj biomase iznosio je 112-10° cfu/ml. Posmatrajuci rezultate prikazane na slici 5.52. moze
se uociti sli¢an trend promene sadrzaja biomase tokom biosinteze ksantana. Rezultati sadrzaja
biomase prikazani na navedenoj slici ukazuju na to da se soj PAP LIST 4 u toku prvih 36 h
kultivacije intenzivno umnoZavao jer je sadrzaj Celija sa inicijalnih 3,1-10% cfu/ml porastao na
oko 124-10% cfu/ml. Nakon 36 h kultivacije evidentan je blaZi rast sadrzaja biomase koji je
prisutan sve do 48 h. Sadr’aj biomase u 48h biosinteze iznosio je 139-10° cfu/ml. Analizom
rezultata prikazanih na slici 5.52. moze se primetiti da nakon 48 h ne dolazi do znacajnije
promene sadrzaja biomase $to upucuje na konstataciju da je nastupila stacionarna faza rasta
proizvodnog mikroorganizma. U 168 h biosinteze sadrzaj biomase iznosio je 132-10° cfu/ml.
Prema podacima iz dostupne literature, za uspeSnu biotehnolosku proizvodnju ksantana
neophodno je da se vrednost podetnog sadrzaja biomase nalazi u opsegu od oko 10° cfu/ml do
10® cfu/ml (Pejin, 2003).

Rezultati prikazani na slikama 5.51. i 5.52. ukazuju na to da je sadrzaj glicerola u medijumu za
biosintezu tokom izvodenja bioprocesa u bioreaktorima ukupne zapremine 3 | i 14 | intenzivno
opadao od samog pocetka kultivacije soja PAP LIST 4. Pocetni sadrZaj glicerola u medijumima
za biosintezu ksantana u bioreaktorima od 3 | i 14 | iznosio je 16,11 g/l i 16,08 g/l, redom.
Posmatrajuci rezultate predstavljene na slici 5.51. moze se primetiti da je u toku prvih 48 h
kultivacije doslo do intenzivnog smanjenja sadrzaja glicerola i to do vrednosti od 8,69 g/l. Nakon
48 h sadrzaj glicerola i dalje se smanjivao, ali neSto 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 znaajne promene sadrzaja glicerola u medijumu. Sa druge strane, graficki
predstavljeni rezultati na slici 5.52. pokazuju da intenzivna potroSnja glicerola prilikom
biosinteze ksantana u bioreaktoru od 14 1 traje do 36 h kada je sadrzaj ovog nutrijenta iznosio
7,71 g/l. Nakon 36 h sadrzaj glicerola je i dalje opadao, ali blazim intenzitetom sve do 120 h,
kada je njegova vrednost iznosila 2,61 g/l. Moze se primetiti da nakon 120 h ne dolazi do
znacajne promene sadrzaja glicerola u medijumu prilikom kultivacije odabranog proizvodnog
soja u navedenom bioreaktoru. Analiziraju¢i prethodno diskutovane rezultate moze se zakljuciti
da je dinamika opadanja sadrZaja glicerola u navedenim bioreaktorima sli¢na, ali da je potro$nja
glicerola zaustavljena ranije u bioreaktoru vece zapremine.
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Promena sadrzaja ukupnog azota u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom prethodno
optimizovanog sastava tokom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktorima zapremine od 3 | i
14 | takode je prikazana na slikama 5.51. i 5.52., redom. Graficki prikazani rezultati na
pomenutim slikama ukazuju na to da je sadrzaj ukupnog azota intenzivno opadao od samog
pocetka izvodenja bioprocesa u oba ispitivana slucaja. Prilikom biosinteze ksantana u
bioreaktoru ukupne zapremine 3 1 sadrzaj 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 | sadrzaj ukupnog azota od pocetnih 994 mg/I je do 36 h intenzivno opao na
vrednost od 350 mg/l. MoZe se primetiti da period intenzivne potrosnje 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 doslo do znacajnije promene
sadrzaja ukupnog azota §to je posledica nastupanja stacionarne faze rasta proizvodnog
mikroorganizma.

Na slikama 5.51. i 5.52. prikazana je i promena sadrzaja asimilabilnog azota tokom kultivacije
soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim glicerolom u bioreaktorima ukupne zapremine 3 | i
14 1, redom. Posmatrajuci predtavljene rezultate moze se primetiti identican trend promene kao
kod sadrzaja ukupnog azota u oba ispitivana slucaja. Naime, u oba ogleda je sadrzaj
asimilabilnog azota opadao od samog pocetka bioprocesa. Prilikom biosinteze ksantana u
bioreaktoru od 3 1 sadrzaj 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 |
sadrzaj asimilabilnog azota je od 565,6 mg/l opao na vrednost od 230,74 mg/l. Prilikom
biosinteze ksantana u bioreaktoru od 3 1 nakon 48 h nije doslo do znacajnije promene sadrzaja
asimilabilnog azota, dok je prilikom biosinteze u bioreaktoru od 14 1 to sluc¢aj nakon 36 h.
Dobijeni rezultati potvrduju da se prestanak intenzivnog smanjenja sadrzaja asimilabilnog azota
poklapa sa momentom prestanka potroSnje ukupnih azotnih komponenti. Medutim, veca
potro$nja ukupnog azota u odnosu na asimilabilni ukazuje na to da su ¢elije soja PAP LIST 4 za
rast 1 razmnozavanje, pored amino i amonija¢nog azota koristile i neka druga azotna jedinjenja.

Graficki 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 | i 14 [, redom, doslo do
intenzivne potroSnje fosfora neposredno nakon inokulacije. S obzirom da je fosfor limitirajuci
nutrijent u medijumu za biosintezu ksantana ocekuje se da promena sadrZzaja fosfora prati
promenu sadrzaja azota (Garcia-Ochoa i sar., 1992). Analizirajuci predstavljene rezultate moze
se primetiti da je promena sadrzaja ukupnog fosfora slicna promeni sadrzaja ukupnog, ali i
asimilabilnog azota tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma na medijumu sa Sirovim
glicerolom u bioreaktorima zapremine od 3 | i 14 1. Prilikom izvodenja biosinteze ksantana u
bioreaktoru zapremine od 3 1 inicijalni sadrzaj fosfora od 725,09 mg/l intenzivno je opadao do
48 h, kada je njegov sadrzaj iznosio oko 450,63 mg/l. Sa druge strane, prilikom biosinteze
ksantana u bioreaktoru od 14 1 inicijalni sadrzaj ukupnog fosfora od 738,20 mg/l opadao je
najve¢om brzinom do 36 h, kada je njegova vrednost bila 461,36 mg/l. Prilikom biosinteze
ksantana u bioreaktoru od 3 1 nakon 48 h nije doSlo do znacajnije promene sadrzaja ukupnog
fosfora, dok je prilikom biosinteze u bioreaktoru od 14 1 promena sadrzaja ukupnog fosfora bila
neznatna nakon 36 h.
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Posmatrajuci rezultate promene sadrzaja najznacajnijih nutrijenata u medijumu za biosintezu sa
sirovim glicerolom, prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktorima ukupne zapremine od
3 11 14 1, moze se zakljuciti da se metaboli¢ka aktivnost primenjenog proizvodnog soja u
eksperimentalnim uslovima nesmetano odvijala, odnosno da je doslo do umnozavanja biomase, 1
da su obezbedeni svi uslovi za uspe$no izvodenje biosinteze ksantana. U cilju utvrdivanja da li
je u ispitivanim uslovima i uvefanim razmerama doslo do produkcije ksantana vrSena su
reoloSka merenja. Izmerene vrednosti fitovane su stepenim zakonom kako bi se definisale
vrednosti indeksa toka i faktora konzistencije (tabele 8.17. i 8.18) na osnovu kojih je izracunat
prividni viskozitet kultivacionih medijuma. Promena prividnog viskoziteta medijuma sa sirovim
glicerolom tokom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktorima zapremine od 3 | i 14 | prikazana
je na slikama 5.51. i 5.52., redom. Rezultati prikazani na slici 5.51. pokazuju da se vrednost
prividnog viskoziteta medijuma prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine od 3 1 nije znacajno
menjala do 72 h. U tom periodu, sa inicijalnih 4,50 mPa-s ova vrednost je porasla na 10,60 mPa.
Prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine 14 1 nije doSlo do znaCajne promene viskoziteta u
prvih 48 h. Inicijalna vrednost prividnog viskoziteta u ovom ogledu iznosila je 5,08 mPa-s, a
nakon navedenog vremenskog perioda vrednost istog parametra bila je 6,55 mPa-s. Nakon 72 h
kultivacije proizvodnog mikroorganizma u bioreaktoru zapremine od 3 1 zabeleZen je drasti¢an
porast prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu sve do 120 h, kada je njegova vrednost
iznosila 32,89 mPa-s. Sa druge strane, prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine 14 |, do
drasti¢nog rasta vrednosti prividnog viskoziteta doslo je nakon 60 h kultivacije. Ovaj intenzivan
rast trajao je do 120 h i u tom trenutku vrednost ovog parametra iznosila je 35,74 mPa-s.
Posmatrajuci rezultate prikazane na slikama 5.51. i 5.52. moze se uoditi da je rast prividnog
viskoziteta medijuma u oba slucaja rastao manjim intenzitetom nakon 120 h kultivacije, a na
kraju biosinteze vrednosti ovog parametra iznosile su 37,66 mPa's i 41,10 mPa-s, redom. Iako
graficki prikazani rezultati na slikama 5.51. i 5.52. pokazuju da nije doSlo do znacajnije
potro$nje izvora ugljenika nakon 120 h, prividni viskozitet je blago rastao. Porast viskoziteta
nakon 120 h najverovatnije je uzrokovan promenom kvaliteta produkovanog ksantana usled
umrezavanja piruvatnih 1 acetatnih grupa unutar molekula ksantana (Reis 1 sar., 2010).

Vrednosti reoloskih parametara proizvodnih medijuma dobijenih u ispitivanim eksperimentalnim
uslovima ukazuju na pseudoplasti¢ni tip proticanja. Uz to, diskutovane promene vrednosti
prividnog viskoziteta medijuma tokom kultivacije odabranog proizvodnog soja u bioreaktorima
ukupne zapremine od 3 11 14 | pouzdana su potvrda da je u primenjenim uslovima doslo do
biosinteze ksantana. U cilju ta¢ne procene uspesSnosti biosinteze ksantana na medijumu sa
sirovim glicerolu u bioreaktorima zapremine od 3 1 i 14 1, odredeni su odabrani pokazatelji
uspesnosti bioprocesa. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 5.45.

Tabela 5.45. Pokazatelji uspesnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom
primenom soja PAP LIST 4 u laboratorijski bioreaktorima

Ukupna zapreming b (gl) Kps(%) Ks(®%) Kn(%) Kou(%) My (10°0/mM0N) e,
31 13,44 91,82 76,60 66,36 42,70 3,36 31,73
141 13,95 98,44 85,39 69,01 43,72 3,42 33,23
P-sadrzaj biosintetisanog ksantana; Kps-Stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; Ks-stepen konverzije
izvora ugljenika; Ky-stepen konverzije ukupnog azota; Kp-stepen konverzije ukupnog fosfora;My-srednja
molekulska masa ksantana; #.e-prividni viskozitet 1%(wi/v) rastvora ksantana u 0,1 M NacCl.
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Rezultati prikazani u tabeli 5.45. pokazuju da zapremina bioreaktora u kojem se biosinteza
ksantana odvija utice na njenu uspeSnost. Prema podacima iz navedene tabele veca koli¢ina
ksantana produkovana je prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktoru zapremine 14 |, a
njegov sadrzaj u medijumu za biosintezu po zavrsetku bioprocesa iznosio je 13,95 g/l. Dobijeni
rezultat je u skladu sa ocekivanjima s obzirom na to da je po zavrSetku bioprocesa u ovom
bioreaktoru zabelezena vecéa vrednost prividnog viskoziteta medijuma za biosintezu (slike 5.51. i
5.52). U poredenju sa prethodno dobijenim rezultatima ostvarenih u okviru ove doktorske
disertacije i istrazivanjima naucnika iz Brazila, u kojima je prilikom biosinteze ksantana na
medijumu sa sirovim glicerolom (20 g/l) u bioreaktoru zapremine od 4,5 | primenom
proizvodnog soja X. campestris mangiferaeindicae 2103 ostvaren sadrzaj ksantana od 5,59 g/l
(Assis i sar., 2014), moze se konstatovati da je postignuta velika uspesnost bioprocesa ako se kao
indikator posmatra koli¢ina produkovanog biopolimera.

Iako se uspesnost izvodenja bioprocesa uglavnom procenjuje na osnovu vrednosti sadrzaja
zeljenog bioproizvoda, konverzija supstrata u proizvod takode je jedan od znacajnih pokazatelja
uspesnosti. Prema dobijenim rezultatima (tabela 5.45) velika kolic¢ina glicerola, od ¢ak 98,44%,
konvertovana je u ksantan prilikom izvodenja bioprocesa u bioreaktoru zapremine od 14 1. Tako
manja od prethodno pomenute vrednosti, vrednost stepena konverzije izvora ugljenika u ksantan
za ogled izveden u bioreaktoru zapremine od 3 | bila je visoka, a iznosila je 91,82%. Ukoliko se
uzme u obzir da se u industrijskim uslovima stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan krece u
intervalu od 50-85% (Rosalam i England, 2006) moze se zakljuditi da je tokom izvodenja
biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom u koris¢enim laboratorijskim
bioreaktorima i u primenjenim eksperimentalnim uslovima postignuta visoka uspesnost.

Ukupna konverzija nutrijenata u medijumu je jo§ jedan pokazatelj uspeSno izvedenog
bioprocesa. Od analiziranih nutrijenata, glicerol je konvertovan u najve¢em stepenu usled
njegovog troSenja za rast celija proizvodnog mikroorganizma, ali 1 za biosintezu ksantana
(Elsayed 1 sar., 2016). Ukupna konverzija glicerola prilikom izvodenja bioprocesa u koris¢enim
laboratorijskim bioreaktorima znatno se razlikovala medu izvedenim ogledima (tabela 5.45).
Veca konverzija ovog nutrijenta uoCena je prilikom izvodenja bioprocesa u bioreaktoru
zapremine od 14 | i znosila je 85,39%, dok je prilikom izvodenja bioprocesa u bioreaktoru
zapremine od 3 | ova vrednosti bila 76,60%. Iz navedenog se moze zakljuciti da uve¢ane razmere
povoljno deluju na povecéanje stepena konverzije ukupnog glicerola prilikom biosinteze ksantana
na medijumu sa sirovim glicerolom u primenjenim eksperimentalnim uslovima $to je u
saglasnosti sa podacima iz dostupne naucne literature koji sugeriSu da uvecanje razmera
bioprocesa pozitivnho deluje na razvoj primarnth 1 sekundarnih metabolickih aktivnost
proizvodnog mikroorganizma (Elsayed i sar., 2016).

Pored izvora ugljenika, izvori azota 1 fosfora takode predstavljaju znaCajne nutrijente u
biotehnoloskoj proizvodnji ksantana. Vrednosti konverzije ovih nutrijenata prikazane su u tabeli
5.45. Prema rezultatima datim u navedenoj tabeli jasno je da je veci stepen konverzije ukupnog
azota ostvaren prilikom biosinteze ksantana u bioreaktoru zapremine od 14 |, kada je vrednost
konverzije ovog nutrijenta iznosila 69,01%. Vrednost stepena konverzije ukupnog azota
ostvarena prilikom biosinteze ksantana u bioreaktoru zapremine od 3 1 bila je nesto manja i
iznosila je 66,86%. Posmatrajuci rezultate prikazane u tabeli 5.45. moze 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 |, dok je ova vrednost nakon izvodenja istog bioprocesa u
bioreaktoru zapremine od 3 | 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
sugeriSu da postoji razlika u strukturi produkovanog ksantana. Navedeni rezultati pokazuju da je
ksantan ve¢e molekulske mase produkovan nakon biosinteze ksantana u bioreaktoru zapremine
od 14 | i da je ova vrednost iznosila 3,42-10°> g/mol. Molekulska masa ksantana produkovanog
prilikom izvodenja bioprocesa u bioreaktoru zapremine od 3 1 bila je neSto manja i iznosila je
3,36-10° g/mol. Razliku u vrednosti molekulske mase izdvojenog ksantana, a samim tim i
njegovoj strukturi potvrduju i razlike u vrednosti prividnog viskoziteta pripremljenih rastvora
izdvojenih ksantana. Vrednost prividnog viskoziteta rastvora ksantana produkovanog nakon
biosinteze u bioreaktoru zapremine od 14 1 bila je neSto veca i iznosila je 33,23 mPa-s, dok je
vrednost rastvora ksantana produkovanog nakon biosinteze u bioreaktoru zapremine od 3 |
iznosila 31,73 mPa-s. lako su primeéene, razlike u vrednostima odredivanih pokazatelja kvaliteta
produkovanog biopolimera nisu tokoliko znacajne.

Analizom svih dobijenih rezultata datih u tabeli 5.45. utvrdeno je da je veca uspeSnost
bioprocesa ostvarena prilikom biosinteze u bioreaktoru zapremine od 14 | na osnovu ¢ega se
moze zakljuciti da uvecanje razmera kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu sa sirovim
glicerolom prethodno optimizovanog sastava u primenjenim eksperimentalnim uslovima
pozitivno utice na uspesnost ovog bioprocesa.

U poredenju sa rezultatima ostvarenim prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 na medijumu sa
sirovim glicerolom u manjim razmerama (tabele 5.16. 1 5.21) moZe se primetiti da se sadrzaj
ksantana u medijumu za biosintezu sa sirovim glicerolom optimizovanog sastava po zavrsetku
bioprocesa u uvecanim razmerama povecao za neSto vise od 39%, odnosno 44%, redom,
prilikom cega je konverzija glicerola u ksantan u navedenim sluc¢ajevima uvecana za 60,30% 1
38,66%, redom. Kultivacija soja PAP LIST 4 u uvecanim razmerama na medijumu sa sirovim
glicerolom, izvrSena nakon optimizacije odabranih segmenata biotehnoloskog postupka,
rezultovala je biosintezom ksantna ¢ija je molekulska masa veca 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, moze se primetiti da je prilikom izvodenja optimizovanog procesa
proizvodnje ksantana primenom soja PAP LIST 4 u uve¢anim razmerama ostvarena mnogo veca
konverzija nutrijenata u poredenju sa rezultatima ostvarenim kada je kultivacija pomenutog soja
vr§ena u manjim razmerama u okviru odabira proizvodnog soja za biosintezu ksantana na
medijumu sa sirovim glicerolom (tabela 5.21). Konverzija glicerola i ukupnog fosfora uveéane
su za viSe od 29%, dok je konverzija ukupnog azota uvecana za 59,70%. Dobijeni rezultati
sugeriSu da se prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktoru zapremine od 3 1 nakon 120 h
nisu odvijale znacajne promene u pogledu prethodno diskutovanih pokazatelja uspeSnosti
biosinteze ksantana. Sa druge strane, prilikom kultivacije soja PAP LIST 4 u bioreaktoru
zapremine od 14 1 ne dolazi do znacajnih promena ovih pokazatelja ve¢ nakon 96 h. Razlog tome
lezi u cCinjenici da se prilikom izvodenja optimizovanog procesa proizvodnje ksantana u
uveanim razmerama, odnosno u bioreaktoru odgovaraju¢ih kontrukcionih karakteristika,
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biosinteza brze zavrSava usled intenzivnijih uslova meSanja i aeracije. Ovo je znacajno sa
ekonomskog aspekta jer postoji moguénost smanjenja vremena trajanja kultivacije i to za ¢ak
72 h, sto direktno uti¢e na smanjenje ukupnih troskova proizvodnog postupka. Medutim,
neophodno je izvrsiti dalja ispitivanja usmerena ka izvodenju biosinteze ksantana u jo§ vec¢im
razmerama.

Na osnovu svega navedenog moze se konstatovati da sirovi glicerol ima veliki potencijal za
primenu kao sirovine u ekonomski isplativoj biotehnoloskoj proizvodnji ksantana primenom soja
X. euvesicatoria PAP LIST 4. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju
pouzdan izvor informacija za dalji razvoj 1 unapredenje ispitivanog biotehnoloskog postupka.
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6. ZAKLJUCCI

Istrazivanja realizovana u okviru ove doktorske disertacije proistekla su iz potraznje za
odgovaraju¢om sirovinom, §to nize trziSne vrednosti, koja bi u biotehnoloskoj proizvodnji
ksantana predstavljala adekvatnu zamenu za standardno primenjivane izvore ugljenika u
medijumima za biosintezu, ali 1 iz potrebe za razvojem odrzivog postupka za iskoriS¢enje
sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela, Cije se generisanje intenzivira usled proSirenja
kapaciteta za dobijanje ovog biogoriva. Optimizacijom proizvodnje ksantana u primenjenim
eksprimentalnim uslovima, metabolickom aktivno$¢u lokalnog izolata X. euvesicatoria
PAP LIST 4, na sirovom glicerolu kojeg generiSe 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 umnozavanja odabranog proizvodnog soja, utvrdene su
njihove optimalne pocetne koncentracije, kao i koncentracija inokuluma u medijumu za
biosintezu, a skra¢eno je i ukupno vreme trajanja pripreme inokuluma. Nakon formulacije
sastava medijuma za biosintezu ¢ija je osnova sirovi glicerol, gde su definisane optimalne
pocCetne koncentracije makronutrijenata, potvrdena je uspeSnost izvodenja bioprocesa u
uveéanim razmerama uz mogucnost skraCenja vremena trajanja bioprocesa. Rezultati ovih
istrazivanja imaju nauc¢ni znacaj jer doprinose razumevanju uticaja ispitivanih parametara iz
pojedinih segmenata bioprocesa na zeljenu metabolicku aktivnost lokalnog izolata
X. euvesicatoria PAP LIST 4, dok sa tehnoloskog aspekta predstavljaju pouzdan izvor
informacija za dodatno uvecanje razmera bioprocesa i dalji razvoj ispitivanog biotehnoloskog
postupka za iskoriS¢enje sirovog glicerola u cilju dobijanja biopolimera Siroke upotrebne i
znacajne trziSne vrednosti.

U nastavku su navedeni specificni zakljucci izvedeni na osnovu rezultata istrazivanja iz okvira
ove disertacije.

e Rezultati istraZivanja koja su obuhvatala skrining moguénosti biosinteze ksantana na
polusinteti¢kim medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika, primenom referentnog soja
X. campestris ATCC 13951, sojeva roda X. campestris, izolovanih sa listova biljaka iz
porodice kupusnjaca i sojeva X. euvesicatoria, izolovanih sa listova paprika, ukazuju da
svi ispitivani sojevi roda Xanthomonas poseduju sposobnost produkcije ksantana na
medijumima sa glukozom 1 komercijalnim glicerolom. Pored toga, utvrdeno je i da su
lokalni izolati sa listova biljaka iz porodice kupusnjaca produktivniji u prisustvu glukoze,
dok lokalni izolati sa listova paprika u vecoj meri biosintetiSu ksantan na medijumu sa
komercijalnim glicerolom. Dobijeni rezultati pokazuju i da je prilikom kultivacije
ispitivanih izolata roda Xanthomonas na medijumu sa komercijalnim glicerolom doslo 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
istrazivanja konstatovano je da su se medu ispitivanim sojevima, kao najproduktivniji na
medijumu sa komercijalnim glicerolom, izdvojili soj KUPUS iz grupe izolata sa listova
biljaka iz porodice kupusnjaca, i soj PAP LIST 4, iz grupe izolata sa listova paprika.

e Sirovi glicerol, koji je koris¢en u ovim istrazivanjima ka0 sirovina za pripremu
kultivacionih medijuma za razli¢ite faze biotehnoloSke proizvodnje ksantana, sadrzi
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izvore ugljenika 1 fosfora, kao 1 odredene mineralne materije, koji su neophodni za rast i
razmnozavanje proizvodnog mikroorganizma, ali i za biosintezu ksantana. Sve pomenute
komponente, osim izvora azota, prisutne su u sirovom glicerolu u koncentraciji koja
omogucava neometano odvijanje metabolickih aktivnosti bakterija roda Xanthomonas.

e Rezultati skrininga mogucnosti 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 razli¢itog kvaliteta. Utvrdeno je i da je vreme trajanja
kultivacije za koje se postize maksimalna kocentracija biopolimera odgovarajuceg
kvaliteta krace za sojeve izolovane sa listova paprika u odnosu na pripadnike istog
bakterijskog roda izolovane sa listova biljaka iz porodice kupusnjac¢a. Medu izolatima sa
listova paprika, ksantan u najvecoj koli¢ini 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 kupusnjaca 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.

e Bududi da se, prilikom skrininga mogucnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim
glicerolom, nijedan od ispitivanih sojeva nije izdvojio znacajno, a kako bi se odabrao soj
koji ¢e se koristiti u nastavku istrazivanja za unapredenje predlozenog biotehnoloskog
postupka za iskoriS¢enje pomenutog efluenta industrije biodizela, izvrSeno je poredenje
uspesnosti biosinteze ksantana u uve¢anim razmerama (Vulfova boca ukupne zapremine
2 1) primenom pojedinih proizvodnih sojeva. Kao najpogodniji, u ovoj fazi istraZivanja,
istakao se soj PAP LIST 4 koji je u daljim ispitivanjima koris¢en kao proizvodni
mikroorganizam.

e Rezultati prve faze optimizacije sastava medijuma za pripremu inokuluma, koja je
izvrSena u cilju supstitucije dela glukoze u medijumu za drugu fazu umnoZavanja soja
PAP LIST 4 sa glicerolom, konstatovano je da je medijum najpogodnije formulacije onaj
sa 40% glukoze 1 60% sirovog glicerola. Utvrdeno je da, uvodenjem ovog medijuma u
pripremne faze biotehnoloSkog postupka proizvodnje ksantana na medijumu sa sirovim
glicerolom, dolazi do povecanja sadrzaja produkovanog biopolimera za neSto viSe od
20%, u odnosu na prethodnu fazu istrazivanja.

e U drugoj fazi optimizacije sastava medijuma za pripremu inokuluma, koja je izvedena
kako bi se u medijumu za drugu fazu umnozavanja soja PAP LIST 4 definisao odnos
sastojaka sa azotom, utvrdeno 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 sadrzaj ksantana u proizvodnom medijumu sa sirovim
glicerolom po zavrSetku bioprocesa poveca za nesSto vise od 10%, u odnosu na prethodnu
fazu istrazivanja.

e Treta faza optimizacije sastava medijuma za pripremu inokuluma imala je za cilj
definisanje optimalnog pocetnog sadrzaja odabranih sastojaka medijuma za drugu fazu
umnozavanja 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 istrazivanja bez negativnog
uticaja na koli¢inu produkovanog biopolimera.

e Prilikom optimizacije vremena trajanja pripreme inokuluma konstatovano je da
optimalno vreme trajanja prve faze umnozavanja soja PAP LIST 4 iznosi 36 h, a druge
48 h. U odnosu na prethodnu fazu istrazivanja, u ovom koraku ostvareno je smanjenje
vremena trajanja umnozavanja proizvodnog mikroorganizma u prvoj fazi pripreme
inokuluma za 25%, S§to se nije odrazilo na uspeSnost izvodenja celog proizvodnog
postupka.

e Optimizacija sastava medijuma sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana, u pogledu
poCetnog sadrzaja glicerola i pocCetnog sadrzaja izvora azota (ekstrakt kvasca i
(NH4)2S0,), rezultovala je zaklju¢kom da je medijum najpogodnije formulacije onaj sa
16,15 g/l glicerola i 3,00 g/l (NH;).SO,. Kultivacijom soja PAP LIST 4 na medijumu sa
sirovim glicerolom optimizovane formulacije, u primenjenim eksperimentalnim
uslovima, biosintetiSe se ksantan u koncentraciji koja je za 29,59% veca u odnosu na
prethodnu fazu istrazivanja.

e Prilikom optimizacije medijuma sa sirovim glicerolom za biosintezu ksantana, u pogledu
pocetnog sadrzaja izvora fosfora, konstatovano je da je medijum najpogodnije
formulacije onaj sa 2,5 g/l K;HPO,. U poredenju sa prethodnom fazom istrazivanja moze
se zakljuciti da je u ovom koraku koli¢ina fosfatne soli koja se dodaje u medijum za
biosintezu smanjena za 16,67% bez negativnog uticaja na metaboliCku aktivnost soja
PAP LIST 4 i prinos biopolimera.

e Poslednja faza istraZzivanja obuhvatala je umnoZavanje soja PAP LIST 4 u
standardizovanim uslovima, a zatim i njegovu kultivaciju u uvefanim razmerama
(laboratorijski bioreaktori ukupne zapremine 3 | i 14 1) na medijumu sa sirovim
glicerolom optimizovane formulacije. Na osnovu dobijenih rezultata konstatovano je da
je veca uspesnost bioprocesa ostvarena prilikom biosinteze u laboratorijskom bioreaktoru
ukupne zapremine 14 1 zbog povoljnijih uslova meSanja i aeracije, te da se vreme trajanja
biosinteze u tom sluc¢aju moze skratiti za 72 h. U navedenom ogledu biosintetisan je
ksantan odgovarajuceg kvaliteta u koncentraciji od 13,95 g/l, ¢ime je ostvaren znacajan
stepen konverzije glicerola u ksantan, i to od 98,44%. Vrednosti konverzije glicerola,
ukupnog azota 1 ukupnog fosfora ostvarene u ovoj fazi istraZzivanja iznosile su 85,39%,
69,01% i 43,72%, redom.

e Kaultivacija soja PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 14 |, na
medijumu sa sirovim glicerolom optimizovane formulacije, rezultuje biosintezom
ksantana ¢iji su sadrzaj 1 molekulska masa veci za oko 39% 1 20% u odnosu na ksantan
produkovan u fazi inicijalnog skrininga moguc¢nosti biosinteze ksantana na medijumu sa
sirovim glicerolom primenom istog proizvodnog soja. Pored toga, utvrdeno je da se
prilikom izvodenja optimizovanog postupka proizvodnje ksantana primenom soja
PAP LIST 4 u uve¢anim razmerama (laboratorijski bioreaktor zapremine 14 I) ostvaruje
stepen konverzije glicerola i ukupnog fosfora veéi za vise od 29%, dok je konverzija
ukupnog azota veca za gotovo 60% u odnosu na vrednosti ostvarene kada je kultivacija
pomenutog soja vrSena u manjim razmerama (Vulfova boca ukupne zapremine 2 1) 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 razli¢itim izvorima ugljenika po zavrsetku kultivacije
sojeva Xanthomonas spp.

Medijum sa glukozom K 'Y'ed'!“m sa
omercijalnim glicerolom
Xanthomonas sojevi pH (1) pH (1)
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
Izolati sa listova biljaka iz KUPUS 3,920,05 >,11x0,04
. . KELJ 5,82+0,03 7,52+0,04
porodice kupusnjaca Xp 3-1 6,3620,04 7,3940,03
Xp7-2 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
PAP LIST 1 4,72+0,02 6,76+0,04
PAP LIST 2 4,75+0,07 6,94+0,03
Izolati sa listova paprika 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. Sadrzaj TDS u medijumima sa razli¢itim izvorima ugljenika po zavrsetku kultivacije
sojeva Xanthomonas spp.

.. Medijum sa

Medijum sa glukozom komercijalnim glicerolom
Xanthomonas sojevi TDS (g/) TDS (g/)
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
Izolati sa listova KUPUS 2,65+0,07 2,69+0,05
biljaka iz porodice KELJ 2,62+0,08 2,66+0,04
kupusnjaca 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
PAP LIST 1 2,64+0,07 2,67+0,04
zolati sa listova PAP LIST 2 2,61+0,05 2,68+0,03
. PAP LIST 3 2,63+0,07 2,73+0,04
paprika PAP LIST 4 2,670,05 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
sadrzaj ksantana u medijumu sa komercijalnim glicerolom

Odziv lzvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos p-vrednost

Proizvodni soj 2982 3 0994 2974 0,096778
P (g/)

Greska 2674 8 0334
SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata.

Tabela 8.4. Dankanov test viSestrukih poredenja: sadrzaj ksantana u medijumima sa
komercijalnim glicerolom po zavrs$etku kultivacije odabranih sojeva Xanthomonas spp.

Proizvodni soj P (g/1)
PAPLIST5  9,73+0,56
PAPLIST2  9,86+0,51°
PAPLIST4  10,22+0,63%

KUPUS 11,01£0,61°

P-sadrzaj biosintetisanog ksantana.

Tabela 8.5. Vrednost pH medijuma sa komercijalnim glicerolom po zavrsetku kultivacije sojeva
Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Kultivacija u trajanju  Kultivacija u trajanju

od 168 h od 240 h
Xanthomonas sojevi pH (1) pH (1)
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
Izolati sa listova biljaka iz KUPUS >,11£0,04 >,08+0,02
. . KELJ 7,52+0,04 7,46+0,05
porodice kupusnjaca Xp 3-1 7.39£0.03 7.1840.02
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
PAP LIST 1 6,76+0,04 6,40+0,02
PAP LIST 2 6,94+0,03 6,48+0,04
Izolati sa listova paprika 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
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Tabela 8.6. Sadrzaj TDS u medijumima sa komercijalnim glicerolom po zavrsetku kultivacije
sojeva Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Kultivacija u trajanju  Kultivacija u trajanju

od 168 h od 240 h

Xanthomonas sojevi TDS (g/l) TDS (g/l)

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

Izolati sa listova biljaka iz KUPUS 2,69+0,03 2,93+0,04
. . KELJ 2,66+0,04 3,09+0,03
porodice kupusnjaca Xp 3-1 2.660,04 3.0040,04
Xp 7-2 2,61+0,05 3,1540,05

Mn 7-2 2,79+0,04 3,0540,05

12-2 2,72+0,03 3,06+0,05

PAP LIST 1 2,67+0,04 2,69+0,02

PAP LIST 2 2,68+0,03 2,68+0,02

Izolati sa listova paprika 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 zavrSetku kultivacije sojeva
Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Kultivacija u trajanju  Kultivacija u trajanju

0d 168 h 0d 240 h
Xanthomonas sojevi pH (1) pH (1)
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
Izolati sa listova biljaka iz KUPUS 7,29£0,04 6,89+0,09
. . KELJ 7,48+0,03 7,37+0,06
porodice kupusnjaca Xp 3-1 7.19£0,07 7.1640.06
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
PAP LIST 1 6,35+0,05 5,68+0,04
PAP LIST 2 6,41+0,03 5,67+0,03
Izolati sa listova paprika 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. Sadrzaj TDS u medijumima sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije sojeva
Xanthomonas spp. u trajanju od 168 h i 240 h

Kultivacija u trajanju Kultivacija u trajanju

od 168 h od 240 h

Xanthomonas sojevi TDS (g/l) TDS (g/l)
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

Izolati sa listova KUPUS 3,03+0,03 2,96+0,05
biljaka iz porodice KELJ 3,14+0,06 3,03+0,03
kupusnjaca Xp3-1 3,01+0,01 3,00+0,02
Xp 7-2 3,05+0,05 3,134+0,03

Mn 7-2 2,97+0,02 3,03+0,03

12-2 2,99+0,03 3,09+0,02

PAP LIST 1 2,86+0,03 2,89+0,03

zolati sa listova PAP LIST 2 2,92+0,03 2,88+0,02
. PAP LIST 3 2,88+0,03 2,81+0,02

paprika 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 sadrzaj TDS u medijumima sa sirovim glicerolom po zavrsetku
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 uspesnosti biosinteze ksantana na medijumu sa sirovim glicerolom

Odziv  lzvor varijabiliteta SS DF MS F-odnos  p-vrednost

P (gl Proizvodni soj 16,788 4 4,197 87,330 < 0,000001
Greska 0,481 10 0,048 - -

Ks (%) Proizvodni soj 1218,860 4 304,720 1027,100 < 0,000001

Greska 2,970 10 0,300 - -

Kpss (%0) Proizvodni soj 3836,130 4 959,030 12103,900 < 0,000001

Greska 0,790 10 0,080 - -
Proizvodni soj 202,220 4 50,550 791,500 < 0,000001
Kok (%) :
Greska 0,640 10 0,060 - -
Proizvodni soj 300,704 4,000 75,176 712,520 < 0,000001
Kpuk (%) :

Greska 1,055 10 0,106 - -
SS — suma kvadrata; DF — stepen slobode; MS — srednja vrednost kvadrata; P-sadrzaj biosintetisanog
ksantana; Kps-stepen konverzije izvora ugljenika u ksantan; Ks-stepen konverzije izvora ugljenika;
Knuc-Stepen konverzije ukupnog azota; Kpy-stepen konverzije ukupnog fosfora.

Tabela 8.11. Vrednost pH i sadrzaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrSetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim 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 sadrzaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosima

izvora azota

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l)

6,58
6,35
6,68
6,26
6,72
6,19
6,58
4,50
5,93
6,62
6,58
5,85
6,74

4,14
3,77
4,07
3,95
4,26
3,85
4,20
4,56
3,75
3,97
4,47
3,77
4,17

Tabela 8.13. Vrednost pH i sadrzaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumima sa razli¢itim pocetnim
sadrzajem nutrijenata i dodatog u razli¢itim koncentracijama

Redni brojogleda pH (1) TDS (g/l)

6,04
6,02
6,00
6,01
6,03
6,06
6,11
6,06
6,00
6,01
5,90
6,02
6,07
6,02
5,99

3,93
3,97
3,87
3,90
3,87
4,01
3,65
3,68
3,92
3,93
3,49
3,54
3,79
3,76
3,64
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Tabela 8.14. Vrednost pH i sadrzaj TDS u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrsetku
kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno umnozenog na medijumu optimizovane formulacije u

razli¢itom trajanju

Redni broj ogleda pH (1) TDS (g/l)

ol =
mTBowovoorwNE

6,35
6,33
6,62
6,44
6,74
6,56
6,75
6,68
6,43
6,65
6,59

4,37
4,32
4,35
4,53
4,43
4,32
4,48
4,40
4,52
4,40
4,31

Tabela 8.15. Vrednost pH i sadrzaj TDS u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem glicerola i izvora azota po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4

Redni brojogleda pH (1) TDS (g/l)

6,76
7,21
8,18
7,54
8,48
7,55
7,60
7,35
7,59
7,83
7,02
7,56
7,56
7,62
7,59

1,86
3,62
2,42
3,99
1,17
2,88
3,82
4,73
1,77
2,08
4,03
3,98
2,94
2,91
2,86

Tabela 8.16. Vrednost pH i sadrzaj TDS u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim
pocetnim sadrzajem izvora fosfora po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4

Redni broj ogleda

pH (1)

TDS (g/l)

~NOoO Ok WN

5.42+0,03
5,32+0,02
5,34+0,05
5.42+0,02
5,67+0,30
5.44+0,04
5,59+0,04

2.80+0,06
3,130,02
3,17+0,17
3,41+0,08
3,42+0,08
3,6240,07
3,87+0,03
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Tabela 8.17. Reoloske karakteristike medijuma sa sirovim glicerolom tokom kultivacije soja
PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 |

t(h) K[Pas] n[i]
0 00368 05665
12 00427 0,549
24 00426  0,5462
36 00447 0,5458
48 00522 0,5305
72 01039  0,5079
96  0,2295 0,4826

120  0,2973  0,4797
144 0,408  0,4684
168 04081  0,4683

K — faktor konzistencije;
N — indeks toka;

7a- prividni viskozitet.

Tabela 8.18. Reoloske karakteristike medijuma sa sirovim glicerolom tokom kultivacije soja
PAP LIST 4 u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 14 |

t(h) K[Pas] nl[i]
0 00336 0,5368
6 00411 05648
12 0,0395 0,5749
18 0,0366  0,5929
24 0,618  0,4922
30 00501 0,5406
36 00566 0,5128
42 00565 0,5125
48 00861  0,4407
60  0,1483  0,5339
72 04639 04517
84 05742 04248
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 — faktor konzistencije;
n — indeks toka;

74~ prividni viskozitet;

t-vreme trajanja bioprocesa.
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8.2. Prilog 2
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Slika 8.1. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za sadrzaj
ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosima izvora ugljenika
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Eksperimentalne vrednosti

Slika 8.2. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za sadrzaj
ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumima sa razli¢itim odnosima izvora azota
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Slika 8.3. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za sadrzaj
ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnozenog na medijumima sa razli¢itim pocetnim sadrzajem nutrijenata i dodatog u razli¢itim
koncentracijama
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Slika 8.4. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za sadrzaj
ksantana u medijumu sa sirovim glicerolom po zavrsetku kultivacije soja PAP LIST 4 prethodno
umnoZzenog na medijumu optimizovane formulacije u razliitom trajanju
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Slika 8.5. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za sadrzaj

ksantana u medijumima za biosintezu na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim po¢etnim sadrZzajem
glicerola 1 izvora azota po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4
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Slika 8.6. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za molekulsku
masu ksantana koje na medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem
glicerola i izvora azota biosintetise soj PAP LIST 4
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Slika 8.7. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za rezidualni
sadrzaj glicerola u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem
glicerola i izvora azota po zavr$etku kultivacije soja PAP LIST 4
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Slika 8.8. Poredenje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti za rezidualni
sadrzaj ukupnog azota u medijumima na bazi sirovog glicerola sa razli¢itim pocetnim sadrzajem
glicerola i izvora azota po zavrSetku kultivacije soja PAP LIST 4
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) caumun, dororpaduje: HaBeCTH BPCTY
€) TEKCT, HaBECTH BPCTY. IUTEpaTypa

’K) Maria, HaBecTH BpcTy: Google map

3) octaiio: onucary: Web caapikaj

1.3 ®opmar nogaraka, ynorpedjpeHe cKajie, KOJHIMHA oaTaka

1.3.1 Vnotpebsbenu codtBep 1 popMar gaToTeke:
a) Excel ¢dajn, natoreka: .xIsx

b) SPSS ¢ajn, narorexa
¢) PDF ¢ajun, naroreka: .pdf

d) Teker ¢ajm, matoreka .docx

e) JPG o¢ajn, naroreka .jpgd, .jpeq, .tiff

f) Ocraio, natoreka: mokymenTH u3s codreepckor makera Statistica 13 u Design-Expert 8.1




1.3.2. bpoj 3anuca (ko[ KBAHTUTATUBHUX [10JaTAKa)

a) Opoj Bapujabiy: pasIMUUT Y Pa3IHIUTHM EKCIEPUMECHTHUMA (JIeHHNUCAHO NTpeMa eKCIePUMEHTAIHOM IUIaHY)
6) 6poj Mepema (MCTIMTAaHHUKA, TIPOIIeHa, CHIMAaKa U CII.)

1.3.3. TloHOBJEEHA MepeHa

a) ma

0) He

VKOITHKO je OATOBOP [1a, OATOBOPHUTH Ha cieneha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3MakK U3Me/Ijy MOHOBJbEHUX Mepa je: O HeKOJIMKO MUHYTA JI0 HEKOIHUKO
aHa

0) BapHjablie Koje ce BUIIIE MyTa MEepe OJHOCE ce Ha: ojpeljeHe eKCIIepUMCHTATHE aHATTU3e

B) HOBe Bep3uje (ajioBa KOjH caapiKe MOHOBJFCHA MEpEmha Cy NIMEHOBAaHE Kao

Hamnomene:

Ja nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy deswerve u 0y20pouHy eanuonocm nooamaxa?

a) Jla
6) He
Axo je 002060p He, 06paznodxcumu

2. MpuKyn/barbe noaataka

2.1 Mertononoruja 3a IPUKYIUbaHke/TeHEPUCAHE TT0JaTaka

2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPAXKMBAYKOT HAIPTA CY TOJAIH MPUKYTIJHEHU?

a) eKCIIEpUMEHT, HABECTH THUII: XEMH]CKa aHAIK3a, CTATHCTHYKA aHAIN3a, KapaKTepr3allija CHPOBOT TIIHIEPOIa,
ONTHMU3AIIH]a

0) KOpeJIalMOHO HCTPaKUBAKLE, HABECTH THIT: MOJICIIOBaE, ONTHMHU3aIdja, Opana nogaraka (ANOVA, RSM )
1) aHAJIM3a TEKCTa, HABECTHU THIL: MPEryie]] JOCTYIHE Hay4YHe JINTepaType, NeGpruHUCcamhe HaulHa

n3Bohema NCTpaXKMBamkba, AUCKYCHja pe3yiTaTa u nopeheme ca IurepaTypHUM HOAaIMMA, H3Boheme
3aKJby4aKa

) OCTaJI0, HABECTH IIITa

2.1.2 Hasecmu épcme MEPHUX UHCMPYMEHAMA UlU CMaHoapoe no0amaxka Cneyu@uunux 3a oopeheny Hayuny
oucyuniuHy (ako nocmoje).

naboparopujcka tpecrwmna - KS 40001 control, IKA® Werke, Hemauka,

Byadose (Woulff) 6oue 3anpemuse 2 |,

JlaGopatopujcku 6uopeaktop 3anpemune 3 | (Biostat® Aplus, Sartorius AG, Gottingen, Hemauka),
JIaGoparopujcku buopeakrop sanpemune 14 1 (CH-8708, Chemap AG, IlIBajuapcka),

Ienrpudyra (Rotina 380 R, Hettich, Hemauka),

Ienrpudyra (Tehtnica LC-321, Cnosenuja),

MyntunapameTrapcku naboparopujcku anaausarop (Consort C863, benruja) u

HPLC (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 series)

2.2 KBanuTeT mojaraka u CTaHAapAH

2.2.1. Tperman Henoctajyhux noaaraka
a) [la mu maTpuna cagpku Henocrajyhe momatke? [la He

AKoO je oAroBop J1a, OAroBOPHUTH Ha cieneha nurama:

a) Konuku je 6poj Hemocrajyhux mogaraka?
0) Jla v ce KOpUCHUKY MaTpHIle Ipenopydyje 3amena Hefocrajyhux momgartaka? Jla He
B) AKoO je 0ATOBOp 3, HABECTH CyTeCTHje 3a TPEeTMaH 3aMeHe HeJocTajyhnx momaTaka

2.2.2. Ha xoju HauWH je KOHTPOJIMCaH KBanuTeT nojaraka? Onucatu
KBanuTer nojaTaka KOHTPOJIHCAH je U3BOhereM BUIIECTPYKUX MEPEha U MPUMEHOM CTATHCTHUKUX
ajaTa 3a eBaIyal]y FbUXOBOI KBAINTETA.




2.2.3. Ha xoju HauuH je U3BpILeHa KOHTPOJIA YHOCA MOaTaKa y MaTpuiry?
KonTposa yHOca mogaTaka je u3BpiieHa ynopehupameM T100HM|EHUX [101aTaKa ca EKCIIEPUMEHTAITHUM

pe3yaraTuMa 1 JUTCPATYPHUM IoJanMa.

3. TpeTmaH noaartaka u npareha AoKymeHTaumja

3.1. Tperman u 4yBame MmojaTraka

3.1.1. IHooayu he bumu oenonosaru y penozumopujym:. HallMOHATHOM PEO3UTOPUjYMY TUCEPTALU]a Y
Cp6uju u y penozutopujymy MHGOPMAIIMOHOT cHCTeMa HAYYHE JICTaTHOCTH Y HUBEP3UTETA Y

Hosowm Cany.

3.1.2. URL adpeca: https://nardus.mpn.gov.rs/
3.1.3. DOI

3.1.4. /la nu he nodayu 6umu y omeopernom npucmyny?

a) Ha
6) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pasnoez

3.1.5. Hooayu nehie 6umu denonosanu y penosumopujym, aiu he bumu uyearu.
Obpasnodicerve

3.2 MeTanmoany 1 JOKyMEHTAIlH]ja MoaTaka
3.2.1. Koju cranmapn 3a Meranoaatke hie Outi npumemeH?

3.2.1. HaBecTn MeTamno1aTke Ha OCHOBY KOJHX CY HOJAITH ICTTIOHOBAH! Y PETIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3uMarbe no0amakd, aHarumuyKke u npoyeoypaine
ungopmayuje, UX060 KOOUparve, Oemasbie onuce eapujadiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja 1 cTaHIap/y 3a 4yBambe 1o1aTaka

3.3.1. o xor nepuoza he noganu OWUTH YyBaHHU Y PEHIO3UTOPHjyMY?
3.3.2. [la nu he nmonaum Outn nenonoBanu non mudpom? Ia He
3.3.3. [la i1 he nmdpa 6utn noctynHa oapehenom kpyry ucrpaxusaua? Jla He

3.3.4. [la nu ce mopamny Mopajy yKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT NTPHUCTYIIA HOCIIE N3BECHOT BpeMeHa?
Ja He

O0paznoxuru

4. be3begHOCT NoAaTaka v 3alUTUTa NOBepP/bUBUX UHPOPpMaLMja

Ogaj onesbak MOPA OuTH MonymeH ako Ballli MOJald yKJbY4Yjy JHYHE TOJIaTKe KOjU Ce OJJHOCE Ha YUECHHUKE Y
HCTpaXWBamy. 3a Apyra HCTpakWBama Tpeda Takohe pa3MOTPHUTH 3AIUTUTY M CUTYPHOCT HOJaTaka.

4.1 ®opMaliHy CTaHIApAM 32 CUTYpPHOCT MH(pOpMaIHja/moaaTaKa

HcTpakuBaun KOjU CIIPOBOJIC HCITUTHBAKA C JbyIUMa MOPajy Ja ce MPHUIpKaBajy 3akoHa O 3alITHTH IT0aTaKa O
manoctH (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) u oarosapajyher
MHCTUTYIMOHATHOT KOJIEKCA O aKaJIeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. 1a 1u je ucTpakuBame 0100peHo o1 cTpaHe eTnuke komucuje? la He
Axo je oxroop Jla, HaBecTH AaTyM M Ha3MB €THYKE KOMHUCH]E KOja je 0JJ00pHIa UCTPaXKHBaE



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

4.1.2. la m1 nopany yKJbyuyjy JMYHE IOJIaTKe y4ecHHUKa y ucrtpaxusamwy? la He
AXo je oAroBOp Ja, HABEUTE Ha KOjU HAYKH CTE OCUTYpAIH [MOBEPJHUBOCT U CUT'YPHOCT HH(OpPMAIIMja Be3aHHX
32 ICITUTAHHUKE:

a) [Nomamum HUCY y OTBOPEHOM IIPHUCTYITY
0) [Mopmamm cy aHOHUMHU3UpPAHU
1I) OcraJio, HaBECTH IIITA

5. locTynHOCT nogaraKka

5.1. Ilooayu ke bumu

a) jaeno docmyntu

6) 0ocmynHu camo ycKkom Kpyzy ucmpascusaia y oopelenoj Hayuroj ooaacmu
y) 3ameopeHu

Axo cy nodayu 00cmynnu camo yCKom Kpyay UCmpanicueaya, Hagecmu noo KOjum yCioguma mMocy 0a ux Kopucme:

Axo cy nodayu 00Cmynnu camo YCKOM Kpyey UCIMPadicuéadd, Hagecmu Ha KOju HAYUH MO2Y NPUCTYRUMU
nooayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo Kojom he npuxynsoenu nooayu Oumu apxueupanu.

6. Ynore n oaroBopHoCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuka (aymopa) nooamaxa

Wna 3axosuh, ida.zahovic@uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npezume u meji aopecy ocobe Koja o0picasa Mampuyy ¢ no0ayuma

Wna 3axosuh, ida.zahovic@uns.ac.rs

6.3. Hagecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe Koja omozyhyje npucmyn nooayuma opyeum UCmpaxiCugayuma

Wna 3axosuh, ida.zahovic@uns.ac.rs




