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1. UVOD
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Napredak u nauci i medicini, razvoj industrije i unapredenje poljoprivredne proizvodnje
omogucili su kvalitetniji i duzi zivot ljudi, ali su, eksplozija ljudske populacije i nesavesno
ponasanje vecine, stvorili brojne probleme poput uvecanih potreba za hranom, energijom i
prostorom, izmenjenim ili unistenim brojnim ekosistema, uve¢anim kolicinama akumuliranog
otpada a sa njima i zdravstveni i bezbednosni rizici.

Radi prevazilazenja navedenih problema, danas se sve vise tezi odrZivom razvoju koji
podrazumeva reciklazu otpadnog materijala i koris¢enje obnovljivih resursa - vode, vazduha i
biomase, alternativnim izvorima energije i Ccistijoj, ekoloski prihvatljivoj proizvodnji. 1z
biomase se potrebne hemikalije dobijaju fermentacijom Seéernog supstrata ili hemijskom
sintezom produkata fermentacije, zbog ¢ega se svaki materijal koji u sebi sadrzi Secere, moze
koristiti u biotehnoloskoj proizvodnii.

Efikasno stvaranje fermentabilnih hidrolizata biomase jedan je od glavnih uslova za
ekonomski konkurentnu proizvodnju brojnih proizvoda biotehnologije iz obnovljivih sirovina.
Intenzivna istraZivanja su trenuntno usmerena ka poboljsanju hidroliticke degradacije
biomase. Ovi napori uklju¢uju poboljsanja tehnologije predtretmana biomase i hidrolitickih
enzima, koji katalizuju konverziju sloZenih Secera do prostih, odnosno fermentabilnih.

U nasem regionu se ne proizvode hidroliticki enzimi, ve¢ se za odgovarajuce potrebe uvoze iz
inostranstva, iako nas region obiluje sirovinama za dobijanje enzima. Plevica, kao nusproizvod
prerade Zita, se dobija na samom pocetku ovog procesa i u skladu sa tim troskovi njenog
dobijanja su mali.

S obzirom da je proces proizvodnje enzima iz plevice nedovoljno ispitan, javila se potreba za
odredivanjem optimalnih procesnih parametara dobijanja enzima kultivacijom plesni na
hranljivim podlogama na bazi plevice, sa krajnjim ciljem projektovanja modela bioprocesa za
proizvodnju enzima iz datog nusproizvoda prerade Zita.



2. CILJEVIISTRAZIVANJA
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Svojim sastavom plevica predstavlja veoma atraktivnu sirovinu za proizvodnju enzima. Sa
druge strane, dosadasnja upotreba ovog nusproizvoda prerade Zita je bila samo kao hrana za
stoku. Stoga se postavlja pitanje mogucnosti dobijanja vece ekonomske i ekoloske dobiti
primenom date sirovine za proizvodnju nekog visoko vrednog proizvoda, kao $to su enzimi,
uz valorizaciju ostalih izlaznih tokova procesa sa ciljem postizanja koncepta Cistije
proizvodnje, ondosno koncepta nulte emisije. Upravo simulacioni modeli postrojenja
predstavljaju pomo¢nu alatku za izvodenje ekonomske analize i drugih prora¢una vezanih za
bioproces, a bitnih za projektovanje. Za potrebe generisanja ovakvih modela, a kasnije i
kontrolu samog bioprocesa, nuzno je poznavati kinetiku i kineti¢cke parametre vezane za dati
proces. Utvrdivanje ovih kinetickih jednacina ima smisla samo kada se bioproces izvodi pod
optimalnim uslovima. Da bi se proces optimizovao neophodno je detaljno proucavanje
proizvodnje enzima kultivacijom nusproizvoda prerade zita pri razli¢itim procesnim
parametrima.

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je optimizacija, modelovanje i simulacija
dobijanja enzima kultivacijom plesni na podlogama koje kao osnovu sadrZze plevicu
primenom metode odzivne povrsine i programa SuperPro Designer, redosledom.

Optimizacija procesa ¢e doprineti razumevanju razli¢itih operativnih uslova, kao i
medusobnih interakcija ovih varijabli na bioproces kultivacije na datoj biomasi. Izvodenjem
procesa pod optimalnim uslovima definisace se uslovi koji ¢e omoguciti projektovanje
¢itavog bioprocesa kroz simulaciju. Krajnji model bioprocesa ce olaksati definisanje
materijalnih i energetskih bilansa, dimenzionisanje opreme, pravljenje plana proizvodnje,
analizu produktivnosti i uklanjanje ,uskih grla”, analizu troskova, ekonomske isplativosti i
kapaciteta proizvodnje, spre¢avanje zagadenja i njenu kontrolu, itd.
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3.1. AGROINDUSTRIJSKI OTPAD KAO SIROVINA U BIOTEHNOLOSKOJ PROIZVODNJI

Pitanje obnovljivih izvora energije je aktuelno u svim razvijenim zemljama, a posebno u
zemljama Evropske unije, gde je Direktivom Saveta Evrope o otpadu (EU 2008/98/EC),
Aneksom I, regulisana lista mogucih aktivnosti za iskoris¢enje biorazgradivog otpada, kakav
je u najvecoj meri otpad agroindustrijskog kompleksa (Evropski katalog otpada i opasnog
otpada, kategorija 02), u kojoj se pod tackom R3 navodi reciklaza/rekultivacija organskih
supstanci koje se ne koriste kao rastvaraci uklju¢ujuc¢i kompostiranje i druge procese bioloske
transformacije. U tom smislu, biotehnoloska proizvodnja proizvoda sa trziSnom vrednos¢u
omogucava odrzivo upravljanje bioobnovljivim resursima i iskoris¢enje biorazgradivog
otpada pri ¢emu se unapreduje bezbednost i smanjuju Stetne posledice njihovog koris¢enja
po zivotnu sredinu, a da pri tome nije ugrozen ekonomski razvoj.

Uzimaju¢i u obzir porast populacije i razvoj industrije i poljoprivrede, koli¢ine
poljoprivrednog, industrijskog i otpada iz domacinstva se konstantno povecavaju i veliki
znacaj sa aspekta zastite zivotne sredine predstavlja upravo pronalaZenje nacina za njegovo
adekvatno zbrinjavanje. Jedan od naclina za ekoloski prihvatljivo zbrinjavanje
agroindustrijskog otpada jeste njegova primena kao sirovine u razli¢itim biotehnoloskim
procesima kojim ce se dobiti proizvod sa trziSnom vrednos$¢u. Sastav hranljive podloge
znacajno uti¢e na koncentraciju proizvoda, prinos i zapreminsku produktivnost, i njeno
pravilno definisanje i optimizacija sastava imaju klju¢nu ulogu prilikom razvoja industrijskog
bioprocesa. Primena agroindustrijskog otpada kao sirovine smanjuje troskove proizvodnje jer
ovaj otpad predstavlja jeftinu i Siroko dostupnu sirovinu za proizvodnju najrazlicitijih
proizvoda. Ovaj tip otpada se smatra pogodnim za fermentaciju na ¢&vrstim hranljivim
podlogama, odnosno solid-state fermentaciju, medutim, moze se koristiti i za submerznu
fermentaciju (Sadh i sar., 2018; Anwar et al., 2014; Singh i sar., 2012).
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3.1.1. STRUKTURA AGROINDUSTRIJSKOG OTPADA

Poljoprivreda i industrija generiSu velike koli¢ine otpada koji, ukoliko se sanira na adekvatan
nac¢in moze dovesti do zagadenja zZivotne sredine i negativnog uticaja na zdravlje ljudi i
Zivotinja (Sadh i sar., 2018). Agroindustrijski otpad se najces¢e koristi kao sto¢na hrana,
kompost ili se uklanja spaljivanjem. Medutim, zahvaljuju¢i hemijskom sastavu, velikoj kolicini
ugljenih hidrata, proteina, mineralnih materija i drugih mikronutrijenata, ovaj otpad se moze
posmatrati kao pogodan supstrat za mnoge biotehnoloske procese (Mussato i sar., 2012;
Salaki sar., 2013; Malherbe i Cloete, 2002; Howard i sar., 2003).

Agroindustrijski otpad obuhvata otpad iz poljoprivrede i otpad iz industrije (Slika 3.1), pri
¢emu otpad iz poljoprivrede obuhvata ostatke koji nastaju nakon Zetve odnosno ubiranja
poljoprivrednih kultura i otpad odnosno ostatke koji nastaju nakon prerade, a obuhvata
slamu, stabljike, lis3¢e, mahune, plevu, korenje i dr. Ovi ostaci se najcesce koriste kao hrana za
Zivotinje, dubriva ili se zaoravaju u zemljiste. Industrijski otpad se takode generise u velikim
kolicinama, obuhvata razli¢ite organske ostatke i slicne efluente, a moze se upotrebiti u
razli¢itim procesima (Sadh i sar., 2018; Singhania i sar., 2017).

agoindustrijski otpad

l l

poljoprivredni industrijski
otpad otpad
v y — ljuske krompira
ostaci nakon ostaci od
Zetve prerade — kora narandze
— stabljike — ljuske — korakasave
uljana pogaca
—>
> slama > seme ikirikija
—> lisée — korenje — uljana pogaca
kokosa
otpad od uljana pogaca
— mahune — prerade Seerne —* soj'e pPog
trske )

— melasa

Slika 3.1. Tipovi agroindustrijskog otpada
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Agroindustrijski otpad predstavlja obnovljiv izvor energije koje se generise tokom Ccitave
godine i u znacajnim koli¢inama (Anwar i sar., 2014). Ovaj otpad sadrzi znacajne koli¢ine
lignoceluloze koja predstavlja osnovnu strukturnu komponentu biljaka i primarni izvor
obnovljive organske materije na zemlji (Pandey i sar., 2000).

Upotreba agroindustrijskog otpada je znacajna ukoliko se razmatra i sa ekonomskog i sa
ekoloskog aspekta. Ekonomski se bazira na Cinjenici da se ovaj otpad moze upotrebiti kao
jeftina sirovina u proizvodniji razli¢itih proizvoda sa trziSnom vrednos$¢u uz smanjenje cene
proizvodnje. Pored toga, koris¢enje agroindustrijskog otpada je opravdano i sa ekoloskog
aspekta jer ve¢ina ovog otpada sadrzi razli¢ite zagadujuce materije koje nastaju njihovom
razgradnjom i koje mogu izazvati zagadenje Zivotne sredine (Mussatto i sar., 2012; Assareh i
sar., 2012; Anwar i sar., 2014). Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da se iskoris¢enjem
agroindustrijskog otpada reSava problem znacajne koli¢ine nezbrinutog otpada, odnosno
smanjuje se opterecenje zivotne sredine, dok se simultano proizvode razliciti proizvodi sa
dodatnom vrednoscu, kao $to su biogoriva, hemikalije, enzimi i dr. (Chaplai sar., 2010).

Najveci procenat agroindustrijskog otpada cini lignocelulozna biomasa, materijal bogat u
najvecoj meri celulozom. Izuzev celuloze, otpad iz poljoprivrede i neke vrste otpada iz
industrije sadrze i polisaharid skrob (Mihajlovski, 2016).

Zitarice, kao $to su psenica, pirina¢, kukuruz, tapioka i krompir, koje sadrze polisaharid skrob
imaju veoma vaznu ulogu u ljudskoj ishrani (Van Der Maarel i sar., 2002). Granule skroba se
sastoje od amiloze i amilopektina, koji ¢ine od 98-99% suve materije (Tester i sar., 2004). Ovi
polisahardi se sastoje od anhidroglukoznih jedinica i na svakoj se nalaze tri slobodne
hidroksilne grupe, izuzev u tackama grananja gde se nalaze dve. Amiloza predstavlja linearan
lanac u kome su D-glukopiranoze povezane a-(1-4) vezom. Kod odredenih amiloza postoji od
9 do 20 grana po molekulu, sa duzinom od 4 do 100 anhidroglukozidnih jedinica. Stepen
grananja se povecava sa povecanjem molarne mase. Amilopektin je razgranati makromolekul
koji ima veliku molekulsku masu. U osnovhom lancu D-glukopiranoze su povezane a-(1-4)
vezom, dok se grananje ostvaruje kroz uspostavljanje a-(1-6) veza. Stepen grananja
amilopektina iznosi od 4 do 5% (Stojanovici sar., 2011).

Osobine skroba zavise od odnosa amiloze i amilopektina, ali takode zavise i od ostalih
komponenti, kao sto su fosfati, lipidi, fosfolipidi, koje se nalaze u skrobnim granulama
(Stojanovi¢ i sar., 2011). Za razgradnju skroba, usled njegove kompleksne strukture, je
neophodna kombinacija hidrolitickih enzima (Bertoldo i Antranikian, 2000).

Osnovne komponente lignocelulozne biomase su polimeri celuloza (40-50%), hemiceluloza
(25-35%), lignin (15-20%) (slika 3.2), a potom u znacajno manjoj meri zastupljene su acetil
grupe, fenolna jedinjenja, minerali (Isikgor i Becer, 2015).
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Slika 3.2. Osnovne komponente i struktura lignoceluloze

*Gl - glukuronska kiselina; Fer — esterifikacija ferulinskom kiselinom.

Celuloza je poznata kao glavna komponenta celijskog zida visih biljaka koja obezbeduje
¢vrstoCu drveta i Cini 40-50% njegove suve mase. U pitanju je homopolisaharidni polimer
sastavljen od molekula 3-D-glukopiranoze povezanih (1—4)-glikozidnim vezama.

Molekuli celuloze su linearni, a stepen polimerizacije iznosi u proseku od 2000 do 27000
glukoznih jedinica i varira od sirovine do sirovine. Za razliku od glukoze u drugim glukanskim
polimerima, osnovna jedinica koja se ponavlja je dimer koji ¢ine dva molekula celuloze i koji
se naziva celobioza. Strukturu upotpunjuju intramolekularne i intermolekularne vodoni¢ne
veze koje povezuju glukozne jedinice, i na taj nac¢in se formira stabilna konfiguracija bez
medumolekulskih Supljina. Cak i nakon dejstva hemijskih agenasa kao $to su jake alkalije ili
rastvaranjem celuloze kada dolazi do razaranja resetke nativne celuloze, postoji mogucnost
njene regeneracije.
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Lanci celuloze nakon regeneracije nisu paralelni, ali su termodinamicki stabilniji u poredenju
sa nativhom celulozom. Bududi da je gotovo polovina organskog ugljenika prisutna u biosferi
u formi celuloze, konverzija celuloze u goriva i vredne hemikalije je od neprocenjivog znacaja
(Isikgor i Becer, 2015; Semencenko, 2011; Cheni sar., 2017).

Pored celuloze, polimer koji je najvise zastupljen u lignoceluloznim sirovinama je
hemiceluloza. Bitna razlika u odnosu na celulozu je amorfna struktura koju cini nekoliko
heteropolimera ukljucujuci ksilan, galaktomanan, glukuroksilan, arabinoksilan, glukomanan i
ksiloglukan. Stepen polimerizacije kod hemiceluloza je uglavnom oko 200, a sastav gradivnih
jedinica takode varira u zavisnosti od vrste sirovine. Hemiceluloze tvrdog i mekog drveta
pokazuju bitnu razliku, u prvom slucaju u najvecoj meri je zastupljen ksilan, dok su kod
drugog to glukomanani. Heteropolimeri koji izgraduju hemicelulozu ¢&ine razlicite
monosaharidne jedinice sa 5 i 6 ugljenikovih atoma: pentoze (ksiloza, arabinoza), heksoze
(manoza, glukoza, galaktoza) i acetilovani 3eceri. Hemiceluloze su ugradene u celijski zid
formiraju¢i slozenu mrezu veza povezivanjem celuloznih vlakana u mikrofibrile i
umrezavanjem sa ligninom, ¢ime se postize Cvrstina strukture (Isikgor i Becer, 2015;
Semencenko, 2011).

Lignin je trodimenzionalni polimer sastavljen iz fenilpropanoidnih jedinica. Monolignoli
odnosno fenilpropanske jedinice, p-kumaril, koniferil ili sinapil alkohol povezuju se preko
atoma kiseonika formirajuci strukturu lignina. Osnovne fenilpropanoidne monomerne
jedinice u polimeru lignina su p-hidroksifenil (H), guaicil (G) i siringil (S), respektivno. Hemijske
veze izmedu lignina i hemiceluloze i celuloze su estarske, etarske i glikozidne, pri ¢emu su
etarske veze stabilnije u odnosu na estarske veze izmedu lignina i ugljenih hidrata. Upravo
zbog ovih veza je lignin veoma otporan na hemijsku i enzimsku razgradnju, a bioloska
razgradnja je moguca brojnim plesnima i pojedinim aktinomicetama. Lignin funkcionise kao
celijski lepak koji pruza mo¢ kompresije biljnom tkivu i pojedina¢nim vlaknima, ¢vrstinu
celijskom zidu, i otpornost na insekte i patogene (Isikgor i Becer, 2015).

3.1.2. PRIMENA AGROINDUSTRIJSKOG OTPADA U RAZLICITIM BIOPROCESIMA

Agroindustrijski otpad sadrzi znacajne koli¢ine nutrijenata kao 3to su ugljeni hidrati, proteini i
minerali, usled ¢ega se mogu primeniti kao sirovina u razlic¢itim bioprocesima za proizvodnju
mnogobrojnih bioproizvoda i bioenergije (Sdnchez, 2009, Pandey i sar., 2000; Kumar i sar.,
2008; Perez i sar., 2002; Anwar i sar., 2014).

Upotreba industrijskog i poljoprivrednog otpada kao sirovina uti¢e na smanjenje troskova
proizvodnje, ali i na zastitu Zivotne sredine usled njegove ponovne upotrebe. Razliditi
mikroorganizmi imaju sposobnost usvajanja nutrijenata iz agroindustrijskog otpada, pri ¢emu
se mogu primeniti razli¢ite tehnike kultivacije (Sadh i sar., 2018).
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Znacajan broj radova i istrazivanja koji se bave primenom razli¢itog agroindustrijskog otpada
za dobijanje razlic¢itih trziSno vrednih proizvoda se mogu pronaci u savremenoj naucnoj

literaturi, a neki od njih su prikazani u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Agroindustrijski otpad kao sirovina za proizvodnju razlicitih trziSno vrednih

proizvoda

AGROINDUSTRLJSKI OTPAD

PROIZVOD

REFERENCA

Ljuske krompira i surutka

Aceton, butanol, etanol

Abd-Allaisar., 2017

Otpad pamuka

Bioetanol i biogas

Patel, 2017

Kukuruzovina

Enzimi i biogas

Wyman i sar., 2018

Stabljike pamuka

Bioetanol

Wang i sar.i, 2016

Kljuk grozda i 3ecerne repe

Bioetanol

Rodriguezi sar., 2000

PSeni¢ne mekinje, sojino
brasno, brasno semena
pamuka, kora narandze

Lipaza, CMCaza, a-amialza,
B-glukozidaza

Oharaisar., 2018

Pseni¢na slama

Mlecna kiselina

Cizeikiene i sar, 2018

Kukuruzni klip, ljuske kukuruza,
pseni¢ne mekinje

Rifamicin

Mahalaxmi i sar., 2010

Ljuske krompira

Ksantan

Vidhyalakshmi i sar., 2010

Otpad iz prerade 3ecerne trske,
ljuske kafe, otpad kasave

Limunska kiselina

Vandenberghe i sar., 2000

3.1.3. NUSPROIZVODI IZ PRERADE ZITA | KARAKTERISTIKE PSENICNE PLEVICE

PSenica (Tricitum sp.) je najznacajnija hranljiva Zitarica za preko tre¢inu svetske populacije i
sadrzi vise kalorija i proteina nego bilo koja druga prehrambena Zitarica na svetu. Ima visoku
nutritivnu vrednost, lako se skladisti i transportuje i moZe da se koristi za proizvodnju velikog
broja proizvoda. Smatra se dobrim izvorom proteina, minerala, vitamina B grupe i dijetetskih
vlakana (Kumar i sar., 2011). PSeni¢no zrno se koristi za proizvodnju brasna za razlicite tipove
hleba, kolaca, torti, testenine, nudli i kuskusa, potom za fermentaciju u proizvodnji piva,
alkohola i biogoriva (Bledzki i sar., 2010).

Lignocelulozna ostaci dobijeni proizvodnjom psenice i drugih poljoprivrednih useva, kakva je
pseni¢na plevica, predstavljaju nedovoljno iskoris¢en energetski resurs, koji potencijalno
moze biti upotrebljen kao alternativni izvor energije za reSavanje problema sve vece
potraznje za energijom i zabrinutosti usled negativnog uticaja upotrebe fosilnih goriva na

zivotnu sredinu (Sabarez i sar., 2014).
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Otpad psenice je godisnje obnovljiv izvor vlakna i dostupan je u velikim koli¢inama na celom
svetu. PSenicna plevica je lignocelulozni otpadni proizvod i koji se moze koristiti kao sto¢na
hrana i gorivo (Bledzki i sar., 2010). PSeni¢na plevica je suvi omotac semena zitarica i se sastoji
iz manjih Cestica, sadrzi ljuske, delove ploda, kratku slamu, listove, semena korova i cela ili
napukla zrna odvojena od sakupljene zitarice (McCartney i sar., 2006).

Plevica dobijena iz standardnih sistema Zetve ima veoma malu gustinu koja zavisi od
primenjene vrste i uslova Zetve. Sa porastom gustine, raste i hranljiva vrednost pSenic¢ne
plevice (McCartney i sar., 2006). Hemijski sastav p3enicne plevice prikazan je u tabeli 3.2
(Bledzki i sar., 2010).

Tabela 3.2. Hemijski sastav pSeni¢ne plevice

SASTOJAK (%)
Celuloza 36
Hemiceluloza 18
Lignin 16
Skrob 9
Proteini 6
Masti 5

Glavni faktori koji ograni¢avaju upotrebu nusproizvoda Zitarica, slame, plevice i ostalih
poljoprivrednih ostataka za primenu kao sirovine u nekom biotehnoloskom procesu, su
vezani za sakupljanje, skladistenje i transport ovih materijala i ekonomiku cele proizvodnje
(Bledzki i sar., 2010).

3.2. BIOLOSKI KATALIZATORI: ENZIMI

Enzimi su biohemijski katalzatori, predstavljaju molekule proteina velike molekulske mase, sa
izuzetkom ribozoma koji su RNA molekuli, koji ubrzavaju hemijsku reakciju pri ¢emu se ne
menjaju (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008; Singhania i sar., 2010). Ovi biokatalizatori omogucavaju
izvodenje na hiljade hemijskih reakcija koje se neprekidno odigravaju u celijama pri ¢emu
dolazi do sinteze, razlaganja i medusobnog pretvaranja raznih hemijskih reakcija (Pileti¢ i
Mili¢, 1989). Glavna prednost enzima u odnosu na hemijske katalizatore se sastoji u velikoj
brzini i efikasnosti dejstva u specifi¢nim fizioloskim uslovima niskog pritiska, temperature i
vrednosti pH u vodenim rastvorima, zatim u odsustvu toksi¢nosti i lakodi zaustavljanja
osetljivih reakcija i u visokoj supstratnoj specificnosti koja iskljucuje sporedne reakcije (Bukic i
Jemcev, 2004). Pored toga, enzimi su biodegradibilni i mogu se proizvesti iz mikroorganizama
u velikim koli¢cinama bez upotrebe specifi¢cne hemijski otporne opreme (Smith, 2009)
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Najvaznije osobine enzima su specificnost i efikasnost. Specificnost predstavlja njihovu
sposobnost da reaguje sa ograni¢enim brojem veza u molekulima. Veoma cesto oni katalizuju
ne samo promene jednog odredenog jedinjenja nego i odredenog optickog izomera tog
jedinjenja (Pejin, 2003). Kataliticka funkcija enzima ne zavisi samo od njegove primarne
molekulske strukture ve¢ i od specificne konfiguracije celog molekula. Remecenje
konfiguracije, na primer promenom vrednosti pH ili temperature, moze dovesti do gubitka
aktivnosti. U industrijskim primenama ovo kao rezultat daje proizvode visokog kvaliteta,
manje sporednih proizvoda i jednostavnije postupke izdvajanja i precis¢avanja (Smith, 2009).
Efikasnost enzima se ogleda u sposobnosti da ubrzavaju hemijske reakcije u proseku oko
milion puta. Jedan molekul enzima moze da transformise i po nekoliko miliona molekula
supstrata za jedan minut. Jedinstvena osobina enzima je ta da su podlozni regulaciji i kontroli,
pa ¢ak i autoregulaciji. Poseban znacaj ima genetska kontrola sinteze enzima, a preko enzima
geni kontroliSu metabolizam i sve bioloske procese. Enzimi kontroliSu supstrat i porodukt
enzimske reakcije, a takode na njega uticu promene vrednosti pH, temperature, prisustvo
aktivatora i inhibitora (Pejin, 2003).

3.2.1. AMILAZE

Amilaze su enzimi koji katalizuju hidrolizu skroba do $ecera kakvi su glukoza i maltoza i
predstavnici ove grupe enzima su: a-amilaze, B-amilaze, glukoamilaze (poznate i kao
amiloglukozidaze), pululanaze i izoamilaze (Liu i Kokare, 2017; Knezevi¢-Jugovi¢, 2008).
a-amilaza (E.C. 3.2.1.1) deluje na jedinjenja skroba, stvarajuci redukujuce Secere. Ona cepa
amilozne i amilopektinske molekule u oligomere sa po 7 do 10 glukoznih ostataka u toku
“otapajuce” faze. U sledecoj, fazi saharifikacije, amiloglukozidaza zavrsava depolimerizaciju,
pri ¢emu transformise oligomere u skoro ¢istu glukozu (Pukic¢ i Jemcev, 2004).

Amilaze se proizvode primenom razli¢itih mikroorganizama, medutim za komercijalnu
primenu ovih enzima, kao proizvodni mikroorganizmi naj¢esée se primenjuju vrste roda
Bacillus (Barros et al., 2013). Biosintezu a-amilaze obavljaju mnoge bakterije i plesni. Bakterije
producenti a-amilaze su: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
coagulans, Bacillus polymixa, Bacillus stearothermophilus, Bacillus caldolyticus, Bacillus
acidocaldarius, Bacillus subtilis var. amylosaccharaticus, Bacillus licheniformis, bakterije rodova
Lactobacillus, Micrococcus, Pseudomonas, Athrobacter, Escherichia, Proteus, Thermomonospora i
Seratia. Plesni producenti a-amilaze su odgovarajuce vrste rodova: Aspergillus, Penicillium,
Cephalosporium, Mucor, Candida, Neurospora, Rhizopus. Za industrijsku primenu a-amilaze se
najc¢esce proizvode pomocu Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis i Aspergillus
oryzae. U zavisnosti od proizvodnog mikroorganizma, osobine a-amilaze se mogu razlikovati
ne samo po mehanizmu delovanja na supstrat, nego i po optimalnim uslovima za maksimalne
aktivnosti.

13



Mirjana Jovanovic Doktorska disertacija

B-amilaze se mogu dobiti primenom slede¢ih mikroorganizama: Bacillus polymyxa, Bacillus
cereus, Bacillus megaterium, Streptomyces sp., Pseudomonas sp., Rhizopus japanicus, dok se za
proizvodnju glukoamilaza primenjuju: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus
awamori, Rhizopus niveus, Rhizopus delemar, Rhizopusformosaensis i Rhizopus japonicus
(Crueger i Crueger, 1994; Pejin, 2003).

Amilaze predstavljaju jedne od najznacajnijih enzima i imaju veliki znacaj u biotehnologiji
(Kaur i sar., 2015). Najvaznije oblasti njihove primene u industriji su u proizvodnji glukoznih
sirupa i glukoze, proizvodnji maltoznih sirupa i maltoze, proizvodnji dekstrana, kao i u
pivarstvu, poljoprivredi, pekarstvu, proizvodnji sokova i tekstilnoj industriji (Knezevi¢-Jugovig,
2008).

Pored sintetickih hranljivih podloga, za proizvodnju amilaza su uspedno primenjeni i razliciti
prirodni supstrati, kao $to su pseni¢ne mekinje, pirinCane mekinje, uljana pogaca, slama
p3enice i kukuruza i otpad Secerne trske (Saxena and Singh, 2011; Kaur et al., 2015).

3.2.2. CELULAZE

Celulaze su veoma znacajna grupa enzima koji katalizuju hidrolizu (3-1,4-glikozidne veze u
molekulu celuloze (Behera i sar., 2017). Depolimerizacija celuloze do glukoze zahteva
sinergisticko delovanje tri celulaze: endoglukanaze, egzoglukanaze i $-glukozidaze (Juturu i
Wu, 2014). Endoglukanaze (E.C. 3.2.1.4) katalizuju nasumi¢no raskidanje unutrasnjih veza u
lancu celuloze, egzoglukanaze (E.C. 3.2.1.91) raskidaju veze sa kraja lanca oslobadajuci pri
tome celobiozu, dok B-glukanaze (E.C. 3.2.1.21) koje deluju samo na celooligosaharide i
celobiozu oslobadaju glukozne monomerne jedinice iz supstrata (Jorgensen i sar., 2007;
Beherai sar., 2017).

Uzimajuci u obzir da je celuloza najrasprostranjeniji polisaharid u biljnom svetu celulaze
predstavljaju veoma znacajnu grupu enzima (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008). Uspesnost celulaza u
procesima konverzije biomase zavisi od nekoliko osobina kao $to su stabilnost, specifi¢nost,
sinergizam izmedu razli¢itih enzima, uspednost vezivanja za celulozu, ali i fizickih
karakteristika kao i sastava celulozne biomase (Heinelman i sar., 2009).

Mnoga istrazivanja su izvedena sa ciliem optimizacije medijuma za proizvodnju celulaza
primenom razli¢itih lignoceluloznih materijala i plesni, bakterija i aktinomiceta kao
proizvodnih mikroorganizama (Oberoi et al., 2010). Celulozne enzime proizvode razlicite
bakterije i plesni, aerobi i anaerobi, mezofili i termofili. Medutim, relativnho mali broj plesni i
bakterija proizvode velike koli¢ine ekstracelularnih celulaza koje imaju moguénost razlaganja
celuloze i proizvodnije sve tri celulaze neophodne za razgradnju.
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Bakterije koje proizvode celuloze mogu biti aerobne i anaerobne i pripadaju rodovima
Bacillus, Acinetobacter, Cellulomonas i Clostridium. Najveci broj celulaza koji se koriste za
industrijske primene se dobijaju iz filamentoznih plesni, koje pripadaju rodovima
Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Humicola. Ove filomentozne plesni proizvode komplekse
celulaza sa sva tri enzima u razli¢itim odnosima koji su neophodni za potpunu hidrolizu
celuloze (Kuhad i sar., 2016).

Celulaze proizvode aerobne mezofilne plesni kao Sto su: Trichoderma viride, Trichoderma
reesei, Trichoderma koningii, Penicillium pinophilum, Penicillium funiculosum, Sporotrichum
pulverulentum, Fusarium solani i Aspergillus niger. Pored toga, veoma aktivhe komplekse
celulaza i hemicelulaza proizode termofilne plesni (Chaetomium thermophilum, Humicola
insolens, Sporotrichum thermophile, Talaromyces emersonii, Thermoascus aurantiacus),
mezofilne anaerobne plesni (Neocallimastix frontalis, Neocallimastix patriciarum, Orpinomyces
sp., Sphaeromonas communis), mezofilne i termofilne aerobne bakterije (Bacillus spp.,
Cellulomonas fimi, Cellvibrio sp., Pseudomonas fluorescens), mezofilne i termofilne anaerobne
bakterije (Bacteroides cellulosolvens, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefaciens, Clostridium thermocellum, Clostridium stercorarium), kao i
aktinomicete (Microbispora bispora, Streptomyces flavogriseus, Thermomonospora fusca).
Takode, razliciti hipertermofilni mikroorganizmi, koji rastu na tamperaturama od 85 °C do 110
°C, produkuju ove enzime (Thermotoga maritema, Thermotoga neapolitana, Pyrococcus
furiosus i Anaerocellum thermophilum) (Szakacs i sar., 2006).

Celulaze su komercijalno dostupne vise od 30 godina i imaju veliku primenu u mnogim
granama industrije kao $to su prehrambena industrija, pivarstvo, vinarstvo, poljoprivreda,
industrija pulpe i papira, kao i tekstilna industrija (Ferreira i sar., 2014). Celulaze su veoma
znacajni ali i veoma skupi enzimi usled ¢ega je za njihovu komercijalnu primenu veoma vazno
smanjenje troSkova proizvodnje. Strategije za proizvodnju celulaza koje bi omogudile
ekonomicnije procese biorafinerijama obuhvataju povecanje komercijalne proizvodnje
enzima, koris¢enje jeftinih sirovina za enzimsku proizvodnju, proizvodnja enzima bolje
stabilnosti i proizvodnja celulaza sa visokom specificnom aktivno$¢u na ¢vrstim supstratima
(Zhang i sar., 2006).

3.2.3. KSILANAZE

Ksilanaze su grupa hidrolitickih enzima koja razlaze linearni polisaharid ksilan u ksilozu
katalizujudi hidrolizu 3-1,4 glikozidne veze. Ksilan je najznacajniji konstituent hemiceluloze.
Ksilanaze predstavljaju deo ksilanolitickog enzimskog sistema koji obuhvata endoksilanaze,
B-ksilozidaze, a-glukuronidaze, a-arabinofuranozidaze i acetilksilan esteraze.
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Ksilanaze se mogu klasifikovati na nekoliko nacina: na osnovu molekulske mase i izoelektri¢ne
tacke, kristalne strukture i kinetickih osobina, ili specificnosti prema supstratu i profilu
proizvoda (Liu i Kokare, 2017; Walia i sar., 2017; Burlacu i sar., 2016).

Potpuna i efikasna enzimska hidroliza kompleksnog polimera ksilana zahteva prisustvo niza
enzima razlicitih specifi¢cnosti i mehanizama delovanja. Endo-1,4- B-D-ksilanaza (E.C.3.2.1.8)
nasumi¢no cepa osnovni lanac ksilana, B-D-ksilozidaza (E.C.3.2.1.37) cepa monomere ksiloze,
dok je uklanjanje bo¢nih grupa katalizovano a-L-arabinofuranozidazom (E.C.3.2.1.55), a-D-
glukuronidazom (E.C.3.2.1.139) i acetilksilan esterazom (E.C.3.1.1.72) koje uklanjaju acetil i
fenolne bocne grane i imaju sinergisticko delovanje na kompleksni polimer (Collins i sar.,
2005; Beg i sar., 2001).

Ksilanaze proizvode mnogi organizmi, medutim, najvec¢i komercijalni znacaj imaju ksilanaze
proizvedene filamentoznim plesnima (Polizeli i sar.,, 2005). U prirodi ksilanaze proizvode
mikroorganizmi koji se najces¢e nalaze u ekoloskim niSama gde se nakuplja i razlaze biljni
materijal. Kompletan ksilanoliticki enzimski sistem je Siroko rasprostranjen u plesnima,
aktinomicetama i bakterijama, a najznacajniji produceri su: Aspergillus, Trichoderma,
Streptomyces, Phanerochaetes, Chytridiomycetes, Ruminococcus, Fibrobacteres, Clostridia i
Bacillus. Ispitana je proizvodnja ksilanaza i sa sojevima: Penicillium canescens, Penicillium
fellutanum, Penicillium clerotiorum, Streptomyces sp. P12-137, Thermomyces lanuginosus SD-
21, Acremonium furcatum, Aspergillus niger PPI, Neocallimastix sp. L2, Cochliobolus sativus Cs6,
Bacillus circulans D1, Streptomyces sp. Ib 24D i Paecilomyces themophila J18 (Motta i sar., 2013).

Potencijalna upotreba ksilanaza ukljucuje biokonverziju lignoceluloznih materijala i
poljoprivrednog otpada u fermentativhe proizvode, bistrenje sokova, poboljsanje
konzistencije piva i digestibilnosti hrane za stoku. Jedna od najvaznijih biotehnoloskih
primena ksilanaza je izbeljivanje celuloze. Ksilanaze se takode mogu koristiti u proizvodniji
vestacke svile, celofana i nekoliko hemikalija kao $to su celulozni estri (acetati, nitrati,
propionati i butirati) i celulozni etri (karboksimetil celuloza, metil i etil celuloza), koji se
proizvode rastvaranjem celuloze i precis¢avanjem vlakana od ostalih ugljenih hidrata.
Enzimskom hidrolizom ksilana se mogu dobiti ksilooligosaharidi, koji se mogu koristiti kao
farmaceutski, poljoprivredni i prehrambeni proizvodi (Motta i sar., 2013).

3.3. BIOTEHNOLOSKA PROIZVODNJA ENZIMA

Najveci broj enzima se komercijalno proizvodi primenom mikroorganizama, submerznom
tehnikom kultivacije iako se u nekim proizvodnim procesima primenjuje solid-state kultivacija
(Singhania i sar.,2010). Oko 90% komercijalnih enzima se proizvodi primenom
mikroorganizama, plesni, bakterija i kvasaca, dok se preostalih 10% dobija iz razlicitih
Zivotinjskih (oko 6%) i biljnih (oko 4%) vrsta (Smith, 2009).
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Najznacajniji industrijski enzimi su proizvedeni mikroorganizmima koji imaju GRAS
(eng. Generally recognized as safe - opSte prepoznat kao siguran) status, medutim, neki enzimi
se i dalje ekstrahuju iz Zivotinjskog ili biljnog tkiva. Komercijalni enzimi izolovani iz biljaka
obuhvataju proteoliticke enzime papain, bromelain i ficin, kao i neke druge specifi¢cne enzime
kakva je lipoksigenaza iz soje. Enzimi izolovani iz zivotinja obuhvataju proteinaze kao $to su
pepsin i renin. Opsta $ema proizvodnje enzima je prikazana na slici 3.3 (Singhania i sar.,2010).

odabir odgovarajuceg enzima

odabir odgovarajuceg
proizvodnog soja

A

odabir tehnike kultivacije

l l

submerzna
kultivacija

l l

tehnike za poboljsanje
proizvodnje

solid state kultivacija

A 4

izdvajanje i preciscavanje

A
formulisanje krajnjeg
proizvoda

Slika 3.3. Opsta Sema proizvodnje enzima

Kriterijumi koji se koriste za odabir industrijskog enzima obuhvataju specifi¢nost, brzinu
reakcije, pH i temperaturni optimum i stabilnost, uticaj inhibitora, kao i afinitet prema
supstratu. Traze se specificni enzimi sa specifi¢cnim osobinama potrebnim za odredenu
primenu. Na primer, enzimi koji se koriste u industriji papira ne smeju da imaju aktivnost
degradacije celuloze kao sporednu aktivnost jer bi u tom slu¢aju oni degradirali vlakna
celuloze (Singhaniai sar.,2010).
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Prilikom odabira odgovarajuceg izvora za proizvodnju enzima razli¢iti aspekti se moraju uzeti
u obzir. Mikroorganizmi predstavljaju najpogodnije izvore industrijskih enzima, za razliku od
biljaka ili Zivotinja, zahvaljujuéi velikoj brzini umnozavanja i jednostavnosti kultivisanja
(Singhania i sar.,2010). Odabir odgovarajuceg mikroorganizma producenta u proizvodniji
komercijalnih enzima podrazumeva ispitivanje nekoliko stotina vrsta sa ciljem otkrivanja i
izolovanja iz mesovite populacije mogucih kandidata za dobijanje Zeljenih enzima. Nakon
toga sledi izdvajanje potencijalnih korisnih mikroorganizama, odnosno odbacivanje onih koji
ne zadovoljavaju uslove koji se postavljaju pred proizvodni mikroorganizam (Dodi¢ i
Grahovac, 2013).

Nakon odabira proizvodnog organizma potrebno je razviti proces proizvodnje i odabrati
tehniku kultivacije. Submerzna tehnika se naj¢esce koristi u industrijskoj proizvodnji enzima,
medutim, solid-state tehnika se sve viSe primenjuje usled velikog potencijala koji ima pri
proizvodnji enzima na agroindustrijskim ostacima i otpadu. Mnoga istrazivanja se bave
ispitivanjem i poredenjem submerzne i solid-state tehnike kultivacije sa ciljem poboljsanja
produktivnosti enzima, smanjenja proizvodnih troskova i ustede energije (Singhania i sar.,
2010; de Souza Vandenberghe et al., 2016; Bharathiraja et al., 2017).

Postupci izdvajanja i preciS¢avanja industrijskih enzima zavise od potrebnog stepena Cistoce
na Sta uti¢e njihova primena. Industrijski enzimi koji se proizvode u velikim koli¢inama se
najceSce ne preciscavaju vec se prodaju kao koncentrovane tecnosti ili granulisani suvi
proizvodi. Enzimi koji se koriste za posebne namene, kao $to je dijagnostika ili DNA
tehnologija, moraju biti potpuno precis¢eni (Singhania i sar.,2010).

3.3.1. PROIZVODNI MIKROORGANIZMI

U proizvodnji enzima najekonomicnija je primena tehnoloski poznatih mikroorganizama
usled toga sto je proizvodni postupak u velikim razmerama poznat, bioprocesi se lako mogu
kontrolisati pri ¢emu se dobijaju enzimski preparati ustaljenog kvaliteta. Prinos enzima se
moZe povecati izborom prirodnog soja proizvodnog mikroorganizma, oplemenjivanjem
prirodnog soja, klasi¢nim postupcima selekcije, optimizacijom hranljive podloge i uslova
kultivacije, uticajem na regulatorne mehanizme, kao i primenom geneti¢ckog inZenjerestva
(KneZevi¢-Jugovi¢, 2008).

Kod izbora proizvodnog mikroorganizma najbitnija je sposobnost proizvodnje Zeljenog
enzima (Pejin, 2003). Mikroorganizmi koji proizvode ekstracelularne enzime su pogodniji od
onih koji proizvode intracelularne, zato 3to je njihovo izdvajanje i precis¢avanje jednostavnije.
Intracelularni enzimi se moraju izdvojiti od velikog broja razlicitih ¢elijskih proteina i drugih
komponenata. Takode proizvodni mikroorganizam bi trebalo da ima GRAS status, sto je
veoma znacajno kada proizvedeni enzim ima primenu u prehrambenoj industriji.
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Dodatno, proizvodni mikroorganizam bi trebalo da proizvodi velike koli¢ine Zeljenog enzima
u pogodnom vremenskom intervalu (Singhania i sar.,2010).

Mirkoorganizmi izolovani iz prirode koji se koristite za proizvodnju enzima mogu biti
bakterije, plesni, kvasci ili aktinomicete. Mikroorganizmi mogu istovremeno sintetisati Citav
kompleks enzima (Pejin, 2003). Najcescée se kao proizvodni mikrookrganizam za proizvodnju
enzima primenjuju plesni iz rodova Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor i Trichoderma,
bakterije roda Bacillus, aktinomicete roda Streptomyces i kvasci roda Saccharomyces (Dodic i
Grahovac, 2013). U tabeli 3.3 su prikazani proizvodni mikroorganizmi koji se koriste za
proizvodnju razli¢itih enzima, kao i tehnike kultivacije koje se koriste u tim proizvodnim
procesima (Patel i sar., 2017).

Rod Aspergillus predstavlja grupu filamentoznih plesni sa velikim brojem vrsta (De Vries i
Visser, 2001). Plesni iz roda Aspergillus se obi¢no nalaze u zemljistu i biljnim ostacima (FleiBner
i Dersch, 2010). Mnogi predstavnici ovog roda imaju veliki industrijski znacaj (A. niger, A.
oryzae, A. awamori, A. sojae, A. terreus), ali postoji i odreden broj vrsta koji je patogen prema
Zivotinjama i/ili biljkama (A. fumigatus, A. parasiticus, A. flavus). U biotehnologiji se koriste za
proizvodnju razli¢itih proizvoda, kao $to su organske kiseline, farmaceutici, proteini i enzimi
(De Vries i Visser, 2001; Meyer i sar., 2011; Lubertozzi i Keasling, 2009). Vrste ovog roda imaju
veliku primenu u industrijskoj proizvodnji enzima, produkuju sve enzime koji su uklju¢eni u
biorazgradnju celuloze, odnosno endoglukanaze, celobiohidrolaze, B-glukozidaze i
egzoglukanaze. Pored toga produkuju i amilaze, proteaze, glukoza oksidaze, katalaze,
pektinaze, lipaze, fitaze i ksilanaze koje imaju veliku primenu u prehrambenoj industriji, kao i
u tekstilnoj i industriji papira (Fleil3ner i Dersch, 2010; De Vries i Visser, 2001). Posebna odlika
roda Aspergillus jeste njegova mogucnost da tolerise ekstremne uslove kultivacije, Sirok opseg
temperatura (10-50°C), vrednosti pH (2-11)saliniteta (0-34%), aktivnosti vode (0,6-1), kao i
razli¢itog sastava hranljive podloge, usled ¢ega mozZe da se koristi i za submerznu i za solid-
state kultivaciju (Meyer i sar., 2011).

Plesni iz roda Penicillium su Siroko rasprostranjene u prirodi i najpoznatije su po proizvodniji
antibiotika penicilina. Poslednjih godina vrste ovog roda dobijaju sve veci znacaj u proizvonji
celuloznih enzima usled toga $to proizvode sve enzime potrebne za degradaciju celuloze.
Naime, imaju mogucnost proizvodnje B-glukozidaze u dovoljnim koli¢inama $to im daje
prednost u odnosu na vrste roda Trichoderma (Gusakov i Sinitsyn, 2012; Vaishnav i sar., 2018).
Sirok raspon ekstracelularnih enzima produkovanih od strane roda Penicillium ima vaznu
ulogu u mikrobioloskoj razgradnji organskih materija. Znacajni primeri hidrolaza ukljucuju i
razlicite celuloliticke enzime i ostale polisaharaze, kao Sto su a- i 3-glukanaze, hemicelulaze i
peptidaze, zajedno sa razli¢itim lipazama i proteolitilckim enzimima koji su odgovorni za
razvoj karakteristi¢cnog ukusa sazrelog sira (Hamlyn i sar., 1987).
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Tabela 3.3. Mikroorganizmi koji se koriste za proizvodnju odredenih enzima

ENZIM PROIZVODNI MIKROORGANIZAM TEHNIKA KULTIVACLJE
Bakterije (Bacillus amyloliquifaciens, Bacillus SmE
m
Amilaze licheniformis, Bacillus coagulans)
(a-i gluko) Plesni (Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, .
) SSF i SmF
Rhizopus sp.)
Bakterije (B.amyloliquifaciens) SmF
Proteaze Plesni (A. oryzae, A. niger, Pseudomonas sp., SSE i SmE
iSm
Penicillium chrysosporium, R.oligosporus)
Glukoza oksidaza Plesni (A. niger, Penicillum sp.) SSF i SmF
Pektinaze Plesni (A.niger, Penicillium sp.) SSF i SmF
Laktaze Kvasci (Kluceromyces) SmF
Plesni (Trichoderma reesei, Trichoderma viride,
Celulaze Penicillium sp., Humicola grisea, Aspergillus sp., SSF i SmF
Chrysosporium lucknowense, Acremonium sp.)
Plesni (Myeciliophthora thermophila, A. oryzae,
Ksilanaze esni (Myeciliop phtia, 2. oryz SSF i SmF
Trichoderma sp.)
i . A. oryzae, A. terreus, Pseudomonas sp.,
ipaze i
P . Alcaligena ssp., Staphylococcus sp., Candida SSF
proteinaze . .
albicans, Rhizopus sp., Mucor
. Aspergillus sp., A. ficuum, P. funiculosum,
Fitaze ) SSF
Bacillus sp., Pseudomonas, Anthomonas oryzae
Dekstrinaze Plesni SSF
Invertaze Kvasci (Saccharomyces) SmF
Laktazei Aspergillus nidulans, Aspergillus sp., S<F
peroksidaze Basidiomycetes
Hemicelulaze Plesni (A. niger, T. reesei, Penicillium sp.) SSF i SmF

Katalaze

Aspergillus sp.

*SmF - submerzna tehnika kultivacije
*SSF - solid-state tehnika kultivacije

Vrste roda Trichoderma su filamentozne plesni koje najce$ce Zive u zemljistu i predstavljaju

najceSce gajene mikromicete koje zahvaljujuci specificnim osobinama imaju primenu u

mnogim bioprocesima. Njihov teleomorfni stadijum pripada rodu Hypocrea (Ascomycotinag,

Pyrenomycetes, Hypocreales, Hypocreaceae) (Kosanovi¢, 2015). Gljive iz roda Trichoderma

imaju veliku primenu u industrijskoj proizvodniji, neke od njih su dobri bioloski agensi, a neke

produkuju velike koli¢ine celuloznih enzima.
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Vrste Trichoderma reesei su najvise ispitivane zbog proizvodnje industrijskih enzima, dok su
vrste T. harizanum, T. atroviride i T. asperellum poznate kao agensi bioloSke kontrole
fitopatogenih gljiva i kao proizvodaci antibiotika (Peterson i sar., 2012; Saranraj i sar., 2012;
Ruocco, 2009).

Velika vecina saznanja o enzimskoj razgradnji celuloze proistice iz ispitivanja celulolitickih
enzima koje proizvodi plesan Trichoderma reesei. Ovaj enzimski kompleks sadrzi najmanje pet
razli¢itih endoglukanaza, dve vrste celobiohidrolaza, kao i odreden broj ksilanaza i najmanje
jedan enzim B-ksilozidaze. Trichoderma reesei proizvodi i $-glukozidaze. Medutim, veliki deo
ovog enzima je vezan za micelijum i zbog toga se ne moze u dovoljnoj meri izdvojiti tokom
industrijske proizvodnje celulaza (Vucurovi¢, 2015).

3.3.2. SASTAV HRANLJIVE PODLOGE

Hranljiva podloga mora da obezbedi sve komponente koje su neophodne za rast
proizvodnog mikroorganizma, energiju za metabolizam i sve komponente neophodne za
sintezu enzima (Pejin, 2003). Formulacija hranljive podloge u najveéoj meri zavisi od
fizioloskih svojstava primenjenog mikroorganizma, nacina kultivacije i samog enzima koji se
proizvodi (Dodi¢ i Grahovac, 2013).

U te¢nim podlogama koje se koriste za proizvodnju enzima, kao izvori ugljenika mogu da se
upotrebe razliciti ugljeni hidrati, organske kiseline ili etanol. Kao izvori azota mogu se dodati
mineralne soli (soli azotne kiseline i amonijumove soli) ili organski izvori azota kao $to su
peptidi, aminokiseline, urea i sl. Fosfor stimulie biosintezu amilaza, proteaza i pektolitickih
enzima, u podlogu se dodaje u obliku soli fosforne kiseline, rede u obliku organskih
jedinjenja. Te¢ne podloge treba da sadrze i razli¢ite vitamine, mikroelemente i faktore rasta.
Te¢nim podlogama je neophodno podesiti pH vrednost na optimum za sintezu enzima
(Dodi¢ i Grahovac, 2013).

Kao ¢&vrste hranljive podloge u proizvodnji enzima upotrebljavaju se krupno samlevene
mekinje psenice, pseni¢na slama, sladne klice pulpa kafe, usitnjeno jagodicasto voce, rezanci
Secerne repe i drugi prirodni materijali. U ovakvim podlogama je, takode, moguce
korigovanje pH ukoliko je to neophodno (Dodi¢ i Grahovac, 2013).

U savremenoj naucnoj literaturi moguce je pronadi veliki broj istrazivanja koja se bave
ispitivanjem razli¢itih aspekata proizvodnje enzima na hranljivim podlogama koje se sastoje
od razlic¢itih agroindustrijskih nus proizvoda, ostataka ili otpada. Tako, istrazivanja koja su
izveli Irshad i saradnici (2013) su obuhvatala proizvodnju enzima [-glucozidaze primenom
Trichoderma viride kao proizvodnog mikroorganizma na hranljivoj podlozi koja se sastojala od
kore narandze, primenom solid-state tehnike kultivacije. Ista vrsta agroindustrijskog otpada,
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kora narandze je zajedno sa kominom od grozda primenjena u solid-state kultivaciji
Aspergillus awamori pri Cemu je ispitana proizvodnja tri hidroliticka enzima (Diaz i sar., 2013).
Takode, istraZivanja koja su izveli Irshad i saradnici (2013) su pokazala da je od nekoliko
ispitanih agroindustrijskih sirovina, otpadna kora narandze najbolji supstrat za proizvodnju
celulaza primenom plesni Trichoderma viride. Ova sirovina je takode upotrebljena za
ispitivanje proizvodnje multienzimskog preparata koji sadrzi pektinoliticke, celuloliticke i
ksilanoliticke enzime solid-state kultivacijom plesnima Aspergillus niger BTL, Fusarium
oxysporum F3, Neurospora crassa DSM 1129 i Penicillium decumbens (Mamma et al., 2008). Biz i
saradnici (2016) su ispitali proizvodnju pektinaza solid-state fermentacijom otpada citrusnog
voca i otpada iz proizvodnje Selerne trske sa mikroorganizmom Aspergillus oryzae u
bioreaktoru sa fiksnim slojem. Otpadno lis¢e i pseudostem banane su upotrebljeni kao
supstrati u proizvodniji lignoliti¢kih i celulolitickih enzima u solid-state feremnatciji Pleurotus
ostreatus i P. sajor-caju u istrazivanjima Reddy i saradnici (2003). Asgher i saradnici (2011) su
ispitali mogucnost primene plesni Phanerochaete chrysosporium IBL-03 u proizvodnji
lignolitickih enzima na razli¢itim supstratima: slama p3enice i pirinca, stabljike banane, klipovi
kukuruza, kukuruzovina i otpad iz prerade Secerne trske. Za proizvodnju enzima laktaze solid-
state kultivacijom, Stoilova i saradnici (2010) su upotrebili hranljivu podlogu koja se sastojala
od pseni¢nih mekinja, ovsene slame i otpada cvekle, pri ¢emu je potrebna vlaznost supstrata
korigovana dodatkom odgovarajuceg rastvora soli.

PSeni¢ne mekinje su upotrebljene kao supstrat u solid-state kultivaciji za proizvodnju celulaza
(Singhania i sar., 2007; Farinas i sar., 2011) i ksilanaza (Pirota i sar., 2013)., dok su Pitol i
saradnici (2016) za proizvodnju pektinaza upotrebili pSeni¢ne mekinje i otpad iz proizvodnje
Secerne trske.

Kao supstrati za proizvodnju enzima solid-state fermentacijom primenjene su pirin¢ane
mekinje, pseni¢ne mekinje, pseni¢na slama, kukuruzovina, slama uljane repice, trska, otpad
od prerade 3ecerne trske, kukuruzni klipovi, ljuske razli¢itog voca i povrca, piljevina, trava,
lis¢e, ljuska pirin¢a, mesavina kuhinjskog otpada (Latifian i sar., 2007; Jecu, 2000; Igbal i sar.,
2011; Gao i sar., 2008; Bansal i sar., 2012). Za proizvodnju razli¢itih enzima koji razlazu
lignoceluloznu biomasu kao supstrati su upotrebljeni: slama p3enice, lis¢e bukve, kora
mandarine, banane i jabuke, mekinje pSenice i soje, otpad iz proizvodnje Secerne trske i
prerade narandzi, ljuske soje (Elisashvili i sar., 2008; Papinutti i Forchiassin, 2007; Delabona i
sar., 2013; Brijwani i sar., 2010).
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3.3.3. PROIZVODNI POSTUPAK | TEHNIKE KULTIVACIJE MIKROORGANIZAMA U
PROIZVODNJI ENZIMA

Tehnoloski proces proizvodnje enzima sastoji se iz pripreme inokuluma, kultivacije
proizvodnog mikroorganizma sa ciljem biosinteze enzima, kao i izdvajanja i precis¢avanja
dobijenih enzima do zeljenog oblika. Za pripremu inokuluma koristi se mikroorganizam koji
ima odgovarajuca svojstva, moze biti pripremljen na ¢vrstoj ili te¢noj podlozi pri ¢emu moze
biti u obliku spora ili u vegetativhom obliku. Prilikom pripreme inokuluma podesavaju se svi
uslovi kultivisanja koji ¢e obezbediti dobijanje Sto vece kolicine one forme mikroorganizama
kojom ce se inokulisati hranljiva podloga (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008). UspeSno vodenje procesa
biosinteze i postizanje visokih prinosa proizvoda osigurava se upotrebom optimalne hranljive
podloge, osiguranjem rasta Cciste kulture mikroorganizama bez kontaminacije drugim
mikroorganizmima, snabdevanjem kulture dovoljnim koli¢inama kiseonika, odrzavanjem
potrebne temperature i vrednosti pH tokom kultivacije i spreCavanjem intenzivhog penjenja
kulture (Pejin, 2003).

Uzimajuci u obzir da proizvodni mikroorganizmi mogu da rastu na povrsini ¢vrstih i te¢nih
hranljivih podloga, ili u ¢vrstim i tecnim hranljivim podlogama, postoje tri osnovne tehnike
izvodenja bioprocesa (Dodi¢ i Grahovac, 2013):

e submerzna (dubinska) ili SmF - Submerged Fermentation,

e emerzna (povrsinska) i

e na ¢vrstim (SSF - Solid-State Fermentation) hranljivim podlogama.

U proizvodnji enzima se za sada veoma retko primenjuje povrsinsko gajenje
mikroorganizama na povrsini te¢ne podloge (Knezevi¢-Jugovié, 2008). Submerzna i solid-
state tehnika kultivacije se ucestalo primenjuju u proizvodnji enzima. Obe tehnike imaju
odredene prednosti, ali i ograni¢enja. U industriji se danas naj¢e3ce koristi submerzna tehnika
kultivacije u proizvodnji enzima, medutim u odredenim slucajevima i za odredene primene
solid-state kultivacija se sve vise primenjuje (Patel i sar., 2017). Tako na primer, najveca
koli¢cina celulaza se proizvodi primenom solid-state kultivacije sa divljim sojevima
mikroorganizama, dok se oko 90% svih industrijski proizvedenih enzima dobija primenom
submerzne tehnike i veoma c¢esto genetski modifikovanih mikroorganizama (Ray i Behera,
2017).

Submerzna kultivacija se definiSe kao kultivacija u prisustvu viska vode. Ova tehnika nudi
dobru kontrolu i pracenje procesnih parametara, jednostavno upravljanje i povecanje
razmera procesa (Yoo i sar., 2017). Submerzna tehnika kultivacije predstavlja izvodenje
bioprocesa u te¢noj hranljivoj podlozi uz mesanje i aeraciju kod aerobnog procesa, cija
osnovna karakteristika predstavlja formiranje i odrZzavanje medufazne povrsine gas-te¢nost
dispergovanjem gasa u te¢nosti uvodenjem energije u sistem (Dodic¢ i Grahovac, 2013).
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Ova tehnika danas ima najvecu industrijsku primenu za proizvodnju enzima posebno u
slucajevima kada se kao proizvodni mikroorganizam ne koriste plesni. Proizvodnja enzima se
najcesce izvodi u Sarznim bioreaktorima sa intenzivnim mesanjem, zapremine izmedu 0,1 i
250 m?, koji su snabdeveni sistemima za aeraciju obzirom da je vecina ovih bioprocesa
aerobna. Za uspedno odvijanje bioprocesa neophodno je da bioreaktori imaju mogucnost
automatskog merenja i kontrole parametara procesa koji su prethodno optimizovani:
temperatura, vrednost pH, pritisak, zapremina te¢nosti, brzina mesanja, protok vazduha,
prisustvo pene, nivo rastvorenih gasova i jonskih vrsta (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008). Veliki
nedostatak ove tehnike jeste $to su koncentracije proizvedenih enzima niske. Cena izdvajanja
i precis¢avanja proizvoda je obrnuto proporcionalna koncentraciji proizvoda u
fermentacionoj te¢nosti, usled ¢ega je neophodno optimizovati koncentraciju proizvoda kako
bi proizvodnja enzima bila ekonomski izvodljiva (Yoo i sar., 2017).

lako je dugo vremena solid-state tehnika kultivacije bila potisnuta submerznom tehnikom,
poslednjih godina ponovo privlaci paznju zbog brojnih prednosti kao $to su mala investiciona
ulaganja i velika ekonomic¢nost. Pored toga, njena primena ima veliki znacaj kada se sirovi
proizvod fermentacije mozZe direktno koristiti kao enzimski preparat, ¢ak i bez separacije
biomase. Solid-state tehnika kultivacije, odnosno gajenje mikroorganizama na cvrstim
hranljivim podlogama podrazumeva njihov rast na ¢vrstoj podlozi u odsustvu slobodne vode.
Ona se primenjuje za mali broj mikroorganizama, naj¢e3ce kvasaca i plesni (Knezevi¢-Jugovic,
2008).

Solid-state tehnika kultivacije, kao i sve druge tehnike ima Citav niz prednosti i nedostataka
(Pejin, 2003) i njeno poredenje sa submerznom tehnikom je prikazano u tabeli 3.4 (Ray i
Behera, 2017).

Prednosti solid-state tehnike kultivacije:

e relativno je otporna na bakterijsku kontaminaciju, usled ograni¢enosti njihovog rasta
niskim sadrzajem vode,

e punjenje bioreaktora hranljivom podlogom je vise nego kod submerzne, zbog nizeg
sadrzaja vlage u ¢vrstim podlogama,

e proizvodi se uspesno mogu izdvajati ekstrakcijom pri ¢emu je potrebno znatno manje
rastvaraca nego kod proizvoda submerzne kultivacije,

e jednostavna obrada ostataka kultivacije koji se usled niskog sadrzaja vode mogu
ekonomic¢no susiti i koristiti kao sto¢na hrana ili dubrivo,

e aeracija je ekonomicnija jer zahteva manji utrosak energije za pripremu vazduha,

e konidiospore se mogu koristiti kao inokulum.
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Nedostaci solid-state tehnike kultivacije:

e mesanje hranljive podloge je otezano $to za posledicu ima neravhomernu raspodelu
celija mikroorganizama, hranljivih materija, vlage i dr, usled ¢ega nije moguce izvrsiti
slozenu procesnu kontrolu,

e tesko izvodljiva kontrola temperature jer se tokom bioprocesa oslobada toplota usled
cega se povecava temperatura; u ovom slucaju kontrolisanje temperature je moguce
intenzivnom aeracijom,

e odredivanje rasta mikroorganizama i drugih parametara je oteZzano jer ne postoje
adekvatni senzori,

e moze se primeniti relativno mali broj mikroorganizama zbog niskog sadrzaja vlage,

¢ nije moguce analizirati uslove kultivacije, ne moze se izvoditi kontinualno i tesko se
moze automatizovati,

e unapredenje ovih bioprocesa se zaniva na eksperimentalnim rezultatima i iskustvu
onih koji ih izvode.

Tabela 3.4. Poredenje izmedu submerzne i solid-state tehnike

SUBMERZNA TEHNIKA KULTIVACIJE SOLID-STATE TEHNIKA KULTIVACIJE

o ) ) Zahteva dosta prostora i velike povrsine za
Koristi kompaktne i zatvorene bioreaktore )
ave

Zahteva minimalnu radnu snagu Zahteva znacajnu radnu snagu

Potrebna je znacajna koli¢ina energije za N
T Potrebne su male koli¢ine energije
aeraciju i mesanje

Zahteva kontrolu uslova kultivacije Potrebna je minimalna kontrola

Potrebne su razli¢ite tehnike separacije Izdvajanje nije zahtevno

Na sintezu enzima tokom solid-state kultivacije mikroorganizama uti¢u brojni faktori medu
kojima su odabir odgovaraju¢eg susptrata i proizvodnog mikroorganizma, predtretman
supstrata, velic¢ina Cestica supstrata, sadrzaj vode i aw vrednost supstrata, relativna vlaznost,
vrsta i veli¢ina inokuluma, kontrola temperature/uklanjanje metabolicke toplote, vreme
kultivacije, odrzavanje uniformnosti uslova u solid-state sistemu, gasna atmosfera odnosno
brzina potrosnje kiseonika i brzina nastajanja ugljen-dioksida (Patel i sar., 2017). Solid-state je
ekoloski prihvatljiva tehnika koja ima brojne prednosti, kao $to su sprecavanje zagadenja
Zivotne sredine i akumuliranja razli¢itog agroindustrijskog otpada. Kod solid-state kultivacije
razliCiti agroindustrijski ostaci se koriste kao ¢vrsta podloga i predstavljaju i izvore ugljenika i
energije za primenjeni proizvodni mikroorganizam. Smatra se da je ova tehnika pogodnija za
odredene mikroorganizme, kakve su filamentozne plesni, jer ¢vrsta hranljiva podloga simulira
uslove iz njihovog prirodnog stanista (Ray i Behera, 2017).

25



Mirjana Jovanovic Doktorska disertacija

3.3.4.1ZDVAJANJE | PRECISCAVANJE ENZIMA

Izdvajanje i precis¢avanje enzima je veoma skup i sloZzen proces, usled ¢ega se enzimski
preparati upotrebljavaju u neprecis¢enom obliku kada god za to postoji mogucnost (Dodic i
Grahovac, 2013). Opsta Sema procesa izdvajanja i precis¢avanja enzima do gotovog
enzimskog preparata je prikazana na slici 3.4 (Yoo i sar., 2017). Prvi korak prilikom izdvajanja
enzima jeste ekstrakcija iz njihovog bioloskog izvora. Svaka ekstrakcija ili bilo koja operacija
precis¢avanja utice na povecanje ukupne cene proizvodnje, ali i na smanjenje prinosa enzima.
Specifi¢na aktivnost enzima se moze povecati uvodenjem dodatnih operacija preci$¢avanja,
ali to stvara dodatne troskove i poskupljuje proizvodniju.

kultivacija biljne celije ili
mikroorganizama animalni organi
ekstracelularni intracelularni
enzimi enzimi

| |

separacija ¢vrsto/tecno

tecno l ¢vrsto
y

dezintegracija celija

|

separacija ¢vrsto/tecno

Y

uklanjanje nukleinskih
kiselina

koncentrisanje

I

zavrina obrada

l

enzimski proizvod

Slika 3.4. Opsta Sema izdvajanja i precis¢avanja enzima
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Odrzavanje maksimalne aktivnosti enzima ima veliki znacaj tokom procesa izdvajanja
enzimskog preparata i faktori koji uticu na smanjenje enzimske aktivnosti su temperatura,
vrednost pH, oksidacija i gubitak kofaktora. Najznacajniji medu njima je verovatno inaktivacija
toplotom koja se desava kada je loSe hladenje tokom ekstrakcije i precis¢avanja. U pocetnim
fazama ekstrakcije moze doci do proteolize proteazama koje su jo$ uvek prisutne (Yoo i sar.,
2017). Enzimi odnosno enzimski preparati se mogu izdvojiti iz kultivacione te¢nosti, biomase
proizvodnog mikroorganizma ili iz vodenog ekstrakta kultura sa ¢vrstih hranljivih podloga.
Izdvajanje i precis¢avanje enzima proizvedenih submerznom i solid-state kultivacijom se
razlikuje u nekoliko operacija. Dobijanje Cistih enzimskih preparata je donekle jednostavnije iz
submerzne kultivacione tec¢nosti, medutim u ovom slucaju se enzimi izdvajaju iz razblazenih
rastvora (Dodi¢ i Grahovac, 2013). Enzimi koji se prozvode ekstracelularno se ponekad koriste
bez izdvajanja i precis¢avanja. Sa druge strane razaranje Celija je neophodno za oslobadanje
intracelularnih enzima u okolni rastvor pre njegovog daljeg precis¢avanja. Seperacija ¢vrsto-
te¢no je neophodna za odvajanje celija ili ostataka celija nakon njihovog razaranja.
Intracelularni enzimi mogu sadrzati nukleinske kiseline Cije prisustvo negativno uti¢e na
preciS¢avanje enzima usled povecanja viskoznosti. One moraju biti ukljonjene dodatkom
nukleaza ili precipitacijom (Yoo i sar., 2017). Dalje precis¢avanje zavisi od osobina enzima pri
¢emu se mogu koristiti razlicite metode: dijaliza, koncentrisanje uparavanjem, gel filtracija,
taloZzenje organskim rastvara¢ima, afinitetna hromatografija, imobilizacija, susenje
termolabilnih materija (Pejin D., 2003).

3.3.5. PRIMENA ENZIMA

Hidrolaze predstavljaju skoro 85% industrijskih enzima, a predstavljaju enzime koji se koriste
za razgradnju prirodnih supstrata kao $tu su proteini, skrob, lignucelulozni materijal i dr. Oni
ne zahtevaju prisustvo skupih kofaktora $to je i osnovni razlog za njihovu Siroku industrijsku
primenu. Proteaze su dominantne, ¢ine oko 60% industrijskih enzima, a najvise se koriste u
prehrambenoj industriji za proizvodnju mle¢nih proizvoda i razmek3avanje mesa, pekarstvu,
pivarstvu i u industriji koze i deterdzenata. Amilaze su druga po vaznosti grupa industrijskih
enzima (28% ) i imaju primenu u pekarstvu, pivarstvu, industriji skroba i tekstila. Ostale
hidrolaze koje imaju specifi¢cnu primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji su lipaze,
esteraze, pektinaze, celulaze, hemicelulaze, laktaze, fitaze, penicilin-acilaze, aminoacilaze i
drugi enzimi. Enzimi iz ostalih grupa imaju veoma malu komercijalnu primenu zato $to se jos
uvek ne proizvode na ekonomican nacin u dovoljnim koli¢inama i zato $to je za njihovu
aktivnost potrebno prisustvo skupih koenzima i drugih kofaktora. U industrijskim enzimskim
procesima koristi se relativno mali broj enzima, oko 50 od nekoliko 1000, dok se enzimi koji se
koriste u analiticke, dijagnosticke i terapeutske svrhe jos uvek ne mogu proizvesti u dovoljnim
koli¢cinama (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008). U tabeli 3.5 prikazana je primena enzima u znacajnim
granama industrije (Singhaniai sar., 2010).
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Tabela 3.5. Primena razli¢itih enzima u znacajnim granama industrije

INDUSTRUJA
ENZIM PRIMENA/FUNKCIJA/ULOGA
PROIZVODNJA
Proteaze Uklanjanje proteinskih mrlja degradacijom
. Slabljenje celuloznih vilakana kako bi se lakse
DeterdZenata Celulaze . oL . . .
uklonila prljavstina i prosvetljavanje boja
Lipaze Uklanjanje masnih mrlja degradacijom
Ksilanaze Bio-izbeljivanje
. Celulaze Uklanjanje mastila sa papira za recikliranje
Papira i pulpe —— p” - :
. . Polimerizacija materijala sa vlaknima na bazi
Lakaze i peroksidaze
drveta
. Celulaze Bio-izbeljivanje teksas platna i bio-poliranje
Tekstila — —
Katalaze Cis¢enje izbeljivaca
. . Natapanje, omek3avanje i uklanjanje dlaka sa
Koze Proteaze i lipaze Lo
kozZe zivotinja
Hrane za Fitaze Otpustanje fosfata
Zivotinje Ksilanaze Rastvaranje vlakana
a- i B-amilaze, pululanaze, Proizvodnja raznih vrsta sirupa od skroba i
invertaze, glukoza- saharoze
Skroba izomeraze

Glukoza-oksidaze

Povecanje roka trajanja hrane uklanjanjem
kiseonika i glukoze

Voénog soka

Celulaze, ksilanaze,

Bistrenje i ekstrakcija soka

pektinaze
. Ksilanaze Kondicioniranje testa
Pekarskih - —
) a-amilaze Veli¢ina vekne, rok trajanja
proizvoda - -
Glukoza-oksidaze Kvalitet testa
L Renin Zgrusavanje proteina
Mlecnih - -
. Laktaze Hidroliza laktoze
proizvoda — —
Proteaze i lipaze Sazrevanje sira
pi Glukanaze Pomocno sredstvo u filtraciji
iva
Papain Kontrola bistrine
. . Hidroliza celulozne biomase radi stvaranja
i . Celulaze i B-glukozidaze
Biogoriva glukoze

Ksilanaze

Hidroliza hemiceluloze radi stvaranja pentoza

Proizvoda za
li¢nu upotrebu

Proteinaze i lipaze

Cis¢enje kontaktnih sociva

Glukoza-amilaze

Oslobadanje glukoze iz oligomera na bazi
skroba

Glukoza-oksidaze

U pasti za zube za konverziju glukoze u
glukonsku kiselinu i vodonik peroksid koji sluze
kao dezinfekciono sredstvo
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3.4. PROJEKTOVANJE BIOPROCESA: MODELOVANJE | SIMULACLJA

Projektovanje bioprocesa predstavlja kompromis izmedu tehni¢ko-tehnoloskih mogucnosti,
ekonomskih efekata i zastite Zivotne sredine. Dobro definisan raspored za istraZivanje i razvoj,
osnova su svakog procesa projektovanja, jer pomaze u smanjenju vremena projektovanja, a
povecava 3anse za nastanak ekoloski bezbednog bioprocesa koji se moze realizovati u
industrijskim razmerama. Projektovanje bioprocesa obuhvata razlicite korake koji su prikazani
na slici 3.5. Analizom koraka koji se odvijaju tokom procesa projektovanja, sagledava se
njegova kompleksnost, s obzirom da vise koraka teku paralelno i uti¢u jedni na druge.

A Pregled literature

< >

Ispitivanje biokatalizatora
>
Optimizacija biokatalizatora

Optimizacija podloge i reakcionih uslova

< >
< >

Odabir koraka separacije

< >
< >

Odredivanje DTP-a

< <

Opﬁmiz;cija operacija

Veli¢ina fabrike

< >

Scale-up: laboratorija-pilot-industrija

Projektni koraci
A
Y

<
<

Y

Odobrenje, klinicka ispitivanja

<

Modelovanje bioprocesa i analiza nesigurnosti

Y

A
4

A
A

Ekonomska i ekoloska procena

\

—_— —

T Proces projektovanja
Ideja o proizvodu Proizvodnja

Slika 3.5. Proces projektovanja i koraci koje obuhvata
DTP - dijagram toka procesa

Prvi korak, nakon jasnog definisanja i odredivanja proizvoda je detaljan pregled nauc¢ne i
strucne literature, kojim se dobijaju podaci o moguéem postojanju slicnog proizvoda na
trzistu, da li je potrebna tehnologija proizvodnje patentirana i sl., a takode se pronalaze
podaci o adekvatnom biokatalizatoru, procesu proizvodnje, kao i postupcima izdvajanja i
preciscavanja.

Nakon pronalaska odgovarajuéeg biokatalizatora, koji ima glavnu ulogu u bioprocesima, sledi
njegovo ispitivanje i optimizacija. Uporedo sa optimizacijom biokatalizatora, vrsi se i
optimizacija podloge i procesnih parametara.
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Nakon toga potrebno je odabrati odgovarajuce korake izdvajanja i precis¢avanja i definisati
dijagram toka procesa koji obuhvata operacije za pripremu i sterilizaciju podloge, sam
bioproces i separacione tehnike.

Prilikom projektovanja i povecanja razmera procesa, dijagram toka procesa se menja jer se
ispituju razlicite alternative, pri ¢emu se svaka operacija optimizuje sa ciliem dobijanja
maksimalno moguce koli¢ine proizvoda. Tokom povecanja razmera, odnosno scale up-a
definise se veli¢ina postrojenja, a takode se proverava veli¢ina trziSta i udeo proizvoda na
istom, a koja je procenjena na pocetku projektovanja. Prvi dobijeni podaci o bioprocesu
koriste se za njegovo modelovanje, $to ima za cilj proracun materijalnih bilansa, potrosnje
energije, potrebne radne snage kao i opreme za proces proizvodnje.

Prilikom projektovanja bioprocesa neophodni su mnogobrojni ucesnici i njihova interakcija.
To su specijalisti iz oblasti biohemije, molekularne biologije, geneti¢ckog inZenjerstva, zatim
procesni, biohemijski inzenjeri, kao i stru¢njaci ekologije. Vaznu ulogu ima i tim za marketing,
tim za patente, kao i pravni tim. Znacajni alati prilikom projektovanja su modelovanje
bioprocesa i analiza troskova, koji delimi¢no treba da budu primenjeni od strane projektanta
bioprocesa, ali Cesto je neophodna saradnja razli¢itih stru¢njaka (Vucurovici sar., 2012).

3.4.1. MODELOVANUJE | SIMULACIJA BIOPROCESA

Modelovanje predstavlja matematicki opis, odnosno definisanje bioprocesa matematickim
jednacinama, dok simulacija predstavlja reSavanje jednacina modela. Modelovanje se odvija u
vise koraka i oni su (Vucurovi¢, 2015):

¢ definisanje cilja i granice modela - $to podrazumeva specifikaciju proizvoda,
biokatalizator, veli¢inu postrojenja (koja ima uticaj na troskove bioprocesa) i granice
modela;

e prikupljanje podataka - za ovaj korak mogu posluziti podaci iz sopstvenih
ispitivanja, sva dostupna literatura, patenti kao i misljenje stru¢njaka. Nacelno
vrednosti parametara se uzimaju iz razlicitih izvora ili se vrsi njihova ekstrapolacija iz
uslova koji se razlikuju od sopstvenih;

e postavljanje modela bioprocesa - zapocinje sa bioreakcijom, na osnovu prikupljenih
podataka izvode se reakcione jednacine i uslovi. Prvo se navode sirovine, a potom
odreduju parametri (prinos, vreme trajanja, koncentracija proizvoda, itd.). Takode,
neophodno je definisati reakcione uslove modela;

o definisanje dijagrama toka i operacija (DTB) - sve procedure i koraci postaju
odredeni, svaka operacija mora biti opisana u modelu i parametri definisani;

¢ sakupljanje dokumentacije- sve pretpostavke, pojednostavljenja i procene se
moraju dokumentovati u pisanom obliku, a takode potrebno je priloZiti i objasnjenje
zasto su konkretne vrednosti koris¢ene.
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Kada je model kona¢no napravljen prenosi se u adekvatan simulacioni softver na osnovu ¢ijih
rezultata se poboljSava razumevanje samog bioprocesa, procenjuje odrzivost i izvodi
optimizacija (Vucurovi¢, 2015). Matemati¢ki model je opis dela realnog, stvarnog stanja, a
primenom modela, kroz simulaciju, dobijaju se podaci o stvarnosti koji se mogu primeniti u
razli¢ite svrhe (Mari¢ i Santek, 2009). Modelovanje i simulacija bioprocesa poboljsavaju uvid i
razumevanje bioprocesa, ukazuju na potencijalna poboljsanja ili poteSkoce. Prilikom
projektovanja bioprocesa i njegovog prevodenja u industrijske razmere, simulacija moze da
zameni eksperimente, kako bi se prosirila osnova za donosenje odluka (Hainzle i sar., 2006;
Sokolowski iBanks, 2009).

Za simulaciju bioprocesa proizvodnje hidrolitickih enzima u ovoj disertaciji se koristi softver
SuperPro Desginer™ (Intelligen Inc. Nju DzZersi, SAD). Pregled koraka za resavanje modela u
softveru za simulaciju bioprocesa su prikazani na slici 3.6.

Softver SuperPro Desginer™ je koris¢en za simulaciju razli¢itih bioprocesa, kao $to su
proizvodnja biogasa (Vo i sar., 2018; Mel i sar., 2015), bioetanola (Barrera i sar., 2016;
Mupondwa i sar., 2018), mle¢ne kiseline (Kwan i sar., 2018), sukcinske kiseline (Lam i sar., 2014),
i mnogih drugih bioprocesa.

Pocetak simulacije je formiranje dijagrama toka bioprocesa na radnoj povrsini simulatora
postepenim dodavanjem procedura i njihovim povezivanjem ulaznim tokovima, a potom i
definisanjem izlaznih tokova. Baza podataka koja sadrzi materijale koji ulaze u bioproces kao i
sve materijale koji nastaju tokom procesa, sastavlja se pre pocetka modelovanja pojedinacnih
jedinica. Naredni korak je odredivanje dijagrama toka bioprocesa i svih operacija koje
obuhvata. Pre specifikacije ulaznih tokova i jedinica modela potrebno je odrediti veli¢inu
bioprocesa. Potom se deo modela u kome se prva procedura i njeni tokovi crtaju i specifikuju
analizira, sve dok se ne isprave greske. Zatim se dodaje sledeci procesni korak i specifikuje, pri
¢emu se za svaki korak moraju definisati tokovi koji ulaze u bioproces, a potom se podesava
njegov sastav i definide ukupna masa ili zapremina. Ovim postupkom, definisanjem veli¢ine
toka, odreduje se veli¢ina opreme.

Za vecinu operacija bioprocesa softver sadrzi unapred definisane modele i samo se parametri
moraju definisati. Vrednosti parametara se definiSu na osnovu sakupljenih podataka, a
program sadrzi uobicajene vrednosti, koje predstavljaju srednje vrednosti za procedure i
pogodne su za primenu u pocetnim fazama projektovanja, dok se u detaljno opisanom
modelu ne preporucuje njihova primena. Od sloZzenosti operacije zavisi i broj potrebnih
parametara. U bioreakcionom koraku reakciona jednacina se definise na bazi mase ili molova,
kako bi se objasnio nestanak reaktanata i nastanak glavnog i sporednih proizvoda.
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Za optimalnu proizvodnju i ekonomski isplativ bioproces neophodan je efikasan vremenski
raspored, mada se tokom procesa modelovanja ne preporucuje previse obra¢anja paznje na
vremenski raspored, sve dok svaka operacija u diskontinualnom postupku ne predstavlja
pojedina¢nu radnu jedinicu. Nakon toga model se mozZe prosiriti na Zeljeni broj jedinica
opreme.

nacrtati dijagram popuniti bazu
toka bioprocesa podataka

l |

definisati veli¢inu i rezim rada

l l l

definisati ulazne definisati model definisati parametre
tokove reakcije operacija

v v v

resSiti materijalne i energetske bilanse

l

proveriti rezultate, otkloniti probleme

\J

vremenski raspored

l

definisati i proveriti ekonomske parametre

Slika 3.6. Koraci reSavanja modela pri simulaciji

U programu su unapred definisane i razlicite vrste komunalnih usluga, potrosnih materijala,
kao i kolicina radne snage potrebna za svaku operaciju. Proces modelovanja je
visokoiterativan i naj¢eSce je neophodno dosta ispravki tokom podeavanja modela. Kada je
tehnic¢ki model proveren, podesavaju se ekonomski parametri bioprocesa i modela, pri ¢emu
softver sadrZi osnovne informacije o cenama i komplet alata za ekonomsku procenu.
Ekonomski model takode mora biti proveren.
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Za realnu procenu projekta neophodno je razumevanje nesigurnosti bioprocesa, odnosno
potrebna je identifikacija i kvantifikacija rizika i mogucnosti unutar bioprocesa. Uticaj
mogucih promena u bioprocesu, predpostavke i procene napravljene pomo¢u modelovanja,
proveravaju se analizom nesigurnosti. Prilikom razmatranja samog termina ,nesigurnosti”
vazno je napraviti razliku izmedu varijabilnosti i nesigurnosti. Varijabilnost se ne moze
umanijiti daljim ispitivanjima i ona je unutradnja odlika sistema. Nesigurnost je posledica
nedostatka znanja o nekom parametru. Nesigurnost koja utice na bioproces ukljucuje
varijaciju u samom bioprocesu, kao i u lancu snabdevanja i trziStu proizvoda. Pored toga,
postoje nesigurnosti u drustvenom i politickom okruzenju, gde se realizuje bioproces.
Parameter koji ¢e se upotrebiti kao ciljane funkcije za opis uticaja nesigurnosti je potrebno
definisati pre pocetka analize i naj¢esce se uzima neki parameter koji opisuje tehnicki uticaj
bioprocesa (Vucurovi¢, 2015; Vucurovic i sar., 2012).

3.4.2. ZNACAJ PRIMENE SIMULATORA BIOPROCESA

Korisnost upotrebe procesnih simulatora zavisi od tipa proizvoda, faze razvoja i veli¢ine
investicije. Za bioloSke proizvode, kao sto su biogoriva, primarnu korist predstavlja
minimizacija kapitala i operativnih troskova. Za visokovredne biofarmaceutske proizvode,
glavna motivacija je sistematsko razvijanje procesa koje smanjuje koli¢inu vremena potrebnu
da bi se proizvod komercijalizovao. Na slici 3.7 dat je prikaz benefita upotrebe takvih alata u
raznim fazama procesa komercijalizacije.

Generisanje ideja - Kada se proizvod i procesne ideje prvo osmisle, alati za modelovanje
procesa se koriste za proveru, odabir i stratesko planiranje procesa na osnovu preliminarnih
ekonomskih analiza.

Razvoj procesa - Tokom ove faze, istrazivaci za razvoj procesa razmatraju razlic¢ite opcije
sinteze, precis¢avanja, karakterizacije i formulacije kona¢nog proizvoda. Proces prolazi kroz
stalne promene tokom razvoja. Naj¢esc¢e je veliki broj naucnika i inZenjera uklju¢en u
poboljsanje i optimizaciju individualnih procesnih koraka. Upotreba procesnih simulatora u
ovoj fazi moze da uvede zajednicki jezik komunikacije i olaksa timske interakcije kod razvoja
procesa. Uticaj promena u procesu se jasno moze evaluirati i sistematski dokumentovati. Kada
pouzdan model postane dostupan, moze da se koristi za nalazenje ekonomski najkriti¢nije
oblasti kompleksnog procesa. Rezultati takvih analiza mogu da usmere dalja istrazivanja u
laboratoriji ili pilot postrojenju prema tim delovima procesa i njihovoj optimizaciji. Simulator
takode moze da se primeni za evaluaciju ekoloskih uticaja procesa. Ekolo3ki problemi koji se
zapostave tokom razvoja procesa mogu dovesti do ozbiljnih problema tokom proizvodnije.
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GENERISANJE IDEJE
skrining projekta, stratesko planiranje

:

RAZVOJ PROCESA
procena alternativa, komunikacija medu ucesnicima

!

OD ISTRAZIVANJA | RAZVOJA DO PROIZVODNJE
projektovanje postrojenja, transfer tehnologije i
fitovanje procesa

PROIZVODNJA
optimizacija, uklanjanje uskih grla,
analiza i smanjenje vremena ciklusa,
planiranje i vremenski raspored proizvodnje

Slika 3.7. Benefiti upotrebe procesnih simulatora

Projektovanje i selekcija postrojenja - Kada se razvoj procesa priblizava kraju na nivou pilot
postrojenja, simulacioni alati se koriste za projektovanje i optimizaciju procesa za
komercijalnu proizvodnju. Dostupnost dobrog kompjuterskog modela moze znatno da
olak$a prevodenje novog procesa iz pilot postrojenja u industrijsko postrojenje. Ukoliko je
potrebna izgradnja novog postrojenje, procesni simulatori mogu da odrede veli¢inu opreme i
pomocnih postrojenja, kao i da procene potrebno kapitalno ulaganje. Kada je re¢ o
prevodenju proizvodnje u postojeca proizvodna postrojenja (transfer tehnologije), procesni
simulatori mogu da se koristi za evaluaciju razlicitih proizvodnih lokacija sa stanovista
kapaciteta i troskova, na osnovu ¢ega se lako moZe odabrati najprikladnija opcija.

Proizvodnja - Kod proizvodnje u velikim razmerama simulacioni alati se naj¢es¢e koriste za
optimizaciju tokom izvodenja procesa i za uklanjanja uskih grla. Takode, alati koji imaju
mogucnost pravljenja vremenskog rasporeda procesa mogu da se koriste za generisanje
proizvodnih rasporeda (Harrison i sar., 2015).
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4.1. MATERUJALI
4.1.1. PROIZVODNI MIKROORGANIZMI

Za ispitivanje proizvodnje celuloliti¢kih, amilolitickih i ksilolitickin enzima upotrebljeni su
sojevi plesni Trichoderma reesei QM 9414, Aspergillus spp. i Penicillium spp, koji se ¢uvaju u
zbirci kultura na predmetu Industrijska mikrobiologija, Tehnoloskog fakulteta Novi Sad.

Inokulacija hranljivih podloga vriena je unapred pripremljenom suspenzijom spora u
sterilnom fizioloSkom rastvoru koja sadrzi 10° spora/g. Za potrebe inicijalnih ispitivanja,
odnosno odabira proizvodnog soja, u te¢ne podloge je dodavano 10% inokuluma, a po
¢vrstim je vréeno rasprsivanje odredene zapremine pripreljene suspenzije spora po njihovoj
povrsini.

4.1.2. HRANLJIVE PODLOGE

Osvezavanje kultura plesni je vreno na krompir dekstroznom kosom agaru inkubacijom 3-4
dana na 28°C.

Za potrebe istrazivanja, nusproizvod prerade Zita (pSeni¢na plevice) upotrebljen je za
pripremu hranljivih podloga. Data sirovina je dobijena iz domace fabrike za preradu Zita
(mlina) ,Zitopromet — Mlin“ a.d. Senta.

Sastav te¢nih podloga za submerznu tehniku kultivacije na podlozi sa pSeni¢nom plevicom sa

ciliem odabira proizvodnog soja i optimizaciju procesnih parametara je bio 3 g pseni¢ne
plevice, 0,5% (NH4).SO.4 i 1,36% K;HPO4 u 100 mL destilovane vode.
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Za kultivaciju na ¢vrstim podlogama sa ciljem odabira proizvodnog soja i optimizaciju
procesnih parametara potrebna koli¢ina sirovine (3 g) suspendovana je u 100 mL ¢esmenske
vode, pa je nakon 15 min mesanja proverena i korigovana vrednost pH. Nakon dodatnih 15
min mesanja suspenzija je ostavljena da miruje kako bi se dcvrsta faza istalozila u
graviotacionom polju. Te¢na faza je dekantovana, a talog upotrebljen kao ¢vrsta podloga za
proizvodnju enzima. Na ovaj nacin proizvedeni enzimi nastaju iz iste koli¢ine sirovine (3 g
psenicne plevice), kao i iste metode pripreme (100 mL rastvora soli u destiovanoj vodi), kako
bi rezultati bili uporedivi, a prema uputstvu Hansen i sar. (2015).

Vrednost pH primenjenih hranljivih podloga korigovana je na 4,5+0,1 primenom 1% NaOH ili
1% H,SO.. Za potrebe optimizacije vrednost pH je podeSena u opsegu 4-6. Sterilizacija
pripremljenih hranljivih podloga je izvedena u autoklavu pri temperaturi od 121 °C i pritisku
od 2,1 bar u trajanju od 20 min.

4.2. METODE
4.2.1. TOKKULTIVACLJE

Proizvodnja enzima submerznom i solid-state tehnikom kultivacije plesni sa ciljem odabira
proizvodnom soja ispitana je u erlenmajerima od 300 ml sa 100 ml tecne hranljive podloge ili
¢vrtom hranljivom podlogom koja je zaostala nakon dekantovanja tecne faze, i koja je
inokulisana sporama plesni. Ogledi proizvodnje enzima submerznom tehnikom izvedeni su u
trajanju od 7 dana na temperaturi od 28+1°C. Za potrebe optimizacije temperatura kultivacije
je varirana u opsegu 25-35°C a vreme kultivacije u opsegu 3-7 dana.

Slika 4.1. Laboratorijski bioreaktor BIOSTAT A-Plus
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Eksperimenti sa ciljem ispitivanja toka kultivacije i validacije procesa optimizacije u
submerznim uslovima su izvedeni u laboratorijskom bioreaktoru (BIOSTAT A-Plus, Sartorius
AG, Goettingen, Germany) ukupne zapremine 3 L (radne zapremine 2 L) sa automatskim
merenjem i regulacijom procesnih parametara (slika 4.1). Kultivacija plesni na cvrstim
hranljivim podlogama sa ciljem ispitivanja toka kultivacije i validacije procea optimizacije
izvedena je u solid-state bioreaktoru prikazanom na slici 4.2. Inokulisana ¢vrsta hranljiva
podloga je postavljena na perforiranu stalazu, aerisana i vlaZzena barbotiranjem, odnosno
produvavanjem temperiranog vazduha kroz destilovanu vodu smestenu ispod perforirane
povrsine. Regulacija temperature vriena je zagrevanjem destilovane vode pomocu grejaca
koji je smeSten u omotacu suda.

vazduh

Slika 4.2. Laboratorijski solid-state bioreaktor

4.2.2. ANALITICKE METODE

Analiza kvaliteta sirovine. Analiza primenjene sirovine (p3eni¢ne plevice) je izvrSena u
skladu sa uobicajenom praksom laboratorijske kontrole Nacionalne laboratorije za obnovljive
energije u Vasingtonu, Amerika (National Renewable Energy Laboratory — NREL/TP-510-
48087, 2010).

Sadrzaj suve materije (SM) primenjenih sirovina odredene je gravimetrijski (NREL/TP-510-
42621, 2008).

Sadrzaj ugljenih hidrata (celuloze, hemiceluloze, skroba, saharoze i drugih redukujucih 3ecera)
i lignina odredene je primenom visokopritisne te¢ne hromatografije (HPLC — High Pressure
Liquid Chromatography) i spektrofotometrijski, redosledom (NREL/TP-510-42618, 2010).
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Sadrzaj pepela odreden je gravimetrijskom metodom (NREL/TP-51-42622, 2008).

Sadrzaj ukupnog azota u primenjenim sirovinama je odredivan metodom po Kjeldahl-u
(NREL/TP-510-42625).

Analiza uzoraka kultivacije. Nakon kultivacije na ¢vrstim podlogama ekstrahovani su
proizvodi metabolizma sa 100 mL 0,1 M acetatnog pufera (pH 5,0) uz konstantno mesanje pri
200 o/min, u trajanju od 30 min na konstantnoj temperaturi, kako bi se izjednacila zapremina
za submerznim kultivacionim te¢nostima (Hansen i sar., 2015). Sto se ti¢e uzoraka prilikom
ispitivanja toka kultivacije, masa uzorka ¢vrste podloge je izmerena na analiti¢koj vagi, a
dodata zapremina acetatnog pufera proporcionalna da se izjednacdi sa te¢nom hranljivom
podlogom (Hansen i sar., 2015) kako bi rezultati bili uporedivi.

Razdvajanje ¢vrste i tecne faze nakon esktrakcije iz ¢vrstih podloga kao i submerzne
kultivacije plesni izvireno je filtracijom kroz kvalitativhu filter hartiju. Dobijeni filtrati
podvrgnuti su standardnoj analizi uzoraka fermentacione te¢nosti.

Ukupan sadrzaj proteina u fermentacionim te¢nostima ili ekstraktima ¢vrste podloge na kraju
procesa odredivan je spektrofotometrijski metodom po Lowry-u (1951) u kojoj su kao
reagensi koris¢eni bakar-sulfat u rastvoru alkalnog tartarata i Folin-Ciocalteu-ovog rastvora, a
apsorbancija je ocitavana na 660 nm.

Intenzitet hidrolitickog delovanja, odnosno aktivnosti amilaza, celulaza i ksilanaza u
fermentacionim te¢nostima i ekstrakata ¢vrstih podloga prema skrobu, celulozi i ksilanu
odreden je na osnovu sadrzaja redukujucih 3ecera koji ovim procesom nastaju i koji se
odreduju spektrofotometrijskom metodom po Miller-u (1959). Kao reagens koristi se
dinitrosalicilna kiselina (DNS), a apsorbancija se ocitava na 540 nm. Jedna jedinica (U)
enzimske aktivnost (amilaze, celulaze i ksilanaze) je definisana kao koli¢ina enzima koja
oslobodi 1 umol redukujucih 3ecera u obliku glukoze/mL-min pod odgovarajucih uslovima
analize (Jii sar., 2018).

Supstrat za procenu aktivnosti amilaza je 1% rastvor rasvorljivog skroba u destilovanoj vodi.
Potpuno rastvaranje skroba se postize kuvanjem ovog rastvora u klju¢alom vodenom
kupatilu. Rastvor skroba se mesa sa te¢cnom fazom fermentacione tec¢nosti ili ekstraktom
¢vrste podloge u odnosu 3:1. Za slepu probu koristi se destilovana voda. Nakon
homogenizacije, hidroliza se vrsi u toku 30 minuta na 37°C u temperiranom vodenom
kupatilu.

Supstrat za procenu aktivnosti celulaza je 1% rastvor rastvorljive karboksimetilceluloze u
0,1 M acetatnom puferu ¢ija je vrednost pH 5,5. Potpuno rastvaranje karboksimetilceluloze se
postize kuvanjem ovog rastvora u klju¢alom vodenom kupatilu. Rastvor karboksi-
metilceluloze se mesa sa te¢cnom fazom fermentacione te¢nosti ili ekstraktom ¢vrste podloge
u odnosu 3:1. Za slepu probu se mesa 0,1 M acetatni pufer cija je vrednost pH 5,5.
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Nakon homogenizacije, hidroliza se vrsi u toku 30 minuta na 45°C u temperiranom vodenom
kupatilu.

Supstrat za procenu aktivnosti ksilanaza je 1% rastvor ksilana u 0,05 M acetatnom puferu cija
je vrednost pH 4,5. Potpuno rastvaranje ksilana se postize kuvanjem ovog rastvora u
kljucalom vodenom kupatilu. Rastvor karboksimetilceluloze se mesa sa te¢nom fazom
fermentacione te¢nosti ili ekstraktom ¢vrste podloge u odnosu 3:1. Za slepu probu se mesa
0,05 M acetatni pufer ¢ija je vrednost pH 4,5. Nakon homogenizacije, hidroliza se vrsi u toku
60 minuta na 45°C u temperiranom vodenom kupatilu.

4.2.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Svi rezultati prikazani u ovom radu predstavljaju srednje vrednosti iz tri eksperimenta
ponovljena pod istim uslovima. Rezultati su statisticki obradeni analizom varijanse pri
stepenu znacajnosti a=0,05. Adekvatnost modela je procenjena na osnovu koeficijenta
determinacije (R?) i p-vrednosti modela. Metoda funkcije odzivne povrsine je metoda
modelovanja pogodna za proucavanje uticaja vise faktora na odzive njihovim istovremenim
variranjem uz izvodenje ograni¢enog broja eksperimenata. Upravo zato je ova metoda
upotrebljena za optimizaciju uslova proizvodnje enzima submerznom i solid-state tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice. Za planiranje eksperimenata odabran je Box-Behnken-ov
dijazn.

Za opis odzivne funkcije Y (ukupan sadrzaj prioteina (mg/mL) i aktivnosti amilaza, celulaza i
ksilanaza (U/mL)), primenjen je polinom drugog reda:

Y=x+aA+bB+cC+a’A> +b’B* +c*C* +abAB+acAC + bcBC

gde su: x - odsecak,
a, bi c - linearni koeficijenti,
a%, b?i 2 - kvadratni koeficijenti i
ab, aci bc - koeficijent interakcijei.

Ispitivan je uticaj sledecih faktora u navedenim opsezima:
A: temperatura kultivacije (25-35°C),
B: vrednost pH (4-6) i
C: vreme kultivacije (3-7 dana).

Statisticka obrada eksperimentalnih podataka i crtanje povrsina odziva je uradeno primenom
softverskog paketa STATISTICA 12.0 (StatSoft, USA). Znacajnost uticaja svakog od faktora kao i
njihovih interakcija odredivana je poredenjem p-vrednosti za svaki od koeficijenata u
regresionoj jednacini. Za optimizaciju faktora, primenjena je metoda Zeljene (traZzene) funkcije
u softverskom paketu DESIGN-EXPERT 7.0 (StatEase, Inc., USA).
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4.2.4. MODEL I SIMULACLJA BIOPROCESA

Softver za simulaciju bioprocesa je serija kompjuterskih algoritama sposobnih za
matemati¢cko modelovanje ucinka individualnih operativnih jedinica, ¢ija osnovna prednost
jeste Sto se svi aspekti upravljanja procesa nalaze na jednom mestu i mogu se istovremeno
ispitivati. Simulacije omogucavaju predvidanje razlicitih scenarija koji se mogu javiti tokom
rada postrojenja, dok prilikom projektovanja bioprocesa i njegovog prevodenja u industrijske
razmere, simulacija moze da zameni eksperimente, kako bi se prosirila osnova za donosenje
odluka.

Za generisanje modela bioprocesa proizvodnje enzima iz nusproizvoda prerade Secerne Zita
upotrebljen je program SuperPro Designer® v9.0 (Intelligen Inc., Scotch Plains, NJ), odnosno
program koji omogucéava procenu kako procesnih tako i ekonomskih parametara datog
bioprocesa.

Definisani su maseni i energetski bilansi ¢itavog postrojenja za proizvodnju enzima iz
p3enicne plevice, a na osnovu njih odredeni klju¢ni ekonomski parametric za isplativost ovog
bioprocesa. Takode, izvrSena je analiza profitabilosti i analiza nesigurnosti, u zavinosti od
stanja sirovine na trzistu i kapaciteta proizvodnje.
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Prvi deo ovog poglavlja prikazuje rezultate analize sastava nusproizvoda prerade psenice
(plevice) iz jednog domaceg mlina, a koji je upotrebljen za formulaciju hranljivih podloga u
daljim istrazivanjima u okviru ovog rada. Drugi deo prikazuje ispitivanje mogucnosti i
poredenje odabranih proizvodnih mikroorganizama, a ujedno i odabir najproduktivnijeg u
smislu koli¢ine sintetisanih enzima i aktivnosti amilaza, celulaza i ksilanaza. Odabrani soj je
dalje upotrebljen za ispitivanje toka submerzne i solid-state kultivacije za proizvodnju
hidrolitickih enzima. U ¢etvrtoj fazi istrazivanja, izvedena je optimizacija bioprocesa kultivacije
plesni u submerznim i solid-state uslovima na podlozi ¢iju osnovu ¢ini pSeni¢na plevica.
Ispitan je uticaj znacajnih faktora na modelovanje odabranih odziva: ukupan sadrzaj proteina,
aktivnost amilaza, aktivnost celulaza i aktivnost ksilanaza. Nakon toga je primenjena metoda
Zeljene funkcije i zajedno sa polinomskim zavisnostima posmatranih odziva upotrebljena za
optimizaciju ispitanih procesnih parametara. Posledniji, Sesti deo prikazuje primenu rezultata
optimizacije i literaturnih podatka za definisanje idejnog re$enja modela postrojenja za
proizvodnju hidroliti¢kih enzima iz nusproizvoda prerade p3Senice.

5.1. SASTAV SIROVINA

PSeni¢na plevica je suvo, lisnato zastitno kuciste koje okruzuje zrelo seme psenice. Prilikom
prerade Zita, u pripremnoj fazi (pre mlevenja), vrsi se odvajanje svih primesa, medu kojima je i
plevica, a koje uti¢u na kvalitet gotovih proizvoda. Ovaj nusproizvod je zbog svoje strukture i
ugljenohidratnog sastava do sada koris¢en kao hrana za stoku (Mann i sar., 1988) ili kao
sirovina za proizvodnju visoko vrednih proizvoda biotehnologije poput: polimera za
biokompozite (Mamun i Al Bledzki, 2014), Secera za proizvodnju bioetanola (Duguid i sar.,
2007) i materijala za adsorpciju teskih metala (Sud i sar., 2008). Plevica nije stalnog sastava.
Sastav plevice varira od vrste useva, vlage, vremenskih uslova i kvaliteta Zetve (Pastornjicki,
2011). Rezultati analize sastava pSeni¢ne plevice iz jedne domace fabrike za preradu zita
,Zitopromet — Mlin“ a.d. Senta su prikazani u tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Prosecan sastav plevice izdomace fabrike prerade Zita

Srednja Standardna .
L Min Max
vrednost devijacija
Suva materija (% m/m) 91,1 4,6 86,5 95,7
Skrob (% SM) 1,5 0,2 1,3 1,7
Celuloza (% SM) 36,6 1,1 35,5 37,7
Hemiceluloza (% SM) 18,1 1,4 16,7 19,5
Lignin (% SM) 17,8 0,3 17,5 18,1
Protein (% SM) 4,6 1,7 2,9 6,3
Pepeo (% SM) 6,9 0,8 6,1 7,7

SM - suva materija; SV - srednja vrednost; SD — standardna devijacija

Visok sadrzaj suve materije (preko 90%) ukazuje da mogucnost lakog skladistenja tokom
duZeg vremenskom perioda, a sa druge strane pojefitnjuje process jer nije potrebno dodatno
susenje pre skladistenja. Prisustvo ugljenih hidrata u velikom udelu u pseni¢noj plevici
ukazuje na to da je ovaj agroindustijski otpad veoma pogodna sirovina za proizvodnju
enzima mikrobioloskom kultivacijom. Sa druge strane, visok sadrzaj lignina ¢ini ovu sirovinu
veoma kompaktnom. ProseCan sastav pseni¢ne plevice prema McCartney i sar. (2006) je
celuloza 36-39%, hemiceluloza 18-21% i lignin 16%, $to se slaze sa dobijenim rezultaitma
analize pSenic¢ne plevice sa naseg podneblja.

Iz rezultata analize sastava p3eni¢ne plevice moze se zakljuciti da je navedeni nusproizvod
prerade Zita uobiajenog sastava za ovu vrstu prerade. Na osnovu ove analize, pomenuti
otpad, moze biti pogodna sirovina za pripremu hranljive podloge za proizvodnju enzima.

5.2.ISPITIVANJE MOGUCNOSTI | ODABIR PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA ZA
PROIZVODNJU ENZIMA PRIMENOM SUBMERZNE | SOLID-STATE TEHNIKE KULTIVACLJE

Kultivacija plesni Trichoderma reesei, Penicillium spp. i Aspergillus spp. na pseni¢noj plevici je
ispitana sa ciljem utvrdivanja mogucnosti proizvodnje enzima iz ovih sirovina i definisanja
najpogodnijeg proizvodnog mikroorganizma za ovu biosintezu. Kultivacija na ovoj hranljivoj
podlozi je izvedena primenom dve tehnike kultivacije, odnosno sumberznom kultivacijom
odabranog proizvodnog mikroorganizma i solid-state kultivacijom na ¢&vrstim hranljivim
podlogama. Procena uspesnosti biosinteze enzima odabranim proizvodnim mikro-
organizmom na podlozi sa izabranom sirovinom vrsi se na osnovu sadrzaja proteina u te¢noj
fazi kultivacione podloge ili ekstraktu odnosno filtratu ¢vrste podloge na kraju procesa i na
osnovu njegove aktivnosti prema odgovarajuc¢im supstratima (skrob, karboksimetilceluloza i
ksilan), odnosno odredivanjem aktivnosti amilaza, celulaza i ksilanaza. Ova procena je
moguca jer su se procesi odvijali pri istim uslovima kultivacije.
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Kultivacijom na lignoceluloznim supstratima proizvodni mikroorganizam Trichoderma reesei
za potrebe svog rasta i razmnoZavanja sintetiSe enzime koje ispusta u podlogu sa ciljem
prevodenja sloZzenih u proste (fermentabilne) Secere (Fang i Xia, 2014). Penicillium spp. je
proizvodni mikroorganizam koji se festo primenjuje kao alternativa vrstama iz roda
Trichoderma spp. i Siroko je upotrebljavan u proizvodnji velikih koli¢ina celulaza i ostalih
enzima potrebnih za sinergicku hidrolizu lignocelulozne biomase (Singhania i sar., 2014).

Na slikama 5.1 i 5.2 prikazana je aktivnost amilaza, celulaza i ksilanaza, a na slici 5.3 vrednost
sadrzaja ukupnih proteina u filtratima nakon kultivacije plesni Trichoderma reesei, Penicillium
spp. i Aspergillus spp. na hranljivoj podlozi sa pseni¢cnom plevicom primenom submerzne i
solid-state tehnike kultivacije.
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Slika 5.1. Aktivnost amilaza, celulaza i ksilanaza u filtratima nakon kultivacije plesni
Trichoderma reesei, Penicillium spp. i Aspergillus spp. na hranljivoj podlozi sa pSeni¢nom
plevicom primenom submerzne tehnike kutlivacije

Na osnovu analize rezultata aktivnosti amilaza (koncentracije oslobodenih redukujucih secera
u standardnom rastvoru skroba) u filtratima dobijenim nakon kultivacije Trichoderma reesei na
psenicnoj plevici moze se uociti da su vece vrednosti dobijene primenom submerzne tehnike
kultivacije (0,1779 U/mL). Takode, rezultati pokazuju da su i vrednosti aktivnosti celulaza
(0,0422 U/mL) i ksilanaza (0,148 U/mL) veée submerzne tehnike (Jovanovic¢ i sar., 2019).
Medutim, ukupan sadrzaj proteina u filtratu dobijenom nakon kultivacije Trichoderma reesei
na psenicnoj plevici pokazuje da se tehnika kultivacije na ¢&vrstim hranljivim hranljivim
podlogama pokazala kao bolja u odnosu na submerznu kultivaciju, pri ¢emu je dobijena
vrednost koja iznosi 0,8526 mg/mL.
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Slika 5.2. Aktivnost amilaza, celulaza i ksilanaza u filtratima nakon kultivacije plesni
Trichoderma reesei, Penicillium spp. i Aspergillus spp. na hranljivoj podlozi sa pSeni¢nom
plevicom primenom solid-state tehnike kutlivacije

Nakon kultivacije plesni Penicillium spp. na hranljivoj podlozi sa pseni¢nom plevicom, na
osnovu rezultata prikazanih na slikama 5.1-3, aktivnost ispitivanih enzima pokazuju vece
vrednosti kod submerzne kultivacije (0,0589 U/mL za amilaze, 0,0118 U/mL za celulaze i
0,1413 U/mL za ksilanaze) nego primenom solid-state tehnike (0,0461 U/mL za amilaze,
0,0031 U/mL za celulaze i 0,0772 U/mL za ksilanaze), dok sa druge strane vrednost sadrzaja
ukupnih proteina u filtratima ukazuje da je kultivacija na ¢vistim podlogama bolja, pri ¢emu je
dobijena vrednost od 0,5065 mg/mL za razliku od 0,4121 mg/mL kod submerzne kultivacije
plesni Penicillium spp. (Jovanovic i sar., 2019).

Kultivacija plesni Aspergillus spp. na hranljivoj podlozi sa pseni¢cnom plevicom izvedena je
submerznom kultivacijom i kultivacijom na ¢vrstim hranljivim podlogama i dobijeni rezultati
su prikazani na slikama 5.1-3. Sa rezultata prikazanih na pomenutim slikama moze se videti da
su vrednosti dobijene submerznom kultivacijom za aktivnost amilaza (0,1250 U/mL), celulaza
(0,0351/mL) i ksilanaza (0,1259 U/mL) vece u odnosu na vrednosti dobijene solid-state
kultivacijom, a koje iznose 0,0811 U/mL, 0,0227 U/mL i 0,0580 U/mL, redosledom. Medutim,
vrednost ukupnog sadrzaja proteina u filtratu nakon kultivacije na ¢&vrstim podlogama
primenom plesni Aspergillus spp. je ve¢a nego prilikom submerzne kultivacije, odnosno
0,8186 mg/mL u poredenju sa 0,3895 mg/mL (Jovanovici sar., 2019).

Analizom rezultata ovih preliminarnih istraZivanja moze se zakljuciti da je aktivnost ksilanaza
veca u odnosu na aktivnost celulaza za odredeni proizvodni mikroorganizam i tehniku
kultivacije, $to je u skladu sa prethodno publikovanim rezultatima Hirasawa i sar. (2019).
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Slika 5.3. Ukupan sadrZaj proteina u filtratima nakon kultivacije plesni Trichoderma reesei,
Penicillium spp. i Aspergillus spp. na hranljivoj podlozi sa pseni¢cnom plevicom primenom
submerzne (SmF) i solid-state (SSF) tehnike kutlivacije

Ako se uporede svi rezultati (slike 5.1-3), kultivacijom plesni Trichoderma reesei na psenicnoj
plevici se dobijaju najvece aktivnosti ispitivanih enzima, kao i ukupan sadrzaj proteina bez
obzira na tehniku kultivacije (Jovanovic i sar., 2019). Iz tog razloga je za dalji tok istrazivanja,
kao proizvodni mikroorganizam, odrabran soj Trichoderma reesei.

5.3. TOK PROIZVODNJE HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM | SOLID-STATE
TEHNIKOM KULTIVACIJE PLESNI NA PSENICNOJ PLEVICI

Pored odgovaraju¢e hranljive podloge i proizvodnog mikroorganizma, uspesnost
fermentacije zavisi i od poznavanja vrednosti Zeljenih parametara u pojedinim fazama
procesa, ondnosno poznavanje toka kultivacije (Stanbury i sar., 2019). Poznavanje toka nekog
bioprocesa pomaze u njegovom boljem razumevanju, olakSava njegovo prevodenje u vece
razmere (scale-up) do konacne industrijalizacije, a samim tim i njegovu kontrolu i upravljanje.
Iz tog razloga su izvedeni eksperimenti primenom submerzne i solid-state kultivacije plesni
Trichoderma reesei na podlozi Cije je osnova pseni¢na plevica, a sa ciljem analize aktivnosti
hidrolitickih enzima (amilaza, celulaza i ksilanaza), ukupnog sadrzaja proteina i redukujucih
Secera u definisanim vremenskim intervalima bioprocesa. Na slikama 5.4 i 5.5 prikazani su
rezultati ispitivanja toka kultivacije za submerznu i solid-state tehniku, redosledom.
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Slika 5.4. Zavisnost aktivnosti enzima (amilaza, celulaza i ksilanaza), ukupnog sadrzaja
proteina i redukujucih Secera od vremena submerzne kultivacije plesni Trichoderma reesei na
hranljivoj podlozi sa pSenicnom plevicom

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.4 moze se uociti da aktivnosti ispitivanih hidroliti¢kih
enzima u kultivacionoj te¢nosti imaju intenzivan porast u prvih 48 h, a nakon toga blago
povecanje ili stagnaciju do kraja kultivacije. Po istom principu sigmoidalne krive, koja je
karakteristicna za enzimske sisteme (Pan i sar., 2019), se menja i ukupan sadrzaj proteina, s tim
da je momenat prelaska sa naglog na slabiji intezitet povecanja ove vrednosti malo ranije u
odnosu na aktivnosti ispitivanih enzima i to oko 32 h. Sadrzaj redukujucih Secera u prva Cetiri
Casa ima intenzivan rast, kada dostize svoju maksimalnu vrednost od 12,4895 mg/mL, nakon
toga naglo opada do 24 h na oko 2 mg/mL i do kraja kultivacije se ova vrednost drasti¢no ne
menja.

Analizom aktivnosti amilaza, celulaza i ksilanaza u uzorcima uzetim u toku kultivacije plesni na
¢vrstoj hranljivoj podloz na bazi pseni¢ne plevice (slika 5.5) evidentno je da vrednosti prvo
intezivno rastu do 48 h, nakon toga se do kraja kultivacije blago povecavaju. Kao i kod
submerzne kultivacije, ukupan sadrzaj proteina prvo ima nagli porast, ali ovaj put do 48 h, a
nakon toga neznatno povecanje do 168 h. Maksimalna vrednost sadrzaja redukujucih Secera
postignuta je ve¢ u 4 h klutivacija, nakon ¢ega pada na vrednost ispod 2 mg/mL ve¢ u 18 h
kultivacije i do kraja nastavlja sa padom do vrednosti od 0,5 mg/mL.

Ispitivanjem toka dve tehnike kultivacije plesni na hranljivoj podlozi na bazi pseni¢ne plevice,
ukazano je na to da posotji eventualna mogucnost skra¢enja vremena kultivacije, odnosno na
potrebu dalje optizacije u vidu procesnih parametara.
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Slika 5.5. Zavisnost aktivnosti enzima (amilaza, celulaza i ksilanaza), ukupnog sadrzaja
proteina i redukujucih Secera od vremena solid-state kultivacije plesni Trichoderma reesei na
hranljivoj podlozi sa pSenicnom plevicom

5.4. MODELOVANJE | OPTIMIZACIJA PROIZVODNJE HIDROLITICKIH ENZIMA
SUBMERZNOM TEHNIKOM KULTIVACIJE NA PSENICNOJ PLEVICI

Proizvodnja enzima submerznom tehnikom kultivacije ima veliku industrijsku primenu usled
mogucnosti bolje kontrole ¢itavog procesa (Hansen i sar., 2015). Prilikom biosinteze enzima,
bilo kojom tehnikom kultivacije, sastav hranljive podloge, nacin pripreme i doziranje
inokuluma, kao i procesni parametri moraju biti optimalni za odabrani proizvodni
mikroorganizam. Uzimajuéi u obzir sloZzenost celijskog metabolizma, samo uz primenu
optimizovanih uslova proizvodnje moguce je dobiti dovoljnu koli¢inu zeljenog enzima u
takvom obliku da njegovo izdvajanje i precis¢avanje ne bude preskupo (Dodi¢ i Grahovac,
2013). Prilikom optimizacije bioprocesa primena metode odzivne povrsine ima veliki znacaj.
Metoda odzivne povrsine (eng. Response surface methodology, RSM) je statisticka tehnika koja
se ucestalo koristi za optimizaciju kvantitativnih podataka dobijenih na osnovu dobro
dizajniranih eksperimenata, a sa ciljem odredivanja i simultanog reSavanja multivarijantnih
problema. Jednacine opisuju efekte ispitivanih parametara na odzive, odreduju odnose
izmedu parametara i prikazuju kombinovane efekte svih parametara u odzivu. Ona
omogucava efikasno ispitivanje procesa ili sistema (Madamba, 2002). U savremenoj nau¢noj
literaturi moguce je pronadi brojna istrazivanja koja su obuhvatala primenu RSM-a za
optimizaciju razli¢itih aspekata proizvodnje hidroliti¢ckih enzima (Hu i sar., 2018).
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5.4.1. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM TEHNIKOM KULTIVACLJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Za opis odzivnih funkcija ukupanog sadrzaja proteina, aktivnosti amilaza, aktivnosti celulaza i
aktivnosti ksilanaza, ispitivan je uticaj temperature bioprocesa (u opsegu 25-35°C), vrednosti
pH (u opsegu 4-6) i vremena trajanja bioprocesa (u opsegu 3-7 dana). U tabelama 5.2 i 5.3 su
prikazani rezultati fitovanja odabranih odziva sa polinomom drugog reda. Za fitovanje
odredenog odziva je primenjen stepen polinoma koji je najbolje opisivao dobijene
eksperimentalne rezultate, a predloZen od strane programa (Jovanovic i sar., 2019).

Rezultati analize varijanse modelovanih odziva, koja se primenjuje za ispitivanje znacajnosti i
adekvatnosti matematickih modela, su prikazani u tabeli 5.3. Visoke vrednosti koeficijenta
determinacije za sve posmatrane odzive ukazuju na dobro fitovanje eksperimentalno
dobijenih podataka sa polinomom drugog. Ukupan sadrzaj proteina, aktivnost amilaza,
aktivnost celulaza i aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje enzima submerznom tehnikom
kultivacije na pseni¢noj plevici fituje se sa koeficijentima determinacije od 0,9788, 0,9930,
0,9756 10,9917, redosledom, $to znaci da 2,12%, 0,70%, 2,44% i 0,83% varijacija nije moglo biti
objasnjeno modelima, redosledom.

Tabela 5.2. Koeficijenti regresione jednacine modelovanih odziva za proizvodnju hidorlitickih
enzima submerznom tehnikom kultivacije na pSenicnoj plevici

Ukupan Aktivnost
. sadrzaj ) .
Efekti ) Amilaza Celulaza Ksilanaza
proteina
(U/mL) (U/mL) (U/mL)
(mg/mL)

Odsecak
X 1,0200 0,2200 0,0400 0,1500
Linearni
A 0,0470 -0,0042 -0,0041 -0,0067
B -0,0170 0,0003 -0,0015 -0,0039
C 0,0420 0,1900 0,0130 0,0160
Kvadratni
A? -0,0400 -0,1800 -0,0200 -0,1200
B? -0,0044 -0,0120 -0,0077 -0,0055
C -0,0690 -0,0140 -0,0002 0,0021
Interakcije
AB -0,1100 -0,0012 -0,0012 -0,0021
AC 0,1500 -0,0079 -0,0061 -0,0120
BC -0,1500 0,0019 -0,0043 -0,0041
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Dobijene F-vrednosti od 85,65, 88,96, 90,32 i 83,61 za ukupan sadrzaj proteina, aktivnost
amilaza, celulaza i ksilanaza, redosledom, potvrduju da su modeli polinoma drugog reda svih
posmatranih odziva znacajni pri nivou znacajnosti od 95%. Pored toga, znacajnost modela
potvrduju i veoma niske p-vrednosti. Graficki prikaz poredenja eksperimentalno dobijenih i
vrednosti predvidenih modelom su dati na slikama 8.1-8.4 (Poglavlje 8 Prilozi).

Tabela 5.3. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva za proizvodnju hidorlitickih
enzima submerznom tehnikom kultivacije na pSenicnoj plevici

Poreklo
Odziv Rezidual Model
DF SS MS DF SS MS F p-vrednost R?
Proteini 5 0,018 0,008927 9 0,0610 0,0050 85,65 <0,0001 0,9788
Amilaze 5 0,015 0007349 9 0,0513 0,0057 88,96 <0,0001 0,9930
Celulaze 5 0,028 0,009384 9 0,0450 0,0037 90,32 <0,0001 0,9756
Ksilanaze 5 0,012 0,004220 9 0,0161 0,0017 83,61 <0,0001 0,9917

Sa ciljem sagledavanja individualnih efekata odabranih parametara i njihovih interakcija
prikazana je tabela 5.4. Efekti svih parametara, njihovih interakcija kao i kvadratnih ¢lanova su
standardizovani. Statisticka znacajnost koeficijenata, pri nivou znacajnosti od 95% pokazuje
da je efekat znacajan ukoliko je p-vrednost manja od 0,05 u datom eksperimentalnom planu.

Tabela 5.4. Statisticka znacajnost koeficijenata modelovanih odziva za proizvodnju
hidorlitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije na pseni¢noj plevici

p-vrednost
Efekti Ukupan sadrzaj Aktivnost Aktivnost Aktivnost
proteina amilaza celulaza ksilanaza
(mg/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Linearni
A 0,2013 0,4109 0,0351 0,1140
B 0,6194 0,9473 0,3156 0,3129
C 0,2427 0,0095 0,0030 0,0063
Kvadratni
A2 0,4292 <0,0001 0,0002 <0,0001
B? 0,9281 0,1513 0,0138 0,3396
c 0,1989 0,1048 09173 0,6926
Interakcije
AB 0,0598 0,8580 0,5787 0,6946
AC 0,0189 0,2908 0,0288 0,0606
BC 0,0193 0,7783 0,0822 0,4486
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Za ukupan sadrzaj proteina u filtratima dobijenim nakon kultivacije Trichoderma reesei na
pseni¢noj plevici putem submerzne tehnike znacajni ¢lanovi modela su AC i BC, odnosno
¢lanovi interakcije temperature i vremena kultivacije i interakcije vrednosti pH i vremena
kultivacije, redosledom. Znacajni koeficijenti modela za aktivnost amilaza su ¢lanovi modela C
i A%, odnosno linearni ¢lan vremena kultivacije i kvadratni ¢lan temperature kultivacije. 1z
tabele 5.4. se vidi da su ¢lanovi modela A, C, AC, A% i B? znacajni za modelovanje odziva
aktivnosti celulaza prilikom submerzne kultivacije plesni na pseni¢noj plevici, dok su za
aktivnost ksilanaza znacajni ¢lanovi modela C i A%. Na osnovu ove analize moze se zakljuciti da
¢lan A (temperatura kultivacije) i ¢lan C (vreme kultivacije) imaju uticaj na sva Cetiri odabrana
odziva, dok ¢lan B (vrednost pH) samo na dva (ukupan sadrzaj proteina i aktivnost celulaza).
Sagledavanje uticaja svih variranih faktora na odabrani odziv je prikazano perturbacionim
dijagramima, koji su prikazani na slikama 5.7,5.9, 5.11i 5.13.

U tabeli 5.5 prikazani su rezultati analize medusobnih interakcija posmatranih odziva,
odnosno njihovi korelacioni koeficijenti, a grafi¢ki prikazi istih su dati na slikama 8.5-8.10
(Poglavlje 8 Prilozi). Pozitivne vrednosti svih korelacija odabranih odziva ukazuje na to da sa
povecanjem jedne vrednosti raste i druga, dok sama vrednost (izmedu 0 i 1) ukazuje na koliko
je ta povezanost jaka (3to je bliza 1 do je veza jaca). Tako, na primer, vrednosti korelacije
ukupnog sadrzaja proteina u odnosu na sva tri ostala posmatrana odziva (aktinovst amilaza,
celulaza i ksilanaza) je manja od 0,15, $to ukazuje na povecanje bilo kog od ova odziva nece
znatno uticati na povecanje ukupnog sadrzaja proteina. Sa druge strane, medusobne
zavisnosti tri odziva vezanih za aktivnost imaju visoke vrednosti korelacije pa se moze redi da
povecanje bilo koje od tri vrednosti uti¢e na povecanje druge dve.

Tabela 5.5. Korelacioni koeficijenti modelovanih odziva za proizvodnju hidorlitickih enzima
submerznom tehnikom kultivacije na pSeni¢noj plevici

Odnos Korelacija Slika
Aktivhost amilaza vs  Aktivhost celulaza 0,755 8.5
Aktivhost amilaza vs  Aktivhost ksilanaza 0,983 8.6
Aktivnost amiliaza vs  Ukupan sadrzaj proteina 0,135 8.7
Aktivnost celulaza vs  Aktivhost ksilanaza 0,897 8.8
Aktivnost celulaza vs  Ukupan sadrzaj proteina 0,122 8.9
Aktivnost ksilanaza vs  Ukupan sadrzaj proteina 0,107 8.10

Kako bi se stekao bolji uvid uticaja variranih parametara, odnosno temperature kultivacije,
vrednosti pH i vremena kultivacije na posmatrane odzive dobijene regresione jednacine su
prikazane trodimenzionalnim odzivnim povriinama (slika 5.6, 5.8, 5.10 i 5.12). Analiziranjem
prikazanih odzivnih povrSina moze se utvrditi interval vrednosti variranih parametara za koje
svaki od odziva ima najvecu vrednost. Odzivne povrsine su crtane tako $to su dva parametra
varirana, dok je jedan od parametara imao konstantnu vrednost iz centra plana.
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5.4.2. MATEMATICKI MODEL ZA UKUPAN SADRZAJ PROTEINA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM TEHNIKOM KULTIVACLJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Odzivne povrsine prikazane na slici 5.6. prikazuju modelom predviden uticaj temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije na ukupan sadrzaj proteina nakon proizvodnje
enzima submerznom tehnikom na p3enicnoj plevici, pri ¢emu svaka od prikazanih odzivnih
povrsina prikazuje modelom predviden uticaj dva parametra pri konstantnoj vrednosti
treceg.

Na slici 5.6.a je modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH na ukupan
sadrzaj proteina nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz
psenicne plevice, pri konstantnoj vrednosti vremena kultivacije od 5 dana. Na osnovu
dobijene odzivne povriine moze se zakljuciti da u intervalu vrednosti pH od 5,5 do 6,0 sa
povecanjem temperature kultivacije blago opada ukupan sadrzaj proteina. Sa druge strane,
vrednost ukupnog sadrzaja proteina ima intenzivnji porast vrednosti sa povecanjem
temperature za vrednosti pH u opsegu 4,0-5,5. Isto tako, ukupan sadrzaj proteina blago raste
sa povecanjem vrednosti pH u opsegu temperatura kultivacije 25,0-27,5 °C, a intenzivno
opada sa povecanjem vrednosti pH u intervalu temperatura od 27,5 do 35 °C. Maksimalna
vrednost ukupnog sadrzaja proteina, od oko 1,14 mg/mL, se ostvaruje pri najvecoj
primenjenoj vrednosti temperature kultivacije i najmanjoj vrednosti pH.

Slika 5.6.b prikazuje modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije
na ukupan sadrzaj proteina nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice, pri konstantnoj vrednosti pH od 5,0. Sa dobijene odzivne
povrsine moze se uociti da u intervalu temperatura od 25,0 do 27,5 °C ukupan sadrzaj
proteina blago opada sa porastom vremena kultivacije. Sa druge strane, vrednost ukupnog
sadrzaja proteina intenzivnije raste sa porastom vremena kultivacije za vrednosti temperatura
kultivacije u opsegu 27,5-35,0. Slicno tome, u opsegu vremena kultivacije od 3 do 4 dana sa
povecanjem temperature kultivacije ukupan sadrzaj proteina opada, a u intervalu vremena
kultivacije 4-7 dana ukupan sadrZaj proteina intenzivnije raste sa povecanjem temperature
kultivacije. Maksimalna vrednost ukupnog sadrZaja proteina modelom je predvidena pri
maksimalnoj ispitanoj temperaturi kultivacije i najduzem vremenu trajanja kultivacije.

Uticaj vrednosti pH i vremena kultivacije na ukupan sadrZaj proteina nakon proizvodnje
hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pseni¢ne plevice, pri konstantnoj
vrednosti temperature kultivacije od 30 °C je prikazan na slici 5.6.c. Na osnovu dobijene
odzivne povriine moze se uociti da se najanje vrednosti datog odziva dobijaju pri
kombinacijama najnizih i najvisih vrednosti posmatranih parametara (pH 4,0 i 3 dana, kao i pH
6,0 i 7 dana), a srednje vrednosti pri najvecoj vrednosti pH i najmanjoj vrednosti vremena
kultivacije (pH 6,0 i 3 dana). Maksimalna vrednost ukupnog sadrzaja proteina je dobijena pri
najmanjoj primenjenoj vrednosti pH i pri najvecem vremenu trajanja kultivacije.
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Slika 5.6. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i
vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na ukupan sadrzaj proteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Dijagram perturbacije pokazuje efekat svih parametara na odziv ukupnog sadrZaja proteina i
prikazan je na slici 5.7. Uzimajudi u obzir blagi nagib sve tri krive ukazuje na to da je odziv
osetljiv na sve ispitivane parametre. Naime, povecanje parametra B (vrednosti pH) negativho
uti¢e na posmatrani odziv, dok povecanje druga dva parametra (A - temperatura kultivacije i
C - vremena kultivacije) ima pozitivan efekat na ukupan sadrzaj proteina (sa dostizanjem
maksimuma u ispitivanom opsegu datih parametar). Sa ispitivanog grafika se moze zakljuciti
da je posmatrani odziv jednako osetljiv na sve parametre, $to se slaze sa analizom rezultata
indivudialnih efekata odabranih parametara u tabeli 5.4.
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Slika 5.7. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na ukupan sadrzaj proteina nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

5.4.3. MATEMATICKI MODEL ZA AKTIVNOST AMILAZA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM TEHNIKOM KULTIVACIJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Na slici 5.8.a je modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH na aktivnost
amilaza nakon proizvodnje hidroliti¢ckih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pseni¢ne
plevice, pri konstantnom vremenu kultivacije od 5 dana. Na osnovu prikazane odzivne
povrsine moze se zakljuciti da pri svim vrednostima temperature kultivacije, promena
vrednosti pH u ipistivanom opsegu ne utic¢e znacajno na posmatrani odziv. Sa druge strane, sa
sve posmatrane vrednosti pH, aktivnost amilaza prvo raste sa porastom temperature od 25 do
30 °C, nakon toga od 30 do 35 °C opada. Maksimalna vrednost aktivnosti amilaza se postize
pri srednjim vrednostima oba ispitivana procesna parametra.
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Slika 5.8. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i

vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost amilaza nakon

proizvodnije hidroliti¢kih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije na aktivnost amilaza
nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSenicne plevice,
pri konstantnoj vrednosti pH od 5,0, je prikazan na slici 5.8.b. Na osnovu prikazanih rezultata
moze se zakljuciti da pri svim ispitanim vrednostima temperatura, poveéanje vremena
kultivacije blago utice na povecanje aktivhosti amilaza. Temperatura kultivacije, sa druge
strane, dovodi do povecanja posmatranog odziva sa povecanjem temperature od 25 do 30
°C, a od 30 do 35 °C dovodi do smanjenja aktivnosti amilaza, pri svim vrednostima vremena
kultivacije. Maksimalna vrednost aktivnosti amilaza prema predvidanjima modela se postize
srednjim vrednostima temperatura i vis$im vrednostima vremena kultivacije (5-7 dana).

Uticaj vrednosti pH i vremena kultivacije predviden modelom, na aktivhost amilaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pseni¢ne plevice, pri
konstantnoj vrednosti temperature kultivacije od 30 °C, prikazan je na slici 5.8.c. Odzivna
povrsina pokazuje da postoji maksimalna vrednost aktivnosti amilaza pri srednjim
vrednostima pH za (Citav opseg ispitivanog prametra vremena kultivacije, i da postoji
maksimum posmatranog odziva pri najve¢im vrednostima vremena trajanja kultivacije pri
svim vrednostima pH. Na osnovu prikazane odzivne povrsine moze se zakljuciti da je najveca
aktivnost amilaza predvidena modelom, dobijena pri srednjim vrednositma pH (4,5-5,5) i
najvecim vremenom trajanja kultivacije (6-7 dana).
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Slika 5.9. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na aktivhost amilaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Na slici 5.9 prikazan je dijagram perturbacije ispitivanih parametara, odnosno temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije, na aktivnost amilaza nakon proizvodnje enzima
submerznom tehnikom kultivacije na hranljivoj podlozi koja sadrzi p3eni¢nu plevicu, na
osnovu kog se moze zakljuciti da na posmatrani odziv najvedi uticaj ima parametar A
(temperatura kultivacije) u obliku parabole sa maksimumom u centralnoj tacki (kvadratni ¢lan
modela, tabel 5.4). Po uticajnosti, slededi je parametar C (vreme kultivacije), a uticaj parametra
B (vrednosti pH) je neznatan.

5.4.4. MATEMATICKI MODEL ZA AKTIVNOST CELULAZA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM TEHNIKOM KULTIVACLJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Na slici 5.10.a se vidi uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH pri konstantnom vremenu
bioprocesa od 5 dana, na aktivnost celulaza kako ga predvida model. Sa dobijene odzivne
povrsine se moze videti da aktivnost celulaza ima najvece vrednosti pri srednjim vrednostim
jednog parametra za Citav opseg drugog parametra i obrnuto. Tako se maksimalna vrednost
ispitivanog odziva postize pri srednjim vrednostima temperature kultivacije (28-32 °C) i
srednjim vrednostima pH (4,5-5,5).

Uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije na aktivnost celulaza nakon proizvodnje
hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice, pri vrednosti pH
5,0, je dat na slici 5.10.b. Sa dobijene odzivne povriine moze se videti da pri svim vremenima
kultivacije (3-7 dana), s povecanjem temperature od 25 do 30 °C dolazi prvo do porasta
aktivnosti datog enzima, a nakon toga od 30 do 35 °C do pada pomenute vrednosti. Za Citav
opseg temperatura kultivacije, aktivhost celulaza rase sa porastom vremena kultivacije.
Maksimalna aktivnost celulaza predvidena modelom postize se u opsegu pocetne
temperature kultivacije od 28 do 32 °Ci pri najvecoj vrednosti vremena kultivacije.

Slika 5.10.c prikazuje modelom predviden vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost
celulaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz
pseni¢ne plevice, pri konstantnoj vrednosti temperature kultivacije od 30 °C. Dobijeni
rezultati pokazuju da pri konstantnoj vrednosti pH, sa povedanjem vremena trajanja
bioprocesa dolazi do porasta vrednosti aktivnosti celulaza. Sa druge strane, pri konstantnim
vrednostima vremena kultivacije, vrednost datog odziva prvo raste sa porastom vrednosti pH,
a nakon toga opada, za citav ispitivan opseg vremena kultivacije. Maksimalna vrednost
aktivnosti celulaza modelom je predvidena u opsegu srednjih vrednosti pH i najvecih
vrednosti vremena trajanja kultivacije.
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Slika 5.10. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i
vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost celulaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 5.11. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na aktivnost celulaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Dijagram perturbacije pocetne temperature kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije na
aktivnost celulaza nakon proizvodnje enzima submerznom tehnikom kultivacije na hranljivoj
podlozi koja sadrzi pSeni¢nu plevicu, je prikazan na slici 5.11. Dobijene krive ukazuju da je
posmatrani odziv osetljiv najvise na temperaturu bioprocesa (kao sto je ve¢ zaklju¢eno kod
tabele 5.4), zatim na vreme kultivacije, pa na kraju na vrednost pH. Krive u obliku parabole za
parametra A i B ukazuju na postojanje maksimalne vrednosti u ispitivanom opsegu, dok prava
linija za parametar C ukazuje na lineranu zavisnost izmedu aktivnosti celulaza i vremena
kultivacije.

5.4.5. MATEMATICKI MODEL ZA AKTIVNOST KSILANAZA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM TEHNIKOM KULTIVACIJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Slika 5.12.a prikazuje modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH na
aktivnost ksilanaza nakon proizvodnije hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije
iz pSeni¢ne plevice pri konstantnom vremenu kultivacije od 5 dana. Dobijeni rezultati
pokazuju da pri konstantnoj vrednosti temperature kultivacije, povecanje vrednosti pH utic¢e
na blago smanjenje vrednosti posmatranog odziva. Pri konstatnim vrednostima pH,
povecanje temperature prvo dovodi do porasta aktivnosti ksilanaza, a potom do smanjenja.
Drugim rec¢ima, maksimalna vrednost aktivnosti ksilanaza se postize pri srednjim vrednostima
temperature kultivacije i nizim vrednostima pH.
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Slika 5.12. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i

vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost ksilanaza nakon

proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vr.emena kultivacije, pri vrednosti pH od
5,0, na aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice se moze vidjeti na slici 5.12.b. Dobijeni rezultati pokazuju da pri
konstantnim vrednostima temperature, povecanje vremena bioprocesa pozitivho uti¢e na
aktivnost zeljenog enzima. Sa druge strane, povecanje temperature kultivacije prvo dovodi
do povecanja vrednosti datog odziva, a nakon toga do njegovo smanjenja, pri konstantnim
vrednostima vremena kultivacije. Prema predvidanjima modela, maksimalna aktivnost
ksilanaza se dobija pri srednjim vrednostima temperature i najve¢im vrednostima vremena
kultivacije.

Zavisnost aktivnosti ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice od vrednosti pH i vremena kultivacije, pri konstantnoj
temperaturi od 30 °C je prikazan na slici 5.12.c. Dobijena odzivna povrsina ukazuje da u celom
primenjenom opsegu vrednosti pH, sa pove¢anjem vremena bioprocesa dolazi do povecanja
aktivnosti ksilanaza. Do blazeg povecanja dolazi i pri smanjenu vrednosti pH uz odrzavanje
vremena kultivacije konstantnim. Maksimalna modelom predvidena vrednost aktivnosti
ksilanaza se dobija primenom najmanje vrednosti pH i najvece vrednosti vremena kultivacije.
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Slika 5.13. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Dijagram perturbacije, prikazan na slici 5.13, pokazuje efekat svih parametara na odziv
aktivnosti ksilanaza. Temperatura kultivacije (A) ima paraboloi¢an uticaj na odziv (odnosno
postoji maksimum), vrednost pH (B) ima negativan uticaj (povecanje parametra dovodi do
smanjenja odziva), a vreme kultivacije (C) pozitivan uticaj (obrnuto u odnosu na parametar B).
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5.4.6. OPTIMIZACIJA PROIZVODNJE HIDROLITICKIH ENZIMA SUBMERZNOM TEHNIKOM
KULTIVACLJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Za definisanje optimalne temperature kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije
primenjena je metoda Zeljene funkcije, koja se najcesce koristi za optimizaciju procesa sa dva
ili visSe odziva (Vucurovi¢, 2015). Generalni pristup sastoji se u konvertovanju individualnih
odziva u individualne Zeljene funkcije ¢ije vrednosti se kre¢u od 0 do 1. Vrednost individualne
Zeljene funkcije ,0” predstavlja najlosiju vrednost, vrednost ,1” predstavlja najbolju vrednost
posmatranog odziva, dok je ukupna Zeljena funkcija jednaka geometrijskoj sredini
pojedinacnih Zeljenih funkcija (Hu i sar., 2018).

Za optimizaciju kultivacije plesni submerznom tehnikom kultivacije na podlozi Cija je osnova
psenicna plevica, odabrani odzivi su ukupan sadrzaj proteina i aktivnosti dobijenih
hidrolitickih enzima. S obzirom da plesan Trichoderma reesei tokom kultivacije sintetise
enzime koji razlazu sloZeni supstrat do prostih Secera, neophodno je posti¢i maksimalno
mogucu koli¢inu enzima sa $to ve¢om aktivno$¢u uz minimalan utro3ak supstrata i energije.

Prema navedenom, cilj optimizacije je odabir temperature kultivacije, vrednosti pH i vremena
kultivacije za koje ¢e odabrani odziv ukupnog sadrzaja proteina i aktivnosti hidrolitickih
enzima (amilaza, celuloza i ksilanaza) biti maksimalan (Jovanovic i sar., 2019).

Na slici 5.14 su prikazani rezultati optimizcije eksperimentalnih vrijednosti. Cilj je bio da se
utvrdi zavisnost vrednosti Zeljene funkcije za aktivnost amilaza od temperature kultivacije,
vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom
tehnikom kultivacije iz pseni¢ne plevice. Maksimalna vrednost Zeljene funkcije koja iznosi
0,998 se postize pri temperaturi kultivacije u intervalu od 29-31 °C, pri vrednosti pH 4,8-5,1 i
vremenu kultivacije 6,3-6,5 dana.

Zavisnost vrednosti Zeljene funkcije za aktivnost celulaza od temperature kultivacije,
vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom
tehnikom kultivacije iz p3eni¢ne plevice je data na slici 5.15. U cilju postizanja maksimalne
aktivnosti celulaza, vrednost temperatur kultivacije treba da bude veéa u opsegu 28-29 °C,
vrednost pH 4,9-5,1, a vreme kultivacije izmedu 6,6 i 6,8 dana. Pod ovim uslovima vrednost
Zeljenje funkcije iznosi 1,000.

Vrednost ukupne Zeljene funkcije za maksimalnu aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje
hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice je prikazana na slici
5.16. U definisanim opsezima ispitivanih parametara, variranjem temperature kultivacije u
intervalu 29-30,5 °C, vrednosti pH 4,0-4,5 i vremena kultivacije na 7 dana, vrednost ukupne
Zeljene funkcije je maksimalan iiznosi 0,973.
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Slika 5.14. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije za aktivnost amilaza od temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
submerznom tehnikom kultivacije iz pSenic¢ne plevice
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Slika 5.15. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije za aktivnost celulaza od temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 5.16. Zavisnost vrednosti ukupne zeljene funkcije za aktivnost ksilanaza od temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
submerznom tehnikom kultivacije iz pSenic¢ne plevice

Tabela 5.6. Rezultati optimizacije porizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice (A - aktivnost amilaza, C - aktivnost celulaza, K - aktivnost
ksilanaza i P — ukupan sadrzaj proteina)

Kriterijum optimizacije Optimalne vrednosti Predvidanje modela
A C K P
A C K P T(C) pH(1) t(dan)
(U/mL)  (U/mL)  (U/mL) (mg/mL)

* 29,87 5,07 6,43 0,2307 0,0491 0,1581 1,0013
* 28,38 5,02 6,78 0,2144 0,0523 0,1544 0,9363
* 29,65 4,27 7,00 0,2213  0,0535 0,676  1,0935
* 31,82 4,23 6,48 0,1947  0,0433 0,1396  1,1939
* * 30,54 4,00 7,00 0,2119  0,0497 0,1633 1,1906
* * 3069 4,05 7,00 0,2115  0,0498 0,1621 1,1906
* * 30,54 4,00 7,00 0,2119 0,0497 0,1633 1,1906
* * 29,81 5,01 6,73 0,2303 0,0514 0,1619 0,9965
* * 29,74 4,78 7,00 0,2284 0,0541 0,1661 1,0180
* * 29,64 4,28 7,00 0,2214 0,0535 0,1676 1,0927
* * * 3054 4,04 7,00 0,2130  0,0501 0,1634  1,1833
* * * 30,54 4,00 7,00 0,2119  0,0497 0,1633 1,1906

* * * 30,50 4,00 7,00 0,2123 0,0498 0,1636 1,1886
* * * * 30,26 4,06 7,00 0,2157 0,0510 0,1655 1,1634
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U tabeli 5.6 su prikazani svi rezultati optimizacije porizvodnje hidrolitickih enzima
submerznom tehnikom kultivacije iz pSenicne plevice.

Konacno, rezultat optimizacije (ispitivanih parametara u zadatim opsezima), sa ciljem
postizanja maksimalno moguéeg ukupnog sadrzaja proteina uz maksimalnu aktivnost svih
prisutnih hidrolitickih enzima, prikazan je i poslednjem redu tabele 5.6, a grafik Zeljene
funkcije na slici 5.17. Maksimalna vrednost Zeljene funkcije od 0,957 postize se pri
vrednostima temperature od 30,26, vrednosti pH 4,06 i vremena kultivacije 7 dana.
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Slika 5.17. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije za ukupan sdrzaj proteina, aktivnost
amilaza, celulaza i ksilanaza od temperature kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije
nakon proizvodnje hidroliti¢ckih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

5.5. MODELOVANJE | OPTIMIZACIJA PROIZVODNJE HIDROLITICKIH ENZIMA
SOLID-STATE TEHNIKOM KULTIVACIJE NA PSENICNOJ PLEVICI

Tehnika na ¢vrstim i polucvrstim hranljivim podlogama podrazumeva izvodenje bioprocesa u
odsustvu slobodne vode. Voda se nalazi apsorbovana ili vezana u komplekskom obliku unutar
¢vrstog nosaca. U zavisnosti od prirode supstrata, koli¢ina apsorbovane vode moze biti i
nekoliko puta veca od sadrzaja suve materije pri ¢emu je obezbedena relativno visoka
aktivnost vode (aw vrednost) na granicama faza ¢vrsto/gas. Difuzija nutrijenata i metabolita je
ograni¢ena pri niskim vrednostima aktivnosti vode, dok pri visokim vrednostima aktivnosti
vode dolazi do komprimovanja supstrata. Stoga je od sustinskog znacaja za uspes$nost
bioprocesa na ¢vrstim i poucvrstim podlogama odgovarajuca vrednost aktivnosti vode.
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Kao proizvodni mikroorganizmi najéesce se upotrebljavaju filamentozne plesni koje osim
rasta na povrsini Cestica supstrata imaju sposobnost rasta i unutar njih. Supstrat za izvodenje
bioprocesa na ¢vrstim i polucvrstim hranljivim podlogama treba da ima veliku grani¢nu
povrsinu ¢vrsto/gas po jedinici zapremine (uobicajeno u opsegu 10° - 10° m?/cm?) da bi se
obezbedila odgovaraju¢a metaboli¢cka aktivhost mikroorganizma. Sitne Cestice supstrata
obezbeduju veliku povrdinu dostupnu mikroorganizmima, ali su tada aeracija i
termoregulacija otezane usled male zapremine prostora izmedu cestica. Nasuprot tome,
krupnije Cestice supstrata obezbeduju bolju aeraciju i razmenu toplote, ali imaju manju
kontaktnu povrsinu. Za izvodenje bioprocesa na ¢vrstim i polucvrstim hranljivim podlogama
uobicajeno se promenjuje smesa dve razli¢ite veli¢ine Cestica supstrata. Odnos koli¢ine finih i
grubih Cestica se optimizuje sa ciljem povecanja uspesnosti bioprocesa.

Prednosti primene tehnike na ¢vrstim i polucvrstim podlogama su moguénost primena
supstrata nerastvornih u vodi, olak$ano izdvajanje proizvoda koji je u supstratu u velikoj
koncentraciji, mala koli¢ina otpadne vode, lako susenje proizvoda usled male vlaznosti, velika
stabilnost dobijenih enzima i mala mogucnost bakterijske kontaminacije. Nedostaci ove
tehnike su ograniCenje u pogledu vrste mikroorganizma, mogucnost kontaminacije
nezeljenim plesnima, slozena konstrukcija bioreaktora i otezana kontrola i regulacija
bioprocesa (Dodi¢ i Grahovac, 2013).

5.5.1. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SOLID-STATE TEHNIKOM KULTIVACIJE IZ PSENICNE PLEVICE

Za opis odzivnih funkcija ukupanog sadrzaja proteina, aktivnosti amilaza, aktivnosti celulaza i
aktivnosti ksilanaza, ispitivan je uticaj temperature kultivacije (25-35 °C), vrednosti pH (u
opsegu 4-6) i vremena trajanja bioprocesa (u opsegu 3-7 dana). U tabelama 5.7 i 5.8 su
prikazani rezultati fitovanja odabranih odziva sa polinomom drugog reda. Za fitovanje
odredenog odziva je primenjen stepen polinoma koji je najbolje opisivao dobijene
eksperimentalne rezultate, a predloZen od strane programa.

Rezultati analize varijanse modelovanih odziva, koja se primenjuje za ispitivanje znacajnosti i
adekvatnosti matematickih modela, su prikazani u tabeli 5.8. Visoke vrednosti koeficijenta
determinacije za sve posmatrane odzive ukazuju na dobro fitovanje eksperimentalno
dobijenih podataka sa polinomom drugog reda. Ukupan sadrzaj proteina, aktivhost amilaza,
aktivnost celulaza i aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje enzima solid-state tehnikom
kultivacije na pseni¢noj plevici fituje se sa koeficijentima determinacije od 0,9345, 0,9861,
0,943810,9687, redosledom, $to znaci da 6,55%, 1,39%, 5,62% i 3,13% varijacija nije moglo biti
objasnjeno modelima, redosledom (Jovanovic i sar., 2019).
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Tabela 5.7. Koeficijenti regresione jednacine modelovanih odziva za proizvodnju hidorliti¢kih
enzima solid-state tehnikom kultivacije na pseni¢noj plevici

Ukupan Aktivnost
. sadrzaj . .
Efekti . Amilaza Celulaza Ksilanaza
proteina
(U/mL) (U/mL) (U/mL)
(mg/mL)

Odsecak
X 0,4400 0,0490 0,0110 0,1200
Linearni
A 0,0430 0,0150 0,0057 -00025
B 0,0810 0,0320 0,0023 -0,0028
C 0,0420 0,0100 -0,0011 0,0290
Kvadratni
A? -0,0400 0,0160 -0,0022 -0,0290
B? 0,0380 0,0260 -0,00005 -0,0039
C? 0,0470 -0,0200 0,0140 -0,0067
Interakcije
AB 0,0310 0,0370 0,0014 -0,0069
AC -0,0610 0,0044 -0,0100 -0,0091
BC 0,0180 0,0120 0,0025 0,0070

Dobijene F-vrednosti od 86,11, 85,57, 83,91 i 80,35 za ukupan sadrzaj proteina, aktivnost
amilaza, aktivnost celulaza i aktivnost ksilanaza, redosledom, potvrduju da su modeli
polinoma drugog svih posmatranih odziva znacajni pri nivou znacajnosti od 95%. Pored toga,
znacajnost modela potvrduju i veoma niske p-vrednosti. Graficki prikaz poredenja
eksperimentalno dobijenih i vrednosti predvidenih modelom su dati na slikama 8.11-8.14
(Poglavlje 8 Prilozi).

Tabela 5.8. Analiza varijanse (ANOVA) modelovanih odziva za proizvodnju hidorlitickih
enzima solid-state tehnikom kultivacije na pseni¢noj plevici

Poreklo
Odziv Rezidual Model
DF SS MS DF SS MS F p-vrednost R?
Proteini 5 0.66 0.13 9 19.23 2.14 86.11 <0.0001 0.9345
Amilaze 5 284 0.57 9 28.51 3.17 85.57 <0.0001 0.9861
Celulaze 5 0.58 0.12 9 4.10 0.46 83.91 <0.0001 0.9438
Ksilanaze 5 0.66 0.13 9 4.15 0.46 80.35 <0.0001 0.9687
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Sa ciljem sagledavanja individualnih efekata odabranih parametara i njihovih interakcija
prikazana je tabela 5.9. Efekti svih parametara, njihovih interakcija kao i kvadratnih ¢lanova su
standardizovani. Statisticka znacajnost koeficijenata, pri nivou znacajnosti od 95% pokazuje
da je efekat znacajan ukoliko je p-vrednost manja od 0,05 u datom eksperimentalnom planu.

Tabela 5.9. Statisticka znacajnost koeficijenata modelovanih odziva za proizvodnju
hidorlitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije na pSenicnoj plevici

p-vrednost
Efekti Ukupan sadrzaj Aktivnost Aktivnost Aktivnost
proteina amilaza celulaza ksilanaza
(mg/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Linearni
A 0,2531 0,2767 0,1715 0,7133
B 0,0483 0,0485 0,5464 0,6799
C 0,2637 0,4522 0,7693 0,0060
Kvadratni
A2 0,4454 04110 0,6940 0,0274
B? 0,4737 0,2048 0,9928 0,6936
c 0,3796 0,3202 0,0475 0,5067
Interakcije
AB 0,0392 0,0859 0,7946 0,4804
AC 0,2511 0,8098 0,1053 0,3620
BC 0,7156 0,5146 0,6425 0,4742

Za ukupan sadrzaj proteina u filtratima dobijenim nakon kultivacije Trichoderma reesei na
psenicnoj plevici putem solid-state tehnike jedini znacajan ¢lan modela je B, odnosno ¢lan
vrednosti pH. Znacajni koeficijent modela za aktivhost amilaza je takode ¢lan modela B,
odnosno linearni ¢lan vrednosti pH. Iz tabele 5.4. se vidi da je ¢lan modela C? (kvadratni ¢lan
vremena kultivacije) znacajni za modelovanje odziva aktivnosti celulaza prilikom solid-state
kultivacije plesni na pseni¢noj plevici, dok su za aktivnost ksilanaza znacajni ¢lanovi modela C
i A% (linearni ¢lan vremena kultivacije i kvadratni ¢lan temperature kultivacije. Na osnovu ove
analize moze se zakljuciti da je podeljen uticaj ¢lanova na odabrane odzive, odnosno ¢lan B
(vrednost pH) uti¢e na ukupan sadrZaj proteina i aktivnost amilaza, dok ¢lan C (vreme
kultivacije) ima uticaj na aktivnost celulaza i ksilanaza, a ¢lan A (temperatura kultivacije) samo
na aktivnost ksilanaza. Sagledavanje uticaja svih variranih faktora na odabrani odziv je
prikazano perturbacionim dijagramima, koji su prikazani na slikama 5.19, 5.21, 5.23 i 5.25.
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U tabeli 5.10 prikazani su rezultati analize medusobnih interakcija posmatranih odziva,
odnosno njihovi korelacioni koeficijenti, a grafi¢ki prikazi istih su dati na slikama 8.15-8.20
(Poglavlje 8 Prilozi). Pozitivne vrednosti korelacija ukazuje na to da sa povecanjem jedne
vrednosti raste i druga, a za negativne je obrnuto, sa povecanjem jedne druga opada, dok
sama vrednost (izmedu 0 i 1) ukazuje na koliko je ta povezanost jaka (Sto je bliza 1 do je veza
jaca). Jedina jaka veza izmedu odziva se uocava kod aktivnosti celulaza i ukupnog sadrzaja
proteina, dok duplo manju povezanog imaju aktivnost amilaza i ukupan sadrzaj proteina, a
najmanju aktivnost celulaza i ukupan sadrzaj proteina. Sa druge strane, medusobne
povezanosti odziva aktivnosti hidrolitickih enzima su negativne, 5to znaci da ako raste
aktivnost jednog enzima, aktivhost drugog enzima opada.

Tabela 5.10. Korelacioni koeficijenti modelovanih odziva za proizvodnju hidorlitickih enzima
solid-state tehnikom kultivacije na pseni¢noj plevici

Odnos Korelacija Slika
Aktivnost amilaza vs  Aktivnost celulaza -0,048 8.15
Aktivnost amilaza vs  Aktivnost ksilanaza -0,139 8.16
Aktivnost amiliaza vs  Ukupan sadrzaj proteina 0,357 8.17
Aktivnost celulaza vs  Aktivnost ksilanaza -0,184 8.18
Aktivnost celulaza vs  Ukupan sadrzaj proteina 0,708 8.19
Aktivnost ksilanaza vs  Ukupan sadrzaj proteina 0,130 8.20

Kako bi se stekao bolji uvid uticaja variranih parametara, odnosno temperature kultivacije,
vrednosti pH i vremena kutlivacije na posmatrane odzive, odnosno ukupan sadrzaj proteina,
kao i aktivnost amilaza, celulaza i ksilanaza dobijene regresione jednacine su prikazane
trodimenzionalnim odzivnim povrSinama (slika 5.18, 5.20, 5.22 i 5.24). Analiziranjem
prikazanih odzivnih povrSina moze se utvrditi interval vrednosti variranih parametara za koje
svaki od odziva ima najvecu vrednost. Odzivne povrsine su crtane tako $to su dva parametra
varirana, dok je jedan od parametara imao konstantnu vrednsot iz centra plana.

5.5.2. MATEMATICKI MODEL ZA UKUPAN SADRZAJ PROTEINA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SOLID-STATE TEHNIKOM KULTIVACIJE IZ PSENICNE PLEVICE

Odzivne povrsine prikazane na slici 5.18. prikazuju modelom predviden uticaj temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije na ukupan sadrZaj proteina nakon proizvodnje
enzima solid-state tehnikom na p3eni¢noj plevici, pri ¢emu svaka od prikazanih odzivnih
povrsina prikazuje modelom predviden uticaj dva parametra pri konstantnoj vrednosti
treceg.
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Slika 5.18. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i
vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na ukupan sadrzaj proteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Na slici 5.18.a je modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH na ukupan
sadrzaj proteina nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz
pseni¢ne plevice, pri konstantnoj vrednosti vremena kultivacije od 5 dana. Sa dobijene
odzivne povrsine moze se uociti da pri nizim vrednostima pH (4-5) ukupan sadrzaj proteina
se ne menja drasticno u ispitivanom opsegu temperatura kultivacije, dok pri visim
vrednostima pH (5-6) dolazi do porasta posmatranog odziva sa porastom temperature. Sa
druge strane, pri konstantnoj vrednosti temperature kultivacije, sa porastom vrednosti pH
raste i ukupan sadrzaj proteina. Maksimalna vrednost ukupnog sadrzaja proteina se ostvaruje
pri najvecoj vrednosti temperature kultivacije i najvecoj vrednosti pH.

Slika 5.18.b prikazuje modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije
na ukupan sadrzaj proteina nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice, pri konstantnoj vrednosti pH od 5,0. Na osnovu dobijene
odzivne povriine moze se zakljuciti da pri nizim vrednostima vremena kultivacije (3-5 dana)
porast temperature kultivacije povecava ukupan sadrzaj proteina, a pri visim vrednostima
vremena kultivacije (5-7 dana) vrednost posmatranog odziva blago opada sa porastom
temperature kultivacije. Sa druge strane, pri manjim vrednostima temperatura kultivacije
(25-30 °C) povecanje vremena kultivacije pozitivho uti¢e na ukupan sadrzaj proteina, dok pri
ve¢im vrednostima temperature (30-35 °C) povecanje vremena kultivacije blago smanjuje
ukupan sadrZaj proteina.

Uticaj vrednosti pH i vremena kultivacije na ukupan sadrzaj proteina nakon proizvodnje
hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice, pri konstantnoj
vrednosti temperature kultivacije od 30 °C je prikazan na slici 5.18.c. Na osnovu dobijene
odzivne povrsine moze se uociti da u celom primenjenom opsegu vrednosti pH sa porastom
vremena kultivacije blago raste i ukupan sadrzaj proteina. Kada je u pitanju konstantna
vrednost vremena kultivacije porast posmatranog odziva je mnogo veci prilikom povecanja
vrednosti pH. Maksimalna vrednost ukupnog sadrzaja proteina je dobijena pri najvecoj
primenjenoj vrednosti pH (6,0) i naduZzem vremenu kultivacije (7 dana).

Dijagram perturbacije pokazuje efekat svih parametara na odziv ukupnog sadrzaja proteina i
prikazan je na slici 5.19. Sa ispitivanog grafika se moze zakljuciti da je posmatrani odziv
osetljiv na sve parametre, ali da najvedi uticaj ima ¢lan A (vrednost pH), Sto se slaze sa
analizom rezultata indivudialnih efekata odabranih parametara iz tabele 5.9. Uocavaju se
takode i blagi uticaji druga dva ¢lana A (temperature kultivacije) i C (vremena kultivacije) ali
ne u tolikoj meri kao za ¢lan B u datom ispitivanom opsegu analiziranih procesnih parametar.
Najveca je razlika u najmanjoj i najvecoj vrednosti posmatranog odziva kod uticaja koji je
vezan za ¢lan B.
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Slika 5.19. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na ukupan sadrzaj proteina nakon proizvodnje hidroliti¢ckih enzima solid-state
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

5.5.3. MATEMATICKI MODEL ZA AKTIVNOST AMILAZA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SOLID-STATE TEHNIKOM KULTIVACLJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Na slici 5.20.a je modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH na
aktivnost amilaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz
psenicne plevice, pri konstantnoj vrednosti vremena kultivacije od 5 dana. Na osnovu
prikazane odzivne povriine moze se zakljuciti da pri nizim vrednostima jednog i drugom
parametra ne dolazi do znacajne promene odziva, ali pri ve¢im vrednostima dolazi do
znacjanog porasta aktivnosti amilaza i sa povecanjem temperature kultivacije i sa
povecanjem vrednosti pH, pri ¢emu su najvece vrednosti predvidene modelom dobijene za
najvecu temperaturu kultivacije (35 °C) i najvecu vrednost pH (6,0).

Modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije na aktivnost amilaza
nakon proizvodnje hidroliti¢ckih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice,
pri konstantnoj vrednosti pH od 5,0, je prikazan na slici 5.20.b. Na osnovu prikazanih rezultata
moze se zakljuciti da pri konstanoj temperaturi, sa porastom vremena kultivacije vrednost
odziva prvo raste a potom opada. Sa druge strane, pri fiksnim vrednostima vremena
kultivacije aktivnost amilaza raste sa porastom temperature kultivacije. Maksimalna vrednost
aktivnosti amilaza prema predvidanjima modela se postize pri najvecoj vrednosti
temperature (35 °C) i ve¢im vrednostima vremena kultivacije (5,5-7 dana).
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Slika 5.20. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i
vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost amilaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Uticaj vrednosti pH i vremena kultivacije predviden modelom, na aktivnost amilaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz p3enicne plevice, pri
konstantnoj vrednosti temperature kultivacije od 30 °C, prikazan je na slici 5.20.c. Na osnovu
prikazane odzivne povrsine moze se zakljuciti da nizim vrednostima pH (4,0-5,0), sa porastom
vremena kultivacije prvo dolazi do povecanja aktivnosti amilaza, a nakon toga do smanjenja.
Pri ve¢im vrednostima pH (5,0-6,0) aktivnhost amiliaza se povecava sa porastom vremena
trajanja kultivacije. U slucaju konstantne vrednosti vremena kultivacije, sa porastom vrednosti
pH raste i vrednost posmatranog odzvia. Najveca aktivnost amilaza predvidena modelom,
dobijena je pri najvecoj vrednosti pH (6,0) i najve¢om vrednosti vremena kultivacije (7 dana).
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Slika 5.21. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na aktivhost amilaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Na slici 5.21 prikazan je dijagram perturbacije ispitivanih parametara, odnosno temperature
kultivacije, vrednost pH i vremena kultivacije, na aktivnost amilaza nakon proizvodnje enzima
ssolid-state tehnikom kultivacije na hranljivoj podlozi koja sadrzi pSeni¢nu plevicu, na osnovu
kog se moze zakljuciti da na posmatrani odziv jedini znacajan uticaj ima ¢lan modela B
(vrednost pH), Sto se slaZe sa razultatima dobijenim u tabeli 5.9. Druga dva ¢lana modela, A
(temperatura kultivacije) i C (vreme kultivacije), nemaju toliko izrazen efekat, razliku izmedu
minimale i maksimalne vrednosti, kao ¢lan B u datom ispitivanom opsegu procesnih
parametara.
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5.5.4. MATEMATICKI MODEL ZA AKTIVNOST CELULAZA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SOLID-STATE TEHNIKOM KULTIVACIJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Na slici 5.22.a se vidi uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH pri konstantnom vremenu
kutlivacije od 5 dana, na aktivnost celulaza kako ga predvida model. Sa dobijene odzivne
povrsine se moze videti da pri konstantnim vrednostima temperature kultivacije sa porastom
vrednosti pH blago raste i aktivnost celulaza. Medutim, pri fiksnim vrednostima pH, sa
porastom temperature kultivacije mnogo intenzivnije raste vrednost datog odziva. Pored
toga, model predvida maksimalnu vrednost aktivnosti celulaza za najve¢u primenjenu
temperaturu kultivacije (35 °C) i najvecu vrednost pH (6,0)

Uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije na aktivnost celulaza nakon proizvodnje
hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice, pri vrednosti pH od
5,0, je dat na slici 5.22.b. Sa dobijene odzivne povriine moze se videti da pri konstantnim
vrednostima temperature kultivacije, sa porastom vremena kultivacije od 3 do 5 dana prvo
dolazi do smanjenja aktivnosti celulaza, a potom daljim povecavanjem vremena kultivacije od
5 do 7 dana dolazi ponovo do povecanja posmatranog odziva ali ne u tolikoj meri kao sto je
bila na najmanjoj vrednosti vremena kultivacije. Kada je u pitanju konstantna vrednost
vremena kultivacije, pri njenim vec¢im vrednostima (5-7 dana) promena aktivnosti celulaza je
neznatna sa promenom temperature kultivacije, ali je porast datog odziva evidentan sa
porastom temperature kultivacije za ni¢e vrednosti vremena kultivacije (3-5 dana). Aktivnost
celulaza koja predstavlja maksimalnu vrednost predvidenu modelom se postiZze pri najnizim
vrednostima vremena (3 dana) i najve¢im vrednostima temperature kultivacije (35 °C).

Slika 5.22.c prikazuje modelom predviden uticaj vrednosti pH i vremena kultivacije na
aktivnost celulaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz
pseni¢ne plevice, pri konstantnoj vrednosti temperature kultivacije od 30 °C. Dobijeni
rezultati pokazuju da pri konstantnim vrednostima vemena kultivacije ne dolaze do
znacajnije promene aktivnosti celulaza sa promenom vrednosti pH. Sa druge strane, pri
konstantnoj vrednosti pH, grani¢ne vrednosti vremena kultivacije daju najvece vrednosti
datog odziva, a centralne vrednosti daju minimalne aktivnosti celulaza. Maksimalna vrednost
aktivnosti celulaza modelom je predvidena za najvecu vrednost pH (6,0) i najmanju vrednost
vremena kultivacije (3 dana).

Dijagram perturbacije temperature kultivacije, vrednost pH i vremena kultivacije na aktivnost
celulaza nakon proizvodnje enzima solid-state tehnikom kultivacije na hranljivoj podlozi koja
sadrzi pSeni¢nu plevicu, je prikazan na slici 5.23. Dobijene krive ukazuju da je posmatrani
odziv osetljiv najvise na vreme kultivacije (kao 3to je ve¢ zaklju¢eno u tabeli 5.9, a oblik krive,
odnosno parabole ukazuje da je to u pitanju kvadratni ¢lan, C%), zatim neSto malo
tempareturu kultivacije, a najmanje na vrednost pH.
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Slika 5.22. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i

vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost celulaza nakon

proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pseni¢ne plevice
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Slika 5.23. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na aktivnost celulaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

5.5.5. MATEMATICKI MODEL ZA AKTIVNOST KSILANAZA NAKON PROIZVODNJE
HIDROLITICKIH ENZIMA SOLID-STATE TEHNIKOM KULTIVACIJE IZ PSENICNE PLEVICE

Slika 5.24.a prikazuje modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vrednosti pH na
aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz
pseni¢ne plevice pri konstantnoj vrednosti vremena kultivacije od 5 dana. Dobijeni rezultati
pokazuju da pri konstantnoj temperature kultivacije nema znatne promene aktinvosti
ksilanaza sa promenom vrednosti pH. Medutim, pri konstantnoj vrednosti pH, vrednost
posmatranog odziva raste sa porastom temperature kultivacije od 25 do 30 °C, a potom od 30
do 35 °C opada. Maksimalna aktivnost ksilanaza predvidena je u opsegu srednjih vrednosti
temperature kultivacije (oko 30 °C) i najnize vrednosti pH (4,0).

Modelom predviden uticaj temperature kultivacije i vremena kultivacije, pri vrednosti pH od
5,0, na aktivhost ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice se moze vidjeti na slici 5.24.b. Dobijeni rezultati pokazuju da pri
fisknim vrednostima temperature dolazi do porasta aktivnosti celulaza ako se poveca vreme
kultivacije. Sa druge strane, pri konstantnim vrednostima vremena kultivacije, grani¢ne
vrednosti temperature daju minimalne aktivnosti ksilanaza, dok centralne vrednosti
temperature kultivacije daju maksimalne vrednosti datog odziva. Prema predvidanjima
modela, maksimalna aktivnost ksilanaza se dobija pri sredisnjoj vrednosti temperature (oko
30 °C) i najduzem vremenu kultivacije (7 dana).
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Slika 5.24. Uticaj: (a) temperature kultivacije i vrednosti pH, (b) temperature kultivacije i

vremena kultivacije, (c) vrednosti pH i vremena kultivacije na aktivnost ksilanaza nakon

proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Zavisnost aktivnosti ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice od vrednosti pH i vremena kultivacije, pri konstantnoj
temperaturi kultivacije od 30 °C je prikazan na slici 5.24.c. Dobijena odzivna povrsina ukazuje
da u celom primenjenom opsegu vremena kultivacije, sa promenom vrednosti pH ne dolazi
do znacajne promene posmatranog odziva, sem pri vis$im vrednostima vremena kultivacije
kada sa smanjenjm vrednosti pH dolati do blagog porasta aktivnosti ksilanaza. Medutim, za
fiskne vrednosti pH dolazi do znacajnog porasta aktivnosti ksilanaza sa porastom vremena
kultivacije. Maksimalna modelom predvidena vrednost aktivnosti ksilanaza se dobija
primenom najnize vrednosti pH (4,0) i najduzeg vremena kultivacije (7 dana).
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Slika 5.25. Perturbacija ispitivanih parametara (temperatura kultivacije, vrednost pH i vreme
kultivacije) na aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje hidroliti¢ckih enzima
solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Dijagram perturbacije, prikazan na slici 5.25, pokazuje efekat svih parametara na odziv
aktivnosti ksilanaza. Promene u dozivu koje se javljaju odstupanjem od referentne (centralne)
tacke ukazuju na uticaj datog parametra na ispitivani odziv.

Drugim rec¢ima, pocetna temperatura i vreme kultivacije su najznacajniji, odnosno imaju
najuticajniji efekti, dok je vrednost pH najmanje znacajan efekat, sto se slaze sa tabeloom 5.9.
Moze se uditi da pomenuti efekti u zavisnosti od oblika krive imaju i odgovarajuci efekat. Tako
kvadratni ¢lan temperature kultivacije ima oblik parabole odnosno postoji vrednost
temperature u ispitivanom opsegu na kojoj odziv dostize svoju maksimalnu vrednost. Sa
druge, strane pravolinijski oblik krive za ¢lan vremena kultivacije pokazuje linearnu zavisnost
izmedu datog parametra i ispitivanog odziva.
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5.5.6. OPTIMIZACIJA PROIZVODNJE HIDROLITICKIH ENZIMA SOLID-STATE TEHNIKOM
KULTIVACLJE 1Z PSENICNE PLEVICE

Za optimizaciju kultivacije plesni solid-state tehnikom kultivacije na podlozi ¢ija je osnova
psenicna plevica, odabrani odzivi su ukupan sadrzaj proteina i aktivnosti dobijenih
hidrolitickih enzima. S obzirom da plesan Trichoderma reesei tokom kultivacije sintetise
enzime koji razlazu slozeni supstrat do prostih Secera, neophodno je posti¢i maksimalno
mogucu koli¢inu enzima sa $to ve¢om aktivno$¢u uz minimalan utro3ak supstrata i energije.

Prema navedenom, cilj optimizacije je odabir temperature kultivacije, vrednosti pH i vremena
kultivacije za koje ¢e odabrani odziv ukupnog sadrzaja proteina i aktivnosti hidrolitickih
enzima (amilaza, celuloza i ksilanaza) biti maksimalan.

Na slici 5.26 su prikazani rezultati optimizcije eksperimentalnih vrijednosti. Cilj je bio da se
utvrdi zavisnost vrednosti zeljene funkcije za aktivhost amilaza od temperature kultivacije,
vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice. Maksimalna vrednost Zeljene funkcije koja iznosi
0,848 se postize pri temperaturi kultivacije 34,5-35,0 °C, vrednosti pH 5,8-6,0 i vremenu
kultivacije 6,1-6,5 dana.

Prediction

0.848

pH(1)
g
{

=

2500 2750 3000 3250 3500

Temperatura (°C)
Slika 5.26. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije za aktivhost amilaza od temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Zavisnost vrednosti Zeljene funkcije za aktivnost celulaza od temperature kultivacije,
vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice je data na slici 5.27. U cilju postizanja maksimalne,
odnosno najvece aktivnosti celulaza, vrednost temperature kultivacije treba da bude oko
35 °C, vrednost pH 5,7-6,0, a vreme kultivacije u opsegu 3,0-3,2 dana. Pod ovim uslovima
vrednost Zeljenje funkcije iznosi 0,798.

60 * Prediction 0.798
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Slika 5.27. Zavisnost vrednosti ukupne zZeljene funkcije za aktivnost celulaza od temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Vrednost Zeljene funkcije za maksimalnu aktivnost ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih
enzima solid-state tehnikom kultivacije iz p3eni¢ne plevice je prikazana na slici 5.32. U
definisanim opsezima ispitivanih parametara, variranjem temperature kultivacije u intervalu
28-30 °C, vrednosti pH 5,0-5,3 i vremena kultivacije od 6,4 do 6,6 dana, vrednost ukupne
Zeljene funkcije je maksimalan i iznosi 1,000.

U tabeli 5.11 su prikazani svi rezultati optimizacije porizvodnje hidrolitickih enzima solid-state
tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice. Konacno, rezultat optimizacije (ispitivanih
parametara u zadatim opsezima), sa ciljem postizanja maksimalno mogucéeg ukupnog
sadrzaja proteina uz maksimalnu aktivnost svih prisutnih hidrolitickih enzima, prikazan je i
poslednjem redu tabele 5.11, a grafik Zeljene funkcije na slici 5.29. Maksimalna vrednost
Zeljene funkcije od 0,652 postize se pri vrednostima temperature od 31,64, vrednosti pH 6,00 i
vremena kultivacije 7 dana.
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Slika 5.28. Zavisnost vrednosti ukupne zeljene funkcije za aktivnost ksilanaza od temperature
kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije nakon proizvodnje hidrolitickih enzima
solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Tabela 5.11. Rezultati optimizacije porizvodnje hidroliti¢ckih enzima solid-state tehnikom
kultivacije iz pSeni¢ne plevice (A - aktivnost amilaza, C — aktivnost celulaza, K - aktivnost
ksilanaza i P — ukupan sadrzaj proteina)

Kriterijum optimizacije Optimalne vrednosti Predvidanje modela
A C K P
A C K P T(C) pH(1) t(dan)
(U/mL)  (U/mL)  (U/mL) (mg/mL)

* 3500 6,00 6,33 0,1845 0,0185 00755 0,6130
* 3500 5,87 3,00 0,1149  0,0406  0,0511 0,6192
* 29,58 5,19 6,55 0,0511 0,0194  0,1328  0,5206
* 30,80 6,00 7,00 0,1188 0,0280 0,1201 0,6671
* * 35,00 6,00 7,00 0,1823 0,0234 0,0761 0,6387
* * 35,00 6,00 3,00 0,1289 0,0407 0,0498 0,6407
* * 29,09 6,00 7,00 0,0996 0,0290 0,1262 0,6624
* * 3500 6,00 3,00 0,1289  0,0407 0,0498  0,6407
* * 3267 6,00 6,68 0,1461 0,0229 0,1048  0,6435
* * 28,02 6,00 7,00 0,0895 0,0293  0,1265  0,6547
* * * 3500 6,00 3,00 0,1289  0,0407 0,0498  0,6407
* * * 3238 6,00 7,00 0,1400 0,0266  0,1083  0,6631

* * * 28,67 6,00 7,00 0,0955 0,0291 0,1266  0,6599
* * * * 31,64 6,00 7,00 0,1297 0,0273 0,1146  0,6660
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Prediction 0.652
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Slika 5.29. Zavisnost vrednosti ukupne Zeljene funkcije za ukupan sdrzaj proteina, aktivnost
amilaza, celulaza i ksilanaza od temperature kultivacije, vrednosti pH i vremena kultivacije
nakon proizvodnje hidroliti¢kih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Dobijene vrednosti optimuma za submerznu i solid-state kultivaciju su upotrebljene za
dodatni set eksperimenata radi validacije dobijenih modela. Rezultati ovih eksperimenata, a
koji su prikazani u tabeli 5.12, potvrduju valjanost modela i mogucénost njihove dalje primene
u modelovaniju i simulaciji biprocesa proizvodnje hidroliti¢ckih enzima iz pseni¢ne plevice, sto
je i uradeno u narednoj fazi disertacije.

Tabela 5.12. Validacija modela optimizacije ispitivanih procenih parametara (temperatura
kultivacije, vrednost pH i vreme kultivacije) na posmatrane odzive (ukupan sadrzaj proteina i
aktivnosti hidrolitickih enzima) nakon submerzne i solid-state kultivacije na pSeni¢nom plevici
(SmF - submerzna tehnika kultivaije, SSF - solid-state tehnika kultivacije, A - aktivnost
amilaza, C — aktivnost celulaza, K - aktivnost ksilanaza i P - ukupan sadrzaj proteina)

) Optimalne vrednosti Odzivi
Tehnika
_ .. Vrstarezultata A C K P
kultivacije TCC pH(1) t(dan)
(U/mL)  (U/mL) (U/mL) (mg/mL)
Model 0,2157 0,0510 0,1655 1,1634
SmF . 30,26 4,06 7,00
Eksperiment 0,2328 0,0549 0,1703 1,1589
Model 0,1297 0,0273 0,1146  0,6660
SSF ] 31,64 6,00 7,00
Eksperiment 0,1305 0,0284 10,1398 0,6802
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5.6. MODEL BIOPROCESA PROIZVODNJE HIDROLITICKIH ENZIMA
IZ NUSPROIZVODA PRERADE ZITA

5.6.1. OPIS MODELA BIOPROCESA

U skladu sa definisanim ciljem ove disertacije, SuperPro Designer (Intelligen Inc., Scotch
Plains, NJ, USA) je primenjen za generisanje modela bioprocesa proizvodnje hidrolitickih
enzima submerznom i solid-state tehnikom kultivacije. Razvijeni model za proizvodnju
enzima submerznom tehnikom kultivacije je prikazan na slici 5.30, dok je model proizvodnje
hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije prikazan na slici 5.31.

U procesu proizvodnje submerznom tehnikom kultivacije proizvodni mikroorganizam
Trichoderma reesei, koji je bio zamrznut, je prenesen u prethodno streilisan erlenmajer koji
sadrzi te¢nu podlogu namenjenu za osvezavanje mikroorganizma. Sa ekonomskog aspekta
cena opreme i podloge za osvezavanje je zanemarljiva u odnosu na druge troskove
bioprocesa. Nakon osveZavanja mikroorganizma, kultura se iz erlenmajera prenosi u
bioreaktor za inokulaciju 1 u kome se nalazi hranljiva podloga koja kao osnovu sadrzi
psenicnu plevicu. Hranljiva podloga se sastoji iz vode, nutrijenata i pseni¢ne plevice kao
glavnog sastojka. Voda i nutrijenti se skladiste u posebnim tankovima, a pSeni¢na plevica je
pripremljena u posebnom silosu. Svi delovi podloge su prebaceni u tank za namesavanje koji
pored tokova za ulaz i izlaz sirovina sadrzi i vetil za otpust proizvedenih gasova. Tako
namesana podloga se transportuje i razdvaja na onu koja je potrebna za umnozZavanje
proizvodnog mikroorganizma u bioreaktorima za inokulaciju 1 i 2 i onu koja je potrebna za
bioreakciju u submerznom/solid-state bioreaktoru. Deo podloge koji je namenjen za
pripremu inokuluma se pre ulaska u bioreaktore za pripremu inokuluma steriliSe pomocu
toplote. Razlika izmedu bioreaktora za inokulaciju 1 i bioreaktora za inokulaciju 2 je ta sto
drugi bioreaktor ima vece razmere. Drugi deo podloge namenjen za bioreakciju se prenosi u
submerzni bioreaktor. Svi gasovi proizvedeni tokom pripreme inokuluma i kultivacije se
namesavaju a zatim propustaju kroz vazdusni filter.

Proizvod nastao u submerznom bioreaktoru je smesa amilaza, celulaza i ksilanaza, ostataka od
bioreakcije i vode. Nakon proizvodnje enzimi se odvojaju pomocu hidrociklona. Te¢ni deo
odvojen u hidrociklonu se prenosi na mikrofiltraciju i ultrafiltraciju kako bi se enzimi
koncentrisali, dok se ostatak odbacuje (osnovni slucaj).

Solid-state proces se od submerznog razlikuje po tome 3to se podloga nakon namesavanja
steriliSe pomocu sterilizacionog bubnja i transportuje pomocu sterilnog transportera. Pored
toga, solid-state proces sadrzi dodatan korak, a to je enzimska ekstrakcija koja se desava pre
prenosa sadrzaja iz solid- state bioreaktora u hidrocilkon.
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Slika 5.30. Pojednostavljen model za proizvodnju hidrolaza pomocu submerzne fermentacije
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Slika 5.31. Pojednostavljen model za proizvodnju hidrolaza pomocu solid-state fermentacije
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5.6.2. SPECIFIKACIJA MODELA BIOPROCESA

Velic¢ina postrojenja. PredloZeni model bioprocesa je projektovan tako da se nalazi u blizini
jednog domaceg mlina. Podaci iz 2018. godine za ovaj mlin ukazuju da se od 2,4x10° tona
p3enice dobija oko 10° kg p3enicne plevice kao otpada. Oprema za proizvodnju enzima je
projektovana tako da moze da obradi ovu koli¢inu otpada. Smanjenjem razdaljine izmedu
domaceg mlina i fabrike za proizvodnju enzima smanjuje se i cena za transporta sirovine. Sto
znaci da ako bi vlasnici mlina resili da se bave i proizvodnjom enzima cena sirovine (psenicna
pcevica) bi bila vrlo mala.

Kultivacija u erlenmajeru. PDA (eng. Potato Dextrose Agar - krompirov dekstrozni agar) je
hranljiva podloga koja se koristi za osvezavanje proizvodnog mikroorganizma (Castro i sar.,
2010). Erlenmajer je prethodno sterilisan na 121°C. Nakon hladenja do sobne temperature
podloga je zasejana proizvodnim mikroorganizmom Trichoderma reesei QM 9414. Nakon 48 h
kultivacije (30°C i 200 rpm) cela zapremina pripremljenog inokuluma se prebacuje u
bioreaktor za inokulaciju 1. Proizvodni soj je uveden u model iz baze podataka cistih
komponenti programa, gde ve¢ postoji standardna komponenta ,Biomass”.

Bioreaktor za inokulaciju 1. Voda, nutrijenti i p3eni¢na plevica su namesani u tanku za
namesavanje (3 g/100mL pseni¢ne plevice, 0,5% (NH4),SO4 i 1,36% K;HPO.). Vrednost pH je
podedena na 4,5+ 0,1 dodavanjem NaOH ili H,SOs. Name3ana podloga je zatim prenosi kroz
sterilizator gde se sterilizacija vrsi toplotom. Sterilna podloga se zatim transportuje do
bioreaktor za inokulaciju 1 gde se namesava sa inokulumom iz erlenmajera. Nakon 48 h citav
inokulum se transportuje u bioreaktor za inokulaciju 2.

PSeni¢na plevica je uvedena u program kao smesa 54% ciste celuloze (3to ¢ini zamenu za 36%
celuloznog i 18% hemiceluloznog sastava u stvarnosti), 16% lignina, 4,6% proteina i 6,9%
pepela, sa sadrzajem suve materije od 91,1% prema rezultatima analiza sastava pseni¢ne
plevice u tabeli 5.1. S obzirom da voda, pepeo i proteini ve¢ postoje u bazi podataka
programa, neophodno je bilo napraviti celulose i lignin kao komponente. Za celulozu,
upotrebljena je molekuska masa od 162,14 g/mol po jedinici glukoze, zajedno za
molekulskom formulom Ce¢H100s5 i entalpijom -2.830,15 kJ/mol prema Blokhin i sar. (2012).
Molekulska formula za lignin je podesena na CioH1,0; sa molekulskom masom od 193,4 g/mol
i entalpijom -1.628,6 kJ/mol prema Voitkevich i sar. (2012). Hidroliticki enzimi su uvedeni u
program iz njegove baze podataka (Ciste komponenta protein) uz izmenu naziva jedinjenja
»aktivni enzim” ili ,inaktivni enzim” s obzirom na potrebe i jednog i drugog oblika u simualciji.

Bioreaktor za inokulaciju 2. Operacije su iste, a razlika je u povecanju razmera bioreaktora
za inokulaciju 2 u odnosu na bioreaktor za inokulaciju 1.
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Submerzni/solid-state bioreaktor. Namesana podloga (pseni¢na plevica, nutrijenti i voda)
se prenosi iz tanka za namesavanje u bioreaktor a zatim steriliSe. Nakon hladenja, u submerzni
bioreaktor se prenosi inokulum iz bioreaktora za inokulaciju 2 koji sadrzi 10’ spora po mL ili
gramu pseni¢ne plevice. Priprema (sadrzaj vlage 70%) i sterilizacija podloge za solid-state
bioreaktor se vrsi u sterilizatoru tipa bubnja, nakon ¢ega se prebacuje pomocu sterilnog
transportera u solid-state bioreaktor. Nakon 7 dana fermentacije (pri optimalnim parametrima
temperature i vrednosti pH u zavisnosti od tehnike kultivacije, a na osnovu podataka
optimizacije iz prethodnog dela) ¢itav sadrzaj iz bioreaktora se prebacuje u hidrociklon.

Proces fermentacije je definisan kao stehiometrijski i pojednostavljen prema Jourdier i sar.
(2012). Na osnovu poznavanja koli¢ine nastalih enzima u eksperimentalnom delu disertacije i
kinetickih parametara definisanih od strane Jourdier i sar. (2012) definisani su stehiometrijski
koeficijent za sve glavne komponente koje ucestvuju u bioprocesu unutar fermentora.

Izdvajanje i precis¢avanje proizvoda. Celokupan sadrzaj iz submerznog bioreaktora se
prebacuje u hidrociklon kako bi se uklonile ¢vrste materije od ekstrakta (80%). U solid-state
bioprocesu enzimi se pre prenosa u hidrociklon ekstrahuju vodom. Tecni deo se 3alje na
mikrofiltraciju i ultrafiltraciju. Pretpostavljeno je da je ukupna koncetracija enzima oko
50%(m/m) (de Castro i sar., 2010). Denaturacija enzima koja se deSava tokom filtaracija se
odvija proporcionalno prema svim grupama enzima i ona je podeSena na 5% za
mikrofiltraciju i 2% za ultrafiltraciju. Ovi procenti su dobijeni na osnovu eksperimenata koje je
su uradili Mores i sar. (2001).

Vazdusni filteri. Svi gasovi proizvedeni u bioreaktorima za pripremu inokuluma i u
bioreaktoru u kom se odvija fermentacija se pre otpustanja u vazduh propustaju kroz
vazdusni filter, dok se gasovi nastali tokom namesavanja podloge otpustaju direktno u
atmosferu.

Troskovi sirovine. Troskovi vecine sirovina koje se koriste za simulaciju dobijeni su iz baze
podataka Zavoda za Statistiku Republike Srbije (http://publikacije.stat.gov.rs/G2018/
Pdf/G20181146.pdf). Troskovi vode obrac¢unati su na osnovu podataka Kwiatkoski i sar. (2006).
Pretpostavljena cena pseni¢ne plevice iznosi 0,3085 $/kg i ona je dobijena od lokalnih
dobavljaca.

Komunalne usluge. Voda za hladenje (ulazna temperatura 15°C, izlazna temperatura 25°C),
rashladena voda (ulazna temperatura 5°C, izlazna temperatura 10°C), para (ulazna
temperatura 152°C) i elektricna energija su komunalije potrebne za bioproces. Njihovi
troskovi su definisani pomocu SuperPro Designer (0,05 $/MT, 0,40 $/MT, 12,00 $/MT i
0,10 $/kVh, redosledom).
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Ekonomska analiza. Izgradnja postrojenja je planirana za 2018. godinu. Izgradnja treba da
traje 24 meseca plus jedan mesec za probni rad i validaciju proizvodnje. Ukupan zZivotni vek
projekta (ukljucujudi i izgradnju) je 20 godina, a godisnja stopa inflacije (3%) zasniva se na
vrednostima predvidenim za Srbiju u narednim godinama. Period amortizacije je 18 godina.
Troskovi za izgradnju objekata nisu uzeti u obzir kao ni troskovi za reklamiranje proizvoda.

Ciljevi ekonomske analize su da se odredi cena proizvodnje enzima tradicionalnom
submerznom metodom i solid-state metodom, u jedinicama dolar po kilogramu proizvoda,
kao i profitabilnost postrojenja za proizvodnju enzima koris¢enjem obe tehnike pomocu tri
indikatora: period otplate, neto sadasnja vrednost i interna stopa povrata. Ova dva cilja
ostvaruju se identifikacijom troskova opreme i ekonomskih parametara koji se koriste kao
ulazni parametri za simulacioni softver. Ekonomske stavke (cena direktnog fiksnog kapitala,
operativni troskovi i godisnji neto promet novca) su izracunate na osnovu ulaznih
parametara. Prvi cilj ukazuje na jedini¢ne troskove koji su odredeni pomocu softverskih
simulatora izlaznih parametara. Ovo omogucava poredenje troskova parametara izmedu dve
tehnike kultivacije bez uzimanja u obzir prodajne cene krajnjeg enzimskog preparata. Drugi
cilj se odnosi na tri profitabilna indikatora (period otplate, neto sadasnja vrednost i interna
stopa povratka) koji su preracunati koris¢enjem podataka za cenu enzimske proizvodnje i
prodajnu cenu krajnjeg proizvoda.

Cena kupovine vecih delova opreme je dobijena na osnovu ponuda dobavljaca opreme ili iz
literature. Ako se veli¢ina opreme u modelu nije slagala sa veli¢éinom opreme ponudenom od
strane dobavljaa, cena opreme je korigovana primenom pravila prikazanog sledecom
jednacinom (Vucurovi¢, 2015):

S 0,6

e (2
S
A

gde Cg predstavlja procenjenu cenu ($) opreme velicine Sg (L, m3, itd.), a Ca je poznata cena ($)
opreme odgovarajuce veliCine Sa (iste jedinice kao Sg). Pored veli¢ine, vrsta konstrukcionog
materijala i specificne karakteristike opreme znatno uti¢u na troskove kupovine opreme
(Nghiem i sar., 2011).

Prilagodavanje kapitalnih i operativnih troskova. Na osnovu podataka dobijenih od
Kwiatkowski i sar. (2006) u tabeli 5.13 direktni fiksni kapital (DFK) postrojenja se procenjuje na
osnovu ekonomskog parametra za kapitalne investicije koji je izrazen kao procenat cene
glavnih jedinica opreme. Troskovi radne snage uklucuju Cetiri radnika za tehni¢ke poslove
(5 $/h) i jednog supervizora (10 $/h). Operativni troskovi su podeseni tako da imaju vrednost
dovoljnu da pokriju sve troSkove postrojenja koji obuhvataju radnu snagu, sirovine,
komunalne usluge i tretman otpada za 30 dana rada. Prve dve 3arze proizvodnje pripisane su
pokretanju bioprocesa i testovima za validaciju, pa su njihovi troskovi uzeti u obzir u odnosu
na ukupan broj 3arZi tokom celog Zivotnog veka postrojenja. Godisnja stopa odrzavanja
opreme iznosi 2% direktnog fiksnog kapitala, dok maksimalni radni godisnji period iznosi 330
dana.
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Tabela 5.13. Ekonomski faktori za procenu kapitalnih troSkova za oba modela za dobijanje
hidrolaza iz pSeni¢ne plevice

Stavka Faktor Osnovna jedinica
Cevi =0,35x Troskovi nabavke
Instrumentacija =0,40 x TroSkovi nabavke
Izolacija =0,03 x Troskovi nabavke
Elektro instalacije =0,10x Troskovi nabavke
Gradevine =0,45x Troskovi nabavke
PoboljSanje povrsine =0,15x Troskovi nabavke
Pomoc¢ni objekti =0,40 x Troskovi nabavke

Troskovi nabavke opreme koja se

ne nalaze na listi =0,20 x Troskovi nabavke

Troskovi instalacije opreme koja  =0,50 x Troskovi nabavke opreme koja se ne nalaze
se ne nalaze na listi na listi

Odrzavanje =0,06 x Troskovi direktnog fiksnog kapitala
Osiguranje =0,01x Trodkovi direktnog fiksnog kapitala
Lokalne takse =0,02x Trodkovi direktnog fiksnog kapitala

Fabricki troSkovi =0,05x Troskovi direktnog fiksnog kapitala
Laboratorija/QC/QA =0,15x Ukupan trosak radne snage

Izvor: Vucurovic i sar. (2012)
QC = Kontrola kvaliteta; QA = Analiza kvaliteta

5.6.3. SIMULACIJA OSNOVNOG SLUCAJA

Prve simulacije bioprocesa su sprovedene za osnovni scenario u kom je bilo prisutno samo po
jedan komad opreme od svakog uredaja i uz pretpostavku da je tok krajnjeg precis¢enog
enzima jedini izvor prihoda (istroSena/fermentisana plevica se smatra otpadom). Stoga su
fermentisana plevica, mikrofiltracioni otpad i ultrafiltracioni otpad tretirani kao otpadni tokovi
sa troskovima za odlaganje od 0,0005 $/kg, za svaki pojedinacni tok. Centrifugalne pumpe
koris¢ene za transport te¢nog toka nisu prikazane na slikama 5.30 i 5.31, ali su uklju¢ene u
ekonomsku analizu.
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Simulacija i analiza tokova potvrdili su eksperimentalne rezultate i ukazali da je glavni korak
fermentacije usko grlo procesa. Ukupno trajanje ovog segmenta po 3arZi iznosi 172 casa
(nesto vise od 7 dana jer obuhvata i punjenje bioreaktora sirovinom, mikroorganizmima,
vodom i CIP/SIP) tako da su ostali delovi postrojenja bili neaktivni i njihov period rada se
odreduje na osnovu glavne faze bioprocesa. Iz analize uskog grla ukazano je na potrebu
uvodenja jednog dodatnog submerznom ili solid-state bioreaktora u postrojenje (koji radi u
smaknutom rezimu rada u odnosu na prvi bioreaktor).

Uzimajuci u obzir ovu izmenu, kod bioreaktora za inokulaciju 1 i 2 su smanjena vremena
mirovanja sa 18,5% na 5,6% i sa 14,9% na 5,8%, od ukupnog operativhog vremena po 3arzi.
Uvodenjem jednog dodatnog bioreaktora poboljsano je iskoris¢enje opreme i smanjeno je
trajanje 3arze sa 318 na 312,5 sati, a ukupan broj 3arzi se godisnje povecao sa 42 na 48.
Uzimajuci u obzir da su ova istraZivanja izvedena sa konstantnom koli¢inom p3eni¢ne plevice
koja se obradi na godiSnjem nivou, povecan broj 3arzi nakon modifikacije rezultirao je
smanjenjem opreme i ukupnih kapitalnih investicija za 15%.

5.6.4. SIMULACIJA SA KOPROIZOVDNJOM

Kako bi se procenilo da li se ekonomski ucinak postrojenja moze dodatno poboljsati,
fermentisana plevica, koja se u prethodnom (osnovnom) sluc¢aju posmatrala kao otpad je
ispitana kao potencijalni sporedni proizvod. Da bi se omogucila njegova komercijalizacija kao
stocne hrane, pretpostavljeno je povecanje koncetracije proteina od 2% usled fermentacije
$to je zasnovano na eksperimentalnim podacima (Belyea i sar., 2003) koji su dobijeni za
agroindustrijski  materijal obogacenim proteinima primenom  mikroorganizmima.
Fermentisana plevica je stoga uzeta u razmatranje kao jedan od izvora prihoda. Prodajna cena
fermentisane plevice definisana je na osvonu povecanja sadrzaja proteina od 2%, tako da je
procenjena prodajna cena 0,281 $/kg. Posto je kolicina koprodukta velika, moguce je
napraviti profit, $to umanjuje jedini¢ne troskove proizvodnje enzima.

5.6.5. EKONOMSKA ANALIZA

Troskovi opreme. Procena troskova opreme za proizvodnju enzima primenom submerzne i
solid-state tehnike kultivacije, redosledom, je prikazana u tabeli 5.10. Vrednosti svih drugih
tehnic¢kih parametara nalaze se u okviru programa. Kako novi i precizniji podaci postaju
dostupni u buducnosti, ove informacije mogu biti unete u program kako bi se dobili jos
precizniji rezultati.

Kao sto se vidi iz tabele 5.14, iako solid-state proces sadrzi dodatne delove opreme
(sterilizacioni bubanj, sterilizacioni transportere i enzimski ekstraktor) troskovi opreme su
znatno nizi od submerznog procesa. Glavna razlika je u samom centru bioprocesa, tacnije
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bioreaktoru koji se koristi u submerznom procesu je mnogo kompleksniji i skuplji. Na osnovu
specifikacija koje su prikazane u tabeli 5.14 i ekonomskih faktora koji su prikazani u tabeli 5.13,
direktni troskovi fiksnog kapitala su procenjeni i prikazani u tabeli 5.15. Ocekivano je da su
direktni troskovi kapitala nizi za solid-state bioproces, s obzirom da su sve stavke iz tabele
5.15 nekako povezane i izrazene kao funkcije troSkova nabavke opreme sto je standardna
praksa u modelovanju procesa.

Tabela 5.14. Specifikacije i cena opreme za proizvodniju hidrolitickih enzima iz pseni¢ne
plevice primenom submerzne i solid-state tehnike kultivacije

Cena ($)

Naziv jedinice Velicina Submerzno Solidstate
Bioreaktor za inokulaciju 1 1,42 m? 5.000 5.000
Bioreaktor za inokulaciju 2 142,15 m? 80.000 80.000
Tank za name3avanje 2.000,00 m? 250.000 250.000
Toplotni sterilizator 118,57 L/h 98.000 98.000
Silos 800,00 m? 10.000 10.000
Skladiste za vodu 1.500,00 m? 43.000 43.000
Skladiste za nutrijente 500,00 m3 18.000 18.000
Vazdusni filter 11,02 L/h 4,000 4,000
Submerzni bioreaktor 15.104,35 m? 3.105.000 -
Solid state-bioreaktor 2.803,00 m?3 - 735.000
Sterilizacioni bubanj 2.803,00 m? - 162.000
Sterilizacioni transporter 20,00 m - 79.000
Enzimski ekstraktor 15.000,00 m? - 1.530.000
Hidrociklon 20.571,00L/h 77.000 77.000
Mikrofiltrat 1.947,00 L/h 150.000 150.000
Ultrafiltrat 162,00 L/h 147.000 147.000
Oprema koja se nalazi na spisku 3.987.000 3.316.000
Oprema koja se ne nalazi na spisku

(0.25 x Oprema koja se nalazi na spisku) 980.000 996.750
Ukupno 4,983.750 4.,145.000

Cena fermentacije u erlenmajeru je zanemarljiva.

Operativni troskovi. Operativni troskovi su izracunati i jednaki su zbiru slededih stavki
navedenih u programu: sirovine, troskovi radne snage, troskovi objekta, laboratorija/QC/QA,
komunalne usluge i ostali troskovi.
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Tabela 5.15. Procena direktnih fiksnih kapitalnih troskova za proizvodnju hidroliti¢ckih enzima

submerznom i solid-state kultivacijom iz pseni¢ne plevice (cenau $)

Jedinica Submerzno Solid-state
Cena osnovne opreme 4,983.750 4.145.000
Instalacije 1.495.125 1.243.500
Cevi 1.744.313 1.450.750
Instrumentacija 1.993.500 1.658.000
Izolacija 149.513 124.350
Elektri¢na energija 498.375 414.500
Gradevine 2.242.688 1.865.250
PoboljSanje okolne povrsine 747.563 621.750
Pomocni objekti 1.993.500 1.658.000

Ukupan trosak 15.848.325 13.181.100
InZenjerstvo 3.962.081 3.295.275
Konstrukcija 5.546.914 4.613.385

Ukupan indirektan troSak 9.508.995 7.908.660
Naknada za izvodace radova 1.267.866 1.054.488
Nepredvidiva stanja 2.535.732 2.108.976

Drugi ukupan trosak 3.803.598 3.163.464

Ukupan direktan kapitalni trosak 29.160.918 24.253.224

Analiziranjem upotrebe i cene sirovina moze se zakljuciti da je submerzna tehnika zahtevnija

$to se tiCe potrosnje vode, i da viSe koSta u odnosu na solid-state tehniku za proizvodnju
enzima. Cetiri razlicite komunalije se ispituju u procesima proizvodnje enzima a to su
elektricna energija, grejna para, voda za hladenje i rashladena voda. Analize su pokazale da

submerzna tehnika zahteva mnogo vise vode za hladenje i struje, sto kao rezultat ima vecu

cenu submerzne tehnike.

Ukupna cena radne snage se izraCunava kao zbir radne snage prema tipu (operator,
supervizor) pomnozen sa stopom radne snage prema tipu. Prema stopi radne snage i
potrebnoj radnoj snazi koja je spomenuta u prethodnom tekstu, godisnji troSkovi rada,
odnosno radne snage su otprilike jednaki u oba slucaja.
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Troskovi koji zavise od objekta obra¢unavaju amortizaciju direktnih troskova fiksnog kapitala,
odrzavanje opreme, osiguranje, lokalne poreze i drugih eventualnih fabrickih troskova. Stavka
amortizacije se obrac¢unava koris¢enjem metode linearne amortizacije, uzimajuci u obzir deo
ustedevine od direktnog fiksnog kapitala, za koji se u ovoj analizi pretpostavlja da iznosi 5%.
Faktorska metoda se koristi za procenu odrzavanja opreme, osiguranja, lokalnih poreza i
drugih fabrickih troskova, odnosno na osnovu direktnog fiksnog kapitala (faktori prikazani u
tabeli 5.13).

Troskovi vezani za Laboratoriju/QC/QA obracunavaju troskove off-line analize i troskove
kontrole kvaliteta. U slucaju njihova vrednost je procenjena na oko 15% od ukupnih troskova
radne snage.

Ostali operativni troskovi ukljucuju troskove istrazivanja i razvoja, troSkove validacije procesa i
druge, koji su procenjeni kao nulte vrednosti za submerzni i za solid-state bioproces.

Nakon sabiranja i izracunavanja svih prethodno navedenih operativnih troskova, mogu se
izraCunati ukupni operativni troskovi. Za proizvodnju enzima submerznim postupkom
godisnji operativni troskovi iznose 30.576.000 S, dok su za solid-state postupak operativni
troskovi znatno nizi (8.231.000 $). Ovo je takode uzrokovano cinjenicom da je za submerzni
proces potrebno mnogo vise uloziti novca u komunalne usluge.

Jedini¢ni troskovi proizvodnje. Jedini¢ni troskovi za svaki od nacina proizvodnje
hidrolitickih enzima se odreduju kao koli¢nik godisnjih operativnih troSkova i godisnje
kolic¢ine proizvedenog enzima. Koli¢ina proizvedenog enzima je proizvod izlazne koli¢ine po
Sarzi i broj Sarzi na godisnjem nivou. Jedini¢na cena proizvodnje kod submerznog bioprocesa
iznosi 39,58 $/kg, dok za solid-state bioproces iznosi 14,35 $/kg. Da bi se izvrsila analiza
jedini¢nih troSkova proizvodnje, udeo jedini¢nih troskova sastoji se iz Sest delova (sirovina,
cena radne snage, cena objekta, laboratorija, komunalije i ostalo) i odreduje se tako $to se
ukupni troskovi proizvodnje mnoze sa procentima (udelima) jedini¢nih operativnih troskova.
Rezultati su prikazani na slici 5.32.

Kao 3Sto se vidi na slici 5.32 najznacajniji udeo u ukupnim troskovima imaju troskovi koji se
odnose na komunalne usluge, dok drugi znacajan trosak predstavlja sam rad odnosno radna
snaga i cena objekta. Ovo je slu¢aj samo kada je cena p3enicne plevice svedena na nulu sto je
moguce s obzirom na pretpostavku da fabrika koja proizvodi enzime sadrZi pogon za
mlevenje psenice (mlin), i za cilj ima iskoriS¢enja generisanog otpada, odnosno pseni¢ne
plevice. U svakom drugom slucaju, sirovina bi predstavljala znacajan deo ukupne cene.
Sa slike 5.32 se takode vidi da je solid-state tehnika ekonomicnija od submerzne i sa nizim
jedini¢nim troskovima proizvodnje enzima. Troskovi komunalnih usluga i sirovina koji se
koriste u solid-state bioprocesu su znatno nizi od onih koji se koriste kod submerznog, sto je
razlog zasto je solid-state tehnika kultivacije ekonomicnija u poredenju sa submerznom
tehnikom izvodenja bioprocesa.
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Slika 5.32. Raspodela troskova proizvodnje enzima iz pSeni¢ne plevice koris¢enjem
submerzne i solid-state tehnike kultivacije

Analiza profitabilnosti. Analiza profitabilnosti je izvedena samo za solid-state bioproces jer
se pokazao kao superiorniji u odnosu na submerzni bioproces za proizvodnju enzima na
hranljivoj podlozi koja kao osnovu sadrzi pseni¢nu plevicu. Period otplate je jednostavan
pokazatelj koji meri koliko vremena je potrebno da se povrati poCetno ulaganje u postrojenje
za proizvodnju enzima. Prilikom izbora izmedu nekoliko medusobno iskljucivih projekata,
najprihvatljiviji ¢e biti projekat sa najkrac¢im periodom otplate. Period otplate se obracunava
kao koli¢nik ukupne kapitalne investicije i neto dobiti i iznosi 2,75 godine za solid-state
postupak. Neto sadasnja vrednost (NPV) ukazuje na ocekivani uticaj projekta na vrednost
simuliranog postrojenja za proizvodnju enzima. Ocekuje se da ce projekti sa pozitivhim
NPV-om povecati vrednost simuliranog postrojenja za proizvodnju enzima. Prilikom izbora
izmedu nekoliko medusobno iskljucivih projekata, treba izabrati projekat sa najvedim
pozitivnim NPV-om. NPV se obra¢unava kao trenutna vrednost neto promene novca projekta
(NCF - Net Cash Flow), godisnje naknade minus troSkovi. Neto sadasnja vrednost je
izracunata i iznosa 29.895.000 $ po diskontnoj stopi 7%. Interna stopa povrata (IRR - Internal
Rate of Return) nekog projekta kapitalnog budzetiranja, koja je takode poznata kao diskontna
gotovinska stopa prinosa (DCRR - Discounted Cash Rate of Return), izraCunava se na osnovu
neto promene novca (NCF). Metod izra¢unavanja IRR-a ograni¢ava neto sadasnju vrednost
(NPV) svih neto novcanih tokova na nulu. Pri izboru izmedu nekoliko medusobno iskljucivih
projekata treba odabrati projekat sa najviSim IRR-om. IRR za solid-state proces je izracunat i
iznosi 27.93%. Generalno, sve ove vrednosti indikatora profitabilnosti ukazuju na to da je
solid-state metoda ekonomski isplativija.
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Analiza nesigurnosti. U ovom delu je izvedena analiza nesigurnosti kako bi se utvrdile
uticajne ekonomske i tehnicke varijable za ekonomsku analizu procesa proizvodnje enzima.
Rezultati analize nesigurnosti pruzaju veci uvid u ekonomiju proizvodnje enzima koristeci
submerznu i solid-state tehniku kultivacije. Analiza je sprovedena sa ciljem da se utvrdi uticaj
na jedini¢ne troSkove za proizvodnju enzima koriste¢i submerznu i solid-state tehniku
kultivacije od promena u veli¢ini proizvodnje. Uticaji na indikatore profitabilnosti takode se
ispituju za solid-state bioproces.

U osnovnoj ekonomskoj analizi dobijena je velicina Sarze (skala) proizvodnje enzima i koristi
se kao polazna tacka za varijaciju. Ova analiza procenjuje uticaj + 80% promene ove inicijalne
skale proizvodnje (-80%, -60%, -40%, -20%, + 20%, + 40%, + 60% i + 80%) na jedini¢ne
trosSkove za proizvodnju enzima (za submerznu i solid-state tehniku kultivacije) i pokazatelje
profitabilnosti za bioprocess za proizvodnju enzima (samo za solid-state tehniku kultivacije).
Tabela 5.16 prikazje rezultate ovih analiza nesigurnosti u smislu indikatora profitabilnosti za
solid-state bioprocess, dok slika 5.33 predstavlja uporedivanje uticaja promena razmera
postrojenja na jedini¢ne troskove proizvodnje enzima izmedu submerznog i solid-state
bioprocesa.

Tabela 5.16. Analiza osetljivosti za uticaj velicine proizvodnje enzima iz pSeni¢ne plevice na
profitabilnost koris¢enjem solid-state tehnike kultivacije

Indikatori profitabilnosti

Promenljive Period povrata Neto sadasnja Interna stopa
(godina) vrednost (1,000 S) povrata (%)

-80% 71,19 -14.636.624 N/A

-60% 5,58 -1.539 4,92

Velicina -40% 3,79 8.736 14,92
proizvodnje -20% 3,06 20.081 21,64
(kg/3arzi iz Bazno 2,75 30.387 25,39
glavnog +20% 2,36 43.869 30,70
bioreaktora) +40% 2,16 56.023 33,83
+60% 2,00 68.397 36,64

+80% 1,81 80.955 39,14
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Slika 5.33. Uticaj veli¢ine postrojenja za proizvodnju enzima iz pSeni¢ne plevice na jedini¢ne
proizvodne troskove za sumberznu i solid-state tehniku kultivacije

Kao $to se vidi iz tabele 5.16 i slike 5.33, skala proizvodnje znacajno uti¢e na jedini¢ne
troSkove za proizvodnju enzima koriste¢i submerznu i solid-state fermentaciju. Kada se
proizvodna skala smaniji za 80%, jedini¢ni troskovi za submerzan bioproces se povecavaju za
46% (sa 39,58 $/kg na 58,90 $/kg), dok se jedini¢ni troskovi za solid-state bioproces
povecavaju za 171% (sa 14,35 $/kg do 42,51 $/kg). Kada se proizvodna skala poveca za 80%,
jedini¢ni trosak za submerzan bioproces se smanjuje za 6% (od 39,58 $/kg do 37,77 $/kg), dok
se jedini¢ni trosak za solid-state bioproces smanjuje za 28% (sa 14,35 $/kg do 11,27 $/kQ).

Takode, ovi rezultati ukazuju na to da je solid-state tehnika kultivacije ekonomicnija od
submerzne bez obzira na promene u proizvodnoj skali. Sto se ti¢e uticaja promena
proizvodne skale na profitabilnost za solid-state bioproces, tabela 5.16 pokazuje da za
indikator "perioda otplate", sve promene dovode do perioda otplate manje od Sest godina sto
podrazumeva da se investicija moze povratiti u kratkom vremenskom periodu. Pored toga,
indikator "neto sadasnje vrednosti", za -80% i -60% promene proizvodne skale dovodi do
negativnih neto sadadnjih vrednosti, u kom slucaju investicija nije profitabilna. Za indikator
"interne stope povracaja", za -80% promene skale proizvodnje dovodi do neizvodljivog
re$enja koje nikada nece biti profitabilno.
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Ovom disertacijom obuhvacena su i izvriena istraZivanja vezana za nase podneblje. Prikazani

rezultati mogu se sazeti u nekoliko sledecih tacaka:

Ispitivanjem sastava sirovine ustanovljeno je da nusproizvod prerade Zita, tj. pSeni¢na
plevica ima standardan sastav, i to prvenstveno celuloze, hemiceluloze, skroba i
lignina (kao najbitnijih parametara za biotehnolosku proizvodnju), a potom i pepela i
proteina. Na osnovu definisanog sastava ove sirovine, moze se zakljuciti da ona
poseduje potencijal za primenu kao osnove hranljivih podloga sa ciliem proizvodnje
hidrolitickih enzima kultivacijom plesni.

Mogucnost proizvodnje hidrolitickih enzima i odabir proizvodnog soja izvedeno je
ispitivanjem koli¢ine produkovanih proteina, kao i aktivnosti tih hidrolitickih enzima
(amilaze, celulaze, ksilanaze) od strane tri razli¢ite vrste plesni (Trichoderma reesei,
Penicillium spp. i Aspergillus spp.) nakon njihove kultivacije submerznom i solid-state
tehnikom kultivacije na podlozi cije je osnova bila p3eni¢na plevice. Prema svim
odabranim pokazatlejima (ukupan sadzaj protein i aktivnosti enzima u filtratima
kultivacione te¢nosti) izdvojio se soj Trichoderma reesei, koji je po svim parametrima
bio bolji u odnosu u na druga dva ispitivana mikroorganizma, bez obzira na tehniku
kultivacije.

Ispitivanjem toka kultivacije plesni T. reesei kroz analizu uzoraka uzetih periodi¢no u
toku 7 dana trajanja bioprocesa, sagledane su zavisnosti ukupnog sadrzaja proteina,
aktivnosti amilaza, celulaza i ksilanaza, kao i sadrzaja redukujucih Sec¢era od vremena
kultivacije i ustanovljeno je da pomenuti sadrZaji i aktivnosti variraju sa vremenom,
odnosno da postoji znac¢ajan uticaj ovo psrocesnog parametra.
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Analiziranjem uticaja temperature kultivacije (25-35 °C), vrednosti pH (4-6) i vremena
kultivacije (3-7 dana) na ukupan sadrzaj proteina i aktivnost amilaza, celulaza i
ksilanaza nakon kultivacije plesni submerznom tehnikom na podlozi ¢ija osnova je
pseni¢na plevica, ustanovljeno je uz pomo¢ metode odzivhe povrsine i Zeljene
funkcije da se pod kontrolisanim uslovima (maksimalno mogu¢ ukupan sadrzaj
proteina i najveca aktivnost svih pomeutih enzima) najbolji rezultati mogu ocekivati
pri temperaturi kultivacije 30,26 °C, vrednosti pH 4,06 i vremenu kultivacije 7,00 dana.

Ispitivanjem efekata temperature kultivacije (25-35 °C), vrednosti pH (4-6) i vremena
kultivacije (3-7 dana) pomoc¢u metode odzivne povrsine i Zeljene funckije na krajnju
koncentraciju proteina i aktivnost hidrolitickih enzima nakon kultivacije Trichoderma
reesei solid-state tehnikom na podlozi od pseni¢ne plevice, zaklju¢eno je da se pod
odredenim uslovima (maksimalno mogu¢ sadrzaj enzima i najveca aktivhost amilaza,
celulaza i ksilanaza) dobijaju najbolji rezultati pri temperaturi kultivacije 31,64 °C,
vrednosti pH 6,00 i vremenu kultivacije 7,00 dana.

Ubacivanjem rezultata optimizacije, zajedno sa literaturnim podacima o
biotehnoloskoj proizvodnji enzima, u model bioprocesa proizvodnje enzima iz
pseni¢ne plevice definisani su kapaciteti postrojenja za dve razliite tehnike kultivacije
(submerzno i solid-state) na osnovu podataka o godisnjoj raspolozivosti pSeni¢ne
plevice u Srbiji. Rezultati simulacije ove dva modela postrojenja za proizvodnju enzima
iz pSenicne plevice iskoris¢eni su za proracun, kapitalnih troskova, troskova jedini¢ne
proizvodnje, kao i operativnih troskova. Ekonomskom analizom utvrdeno je da su obe
tehnike kultivacije (sumberzno i solid-state) ekonomski isplative. Nakon poredenja svih
navedenih prethodno ekonomskih parametara i dodatne analize profitabilnosti i
nesigurnosti za dva ispitivana modela, ustanovljeno je da je bioprocess sa solid-state
tehnikom kultivacije prema svim ekonomoskim pokazateljima bolji sa stanovista
investitora.
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Slika 8.1. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti ukupnog sadrzaja proteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom
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Slika 8.2. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti aktivnosti amilaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom
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Slika 8.3. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti aktivnosti celulaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom
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Slika 8.4. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti aktivnosti ksilanaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom
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Slika 8.5. Korelacija odziva aktivnosti amiliaza i celulaza nakon proizvodnje hidrolitickih
enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 8.6. Korelacija odziva aktivnosti amiliaza i ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih
enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 8.7. Korelacija odziva aktivnosti amiliaza i ukupnog sadrzaja proteina nakon proizvodnje

hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 8.8. Korelacija odziva aktivnosti celulaza i ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih

enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 8.9. Korelacija odziva aktivnosti celulaza i ukupnog sadrzaja proteina nakon proizvodnje

hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Ukupan sadrzaj proteina (mg/mL)

1.15063

0926048

0793756

0661463

000957621

0.050171

00907658

0131361

Aktivnost ksilanaza (U/mL)

0.171955

Slika 8.10. Korelacija odziva aktivnosti ksilanaza i ukupnog sadrzaja prteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima submerznom tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 8.11. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti ukupnog sadrzaja proteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom

022 —

017 —

012 —

Izra¢unata vrednost

007 —

0.02 —

0.02 0.07 012 0.16 021

Eksperimentalna vrednost

Slika 8.12. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti aktivnosti amilaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom
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Slika 8.13. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti aktivnosti celulaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom

0.15 —

0.12 —

0.09 —

Izra¢unata vrednost

0.05 —

002 —

0.03 0.06 0.09 0.1 0.14

Eksperimentalna vrednost

Slika 8.14. Poredenje eksperimentalno dobijenih vrednosti aktivnosti ksilanaza nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice i
vrednosti predvidenih modelom
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Slika 8.15. Korelacija odziva aktivnosti amiliaza i celulaza nakon proizvodnje hidrolitickih
enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Slika 8.16. Korelacija odziva aktivnosti amiliaza i ksilanaza nakon proizvodnje hidroliti¢kih
enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Ukupan sadrZaj proteina (mg/mL)

0762538

0653438

0543989

043454

0325091

00284715

00744625 0.120453 0166444

Aktivnost amilaza (U/mL)

0212435

Slika 8.17. Korelacija odziva aktivnosti amiliaza i ukupnog sadrzaja proteina nakon

proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Aktivnost ksilanaza (U/mL)

0131569

0105546

00795242

00535019

0027479

0.00468608

010159398 00271934 00384471

Aktivnost celulaza (U/mL)

00457008

Slika 8.18. Korelacija odziva aktivnosti celulaza i ksilanaza nakon proizvodnje hidrolitickih

enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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Ukupan sadrzaj proteina (mg/mL)

0762538

0653438

0543989

043454

0325091

0.00468608

010159398 00271934 00384471

Aktivnost celulaza (U/mL)

00457008

Slika 8.19. Korelacija odziva aktivnosti celulaza i ukupnog sadrzaja proteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice

Ukupan sadrzaj proteina (mg/mL)

0762888

0653438

0543989

043454

0325001

00274796

00535019 00795242 0.105546

Aktivnost ksilanaza (U/mL)

0.131569

Slika 8.20. Korelacija odziva aktivnosti ksilanaza i ukupnog sadrzaja prteina nakon
proizvodnje hidrolitickih enzima solid-state tehnikom kultivacije iz pSeni¢ne plevice
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