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adenin

Artificial Neural Network (eng.) — veStacka neuronska mreza
Basic Local Alignment Search Tool (eng.)

citozin

Central Composite Design (eng.) — centralni kompozitni dizajn
Colony Forming Unit (eng.) — jedinica koja formira koloniju
Cleaning-In-Place (eng.) — ¢iS¢enje na mestu rada
Cleaning-Out-of-Place (eng.) — Ci§¢enje van mesta rada

Dynamic Controlled Atmosphere (eng.) — skladiste sa dinamicki
kontrolisanom atmosferom

Degree of Freedom (eng.) — broj stepeni slobode
dezoksiribonukleinska kiselina
Ethylenediaminetetraacetic Acid (eng.) — etilendiamintetrasir¢etna kiselina

European Food Safety Authority (eng.) — Evropska agencija za bezbednost
hrane

European and Mediterranean Plant Protection Organization (eng.) — Evropska
i mediteranska organizacija za zastitu biljaka

Electrospray lonisation Mass Spectrometry (eng.) — masena spektrometrija sa
elektrosprej jonizacijom

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (eng.) - infracrvena spektroskopija
sa Furijeovom transformacijom

guanin
ukupni sadrzaj guanina i citozina u DNK
Genetic Algorithms (eng.) — geneticki algoritam

Generally Regarded As Safe (eng.) — oznaka statusa za organizme koji se
generalno smatraju bezbednim od strane Americke organizacije za hranu i
lekove (FDA — Food and Drug Administration)

High Pressure Liguid Chromatography (eng.) — te¢na hromatografija pod
visokim pritiskom

Induced Systemic Resistance (eng.) — indukovana sistemska rezistencija

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (eng.) — molekularna analiza
evolucione genetike

de Man, Rogosa and Sharpe bujon
Mean Squares (eng.) — suma srednjih kvadrata

Molecular Weight Cut Off (eng.) — molekulska masa jedinjenja koja zaostaju u
retentatu tokom procesa membranske filtracije

National Center for Biotechnology Information (eng.) — Nacionalni centar za
biotehnoloske podatke



NMR Nuclear Magnetic Resonance (eng.) - nuklearna magnetna rezonanca

OPNG Ortho-nitrophenyl-B-galactoside (eng.) — orto-nitrofenil-B-galaktozid

PCR Polymerase Chain Reaction (eng.) — lan¢ana reakcija polimeraze

PDA Potato Dextrose Agar (eng.) — krompir dekstrozni agar

PGPB Plant Growth Promoting Bacteria (eng.) — bakterije koje podstiCu rast biljaka

PGPR Plant Growth Promoting Rhizobacteria (eng.) — rizobakterije koje podstiCu rast
biljaka

RNK ribonukleinska kiselina

rRNK ribozomalna ribonukleinska kiselina

RSM Response Surface Methodology (eng.) — metodologija odzivne povrSine

SAR Systemic Acquired Resistance (eng.) — ste€ena sistemska rezistencija

SDS Sodium Dodecyl Sulphate (eng.) — natrijum dodecil sulfat

SEM Scanning Electron Microscopy (eng.) — skeniraju¢a elektronska mikroskopija

SMA Sabouraud Maltose Agar (eng.) — Saburo-maltozni agar

SS Sum of Squares (eng.) — suma kvadrata

T timin

tRNK transportna ribonukleinska kiselina

TSA Triptone Soy Agar (eng.) — tripton soja agar

TSB Triptone Soy Bouillon — tripton soja bujon

ULO Ultra Low Oxygen (eng.) — skladiste sa niskim sadrZajem kiseonika

YMA Yeast Maltose Agar (eng.) — hranljiva podloga za kultivaciju bakterija roda
Xanthomonas na bazi ekstrakta kvasca i maltoze

A (m?) povrsina membrane

Asoo vrednost apsorbance dobijena spektrofotometrijskim odredivanjem opticke

gustine uzorka na talasnoj duzini 600 nm
bo odsecak polinomske jednacine drugog reda
b1, by, bs, by linearni koeficijenti polinomske jednacine drugog reda
b11, by, bas, bsy kvadratni koeficijenti polinomske jednacine drugog reda
b1s, b1z, b1a, Das, bog, b4 koeficijenti interakcije polinomske jednacine drugog reda
d/Di (m/m) odnos pre¢nika meSaca i pre¢nika suda bioreaktora
Dy, (m) hidraulicki pre¢nik kanala membrane za membransku filtraciju

E (kw-h/m® specificna potrodnja energije tokom mikrofiltracije uz primenu uduvavanja
vazduha

Ensw (KW-h/m®) specifi¢na potrodnja energije prilikom mikrofiltracije bez statickog mesaca

ER (%) smanjenje specifitne potro$nje energije

Es (kW-h/m®) specifiéna potro$nja energije

Esw (KW-h/m?) spevcifi(":na potrodnja energije prilikom mikrofiltracije uz prisustvo statiCkog
mesSaca

Fl (%) relativno povecanije fluksa permeata



Jp (/(m*h))  fluks permeata u stacionarnom stanju
Jp. nsm (/(m?-h)) fluks permeata prilikom mikrofiltracije bez statickog mesaca

Jp, sw /(m?h)) fluks permeata prilikom mikrofiltracije uz prisustvo statitkog mesaca

K oznaka za komercijalne diskove sa streptomicinom
M1 Bacillus subtilis ATCC 6633

M 12 Streptomyces hygroscopicus soj izolovan iz zemljiSta
M 13 Saccharomyces cerevisiae

M 14 Trichoderma reesei QM 9414

M2 Bacillus cereus ATCC 10876

M 3, M 4, M 5 tri izolata roda Bacillus izolovana iz mladog sira

M 6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

M7 Pseudomonas aeruginosa soj izolovan iz vode

M 8 Pseudomonas putida izolovan iz okruzenja

M 9, M 10, M 11 tri izolata roda Lactobacillus izolovana iz okruzenja

m/z odnos molekulske mase i naelektrisanja jona u masenoj spektrometriji
P (W) gubitak hidrauliCke snage usled otpora proticanju napojne smese

Po (Pa) pritisak iza membranskog modula

Ps (Pa) pritisak ispred membranskog modula

Qg (I/h) protok gasa

Qsp(m*h)  protok vazduha pri vrednosti pritiska na izlazu iz membranskog modula
Q. (m®/h) protok napojne smese

Qe (I/h) protok permeata

R? koeficijent determinacije

Re Rejnoldsov broj

TMP (bar) transmembranski pritisak

U (umol/min) internacionalna jedinica za aktivnost enzima

Ug (m/s) superkriti¢na brzina proticanja gasa

u, (m/s) superkriticna brzina proticanja te¢nosti
Vs (M/s) prividna brzina proticanja vazduha

VL (m/s) prividna brzina proticanja napojne smese

vvm (I/(I'min) volume of air/volume of liquid/min (eng.) — jedinica za brzinu aeracije

X1 (g/l) inicijalna koncentracija glicerola

Xz (g/) inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca
Xz (g/l) inicijalna koncentracija (NH;),SO,

X4 (/) inicijalna koncentracija K;HPO,

Y (mm) pre¢nik zona inhibicije

Y, (9/l) rezidualna koncentracija glicerola



Y3 (9/1)
Y4 (9/l)
4

AP (Pa)
€

1492r
27f

rezidualna koncentracija ukupnog azota

rezidualna koncentracija ukupnog fosfora

specifiéni odnos toplote za vazduh

pad pritiska

faktor injektovanja gasa

univerzalni prajmer (reverse) za sekvencu bakterijske 16s rRNK

univerzalni prajmer (forward) za sekvencu bakterijske 16s rRNK
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1.UVOD

Sve vecéa potreba za hranom kao posledica dramaticnog povecanja broja ljudi i pojave
prenaseljenosti Sirom sveta dovela je do intenzifikacije poljoprivrednih aktivhosti usmerenih
na direktnu proizvodnju hrane i hrane za zivotinje, kao i sirovina za industriju prehrambenih
proizvoda. U poslednjih nekoliko decenija sve vise se govori o problemu prekomerne
upotrebe pesticida, odnosno razli€itih hemijskih sredstava u poljoprivrednoj proizvodniji, kako
za prevenciju, tako i za tretman oboljenja ili suzbijanje 3tetoCina biljaka. Prekomerna
upotreba pesticida je posledica ne samo povecanog obima proizvodnje poljoprivrednih
useva, ve¢ i vremenom steCene rezistentnosti biljnih StetoCina prema hemijskim
komponentama pesticida. Uvodenje velikih koli¢ina hemijskih supstanci u prirodne
ekosisteme rezultovalo je pre svega degradacijom kvaliteta zemljiSta i njegovim hemijskim
zagadenjem usled prisustva rezidualnih koli¢ina pesticida, kao i sve veéim zagadenjem
podzemnih i povrSinskih voda. Osim toga, nedovoljno nau¢nih podataka o uticaju hemijskih
jedinjenja koja se koriste kao komponente pesticida na zdravlje ljudi izaziva jo$ vecéi stepen
zabrinutosti usled sve vec¢eg broja nau¢nih dokaza o prisustvu rezidualnih koncentracija ovih
jedinjenja u proizvodima poljoprivrednog porekla namenjenim za ishranu ljudi i Zivotinja.
Stoga se redukovanje upotrebe pesticida i iznalazenje novih nacina za kontrolu biljnih
StetoCina i prevenciju i tretman bolesti biljaka postavlja kao imperativ odrzive poljoprivredne
proizvodnje, a samim tim i odrzivog razvoja.

Medu najznacajnijim oboljenjima povréa koje se u nasoj zemlji koristi u ishrani u velikim
koli€inama jesu bakterioze paradajza, paprike i biljaka iz porodice kupusnjaca. Najceséi
uzrocCnici bolesti navedenih biljaka jesu fitopatogene bakterije roda Xanthomonas, koje osim
gubitaka u prinosu biljaka, takode predstavljaju problem u smislu veoma komplikovanog
suzbijanja i kontrole oboljenja biljaka nakon njegove pojave u polju. Izostanak efikasnosti
preparata na bazi bakra, zabrana upotrebe antibiotika u suzbijanju fitopatogenih bakterija i
pojava rezistentnih populacija fitopatogena doveli su do potrebe za pronalaZzenjem
zdravstveno bezbednih, efikasnih preparata za zastitu bilja koji bi se mogli ponuditi na
trziStu. Jedna od alternativa koje su pokazale najveci potencijal za reSavanje ovog problema
jeste primena biopesticida, koji po svojoj najSiroj definiciji predstavljaju zive organizme ili
njihove proizvode koji pokazuju sposobnost suzbijanja teto€ina. Ovi organizmi mogu da
budu bilike, nematode ili mikroorganizmi: bakterije, plesni, kvasci ili virusi. Osnovne
prednosti primene mikrobioloSkih biopesticida u poredenju sa hemijskim pesticidima
uklju€uju njihovu bezbedniju primenu, selektivhost, odnosno smanjenu toksi¢nost prema
organizmima Kkoji nisu ciljni za njihovo delovanje, krace zadrzavanje u Zivotnoj sredini i
mogucnost primene u organskoj poljoprivredi. Stoga se u poslednjoj deceniji belezi rast
trziSta mikrobioloSkih pesticida, kao i pojava sve veleg broja komercijalno dostupnih
proizvoda na bazi mikroorganizama za biolosku kontrolu biljnih bolesti i Steto&ina.

Kada je u pitanju primena mikroorganizama ili njihovih metabolita u bioloSkoj kontroli biljnih
StetoCina, bakterije roda Bacillus predstavljaju najzastupljenije mikroorganizme koji se mogu
sresti u komercijalno dostupnim proizvodima. Osobine koje ih ¢ine pogodnim za ovu primenu
ukljuCuju njihovu prilagodljivost na razliCite ekoloSke uslove, kratko generaciono vreme,
sposobnost formiranja endospora i sposobnost proizvodnje Sirokog spektra bioaktivnih
metabolita, medu kojima najznacajnije mesto zauzimaju antibiotici, enzimi i biosurfaktanti.
Takode, primarno staniSte vecine bakterija roda Bacillus je zemljiste, $to vecinu sojeva Cini
unapred dobro prilagodenim na uslove u kojima bi trebalo da budu primenjeni. Osim toga,
neki sojevi pokazuju sposobnost indukovanja sistemske rezistencije prema StetoCinama kod
biljaka, kao i sposobnost kolonizacije vaskularnih tkiva biljaka, $to je od narocitog znacaja za
bioloSku kontrolu vaskularnih patogena. Sve navedene osobine €ine bakterije roda Bacillus
pogodnim kandidatima za bioloSku kontrolu razlicitih biljnih StetoCina.



Proizvodnja preparata za bioloSku kontrolu biljnih Stetolina na bazi mikroorganizama
predstavlja kompleksan i skup biotehnoloSki postupak, koji treba da obuhvata faze
osvezavanja mikroorganizma i pripreme inokuluma, umnozavanja mikroorganizma i/ili
biosinteze zeljenog metabolita, opcionu fazu izdvajanja i preCiS¢avanja zeljenog proizvoda,
kao i njegovu formulaciju i stabilizaciju. Smanjenje troSkova proizvodnje moze se posti¢i
optimizacijom samog bioprocesa i faze izdvajanja i pre€iS¢avanja Zeljenog proizvoda. Kada
je u pitanju biotehnoloSki aspekt postupka proizvodnje, odnosno optimizacija bioprocesa,
osnovni koraci obuhvataju optimizaciju sastava kultivacionog medijuma koji se koristi za
produkciju Zeljenog proizvoda, kao i optimizaciju procesnih uslova sa ciliem dobijanja
Zeljenog proizvoda u Sto vecoj koli€ini, uz minimizaciju koli¢ina otpadnih efluenata, Sto
podrazumeva smanjenje troSskova u pogledu precgiS¢avanja nastalih otpadnih tokova
bioprocesa.

Opsti trend koji za cilj ima smanjenje troSkova bioprocesa ukazuje na potrebu sve Sire
primene kompleksnih kultivacionih medijuma sa razliitim izvorima nutrijenata Cija je cena
manja u poredenju sa konvencionalnim izvorima nutrijenata visokog stepena Cdistoce.
Dodatna vrednost ovakvih bioprocesa postiZze se primenom razli¢itih otpadnih materijala, ¢ije
je preciS¢avanje neisplativo ili Cije odlaganje predstavlja problem ili opasnost za Zivotnu
sredinu. Jedan od trenutno najSire dostupnih otpadnih tokova jeste sirovi ili otpadni glicerol,
koji nastaje kao sporedni proizvod tokom proizvodnje biodizela. Njegovo jednostavno
odlaganje nije moguée zbog potencijalne opasnosti za Zivotnu sredinu, a usled prisustva
velikih koli€ina razli€itih kontaminanata postupak njegovog precis¢avanja je skup i
kompleksan. Jedan od predloga za iskoris¢enje sirovog glicerola jeste upravo njegova
mikrobioloSka konverzija u razliCite proizvode sa dodatom vredno$¢u, odnosno njegova
primena kao izvora ugljenika - jedne od osnovnih komponenti kultivacionog medijuma.

Proizvodnja mikrobioloSkih biopesticida, iako u konstantnom porastu, i dalje €ini samo mali
deo ukupnog svetskog trzista sredstava za zastitu bilja. Dominantni preparati su i dalje
hemijski pesticidi, iako se poslednjih godina sve vise paznje poklanja konceptu integralne
zastite biljaka, koji podrazumeva zajedniCku primenu hemijskih i bioloSkih preparata.
Takode, primena mikrobioloSkih biopesticida je ograni€ena i zbog visokih troSkova njihove
proizvodnje. Navedene Cinjenice ukazuju na potrebu iznalaZenja novih sojeva koji pokazuju
aktivnost protiv razli€itih StetoCina biljaka, kao i na neophodnost usavrSavanja i smanjenja
troSkova postupaka njihove proizvodnje.

Optimizacija uslova umnozZavanja biomase Bacillus sp. podrazumeva optimizaciju sastava
hranljive podloge sa ciljem ostvarivanja maksimalnog prinosa uz minimalne troSkove, te je u
te svrhe ispitana mogucnost primene sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kao izvora
uglienika koji je osnovna komponenta medijuma za umnoZavanje mikrobioloSke biomase,
¢ime bi se potencijalno bi doprinelo smanjenju dostupnih koli€ina sirovog glicerola, Cije ¢ée se
kolicine i dalje povelavati usled porasta potraznje za biodizelom i njegove sve vecle
potrosnje. Takode, poznavanje matemati¢kih modela bioprocesa, koji se dobijaju primenom
savremenih tehnika modelovanja i koji opisuju uticaj razli¢itih koncentracija odabranih izvora
uglienika, azota i fosfora u hranljivoj podlozi doprinose boljem razumevanju uticaja
pojedinacnih faktora (koncentracija osnovnih komponenata kultivacionog medijuma) i
njihovih medusobnih interakcija na efikasnost proizvodnog postupka. Razvoj bioprocesa
proizvodnje antimikrobnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas
primenom proizvodnog soja roda Bacillus na nivou laboratorijskog bioreaktora predstavlja
osnovu za razvoj i projektovanje procesa pilot i industrijskih razmera. Unapredenje procesa
mikrofiltracije kultivacionih te€¢nosti izolata roda Bacillus, kao koraka primarnog izdvajanja
biomase, treba da doprinese povecanju efikasnosti i smanjenju troS8kova ovog procesnog
koraka. Definisanje optimalnih uslova za izvodenje ovog bioprocesa, uz potvrdu efikasnosti
proizvedenog preparata protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, ali i ispitivanje Sireg
spektra njegove antimikrobne aktivnosti, predstavljaju osnovu za razvoj komercijalnog
proizvoda za bioloSku kontrolu biljnih bolesti izazvanih mikrobioloSkim patogenima.



2.CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je optimizacija uslova umnozavanja i
primarnog izdvajanja biomase soja Bacillus sp. sa primenom za spreavanje pojave i Sirenja
bakterioza povrtarskin useva koje izazivaju fitopatogene vrste roda Xanthomonas.
Optimizacija bioprocesa treba da obuhvati optimizaciju sastava hranljive podloge na bazi
komercijalnog i sirovog glicerola, kako bi se smanjili troSkovi bioprocesa u pogledu pripreme
hranljive podloge, preciS¢avanja efluenata hioprocesa i kako bi se potencijalno doprinelo
reSavanju problema prisutnog viska sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela, pri ¢emu
osnovni cilj optimizacije sastava hranljivih podloga za kultivaciju proizvodnog
mikroorganizma predstavlja maksimizacija antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas. Takode, jedan od cilieva predstavlja i definisanje optimalnih
uslova izvodenja procesa mikrofiltracije dobijenih kultivacionih te¢nosti uz primenu razliitih
hidrodinami¢kih metoda za unapredenje procesa unakrsne mikrofiltracije, odnosno za
poboljSanje fluksa permeata. Dodatni cilj predstavlja procena potencijala biomase soja
Bacillus sp. za bioloSku kontrolu Sireg spektra razlicitih biljnih patogena.

Kako bi se ispunio navedeni osnovni cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije,
definisani su i sledeci specificni ciljevi istrazivanja:
e Poredenje proizvodnog soja Bacillus sp. sa drugim potencijalnim proizvodnim
mikroorganizmima sa ciljem ispitivanja antagonistickog delovanja protiv fitopatogenih
sojeva roda Xanthomonas.

e Molekularna identifikacija proizvodnog mikroorganizma primenom sekvenciranja gena
za 16S rRNK uz primenu metode lan€ane reakcije polimeraze (Polymerase Chain
Reaction - PCR).

e (Odabir optimalnih izvora ugljenika i azota kao osnovnih komponenti hranljive podloge
za proizvodnju bioaktivnin agenasa efikasnih protiv fitopatogenih sojeva roda
Xanthomonas.

¢ Modelovanje sastava hranljive podloge za proizvodnju bioaktivnih agenasa efikasnih
protiv fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas u pogledu procene uticaja
koncentracija osnovnih nutrijenata (ugljenika — komercijalnog i sirovog glicerola, azota
i fosfora) na antimikrobnu aktivnost primenom metodologije odzivne povrsine.

o Optimizacija sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola za
proizvodnju bioaktivnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih sojeva roda
Xanthomonas u pogledu koncentracija osnovnih nutrijenata (ugljenika, azota i fosfora)
primenom metode Zeljene funkcije.

e Validacija dobijenih modela sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog
glicerola za proizvodnju bioaktivnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih sojeva roda
Xanthomonas primenom hranljivih podloga optimizovanog sastava i izvodenjem
bioprocesa u Vulfovim bocama ukupne zapremine 2 L i u laboratorijskom bioreaktoru
ukupne zapremine 3 L, uz praéenje toka kultivacije.

e Unapredenje procesa unakrsne mikrofiltracije kultivacionih te€nosti dobijenih nakon
kultivacije proizvodnog mikroorganizma uz primenu hranljive podloge na bazi
komercijalnog glicerola primenom razli€itih hidrodinamickih metoda.

e In vitro i in planta ispitivanje antimikrobne aktivnosti preparata na bazi Bacillus sp.
protiv fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas.

e |spitivanje Sireg spektra delovanja preparata na bazi Bacillus sp. protiv definisanih
fitopatogenih sojeva.



3.PREGLED LITERATURE

3.1. BIOLOSKA KONTROLA | BIOPESTICIDI

U poslednjih nekoliko decenija postoji globalni problem koji se odnosi na zadovoljenje
potreba za hranom rastuce ljudske populacije, uz izazove kao sto su poveéanje trodkova
koriS¢enja energije, sve veci pritisak i iscrpljenje prirodnih resursa, kao i zabrinutost oko
problema globalnog zagrevanja (Chakraborty i Newton, 2011). Pojava prenaseljenosti i sve
vecéeg broja ljudi Sirom sveta dovela je do intenzifikacije poljoprivrednih aktivnosti usmerenih
na direktnu proizvodnju hrane i hrane za Zivotinje, kao i sirovina za industriju prehrambenih
proizvoda. Intenzifikacija poljoprivredne proizvodnje podrazumeva sve Siru primenu razlicitih
agrotehnickih mera koje obezbeduju brzu i efikasnu proizvodnju poljoprivrednih useva Sto
boljeg kvaliteta i u 8to veéim koli¢inama (Emmert i Handelsman, 1999). Jedna od osnovnih
mera za poboljSanje kvaliteta i prinosa useva jeste primena hemijskh sredstava (pesticida)
sa ciliem smanjenja negativnih uticaja razliCitih StetoCina koje mogu da izazovu probleme u
poljoprivrednoj proizvodnji. Pove¢ana potreba za hranom dovela je do povecane upotrebe
hemijskih pesticida i veStackih dubriva (Carvalho, 2017), kao i do razvoja geneticki
rezistentnih sorti biljaka (Boyd i sar., 2013; Nelson i sar., 2018), Cije gajenje jo§ uvek nije
zakonom regulisano u svim drzavama. Kao posledica toga, u poslednjih nekoliko decenija
sve viSe se govori o problemu prekomerne upotrebe pesticida, odnosno razli€itih hemijskih
sredstava u poljoprivrednoj proizvodnji, kako za prevenciju, tako i za tretman oboljenja ili
suzbijanje StetoCina biljaka (Spadaro i Gullino, 2004). Agrohemikalije nisu efikasne protiv
svih oboljenja biljaka i mogu da predstavljaju rizik za Zivotnu sredinu i zdravlje ljudi usled
akumulacije toksic¢nih rezidua hemikalija u zemljiStu i vodi, €ime dolazi do njihovog
dospevanja i u lanac ishrane. Prekomerna upotreba pesticida je posledica ne samo
povecanog obima proizvodnje poljoprivrednih useva, vec i vremenom stecene rezistentnosti
bilinih StetoCina prema hemijskim komponentama pesticida, koja dovodi do potrebe za
primenom pesticida u sve veéim koncentracijama kako bi se postiglo efikasno suzbijanje
StetoCina i sprecili gubici u prinosu i kvalitetu poljoprivrednih proizvoda (Gerhardson, 2002).
Proizvodnja konvencionalnih dubriva na bazi azotnih jedinjenja zavisi od energetskih resursa
koji se baziraju na potro3nji fosilnih goriva. Kada su u pitanju genetic¢ki modifikovane biljke,
njihova rezistentnost na razli€ite bolesti biljaka uglavhom biva prevazidena od strane
fitopatogena (prouzrokovacda bolesti) u roku od nekoliko godina, a osim toga, postoji i
znacajan problem neprihvatanja primene genetic¢ki modifikovanih biljaka u ishrani od strane
velikog broja ljudi kao krajnjih konzumenata (McHughen i Wager, 2010).

Uvodenje velikih koli¢ina hemijskih supstanci u prirodne ekosisteme rezultovalo je pre svega
degradacijom kvaliteta zemljiSta i njegovim hemijskim zagadenjem usled prisustva
rezidualnih koliCina pesticida, koje se ili ne razgraduju ili je potreban dug vremenski period
za njihovu razgradnju. Takode, prisutno je i sve veCe zagadenje podzemnih i povrsinskih
voda usled neprestanog kruzenja vode u prirodi, kao jednog od osnovnih elemenata
zemljista. Osim toga, Sirok spektar hemijskih jedinjenja koja se koriste kao komponente
pesticida €ini nemogucim pracenje i ispitivanje uticaja svakog od ovih jedinjenja na zdravlje
ljudi, Sto izaziva jo§ veci stepen zabrinutosti usled sve veceg broja nauénih dokaza o
prisustvu rezidualnih koncentracija ovih jedinjenja u proizvodima poljoprivrednog porekla
namenjenim za ishranu ljudi i zivotinja (Wilson i Wisniewski, 1994, Spadaro i Gullino, 2004).
U ishrani ljudi koriste se delovi i organi biljaka koji se neposredno Stite od bolesti, odnosno
na koje se nanose sredstva za zastitu bilja. Na taj naCin Covek ishranom rizikuje da u
organizam nezeljeno unese pesticide i njihove rezidue, a Stetno dejstvo ovih sintetickih
preparata za zastitu bilja moze da se ispolji u kracem ili duzem vremenskom periodu. S
druge strane, sigurna povrtarska proizvodnja sa visokim prinosima ne moze se ostvariti bez
zastite od biljnih bolesti. Stoga se redukovanje upotrebe pesticida i iznalazenje novih nacina



za kontrolu biljnih Steto€ina i prevenciju i tretman bolesti biljaka postavlja kao imperativ
odrzive poljoprivredne proizvodnje, a samim tim i odrzivog razvoja.

Jedna od prihvatljivih alternativa primeni hemiijskih sredstava za zastitu bilja i suzbiljanje
oboljenja biljaka izazvanih razlicitim mikrobioloSkim fitopatogenima jeste bioloska kontrola
(Jiang i sar., 2015). BioloSka kontrola, prema jednoj od najSire prihvacenih definicija,
predstavlja svrsishodnu primenu zivih organizama i njihovih metabolita za suzbijanje
aktivnosti i smanjenje populacije jednog ili viSe fitopatogena (Pal i McSpadden Gardener,
2006), stoga se zasniva na antagonistiCkom delovanju agensa bioloSke kontrole protiv
fitopatogena. Direktni antagonizam podrazumeva fiziCki kontakt biokontrolnog agensa i
fitopatogena, uz visoku selektivnost biokontrolnog agensa prema fitopatogenu. Sa druge
strane, indirektni antagonizam je posledica aktivnosti biokontrolnog agensa koje ne
zahtevaju targetiranje fitopatogena.

Biopesticidi predstavljaju biokontrolne agense za suzbijanje biljnih Steto¢ina (Chandler i sar.,
2008). Najopstija podela biopesticida, prema vrsti aktivne komponente, obuhvata sledece
kategorije (Copping i Menn, 2000):

e Zivi organizmi — insekti, nematode ili mikroorganizmi (bakterije, plesni, kvasci ili
virusi);

e Biohemijski biopesticidi — ekstrakti biljaka, feromoni insekata;

e Genetitki modifikovane biljke kod kojih se odvija ekspresija inkorporiranih gena koja
obezbeduje zastitu od biljnih Stetocina.

Osim toga, podela biopesticida moZe da se izvrSi i prema tipu targetiranog fitopatogena za
Cije se suzbijanje koriste, i to na sledece kategorije:

Biofungicidi
Biobaktericidi
Bionematocidi
Bioinsekticidi
Bioakaricidi
Repelenti.

3.1.1. GLOBALNI TRENDOVI TRZISTA BIOPESTICIDA

lako je interesovanje naucne javnosti za istrazivanje mogucnosti primene biopesticida
veoma znacajno, $to se moze zakljuciti po velikom broju nauénih radova objavljenih u ovoj
oblasti u prethodnoj deceniji, komercijalizacija biopesticida jo§ uvek nije dostigla
zadovoljavajuci nivo, uzimajuci u obzir da trZiSte biopesticida trenutno Cini samo oko 5%
ukupnog svetskog trziSta sredstava za zastitu biljaka. Vrednost globalnog trziSta biopesticida
trenutno iznosi oko 3 milijarde ameri¢kih dolara (Damalas i Koutroubas, 2018). Trziste
biopesticida u SAD trenutno €ini neSto viSe od 200 proizvoda, dok je na trzistu Evropske
Unije broj komercijalno dostupnih proizvoda znatno manji — oko 60 proizvoda (Kumar i
Singh, 2015). Oko 90% biopesticida koji su trenutno komercijalno dostupni kao osnovnu
aktivnu komponentu sadrzi bakteriju Bacillus thuringiensis (Bt) (Kumar i Singh, 2015). lako
se potro$nja biopesticida na globalnom nivou povecava za oko 10% svake godine, potrebno
je da porast trzista biopesticida bude intenzivniji kako bi se uocile stvarne promene u zameni
hemijskih sredstava u zastiti bilja biopesticidima. Projektovani godiSnji rast vrednosti trzista
biopesticida iznosi oko 15% godiSnje, a smatra se da ¢e se vrednost trZiSta biopesticida i
hemijskih pesticida izjednaciti u periodu izmedu 2040. i 2050. godine (Czaja i sar., 2015).

Proizvodnja mikrobiolokih biopesticida, iako u konstantnom porastu, i dalje €ini samo mali
deo ukupnog svetskog trzista sredstava za zaStitu bilja. Dominantni preparati su i dalje
hemijski pesticidi, iako se poslednjih godina sve viSe paznje poklanja konceptu integralne
zastite biljaka, koji podrazumeva zajedniCku primenu hemijskih i bioloskih preparata.
Takode, primena mikrobioloSkih biopesticida je ograniCena i zbog visokih troSkova njihove



proizvodnje. Navedene Cinjenice ukazuju na potrebu iznalazenja novih sojeva koji pokazuju
aktivnost protiv razli€itih Steto€ina biljaka, kao i na neophodnost usavrdavanja i smanjenja
tro8kova postupaka njihove proizvodnje.

3.1.2. TRZISTE BIOPESTICIDA U REPUBLICI SRBIJI

Na trziStu Republike Srbije trenutno je registrovano 25 biopesticida sledecih kategorija:
biohemijski regulatori rasta (11 proizvoda), biofungicidi (7 proizvoda, od ¢ega su 6
mikrobioloSki biofungicidi i jedan biohemijski biofungicid), bioinsekticidi (6 proizvoda, od ¢ega
su 5 mikrobioloSki bioinsekticidi i jedan biohemijski insekticid), bioakaricidi (jedan proizvod —
mikrobiolo3ki bioakaricid) i repelenti (jedan proizvod — biohemijski repelent). Dakle, na trzistu
Republike Srbije je trenutno registrovano 12 proizvoda u kategoriji mikrobioloSkih
biopesticida. Od navedenih mikrobioloSkih biopesticida, pet proizvoda pripadaju kategoriji
mikrobiolodkih bioinsekticida na bazi sojeva Bacillus thuringiensis, od Cega je jedan
proizveden u Srbiji (D stop, BioekoloSki centar, Zrenjanin), a Cetiri od Sest proizvoda koja
pripadaju kategoriji mikrobioloSkih biofungicida proizvedena su u Republici Srbiji i kao
aktivnu komponentu sadrze sojeve Bacillus subtilis C13 (Ekstrasol F, BioGenesis, Backa
Topola u saradnji sa Jugo Hem, Leskovac), Bacillus subtilis STI/IIl (F stop, Bioekolo3ki
centar, Zrenjanin) i Bacillus subtilis BS10 (Bacillomix aurum B, Amaks, Novi Sad; Erwix,
Agrounik, Beograd). Trenutno ne postoje mikrobioloski biobaktericidi registrovani na trzistu
Republike Srbije (Ministarstvo poljoprivrede, Uprava za zastitu bilja — Lista registrovanih
proizvoda za zastitu bilja, oktobar 2017. godine).

3.1.3. MEHANIZMI BIOLOSKE KONTROLE PRIMENOM MIKROBIOLOSKIH
BIOPESTICIDA

Uzimajuéi u obzir tematiku ove doktorske disertacije, dalja teorijska razmatranja
biokontrolnih agenasa bi¢e ograni¢ena na mikrobioloSke biopesticide.

Potencijalni mikrobioloSki biokontrolni agensi treba da poseduju odredene karakteristike
kako bi uopste mogli da budu razmotreni za primenu u bioloSkoj kontroli: da budu geneticki
stabilni, da ispoljavaju efikasnost u niskim koncentracijama, da nemaju veoma specificne
nutritivne zahteve, da poseduju sposobnost preZivljavanja u razli€itim ekoloSkim uslovima,
da ispoljavaju antagonisticko dejstvo prema Sirem opsegu fitopatogena, da budu rezistentni
na dejstvo hemijskih pesticida, da ne proizvode metabolite opasne po zdravlje ljudi, da budu
nepatogeni za biljku domacina, da mogu biti jednostavno formulisani u formulaciji koja je
jednostavna za skladistenje i primenu, kao i da budu kompatibilni sa fizickim i hemijskim
tretmanima neophodnim u postupku formulacije. Osim toga, trebalo bi da poseduju i
adaptivnu prednost u odnosu na targetirane fitopatogene (Barkai-Golan, 2001).

U bioloSkoj kontroli biljnih patogena primenom mikroorganizama kao biokontrolnih agenasa
zastupljeno je nekoliko mehanizama delovanja (tabela 3.1.).

Tabela 3.1. Mehanizmi bioloSke kontrole fitopatogena primenom mikrobioloskih biopesticida
(Pal i McSpadden Gardener, 2006)

Tip interakcije Mehanizam
Direktni antagonizam Hiperparazitizam/predatorstvo
Antibiotici

Enzimi
Neregulisani otpadni produkti metabolizma
FiziCka/hemijska interferencija
Kompeticija
Indukcija rezistentnosti biljke domacina

Mixed-path antagonizam

Indirektni antagonizam




Kod hiperparazitizma, fitopatogen biva direktno napadnut od strane biokontrolnog agensa
koji ga ubija ili parazitira na njemu. Postoje Cetiri osnovne klase hiperparazita: obligatni
bakterijski patogeni, hipovirusi, fakultativni paraziti i predatori (Pal i McSpadden Gardener,
2006).

Sposobnost proizvodnje jednog ili vise antibiotika, kao mikrobioloSkih toksina koji u veoma
niskim koncentracijama dovode do letalnog ili inhibitornog dejstva, predstavlja znaéajnu
karakteristiku velikog broja mikroorganizama. Za primenu mehanizma antibioze u biolo$koj
kontroli, antibiotici treba da suzbijaju rast fitopatogena in vitro i in situ, odnosno moraju biti
proizvedeni u dovoljnoj koli€ini u neposrednoj blizini fitopatogena kako bi se ostvarilo
biokontrolno dejstvo (Whipps, 2001), obezbeduju¢i mikroorganizmima producerima
evolutivnhu prednost u specifiénim ekoloskim niSama (Mukherjee i Das, 2005).

Mnogi mikroorganizmi poseduju sposobnost proizvodnje razliitih enzima, pre svega litiCkih
enzima, koji u€estvuju u hidrolizi razli€itih polimernih jedninjenja (hitin, proteini, celuloza,
hemiceluloza, DNK), kao i odredenih ¢elijskih komponenata, ¢ime se ispoljava njihovo
antagonisti¢ko delovanje protiv patogena (Chernin i Chet, 2002). Ekspresija gena za ove
enzime i njihova sekrecija moZe da rezultuje direktnim suzbijanjem aktivnosti fitopatogena.

Osim navedenih jedinjenja, postoje jos neki mikrobioloSki metaboliti koji doprinose suzbijanju
fitopatogena. Cijanovodonik (HCN) efikasno blokira metaboli¢ki put citohrom oksidaze i
visoko je toksi¢an za sve aerobne mikroorganizme u pikomolarnim koncentracijama (Pal i
McSpadden Gardener, 2006).

ZemljiSte i povrSina Zzivih billaka su za mikroorganizme okruzenje koje je generalno
siromasno nutrijentima. Da bi uspesno kolonizovali fitosferu, mikroorganizmi moraju da se
takmiCe za prostor za rast i dostupne nutrijente. Jedan od osnovnih tipova indirektnog
antagonizma je kompeticija izmedu biokontrolnih agenasa i fitopatogena za izvore
nutrijenata, Sto moze da rezultuje smanjenjem populacije fitopatogena i smanjenjem
incidence pojave bolesti biljaka, kao i smanjenjem obima bolesti (Spadaro i sar., 2002).
Generalno se smatra da biokontrolni agensi sa najve¢im potencijalom za za$titu biljaka brzo
kolonizuju prostore na povrsini biljaka i u njihovoj neposrednoj blizini, pri ¢emu uglavnom
iscrpljuju dostupnu ogranic¢enu koli€inu nutrijenata ne ostavljajuci dovoljno nutrijenata za rast
fitopatogena (Spadaro i Droby, 2016). Dakle, biokontrolni agensi treba da budu bolje
prilagodeni ekoloskim i nutritivnim uslovima na mestu primene u poredenju sa
fitopatogenima kako bi doveli do njihovog suzbijanja (Sharma i sar., 2009). Osim toga,
biokontrolni agensi treba da poseduju veéu specificnu brzinu rasta u poredenju sa
fitopatogenima, kao i sposobnost prezivljavanja u uslovima koji su nepogodni za
fitopatogene (Droby i sar., 1992). Takode, nivo bioloSke kontrole koji obezbeduju biokontrolni
agensi zavisi od njihove inicijalne koncentracije na mestu primene, stoga se smatra da su
dovoljne koncentracije biokontrolnih agenasa u opsegu 10’-108 CFU/ml (McLaughlin i sar.,
1990).

Biokontrola koja se zasniva na kompeticiji za nutrijente koji su prisutni u malim koli¢inama,
ali su esencijalni za rast u umnozavanje biomase mikroorganizama, kao $to je gvozde,
takode je ispitana. Koli¢ina gvozda u rizosferi je veoma limitirana i zavisi od vrednosti pH
zemljista. U zemljistima koja sadrze veliku koliginu kiseonika gvoZde je prisutno u obliku Fe**
jona (Lindsay, 1979), odnosno u vidu jedinjenja nerastvornih u vodi, i njegova koncentracija
je veoma niska (do 10 M). Ova koncentracija je nedovolina da bi omoguéila rast
mikroorganizama, kojima su generalno neophodne koncentracije gvozda oko 10° M. Da bi
preziveli u takvom okruzenju, mikroorganizmi proizvode ligande koji vezuju gvozde —
siderofore, koje izdvajaju gvozde iz okruzenja (Whipps, 2001). Smatra se da povecana
efikasnost usvajanja gvozda od strane komensalnih mikroorganizama predstavlja odluCujuci
faktor za njihovu sposobnost agresivne kolonizacije korena biljaka i suzbijanja Stetnih
mikroorganizama sa mesta potencijalne infekcije biljaka (Pal i McSpadden Gardener, 2006).

Biljke aktivno odgovaraju na stimuluse iz okruzenja, kao S§to su gravitacija, svetlost,
temperatura, fizicki stres, koli¢ina vode i dostupnost nutrijenata. Osim toga, biljke takode
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odgovaraju i na hemijske stimuluse koji nastaju od strane mikroorganizama koji su direktno
ili putem zemljiSta povezani sa billkama. Ovi hemijski stimulusi uslovljavaju ili indukuju
odbrambene mehanizme biljaka kroz biohemijske promene koje pojacavaju rezistentnost
biljaka protiv razli¢itih fitopatogena (Ippolito i sar., 2000). Indukcija odbrambenog mehanizma
domacina moze po prirodi biti lokalna ili sistemska, u zavisnosti od vrste, izvora i koli€ine
hemijskog stimulusa (Compant i sar., 2005). Steena sistemska rezistencija (SAR -
Systemic Acquired Resistance) nastaje usled prisustva salicilne kiseline, jedinjenja Cija
proizvodnja obi¢no prati pojavu infekcije biljke fitopatogenima i dovodi do ekspresije proteina
povezanih sa patogenezom. Ovi proteini uklju€uju i veliki broj enzima od kojih neki direktno
liziraju Celije fitopatogena, ojaCavaju celijski zid kako bi se biljka oduprla infekciji, ili indukuju
lokalnu smrt celija biljke sa ciliem odstranjivanja fitopatogena, sto rezultuje vidljivim lezijama
na samoj biljci i predstavlja jednu od osnovnih razlika izmedu steCene i indukovane
sistemske rezistencije (Van Loon i sar., 1998). Indukovana sistemska rezistentnost (ISR -
Induced Systemic Resistance) nastaje usled prisustva jasmonske kiseline i/ili etilena, koje
proizvode uglavnom nepatogene rizobakterije, od kojih se neke upravo zbog ovog svojstva
mogu Kkoristiti kao biokontrolni agensi za suzbijanje fitopatogena (Pal i McSpadden
Gardener, 2006).

Osnovne prednosti primene mikrobioloSkih pesticida u poredenju sa hemijskim pesticidima
uklju€uju njihovu bezbedniju primenu, selektivhost, odnosno smanjenu toksi¢nost prema
organizmima Kkoji nisu ciljni za njihovo delovanje, krace zadrzavanje u Zivotnoj sredini i
mogucnost primene u organskoj poljoprivredi. Stoga se u poslednjoj deceniji belezi rast
trzista mikrobioloskih pesticida, kao i pojava sve veceg broja komercijalno dostupnih
proizvoda na bazi mikroorganizama za biolodku kontrolu biljnih bolesti i Steto€ina, Sto je
rezultat intenzivnih nauénih istrazivanja u ovoj oblasti usmerenih na reSavanje problema koje
razliCite StetoCine izazivaju u poljoprivrednoj proizvodnji.

3.2. PRIMENA BAKTERIJA RODA Bacillus U BIOLOSKOJ
KONTROLI

Kada je u pitanju primena mikroorganizama ili njihovih metabolita u bioloskoj kontroli biljnih
StetoCina, bakterije roda Bacillus predstavljaju najzastupljenije mikroorganizme koji se mogu
sresti u komercijalno dostupnim proizvodima. Osobine koje ih ¢ine pogodnim za ovu primenu
ukljuCuju njihovu prilagodljivost na razliCite ekoloSke uslove, kratko generaciono vreme,
sposobnost formiranja endospora i sposobnost proizvodnje Sirokog spektra bioaktivnih
metabolita, medu kojima najznacéajnije mesto zauzimaju antibiotici, enzimi i biosurfaktanti.
Osim toga, neki sojevi pokazuju sposobnost indukovanja sistemske rezistencije prema
StetoCinama kod biljaka, kao i sposobnost kolonizacije vaskularnih tkiva biljaka, Sto je od
naroCitog znacaja za bioloSku kontrolu vaskularnih patogena. Takode, primarno staniste
vecine bakterija roda Bacillus je zemljiSte, Sto vecinu sojeva Cini unapred dobro prilagodenim
na uslove u kojima bi trebalo da budu primenjeni. Takode, s obzirom da iz zemljiSta moze
biti izolovan znaajan broj sojeva koji pokazuju biokontrolnu aktivnost prema razlicitim
fitopatogenima, a pripadaju rodu Bacillus, joS jedna prednost jeste mogucnost koriScenja
autohtonih sojeva sa podruCja gde se javljaju znacCajna oboljenja biljaka koji ¢e u
industrijskim uslovima biti umnozeni i vraceni na mesto primene u vidu agenasa bioloSke
kontrole. Veliki broj nau¢nih radova potvrduje da biokontrolni agensi pokazuju bolje rezultate
kada je u pitanju suzbijanje fitopatogena u njihovim nativnim geografskim regionima usled
bolje prilagodenosti i prezivljavanja u poredenju sa uvoznim komercijalnim preparatima koji
sadrze biokontrolne agense (Abiala i sar., 2015; Bardin i sar., 2015).

Patogene vrste roda Bacillus su Bacillus anthracis i odredeni sojevi vrste Bacillus cereus,
stoga se ove vrste roda Bacillus ne razmatraju za primenu u bioloskoj kontroli. Nepatogenost
ostalih vrsta roda Bacillus prema ljudima i Zivotinjama, kao i Cinjenica da su ovi
mikroorganizmi ve¢ prisutni u zemljiStu u velikom broju, Cini ih pogodnim kandidatima za
bioloSku kontrolu razli€itih biljnih StetoCina.



Primena bakterija roda Bacillus u biolo$koj kontroli razli€itih biljnih Stetocina je dosta detaljno
ispitana i moze se naci veliki broj literaturnih navoda iz ove oblasti. NajveCi deo ovih
istrazivanja zasniva se na ispitivanju potencijala razli€itih sojeva roda Bacillus za biolosku
kontrolu razliitih fitopatogena, kao i na karakterizaciji mehanizama njihovog antimikrobnog
delovanja, prvenstveno karakterizaciji Sirokog spektra metabolita koji pokazuju antimikrobnu
aktivnost (Palazzini i sar., 2016). Jedan od osnovnih mehanizama antmikrobne aktivnosti
bakterija roda Bacillus jeste proizvodnja metabolita u koje spadaju pre svih antibiotici (Stein,
2005; Zhao i sar., 2018), biosurfaktanti (Ptaza i sar., 2013; Gomaa, 2013), lipopeptidi (Zhao i
sar., 2012; Torres i sar., 2017), enzimi (Shafi i sar., 2017) i isparljiva organska jedinjenja
(Arrebola i sar., 2010; Gotor-Vila i sar., 2017). Medu pomenutim jedinjenjima sa
antimikrobnom aktivno$¢u za primenu u bioloSkoj kontroli narocito se isticu ciklini lipopeptidi
iz familija surfaktina, iturina i fengicina (Chen i sar., 2007; Arguelles-Arias i sar., 2009;
Dunlap i sar., 2013; Fira i sar., 2018). Osim toga, dokazano je da ovi lipopeptidi indukuju
rezistentnost biljaka prema fitopatogenima (Kloepper i sar., 2004; Yamamoto i sar., 2015).
Lipopeptidi koje proizvode bakterije roda Bacillus su neribozomalno sintetisana jedinjenja
Cija se sinteza odvija uz pomo¢ velikih multienzimskih kompleksa (neribozomalne peptidne
sintetaze) (Palazzini i sar., 2016). Osim toga, mnoge vrste roda Bacillus sintetiSu nekoliko
jedinjenja iz familije poliketida, kao Sto su bacilaen, dificidin i makrolaktin. Poliketidi
predstavljaju familiju sekundarnih metabolita koja ukljuuje veliki broj bioaktivnih jedinjenja
sa antibakterijskim, imunosupresivnim i antitumorskim delovanjem (Chen i sar., 2009).

Jos$ jedan mehanizam antimikrobnog delovanja bakterija roda Bacillus jeste kompeticija sa
fitopatogenima kada su u pitanju faktori koji utiCcu na rast, odnosno prostor i nutrijenti (Shafi i
sar., 2017). Sposobnost sporulacije veéine sojeva roda Bacillus (Paredes-Sabja i sar., 2011)
predstavlja njihovu evolutivhu prednost u poredenju sa vecinom drugih mikroorganizama,
uzimajuci u obzir da su njihove spore otporne na visoke temperature, isuSivanje, UV
zraCenje i dejstvo razli€itih hemikalija, Sto ih Cini zna€ajno otpornijim u poredenju sa
vegetativnim formama rasta i pogodnim za formulaciju. Jo§ neke osobine bakterija roda
Bacillus koje ih ¢ine pogodnim za primenu u bioloSkoj kontroli biljnih patogena obuhvataju
Cinjenicu da je njihovo osnovno staniste zemljiste (Hong i sar., 2009), sposobnost
kolonizacije korena biljaka, kao i €injenica da se svrstavaju u grupu bakterija koje podsti¢u
rast biljaka (PGPB — Plant Growth Promoting Bacteria) (Kumar i sar., 2012), sposobnost
indukovanja sistemske rezistencije kod biljaka (Kloepper i sar., 2004; Choudhary i Johri,
2009), kao i sposobnost endofitne kolonizacije unutrasnjih tkiva biljaka (Santoyo i sar.,
2016), Sto je narocito znacajno za bioloSku kontrolu vaskularnih patogena, medu kojima su
veoma znaCajne bakterije roda Xanthomonas. Utvrdeno je da su uspeSna kolonizacija
rizosfere i proizvodnja lipopeptida dva najznaéajnija mehanizma za suzbijanje fitopatogena
prisutnih u zemljitu od strane Bacillus spp. (Yang i sar., 2014b). Osim svoje supresivne
funkcije prema fitopatogenima, surfaktin, kao predstavnik familije lipopeptida koje proizvode
bakterije roda Bacillus, takode olakSava formiranje biofilma na korenu biljke prilikom
inicijalne kolonizacije od strane biokontrolnih agenasa (Raaijmakers i sar., 2010).

3.2.1. Bacillus velezensis KAO AGENS BIOLOSKE KONTROLE
3.2.1.1. Opste osobine vrste Bacillus velezensis

Vrsta Bacillus velezensis je prvi put izolovana iz reke Velez (Malaga, Spanija) (Ruiz-Garcia i
sar., 2005). U pitanju je Gram-pozitivha bakterija Cije su Celije Stapicastog oblika, Sirine 0,5
um i duzine 1,5-3,5 pm. Celije se javljaju pojedinagno, u parovima ili u vidu kratkih lanaca.
Endospore su elipsoidnog oblika i zauzimaju paracentralnu ili subterminalnu poziciju, pri
¢emu nisu Sire od prec€nika celije. Endospore takode ne sadrze parasporalne kristale i ne
akumuliraju poli-B-hidroksibuternu kiselinu. Celije su pokretne i kreéu se pomoéu peritrihnih
flagela.

Na poluévrstoj hranljivoj podlozi TSA (Triptone Soy Agar — tripton soja agar) kolonije Bacillus
velezensis su kremasto bele boje, naborane povrsine i nepravilnih ivica. U te€noj hranljivoj
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podlozi TSB (Triptone Soy Bouillon — tripton soja bujon) na povrSini dolazi do formiranja
tankog filma bakterija, dok je ostatak kultivacione te€nosti uniformno zamucen, bez niti ili
gromuljica.

Bacillus velezensis raste u opsegu temperatura 15-45°C i u opsegu vrednosti pH 5-10.
Njihov metabolizam je respiratoran, sa kiseonikom kao terminalnim akceptorom elektrona.
Ne rastu pod anaerobnim uslovima u prisustvu nitrata ili fumarata.

Bacillus velezensis toleriSe NaCl do koncentracije 12% (w/v). Ove bakterije su
hemoorganotrofi. Produkuju katalazu i oksidazu. Produkuju kiseline (bez gasa) iz eskulina,
amigdalina, L-arabinoze, arbutina, celobioze, D-fruktoze, glicerola, D-glukoze, glikogena,
inozitola, laktoze, maltoze, manitola, D-manoze, metil-a-D-glikozida, D-rafinoze, D-riboze,
salicina, sorbitola, saharoze, trehaloze i D-ksiloze. Ne proizvode kiseline iz adonitola, D-
arabinoze, D-arabitola, L-arabitola, 2-ketoglukonata, 5-ketoglukonata, dulcitola, eritriola, D-
fukoze, L-fukoze, galaktoze, B-gentiobioze, glukonata, inulina, D-luksoze, D-melezitoze,
melibioze, metil-a-D-manozida, metil-B-D-ksilozida, N-acetilglukozamina, ramnoze, L-
sorboze, D-tagatoze, D-turanoze, ksilitola i L-ksiloze. Redukuju nitrate i proizvode H,S iz L-
cisteina. Voges-Proskauerova (Voges-Proskauer) reakcija i OPNG (ortho-nitrophenyl-3-
galactoside) test su pozitivni i potvrduju prisustvo acetoina i [B-galaktozidaze, redom.
Hidrolizuju krv, skrob, Zelatin i kazein. Rastu i u hranljivim podlogama bez ekstrakta kvasca.
Testovi usvajanja indola, lizin dekarboksilaze, ornitin dekarboksilaze, ureaze, arginin
dihidrolaze, triptofan deaminaze, fenilalanina, deaminaze i lizozima (0,001%, w/v) su
negativni. Ne hidrolizuju Tween 20, Tween 80, DNK i tirozin.

Bakterije ove vrste su osetljive na amoksicilin, amoksicilin/klavulansku kiselinu, cefalotin,
hloramfenikol, kolistin, doksiciklin, eritromicin, kanamicin, nalidiksinku kiselinu, nitrofurantoin,
norfloksacin, novobiocin, rifamicin, trimetroprim/sulfametoksazol i vankomicin. Rezistentne
Su na aztreonam.

Koli¢ina G+C u DNK iznosi 46,1-46,4% (mol) (Ruiz-Garcia i sar., 2005).
3.2.1.2. Primena Bacillus velezensis u bioloskoj kontroli fitopatogena

Zbog promena u taksonomskoj klasifikaciji vrste Bacillus velezensis literaturni podaci koji se
mogu pronaci o antimikrobnom delovanju sojeva ove vrste i njihovoj potencijalnoj primeni u
bioloskoj kontroli razli€itih fitopatogena sezu uglavnhom do desetak godina unazad (tabela
3.2.). U skorije vreme nekoliko vrsta roda Bacillus, ukljuujuci Bacillus methylotrophicus,
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum i Bacillus oryzicola je reklasifikovano u okviru
vrste Bacillus velezensis na osnovu komparativne genomike (Dunlap i sar., 2016).
Distinktivne karakteristike vrste Bacillus velezensis ukljuCuju podsticanje rasta biljaka,
proizvodnju antimikrobnih metabolita i efikasnu kolonizaciju biljaka (Madhaiyan i sar., 2010;
Cai i sar., 2016). Mnogi sojevi vrste Bacillus velezensis se koriste kao antagonisti biljnih
patogena (Yao i sar., 2006; Chen i sar., 2007; Dunlap i sar., 2015). Jedan od glavnih faktora
koji su povezani sa biokontrolnom aktivnoS¢éu vrste Bacillus velezensis jeste proizvodnja
lipopeptida iz familije surfaktina — surfaktin i lihenizin (Ongena i sar., 2007; Ongena i
Jacques, 2008), iturina - iturin A, C, D, i E, bacilomicin D,F i L, i mikosubtilin (Hiradate i sar.,
2002; Romero i sar., 2007), i fengicina — fengicini i plipastatini (Ongena i sar., 2007; Chen i
sar., 2009; Alvarez i sar., 2012), koji bivaju sintetisani metaboli¢kim putevima u kojima
uCestvuju neribozomalne peptidne sintetaze i/ili poliketid sintaze. Drugi metaboliti vrste
Bacillus velezensis, kao Sto su lantipeptidi i terpeni, takode predstavljaju potencijalne
biokontrolne agense za suzbijanje fitopatogena (Arnison i sar., 2012).

Bacillus velezensis FZB42 predstavlja prototip Gram-pozitivnih bakterija sa fitostimulatornim
i biokontrolnim delovanjem (Fan i sar., 2018). Genom ove bakterije sekvenciran je od strane
Chen i sar. (2007). Od momenta izolovanja ovog soja iz rizosfere (Krebs i sar., 1998),
objavljeno je preko 140 naucnih radova povezanih sa ovim sojem. Soj Bacillus velezensis
FZB42 i njemu blizak soj Bacillus velezensis FZB24 se uspesno koriste kao komponente
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mikrobioloSkih dubriva i biokontrolni agensi protiv fungalnih i bakterijskih fitopatogena.
Podsticanje rasta biljaka i suzbijanje bolesti od strane ova dva soja dokazani su
eksperimentima u polju za sledec¢e bilike: krompir (Schmiedeknecht i sar., 1998), pamuk
(Yao i sar., 2006), jagodu (Sylla i sar., 2013), pSenicu (Talboys i sar., 2014), zelenu salatu
(Chowdhury i sar., 2013) i paradajz (Elanchezhiyan i sar., 2018). Biokontrolne osobine
Bacillus velezensis FZB42 podcivaju na nekoliko mehanizama: osim direktne antibioze i
kompeticije zahvaljujuci proizvodniji spektra sekundarnih metabolita (Borriss, 2011), od velike
vaznosti su i benefitan uticaj na mikrobiom biljke domacina u rizosferi (Erlacher i sar., 2014),
kao i stimulacija indukovane sistemske rezistentnosti (Chowdhury i sar., 2015a). Takode je
znacCajno da, nasuprot primeni Gram-negativnih bakterija sa biokontrolnim delovanjem,
primena soja Bacillus velezensis FZB42 nije dovela do trajnih promena u sastavu
mikrobioma rizosfere (Kréber i sar., 2014), veé je primena ovog soja uspela da kompenzuje
negativne promene sastava mikrobioma izazvane prisustvom fitopatogena (Erlacher i sar.,
2014). Soj Bacillus velezensis FZB42 pokazuje znacajnu sposobnost kolonizacije biljaka,
stoga je koris¢en kao biokontrolni agens za bolesti paradajza, krastavca, pamuka, duvana i
zelene salate (Yao i sar., 2006; Wang i sar., 2009; Chowdhury i sar., 2013; Chowdhury i
sar., 2015b). Al-Ali i sar. (2018) su pokazali da kolonizacija rizosfere paradajza od strane
soja Bacillus velezensis FZB42 zavisi od produkcije surfaktina i sastava eksudata korena
paradajza, ali glavni faktor koji utiCe na uspednost kolonizacije rizosfere jeste sposobnost
obrazovanja biofilma, koja je uslovljena proizvodnjom egzopolisaharida od strane Bacillus
velezensis FZB42.

Okidacge za indukciju sistemske rezistentnosti kod biljaka predstavljaju razli¢iti sekundarni
metaboliti — elicitori. Prilikom indukcije rezistentnosti kod biljaka se aktiviraju razli€iti signalni
metaboli¢ki putevi koji sadrze jasmonsku kiselinu, etilen i salicilnu kiselinu. Dokazano je da
je proizvodnja surfaktina, ali i drugih sekundarnih metabolita, kod soja Bacillus velezensis
FZB42 povezana sa indukcijom sistemske rezistentnosti kod zelene salate suoCene sa
fitopatogenom Rhizoctonia solani, za koju su odgovorni signalni metaboliCki putevi koji
uklju€uju jasmonsku kiselinu i etilen (Chowdhury i sar., 2015b).

Kada su u pitanju jedinjenja koja podsti¢u rast biljaka, dokazano je da soj Bacillus velezensis
FZB42 produkuje indol-3-siréetnu kiselinu (Dunlap i sar., 2015). Arkhipova i sar. (2007) su
pokazali da ovaj soj proizvodi i citokinin. Osim toga, isparljiva organska jedinjenja koja
proizvodi Bacillus velezensis predstavljaju okidaé za podsticanje rasta biljaka roda
Arabidopsis regulisanjem homeostaze auksina (Zhang i sar., 2007).

Lipopeptid bacilomicin D, koji proizvodi soj Bacillus velezensis FZB42, predstavlja efikasnu
antifungalnu komponentu. Utvrdeno je da koncentracija ovog jedinjenja od 30 mg/ml inhibira
Fusarium graminearum sa efikasno$¢u od 50%. Ovo jedinjenje izaziva morfoloske promene
membrane i Celijskog zida hifa i konidija fitopatogena Fusarium graminearum. Osim toga,
ovo jedinjenje dovodi do akumulacije reaktivnih kiseoni¢nih radikala, $to uzrokuje smrt hifa i
konidija ovog fitopatogena. Dokazano je da bacilomicin D suzbija Fusarium graminearum na
kukuruzu i pSenici (Gu i sar., 2017). Takode, pokazano je da Bacillus velezensis FZB42
produkuje fengicin i bacilomicin D, koji ispoljavaju sinergistiCko antimikrobno delovanje protiv
fungalnog fitopatogena Fusarium oxysporum (Koumoutsi i sar., 2004), dok Bacillus
velezensis SQR9 proizvodi bacilomicin D sa antifungalnim delovanjem protiv istog
fitopatogena (Xu i sar., 2013).

Palazzini i sar. (2007) su dokazali antagonisti¢ku aktivnost Bacillus velezensis RC 218 protiv
fitopatogena Fusarium graminearum, izazivaCa pSenic¢ne glavnice, u in vitro i uslovima
staklenika. Istrazivanje istih autora (Palazzini i sar., 2016) proSireno je na eksperimente u
polju. Rezultati istrazivanja su pokazali da ispitivani izolat moze znacCajno da smaniji
ozbilinost pSenicne glavnice u wuslovima polja, kao i akumulaciju mikotoksina
(deoksinivalenola) povezanu sa ovim oboljenjem pSenice. Sekvenciranje genoma
proizvodnog mikroorganizma otkrilo je gene za proizvodnju devet bioaktivnih sekundarnih
metabolita (surfaktin, iturin A, fengicin, bacilibaktin (siderofora), bacilizin, bacilaen, dificidin,
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makrolaktin, amilociklicin), kao i lantibiotika ericina, Cija je proizvodnja jedinstvena za
ispitivani soj.

U istrazivanju koje su sproveli Cai i sar. (2016) objavljena je sekvenca celog genoma
Bacillus velezensis CCQ9, soja koji je pokazao Sirok spektar antifungalne aktivnosti protiv
nekoliko fitopatogena, kao §to su Glomerella glycines, Rhizoctonia solani, Alternaria
alternata i Blumeria graminis (Cai i sar., 2013; Yang i sar., 2014a). In vitro testiranje
antifungalne aktivnosti soja CC09, koji proizvodi iturin A (koncentracija 0,66 mg/mg uzorka
za testiranje antifungalne aktivnosti), pokazalo je znacajnu inhibiciju rasta test
mikroorganizama Geotrichum candidum, Aspergillus niger, Phytophthora capsici i
Mycosphaerella pomi, $to je u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima (Cai i sar.,
2013).

Dokazano je da fengicini i iturini ispoljavaju antifungalnu aktivnost in vivo i da inhibiraju rast
nekoliko fitopatogena (Al-Ali i sar., 2018). Surfaktini ne pokazuju toliko izrazeno antifungalno
dejstvo, ali pokazuju sinergisticki uticaj na bioloSku aktivnost iturina (Deravel i sar., 2014) i
fengicina (Ongena i Jacques, 2008). Dokazano je da surfaktini, iturini i fengicini kao elicitori
indukuju sistemsku rezistentnost kod biljnih vrsta kao $to su pasulj, paradajz, dinja i vinova
loza (Ongena i sar., 2007; Garcia-Gutierrez i sar., 2013; Farace i sar., 2015). Ekspresija
gena koji su ukljuéeni u sintezu ovih lipopeptidnih jedinjenja je povecana u prisustvu
eksudata korena biljaka u rizosferi (Fan i sar., 2012). Zahvaljujuéi aktivnosti biosurfaktanata i
svojstvu smanjivanja povrSinskog napona, predloZzeno je da ovi lipopeptidi, naroCito
surfaktin, doprinose procesu kolonizacije korena od strane biokontrolnih mikroorganizama.
Ova hipoteza je potkrepljena rezultatima in vitro eksperimenata (Leclere i sar., 2006;
Ongena i Jacques, 2008), ali i in planta eksperimentima (Fan i sar., 2011; Dietel i sar.,
2013).

Adeniji i sar. (2018) su ispitivali antimikrobni potencijal liofilizovanog ekstrakta sekundarnih
metabolita proizvedenih od strane Bacillus velezensis NWUMFkBS10.5 protiv fitopatogena
Fusarium graminearum primenom masene spektrometrije sa elektro-sprej jonizacijom (ESI-
Q-TOF MS), FTIR i NMR tehnike. U poslednjih nekoliko godina postale su dostupne
genomske informacije o nekoliko sojeva vrste Bacillus velezensis koji pokazuju veliki
potencijal za biolodku kontrolu fitopatogena Fusarium graminearum (Dunlap i sar., 2013;
Dunlap i sar., 2015; Lee i sar., 2015; Palazzini i sar., 2016; Pan i sar., 2017). Rezultati
testiranja antifungalne aktivnosti u okviru istrazivanja koje su sproveli Adeniji i sar. (2018)
ukazuju na potencijal ispitivanog biokontrolnog agensa za primenu pre sadnje ili nakon Zetve
ciliane biljne kulture. Primena biokontrolnih agenasa za tretman semena pre sadnje biljaka je
prouCena u prethodnim istrazivanjima (Yang i sar., 2015). Antimikrobna aktivnost
supernatanta oslobodenog celija dobijenog kultivacijom soja Bacillus velezensis
NWUMFkBS10.5 ukazuje na prisustvo sekundarnih metabolita od potencijalnog industrijskog
znaCaja nakon preciS¢avanja dovoljnog stepena i proizvodnje u dovoljnim koli¢inama.
Lipopeptidni ekstrakt pokazao je odlicnu antifungalnu aktivnost u poredenju sa komercijalnim
fungicidima Cije je dejstvo na ispitivani patogen takode utvrdeno. Ovi rezultati su u korelaciji
sa prethodno objavljenim studijama koje istiCu antipatogeno dejstvo sirovih, parcijalno
preciScenih ili preCiScenih ekstrakata bakterijskih antagonista (Chen i sar., 2010; Mousa i
sar., 2015). Primenom ESI-MS (Electrospray lonisation Mass Spectrometry) detektovano je
prisustvo lipopeptidnih jedinjenja, a primenom PCR utvrdeno je prisustvo gena za biosintezu
surfaktina, bacilomicina, iturina D i fengicina kod ispitivanog soja Bacillus velezensis
NWUMFkBS10.5.

Bacillus velezensis B0O06 predstavlja biokontrolni agens Ciji mehanizmi delovanja protiv
fitopatogena se uglavnom ogledaju u efikasnoj kolonizaciji biljaka i proizvodnji surfaktina
(Wang i sar., 2018). U ovom istraZivanju ispitani su metaboli¢ki putevi proizvodnje surfaktina
sa ciliem doprinosa ovog istrazivanja formulaciji sastava komercijalnog medijuma za
dobijanje vecih prinosa ovog metabolita. U prethodnim istrazivanjima utvrdeno je da
kultivacioni medijumi razli¢itog sastava favorizuju formiranje spora (Guo i sar., 2018) i
proizvodnju surfaktina (Wang i sar., 2017) od strane soja Bacillus velezensis B006. Utvrdeno
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je da biosinteza  aminoacil-tRNK, metabolizam  glicerolipida i  biosinteza
pantotenata/koenzima A doprinose proizvodnji surfaktina.

Skora$nje istraZivanje koje su sproveli Wu i sar. (2018) pokazalo je da neribozomalno
sintetisani lipopeptidi (fengicin i bacilomicin) i neribozomalno sintetisani poliketidi
(makrolaktin, dificidin i bacilaen), dipeptid bacilizin, egzopolisaharidi i isparljiva organska
jedinjenja soja Bacillus velezensis SQR9 doprinose indukciji sistemske rezistentnosti prema
fitopatogenima Botrytis cinerea i Pseudomonas syringae pv. tomato kod biljaka roda
Arabidopsis.

Jiang i sar. (2018) su pokazali da dva soja vrste Bacillus velezensis, B. velezensis 5YN8 i B.
velezensis DSNO012, pokazuju visoku aktivnost hidrolaze, kao i biokontrolnu aktivnost sive
trulezi paprike, a takode je dokazano da podsti¢u rast paprike. U istom istrazivanju pokazano
je da sekundarni metaboliti oba ispitivana soja efikasno suzbijaju rast micelijuma Botrytis
cinerea, kao i da oba soja proizvode isparljiva organska jedinjenja koja inhibiraju sporulaciju
pomenutog fitopatogena paprike. Takode je otkriveno da oba soja vrste Bacillus velezensis
mogu da aktiviraju imunitet paprike i da poja¢aju imuni odgovor bilijke prema fitopatogenu
Botrytis cinerea aktiviranjem signalnog metabolickog puta salicilne kiseline. Osim toga, oba
ispitivana soja poboljSavaju aktivnost ¢elijskog odbrambenog odgovora, akumulaciju vodonik
peroksida i aktivnost enzima koji su povezani sa odbranom biljke od fitopatogena Botrytis
cinerea.

U istraZivanju koje su sproveli Cao i sar. (2018) ispitana je antagonisti¢ka aktivnost dva soja
(Bacillus velezensis Y6 i Bacillus velezensis F7) protiv fitopatogena Ralstonia solanacearum
i Fusarium oxysporum u laboratorijskim i uslovima staklenika. Identifikovana su tri
lipopeptidna jedinjenja (surfaktin, iturin i fengicin) odgovorna za antimikrobnu aktivnost protiv
ispitivanih fitopatogena. Osim toga, ispitana je uloga ovih lipopeptidnih jedinjenja u bioloSkim
procesima vaznim za kolonizaciju rizosfere. Dokazano je da iturin i fengicin, pored
ispoljavanja antibakterijskog delovanja, takode utiCu na pokretljivost celija i formiranje
biofilma, a samo iturin igra glavnu ulogu u zastiti biljke od fitopatogena Fusarium oxysporum.
Osim toga, otkriveno je da dolazi do znacajne stimulacije produkcije ovih lipopeptidnih
jedinjenja prilikom interakcije sa fitopatogenom Ralstonia solanacearum.

Chen i sar. (2019) su ispitivali potencijal endofitne bakterije kikirikija Bacillus velezensis
LDO2 za bioloSku kontrolu fitopatogena i podsticanje rasta ove biljke. Soj Bacillus velezensis
LDO2 ispoljio je znacajnu antimikrobnu aktivnost protiv fitopatogenih gljiva i bakterija koje
napadaju kikiriki, sa naglaskom na inhibiciju rasta i izazivanje deformacija micelijuma
fitopatogene gljive Aspergillus flavus. Takode, u ovom istrazivanju su identifikovani klasteri
gena odgovorni za proizvodnju antifungalnih metabolita (fengicin, surfaktin, bacilizin) i
antibakterijskin metabolita (butirozin, bacilaen, dificidin, makrolaktin, surfaktin, bacilizin). Soj
Bacillus velezensis LDOZ2 takode karakteriSe sposobnost podsticanja rasta biljaka
posredstvom nekoliko mehanizama: solubilizacija fosfata, proizvodnja siderofora i
podsticanje rasta korena biljke.

Meng i sar. (2016) su ispitivali uticaj soja Bacillus velezensis BAC03 na podsticanje rasta
sledecih biljaka: SecCerna repa, Sargarepa, krastavac, paprika, krompir, rotkvica, tikvica,
krompir i cvekla. Koli¢ina inokuluma biokontrolnog agensa iznosila je 10° CFU/cm?® zemlje u
skasijama u kojima je vrSeno ispitivanje u uslovima staklenika. Rezultati istraZivanja su
pokazali da soj Bacillus velezensis BACO3 podsti¢e rast testiranih biljaka, sa primetnim
razlikama u podsticanju rasta razliCitih delova biljaka. Primena inokuluma 10 dana nakon
sadnje dala je najbolji rezultat u pogledu mase rotkvica u poredenju sa primenom
biokontrolnog agensa u drugim fazama rasta biljke. Ovi autori su takode objavili da Bacillus
velezensis BACO03 produkuje indol-3-siréetnu kiselinu i amonijak, kao i 1-aminociklopropan-
1-karboksilat deaminazu, koji podsti¢u rast biljaka. Acetoin i 2,3-butandiol su detektovani kao
glavna isparljiva organska jedinjenja koja takode pokazuju uticaj na rast biljaka. Prethodno,
Meng i sar. (2012) su dokazali antimikrobno dejstvo soja Bacillus velezensis BACO3 in vitro,
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dok su Meng i sar. (2013) dokazali i biokontrolna svojstva istog soja u uslovima staklenika i
polja.

Gao i sar. (2017) su ispitivali antifungalnu aktivnost isparljivin organskih jedinjenja koja
proizvodi soj Bacillus velezensis ZSY-1, €ime je utvrdeno antifungalno delovanje ovih
jedinjenja protiv fitopatogena Alternaria solani, Botrytis cinerea, Valsa mali, Monilinia
fructicola, Fusarium oxysporum f. sp. capsicum i Colletotrichum lindemuthianum. Gasno
hromatografska analiza uz primenu masene spektrometrije otkrila je sposobnost za
proizvodnju 29 isparljivih organskih jedinjenja od strane soja Bacillus velezensis ZSY-1.
Medu ispitivanim jedinjenjima najviSe pripada grupi ketona (sedam jedinjenja), alkohola (Sest
jedinjenja) i alkana (3est jedinjenja). UoCena je najveca koncentracija sledecih jedinjenja: 2-
tridekanon, pirazin (2,5-dimetil), benzotiazol i fenol (4-hloro-3-metil). Zna€anju antifungalnu
aktivnost protiv fitopatogena Alternaria solani i Botrytis cinerea ispoljila su sledeéa jedinjenja:
pirazin (2,5-dimetil), benzotiazol, fenol (4-hloro-3-metil) i fenol-2,4-bis (1,1-dimetiletil), Sto
ukazuje na znacajan potencijal ovih jedinjenja za primenu u bioloskoj kontroli fungalnih
oboljenja paradajza.

Objavljeno je da isparljiva organska jedinjenja koja produkuje Bacillus velezensis GB03
predstavljaju okida¢ za pokretanje signalnih metaboli¢kih puteva etilena i jasmonske kiseline
(Sharifi i Ryu, 2016). ldentifikovano je 13 isparljivih organskih jedinjenja primenom gasne
hromatografije kuplovane sa masenom spektrometrijom. Benzaldehid i 1,3-butadien su
znacajno inhibirali rast kolonija, vijabilnost i pokretljivost celija fitopatogena Ralstonia
solanacearum, izazivaCa bakterijskog uvenucéa kod velikog broja biljaka (Tahir i sar., 2017).
U istom istraZivanju je utvrdeno da je indukcija sistemske rezistentnosti povezana sa
signalnim metaboli¢kim putem salicilne kiseline, Ciji elicitor je surfaktin.

Tabela 3.2. Primena Bacillus velezensis u bioloskoj kontroli fitopatogena — pregled literature

Fitopatogen - biljka Soj Delovanje Referenca

Palazzini i sar., 2007

Fusarium graminearum - B. velezensis RC 218 Biofungicidno Palazzini i sar., 2016

psenica Palazzini i sar., 2018
Fusarium graminearum -pSenica | B. velezensis LM2303 Biofungicidno Chenisar., 2018
Fusarium graminearum - .
kukuruz NV?,‘J&EE;';‘?; 5 Biofungicidno Adeniji i sar., 2018
Fusarium culmorum - kukuruz '
Fusarium oxysporum f. sp. . . - .
fragariae - jagoda B. velezensis BS87 Biofungicidno Nam i sar., 2009
Fusarium oxysporum f. sp. : . - Moreno-Velandia i
physicali - ogrozd B. velezensis Bs006 Biofungicidno sar., 2018
Fusarium oxysporum - neven . . - .
Botrytis cinerea - neven B. velezensis 26SETS Biofungicidno Kaki i sar., 2013
N . B. velezensis 5YN8 . - : .
Botrytis cinerea - paprika B. velezensis DSNO12 Biofungicidno Jiang i sar., 2018
Alternaria solani - paradajz
Botrytis cinerea - paradajz
Valsa mali B. velezensis ZSY-1 Biofungicidno Gaoisar., 2017

Monilinia fructicola
Fusarium oxysporum f. sp.
capsicum

Alternaria panax - ginseng
Botrytis cinerea - paradajz
Colletotrichum coccodes —
crvena paprika
Fusarium oxysporum f. sp. B. velezensis 6341 Biofungicidno Lim i sar., 2017
lycopersici - paradajz
Magnaporthe oryzae - pirina¢
Pythium infestans - paradajz
Pythium ultimum - krastavac
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Rhizoctonia solani - pirinac
Sclerotinia sclerotium -
krastavac

Ralstonia solanacearum —
paradajz
Fusarium oxysporum f. sp.
cubense - banana

B. velezensis Y6
B. velezensis F7

Biobaktericidno
Biofungicidno

Caoisar., 2018

Phytophtora capsici — €ili
paprika
Phytophtora citricola -
Arabidopsis thaliana
Phytophtora palmivora -
Arabidopsis thaliana
Phytophtora cinnamom -
Arabidopsis thaliana

B. velezensis

Biofungicidno

Syed-Ab-Rahman i

sar., 2018

Aspergillus niger
Mucor sp.

B. velezensis KLP2016

Biofungicidno

Meena i sar., 2018

Aspergillus tenuissima - kikiriki
Aspergillus niger - kikiriki
Aspergillus flavus - kikiriki

Fusarium oxysporum - kikiriki

Fusarium moniliforme - kikiriki

Rhizoctonia solani- kikiriki
Rhizopus sp. - kikiriki
Ralstonia solanacearum - Kikiriki

B. velezensis LDO2

Biofungicidno
Biobaktericidno

Cheni sar., 2019

Bacillus cereus
Clavibacter michiganensis
Pantoea agglomerans
Ralstonia solanacearum
Xanthomonas campestris
Xanthomonas euvesicatoria
Cochliobolus carbonum
Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Giberella pulicanis
Giberella zeae
Monilinia fructicola
Pyrenochaeta terrestris
Rhizoctonia solani
Alternaria solani

B. velezensis 9D-6

Biofungicidno
Biobaktericidno

Grady i sar., 2019

Xanthomonas campestris pv.

. Biobaktericidno Lui i sar., 2016
campestris - kupus
. velezensis AP 136
. velezensis AP 188
Xanthomonas campestris pv. ' velezens!s AP 213 : - o
. velezensis AP 218 Biobaktericidno Liu i sar., 2016

campestris - kupus

. velezensis AP 219
. velezensis AP 295
. velezensis AP 305

Streptomyces scabies - rotkvica

WO WWmE®TT

. velezensis BACO03

Biobaktericidno

Meng i Hao, 2017

Pythium aphanidermatum —
zelena salata

B. velezensis

Biofungicidno

Kanjanamaneesathi
i sar., 2013

an

Blumeria graminis - pSenica

B. velezensis CC09

Biofungicidno

Caiisar., 2016
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3.3. BAKTERIJE RODA Xanthomonas KAO PATOGENI
BILJAKA

Medu najznacajnijim oboljenjima povréa koje se u nasoj zemlji koristi u ishrani u velikim
koli¢inama jesu bakterioze paradajza, paprike i biljaka iz porodice kupusnjaca, kao $to su
kupus, karfiol, kelj i brokoli. NajéeSc¢i uzroénici bolesti navedenih biljaka jesu fitopatogene
bakterije roda Xanthomonas, koje osim gubitaka u prinosu biljaka, a samim tim i velikih
ekonomskih gubitaka, takode predstavljaju problem u smislu veoma komplikovanog
suzbijanja i kontrole oboljenja biljaka nakon njegove pojave u polju. Kontrolu bakterijskih
oboljenja biljaka dodatno komplikuje diverzitet bakterijskih fitopatogena, poteskoce u
dobijanju rezistentnih sorti biljaka, sposobnost bakterijskih fitopatogena da u kratkom
vremenskom periodu dostignu veliku gustinu populacije usled brzog umnozavanja i
nedostatak efikasnih hemijskih sredstava za njihovu kontrolu (Jones i sar., 2012). Nasuprot
velikom broju hemijskih preparata za kontrolu fungalnih fitopatogena, na trzistu je dostupno
samo nekoliko baktericida sa ograni¢enom efikasno$c¢u u zastiti biljaka (Milijasevié-Margic i
sar., 2018). Izostanak efikasnosti preparata na bazi bakra, zabrana upotrebe antibiotika u
suzbijanju fitopatogenih bakterija i pojava rezistentnih populacija fitopatogena doveli su do
potrebe za pronalazenjem zdravstveno bezbednih, efikasnih preparata za zastitu bilja koji bi
se mogli ponuditi na trzistu.

Najznacajnije fitopatogene bakterije koje pripadaju rodu Xanthomonas i izazivaju znacCajne
ekonomske gubitke, pre svega u pogledu prinosa, jesu Xanthomonas campestris pv.
campestris, izazivaC crne ftrulezi biljaka iz porodice kupusnjata, i Xanthomonas
euvesicatoria, izaziva€ bakterijske pegavosti listova i plodova paprike i paradajza.

3.3.1. CRNA TRULEZ KUPUSNJACA - Xanthomonas campestris pv.
campestris

Crna trulez je jedna od ekonomski najznacajnih bolesti biljaka familije Brassicaceae i divljih
vrsta reda Capparalles (Aires i sar., 2011). Kao $to je prethodno pomenuto, uzronik ove
bolesti je mikrobioloski fitopatogen Xanthomonas campestris pv. campestris, Gram-
negativna aerobna bakterija poznata po sposobnosti proizvodnje ksantana, esktracelularnog
polisaharida. Najvazniji poljoprivredni usevi koje napada ovaj fitopatogen su kupus, kelj,
prokelj, brokoli i karfiol, kod kojih ovaj fitopatogen uzrokuje znaCajne gubitke prinosa
(Vicente i Holub, 2013) jer obolele biljke nemaju trZziSnu vrednost i trunu brzo nakon branja
(Massomo i sar., 2004a). Crna trulez je bolest koja uglavnom potie iz semena biljaka, ali
inficirane sadnice, zemljiste (Dane i Shaw, 1996) i ostaci inficiranih useva (Kocks i Zadocks,
1996) takode mogu predstavljati rezervoar kontaminacije. Fitopatogeni se mogu preneti sa
bilike na biljku putem vetra, vode za navodnjavanje, aerosola, kiSe, insekata, poljoprivredne
mehanizacije i ljudi. Pljuskovi ili navodnjavanje useva prskanjem mogu doprineti Sirenju
fitopatogena sa obolelih biljaka na biljke koje se nalaze u blizini (Hugouvieux i sar., 1998).

Xanthomonas campestris pv. campestris ulazi u biljku kroz hidatode na ivicama listova
reapsorcijom kapljica koje nastaju gutacijom u listove (Vicente i Holub, 2013). Neki sojevi
mogu da inficiraju bilike ulaskom kroz stome i kolonizacijom apoplastiénog prostora pre
ulaska u vaskularno tkivo, ali je ovaj mehanizam infekcije redak jer zahteva redukovanu
hidrofobnost povrSine listova, odnosno modifikaciju sastava kutikularnog voska oko stoma.
Druga mesta na kojima moze da dode do infekcije ovim fitopatogenom ukljuuju povrede na
biljci ili koren, ali u svakom slu€aju finalna destinacija fitopatogena je vaskularno tkivo (Aires
i sar., 2011). Infekcija je obi¢no latentna na niskim temperaturama, pri ¢emu fitopatogeni
opstaju u vaskularnom sistemu bez vidljivih simptoma, ali ¢im temperatura prede 25°C
fitopatogeni po€inju da se kre¢u kroz vaskularni sistem, uz simultanu proizvodnju ksantana
koji zaCepljuje ksilemske sudove i ograni¢ava protok vode, $to rezultuje hloroti€nim Zutim
lezijama na listovima i korenju. Ime bolesti, to jest, crna trulez, poti€e od tamne boje vena na
listovima koja se javlja usled kretanja patogena kroz vaskularni sistem (Williams, 1980).
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Tkiva pogodena infekcijom postaju nekroti€na, a dolazi i do preranog opadanja listova.
Sekundarna infekcija izazvana drugim bakterijama, kao Sto su Erwinia carotowora ili
Pseudomonas marginalis, odgovorna je za truljenje obolelih biljaka (Vicente i Holub, 2013).

Prevencija crne trulezi kupusnjaca postize se koriS¢enjem sertifikovanih sadnica i semena
bez fitopatogena, rotacijom useva, eliminacijom potencijalnih izvora infekcije (ostaci
inficiranih useva i korovi) i koriS¢enjem rezistentnih sorti, ali ovi metodi su pokazali samo
ograniCen uspeh u poljoprivrednoj praksi (Taylor i sar., 2002). Suzbijanje Sirenja bolesti
postize se izbegavanjem navodnjavanja prskanjem i primenom hlor dioksida u vodi za
navodnjavanje useva. Takode se primenjuju fiziCki i hemijski tretmani semena, kao Sto su
tretman toplom vodom (Nega i sar., 2003), natrijum hipohloritom, cink sulfatom, bakar
acetatom, vodonik peroksidom ili antibioticima (Mew i Natural, 1993), ali ovi tretmani nisu u
potpunosti efikasni. Usled toga, istrazivacCi Sirom sveta ispituju alternativne nacine za
kontrolu crne trulezZi, medu kojima bioloSka kontrolna primenom mikrobioloSkih biokontrolnih
agenasa predstavlja obecavajuce reSenje.

3.3.2. BAKTERIOZNA PEGAVOST PAPRIKE | PARADAJZA - Xanthomonas
euvesicatoria

Xanthomonas euvesicatoria je fitopatogen rasprostranjen Sirom sveta koji napada paprike i
paradajz prilikom gajenja u polju, najéed¢e u zemljama sa kontinentalnom, tropskom i
suptropskom klimom. Osim navedenih biljaka, kao biljke domacini ovog fitopatogena javljaju
se i Ceri paradajz i Cili paprika (Potnis i sar., 2015). Ovaj fitopatogen se nalazi na A2 listi u
EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization — Evropska i
mediteranska organizacija za zastitu biljaka) regionu usled razornih posledica bakteriozne
pegavosti, koja izaziva gubitke prinosa paradjza (EPPO, 2018). Gubici u prinosu useva su
veoma veliki ukoliko rano u toku rasta dode do infekcije. OSteéenja listova nastala usled
dejstva fitopatogena povecavaju izloZzenost plodova suncu, §to obi¢no rezultuje sunanicom
plodova. lako su lezije plodova uglavhom samo povrSinske, ipak doprinose smanjenju
kvaliteta za prodaju svezih plodova, kao i za njihovu preradu. Xanthomonas euvesicatoria se
prenosi sa jedne na dugu biljku uglavhom putem semena, ali i putem ostataka inficiranih
biljaka, na primer stabala. Takode mozZe da prezivi u zeml;jidtu, uglavnom u rizosferi biljaka
koje nisu domacini ovog fitopatogena (Bashan i sar., 1982a). U staklenicima se infekcija
ovim patogenom de$ava usled primene zarazenog semena. Sirenje fitopatogena se odvija
putem kiSe ili navodnjavanja prskanjem. Vijabilne bakterije su takode detektovane u
aerosolu u polju, $to ukazuje na moguénost prenoSenja fitopatogena i ovim putem (Mclnnes
i sar., 1988). Sirenju bolesti pogoduju pljuskovi, visoka vlaznost vazduha i temperatura 30-
35°C (Diab i sar., 1982a; Diab i sar., 1982b). Fitopatogeni mogu da prezive na semenu
paradjza i paprike i do 10 godina (Bashan i sar., 1982b). Uz relativno ograni¢enu sposobnost
prezivljavanja fitopatogena u zemljiStu i kontrolisanim uslovima plastenika, smatra se da se
isklju€enje infekcije tokom gajenja u plastenicima postize striktnom upotrebom sertifikovanog
semena bez prisustva fitopatogena (EPPO, 1996).

Infekcija listova se deSava ulaskom fitopatogena kroz stome, a infekcija plodova povréa na
mestima povreda, kao $to su abrazije ili ubodi insekata. Uglavhom dolazi do infekcije samo
mladih plodova povréa. Fitopatogen moZze da se epifitno umnozZava na mladim biljkkama bez
ispoljavanja simptoma bolesti (Zhang i sar., 2009). Umnozavanje fitopatogena na paprici se
obi¢no desava na mladim plodovima, u vidu sluzi, bez ispoljavanja simptoma (Bashan i sar.,
1982a). Dokazano je da proredivanje listova na sadnicama paradajza doprinosi Sirenju
bolesti, stoga je preporu¢eno da se kidanje listova vrsi u popodnevnim ¢asovima kada je
biljka suva i da se pri tome koriste sredstva za dezinfekciju ruku (Pohronezny i sar., 1990).

Simptomi bakteriozne pegavosti na plodovima paradjza ukljuCuju povrSinske fleke ili kraste
nalik na plutu, sa vodenastim ivicama, ovalnog ili nepravilnog oblika i pre€nika 2-10 mm. Na
plodovima paprike se retko uo€avaju simptomi jer mladi inficirani plodovi uglavnom otpadnu.
Ukoliko dode do pojave simptoma na plodovima paprike, javljaju se krastave, ispupcene i
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belicaste lezije (EPPO, 2013). Na listovima paprike i paradajza simptomi bakteriozne
pegavosti se uoCavaju kao vlazne lezije nepravilnog oblika, koje vremenom poprimaju braon
boju i postaju nekroticne (EPPO, 1996; Hassan i Zyton, 2017). Lezije su obi¢no okruzene
velikim hloroti€nim zonama (EPPO, 2013). Vrlo €esto dolazi do spajanja fleka, nekroze i
preranog opadanja listova. Osim na listovima, simptomi se naj¢eSce ispoljavaju na stablu, a
infekcija plodova uzrokuje znacajne gubitke u prinosu, naro€ito kada su ekoloski uslovi
pogodni za razvoj patogena (Obradovi¢ i sar., 2004).

Kontrola bakteriozne pegavosti se uglavnom sprovodi pre svega koriS¢enjem zdravog i
tretiranog semena, kao i sadnica bez prisustva fitopatogena, odstranjivanjem ostataka
inficiranih biljaka (Balaz i DelibaSi¢, 2005), a takode i posebnom paznjom prilikom rukovanja
mladim sadnicama kako bi se sprecilo Sirenje bolesti u ranoj fazi rasta biljaka (Goode i
Sasser, 1980). Suzbijanje bolesti je mogucée tretmanom razliCitim hemijskim jedinjenjima,
uglavnom na bazi bakra (Azaizeh i Bashan, 1984), ili kombinacijom jedinjenja bakra sa
etilenbisditiokarbamatima, kao $to su maneb i mankozeb. Cesta primena ovih preparata
dovela je do pojave sojeva Xanthomonas euvesicatoria otpornih na dejstvo ovih jedinjenja
(Grifin i sar., 2017). Osim toga, primena etilenbisditiokarbamata je ograni¢ena usled
negativnog uticaja na Zivotnu sredinu i poostravanja kriterijuma Evropske agencija za
bezbednost hrane (EFSA — European Food Safety Authority) (Mercer i Latorse, 2003).
Takode, prisutna je i upotreba antibiotika, pre svega streptomicina i kasugamicina (Vallad i
sar., 2010), u zemljama gde je dozvoljena primena antibiotika za suzbijanje bakterioza
biljaka. Medutim, Xanthomonas euvesicatoria veoma brzo razvija rezistentnost i prema
streptomicinu (Minsavage i sar., 1990). Za dezinfekciju zemljiSta moze se koristiti fumigacija
metil bromidom. Za iskorenjavanje infekcije semena moze se primeniti nekoliko tretmana:
0,8% sir¢etna kiselina tokom 24 h, 5% HCI tokom 5-10 h, 1,05% natrijum hipohlorit tokom 30
min, 0,05% HgCl, tokom 5 min i tretman toplom vodom (56°C) tokom 30 min (Dempsey i
Chandler, 1963). Takode se preporucuje koriS¢enje rezistentnih sorti paprike i paradajza.
Medutim, neki sojevi fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria mogu da previadaju gene
rezistentnosti i izazovu oboljenje i kod rezistentnih biljaka (MilijaSevi¢ i sar., 2006).

Alternativne strategije kontrole fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria obuhvataju primenu
aktivatora otpornosti biljaka (na primer, acibenzolar-S-metil) (Buonaurio i sar., 2002), kao i
primenu bioloskih agenasa kao Sto su bakteriofagi (Flaherty i sar., 2000) i bakterijski
biokontrolni agensi (Byrne i sar., 2005).

3.3.3. BIOLOSKA KONTROLA FITOPATOGENA RODA Xanthomonas
PRIMENOM BAKTERIJA RODA Bacillus

Kada je u pitanju bioloSka kontrola fitopatogenih bakterija roda Xanthomonas primenom
bakterija roda Bacillus, moze se zakljuciti da se mali broj istrazivanja bavio ovom tematikom.
Luna i sar. (2002) su testirali antimikrobnu aktivnost nekoliko izolata roda Bacillus protiv
Xanthomonas campestris pv. campestris. Monteiro i sar. (2005) i Issazadeh i sar. (2012)
dokazali su sli€énu antimikrobnu aktivnost kultivacionih te¢nosti sojeva Bacillus subtilis i
Bacillus cereus, redom, protiv fitopatogenih sojeva Xanthomonas campestris, dok u
istrazivanju koje su sproveli Fdldes i sar. (2000) soj Bacillus subtilis IFS-01 nije pokazao
antimikrobnu aktivnost protiv fitopatogenih izolata ove vrste. de Carvalho i sar. (2010) i
Deivamany i Muthamilan (2015) su dokazali in vitro antimikrobnu aktivnost sojeva Bacillus
subtilis R14 i Bacillus subtilis protiv fitopatogenih sojeva Xanthomonas campestris pv.
campestris. Mali broj istrazivanja usmeren je ka optimizaciji procesa proizvodnje
antimikrobnih agenasa, kao i samog postupka formulacije gotovog proizvoda. Takode,
rezultati najveceg broja istrazivanja zasnivaju se na testiranju antimikrobne aktivnosti in vitro,
dok se maniji broj istrazivanja temelji na ispitivanju delovanja preparata in vivo ili na samom
mestu primene, dakle u polju. Mali broj eksperimentalnih istraZzivanja in vivo ukazuje na
potrebu ispitivanja dejstva proizvedenih preparata protiv definisanih fitopatogena na mestu
primene, jer su istrazivanja pokazala da Cesto ne postoji korelacija izmedu aktivnosti
preparata in vitro i in vivo, pre svega zbog razliCitosti uslova u kojima se preparat primenjuje.
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WuIff i sar. (2002a, 2002b) testirali su efikasnost soja Bacillus subtilis BB na sadnicama
kupusa i u eksperimentima u polju sa ciliem suzbijanja crne trulezi, dok su Massomo i sar.
(2004Db) testirali izolat roda Bacillus protiv crne trulezi kupusa u kontrolisanim uslovima (u
stakleniku) i u polju.

Lui i sar. (2016) su ispitivali uticaj PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) sojeva i
njihovih kombinacija na indukovanje sistemske rezistentnosti i podsticanje rasta kupusa, sa
ciliem suzbijanja crne trulezi (fitopatogena Xanthomonas campestris pv. campestris). U
preliminarnim testiranjima dokazano je da sojevi vrste Bacillus velezensis oznaceni kao
AP136, AP188, AP213, AP218, AP219, AP295 i AP305 redukuju broj folijarnih lezija
uzrokovanih prisustvom fitopatogena. Ovi sojevi su takode ispitani i u uslovima staklenika i
polja, u kombinaciji sa sojevima Bacillus safensis AP7, Bacillus altitudinis AP18, Bacillus
mojavensis AP209, Fictibacillus solisalsi AP217 i Lysinibacillus macrolides AP282. Rezultati
ukazuju na sinergistiCko dejstvo ispitanih sojeva u pogledu smanjenja ucestalosti pojave
crne trulezi, kao i u pogledu povecCanja suve materije izdanaka i korena, $to ukazuje na
sposobnost podsticanja rasta kupusa od strane kombinacije ispitivanih PGPR sojeva.

Ji i sar. (2006) su ispitivali suzbijanje bakteriozne pegavosti paradajza u eksperimentima u
polju u Alabami i Floridi primenom biokontrolnog agensa Bacillus pumilus SE34, koji
istovremeno podsti¢e i rast biljaka. Primeceno je znacajno suzbijanje ovog oboljenja
paradajza primenom ispitivanog soja u dva eksperimenta izvedena u uslovima polja.

Roberts i sar. (2008) ispitivali su efikasnost biokontrolnog agensa Bacillus subtilis QST 713 u
kombinaciji sa bakarnim jedinjenjima za bioloSku kontrolu Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria u eksperimentima u polju. Tretman biljaka sprej formulacijom koja sadrzi
biokontrolni agens i bakar hidroksid nije pokazao statisti¢ki zna¢ajnu razliku u poredenju sa
tretmanom primenom bakar-mankozeb standarda.

Suarez-Estrella i sar. (2014) su ispitivali supresivna svojstva agroindustrijskog komposta
inokulisanog biokontrolnim agensom, sojem Bacillus pumilus MSW231, protiv fitopatogena
paradjza Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Stepen izolacije fitopatogena iz inficiranih
biljaka je redukovan za 95% primenom komposta inokulisanog biokontrolnim agensom.

MilijaSevi¢-Marci¢ i sar. (2018) su ispitivali in vitro antimikrobnu aktivhost nekoliko sojeva
vrste Bacillus subtilis protiv fitopatogena Xanthomonas vesicatoria NCPPB 422, izolovanog
sa paradajza. Najveci precnici zona inhibicije protiv ispitivanog fitopatogena dobijeni su
primenom sojeva Bacillus subtilis B-319, Bacillus subtilis B-325 i Bacillus subtilis B-358.

3.4. RAZVOJ BIOTEHNOLOSKIH PROCESA PROIZVODNJE
BIOKONTROLNIH AGENASA

Proizvodnja preparata za biolodku kontrolu biljnih Stetolina na bazi mikroorganizama
predstavlja kompleksan i skup biotehnoloski postupak, koji treba da obuhvata faze
osvezavanja mikroorganizma i pripreme inokuluma, umnoZavanja mikroorganizma i/ili
biosinteze Zeljenog metabolita, opcionu fazu izdvajanja i pre€iS¢avanja Zeljenog proizvoda,
kao i njegovu formulaciju i stabilizaciju. Ukoliko sami mikroorganizmi predstavljaju aktivnhu
komponentu proizvoda koja treba da ispolji dejstvo na mestu primene, osnovni zadatak
kompletnog postupka proizvodnje predstavlja njihovo umnozavanje i odrzavanje vijabilnosti
u duzem vremenskom periodu, $to dodatno komplikuje ve¢ zahtevan postupak proizvodnje.
Efikasnost velikog broja biokontrolnih agenasa zavisi od broja ¢&elija antagonistiCkog
mikroorganizma primenjenih na ciljanom mestu delovanja (Hofstein i sar., 1994), stoga je
najjednostavniji nacin povecanja efikasnosti biokontrolnog preparata optimizacija bioprocesa
u pogledu povecéanja broja ¢elija biokontrolnog agensa po jedinici primenjenog preparata
(Spadaro i Gullino, 2004).

Masovna proizvodnja biokontrolnih agenasa treba da bude brza, efikasna i jeftina i
podrazumeva postojanje bioprocesnog reSenja koje obezbeduje zadovoljenje svih
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navedenih zahteva. Smanjenje troSkova proizvodnje ovakvih preparata sa tehnoloskog
aspekta moguce je optimizacijom svake od navedenih proizvodnih faza. Najveée ustede
mogu se posti¢i optimizacijom samog bioprocesa i faze izdvajanja i preCiS¢avanja zeljenog
proizvoda. Kada je u pitanju biotehnoloski aspekt postupka proizvodnje, odnosno
optimizacija bioprocesa, osnovni koraci obuhvataju optimizaciju sastava kultivacionog
medijuma koji se koristi za produkciju Zeljenog proizvoda, kao i optimizaciju procesnih
uslova sa ciliem dobijanja zeljenog proizvoda u $to vecoj koli€ini, uz minimizaciju koli€ina
otpadnih efluenata, $to podrazumeva smanjenje troSkova u pogledu preciS¢avanja nastalih
otpadnih tokova bioprocesa.

Razvoj odovarajuéeg bioprocesnog reSenja za komercijalnu proizvodnju preparata za
primenu u bioloSkoj kontroli fitopatogena mora da ukljuCuje testove na nivou pilot
postrojenja. Smisao uvecanja razmera bioprocesa jeste selekcija uslova bioprocesa i
operativnih procedura koje osiguravaju da uticaj razli¢itih promenljivih na ishode bioprocesa
bude jednak u proizvodnim jedinicama razliCite veli¢ine. Finalni cilj uve¢anja razmera
bioprocesa jeste komercijalna eksploatacija ekonomski isplativog bioprocesnog resenja,
stoga se u ovoj fazi posmatraju svi tehnoloski aspekti bioprocesa koji utiCu na ekonomske
pokazatelje isplativosti bioprocesnog redenja, kao Sto su prinos Zeljenog proizvoda,
produktivnost, kapitalne investicije, troSkovi potroSnog materijala i energije i troSkovi
proizvodnje po jedinici finalnog proizvoda, jer kombinacija navedenih faktora odlu¢uje o
ekonomskoj vijabilnosti bioprocesnog redenja (Yezza i sar., 2004). UvecCanje razmera
biotehnoloskih procesa sa laboratorijskog na industrijski nivo je problemati¢no zbog teSkoc¢a
u proceni faktora koji znacajno utiCu na uvecanje razmera procesa kultivacije biokontrolnog
agensa. Dobro je poznato da su mikroorganizmi veoma osetljivi na promene uslova u
okruzenju u pogledu temperature, vrednosti pH, koncentracije rastvorenog kiseonika, ali i
prisustva ili odsustva odredenih nutrijenata u odredenom opsegu koncentracija, jer ove
promenljive pokazuju znacajan uticaj na rast i umnozZavanje Celija mikroorganizama, ali i na
produkciju zeljenih metabolita (Hsu i Wu, 2002). Stoga su naj¢esc¢e ispitivani parametri
prilikom uvecanja razmera bioprocesa temperatura, brzina meSanja i tip me$aca (koji uticu
na kvalitet meSanja, sile smicanja, prenos mase i prenos toplote), brzina i raspodela
vazduha ili kiseonika tokom aeracije, nacin i uslovi sterilizacije hranljive podloge, uslovi
pripreme inokuluma, kao i sastav hranljive podloge u pogledu odabira odgovarajucih
nutrijenata i njihovo prisustvo u odgovaraju¢im koncentracijama (Humphrey, 1998).

Za uvecCanje razmera (scale-up) bioprocesa sa laboratorijskog na industrijski nivo
proizvodnje fundamentalno je ispitati i pronaci optimalne izvore ugljenika i azota €ija primena
maksimizuje umnoZavanje biomase proizvodnog mikroorganizma ili sintezu ciljanog
metabolita (Spadaro i Gullino, 2004), nakon Cega je potrebno izvrsiti optimizaciju sastava
hranljive podloge u pogledu njihovih koncentracija, pri ¢emu je osnovni cilj maksimizacija
antimikrobnog delovanja biokontrolnog agensa, uz simultanu minimizaciju troSkova hranljive
podloge za kultivaciju. MikrobioloSki bioprocesi podrazumevaju upotrebu sintetickih,
polusintetiCkih ili kompleksnih hranljivih podloga, koje sadrZze nutrijente potrebne
proizvodnom mikroorganizmu za umnozavanje biomase ili biosintezu Zeljenog proizvoda.
Opsti trend koji za cilj ima smanjenje troS8kova bioprocesa ukazuje na potrebu sve Sire
primene kompleksnih kultivacionih medijuma sa razli€itim izvorima nutrijenata Cija je cena
manja u poredenju sa konvencionalnim izvorima nutrijenata visokog stepena Cistoce.
Dodatna vrednost ovakvih bioprocesa postiZze se primenom razli¢itih otpadnih materijala, Cije
je preciS¢avanje neisplativo ili ije odlaganje predstavlja problem ili opasnost za Zivotnu
sredinu, uz dobijanje proizvoda sa dodatom vredno&¢u, koji poti¢u od iskoriséenja otpadnih
materijala.

Prilikom optimizacije bioprocesnog reSenja u pogledu sastava hranljive podloge za
kultivaciju biokontrolnog agensa i uslova Kkultivacije potrebno je izvesti veliki broj
eksperimenata sa ciliem procene uticaja razliitih promenljivih na odabrane ishode
bioprocesa. U ovom koraku razvoja bioprocesa, umesto analize uticaja jednog po jednog
faktora (one factor at a time), $to zahteva znacajnu koli€inu vremena, rada i resursa, mnogo
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je korisnije uklju€iti eksperimentalni dizajn (Singh i sar., 2017). Eksperimentalni dizajn
podrazumeva planiranje i izvodenje eksperimenata u skladu sa prethodno definisanim
eksperimentalnim planom. Eksperimentalni plan obuhvata nezavisne promenljive (ulaze
bioprocesa), za koje je procenjeno da znafajno utiCu na zavisne promenljive (izlaze
bioprocesa) i kombinacije njihovih vrednosti u odgovarajuéim opsezima. Primenom
statistickog planiranja eksperimenata, odnosno eksperimentalnog dizajna, kao $to su Boks-
Benkenov, Plaket-Burmanov ili centralni kompozitni dizajn, znacajno se smanjuje broj
eksperimenata koje je potrebno izvesti sa ciliem dobijanja odgovaraju¢e koli¢ine podataka
zadovoljavajuéeg kvaliteta o izlazima bioprocesa i uticaju nezavisnih promenljivih na njih
(Singh i sar., 2017). Stoga primena eksperimentalnog dizajna ubrzava i pojeftinjuje ovaj
korak unapredenja bioprocesa, a u isto vreme predstavlja osnovu za dalje korake razvoja
bioprocesnog redenja. Medutim, veoma je znacCajno napraviti odgovarajuéi izbor
eksperimentalnog plana koji na adekvatan nacin predstavlja eksperimentalni prostor, a
takode je veoma bitno izdvoijiti nezavisne promenljive koje znacajno utiCu na ciljane ishode
bioprocesa, pri Cemu je definisanje opsega vrednosti nezavisnih promenljivih takode veoma
vazan korak u dizajnu eksperimenata (Mandenius i Brundin, 2008).

Na osnhovu eksperimentalnin podataka dobijenih iz statisticki planiranih i izvedenih
eksperimenata moguce je izvrsiti modelovanje bioprocesa u pogledu odabranih odziva
(izlaza bioprocesa). Modelovanje bioprocesa podrazumeva definisanje matemati¢kih modela
koji preko vrednosti i statistiCcke znacajnosti koeficijenata modela odreduju znacajnost uticaja
nezavisnih promenljivih na odabrane zavisne promenljive (odzive) bioprocesa. Matematicki
modeli, dakle, opisuju ponasanje zavisnih promenljivih u odnosu na definisane nezavisne
promenljive, ali u isto vreme mogu da se koriste i za predvidanje ishoda bioprocesa prilikom
variranja vrednosti nezavisnih promenljivih. NajéeS¢e primenjivane metode za modelovanje
bioprocesa jesu metodologija odzivne povrsine (RSM — Response Surface Methodology) i
veStatke neuronske mreze (ANN — Artificial Neural Networks) (Bas i Boyaci, 2007a; Bas i
Boyaci, 2007b; Singh i sar., 2017). Matemati¢ki modeli dobijeni primenom savremenih
metoda modelovanja bioprocesa predstavljaju osnovu za optimizaciju bioprocesa u pogledu
odredivanja optimalnih vrednosti ispitivanih nezavisnih promenljivih kako bi se zadovoljili
definisani ciljevi optimizacije — maksimizacija, minimizacija ili odrzavanje vrednosti zavisnih
promenljivih u Zeljenom opsegu vrednosti. U ovu svrhu najéeSc¢e se koriste metoda Zeljene
funkcije (Desirability Function Method) i geneticki algoritmi (GA — Genetic Algorithms) (Bas i
Boyacl, 2007a; Bas i Boyaci, 2007b; Singh i sar., 2017). Dobijeni matemati¢ki modeli mogu
dalje da se primene za simulaciju bioprocesa primenom razli€itih softverskih paketa, sto je
jedan od narednih koraka razvoja bioprocesnog reSenja. Osim toga, matematicki modeli su
korisni za uvecanje razmera bioprocesa, jer prema teorijski definisanim pravilima uvecéanja
razmera mogu da posluze kao osnova za korigovane modele bioprocesnih promenljivih u
uvecanim razmerama.

Iz navedenog pregleda literature moze se zakljuciti da je potencijal bakterija roda Bacillus za
biolosku kontrolu fitopatogena znacajan, na $ta ukazuje i postojanje komercijalnih preparata
na bazi ovih bakterija. Medutim, ispitivanje potencijala novih izolata roda Bacillus uglavhom
je svedeno na testiranje antimikrobne aktivnosti in vitro i rasvetljavanje mehanizama
njihovog delovanja protiv fitopatogena, dok se vrlo malo podataka moze pronaéi o
optimizaciji uslova izvodenja bioprocesa i unapredenju medijuma za proizvodnju
biokontrolnih agenasa, kao i o izvodenju bioprocesa ovog tipa na nivou laboratorijskog
bioreaktora ili bioreaktora veéih zapremina. Kada je u pitanju izdvajanje biomase bakterija
roda Bacillus, takode se moZe uoCiti nedostatak literaturnin podataka o mikrofiltraciji
napojnih smeSa dobijenih kultivacijom bakterija roda Bacillus, naroCito u pogledu
unapredenja procesa mikrofiltracije primenom razli¢itih hidrodinamickih metoda. Osim toga,
podaci o in vivo testiranju antimikrobnih agenasa bakterija roda Bacillus protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas su veoma ograniCeni. Interesovanje svetske naucne javnosti za
potencijalnu primenu novih izolata koji ispoljavaju antimikrobnu aktivnost protiv razli€itin
fitopatogena je sve vece, stoga je razvoj bioprocesa za proizvodnju agenasa bioloSke
kontrole na bazi sojeva roda Bacillus od velikog znacaja za unapredenje ove nau¢ne oblasti.
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3.5. SIROVI GLICEROL 1Z PROIZVODNJE BIODIZELA KAO
SIROVINA U BIOTEHNOLOSKOJ PROIZVODNJI

Primena fosilnih goriva u svim granama industrije i saobrac¢aja, kao i za proizvodnju
elektricne i toplotne energije u domacinstvima i javnim objektima ve¢ duzi vremenski period
predstavlja neodrziv sistem, sa jedne strane zbog iscrpljenja rezervi fosilnih goriva, a sa
druge strane zbog negativnih uticaja njihove primene na Zivotnu sredinu i zdravlje ljudi. Zbog
toga se kao alternativa javlja proizvodnja i primena biogoriva, koja se uglavhom dobijaju iz
prirodnih sirovina ili otpadnih materijala (Garlapati i sar., 2016). NajviSe se potencira primena
biogoriva proizvedenih iz razli€itih vrsta biomase, pre svega zbog dostupnosti sirovina, a
samim tim i obezbedenja koncepta obnovljivosti ovih izvora energije, ali i zbog €injenice da
iskoris¢enje biomase za proizvodnju biogoriva ne dovodi do oslobadanja dodatnih koli€ina
CO, u atmosferu (de Castro i sar., 2014). Najzastupljenija biogoriva koja su trenutno u
upotrebi su bioetanol, biogas i biodizel.

Biodizel predstavilja jedno od biogoriva Cija je proizvodnja i potroSnja u poslednjoj deceniji
doZivela ekspanziju i koje moze da se koristi kao zamena za dizel gorivo proizvedeno iz
nafte u konvencionalnim dizel motorima. Ovo gorivo spada u biogoriva Cetvrte generacije, za
koje strategija proizvodnje predvida generisanje minimalnih koli¢ina otpadnih tokova tokom
proizvodnog procesa (Garlapati i sar., 2016). Biodizel predstavija smesu alkil estara koji
nastaju reakcijom transesterifikacije triglicerida alkoholom, pri ¢emu se kao sporedni
proizvod reakcije javlja glicerol u koli€ini od oko 10% (w/w) (Milazzo i sar., 2013). Kao izvori
triglicerida, odnosno sirovine za proizvodnju biodizela, koriste se razli¢ita biljna ulja i masti
Zivotinjskog porekla (Garlapati i sar., 2016). NajéeS¢e se koriste ulja dobijena cedenjem
razliCitih uljarica, kao $to je na primer uljana repica, suncokret ili soja (Zhou i sar., 2008). Sa
druge strane, u poslednjih nekoliko godina primetan je trend sve vec¢e upotrebe otpadnih ulja
i masti, koja poti€u iz procesa pripreme hrane u restoranima ili domacdinstvima, kao sirovine
za proizvodnju biodizela. Za reakciju transesterifikacije triglicerida najCeSce se Kkoristi
metanol zbog svoje niske cene. Osim toga, za odvijanje ove reakcije potrebno je i prisustvo
baznog katalizatora (KOH ili NaOH). Prilikom reakcije transesterifikacije takode moze da
dode do nastanka neZeljenih proizvoda, pre svega sapuna (Tan i sar., 2013). Sve ove
necistoce, ukljuCujuc¢i nezeljene proizvode reakcije transesterifikacije, ostatke metanola i
katalizatora, soli, masnih kiselina, kao i ostatke sirovine i neCistoCe koje poti€u iz samih
sirovina, zaostaju u sirovom glicerolu kao nusproizvodu koji preostaje u najvecoj kolicini
nakon izdvajanja biodizela (Yang i sar., 2012).

Sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela prema elementarnom sastavu sadrzi oko 25%
ugljenika, metale kao $to su natrijum, kalijum, kalcijum, magnezijum, a od nemetala fosfor i
sumpor. Natrijum je uglavnom prisutan u koli€ini ve¢oj od 1% (w/w), dok je sadrzaj ostalih
metala obi¢no u opsegu 4-163 ppm. Sirovi glicerol takode moze da sadrzi proteine (0,06—
0,44%, wiw), masti (1-13%, w/w) i ugljene hidrate (75-83%) (Thompson i He, 2006). Sadrzaj
glicerola u sirovom glicerolu kre¢e se u opsegu 65-85% (w/w) (Gonzalez-Pajuelo i sar.,
2005; Mu i sar., 2006).

Zbog velike koliCine prisutnih necistoca, jednostavno odlaganje sirovog glicerola u Zivotnu
sredinu nije moguce, a postupak njegovog preciS¢avanja je skup, kompleksan i ekonomski
neisplativ kada se uzme u obzir cena proizvodnje glicerola kao komercijalne hemikalije
(Ayoub i Abdullah, 2012). Stoga e reSavanje problema prisutnog viSka sirovog glicerola
znacajano uticati na buducnost svetskog trzista biodizela. Usled dostupnosti sve vece
koli€ine sirovog glicerola na globalnom nivou dolazi do stalnog smanjivanja njegove cene.
Procena je da se cena proizvodnje biodizela povecava za 0,021 $/I za svako smanjenje
cene sirovog glicerola od 0,22 $/kg (da Silva i sar., 2009; Li i Lesnik, 2013). Svetsko trziste
biodizela se povec¢ava iz godine u godinu, uz procenu da ¢ée do 2026. godine dostiéi
proizvodnju od 40,5 milijardi litara biodizela (OECD/FAQ, 2017). Globalni lider u proizvodniji
biodizela je i dalje Evropska Unija, a osnovna sirovina za proizvodnju biodizela na ovom
podrucju je ulje uljane repice (da Silva i sar., 2009). ReSavanje problema prisutnog viSka
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sirovog glicerola, Cije ¢e se koli€ine u buduénosti i dalje poveéavati usled sve vecée potraznje
za biodizelom i njegove sve vele potroSnje, predstavija jedan od problema u Eije je
reSavanje ukljuCena naucna zajednica na globalnom nivou. Jedan od predloga za
iskoris¢enje sirovog glicerola jeste upravo njegova mikrobioloska konverzija u razliCite
proizvode sa dodatom vrednos$éu, odnosno njegova primena kao izvora ugljenika - jedne od
osnovnih komponenti kultivacionog medijuma.

Primena sirovog glicerola kao izvora ugljenika i energije u razliitim tipovima mikrobioloskih
konverzija predstavlja novo polje interesovanja svetske naucne javnosti. Prisutan viSak
sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela €ini upotrebu glukoze kao izvora ugljenika skupljom
u poredenju sa ovim efluentom. Osim toga, glukoza se primenjuje u proizvodnji hrane i
hrane za Zzivotinje, $to nije slu€aj sa sirovim glicerolom (Nakamura i Whited, 2003). Glicerol
takode pokazuje veci stepen redukcije u poredenju sa Seéerima (Dharmadi i sar., 2006).
Prilikom fermentacije glicerola dobija se duplo veci prinos etanola i mravlje kiseline (ili
etanola i vodonika) u poredenju sa fermentacijom glukoze, jer polovina koli¢ine dostupnog
Secéera biva izgubljena tokom fermentacije u vidu ugljen-dioksida (da Silva i sar., 2009).
Znacajan broj mikroorganizama moze da metaboliSe glicerol aerobnim putem, dok postoje i
mikroorganizmi koji anaerobno metaboliSu glicerol (Yazdani i Gonzalez, 2007). Bakterija
Escherichia coli, kao i pripadnici rodova Klebsiella, Clostridium, Enterobacter,
Gluconobacter, Citrobacter, Propionibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Candida, Aspergillus itd. mogu da konvertuju glicerol u proizvode sa dodatom vrednoScu
(Amaral i sar., 2009; Leoneti i sar., 2012; Garlapati i sar., 2016). NajéeSce se primenom
sirovog glicerola kao sirovine za biotehnoloSku konverziju dobijaju sledecéi proizvodi: 1,2-
propandiol, 1,3-propandiol, 2,3-butandiol, etanol, butanol, vodonik, dihidroksiaceton,
propionska kiselina, limunska kiselina, ¢ilibarna kiselina, mle€¢na kiselina, polihidroksibutirat,
polihidroksialkanoati, pigmenti i biosurfaktanti (da Silva i sar., 2009; Posada i sar., 2012; Li i
Lesnik., 2013; Garlapati i sar., 2016)

Primena bakterija roda Bacillus za mikrobioloSku konverziju sirovog glicerola delimi¢no je
prou€ena u oblasti proizvodnje fengicina (de Faria i sar., 2011a), biosurfaktanata (de Faria i
sar., 2011b; Seimmai i sar., 2012; Sousa i sar., 2012; de Sousa i sar., 2014), 2,3-butandiola
(Yang i sar., 2013), polihidroksibutirata (Moreno i sar., 2015) i polihidroksialkanoata (Ribeiro
i sar., 2016).

3.6. MIKROFILTRACIJA KAO TEHNIKA SEPARACIJE BIOMASE
MIKROORGANIZAMA

Membranski separacioni procesi danas nalaze Siroku primenu u velikom broju grana
industrije. Mikrofiltracija se naj¢eSce koristi u izdvajanju i pre€iS¢avanju bioproizvoda, kao sto
su mikrobne Ccelije, proteini i ekstracelularne polimerne supstance. Glavno ograniCenje
primene membranskih separacionih procesa, pre svega mikrofiltracije i ultrafiltracije,
predstavijaju fenomeni koncentracione polarizacije i prljanja membrane. Koncentraciona
polarizacija predstavlja pojavu grani€nog sloja Cestica ili molekula deponovanih na
membrani, Cija je koncentracija u blizini povrSine membrane znatno ve¢a u poredenju sa
koncentracijom napojne smeSe. Ovaj gel-sloj se ponaSa kao sekundarna membrana i
predstavlja dodatni otpor proticanju permeata. Zaprljanost membrane predstavlja talozenje ili
akumulaciju suspendovanih, odnosno koloidnih &estica, na povrSini membrane, ali i
kristalizaciju, taloZenje ili adsorpciju rastvoraka na povrSini i/ili u porama membrane.
Akumulacija ¢elija, ¢elijskih ostataka ili drugih Cestica na povrSini membrane predstavlja
povrsinsko prljanje membrane ili formiranje pogace i obi¢no predstavlja reverzibilan proces.
Sa druge strane, deponovanje i adsorpcija Cestica malih dimenzija ili makromolekula na
unutradnjoj strani pora membrane (unutradnje prljanje membrane) je obi¢no ireverzibilan
proces. Najuodljivija posledica navedenih fenomena je opadanje fluksa permeata u toku
filtracije, Sto stvara potrebu za CeSc¢im CiSéenjem membrane ili primenom agresivnih
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sredstava za CiS¢enje sa ciliem uklanjanja deponovanih i/ili adsorbovanih materija sa
membrane.

U prethodne tri decenije uloZzeni su znaéajni napori u reSavanje problema prljanja
membrane, a samim tim i smanjenja fluksa permeata. Predlozeni metodi obuhvataju pre
svega modifikacije membrana primenjenih u konkretnom slu€aju, razliCite predtretmane
napojne smese koji imaju za cilj smanjenje udela materija koje mogu da izazovu prljanje
membrane, kao i primenu dodatnih polja sile, kao §to su elektri¢na i ultrazvucna polja ili
njihove kombinacije. Takode je ispitivana primena razli¢itih hidrodinami¢kih metoda, koji pre
svega imaju za cilj manipulaciju proticanja napojne smese kroz membranski modul i
podsticanje turbulencije i pove¢anog smicanja u blizini povrdine membrane, Cime se
spreCava deponovanje i adsorpcija €estica ili molekula na povrSinu membrane, ili uklanjanje
ve¢ nastale filtracione pogace. Pregled literature vezan za mikrofiltraciju sa ciljem izdvajanja
biomase mikroorganizama fokusiran je pregled metoda za povecanje fluksa permeata i
redukciju prljanja membrane tokom izvodenja razli¢itih membranskih separacionih procesa,
sa posebnim osvrtom na primenu razli€itih promotora tubulencije i tehnike uduvavanja gasa
tokom izvodenja procesa membranske filtracije.

3.6.1. OPSTA RAZMATRANJA MEMBRANSKIH SEPARACIONIH PROCESA
3.6.1.1. Klasifikacija membranskih separacionih procesa

Membranski separacioni procesi mogu se klasifikovati prema vrsti pogonske sile, prema
veli¢ini Cestica koje se zadrzavaju na membrani, prema mehanizmu separacije i prema tome
da li su Zeljeni proizvodi jedinjenja koja se zadrzavaju na membrani ili jedinjenja koja prolaze
kroz nju (Joki¢, 2010). Najopstiji kriterjum podele membranskih separacionih procesa je
prema nacinu separacije (Van den Berg i Smolders, 1992):

e separacija zasnovana na propustanju (efekat sita),
separacija zasnovana na razli¢itoj difuzivnosti kroz membranu i na razliitom afinitetu
komponenata prema membrani i

e separacija zasnovana na razlici u naelektrisanju molekula.

Kada se posmatraju procesi separacije zasnovani na principu propustanja, u ove procese
spadaju mikrofiltracija, ultrafiltracija i nanofiltracija, kod kojih je pogonska sila procesa razlika
pritisaka. Separacije zasnovane na razli€itoj difuzivnosti kroz membranu i na razliitom
afinitetu komponenata prema membrani obuhvataju reverznu osmozu, separaciju gasova,
dijalizu i perisparavanje. Pogonska sila za reversnu osmozu i separaciju gasova je razlika
pritisaka, dok je za dijalizu i perisparavanje pogonska sila razlika koncentracija. Kada su u
pitanju procesi separacije usled razlike u naelektrisanju znac¢ajno je izdvojiti elektrodijalizu,
gde se transport odvija difuzionim mehanizmom, a pogonska sila je razlika elektri¢nih
potencijala.

Mikrofiltracija, ultrafiltracija, nanofiltracija i reversna osmoza su slicni procesi i razlikuju se
samo po veli€ini separisanih Cestica, kao i po vrsti upotrebljenih membrana.

Mikrofiltracione membrane se tipi¢no koriste za uklanjanje Cestica opsega dimenzija 0,1-10
um iz suspenzije. Membrane za mikrofiltraciju imaju pore dimenzija pre¢nika od 50 do 10°
nm i zadrzavaju suspendovane Cestice molekulske mase 100-1000 kDa. Pogonska sila
procesa mikrofiltracije je razlika pritisaka u opsegu vrednosti 10-500 kPa (0,1-5 bar)
(Koseoglu i sar., 1991). Unakrsna (cross-flow) mikrofiltracija predstavlja separacioni proces
kod koga se proticanje napojne smeSe koja se filtrira odvija paralelno u odnosu na povrsinu
membrane, za razliku od dead-end mikrofiltracije, kod koje je proticanje napojne smese
normalno (pod pravim uglom) u odnosu na povrSinu membrane. Unakrsna mikrofiltracija
pronasla je Siroku primenu u koncentrovanju, preciS¢avanju ili separaciji makromolekula,
koloidnih €estica i suspendovanih Cestica od rastvora (Williams i Wakeman, 2002). Osim
toga, unakrsna mikrofiltracija se sve viSe Koristi u izdvajanju i preciS¢avanju proizvoda
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razliCitih biotehnoloskih procesa, kao §to su mikrobne c¢elije, proteini i ekstracelularne
polimerne supstance (Hwang i Chen, 2010).

Membrane za ultrafiltraciju razdvajaju cCelije mikroorganizama, koloidno rastvorene
komponente i makromolekule molekulske mase veée od 500 Da, jer su propustljive za vodu i
za jedinjenja manjih molekulskih masa, dok su nepropustliive za vec¢inu makromolekula.
Dimenzije pora membrana za ultrafiltraciju se kre¢u u opsegu 10-100 nm (Van den Berg i
Smolders, 1992; Singh i Cheryan, 1997). Pogonska sila procesa ultrafiltracije je razlika
pritisaka u opsegu vrednosti 100-1000 kPa. Ultrafiltracija se sve viSe primenjuje u industriji,
na primer za koncentrisanje proteinskih proizvoda (Cheryan, 1986), bistrenje sokova,
pravljenje sira (Jonsson i Tragardh, 1990) i naroCito za tretman vode, gde predstavlja treci
stepen procesa i zamenjuje koagulaciju, flokulaciju i filtraciju kroz pesak (Laborie i
Cabassud, 1996). Osim toga, ultrafiltracione membrane zadrzavaju bakterije i viruse, Sto
omogucava minimizaciju dodavanja hemijskih sredstava za dezinfekciju (Derradji i sar.,
2000).

Nandfiltracija je proces koji ima karakteristike ultrafiltracije i reversne osmoze. Pore
membrana za nanofiltraciju su preénika 1-10 nm, usled ¢ega zadrzavaju divalentne soli, a
propustaju monovalentne soli i nedisocirane kiseline. Opseg razdvajanja (Molecular Weight
Cut Off — MWCO) je karakteristicna veli¢éina za odredenu membranu i definiSe se kao
molekulska masa onih jedinjenja koja se na datoj membrani zadrzavaju u koli€ini vecoj od
90% (Cheryan, 1986). Kod membrana za nandfiltraciju opseg razdvajanja se nalazi izmedu
150 i 1000 Da. Membrane za nandfiltraciju i reverznu osmozu se, osim opsega razdvajanja,
definiSu i preko zadrzavanja natrijum-hlorida na membrani, koje se izrazava u masenim
procentima ove soli koja zaostaje na membrani, pri Eemu se kod membrana za nanofiltraciju
ta vrednost kre¢e izmedu 30 i 70% (Koseoglu i sar., 1991).

Reverzna osmoza se naziva i hiperfiltracija. Ovom vrstom separacije se Cestice,
makromolekuli, i jedinjenja male molekulske mase (soli, joni) odvajaju od rastvaraca,
naj¢esce vode, pri ¢emu opseg razdvajanja membrana za reverznu osmozu iznosi do 200
Da. Dimenzije pora kod membrana za reverznu osmozu se kreéu u opsegu 0,1-1 nm, a
zadrZavanje natrijum-hlorida je 99-99,9% (Joki¢, 2010).

3.6.1.2. Prljanje membrane tokom procesa membranske filtracije

Najvazniji fenomeni koji dovode do prljanja membrane tokom procesa filtracije su fenomeni
koncentracione polarizacije i zaprljanosti membrane. Ovi fenomeni dovode do opadanja
fluksa permeata, odnosno protoka permeata po jedinici povr§ine membrane, kao i smanjenja
selektivnosti membrane, usled smanjenja pogonske sile i/ili pove¢anja otpora prenosu mase.

Koncentraciona polarizacija (concentration polarization) se deSava u granicnom sloju u
blizini membrane u slu€aju razliCite permeabilnosti rastvorka i rastvarata. Akumulacija
rastvorka na povrSini membrane se deSava usled zadrzavanja rastvorka od strane
membrane i usled propuStanja rastvaraCa. Stoga koncentracija rastvorka u sloju koji je
najbliZi povrsini membrane postaje ve¢a u odnosu na rastvor, usled ¢ega dolazi do difuzije
rastvorka od povrSine membrane ka rastvoru, odnosno iz prostora sa vecom koncentracijom
u prostor sa manjom koncentracijom zbog teznje za izjednaCavanjem Kkoncentracija
rastvorka u razliitim delovima sistema. Medutim, niska vrednost koeficijenta difuzije
makromolekula dovodi do toga da koncentracija rastvorka na povrsini membrane postaje
sve veCa. Kada je primenjena vrednost transmembranskog pritiska dovoljno velika,
makromolekuli na povrSini membrane dostizu limit rastvorljivosti i formiraju sloj gela koji se
pona$a kao dodatna membrana i stvara dodatni otpor transmembranskom proticanju, $to se
naziva gel-polarizacija (Derradji i sar., 2000). Na koncentracionu polarizaciju uti¢u operativni
parametri procesa filtracije, kao Sto su transmembranski pritisak, protok, temperatura i
koncentracija napojne smeSe. Razvieno je nekoliko modela, kojima se opisuje
koncentraciona polarizacija (Joki¢, 2010):
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¢ model gel-polarizacije — ovaj model pretpostavlja da je koncentracija rastvorka u sloju
gela konstantna, kao i da se poveéanjem razlike pritisaka poveéava debljina sloja
gela, a ne fluks permeata prilikom proticanja kroz membranu. Ovaj model se najviSe
primenjuje prilikom ultrafiltracije rastvora makromolekula, obzirom da je njihovo
zadrzavanje od strane membrane veoma veliko, usled ¢ega dolazi do stvaranja sloja
gela na membrani, a razlog tome je mali koeficijent prenosa mase makromolekula;

o model osmotskog pritiska - ovaj model pretpostavlja da usled zadrzavanja rastvorka
od strane membrane dolazi do koncentrovanja rastvora u blizini membrane.
Osmotski pritisak koncentrovanog rastvora u blizini membrane moze biti veoma
veliki, $to dovodi do smanjivanja pogonske sile za prenos mase.

¢ model otpora grani¢nog sloja - ovaj model se primenjuje u slu€aju odsustva sloja
gela na povrsini membrane i fenomena zaprljanosti membrane. Wijmans i sar. (1985)
su, postavljanjem bilansa sila za graniéni sloj, pokazali da u grani€énom sloju ne
dolazi do pada transmembranskog pritiska i da su kod vecine procesa ultrafiltracije
model osmotskog pritiska i model granicnog sloja ekvivalentni.

Zaprljanost membrane (fouling), drugi fenomen koji utie na prljanje membrane tokom
procesa filtracije, predstavlja taloZenje ili akumulaciju suspendovanih, odnosno koloidnih
Cestica, na povrSini membrane, ali i kristalizaciju, taloZenje ili adsorpciju rastvoraka
(organskih molekula) na povrsini i/ili u porama membrane. PovrSinsko prljanje membrane ili
formiranje pogaCe deSava se usled akumulacija ¢elije, ostataka celija ili drugih Cestica na
povrdini membrane obi¢no predstavlja reverzibilan proces. Sa druge strane, unutradnje
prlianje membrane deSava se usled deponovanja i adsorpcije ¢estica malih dimenzija ili
makromolekula na unutradnjoj strani pora membrane i obi¢no predstavija ireverzibilan
proces. Pojava zaprljanosti membrane, usled unutradnjeg ili spoljadnjeg prljanja membrane,
dovodi do smanjenja fluksa permeata i/ili do povecanja zadrzavanja rastvorka na membrani
(Joki¢, 2010).

Kod membranskih separacionih procesa tedko je proceniti relativni uticaj koncentracione
polarizacije i zaprljanosti membrane, obzirom da oba fenomena dovode do smanjenja fluksa
permeata. Opadanije fluksa permeata na poCetku procesa mikrofiltracije i ultrafiltracije obi¢no
se deSava usled brzog adsorbovanja i talozenja rastvorka i ¢estica (zaprljanost membrane),
a nakon odredenog vremena vrednost fluksa permeata postaje konstantna. Opadanje fluksa
permeata u toku mikrofiltracije i ultrafiltracije moze trajati od nekoliko minuta do nekoliko sati,
u zavisnosti od materijala membrane, sastava napojne smeSe i operativnih parametara
procesa filtracije. Osim toga, fenomen zaprljanosti membrane izaziva dodatni otpor prenosu
mase, narocito prilikom mikrofiltracije, kada moze do¢i do blokiranja pora membrane usled
prisustva Cestica vecih dimenzija u napojnoj smesi, a dolazi i do formiranja filtracione pogace
suspendovanih Cestica, $to predstavlja dodatni otpor proticanju permeata, odnosno dolazi do
pada fluksa permeata (Williams i Wakeman, 2002). Uticaj adsorpcije rastvoraka na
unutrasnjoj povrSini pora membrane na ukupan prenos mase se ispituje potapanjem
membrane u napojnu smesu, nakon ¢ega se odreduje fluks Ciste vode.

3.6.1.2.1. Prljanje membrane proteinima i drugim bioloskim materijalom

Odmah pri dolasku u kontakt povrSine membrane sa napojnom smesSom dolazi do adsorpcije
molekula rastvorka na povrSini membrane usled fiziCko-hemijskih interakcija. lako su
molekuli proteina znatno manjih dimenzija u odnosu na pore mikrofiltracionih membrana,
ipak moze doci do ozbiljnog prljanja membrane pod dinamickim uslovima. Prljanje
membrane mozZe biti znaajno smanjeno prefiltracijom, kojom se uklanjaju agregati proteina.

Prljanje mikrofiltracionih membrana albuminom govedeg seruma pocinje deponovanjem
agregata proteina na povrSini membrane, usled ¢ega dolazi do blokiranja jednog dela pora
membrane. U nastavku filtracije dolazi do hemijskog vezivanja neagregiranih molekula
proteina za agregate proteina disulfidnim vezama, van der Valsovim silama, elektrostatickim
interakcijama, hidrofobnim interakcijama i vodoni¢nim vezama (Williams i Wakeman, 2002).

26



Eksperimenti i SEM (Scanning Electron Microscopy) potvrduju predloZzeni mehanizam
prljanja membrane i ulogu proteinskih agregata. Prljanje membrane proteinima se odvija u
dva koraka: adsorpcija ili deponovanje proteina, koje se odvija uglavhom na zidovima i
otvorima pora, i akumulacija pogace na povrSini membrane usled deponovanja i rasta
agregata.

IstraZivanja agregacije proteina obezbeduju mehanisticku bazu za razumevanje inicijalnih
stadijuma prljanja membrane proteinima tokom mikrofiltracije. Mnogo manje istrazivanja je
sprovedeno na temu dugoro€nog prljanja membrane i fluksa permeata u stacionarnom
stanju pri veoma dugim vremenima filtracije. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom
stanju za Sirok opseg proteina mogu biti identiCne kao i prilikom filtracije proteina pri njihovim
individualnim izoelektricnim vrednostima pH. Vrednosti fluksa permeata su veée pri
vrednostima pH viSim i nizim od vrednosti pH izoelektricne tacke (pl).

Osim proteina i rastvorenih makromolekula, postoji Sirok opseg drugih koloidnih i supstanci u
obliku Cestica koje mogu da dovedi do prljanja mikrofiltracionih membrana. Nezeljena
akumulacija mikroorganizama, celijskih ostataka i makromolekula na povrsini membrane se
generalno oznacava kao biolosko prljanje membrane (biofouling). Prljanje ovim materijama
se dogada usled njihove uloge u suzavanju i zaCepljivanju pora membrane, kao i usled
njihovog deponovanja na povrsini membrane. Nekoliko istraZivackih grupa je proucavalo
formiranje i uticaje dinamickih ili sekundarnih membrana u bioloSkim i primenama
membranskih separacija u industriji hrane i zakljuCili su da se komponente napojne smese
ve¢ih dimenzija, kao $to su mikroorganizmi, A-globulin i drugi polimeri, vezuju tako $to
formiraju strukture sliéne reSetci na povrsini membrane, koje mogu da zarobe proteine malih
dimenzija. Slojevi pogaCe formirani na povrSini membrane ponaSaju se kao prefilter za
rastvore proteina, koji odvaja agregate proteina koiji bi ina¢e doveli do prljanja membrane. U
slu€aju akumulacije mikroorganizama, otkriveno je da ekstracelularni polisaharidi izlu¢eni od
strane Celija doprinose rastu sloja necisto¢a na membrani.

Uklanjanje akumuliranog biofilma na povrSini mikrofiltracione membrane se retko postize
primenom standardnih tehnika CiS¢enja. PoboljSanja efikasnosti i fluksa permeata nakon
Ci8¢enja mogu se pripisati poveéanoj permeabilnosti sekundarne membrane, kao i
redistribuciji Celijskog materijala uzrokovanoj Cid¢enjem, ali u mnogo manjoj meri. Dodatak
odredenih agenasa za CiSCenje, kao Sto je formaldehid, smanjuje permeabilnost biofiima
(Williams i Wakeman, 2002).

3.6.1.2.2. Prljanje membrane ¢esticama

Uticaj prljanja membrane kod unakrsne mikrofiltracije i ultrafiltracije je povezan sa sastavom
napojne smesSe, karakteristkama membrane i operativnim parametrima procesa filtracije
(Wakeman, 1996). Medu vaznijim od navedenih uticaja su distribucija dimenzija Cestica
napojne smese i dimenzije pora membrane. Pre svega, bitno je spreciti ulazak sitnih Cestica
u unutrasnju strukturu pora membrane, Sto ukazuje na vaznost odabira odgovarajucih
dimenzija pora membrane.

Opsti uticaji procesnih parametara su sumirani u tabeli 3.3., iz koje se moze videti da uticaj
procesnih parametara uglavnom zavisi od svojstava napojne suspenzije. Ovo je vazno pre
svega zbog nelogi¢nosti primecenih u eksperimentalnim podacima, koje Cine pracenje
uticaja procesnih parametara na odabrane promenljive gotovo nemoguéim. Na primer,
povecanije brzine unakrsne filtracije ne dovodi uvek do povecéanja fluksa permeata, jer stanje
disperzije Cestica i raspodela njihovih dimenzija takode utiCu na fluks permeata. Medutim,
unakrsna mikrofiltracija treba da se izvodi pri vrednostima pH istim ili bliskim izoelektri¢noj
tacki Cestica napojne suspenzije. Ovo se postize izmenom vrednosti pH i/ili jonske jacine
rastvora, $to se moZe izvesti hemijskim predtretmanom (tabela 3.3.) (Williams i Wakeman,
2002).
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Tabela 3.3. Uticaj procesnih parametara na mikrofiltraciju (Williams i Wakeman, 2002)

Parametar Uticaj na mikrofiltraciju

Kada su Cestice napojne suspenzije velikih dimenzija dominiraju hidrodinamicke
sile i vrednost pH/jonska jac€ina suspenzije ima zanemarljiv uticaj na opadanje
vrednosti fluksa permeata. Ukoliko su ¢estice manjih dimenzija dominantnije su

Vrﬁgggjsr;tepH povrSinske sile, a'pri velikim vrednostima zeta potencijala vrednosti fluksa
- permeata su manje nego na onima bliskim ili pri vrednostima izoelektri¢ne
suspenzije . . . « R
taCke. Razlike u vrednostima fluksa permeata su nagladene pri velikim
koncentracijama napojne smese. Kvalitet filtrata (i zadrzavanje Evrstih Cestica)
se generalno pobolj$ava pri vrednostima pH bliskim izoelektri€noj tacki.
Pri velikim koncentracijama napojne suspenzije vrednosti fluksa permeata su
Koncentracija najceSée manje i brze dolazi do uspostavljanja ravnoteze. Pri duzim vremenima
napojne filtracije vrednosti fluksa permeata su obi¢no sli¢ne u Sirokom opsegu
suspenzije koncentracija, narocito kada su ¢estice napojne smese manjih dimenzija i kada

su pljosnatog oblika.

Kada sitne Cestice Cine veliki deo napojne smese, povecana brzina unakrsne
filtracije dovodi do formiranja tanje pogace i vecih vrednosti fluksa permeata.
Povecanije fluksa permeata je vece pri vrednostima pH bliskim izoelektriénoj
taCki napojne smese, a manje pri vrednostima pH koje su blize maksimalnom
naelektrisanju povrSine Cestica. Fluks permeata u stacionarnom stanju se brze
uspostavlja pri manjim protocima, dok se &istoc¢a filtrata generalno poboljSava
pri ve¢im protocima. Redukovanjem udela sitnih i Cestica velikih dimenzija u
napojnoj smesi povecanje protoka dovodi do veée zaprljanosti membrane i
manijih vrednosti fluksa permeata. Dimenzije Cestica odgovorne za prelaz
izmedu povecanja ili smanjenja fluksa permeata, uz brzinu unakrsne filtracije,
zavise i od koncentracije napojne smeSe.

Brzina unakrsne
filtracije

Kod suspenzija sa Cesticama vecih dimenzija javlja se zna¢ajno poboljSanje
fluksa permeata sa povec¢anjem pritiska, naroc€ito pri manjim koncentracijama
napojne suspenzije. Uticaj pritiska na fluks permeata je redukovan kod napojnih
smesa sa manjim srednjim dimenzijama Cestica i ve€im koncentracijama, a
takode neke napojne smese sadrze Cestice nepravilnog oblika.

Transmembranski
pritisak

Kada se sithe Cestice i makromolekuli nalaze u istoj suspenziji, filtraciona pogaca koju
formiraju sitne Cestice moze da spreCi prljanje membrane uzrokovano adsorpcijom
makromolekula i da dovede do pojave velike vrednosti fluksa permeata (Arora i Davis, 1994;
Guell i sar., 1999; Hwang i sar., 2003; Hwang i Lin, 2005; Hwang i Hwang, 2006). U ovim
istrazivanjima unakrsne mikrofiltracije binarnih suspenzija bez uduvavanja vazduha, Hwang i
sar. (2003) i Hwang i Lin (2005) su dokazali da je filtraciona pogaca koju su formirale Cestice
odredila stepen zadrzavanja makromolekula. Oni su koristili standardnu jednacinu filtracije
kroz porozni sloj za modelovanje penetracije makromolekula kroz filtracionu pogacu, a
primenili su model bilansa sila za deponovanje Cestica za procenu fluksa filtracije i debljine
pogace.

3.6.2. UNAPREDENJE PROCESA UNAKRSNE MIKROFILTRACIJE
PRIMENOM HIDRODINAMICKIH METODA ZA POBOLJSANJE
FLUKSA PERMEATA

Tokom izvodenja procesa filtracije vrednost fluksa permeata opada sa vremenom usled
nakupljanja zadrzanih Cestica na povrSini membrane i u unutrasnjim porama membrane.
Pad fluksa permeata tokom izvodenja procesa stoga predstavlja posledicu povecanog
otpora proticanju permeata usled prljanja povrSine i porozne strukture membrane. Nakon
odredenog vremenskog perioda dolazi do uspostavljanja stacionarnog stanja, odnosno do
ustaljivanja vrednosti fluksa permeata, kao i debljine filtracione pogace (slika 3.1.).
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Slika 3.1. Promena fluksa i formiranje filtracione pogace tokom procesa mikrofiltracije (Joki¢,
2010)

UspeSno funkcionisanje membranskog postrojenja zahteva paZljivo upravljanje prljanjem
membrane. Izbegavanje prljanja nije moguce, ali njegov uticaj moze biti ograni¢en primenom
razliCitih tehnika. Izbor membrane i modula, konfiguracija procesa i predtretman su veoma
vazni u razli¢itoj meri ukoliko je potrebno postici visok stepen separacije bez neprihvatljivog
smanjenja produktivnosti usled prljanja membrane. Osim poboljSanja brzine filtracije,
izbegavanje prljanja membrane olakSava njeno Cis¢enje, €ime se ograniCava potreba za
oStrim tretmanima €iS¢enja i produzava rok trajanja membrana (Williams i Wakeman, 2002).
Ove metode moguce je primeniti bez obzira da li se radi o filtraciji organskih ili neorganskih
smesa, buduci da su fenomeni prljanja membrane u oba slu¢aja sli¢ni.

Strategija upravljanja prljanjem membrane za novo postrojenje moze da ukljuCuje dizajn
sistema za predtretman napojne smeSe, pazljiv odabir membranskog modula i njegovo
odrzavanje, dizajn sistema i odredivanje specifikacija operativnih uslova, kao i procedure
CiS¢enja. Za postrojenje koje je ve¢ u upotrebi opcije za smanjenje prljanja membrane su
ograniCene i fokusirane na fizicke i hemijske metode sumirane u tabeli 3.4. (Williams i
Wakeman, 2002).

Tabela 3.4. Metodi prevencije smanjenja fluksa permeata (Williams i Wakeman, 2002)

Fizicki metodi Hemijski metodi

Podesavanje vrednosti pH
Jonska izmena
Precipitacija

Prefiltracija

Koagulacija/flokulacija
Primena sredstava za

Predtretman Centrigugiranje . o
: dezinfekciju
Toplotni tretman .
Primena sredstava za
sprecavanje prljanja membrane
neorganskim supstancama
Adsorpcija
Primena promotora turbulencije
Pulsni/obrnuti tok .
o . . . Izbor materijala membrane
Dizajn Rotacione/vibracione membrane

Dodatna polja (elektri¢no,
elektromagnetno)

Modifikacija povrSine membrane

Rad postrojenja

Ogranicenje transmembranskog pritiska
Odrzavanje visokog protoka
Periodi¢no hidrauli¢ko &iS¢enje
Periodi€no mehanicko Ciséenje

Izbor hemikalija za €iSéenje
UcCestalost CiS¢enja
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3.6.2.1. Predtretman napojne smese

Prljanje membrane tokom procesa membranse filtracije moze biti smanjeno predtretmanom
napojne smese. Ova tehnika se uobicajeno koristi ili za uklanjanje Cestica koje mogu izazvati
zapusenje modula, ili radi spre€avanja akumulacije Cestica ili makromolekula na povrSini
membrane, ili radi smanjenja ukupne koli¢ine kontaminanata u membranskim modulima.

Predtretman moZe da ukljuCuje fiziCke ili hemijske procese. Fizi€¢ki procesi obi¢no
podrazumevaju prefiltraciju ili centrifugiranje sa ciliem uklanjanja suspendovanih &vrstih
Cestica koje mogu da zapude modul ili da blokiraju pore membrane. Toplotni tretman pracen
podedavanjem vrednosti pH se primenjuje za uklanjanje imunoglobulina i masti iz surutke
sira pre ultrafiltracije (Williams i Wakeman, 2002).

Hemijski procesi ukljuuju podeSavanje vrednosti pH napojne smese tako da molekularne ili
koloidne necisto¢e budu daleko od svoje izoelektriéne tacke, ¢ime se smanjuje tendencija
formiranja sloja gela. Divalentni joni (na primer Ca?* ili Mg?*) u rastvorima proteina mogu da
uzrokuju precipitaciju putem formiranja mostova izmedu makromolekularnih lanaca, ali
monovalentni joni (na primer Na* ili K*) mogu spreciti precipitaciju i prljanje membrane.
Stoga bi bilo pozelijno uklanjanje divalentnih jona iz napojne smeSe primenom jonske
izmene. Hemijski procesi takode mogu da uklju€uju precipitaciju, koagulaciju ili flokulaciju, ili
primenu odgovaraju¢ih hemikalija, kao $to su anti-skalanti ili dezinfekciona sredstva
(Williams i Wakeman, 2002).

3.6.2.2. lIzbor materijala membrane

Materijal membrane uti€e na prljanje membrane u vec¢oj meri kod ultrafiltracije i nandfiltracije,
uglavnom zbog tendencije nekih materijala da adsorbuju rastvorke. Kod mikrofiltracije uticaji
adsorbovanja rastvoraka uglavnom nisu toliko ozbiljni, ali postoje sluajevi gde molekuli
rastvorka znacajno doprinose smanjenju fluksa permeata smanjenjem efektivne veli€ine
pora membrane. Dok osobine materijala membrane uti€u na inicijalne brzine adsorpcije ili
deponovanja, nakon formiranja sloja nelistoca svaki uticaj materijala membrane je
eliminisan dok se membrana ne o isti.

Izbor materijala od koga je napravljena membrana uti¢e na adsorpciju rastvoraka na njenu
povrsinu. Odgovarajuéi izbor materijala membrane dovodi do slabijeg vezivanja rastvorka na
povrSinu membrane, S$to moze uticati na smanjenje bilo koje interakcije membrane i
rastvorka (kao $to je penetracija molekula ili Eestice u povrdinske pore). Ovo dovodi do
smanjenja permeabilnosti membrane, a takode C¢ini lakSim uklanjanje rastvorka tokom
¢iScenja (Williams i Wakeman, 2002).

3.6.2.3. Manipulacija proticanja

Veliki broj istrazivanja postupaka poveéanja fluksa permeata usmeren je na razvoj
hidrodinami¢kih metoda kojima se poboljS8ava prenos mase na povrsini membrane, kao i
povratni transport zadrzanih rastvoraka i €estica od povrS§ine membrane ka masi rastvora
(suspenzije). Koncentraciona polarizacija i formiranje pogace u komercijalnim membranskim
modulima kontroliSu se povecanjem smicanja na povrSini membrane ili promotorima
turbulencije. Pove¢ano smicanje se ostvaruje pumpanjem napojne smese viSim protocima ili
primenom tankih kanala proticanja iznad povrSine membrane. Turbulencija se podsti¢e
odbojnicima ili statickim meSacima odgovarajuceg dizajna (Williams i Wakeman, 2002). U
ove metode spadaju i metode kojima se izaziva turbulentno proticanje i nestabilnosti u
proticanju napojne smese kroz modul.

Turbulentno proticanje se moze posti¢i povecanjem prividne brzine proticanja napojne
smese kroz modul ili koriS¢enjem promotora turbulencije. Od svih hidrodinamic¢kih metoda
daleko najve¢u primenu za povecanje fluksa imaju povecanje protoka napojne smese i
upotreba promotora turbulencije. Ostale hidrodinamitke metode imaju niz nedostataka od
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kojih su najznacajniji veliki utroSak energije, slozenost i moguci problemi sa vibracijama.
Najjednostavniji nacin za izazivanje turbulencije je povecanje protoka napojne smese, ali je
uticaj povecanog protoka napojne smeSe ograni¢en. Povecanje protoka napojne smeSe
moze dovesti do velikog pada pritiska duz modula, $to za posledicu ima znacajan gubitak
energije i promenu transmembranskog pritiska. Kao posledica toga moze doéi do zna¢ajnog
pada fluksa permeata (Joki¢, 2010).

Efikasnost membranskih procesa moze biti poboljSana podsticanjem nestabilnosti
nestacionarnog protoka fluida. Dok stacionarno proticanje uglavnom zahteva brzine
unakrsne filtracije iz turbulentnog reZima proticanja, nestacionarno proticanje moZze biti
efikasno i u laminarnom i u turbulentnom rezimu. Ove nestabilnosti fluida se koriste radi
pokretanja nedisto¢a (Chung i sar., 1993), a naborani kanali se koriste za indukovanje
mes&anija fluida na medupovrsini membrana-rastvor (Jeffree i sar., 1981). Razli¢iti pristupi za
indukovanje nestabilnosti u proticanju preko povrdine membrane su sumirani na slici 3.2.

HIDRODINAMICKI
METODI
4 A 2 A 4
Turbulentno proticanje (visok . : -
protok, rotirajuée membrane) NESTABILNOSTI Promotori turbulencije
\ v A 4
Hrapava povrSina VRTLOZI Pulsiranje

4 4

Proticanje kroz izuvijane

Couette proticanje (Taylor) kamale: (Dean)

Slika 3.2. Hidrodinamicki metodi za smanjenje koncentracione polarizacije i prljanja
membrane (Belfort, 1989)

3.6.2.3.1. Promotori turbulencije — lokalno podsticanje vrtloZzenja

Svi promotori turbulencije koji su ispitivani u cilju poveéanja fluksa permeata mogu se
podeliti u dve osnovne grupe: dinamitke (slobodne) i statiCke (fiksirane) promotore
turbulencije. Dinamicki promotori turbulencije mogu da se kre¢u unutar kanala membrane.
Stati¢ki promotori turbulencije su fiksirani u odnosu na povrSinu membrane. Stati¢ki
promotori turbulencije su mnogo viSe ispitivani u procesima unakrsne mikrofiltracije zbog
niza prednosti koje ispoljavaju u odnosu na dinamicke promotore turbulencije: mogu se
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koristiti u Sirokom opsegu vrednosti protoka i viskoziteta napojne smese, jednostavno se
instaliraju, zahtevaju manja investiciona ulaganja, njihovo habanje je zanemarljivo, a maniji
su i troskovi izvodenja procesa (Krsti¢, 2003; Krstic¢ i sar., 2004).

Staticki promotori turbulencije mogu biti raznih oblika: namotane zice, metalne resetke,
fiksirane Sipke sa i bez pregrada, umeci u obliku diska i prstena, Kenics staticki mesadi,
umeci konusnog oblika i drugi (Joki¢, 2010). Pregrade i umeci unutar zone proticanja dovode
do povecanja srednje brzine proticanja fluida, kao i brzine smicanja na povrSini membrane.
Efikasnost statiCkog promotora turbulencije zavisi od oblika strujanja koje nastaje usled
njegovog oblika i polozaja unutar membrane. Pregrada ili umetak mora da zadovolji osnovne
zahteve da bi se mogao koristiti kao stati¢ki promotor turbulencije: da se lako izraduje, da se
lako instalira ¢ak i u membranama manjeg preCnika, da ne izaziva nikakva oSteéenja
membrane, da ne izaziva zone stagnacije fluida, kao i da mu je cena opravdana u poredenju
sa povecanom potro$njom energije zbog povec¢anog pada pritiska duz membrane (Jokic,
2010).

Koncentraciona polarizacija i prljanje membrane mogu biti smanjeni podsticanjem mesanja i
turbulencije prilikom proticanja koriS¢enjem umetaka za membranu (Finnigan i Howell,
1989). Umeci redukuju vreme zadrZzavanja napojne smese u kanalu membrane, povecavaju
brzinu proticanja napojne smese i brzinu smicanja u blizini membrane i dovode do nastanka
sekundarnih tokova ili nestabilnosti. Objavljene vrednosti fluksa permeata bile su 50-300%
vece u poredenju sa konvencionalnim sistemima za unakrsnu mikrofiltraciju (Williams i
Wakeman, 2002).

Drugi istrazivaci su konstruisali spiralne umetke koristeéi cevi sa Zicom omotanom oko njih,
koji su postavljeni koncentricno unutar kanala tubularnih membrana. Glavna razlika izmedu
ovih umetaka i prethodno opisanog dizajna leZi u obliku popreénog preseka spiralne putanje,
za koji se moze ocekivati da izazove velike razlike u obliku i veli€ini spiralnih vrtloga. Holdich
i Zhang (1992) su koristili spiralnu traku koja je navijena oko tubularne cev sa ciljem
podsticanja rotacionog proticanja. Primenom njihovog sistema bila je moguc¢a usteda
energije od 20% u poredenju sa eksperimentom u kome nije postojalo rotaciono proticanje.

Bellhouse (1994) je opisao dizajne tubularnih membrana unutar kojih su postavijeni
koncentri¢ni navoji. Ovi umeci imaju slobodan prostor za kretanje unutar kanala membrane
kako bi se omogucilo propustanje napojne smeSe kroz rezulutujuci anularni meduprostor.
Spiralni navoj je polukruznog oblika kako bi omogucio prolazak otprilike polovine toka uz
spiralnu putanju. Spiralni vrtlog se nadovezuje na spiralno proticanje. Ovo uzrokuje radijalno
mesSanje u polju proticanja. Postignuta je brzina filtracije Cija je vrednost iznosila 75%
izmerene vrednosti fluksa Ciste vode (oba merenja su izvrSena pri transmembranskom
pritisku od 2 bara) prilikom filtracije rastvora albumina govedeg seruma koncentracije 60 g/l.

Nekoliko autora je primenjivalo razliCite tehnike sa ciliem redukovanja koncentracione
polarizacije i prljanja membrane, kao Sto su primena Zljebova (Gupta i sar., 1995) i
preusmerivaca toka (Vitor i sar., 2003). Razli¢ite tehnike se primenjuju sa ciliem smanjenja
formiranja pogace, a jedna od njih je primena spiralnih Zljebova unutar membranskog
elementa. Izbor odgovarajuceg spiralnog Zljeba je najvaznija stavka za poboljSanje fluksa
permeata, uz minimalan pad pritiska kod unakrsne filtracije. Broj spiralnih navoja po jedinici
duzine ima znacajan uticaj na efikasnost izabranog spiralnog Zljeba.

Gupta i sar. (1995) su objavili poveéanje fluksa permeata sa poveéanjem broja spiralnih
navoja po jedinici duzine Zljeba. Osim toga, vizualizacija primenom video-kamere je otkrila
da je proticanje oko ose Zljeba bilo rotacionog oblika, usled ¢ega dolazi do poboljSanog
meSanja koje dovodi do migracije suspendovanih C&vrstih Cestica dalje od povrSine
membrane. Sebbane (1989) je takode koristio spiralne Zljebove tipa metalne reSetke (tip
mreze nabranih rombova). On je otkrio da dolazi do smanjenja brzine protoka permeata sa
povecanjem prec¢nika toka. Takode je pokazao da otpor sloja gela opada sa smanjenjem
hidraulickog precnika. Smicanje mozZe da utice istovremeno na interno prljanje i na gel sloj,
Sto dovodi do znacajnijeg povecanja fluksa permeata. Takode se moZe smatrati da
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koncentracija gela varira sa hidraulickim precnikom. Drugi istrazivaci, na primer Maubois i
Mocquot (1971), koji su koristili slicne spiralne Zljebove, otkrili su da je ultrafiltracija mleka
davala bolje rezultate kada je hidraulicki pre€nik, Dy, bio manji. Maubois i Mocquot (1971)
smatraju da Dy, ima esencijalnu ulogu u formiranju sloja na povrsini membrane i u njenom
unutrasnjem prljanju.

Eksperimenti koje su izveli Ghaffour i sar. (2004) su izvedeni sa tubularnom membranom za
filtriranje supernatanta iz postrojenja sa aktivnim muljem, koji se sastoji od suspendovanih i
bioloskih ¢&vrstih Cestica. U ovom radu je istrazivan uticaj operativnih parametara.
Temperatura i koncentracija napojne smese su bile konstantne i industrijskih vrednosti.
Otkriveno je da je vrednost transmembranskog pritiska od 1 bar optimalna, a iznad ove
vrednosti dolazi do opadanja fluksa permeata, $to je u suprotnosti sa rezultatima nekoliko
objavljenih radova, u kojima se primecuje plato iznad odredene vrednosti
transmembranskog pritiska. Progresivno prljanje membrane moze biti ograni¢eno upotrebom
spiralnih zljebova u filtracionom elementu koji radi pri maloj vrednosti transmembranskog
pritiska, a takode dolazi do smanjenja flokulacije estica. Sa druge strane, otkriveno je da su
uticaji Rejnoldsovog broja unutar membranske cevi i brzine protoka napojne smese sli¢ni
kao kod drugih istraZivanja u kojima su koriS¢eni razli€iti spiralni Zljebovi.

Joki¢ i sar. (2010) su ispitivali uticaj Kenics statickog meSaca na fluks permeata prilikom
unakrsne mikrofiltracije suspenzije pekarskog kvasca. Primeéeno je poveéanje fluksa
permeata u stacionarnom stanju u opsegu 89,32-258,86%, u zavisnosti od primenjenih
operativnih uslova.

3.6.2.3.2. Uduvavanje gasa

Veliki napon smicanja i mala i konstantna vrednost transmembranskog pritiska predstavljaju
hidrodinamicke uslove na kojima se postize poboljSanje karakteristika filtracije. Posto je ove
uslove teSko posti¢i u sluCaju jednofaznog toka u cevnim i ravnim membranama,
potencijalno reSenje je primena promotora turbulencije, rotirajuéih membrana, Dinovih
vrtloga itd. Pored ovih tehnika, mnoga istrazivanja predlazu kontinualno uvodenje gasa u
membranski modul sa ciljem stvaranja dvofaznog toka gas-te¢nost. Dvofazni tok je efikasan,
jednostavan i jeftin metod za poboljSanje karakteristika filtracije (fluksa permeata i potro3nje
energije). Dvofazni tok je za sada naSao primenu u bioloSkoj obradi i proizvodnji pijace vode,
kao i u separaciji makromolekula.

Za razliku od jednofaznog toka, dvofazni tok Cesto izaziva nestabilnosti proticanja, Sto i
predstavlja glavnu osobenost primene dvofaznog toka u membranskim procesima.
Nestabilnost proticanja napojne smesSe je posledica geometrije membrane, procesnih
parametara (pritisak, temperatura, protok napojne smeSe) i graniCnih uslova (napon
smicanja). Razlog primene dvofaznog toka u membranskim sistemima je teZnja za
postizanjem hidrodinamickih nestabilnosti unutar kanala membrane. Nestabilnosti
proizvedene na ovaj nacin utiCu na koncentracionu polarizaciju, uklanjajuc¢i formiranu
filtracionu pogacu.

Nestabilnost dvofaznog toka zavisi od veli€ine mehuri¢a gasa i nacina raspodele faza.
Stoga, nacin proticanja dvofaznog toka, odnosno odnos protoka gasa i teCne faze,
predstavlja vazan parametar efikasnosti primene toka gas-te€nost. Pored toga, imajuci u
vidu da se membranski procesi uglavnom koriste za uklanjanje koloidnih necisto¢a iz
vodenih rastvora, treba uzeti u obzir i uticaj rastvorenih povrSinski aktivnih materija na oblik,
veliCinu i pokretljivost mehurica. U medusobnom kontaktu gasa i teCnosti granicni sloj
izmedu faza je uslovljen razli€itim fizickim uticajima, kao §to su inercija, kapilarne sile i
napon smicanja (Brennen, 2005).

Procesi prenosa mase, impulsa i energije, a samim tim i ucinkovitost dvofaznog toka, u
velikoj meri zavise od geometrijske raspodele faza ili topologije komponenta unutar toka.
Geometrijska raspodela faza zavisi od zapreminskog odnosa te€nosti i gasa, razlike brzina
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izmedu faza, osobina fluida itd. Na osnovu smera medusobnog proticanja te€nosti i gasa
moze se izvrSiti slede¢a podela (Brennen, 2005):

1. Istostrujno proticanje — te€nost i gas protiCu u istom smeru (primena: aeracija u
membranskim bioreaktorima, dvofazni tok nagore i nadole u mikrofiltraciji i
ultrafiltraciji);

2. Suprotnostrujno proticanje — gas protiCe u suprotnom smeru u odnosu na tec¢nost
(primena: membranska destilacija, membranski kontaktori).

Za istostrujno proticanje nagore u vertikalnim cevima, mogu se definisati sledeéi rezimi
proticanja za potpuno razvijen dvofazni tok te€nost-gas (Brennen, 2005; slika 3.3.):

1. Mehurasti rezim — gasna faza je uniformno rasporedena u obliku izolovanih mehurica
u kontinualnoj te¢noj fazi, sa teznjom da se koncentriSe u centru cevi;

2. Rezim proticanja u obliku velikih mehurova - &epovito proticanje (slug) — gasna faza
predstavija kretanje naizmeni¢nih mehuriova u obliku &epa, sa manje izrazenom
granicom faza;

3. Prelazni rezim (churn) — predstavija neureden rezim proticanja u obliku velikih
mehurova, gde su Cepasti Tejlorovi mehurici uzi i zakrivljeni;

4. Anularni reZzim — te¢na faza kontinualno proti¢e kao gust sloj uz zidove membrane,
dok gasna faza zauzima jezgro kanala membrane; mogu da postoje poneki maniji
mehurici.

teCnost mehurasti slug churn anularni
jednofazni tok rezim rezim rezim rezim

Slika 3.3. Rezimi proticanja dvofaznog toka gas-te¢nost (Brennen, 2005)

Usled relativno velikog pre¢nika pora, mikrofiltracija je podloZna svim mehanizmima prljanja
membrane, od formiranja pogaCe do zacepljenja pora. Primena dvofaznog toka znacajno
poboljSava fluks permeata, o Eemu svedoCe uglavhom sve sprovedene studije na ovu temu.
Zakljueno je da dvofazni tok sa velikom efikasno$¢u uklanja filtracionu pogacu. Medutim,
kada je u pitanju unutradnje prljanje membrane, izazvano zacepljenjem pora, dvofazni tok
nije pokazao istu efikasnost, stoga je potrebno primeniti neku drugu tehniku, na primer
povratno ispiranje.

Vrednost fluksa permeata moze biti pove¢ana uduvavanjem mehuri¢a vazduha u filtracioni
kanal (Mercier-Bonin i sar., 2000; Mikulaek i sar., 2002; Pospisil i sar., 2004; Hwang i Wu,
2008). To se deSava usled smanjenja mase filtracione pogaCe povecanjem smicanja na
povrsini membrane. Brzina smicanja na povrSini membrane zavisi ne samo od brzina fluida,
ve¢ i od rezima proticanja gas-te€no. Faktor injektovanja gasa, ¢, je definisan radi
prikazivanja rezima proticanja gas-te¢no (jednacina 3.1.; Cabassud i sar., 2001):
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(3.1)

gde su ugq i Us superkriticne brzine proticanja gasa i te¢nosti, redom. Proticanje je mehurasto
kada je € < 0,2, u obliku velikih mehurova kada je 0,2 < € < 0,9, a postaje anularno kada je
€ > 0,9. Cabassud i sar. (2001) su diskutovali uticaje hidrodinamickih parametara proticanja
gas-te€no na karakteristike filtracione pogace prilikom filtracije kroz membrane oblika Supljih
vlakana. ZakljuCili su da su povecanje fluksa permeata i struktura filtracione pogace
kontrolisani turbulencijom koja se deS8ava u blizini povrS§ine membrane. Mercier-Bonin i
Fonade (2002) su proucavali unakrsnu filtraciju smese enzima i kvasca. Otkrili su da su fluks
permeata i prenos mase enzima neznatno poboljSani prilikom mehurastog proticanja. lako
vrednost fluksa permeata moze biti povec¢ana za oko 140% tokom proticanja u obliku velikih
mehurova, prenos mase enzima je u takvom rezimu dramati¢no smanjen. Yu i sar. (2003) su
proucavali poboljSanje fluksa permeata prilikom unakrsne mikrofiltracije uz uduvavanje
vazduha. Kritiéna vrednost flukse permeata se znacajno povecala usled povecanja brzine
protoka vazduha, $to je podstaklo turbulenciju i $to moZe biti objadnjeno poveéanjem sile
koja podize Cestice. Mikulasek i sar. (2002) i PospiSil i sar. (2004) su izveli empirijsku
jednacinu koja povezuje fluks permeata i hidrodinamicke uslove, koja se zasniva na bilansu
mase i jednacini filtracije. KoriS¢eni parametri, na primer, faktor proticanja gasa, treba da
budu odredeni primenom eksperimentalnih podataka. U istraZzivanjima koja su sproveli
Hwang i Wu (2008) i Hwang i Hsu (2009) napon smicanja u blizini zida kanala membrane
prilikom mehurastog proticanja je procenjen primenom dvofaznog modela proticanja gas-
te€no, dok je napon smicanja prilikom proticanja u obliku velikih mehurova izraCunat
sumiranjem sila smicanja u filmu te€nosti oko mehuri¢a gasa i velikih mehurova u te€nosti
nastalih usled naizmeni¢ne pojave mehuriéa. Potom je uspostavljena korelacija izmedu
mase filtracione pogace i njenog proseénog specificnog otpora i napona smicanja za svaki
rezim proticanja.

Pokazalo se da tehnika dvofazne gas-te€ne unakrsne filtracije, koja se postize injektovanjem
mehuri¢a u napojni tok, predstavlja efikasan nacin za smanjenje koncentracione polarizacije
i zaprljanosti membrane (Cui i Wright, 1994; Cui i Wright, 1996; Bellara i sar., 1996; Mercier i
Delorme, 1996; Cui i sar., 1997; Cabassud i sar., 1997; Mercier i sar., 1997). Uduvavanje
gasa podsti€e turbulenciju na povrsini membrane, Sto rezultuje povecanjem prenosa mase u
grani¢nom sloju. MoZe se pretpostaviti da uduvavanje gasa efikasno pomera slabo vezane
koloidne Cestice i makromolekule sa povrSine membrane, a takode moze da dovede do
kidanja sloja adsorbovanih ¢estica ili makromolekula usled turbulencije izazvane pucanjem i
koalescencijom mehuri¢a gasa.

Istrazivanja u radu koji su objavili Imasaka i sar. (1989) predstavljaju prvi poku3aj primene
dvofaznog toka u procesu mikrofiltracije. Uticaj dvofaznog toka je ispitivan na pet vertikalno
povezanih membranskih modula sa 200 mikroporoznih membrana. Prividna brzina
proticanja te¢ne faze je varirana izmedu 0,26 i 2,01 m/s, dok je opseg vrednosti protoka
gasa od 7,8:10* do 7,6:10° Nm?®/s. Najvece vrednosti fluksa permeatacsu dobijene pri brzini
gasa od 7,6-10° Nm?®/s, dok su najniZe vrednosti fluksa permeata dobijene pri brzini 7,8-10"
Nm?s. Poveéanje brzine gasa povecalo je vrednost fluksa permeata za 460%.

Ispitivanja u radu koji su objavili Imasaka i sar. (1989a) su posveéena mikrofiltraciji
fermentacione tecCnosti, dobijene prilikom proizvodnje metana, primenom Cetiri razliCite
aluminijum-oksidne keramicke membrane, tri simetricne sa srednjim preénicima pora od 0,2,
0,48, 0,57 ym i jednoj asimetricnoj prec¢nika pora 0,2 um. Uticaj dvofaznog toka na tok
mikrofiltracije je procenjen na osnovu promene fluksa permeata. Na osnovu rezultata
dobijenih na asimetri¢noj membrani (0,2 ym) pri transmembranskom pritisku 1 bar, mozZe se
zaklju€iti da povecanje brzine gasa uslovljava veci krajnji fluks permeata. Vrednost fluksa
permeata pri brzini gasa od 5,12 I/min je oko 500% vec¢a nego pri brzini gasa od 0,12 |/min,
pri istoj vrednosti brzine teCne faze. Medutim, veCe brzine gasa pokazuju vecu sklonost ka
smanjenju vrednosti fluksa permeata sa vremenom.
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Cui (1993) je koristio tehniku uduvavanja gasa za naruSavanje sloja koncentracione
polarizacije i otkrio je da injektovanje veoma male koli€ine gasa u napojnu smeSu moze
znacajno da poboljsa fluks permeata i da promeni prividni stepen zadrZzavanja od strane
membrane. Znacajnije povecanje fluksa permeata je primeéeno pri ozbiljnijoj
koncentracionoj polarizaciji, na primer, pri malim vrednostima brzine proticanja napojne
smeSe, pri velikim vrednostima transmembranskog pritiska i pri velikim koncentracijama
napojne smesSe, a u poredenju sa konvencionalnom unakrsnom filtracijom postignuto je
povecanje fluksa permeata za 60% i 270% pri ultrafiltraciji albumina govedeg seruma i
rastvora dekstrana i mikrofiltraciji suspenzije kvasca, redom.

Cilj rada koji su objavili Mercier i sar. (1997) bio je poboljanje fluksa permeata tokom
filtracije bentonita i kvasca (Saccharomyces bayanus) primenom dvofaznog toka gas-
teCnost. Filtracija je izvedena na cirkonijum aluminijumskoj membrani sa srednjim pre¢nikom
pora od 20 nm. Primenjene vrednosti protoka teéne faze bile su u opsegu 0,2-1 m*h, dok je
vrednost protoka vazduha bila u opsegu 0,1-1,5 m*h (pri atmosferskom pritisku). Na osnovu
rezultata dobijenih prilikom filtracije bentonita, uoava se da poveéanje vrednosti protoka
vazduha pri istoj vrednosti protoka te€ne faze izaziva poveéanje fluksa permeata od 50% za
mehurasti rezim (¢=0,2) i 100% za rezim proticanja u obliku velikih mehurova (£=0,7), pri
konstantnoj vrednosti transmembranskog pritiska od 1,05 bar. Povecanje vrednosti protoka
teCne faze uslovljava povecanje fluksa permeata za sve primenjene vrednosti protoka
vazduha. Najveci krajnji fluks permeata dobijen je pri vrednosti protoka te¢ne faze od 0,75
m3/h i €=0,7, i iznosi 90 I/m?h. Rezultati dobijeni za potro$nju energije pokazuju smanjenje
potrebne koli€ine energije u sistemu sa dvofaznim tokom, pa je tako srednja vrednost
potro$nje energije za sve eksperimente oko 10 kWh/m? u poredenju sa 30 kWh/m® u
sistemu bez vazduha. Eksperimenti sa pekarskim kvascem su izvedeni primenom 2% (w/v)
suspenzije kvasca pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1,05 bar. Optimalne vrednosti
protoka teéne faze i vazduha za mikrofiltraciju kvasca iznose 0,5 m%h i 0,38 m®h, redom.
Povecanje vrednosti fluksa permeata u ovom slu¢aju iznosi 170%.

Studija koju su objavili Mercier-Bonin i sar. (2000) bavi se definisanjem uticaja dvofaznog
toka na mikrofiltraciju pekarskog kvasca na ravnoj keramic¢koj membrani pre¢nika pora 140
nm i aktivnom povrsinom od 0,06 m? Uticaj razligitih faktora (protok gasa i te¢ne faze,
koncentracija napojne suspenzije) na filtraciju je ispitivan sa horizontalno i vertikalno
postavljenim membranskim modulom. Brzine proticanja te¢ne faze su varirane u opsegu 0,3-
1,4 m/s, dok je opseg brzine proticanja gasa bio od 0-0,8 m/s. Pri malim brzinama proticanja
teCne faze, prostorna orijentacija membrane ima veliki uticaj i bolji rezultati su dobijeni sa
horizontalno postavljenom membranom. U slu€aju horizontalno postavijene membrane,
porast vrednosti fluksa permeata za koncentraciju od 2% (w/v) varira od 350% do 380%, za
razliCite odnose ¢ pri vrednosti transmembranskog pritiska 1 bar i protoka napojne smese
200 I/h, i oko 200% pri koncentraciji 0,5% ( w/v). Sto se ti¢e potrodnje energije, utvrdeno je
da primena dvofaznog toka zahteva duplo manju koliinu energije za postizanje vrednosti
fluksa permeata jednofaznog toka.

Studija koji su sproveli Mikulasek i sar. (2002) bavi se poredenjem uticaja dvofaznog toka i
ponovnog ispiranja membrane (backflushing) na mikrofiltraciju rastvora titanijjum-oksida na
kerami¢koj membrani sa srednjim pre¢nikom pora od 91 nm, za eksperimente sa dvofaznim
tokom, i 100 nm, za povratno ispiranje. Pri konstantnim vrednostima brzine proticanja te¢ne
faze (1 m/s) i transmembranskog pritiska (1 bar), za razliCite vrednosti brzine proticanja gasa
(0,25-2,5 m/s) dobijene su vrednosti porasta fluksa permeata i do 90%. Pored toga, vece
brzine proticanja vazduha doprinose veéoj poroznosti, ali i ve¢oj debljini filtracione pogace. U
poredenju sa povratnim ispiranjem, dvofazni tok pokazuje bolje rezultate povecanja fluksa
permeata za oko 30%, ali u slu€aju unutradnjeg prljanja membrane, povratno ispiranje
predstavlja prihvatljiviju tehniku, s obzirom na to da gasha faza ne prodire u pore membrane.

U istrazivanju koje su sproveli Mercier-Bonin i sar. (2003) ispitivan je uticaj dvofaznog toka
gas-teCnost na separaciju micela kazeina od rastvorljivih proteina obranog mieka, na
visekanalnoj cevnoj keramic¢koj membrani sa srednjim pre¢nikom pora 0,1 pm i aktivnom
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povrinom od 0,0383 m?. Protok teéne faze je bio 1220 I/h, dok je protok gasa variran od
100 I/h do 1390 I/h, ostvarujuéi na taj nain napon smicanja od 43 do 80 Pa. Dvofazni tok
nije pokazao veliku uspesnost u narudavanju strukture pogace formirane od strane micela,
pre svega zbog kompaktne strukture filtracione pogace, Sto se deSava usled velikog
povecanja pritiska. Pri konstantnoj vrednosti napona smicanja za jednofazni (61 Pa) i
dvofazni tok (55 Pa) maksimalna vrednost fluksa permeata je oko 100 I/m?h pri ispitivanim
vrednostima transmembranskog pritiska od 0,3 do 1 bar. Poredenjem fluksa permeata
jednofaznog i dvofaznog toka u zavisnosti od napona smicanja izvode se sledeci zakljucci:
do vrednosti napona smicanja od 60 Pa, fluks permeata za jednofazni i dvofazni tok ima
rastuci trend; iznad vrednosti napona smicanja od 60 Pa, fluks permeata dvofaznog toka
nastavlja rast, dok za jednofazni tok postepeno opada. Razlog opadanja moze biti
heterogenost transmembranskog pritiska, koja je izraZenija kod jednofaznog toka, pa je tako
pri velikim vrednostima protoka teCne faze pritisak na izlazu iz membrane 0,01 bar. Sa
porastom utro$ene energije za proces, raste i fluks permeata. Za vrednost utroSene energije
od 4 kWh/m?, fluks permeata dvofaznog toka je 20% vedéi od fluksa permeata jednofaznog
toka.

Gupta i sar. (2005) su ispitivali unakrsnu filtraciju fermentacione te¢nosti koja sadrzi 2,3-
butandiol dobijen iz crne melase primenom proizvodnog mikroorganizma Klebsiella oxytoca
(NRRL B-199). Za ove svrhe korid¢ena je laboratorijska mikrofiltraciona jedinica tanjirastog
tipa za unakrsnu mikrofiltraciju sa celuloza-acetathom membranom ciji pre¢nik pora iznosi
0,2 um. Preliminarni rezultati su pokazali brzo opadanje fluksa permeata usled prljanja
membrane uzrokovanog prirodnim necdistoéama iz crne melase, tako da je modifikacija
konvencionalne unakrsne mikrofiltracije bila neophodna radi postizanja brzine filtracije
odgovarajucée za prakti¢nu primenu. Fluks permeata je poboljSan uduvavanjem vazduha, koji
je Cistio povrSinu membrane uklanjanjem deponovanih koloidnih materija i omoguc¢avao
odrzavanje prakti€ne brzine filtracije. Prosecan fluks permeata se poveéao za 39% i 54% pri
brzinama uduvavanja vazduha od 0,5 I/min i 1 I/min, redom, u sluaju kada je inicijalna
koncentracija biomase bila 4,66 g/l. Za inicijalnu koncentraciju biomase od 14,2 g/l fluks se
povec¢ao za 105% i 146% za brzinu protoka gasa od 0,5 I/min i 1 I/min, redom. Moze se
zaklju€iti da je uduvavanje gasa pokazalo pozitivan uticaj na unakrsnu filtraciju gustih
suspenzija, kao $to je fermentaciona te€nost.

Rad koji su objavili Gupta i sar. (2005) ispituje mogucnost odrzavanja prihvatljivog fluksa
permeata uduvavanjem gasa u napojnu smesu pri unakrsnoj mikrofiltraciji pekarskog kvasca
(Saccharomyces cerevisiae), ¢ime se uklanjaju koloidni depoziti i smanjuje koncentraciona
polarizacija. Ispitivane su suspenzije opranog i neopranog kvasca radi ispitivanja uticaja
pranja na smanjenje proteinskog prljanja membrane. Otkriveno je da je fluks permeata
poveéan za 45% pri protoku napojne smese od 75 kg/h i koncentraciji 2 kg/m® opranog
kvasca, u poredeniju sa filtracijom neopranog kvasca bez uduvavanja gasa. Prilikom filtracije
supenzije opranog kvasca povecéanje brzine protoka gasa od 30 I/h do 90 I/h imalo je
pozitivan uticaj na povecanje fluksa permeata. Zaklju€eno je da u ovom slu€aju protok gasa
treba da bude maniji ili jednak protoku te¢ne faze (napojne smeSe) kako bi se postiglo
poboljSanje fluksa permeata.

Sur i Cui (2005) su vrSili eksperimente unakrsne mikrofiltracije sa uduvavanjem gasa
primenom multitubularnog mikrofiltera srednjeg pre¢nika pora 0,15 ym, pri E¢emu su kao test
suspenzije filtrirane suspenzije opranog i neopranog kvasca, kao i smeSa suspenzije kvasca
i bentonita. Suspenzija opranog kvasca pripremljena je primenom diafiltracije radi uklanjanja
molekula proteina iz suspenzije. Dodatak Cestica bentonita simulirao je uticaj prisustva
drugih mikroCestica na mikrofiltraciju kvasca. U eksperimentima su ispitani uticaji
koncentracije i vrednosti pH napojne smesSe prilikom jednofazne i dvofazne filtracije, pri
razli€itim protocima i transmembranskim pritiscima. Cilj rada je bio odredivanje optimalnog
odnosa koncentracije kvasca, transmembranskog pritiska, brzine proticanja teCne faze i
brzine proticanja gasa, pri kojima se dobijaju najviSe vrednosti fluksa permeata. Opsezi
izabranih parametara bili su: koncentracija suspenzije kvasca 0,01-10% (w/v),
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transmembranski pritisak 0,5-4 bar, brzina proticanja teéne faze 0,36-1,8 m/s i brzina
proticanja gasa 0,18-1,02 m/s. Sa poveéanjem koncentracije kvasca dobijaju se manje
vrednosti fluksa permeata, dok se za iste koncentracije vrednosti fluksa za jednofazni i
dvofazni tok znacajno razlikuju. Eksperimentalni rezultati su pokazali da uduvavanje gasa
znacajno povecava fluks permeata prilikom mikrofiltracije kvasca. Efekat dvofaznog toka je
izraZeniji za vece koncentracije suspenzije kvasca, i iznosi oko 100% za koncentraciju
0,01% (w/v). Sto se tiGe uticaja brzine proticanja teéne faze, najveée vrednosti fluksa
permeata se dobijaju pri najve¢oj vrednosti brzine proticanja te¢ne faze, za sve ispitivane
vrednosti koncentracije i transmembranskog pritiska. Medutim, vece relativno povecanje
fluksa permeata je dobijeno pri manjim vrednostima brzine proticanja teéne faze i vecéim
koncentracijama kvasca, pa tako za brzinu proticanja te€ne faze od 0,36 m/s i koncentraciju
10% (w/v) relativno povecanje fluksa permeata iznosi oko 70% pri transmembranskom
pritisku 0,5 bara i oko 130% pri transmembranskom pritisku 4 bara. Fluks permeata za
razliCite vrednosti transmembranskog pritiska zavisi od koncentracije napojne suspenzije. Pri
manjim koncentracijama napojne smeSe vrednost fluksa permeata raste sa porastom
transmembranskog pritiska, dok se pri veéim koncentraciama primecuje smanjenje
vrednosti fluksa permeata sa povecanjem transmembranskog pritiska. Takode, vrednost pH
napojne sme$e ima znacajan uticaj na fluks permeata. Poredenje fluksa permeata
suspenzija opranog i neopranog kvasca je vrSeno sa ciljem ispitivanja uticaja proteina na
prljanje mikrofiltracione membrane. Uklanjanje ekstracelularnih supstanci rezultuje znatno
ve¢im fluksom permeata (prilikom filtracije suspenzije opranog kvasca), Sto potvrduje
pretpostavku da su proteini glavni uzrok prljanja membrane. Dodavanje Cestica uti¢e na fluks
permeata, pri ¢emu dolazi do smanjenja fluksa permeata usled dodatka Cestica bentonita
prilikom mikrofiltracije kvasca.

Hwang i Hsu (2009) su istrazivali uticaj rezima proticanja gas-te¢nost na unakrsnu
mikrofiltraciju suspenzije pekarskog kvasca (0,2% (w/v)). Za istrazivanje je upotrebljena
ravna celulozna membrana sa preénikom pora od 100 nm i aktivnom povrsinom od 0,11 m?.
Prividne brzine proticanja te¢ne faze bile su u opsegu 0,1-0,5 m/s, a brzine proticanja gasa u
opsegu 0,02-0,08 m/s, ostvarujuci odnos ¢ od 0,039 do 0,444. Rezultati pokazuju da rezim
proticanja ima veci uticaj od pojedinacnih brzina proticanja, pa je tako rezim proticanja u
obliku velikih mehurova efikasniji od mehurastog rezima. Na kraju eksperimenta, suva
materija formirane filtracione pogace je dalje analizirana i utvrdeno je da viSe od 40% mase
filtracione pogaCe moze biti smanjeno primenom dvofaznog toka. Tokom mikrofiltracije pri
malim brzinama proticanja te¢ne faze (0,1 m/s) masa filtracione pogace kontinualno opada
sa povecanjem brzine proticanja gasa. Medutim, sa pove¢anjem brzine proticanja te€ne faze
masa filtracione pogae opada do odredene vrednosti, kada dalje poveéanje brzine
proticanja gasa ne doprinosi smanjenju mase filtracione pogace. Struktura filtracione pogace
pri ve€im brzinama proticanja te€ne faze postaje kompaktnija zahvaljujuci dvofaznom toku, i
ovaj uticaj je sve veéi sa povetanjem brzine proticanja teCne faze. Najveci porast fluksa
permeata je dobijen za vrednosti € u opsegu 0,3-0,5 (mehurasti rezim).

U istrazivanju koje su sproveli Hwang i Chen (2010) filtrirana je binarna suspenzija
kvasac/albumin govedeg seruma primenom dve paralelne unakrsne mikrofiltracione ploce,
pri €emu su mereni i diskutovani vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju, svojstva
filtracione pogaCe i zadrzavanje albumina govedeg seruma pod razli¢itim operativnim
uslovima. Vrednost fluksa permeata se poveCava sa povecanjem vrednosti
transmembranskog pritiska, kao i sa poveéanjem vrednosti brzina proticanja napojne
suspenzije i vazduha. Masa filtracione pogace je zna€ajno smanjena uduvavanjem mehuri¢a
vazduha usled povecanja smicanja u blizini zida membrane; medutim, ovaj uticaj postaje
beznaCajan kada brzina proticanja vazduha prede 0,04 m/s. ProseCan specifiCan otpor
filtracione pogaCe se poveCava sa povecanjem brzine proticanja vazduha koji protiCe u
obliku mehuri¢a, dok naglo opada kada se reZim proticanja promeni u proticanje u obliku
velikih mehurova. Primecuje se drastiCan porast stepena zadrzavanja albumina govedeg
seruma prilikom uduvavanja mehuriéa vazduha u filtracioni kanal. Povecanje brzine
proticanja vazduha dovodi do vec¢eg zadrzavanja albumina, naroCito u rezimu proticanja u
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obliku velikih mehurova. Kada se uzmu u obzir fluks permeata i zadrzavanje albumina, fluks
prenosa mase albumina u filtrat opada sa povecanjem brzine proticanja vazduha. lako
uduvavanje mehuri¢a vazduha moze efikasno da poveca fluks permeata, ono nema uticaja
na razdvajanje c¢elija kvasca i albumina govedeg seruma. Rezultati takode ukazuju da rezim
proticanja fluida ima vazan uticaj na efikasnost filtracije.

RSM (Response Surface Methodology — metodologija odzivne povrSine) i CCD (Central
Composite Design — centralni kompozitni dizajn) su primenjeni za modelovanje i optimizaciju
unakrsne mikrofiltracije suspenzije Chlorella sp. (Javadi i sar., 2014). Odredeni su uticaji
operativnih uslova, transmembranskog pritiska, protoka napojne smese i optiCke gustine
napojne suspenzije, na fluks permeata, kao i njihove interakcije. Takode su ispitivani uticaji
tehnike uduvavanja gasa i razli€itih rezima proticanja dvofaznog toka gas-te¢nost na fluks
permeata. Maksimalno povecanje fluksa permeata iznosilo je 61% i 15% za napojne
suspenzije opti¢kih gustina 1 i 3, redom. Ovi rezultati ukazuju da je tehnika uduvavanja gasa
efikasnija pri manjim koncentracijama mikroalgi tokom mikrofiltracije, pri éemu je poboljSanje
fluksa permeata od 60% postignuto u rezimu proticanja u obliku velikih mehurova.

U istrazivanju koje su sproveli Fouladitajar i sar. (2014) prouavani su uticaji razli¢itih rezima
proticanja dvofaznog toka na fluks permeata tokom procesa mikrofiltracije surutke. Fluks
permeata se povecao u rezimu proticanja u obliku velikih mehurova uglavnom usled
smanjenja mase filtracione pogaCe i narudavanja sloja koncentracione poalrizacije. U
zavisnosti od brzine proticanja napojne smese, rezim proticanja u obliku velikih mehurova
doveo je do poboljSanja permeabilnosti ¢ak i pri ozbiljnim problemima prljanja membrane.
Medutim, suprotni rezultati su dobijeni za mehurasti rezim proticanja, gde uvodenje gasa nije
doprinelo poboljSanju ni pri ve¢im brzinama proticanja napojne smese.

3.6.2.3.3. Kombinacija promotora turbulencije i uduvavanja gasa

Derradji i sar. (2000) su razvili poseban proces koji smanjuje prljanje membrane usled
deponovanja Cestica tokom ultrafiltracije. Ovaj proces se sastoji od injektovanja gasa radi
dobijanja dvofaznog gas-teéno toka koji prolazi kroz promotor turbulencije (stati¢ki mesac
Sulzer), koji sadrzi fiksne pune delove i prazne sekcije i koji je postavljen ispred membrane,
usled Cega dolazi do jakog smicanja na povrSini membrane. Eksperimenti su vrSeni
primenom polimera, natrijum-alginata. Ispitane su razliCite vrednosti prividne brzine gasa,
koncentracije teCnosti i polimera, kao i uticaj veli¢ine pora membrane. Sa porastom
transmembranskog pritiska fluks permeata kontinualno raste u slu€aju primene stati¢kog
mesaca, dok bez statickog meSaCa vrednost fluksa permeata postaje konstantna iznad
vrednosti transmembranskog pritiska 2 bar (C=0,5 g/l; Q4=270 I/h). Pored toga, primena
statickog meSaca pojaCava uticaj koncentracije alginata na fluks permeata. Medutim, pri
transmembranskom pritisku iznad 2 bar vrednost fluksa permeata kontinualno raste, i vec¢e
vrednosti se dobijaju za manje koncentracije alginata. Proces injektovanja vazduha u
prisustvu promotora turbulencije vodi do povecanja vrednosti fluksa permeata za 180%.
Smicanje koji vrsi turbulentna smeSa te€nosti i gasa, kao i dodatna lokalna turbulencija,
spreCavaju deponovanje Cestica na povrSini membrane i/ili olakSavaju odvajanje
deponovanog polimera, ¢ime se postize prevencija formiranja sloja polarizacije ili bar
odlaganje njegove pojave i time pobolj§ava prenos mase. Sto se ti¢e uticaja protoka gasa na
fluks permeata, ovaj uticaj je izrazeniji pri manjim vrednostima protoka gasa (do 800 I/h),
nakon ¢ega vrednost fluksa stagnira (TMP=2 bar i C=0,5 g/l).

U istrazivanju koje su sproveli Vatai i sar. (2007) prou€avana je istovremena primena
statickog meSaca i tehnike uduvavanja vazduha tokom unakrsne ultrafiltracije emulzije
ulje/voda. Otkriveno je da upotreba statickog meSafa dovodi do znacajnog povecéanja
vrednosti fluksa permeata. Medutim, prisustvo statickog meSaca redukuje vreme
zadrzavanja u kanalu napojne smese, sto dovodi do visokog pada pritiska duz membrane i
stoga do povecanja potroSnje energije. Kombinacija uduvavanja vazduha i statickog mesaca
pokazala je da velika vrednost fluksa permeata moze biti dobijena pri relativno malom
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utrosku energije. Koris¢ena je ZrO, jednokanalna membrana, sa srednjim precnikom pora
od 20 nm, i Kenics statiCki meSac. Eksperimenti su izvedeni pri vrednostima protoka tecnosti
od 100 I/h i 150 I/h i vrednostima protoka vazduha 20-100 I/h. Ultrafiltracija je izvedena u
uslovima recirkulacije napojne suspenzije na sledeéi nacin: fluks permeata je meren u
uslovima bez uvodenja vazduha, do postizanja pseudostacionarnog fluksa, kada je
postepeno u sistem uvoden dvofazni tok, najpre sa niskim protokom vazduha, da bi se fluks
permeata ponovno merio u trenutku postizanja konstantne vrednosti protoka vazduha.
Porast vrednosti fluksa permeata u mehurastom rezimu iznosio je oko 6% (Q,=20 lI/h,
£=0,16), dok je za rezim proticanja u obliku velikih mehurova (Q4=80 I/h, £=0,44) vrednost
fluksa permeata smanjena za oko 13% u odnosu na jednofazni tok. 1z dobijenih rezultata se
izvodi zaklju€ak da dvofazni tok ne pruza ocekivani efekat, jer je porast fluksa suvise mali u
poredenju sa povecanjem od 270% koje izaziva primena statickog me8aCa. Medutim,
primena dvofaznog toka mozZe biti opravdana ukoliko se postigne smanjenje energije
potrebne za postizanje takvog porasta vrednosti fluksa permeata u sistemu sa statickim
meSacem, na racun smanjenja pada pritiska duz membrane. lako sa povecanjem protoka
vazduha vrednost fluksa permeata opada, kombinovanjem dvofaznog toka i stati¢kog
medacCa potrebna energija se smanjuje za dva puta u odnosu na slu€aj jednofaznog toka.
Pored toga, na osnovu rezultata se moze zakljuciti da postoji kriti€na vrednost protoka
vazduha, preko koje dalje poveéanje protoka vazduha ne doprinosi promeni utroSene
energije. Rezultati ukazuju da istovremena primena ove dve tehnike moze biti interesantna
za membranske procese u kojima se ve¢ koristi injektovanje gasa, kao Sto su aerobni
membranski bioreaktori.

3.6.3. PROCEDURE CISCENJA MEMBRANE NAKON PROCESA
MEMBRANSKE FILTRACIJE

Zaprljane membrane se obi¢no Ciste primenom CIP (Cleaning-In-Place) procedura. Ove
procedure zahtevaju manje vremena nego COP (Cleaning-Out-of-Place) procedure, a
takode mnogi proizvodaci membrana preporucuju CIP protokole za c¢iS¢enje svojih
membrana. One mogu, ali i ne moraju, da ukljuuju primenu eksternih hemikalija. Na primer,
tehnike koje se mogu koristiti ukljuCuju periodi€no obrtanje smera proticanja (da bi se
sprecilo zaCepljavanje ulaza modula Cesticama), periodi€no povratno ispiranje membrane
obrnutim proticanjem permeata ($to moze biti efikasno za uklanjanje povrsinskih necisto¢a
sa membrane) i periodiCno smanjenje pritiska napojne smese, pri ¢emu se odrzava veliki
protok (8to pomaze kontroli rasta sloja gela). Tubularne membrane velikog pre¢nika mogu
se Cistiti mehanicki primenom sundera.

ReSenja za CiS¢enje su obi¢no povezana sa nesto manjim pritiskom u odnosu na pritisak koji
se primenjuje tokom filtracije kako bi se sprecilo prodiranje necisto¢a u membranu. Ne
postoji a priori pravilo kojim se predvida koja tehnika CiS¢enja bi bila najuspesnija u svakom
pojedinanom slu€aju (Williams i Wakeman, 2002).

Dostupna su takode i odgovarajuca sredstva za CiScenje. Neke informacije o tipovima
sredstava za CiSCenje su date u tabeli 3.5. Izbor sredstva za CiS¢enje nije odreden samo
tipom nedisto¢a, ve¢ i kompatibilnos¢u membrane sa odabranim sredstvom na datoj
temperaturi CiSCenja. Mnoga sredstva za cCiS¢enje imaju privremeni negativni uticaj na
zadrzavanje odredene komponente napojne smeSe od strane membrane, osim trazenog
efekta povecanja fluksa permeata. Smanjeno zadrZzavanje moZe se pripisati bubrenju
membrane tokom kontakta sa sredstvom za €iS¢éenje; bubrenje polisulfonskih membrana je
objavljeno prilikom koris¢enja Ultrasil-10 sredstva za Cis¢enje (Jonsson i Johansen, 1989).
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Tabela 3.5. Primeri sredstava za €iS¢enje membrana i njihova primena (Williams i
Wakeman, 2002)

Sredstvo za CiS¢enje Tipicne necistoce
Mineralne kiseline, natrijum heksametafosfat, poliakrilati,
etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA - Precipitati soli, mineralni skalanti
Ethylenediaminetetraacetic acid)
Sredstva na bazi natrijum hidroksida, sa ili bez hipohlorita Rastvorljive masti, proteini
. . : . Koriste se u specifi¢nim slu¢ajevima
Enzimska sredstva na bazi proteaza, amilaza i glukanaza . S :
pri odgovarajucoj vrednosti pH

3.6.4. IZDVAJANJE BIOMASE BAKTERIJA RODA Bacillus PRIMENOM
MIKROFILTRACIJE

Nagata i sar. (1989) su ispitivali mikrofiltraciju mikroorganizma Bacillus polymyxa ATCC
12321 kultivisanog na hranljivoj podlozi koja je sadrzala pepton i mineralne soli primenom
keramicke membrane (pre€nika pora 0,2 um) i polipropilenske membrane (pre¢nika pora 0,8
Mm) pri malim vrednostima protoka napojne smese (Re < 4000), kao i primenom membrane
od nerdajuéeg Celika (pre¢nika pora 0,2 um) pri velikim vrednostima protoka napojne smese
(Re > 2-10%. U zavisnosti od Rejnoldsovog broja, smanjenje vrednosti fluksa permeata
iznosilo je 54,6-67,5% za kerami¢ku membranu i 66,2-80,5% za polipropilensku membranu,
dok je za membranu od nerdajuceg cCelika pri vrednosti Rejnoldsovog broja od 25000
smanjenje fluksa permeata iznosilo 73,3%.

Tanaka i sar. (1994) su ispitivali mikrofiltraciju suspenzija Celija mikroorganizama Bacillus
subtilis IFO 3009, Bacillus brevis IFO 3321 i Bacillus cereus IFO 13494 u fizioloSkom
rastvoru, pri ¢emu su ovi mikroorganizmi prethodno kultivisani primenom hranljive podloge
koja je sadrzala ekstrakt kvasca, pepton, NaCl i glukozu, a biomasa mikroorganizama je od
ostatka kultivacione te€nosti odvojena centrifugiranjem. Unakrsna mikrofiltracija je izvedena
primenom celuloza-acetatne mebrane sa prosecnim dimenzijama precnika pora od 0,45 um.
Pod definisanim ekspeimentalnim uslovima i pri koncentraciji éelija od 5 kg/m® vrednosti
fluksa permeata nakon 15 minuta procesa mikrofiltracije iznosile su 8-10° m/s, 0.5-10° m/s i
1-10° m/s za Bacillus subtilis IFO 3009, Bacillus brevis IFO 3321 i Bacillus cereus IFO
13494, redom. Promena operativnih uslova prilikom mikrofiltracije suspenzije koja sadrzi
Celije Bacillus subtilis IFO 3009, odnosno primenom 3est puta vece vrednosti protoka
napojne smede i Cetiri puta veCe vrednosti transmembranskog pritiska, dovela je do
povecanja vrednosti fluksa permeata za 32% i 19%, redom, ukazuju¢i na veci uticaj
povecanja protoka napojne smeSe na fluks permeata u poredenju sa uticajem povecéanja
transmembranskog pritiska. Sa druge strane, primena suspenzije sa deset puta veéom
koncentracijom celija dovela je smanjenja vrednosti fluksa permeata za 70%.

Tanaka i sar. (1996) su istrazivali uticaj povratnog ispiranja, odnosno primene periodi¢nog
povratnog toka permeata (1,2 ml tokom 5 s) na fluks permeata tokom mikrofiltracije
kultivacione teCnosti mikroorganizma Bacillus subtilis IFO 3009, pri ¢emu je koncentracija
¢elija iznosila 9-10 kg/m®. U ovom sitraZivanju koriéena je ista membrana i hranljiva
podloga kao i u istrazivanju koje su sproveli Tanaka i sar. (1994). Rezultati su pokazali da
duzina perioda izmedu povratnih ispiranja ima znacajan uticaj na vrednost fluksa permeata
nakon 15 minuta mikrofiltracije. Produzenje vremena izmedu povratnih ispiranja na 20 s, 50
s i 230 s dovela je do povecéanja vrednosti fluksa permeata za 280%, 360% i 140%, redom,
ukazujucéi na ograni¢en uticaj ovog parametra na povecanje vrednosti fluksa permeata.

Guerra i sar. (1997) su filtrirali pasterizovano obrano mleko sa ciliem uklanjanja spora
mikroorganizma Bacillus cereus NRRL 569 primenom keramiCke membrane prosecnog
preCnika pora od 1 ym. IstrazivaCi su primenili tehniku povratnog Sok ispiranja: protok
permeata je pod pritiskom menjao smer tokom veoma kratkih vremenskih intervala (kracih
od 1 s) frekvencijom u opsegu 0.2-1 1/s, sa ciliem povecanja vrednosti fluksa permeata.
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Rezultati su pokazali da je primena ove tehnike dovela do povecanja vrednosti fluksa
permeata u stacionarnom stanju za 70%.

Aspelund i sar. (2008) su proucavali uticaj cik-cak statickog mesaca (duzZine 65 mm i Sirine
1,6 mm) koji je koris§éen kao promotor turbulencije i koji je bio postavijen unutar kanala
membrane kroz koji proti€e napojna smeSa tokom mikrofiltracije industrijske kultivacione
te€nosti mikroorganizma Bacillus subtilis, sa ciliem poredenja vrednosti fluksa permeata sa
vrednoS¢u koja se dobija primenom dead-end mikrofiltracije. Unakrsna mikrofiltracija je
izvedena primenom polietarsulfonske ravne membrane sa prose¢nim dimenzijama precCnika
oko od 0.2 pym i specifinom povrsinom od 140 cm?, dok je dead-end mikrofiltracija izvr$ena
primenom sistema za filtraciju sa membranom specifiéne povrsine 13.4 cm?. Primeceno je
znacajno povecanje vrednosti fluksa permeata tokom unakrsne mikrofiltracije u poredenju sa
dead-end mikrofiltracijom: 310% pri prividnoj brzini proticanja napojne smede od 1,75 m/s i
665% pri prividnoj brzini proticanja napojne smese od 2,4 m/s, ¢ime je potvrden znadajan
uticaj povecanja protoka napojne smese na povecanje fluksa permeata.

Blanpain-Avet i sar. (2009) su filtrirali spore mikroorganizma Bacillus cereus CUETM 98/4
suspendovane u fosfatnom puferu primenom tubularne kerami¢ke membrane sa jednim
kanalom i prose¢nim pre&nikom pora od 0,45 ym. Primenom iste membrane, Blanpain-Avet i
sar. (2011) su filtrirali suspenziju istog sastava i primetili zna¢ajne razlike u vrednostima
fluksa permeata u stacionarnom stanju pod razli€itim uslovima izvodenja procesa
mikrofiltracije.

Tomasula i sar. (2011) su filtrirali mleko sa ciliem uklanjanja spora mikroorganizma Bacillus
anthracis (Sterne). Takode su ispitivali uticaj preCnika pora membrane na fluks permeata
primenom dve membrane: multikanalne membrane sa 37 kanala (preé¢nik kanala 3 mm,
specifiéna povr§ina membrane 0.35 m?, duZina 1,020 m, preénik pora 0,8 pym) i multikanalne
membrane sa 19 kanala (preénik kanala 4 mm, specifiéna povr§ina membrane 0.24 m?,
duzina 1,020 m, pre¢nik pora 1,4 um). Veée vrednosti fluksa permeata u stacionarnom
stanju, pod definisanim operativnim uslovima mikrofiltracije, dobijene su primenom
membrane sa prec¢nikom pora od 0,8 um.

Mukhopadhyay i sar. (2011) su filtrirali komercijalno nepasterizovano te€no belance jajeta
inokulisano mikroorganizmom Bacillus anthracis primenom kerami¢ke membrane sa 19
kanala i tehnike povratnog pulsiranja za poboljSanje fluksa permeata. Povratno pulsiranje
podrazumeva obrnuti tok permeata u membranski modul sa ciliem pokretanja filtracione
pogaCe sa povrSine membrane i koris¢eno je svaki put kada je primeceno znacajno
opadanje vrednosti fluksa permeata. Osim toga, ispitani su i razli€iti tretmani belanca jajeta,
ukljuujuci promenu vrednosti pH (u opsegu 6-9) i zagrevanje u opsegu temperatura 25-
40°C. Vece vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijene su primenom vise
temperature (40°C) za predtretman napojne smese, kao i napojne smese €ija je vrednost pH
podeSena na 6.

Hwang i Wang (2012) su filtrirali suspenziju komercijalnog praha koji sadrzi celije
mikroorganizma Bacillus subtilis (koncentracije 6 g/l) i kultivacionu te¢nost dobijenu
kultivacijom istog mikroorganizma primenom hranljive podloge koja je sadrzala ekstrakt
kvasca, tripton i NaCl. Dead-end mikrofiltracija sa ciliem izdvajanja ¢elija i ekstracelularnih
polimera izvr§ena je primenom membrane napravljene od poliviniliden fluorida, sa prose¢nim
dimenzijama pre¢nika pora od 0,22 um. Cilj istrazivanja bio je utvrdivanje uticaja
transmembranskog pritiska na otpor proticanju tokom mikrofiltracije. Nakon toga, Hwang i
Tsai (2014) su ispitivali uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne
smeSe tokom unakrsne filtracije kultivacione tecCnosti istog mikroorganizma dobijene
primenom hranljive podloge Ciji je sastav definisan u prethodno navedenom istraZivanju, kao
i iste membrane za mikrofiltraciju. Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da povecanje
vrednosti transmembranskog pritiska sa 20 kPa na 120 kPa rezultuje poveéanjem vrednosti
fluksa permeata od 40%. Sa druge strane, povecanje prividne brzine proticanja napojne
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smeSe sa 0,1 m/s na 0,3 m/s rezultovalo je povec¢anjem vrednosti fluksa permeata za 110%,
¢ime su jo$ jednom potvrdeni rezultati istrazivanja koje su sproveli Tanaka i sar. (1994).

Chang i Lee (2012) su ispitivali uticaj materijala membrane na proces mikrofiltracije
mikroorganizma Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 130-1 (Btk 130-1). Membrane su bile
napravljene od celuloze, celuloza acetata i polietarsulfona, sa prose¢nim precnicima pora od
1,0 ym, 0,8 um i 0,45 uym. Posdto je primena membrane od celuloza acetata rezultovala
najve¢om vrednoSéu fluksa permeata u stacionarnom stanju, ova membrana je dalje
koris¢ena sa ciliem istrazivanja procesa mikrofiltracije pod razli€itim operativnim uslovima,
pri ¢emu su najvecCe vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijene primenom
membrane sa prosecnim pre¢nikom pora od 0,8 um.

Bechervaise i sar. (2016) su filtrirali spore mikroorganizma Bacillus mycoides suspendovane
u rastvoru koji sadrzi 15% (w/v) gum arabike primenom tubularne keramicke sa prosecnim
pre¢nikom pora od 0,8 ym. Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da je tokom deset ciklusa
prljanja i ¢iS¢enja membrane relativno smanjenje vrednosti fluksa permeata bilo u opsegu
94-99%.

Marzban i sar. (2016) su primenjivali membrane napravljene od celuloza acetata (sa
prose¢nim pre¢nikom pora od 0,22 um) i poliviniliden fluorida (sa istom vrednoS¢u
prosecnok precnika pora) prilikom unakrsne mikrofiltracije komercijalne kultivacione te¢nosti
mikroorganizma Bacillus thuringiensis pod razli¢itim uslovima u pogledu vrednosti
transmembranskog pritiska i protoka napojne smese. NajveCe vrednosti fluksa permeata
nakon 20 minuta mikrofiltracije dobijene su pri vrednostima transmembranskog pritiska od
2,07 bar i protoka napojne smeSe od 120 I/h, pri €emu su bolji rezultati postignuti primenom
membrane napravljene od poliviniliden fluorida.
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4 MATERIJAL | METODE

4.1. MIKROORGANIZMI
4.1.1. SKRINING POTENCIJALNIH PROIZVODNIH MIKROORGANIZAMA

Potencijalni proizvodni mikroorganizmi za suzbijanje fitopatogenih izolata roda Xanthomonas
ispitani u ovom delu istrazivanja bili su: Bacillus subtilis ATCC 6633 (M 1), Bacillus cereus
ATCC 10876 (M 2), tri izolata roda Bacillus izolovana iz mladog sira (M 3, M 4, M 5),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (M 6), Pseudomonas aeruginosa soj izolovan iz
vode (M 7), Pseudomonas putida izolovan iz okruzenja (M 8), tri izolata roda Lactobacillus
izolovana iz okruzenja (M 9, M 10, M 11), Streptomyces hygroscopicus soj izolovan iz
zemljidta (M 12), Saccharomyces cerevisiae (M 13) i Trichoderma reesei QM 9414 (M 14).

4.1.2. PROIZVODNI MIKRORGANIZAM

Kao proizvodni mikroorganizam u eksperimentalnom delu ove doktorske disertacije, izuzev
faze skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama, korid¢éen je izolat Bacillus sp.,
izolovan iz mladog sira. Molekularna identifikacija ovog mikroorganizma pokazala je da u
pitanju vrsta Bacillus velezensis.

Prvi korak u molekularnoj identifikaciji proizvodnog mikroorganizma predstavlja izolaciju
genomske DNK iz celije proizvodnog mikroorganizma. Proizvodni mikroorganizam je
kultivisan na temperaturi 30°C tokom 96 h uz eksterno meSanje (150 o/min) i spontanu
aeraciju primenom te¢ne sinteticke hranljive podloge tripton soja bujon (20 ml, Difco, Detroit,
Migigen, SAD). Celije proizvodnog mikroorganizma su odvojene od teénog dela kultivacione
te€nosti primenom centrifugiranja (5000 o/min, 15 min), nakon ¢ega su resuspendovane u
10 ml rastvora za liziranje, koji se sastoji od 0,3 M saharoze, 25 mM EDTA i 25 mM Tris-HCI
vrednosti pH 7,5, i koji sadrzi 2 U RNaze A, u sterilnoj Falkon tubi zapremine 50 ml (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, Nju Dzerzi, SAD). Suspenziji bakterijskih ¢elija je dodato 10 mg
lizozima (do postizanja koncentracije lizozima 1 mg/ml), nakon ¢ega je vrSena inkubacija na
temperaturi 37°C tokom 30 min. Nakon toga je dodat 1 ml natrijum dodecil sulfata (SDS —
Sodium Dodecyl Sulphate, 10% (w/v)) i 5 mg proteinaze K (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri,
SAD) uz dalju inkubaciju na 55°C tokom 1,5 h uz povremeno okretanje epruvete sa
uzorkom. Nakon dodatka 3,6 ml rastvora NaCl (5 M) i 15 ml hloroforma, uzorak je inkubiran
tokom 20 min na temperaturi 25°C uz Ceste inverzije. Posle me3anja, izvrSeno je
centrifugiranje uzorka (5000 o/min, 15 min), a gornja te¢na faza koja sadrzi DNK je preneta
u Cistu tubu. Precipitacija DNK je izvrSena dodatkom jednake zapremine izopropanola
zapremini prenete te€ne faze, nakon ¢ega je precipitirana DNK namotana na vrh zatopljene
Pasterove pipete i prebacena u tubu za mikrocentrifugu (Eppendorf, Hamburg, Nemacka).
Nakon toga je DNK isprana primenom 1 ml rastvora etanola (70% v/v). Posle suSenja na
vazduhu i uklanjanja etanola, DNK je resuspendovana u minimalnoj zapremini pufera koji
sadrzi 10 mM Tris-HCI, vrednosti pH 7,4, i 10 mM EDTA, koji je prethodno zagrejan na
temperaturu 60°C (Nikodinovic i sar., 2003).

Nakon izolacije genomske DNK, ista je iskoriS¢ena za amplifikaciju sekvence gena za 16S
rRNK primenom univerzalnih bakterijskih prajmera 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
i 1492r (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Reysenbach i sar., 1994). PCR (Polymerase
Chain Reaction — lan€ana reakcija polimeraze) amplifikacija je izvrSena primenom uredaja
2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Masacusets,
SAD) i komercijalnog kita FASTA Gene TAQ PCR kit (New England Biolabs, Ipswich,
MasacCusets, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Produkti PCR reakcije su preciséeni
primenom komercijalnog kita QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Nemacka).
Sekvenciranje je izvrSeno primenom komercijalnog kita BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Masacusets, SAD)
i uredaja 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MasacCusets, SAD). Sekvenca gena za 16s rRNA je prekloplijena primenom Lasergene
SegMan Pro softvera (DNASTAR, Madison, Viskonsin, SAD) i identifikovana primenom
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programa preko NCBI servera (National Center
for Biotechnology Information) (Altschul i sar., 1997). Dobijena sekvenca je koriS¢ena za
pronalazenje sli¢nih sekvenci u Gen Bank bazi podataka
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Na osnovu BLAST analize, sekvence najsli¢nije
dobijenoj sekvenci su odabrane za kreiranje filogenetskog stabla primenom softvera MEGA
7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Penn State University, State College,
Pensilvanija, SAD) (Kumar i sar., 2016). Prilikom konstrukcije filogenetskog stabla koriSéena
je Maximum Likelihood metoda sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja. Osim toga, za
konstrukciju filogenetskog stabla uzeta je i sekvenca 16s rRNK Streptomyces coelicolor NR
112305.1 kao outgroup mikroorganizma.

4.1.3. TEST MIKROORGANIZMI

U okviru faza istrazivanja koje su se odnosile na skrining potencijalnih proizvodnih
mikroorganizama i odabir optimalnog izvora uglijenika i organskog izvora azota za
proizvodnju biokontrolnih agenasa kao test mikroorganizmi koriSéeni su sledeci fitopatogeni
izolati: Xanthomonas campestris sojevi (kupus, xp 3-1, xp 7-2, 12-2, Mn 7-2) izolovani sa
kupusa, Xanthomonas campestris soj izolovan sa kelja, Xanthomonas campestris soj
izolovan sa karfiola, i Xanthomonas euvesicatoria sojevi (PAP LIST 1, PAP LIST 2, PAP
LIST 3, PAP LIST 4, PAP LIST 5) izolovani sa lista paprike. Xanthomonas euvesicatoria
sojevi identifikovani su primenom metode lanCane reakcije polimeraze (PCR) sa ciljem
sekvenciranja gena za 16S rRNA (Grahovac i sar., 2016).

U ostalim fazama istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije, izuzev testiranja
antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih agenasa in planta, kao test
mikroorganizmi koriS¢eni su sledeci fitopatogeni izolati: Xanthomonas campestris Mn 7-2,
izolovan sa kupusa, i dva soja izolovana sa lista paprike, Xanthomonas euvesicatoria PAP
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2.

Uzimajuéi u obzir da je testiranje antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih agenasa
in planta vr§eno na sadnicama paprike, kao test mikroorganizmi u ovoj eksperimentalnoj fazi
koris¢eni su fitopatogeni izolati izolovani sa lista paprike: Xanthomonas euvesicatoria PAP
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2.

Prilikom ispitivanja Sireg spektra antimikrobnog delovanja odabranog proizvodnog
mikroorganizma, kao test mikroorganizmi koriS¢eni su sledeci fitopatogeni: tri izolata vrste
Fusarium avenaceum (TAB12, KA13, JGS3?) i jedan izolat vrste Fusarium graminearum
(TAB10?), kao i tri izolata vrste Colletotrichum acutatum (314, 107 i KA 7), koji su deo trajne
kolekcije mikrobioloSkih kultura Laboratorije za detekciju patogena StetoCina i korova na
Poljopriviednom fakultetu u Novom Sadu. lzolati su poreklom iz plodova jabuke koji su
uzorkovani u periodu od 2012. do 2016. godine na teritoriji AP Vojvodine.

4.1.4. CUVANJE MIKROORGANIZAMA

Potencijalni proizvodni mikroorganizmi (poglavlje 4.1.1.) €uvaju se na polu¢vrstim hranljivim
podlogama odgovaraju¢eg sastava (tabele 4.2., 4.3., 4.4.), koje sadrze 20 g/l agara, na
temperaturi 4°C u zbirci kultura Laboratorije za biohemijsko inZenjerstvo TehnoloSkog
fakulteta Novi Sad.

Proizvodni mikroorganizam Bacillus velezensis Cuva se na polucvrstoj sintetickoj podlozi
hranljivi agar (HiMedia, Nashik, Indija), na temperaturi 4°C u zbirci kultura Laboratorije za
biohemijsko inZenjerstvo TehnoloSkog fakulteta Novi Sad.
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Test mikroorganizmi koji pripadaju rodu Xanthomonas Cuvaju se na poluévrstoj hranljivoj
podlozi YMA (Yeast Maltose Agar, tabela 4.1.), na temperaturi 4°C u zbirci kultura
Laboratorije za biohemijsko inZenjerstvo Tehnoloskog fakulteta Novi Sad.

Tabela 4.1. Sastav hranljive podloge YMA

Komponenta Koli€ina (g/l)
glukoza 15
ekstrakt kvasca 3
Maltex® 3
pepton 5
agar 20

destilovana voda ostatak do 1 |

pH 7,0£0,2 (podeSavanje primenom 1 M H,SO, i 1 M NaOH)

Test mikroorganizmi koji pripadaju rodovima Fusarium i Colletotrichum &uvaju se na
polucvrstoj sintetickog podlozi SMA (Sabouraud Maltose Agar, HiMedia, Nashik, Indija), na
temperaturi 4°C u zbirci kultura Laboratorije za detekciju patogena Steto€ina i korova na
Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu.

4.1.5. OSVEZAVANJE MIKROORGANIZAMA

Potencijalni proizvodni mikroorganizmi osvezeni su presejavanjem na poluévrste hranljive
podloge odgovarajuceg sastava (tabele 4.2., 4.3., 4.4.), koje su sadrzale 20 g/l agara, i
inkubacijom na temperaturi 28°C u toku 48 h, izuzev izolata roda Pseudomonas, koji su
inkubirani na temperaturi 37°C.

Proizvodni mikroorganizam Bacillus velezensis osvezen je presejavanjem na poluévrstu
sintetiCku podlogu hranljivi agar (HiMedia, Nashik, Indija) i inkubacijom na 28°C u toku 48 h.

Radne kulture test mikroorganizama roda Xanthomonas pripremljene su presejavanjem
fitopatogenih izolata na poluévrstu hranljivu podlogu YMA (tabela 4.1.) i inkubacijom na
temperaturi 26°C tokom 48 h.

Radne kulture test mikroorganizama rodova Fusarium i Colletotrichum pripremljene su
presejavanjem fitopatogenih izolata na poluévrstu hranljivu podlogu PDA (Potato Dextrose
Agar — krompir dekstrozni agar), koja sadrzi 4 g/l ekstrakta krompira, 20 g/l dekstroze i 20 g/l
agara, i inkubacijom na temperaturi 25°C, u mraku, tokom sedam dana.

4.2. HRANLJIVE PODLOGE

U zavisnosti od faze eksperimentalnog istraZzivanja, u okviru ove doktorske disertacije
koriS¢ene su razliite hranljive podloge (polu€vrste i te€ne, sintetiCke i polusinteticke)
odgovarajuéeg sastava. Vrednost pH polusintetiCkih podloga podeSavana je okviru zadatih
vrednosti primenom odgovarajuéih kiselina i baza. Kod poludvrstih polusinteti¢kih podloga
vrednost pH podeSavana je pre dodatka agara i njegovog rastvaranja kuvanjem na
temperaturi 100°C u toku 35 min, nakon ¢ega sledi sterilizacija hranljive podloge, dok je kod
te€nih polusintetickih podloga vrednost pH podeSavana neposredno pre sterilizacije.
Sterilizacija svih hranljivih podloga vrdena je autoklaviranjem na temperaturi 121°C i pritisku
2,1 bar u toku 20 min.
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4.2.1. HRANLJIVE PODLOGE ZA PRIPREMU INOKULUMA

U svim eksperimentalnim fazama u okviru ove doktorske disertacije za pripremu inokuluma
koris¢ena je te€na sinteticka hranljiva podloga — hranljivi bujon (HiMedia, Nashik, Indija).

4.2.2. HRANLJIVE PODLOGE ZA KULTIVACIJU

42.2.1.

Eksperimentalna

faza

mikroorganizama

skrininga

potencijalnih

proizvodnih

Za kultivaciju potencijalnih proizvodnih mikroorganizama koriS8¢ene su teCne hranljive
podloge prikazane u tabelama 4.2., 4.3. i 4.4.

Tabela 4.2. Hranljive podloge kori§¢éene za kultivaciju u fazi skrininga potencijalnih

proizvodnih mikroorganizama
Rod Izolati Tip hranljive podloge Hranljiva podloga
Bacillus M1, M2 M3, M4, M5 sinteticka hranljivi bujon (HiMedia,
Nashik, Indija)
Pseudomonas M6,M7,M8 sintetiCka hranijivi bWO” (H_|Med|a,
Nashik, Indija)
MRS (de Man, Rogosa and
Lactobacillus M9, M10,M 11 sinteticka Sharpe) bujon (HiMedia,
Nashik, Indija)
Trichoderma SM (Sabouraud maltose)
. M 14 sintetiCka bujon (HiMedia, Nashik,
reesei -
Indija)
Streptomyces . .
hygroscopicus M 12 polusinteti¢ka Tabela 4.3.
Saccharomyces sy
cerevisiae M 13 polusintetiCka Tabela 4.4.

Tabela 4.3. Sastav polusinteti¢ke te€ne hranljive podloge za kultivaciju izolata Streptomyces
hygroscopicus (M 12)

Komponenta Koli€ina (g/l)
glukoza 5
obezmaséeno sojino brasno 10
(NH4),HPO, 0,5
K,HPO, 1
CaCOg; 3
NacCl 3
MgSO, 0,5
destilovana voda ostatak do 1 |
pH 7,210,1 (podeSavanje primenom 1 M H,SO, i1 M NaOH)

Tabela 4.4. Sastav polusinteticke te¢ne hranljive podloge za kultivaciju izolata
Saccharomyces cerevisiae (M 13)

Komponenta Koli€ina (g/l)
glukoza 2
Maltex® 14
pepton 0,1
¢esmenska voda ostatak do 1 |
pH 7,0£0,2 (podeSavanje primenom 1 M H,SO, i1 M NaOH)
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4.2.2.2. Eksperimentalna faza odabira optimalnog izvora ugljenika i
organskog izvora azota za proizvodnju biokontrolnih agenasa

Kultivacija proizvodnog mikroorganizma u ovoj fazi istrazivanja vrSena je primenom tec¢nih
polusintetiCkih hranljivih podloga, koje su sadrzale razliCite kombinacije izvora ugljenika
(glukoza, saharoza, laktoza, skrob i glicerol) i organskog izvora azota (ekstrakt kvasca,
pepton, sojino brasno, L-glutaminska kiselina i urea). Sastav te¢nih polusintetic¢kih hranljivih
podloga koris¢enih za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma dat je u tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Sastav hranljivin podloga za kultivaciju u fazi odabira optimalnog izvora ugljenika
i organskog izvora azota za proizvodnju biokontrolnih agenasa

Komponenta Koli€ina (g/l)
izvor ugljenika 15
organski izvor azota 3
(NH4),SO4 15
KoHPO, 3
MgSO0,-7H,0 0,3
destilovana voda ostatak do 11|
pH 7,0+0,2 (podeSavanje primenom 1 M H,SO, i 1 M NaOH)

4.2.2.3. Eksperimentalna faza modelovanja i optimizacije sastava hranljive
podloge na bazi komercijalnog i sirovog glicerola

Za dobijanje eksperimentalnih podataka potrebnih za modelovanje i optimizaciju sastava
hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola glicerola za kultivaciju
proizvodnog mikroorganizma primenjen je Boks-Benkenov (Box-Behnken) redukovani
eksperimentalni dizajn sa 4 nezavisne promenljive varirane na 3 nivoa i sa 3 ponavljanja u
centralnoj tacki. Nezavisne promenljive i njihove varirane vrednosti bile su: inicijalna
koncentracija glicerola (10-35-60 g/l), inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca (0-2,5-5 g/l),
inicijalna koncentracija (NH,4),SO, (0-1,5-3 g/l) i inicijalna koncentracija K,HPO, (1-5,5-10 g/l)
(tabela 4.6.). Prema definisanom eskperimentalnom planu pripremliene su teCne
polusinteticke hranljive podloge koje su koriS¢ene za kultivaciju proizvodnog
mikroorganizma. Osim komponenata navedenih u eksperimentalnom planu, svaka hranljiva
podloga sadrzala je i 0,3 g/l MgSQO,-7H,0.

Sirovi glicerol koriS¢en u eksperimentima iz okvira ove doktorske disertacije dobijen je iz
proizvodnje biodizela, gde su kao sirovine koriS¢eni otpadna ulja i masti, od kompanije
BIODIZEL CO d.o.o. (Beograd, Srbija). Takode, prilikom pripreme hranljivih podloga uzeto je
u obzir da sirovi glicerol sadrzi 60% (w/w) glicerola (tabela 5.10., poglavlje 5.6.), dok ostatak
¢ine nedisto¢e, stoga su hranljive podloge pripremljene tako da finalna koncentracija
glicerola u hranljivim podlogama odgovara zadatim vrednostima iz eksperimentalnog plana.
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Tabela 4.6. Eksperimentalni plan u fazi modelovanja i optimizacije sastava hranljivih podloga
na bazi komercijalnog i sirovog glicerola za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma:
nezavisne promenljive i njihovi nivoi

eli%i?i'rﬁ;ﬂta Glicerol (g/l) | Ekstraktkvasca (gfl) | (NH..SOs(a) | K,HPO, (g/l)
1 10 0 15 55
2 60 0 15 55
3 10 5 15 55
4 60 5 15 55
5 35 25 0 1
6 35 25 3 1
7 35 25 0 10
8 35 25 3 10
9 10 25 15 1
10 60 25 15 1
11 10 25 15 10
12 60 25 15 10
13 35 0 0 55
14 35 5 0 55
15 35 0 3 55
16 35 5 3 55
17 10 25 0 55
18 60 25 0 55
19 10 25 3 55
20 60 25 3 55
21 35 0 15 1
22 35 5 15 1
23 35 0 15 10
22 35 5 15 10
25 35 25 15 55
26 35 25 15 55
27 35 25 15 55
28 10 0 15 55
29 60 0 15 55
30 10 5 15 55

pH 7,0+0,2 (podeSavanje primenom 1 M H,SO, i 1 M NaOH)
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4.2.2.4. Eksperimentalna faza validacije optimizovanog sastava hranljive
podloge na bazi komercijalnog glicerola

U ovoj fazi istrazivanja za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama i
laboratorijskom bioreaktoru koriséena je hranljiva podloga prethodno optimizovanog sastava
(poglavlje 5.4.2.) na bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.).

Tabela 4.7. Optimizovan sastav hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola

Komponenta Koli€ina (g/l)
Komercijalni glicerol 10,00
Ekstrakt kvasca 2,83
(NH4),S0O4 3,00
K;HPO, 1,07
MgS0,-7H,0 0,30

destilovana voda

ostatak do 1|

pH 7,0+0,2 (podesSavanje primenom 1 M H,SO, i 1 M NaOH)

4.2.2.5. Eksperimentalna faza validacije optimizovanog sastava hranljive
podloge na bazi sirovog glicerola

U ovoj fazi istrazivanja za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama i
laboratorijskom bioreaktoru koriséena je hranljiva podloga prethodno optimizovanog sastava
(poglavlje 5.6.2.) na bazi sirovog glicerola (tabela 4.8.).

Tabela 4.8. Optimizovan sastav hranljive podloge na bazi sirovog glicerola

Komponenta Kolic¢ina (g/1)
Glicerol 10,00
KoHPO, 4,66
MgSO,-7H,0 0,30
destilovana voda ostatak do 1|
pH 7,0+0,2 (podeSavanje primenom 1 M H,SO, i 1 M NaOH)

4.2.2.6. Eksperimentalna faza mikrofiltracije kultivacione tec¢nosti
proizvodnog mikroorganizma

Za pripremu kultivacione te¢nosti koja je koriS¢ena u toku procesa mikrofiltracije koris¢ena je
hranljiva podloga optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.).

4.2.2.7. Eksperimentalna faza testiranja antimikrobne  aktivnosti
kultivacione teénosti in vitro

U fazi testiranja antimikrobne aktivnosti in vitro za pripremu suspenzija test mikroorganizama
koriS¢en je sterilan fizoloski rastvor (0,9% (w/v) NaCl u destilovanoj vodi).

Za testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacionih teCnosti in vitro koriS¢ena je
poluévrsta hranljiva podloga optimalnog sastava za podsticanje rasta fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas — YMA (tabela 4.1.).
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4.2.2.8. Eksperimentalna faza testiranja antimikrobne  aktivnosti
kultivacione te¢nosti in planta

Za pripremu kultivacione te€nosti koja je koriS¢ena za testiranje antimikrobne aktivnosti in
planta korid¢ene su hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola
(tabela 4.7.) i sirovog glicerola (tabela 4.8.).

U fazi testiranja antimikrobne aktivnosti in planta za pripremu suspenzija test
mikroorganizama koridc¢en je sterilan fizolo3ki rastvor (0,9% (w/w) NaCl u destilovanoj vodi).

4.2.2.9. Eksperimentalna faza ispitivanja Sireg spektra antimikrobnog
delovanja proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis

Tokom faze ispitivanja Sireg spektra antimikrobnog delovanja za pripremu kultivacione
te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koris§éena je hranljiva podloga
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.).

U eksperimentalnoj fazi in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti kultivacione tecnosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koriS¢ena je polu€vrsta hranljiva podloga
PDA (Potato Dextrose Agar) (poglavlje 4.1.5.).

4.3. PRIPREMA INOKULUMA | INOKULACIJA

U svim eksperimentalnim faza u okviru ove doktorske disertacije u kojima je kao proizvodni
mikroorganizam koris¢en Bacillus velezensis inokulum je pripremljen na isti nacin. Priprema
inokuluma sastojala se iz dve faze. Prva faza podrazumevala je prenoSenje biomase
prethodno osvezZenog proizvodnog mikroorganizma u erlenmajer zapremine 100 ml koji je
sadrzao te¢nu hranljivu podlogu (hranljivi bujon, 50 ml) i inkubaciju na temperaturi 28°C na
laboratorijskoj tresilici (KS 4000i control, IKA® Werke, Staufen, Nemacka) uz eksterno
mesanje (150 o/min) i spontanu aeraciju tokom 24 h. Druga faza podrazumevala je
prenoSenje inokuluma iz prve faze u erlenmajer zapremine 500 ml koji je sadrzao 150 ml
te¢ne hranljive podloge (hranljivi bujon) i inkubaciju pod identi¢nim uslovima kao u prvoj fazi.
Inokulacija hranljivin podloga za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis
izvrSena je dodavanjem 10% (v/v) inokuluma u odnosu na zapreminu hranljive podloge u
fazi kultivacije.

Inokulacija hranljivih podloga za kultivaciju potencijalnih proizvodnih mikroorganizama u fazi
skrininga izvrSena je direktnim prenoSenjem biomase prethodno osvezenih mikroorganizama
u erlenmajere sa pripremljenim hranljivim podlogama za kultivaciju.

4.4. PROCESNI USLOVI

U razli¢itim fazama istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije kultivacije potencijalnih
proizvodnih mikroorganizama (u fazi skrininga) i proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis vrSene su u razliCitim razmerama i pod razli€itim procesnim uslovima, koji su
sumirani u tabeli 4.9.
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Tabela 4.9. Procesni uslovi tokom kultivacije mikroorganizama u razli¢itim fazama

istraZivanja
Tip mesanja Tip aeracije . Razmera
- . Trajanje .
. - . Temperatura Brzina Brzina . Zapremina
Faza istrazivanja o — i bioprocesa .
(°C) mesanja aeracije h) hranljive
(o/min) (vvm) podloge (ml)
oiakr:g'lgﬁlih Eksterno Erlenmajer
potencian 30 Spontana 96 tikvica
proizvodnih 150 50
mikroorganizama
Odabir optimalnog Erlenmaier
izvora ugljenika i Eksterno =nmaj
. 28 Spontana 96 tikivca
organskog izvora 150 50
azota
Modelovanje i
optimizacija Erlenmajer
sastava hranljivih Eksterno o
. 28 Spontana 96 tikvica
podloga na bazi 150 50
komercijalnog i
sirovog glicerola
Validacija
optimizovanog
it Eksterno Interna Vulfove boce
sastava hranljivih 28 150 0.75 96 1300
podloga — Vulfove
boce
Validacija
optlmlzovangg Laboratorijski
sastava hranljivih 28 Interno Interna 9% bioreaktor
podloga — 250 1 2000
laboratorijski
bioreaktor
Priprema
kultivacione o8 Eksterno Interna 9% Vulfove boce
teCnosti za proces 150 0,75 1300
mikrofiltracije
Priprema
kulvtlvac[one Laboratorijski
teCnosti za Interno Interna X
oo 28 96 bioreaktor
testiranje 250 1 2000
antimikrobne
aktivnosti in planta
Priprema
kultivacione
teCnosti za Interno Interna Laboratorijski
ispitivanje Sireg 28 250 1 96 bioreaktor
spektra 2000
antimikrobnog
delovanja

Prilikom kultivacije u Erlenmajer tikvicama, zapremina tikvice u kojoj se vrsi kultivacija bila je
tri puta veca u odnosu na zapreminu hranljive podloge primenjene za kultivaciju. Kultivacije
u Erlenmajer tikvicama izvedene su uz eksterno me$anje na laboratorijskoj tresilici (KS
4000i control, IKA® Werke, Staufen, Nemacka) i spontanu aeraciju.

Ukupna zapremina Vulfovih boca koje su koris¢ene kao sudovi za kultivaciju iznosila je 2 |,
dok je zapremina hranljive podloge primenjene za kultivaciju iznosila 2/3 ukupne zapremine
Vulfove boce. Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama na svakih
12 sati uzimani su uzorci kultivacione teCnosti sa ciljem odredivanja sadrZaja biomase
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proizvodnog mikroorganizma, rezidualnih koncentracija nutrijenata (glicerola, ukupnog azota
i ukupnog fosfora) i testiranja antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas.

U fazi pripreme kultivacione te€nosti za proces mikrofiltracije, zbog potrebe za velikom
zapreminom kultivacione tec¢nosti, kultivacija je vrSena u istovremeno u Cetiri Vulfove boce,
nakon Cega su dobijene kultivacione te¢nosti spojene u napojnu smesu koja je koriS¢ena u
procesu mikrofiltracije.

Kultivacija proizvodnog mikroorganizma takode je vrSena u laboratorijskom bioreaktoru
ukupne zapremine 3 | (Biostat® Aplus, Sartorius AG, Gottingen, Nemacka), pri ¢emu je
zapremina hranljive podloge primenjene za kultivaciju iznosila 2/3 u odnosu na ukupnu
zapreminu bioreaktora. Interno mesanje kultivacione te¢nosti vrSeno je pomoc¢u mesalice sa
dve paralelno postavljene Rustonove turbine, u staklenom sudu bez odbojnika, dok je
aeracija vrSena vazduhom sterilisanim pomocu filtera zadatom brzinom izrazeno u
jedinicama vvm (volume of air/volume of liquid/min — zapremina vazduha/zapremina
te€nosti/min). Odnos pre¢nika meSaca i pre¢nika suda (d/Di) iznosi 0,38. U toku kultivacije
pra¢ena je vrednost pH kultivacione te€nosti pomoc¢u pH elektrode (Easyferm plus K8 200,
Hamilton, Gréfelfing, Nemacka). Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u
laboratorijskom bioreaktoru na svakih 12 sati uzimani su uzorci kultivacione teCnosti sa
ciliem odredivanja sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma, rezidualnih koncentracija
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) i testiranja antimikrobne aktivnosti
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas.

4.5. ANALITICKE METODE
4.5.1. ODREBPIVANJE SADRZAJA BIOMASE

Opticka gustina uzoraka kultivacionih te¢nosti i suspenzija test mikroorganizama odredena
je spektrofotometrijski merenjem apsorbance na talasnoj duzini 600 nm primenom
dvozracnog spektrofotometra (UV-1800 UV-Vis Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto,
Japan). Kao slepe probe za merenje opticke gustine uzoraka kultivacione te€nosti koriséene
su hranljive podloge primenjene tokom kultivacije, dok je kao slepa proba za merenje opticke
gustine suspenzija test mikroorganizama koriS¢en sterilan fizioloSki rastvor. Prilikom
eksperimenata testiranja antimikrobne aktivnosti in vitro i in planta suspenzije test
mikroorganizama napravljene su tako da vrednost opti¢ke gustine suspenzija iznosi 0,3.

Sadrzaj suve materije biomase proizvodnog mikroorganizma iz uzoraka kultivacionih
teCnosti odreden je modifikovanom gravimetrijskom metodom. Nakon centrifugiranja 20 mi
uzorka (10000 o/min, 20 min; Rotina 380R, Hettich, Tuttlingen, Nemacka), talog biomase je
resuspendovan u 10 ml destilovane vode radi kvantitativhog prenoSenja na sahatno staklo,
nakon ¢ega je suSen na temperaturi 105°C do postizanja konstantne mase.

4.5.2. ODREDIVANJE REZIDUALNIH KONCENTRACIJA NUTRIJENATA

Rezidualni sadrzaji nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) odredeni su iz
supernatanta dobijenog centrifugiranjem 20 ml kultivacione te¢nosti (10000 o/min, 10 min;
Rotina 380R, Hettich, Tuttlingen, Nemacka).

Sadrzaj glicerola odreden je HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) instrumentalnom
metodom. Supernatanti kultivacione te¢nosti su pre analize propusteni kroz najlonske filtere
pre€nika pora 0,2 um (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka). HPLC uredaj (Dionex
UltiMate 3000 series, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MasacCusets, SAD) opremljen je
pumpom (HPG-3200SD/RS), autosemplerom (WPS-3000(T)SL) i refraktometrijskim
detektorom (ERC RefractoMax520, Riemerling, Nemacka). Primenjena je kolona ZORBAX
NH2 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym, Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka). Kao mobilna
faza koriS¢ena je smeSa acetonitrila i bidestilovane vode u odnosu 70:30 (v/v), a protok
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mobilne faze iznosio je 1 mil/min. Zapremina injektovanog uzorka iznosila je 10 ul, vreme
elucije uzorka bilo je podeSeno na 15 min, a temperatura kolone odrZzavana je na 30+1°C.

Sadrzaj ukupnog azota odreden je metodom po Kjeldalu (Kjeldahl) (Herlich, 1990).
Sadrzaj ukupnog fosfora odreden je spektrofotometrijskom metodom (Gales i sar., 1966).

4.5.3. TESTIRANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI IN VITRO

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti uzoraka vrseno je disk-difuzionom metodom (Bauer i sar.,
1966). Za testiranje antimikrobne aktivnosti disk-difuzionom metodom protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas korid¢eni su uzorci dobijenih kultivacionih te¢nosti, dok su u
eksperimentalnoj fazi skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama koriSceni i uzorci
filtrata kultivacione te¢nosti dobijenih nakon filtriranja kultivacionih teCnosti kroz filtere
preCnika pora 0,22 pm (Agilent Technologies, Waldbronn, Nemacka). Osim toga, u
eksperimentalnoj fazi skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama testirana je i
antimikrobna aktivnost komercijalnih antibiogram diskova sa streptomicinom (30 ug) (Torlak,
Beograd, Srbija) (K). U svim eksperimentima je kao negativna kontrola koriS¢ena sterilna
destilovana voda.

Suspenzije test mikroorganizama roda Xanthomonas koje su koriS¢ene za testiranje
antimikrobne aktivnosti pripremljene su suspendovanjem biomase prethodno osvezenih test
mikroorganizama u steriinom fiziolo§kom rastvoru do postizanja koncentracije ¢éelija 10°
CFU/ml. Otopljene i temperirane (50£1°C) hranljive podloge za testiranje antimikrobne
aktivnosti (YMA) zasejane su prenosSenjem po 1 ml suspenzija test mikroorganizama. Nakon
homogenizacije na vorteksu, zasejane hranljive podloge izlivene su u sterilnu Petri plo¢u. Po
ocvr8¢avanju hranljivih podloga, na svaku hranljivu podlogu postavljeno je po tri sterilna
papirna diska za testiranje antimikrobne aktivnosti (HiMedia, Nashik, Indija). Zapremina
uzorka za testiranje antimikrobne aktivnosti iznosila je 15 pl po jednom disku. Inkubacija je
vrSena tokom 72 h na temperaturi 26°C, nakon €ega je vrSeno merenje precnika dobijenih
zona inhibicije.

4.5.4. IDENTIFIKACIJA ANTIMIKROBNIH JEDINJENJA

Identifikacija antimikrobnih jedinjenja koja sintetiS8e proizvodni mikroorganizam Bacillus
velezensis izvr§ena je primenom supernatanta kultivacione te¢nosti dobijene kultivacijom
proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru (poglavlje 4.4) primenom
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola. Za analizu
supernatanta kultivacione te€nosti primenjena je visoko efikasna te¢na hromatografija
kuplovana sa masenom spektrometrijiom (HPLC-MS - High Pressure Ligiuid
Chromatography-Mass Spectrometry). HPLC sistem (Nexera, Shimadzu, Tokyo, Japan)
kuplovan je sa masenim spektrometrom (LCMS-8040, Shimadzu, Tokyo, Japan) sa izvorom
elekrosprej jonizacije (ESI — ElectroSpray lonization). Karakteristike HPLC kolone (XDB-
C18, Agilent, Santa Clara, Kalifornija, SAD) bile su sledec¢e: duzina 100 mm, unutrasnji
pre¢nik 4,6 mm, pre¢nik Cestica punjenja 3 yM. Analiza je vre$na pri temperaturi kolone od
40°C. Kao mobilna faza koris¢en je rastvor amonijum acetata (5 mmol/l) koji je sadrzao 0,1%
(v/v) mravlje kiseline (A) i metanol (B). Elucija sa linearnim gradijentom vrSena je na sledeci
nacin: A:B=90:10 tokom 1. minuta, povecavanje protoka faze B na 90% izmedu 1. i 7.
minuta, A:B=10:90 od 7. do 12. minuta, smanjivanje protoka faze B na 10% izmedu 12 13,5
minuta, A:B=90:10 do 16. minuta. Protok mobilne faze iznosio je 0,5 ml/min. Prilikom
detekcije koriSceni su i pozitivni i negativni mod jonizacije. TehniCki parametri merenja
primenom masenog spektrometra bili su sledeéi: napon sprej kapilare 3 kV, napon detektora
2,04 kV, napon komore pod atmosferskim pritiskom (interfejsa) 4,5 kV, temperatura
desolvacije 250°C, temperatura grejnog bloka 450°C, protok gasa koriS¢enog za
rasprsivanje 3 ml/min, protok gasa koris¢enog za susenje 15 ml/min. Signal u pogledu
vrednosti m/z je detektovan u vremenskim razmacima od 0,2 s.
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4.6. UNAPREDENJE PROCESA UNAKRSNE (CROSS-FLOW)
MIKROFILTRACIJE KULTIVACIONIH TECNOSTI
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA

Unapredenja procesa unakrsne mikrofiltracije u okviru istrazivanja obuhvaéenih ovom
doktorskom disertacijom podrazumevala su primenu razli€itih hidrodinamic¢kih metoda za
povecanje fluksa permeata — primenu statickog promotora turbulencije (Kenics statickog
mesdaca), uduvavanje vazduha u tok napojne smesSe i primenu kombinacije Kenics statickog
mes$aca i uduvavanja vazduha u tok napojne smesSe. Ispitan je uticaj razliCitih procesnih
parametara (protoka napojne smeSe, transmembranskog pritiska, prisustva/odsustva Kenics
statickog mesaca i protoka vazduha) na tok unakrsne mikrofiltracije kultivacionih teénosti
dobijenih  kultivacijom proizvodnog mikroorganizma primenom podloge na bazi
komercijalnog glicerola. U toku svih eksperimenata mikrofiltracije koriS¢ena je tubularna Pall
kerami¢ka membrana sa jednim kanalom (Pall Corporation, Port Washington, Njujork, SAD)
nominalnog preénika pora 200 nm, duzine 250 mm, unutradnjeg pre¢nika 7 mm, spoljasnjeg
pre¢nika 10 mm i specificne povrsine 0,00462 m?% Za sve eksperimente mikrofiltracije
koriS¢ena je aparatura prikazana na slici 4.1. Svi eksperimenti mikrofiltracije su izvedeni na
temperaturi 25°C.

ventil
A
®—
manometar
permeat
\
membranski
Y
modul
A
® vazduh
manometar —— Q-
merac protoka
A  /
\ I

. - peristalticka
napojna | , c— 7
smesa moe -

Slika 4.1. Sematski prikaz aparature koriéene za eksperimente mikrofiltracije
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Protok napojne smeSe iz rezervoara za napojnu smesu kroz membranski modul u kome je
smestena keramika membrana obezbeden je pomocéu peristalticke pumpe. Promena
protoka napojne smese vrSena je pomocu prekidaca na peristaltickoj pumpi. Takode, protok
napojne smese bio je unakrsan u odnosu na povrSinu membrane. Permeat se, nakon
prolaska kroz membranu, kontinualno sakuplja i odvodi iz membranskog modula. Nakon
prikupljanja definisane zapremine permeata sa ciljem merenja fluksa u menzuri, permeat se
vra¢a u sud sa napojnom smeSom radi obezbedivanja konstantnog sastava napojne smese.
Retentat se takode recirkuliSe u sud sa napojnom smeSom. Vrednosti pritiska pre i posle
membrane odcitavane su pomocu manometara, a srednja vrednost ove dve vrednosti
predstavlja transmembranski pritisak, koji se reguliSe otvaranjem i zatvaranjem ventila iza
membranskog modula. Protok vazduha je meren i regulisan pomocu elektronskog masenog
meraca i regulatora protoka (EL FLOW® F 201AV, Bronkhorst, Ruurlo, Holandija)).

Fluks stacionarnog stanja (Jp, l/(m?-h)), koji predstavlja protok permeata (Qp, I/h) po jedinici
povrsine membrane (A, m?), izradunat je kao srednja vrednost poslednjih 10 merenja u toku
filtracije (jednacina 4.1). Protok permeata izrazen je kao vreme potrebno da se prikupi 10 ml
permeata.

Qp

Nakon svakog eksperimenta mikrofiltracije membrana je €iS¢ena prema slede¢em protokolu:

e spiranje destilovanom vodom (25°C) protokom 120 I/h pri transmembranskom
pritisku 0 bar tokom 15 min;

e pranje membrane rastvorom deterdZzenta (50°C, 1% (w/v), P3-ultrasil® 110,
Lenntech, Delfgauw, Holandija) protokom 120 I/h: 15 min pri transmembranskom
pritisku 0 bar i 15 min pri transmembranskom pritisku 1 bar uz uklanjanje permeata;

e spiranje toplom destilovanom vodom (50°C) protokom 120 I/h tokom 15 min pri
transmembranskom pritisku 1 bar uz uklanjanje permeata;

e spiranje destilovanom vodom (25°C) protokom 120 I/h pri transmembranskom
pritisku O bar tokom 15 min.

Efikasnost Cis¢enja membrane nakon svakog pranja odredena je merenjem fluksa Ciste
vode, Cija bi vrednost trebala da bude pribliZzno ista nakon svakog pranja membrane.

4.6.1. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA KULTIVACIONE TECNOSTI
PROIZVODNOG = MIKROORGANIZMA SA | BEZ PRISUSTVA
STATICKOG MESACA

U ovoj fazi istraZivanja izvrSena su dva seta eksperimenata prema istom eksperimentalnom
planu: unakrsna mikrofiltracija bez prisustva statickog me$ac¢a i unakrsna mikrofiltracija uz
prisustvo Kenics statiCkog meSaca. Kenics statiCki mesac izraden je od nerdajuceg Celika i
sastoji se od 30 helikoidnih elemenata pre¢nika 6 mm, dok ukupna duzina me$aca iznosi
250 mm (slika 4.2.).
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Slika 4.2. Kenics stati¢ki mesad

U oba seta eksperimenata praéen je uticaj dve nezavisne promenljive — protoka napojne
smesSe (60-120-180 I/h) i transmembranskog pritiska (0,2-0,6-1 bar) (tabela 4.10.) na zavisnu
promenljivu — fluks stacionarnog stanja. Osim toga, prilikom mikrofiltracije kultivacione
te€nosti proizvodnog mikroorganizma uz prisustvo statickog mesaca, pored fluksa permeata
u stacionarnom stanju praé¢ena su jo$ dva odziva - relativno povecanje fluksa permeata (Fl
(%), jednacina 4.2.) i smanjenje specificne potrosnje energije (ER (%), jednacina 4.5.), €ija
vrednost se racuna pomocu vrednosti gubitka hidrauliCke snage usled otpora proticanju
napojne smese (P (W), jednacina 4.3.) i vrednosti specificne potroSnje energije (Es
(kW-h/m?), jednagina 4.4.) (Joki¢ i sar., 2010):

FI = Jpsm—Jp,NsM | 100% (4_2_)
Jp,NsSM
P=0Q, AP (4.3)
P
B =L (4.4.)
ER = EN;”’J 100% (4.5.)

NSM

gde Jp, nsu predstavija fluks permeata prilikom mikrofiltracije bez statickog mesada (I/(m?-h)),
Jp, sm fluks permeata prilikom mikrofiltracije uz prisustvo statickog mesaéa (l/(m?-h)), Q.
protok napojne smese (m®s), AP pad pritiska (Pa), A povr§inu membrane (m?), Eysw
specificnu potrodnju energije prilikom mikrofiltracije bez statickog me$aca (kW-h/m®) i Egy,
specificnu potroSnju energije prilikom mikrofiltracije uz prisustvo statickog mesaca
(KW-h/m?3).

Vrednosti protoka napojne smese pri mikrofiltraciji kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma bez prisustva statickog meSada odgovaraju vrednostima prividne brzine
proticanja napojne smesSe od 0,43 m/s, 0,86 m/s i 1,30 m/s, redom, sa Rejnoldsovim
brojevima (Re) 1990, 3980 i 5971, redom, €ime su obuhvaceni laminarni, prelazni i
turbulentni rezim proticanja. Prilikom mikrofiltracije kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma uz prisustvo statickog mesaca, vrednosti prividne brzine proticanja napojne
smese su vecCe za oko 20% i iznose 0,53 m/s, 1,06 m/s i 1,59 m/s, redom, zahvaljujuci
manjem popre¢nom preseku kanala membrane usled prisustva statickog meSaca. Ovim
vrednostima pr brzine proticanja odgovaraju vrednosti Rejnoldsovog broja 2433, 4866 i
7300, redom.
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Tabela 4.10. Eksperimentalni plan u fazi unakrsne mikrofiltracije kultivacionih te¢nosti sa i
bez prisustva statickog mesaca: nezavisne promenljive i njihovi nivoi

Redn_| broj Transmembranski pritisak (bar) | Protok napojne smese (I/h)
eksperimenta
1 0,2 60
2 0,2 120
3 0,2 180
4 0,6 60
5 0,6 120
6 0,6 180
7 1 60
8 1 120
9 1 180

4.6.2. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA KULTIVACIONE TECNOSTI
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA UZ UDUVAVANJE VAZDUHA U
TOK NAPOJNE SMESE, SA | BEZ PRISUSTVA STATICKOG MESACA

U ovoj fazi istraZivanja izvrSena su dva seta eksperimenata prema istom eksperimentalnom
planu: unakrsna mikrofiltracija uz uduvavanje vazduha u tok napojne smese bez prisustva
statickog mesSaca i unakrsna mikrofiltracija uz uduvavanje vazduha u tok napojne smese uz
prisustvo Kenics® statickog meSaca. U oba seta eksperimenata praéen je uticaj tri
nezavisne promenljive — prividne brzine proticanja napojne smeSe V,, transmembranskog
pritiska (0,2-0,6-1 bar) i prividne brzine proticanja vazduha Vg (tabele 4.11. i 4.12) na
odabrane zavisne promenljive — fluks pseudostacionarnog stanja i specifi€nu potro$nju
energije (E), prema Boks-Benkenovom eksperimentalnom planu (3° — tri faktora varirana na
tri nivoa, uz tri ponavljanja u centralnoj tacki). U eksperimentima mikrofiltracije sa
uduvavanjem vazduha i bez prisustva statickog meSaca vrednosti prividne brzine proticanja
napojne smese iznosile su 0,43 m/s, 0,87 m/s i 1,30 m/s), dok su vrednosti prividne brzine
proticanja vazduha iznosile 0 m/s, 0,2 m/s i 0,4 m/s (tabela 4.11.). Sa druge strane, prilikom
izvodenja eksperimenata mikrofiltracije uz uduvavanje vazduha i uz prisustvo statiCkog
medaca vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese iznosile su 0,53 m/s, 1,06 m/s i
1,59 m/s), dok su vrednosti prividne brzine proticanja vazduha iznosile 0 m/s, 0,23 m/s i 0,46
m/s (tabela 4.12.), zahvaljuju¢i manjem popre¢nom preseku kanala membrane usled
prisustva statickog me$ada. Specificna potrosnja energije E (kW-h/m?) radunata je prema
jednacini 4.6.:

)"

QL'(PU_PD)"'#'PD'QG,D'

E= (4.6.)

Jp.A

gde Q. predstavlja protok napojne smese (m*/h), Qg p protok vazduha pri vrednosti pritiska
na izlazu iz membranskog modula (m®h), Ps pritisak ispred membranskog modula (Pa), Pp
pritisak iza membranskog modula (Pa), y specifi¢ni odnos toplote za vazduh (vrednosti 1,4),
Jp fluks permeata (I/(m*h)) i A povr§inu membrane (m?).
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Tabela 4.11. Eksperimentalni plan u fazi unakrsne mikrofiltracije kultivacionih te€¢nosti uz
uduvavanje vazduha u tok napojne smese bez prisustva statickog meSaca: nezavisne
promenljive i njihovi nivoi

Redni broj Transmembranski Prividna brzina Prividna brzina
eksperimenta pritisak (bar) proticanja napojne proticanja vazduha
smese V| (m/s) V¢ (m/s)

1 0,2 0,43 0,2
2 1 0,43 0,2
3 0,2 1,30 0,2
4 1 1,30 0,2
5 0,2 0,87 0

6 1 0,87 0

7 0,2 0,87 0,4
8 1 0,87 0.4
9 0,6 0,43 0

10 0,6 1,30 0

11 0,6 0,43 0.4
12 0,6 1,30 0,4
13 0,6 0,87 0,2
14 0,6 0,87 0,2
15 0,6 0,87 0,2

Tabela 4.12. Eksperimentalni plan u fazi unakrsne mikrofiltracije kultivacionih te¢nosti uz
uduvavanje vazduha u tok napojne smese uz prisustvo statickog mesaca: nezavisne
promenljive i njihovi nivoi

Redni broj Transmembranski Pr!vidqa brzina Pr_ividr_la brzina
eksperimenta pritisak (bar) pf,?.ig?%{‘?,ﬁ%;e protlc\?zj(?n\;s)zduha
1 0,2 0,53 0,23
2 1 0,53 0,23
3 0,2 1,59 0,23
4 1 1,59 0,23
5 0,2 1,06 0
6 1 1,06 0
7 0,2 1,06 0,46
8 1 1,06 0,46
9 0,6 0,53 0
10 0,6 1,59 0
11 0,6 0,53 0,46
12 0,6 1,59 0,46
13 0,6 1,06 0,23
14 0,6 1,06 0,23
15 0,6 1,06 0,23
4.7. TESTIRANJE ANTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

KULTIVACIONIH TECNOSTI
MIKROORGANIZMA IN PLANTA

PROIZVODNOG

Za in planta testiranje antimikrobne aktivnosti kultivacionih te€nosti proizvodnog
mikroorganizma koriS¢ene su sadnice paprike sorte Blankina dobijene od kompanije Grow
rasad d.o.o. (Irig, Srbija), koja se bavi proizvodnjom sadnica razli€itih biljnih vrsta. Sadnice
su imale po 11 pravih listova u momentu izvodenja eksperimenta.
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Kao test mikroorganizmi u ovoj fazi istrazivanja primenjeni su fitopatogeni izolati izolovani sa
lista paprike: Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP
LIST 2.

Proizvodnja kultivacionih te¢nosti proizvodnog mikroorganizma vrSena je primenom
hranljivih podloga optimizovanog sastava na bazi komercijalnog i sirovog glicerola, pod
uslovima definisanim u tabeli 4.9. Testiranje antimikrobne aktivnosti vrSeno je prema
eksperimentalnom planu datom u tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Eksperimentalni plan u fazi in planta testiranja antimikrobne aktivnosti
kultivacionih te&nosti proizvodnog mikroorganizma

Tip Izolat Xaqthompnas Tretman Oznaka BrO.J .
euvesicatoria ponavljanja
Neinokulisana i i 1 dve sadnice
netretirana kontrola
Inokulisana PAP LIST 1 . 2a | dve sadnice
netretirana kontrola
Inokulisana PAP LIST 2 . 2b | dve sadnice
netretirana kontrola
Inokulisana tretirana kultivaciona tec¢nost na
. PAP LIST 1 bazi komercijalnog 3a dve sadnice
sadnica .
glicerola
Inokulisana tretirana kultivaciona tec¢nost na
. PAP LIST 2 bazi komercijalnog 3b dve sadnice
sadnica )
glicerola
Inokuhsanq tretirana PAP LIST 1 kultl\(ac;lona tec.nost na 4a dve sadnice
sadnica bazi sirovog glicerola
Inokuhsanq tretirana PAP LIST 2 kultl\(ac_:lona tec.nost na b dve sadnice
sadnica bazi sirovog glicerola

Tretman sadnica izvrSen je potapanjem sadnica u kultivacione te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma na bazi komercijalnog i sirovog glicerola 24 Casa pre inokulacije sadnica
fitopatogenim izolatima (preventivni tretman). Inokulacija sadnica fitopatogenim izolatima
izvrSena je primenom sterilnog Sprica zapremine 5 ml pomocu koga je izvr§eno nanosenje
suspenzije fitopatogenih izolata na petom i Sestom pravom listu sadnica, na prostoru izmedu
lisnih nerava. Sadnice su inkubirane odvojeno (prema eksperimentalnom planu) u prozirnim
plastinim kutijama na sobnoj temperaturi (25°C) tokom pet nedelja uz prisustvo sunceve
svetlosti i svakodnevno zalivanje i pracenje razvoja simptoma bakteriozne pegavosti. Nakon
pet nedelja, ocCitani su rezultati i izrazeni kao procenat listova sa simptomima bakteriozne
pegavosti i pokrivenost povrsine listova nekrozom kao posledicom dejstva fitopatogena.

4.8. TESTIRANJE SIREG SPEKTRA ANTIMIKROBNE
AKTIVNOSTI PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA Bacillus
velezensis

In vitro testiranje antimikrobne aktivnosti protiv fungalnih fitopatogena rodova Fusarium i
Colletotrichum sprovedeno je metodom inkorporacije uzoraka Kkultivacione te€nosti
proizvodnog mikroorganizma u hranljivu podlogu PDA. Kultivaciona te€nost, dobijena po
zavrSetku kultivacije proizvodnog mikroorganizma pod definisanim uslovima (tabela 4.9.)
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (tabela
4.7.), uneta je u prohladenu hranljivu podlogu (50+1°C) do konacne koncentracije u hranljivoj
podlozi od 1%, (B1%), 2% (B2%), 5% (B5%) i 10% (B10%). Hranljiva podloga i uzorak
kultivacione te€nosti su homogenizovani na magnetnoj mesSalici, nakon ¢ega je hranljiva
podloga sa inkorporiranim agensom razlivena u Petri ploCe. Po oc€vrS¢avanju hranljive
podloge, u centar Petri ploCe su zasejani kruzni iseci micelijuma osvezenih fitopatogenih
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gliiva (poglavlje 4.1.5.) pre¢nika 3 mm. U kontrolnoj varijanti kultivaciona tecnost nije
inkorporirana u hranljivu podlogu zasejanu fitopatogenim izolatima. Svaka kombinacija
razblazenja uzorka kultivacione te€nosti i fitopatogenih izolata ispitivana je u tri ponavljanja.
Nakon inkubacije na 25°C tokom sedam dana, izvrSeno je merenje precnika micelijuma
fitopatogenih izolata.

Za in vivo testiranje Sireg spektra delovanja protiv fitopatogenih gljiva koriS¢ena je
kultivaciona teCnost dobijena po zavrSetku kultivacije proizvodnog mikroorganizma pod
definisanim uslovima (tabela 4.9.) primenom hranljive podloge optimizovanog sastava ha
bazi komercijalnog glicerola (tabela 4.7.). Za potrebe ispitivanja antimikrobne aktivnosti
uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma protiv fitopatogena roda
Colletotrichum in vivo izabrana su dva izolata vrste Colletotrichum acutatum (314 i 107)
izraZenijih patogenih osobina na plodu jabuke. Kada je u pitanju in vivo testiranje
antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma protiv
fitopatogena roda Fusarium, testirana je antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacione te¢nosti
protiv fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum TAB12. Prilikom in vivo testiranja
kultivaciona te€nost je razblazena u sterilnoj destilovanoj vodi do koncentracija koje su
ispoljile najizrazeniju antifungalnu aktivnost u ogledima in vitro, za sve testirane fitopatogene
izolate. U ogledu su kori$¢eni plodovi jabuke sorti Greni Smit i Zlatni DeliSes. Plodovi su
povrsinski dezinfikovani, a zatim su na njima asepti¢no napravljeni ujednaceni otvori -
preénika 4 mm i dubine 3 mm. U svaki otvor je uneto po 10 ul uzorka kultivacione te€nosti
odgovarajuéeg razblazenja, a nakon 10 minuta unet je iseCak micelijuma ispitivanih
fitopatogenih izolata. Kao negativna kontrola koriS¢eni su netretirani plodovi jabuke
inokulisani fitopatogenim izolatima. Nakon veStacke inokulacije, plodovi su stavljeni u vlaznu
komoru na inkubaciju u trajanju od 14 dana. Oc¢itavanja su vrS§ena nakon 14 dana, mernjem
pre€nika i dubine razvijene nekroze na plodovima. Ogled je postavljen u tri ponavljanja za
svaku sortu, fitopatogeni izolat i koncentraciju uzorka kultivacione te¢nosti.

4.9. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA

4.9.1. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI
SKRININGA POTENCIJALNIH PROIZVODNIH MIKROORGANIZAMA |
ODABIRA OPTIMALNOG [ZVORA UGLJENIKA | ORGANSKOG
IZVORA AZOTA ZA PROIZVODNJU BIOKONTROLNIH AGENASA

Testiranje hipoteze o homogenosti varijansi izvrSeno je primenom Levenovog testa
(Levene’s Test), pri Cemu ne bi trebalo da postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu varijansi
testiranih parametara (p>0,05). Nakon potvrde hipoteze o homogenosti varijansi, izvrSena je
jednofaktorijalna analiza varijanse (One-Way ANOVA), kao i post-hoc testiranje primenom
Dankanovog testa viSestrukih poredenja (Duncan’s Multiple Range Test). Na taj nacin su
utvrdene homogene grupe srednjih vrednosti i nivoi znaCajnosti ispitivanih parametara. Sve
statisticke analize izvrSene su pri nivou znacajnosti od 0,05 primenom softverskog paketa
Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas, SAD). Srednje vrednosti i standardne
devijacije ispitivanih parametara izraunate su primenom softverskog paketa Microsoft Office
Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Vasington, SAD).

4.9.2. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI
MODELOVANJA SASTAVA HRANLJIVIH PODLOGA NA BAZ|
KOMERCIJALNOG | SIROVOG GLICEROLA

Modelovanje eksperimentalnih podataka u ovoj fazi istraZivanja izvrSeno je primenom
metodologije odzivne povrSine (RSM — Response Surface Methodology). Dobijeni
eksperimentalni podaci fitovani su polinomima drugog reda (jednalina 4.7.) sa ciljem
dobijanja modela koji opisuju uticaj Cetiri nezavisne promenljive (inicijalna koncentracija
glicerola — Xj, inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca — X, inicijalna koncentracija
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(NH,),SO, — X; i inicijalna koncentracija K,HPO, — X4) na zavisne promenljive (pre¢nik zona
inhibicije — Y,, rezidualna koncentracija glicerola — Y,, rezidualna koncentracija ukupnog
azota — Y3 i rezidualna koncentracija ukupnog fosfora — Y,). U datoj jednacini by predstavija
odsecak, by, by, bz i by linearne koeficijente, bi,, bis, bis, bos, bos i bsy koeficijente interakcije,
a by, bs,, baz i by kvadratne koeficijente regresionog modela. Modelovanje je izvrSeno
zasebno za eksperimentalne podatke dobijene kultivacijom prozvodnog mikroorganizma
primenom hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola.

b3aX3Xs + b11 X2 + byy X2 + b33 X2 + byy X2 4.7))

Statisticka znacajnost koeficijenata regresionih modela procenjena je primenom njihovih p-
vrednosti. Takode je izvrSena analiza varijanse dobijenih modela, sa ciliem procene kvaliteta
fitovanja eksperimentalnih podataka dobijenim matematickim jednacdinama (primenom
koeficijenta determinacije, R?), kao i statistitke znagajnosti dobijenih modela primenom p-
vrednosti i F-vrednosti. Svi statistiCki testovi vrSeni su pri nivou znacajnosti od 0,05
primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas, SAD). Osim
toga, radi detaljnijeg ispitivanja uticaja interakcije nezavisnih promenljivih na preénik zona
inhibicije kao odziv koji neposredno ukazuje na stepen antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis, primenom istog softverskog paketa konstruisane su i
odzivne povrsine, odnosno graficki prikazi uticaja dve nezavisne promenljive na jednu
zavisnu promenljivu, pri ¢emu su vrednosti preostale dve nezavisne promenljive bile
konstantne i uzimale su vrednosti iz centralne tacke eksperimentalnog dizajna.

4.9.3. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI
OPTIMIZACIJE SASTAVA HRANLJIVIH PODLOGA NA BAZ
KOMERCIJALNOG | SIROVOG GLICEROLA

Nakon dobijanja matematiCkin modela koji opisuju uticaj nezavisnih promenljivih (inicijalnih
koncentracija glicerola, ekstrakta kvasca, (NH4),SO, i K,HPO,) na zavisne promenljive
(precnike zona inhibicije i rezidualne koncentracije osnovnih nutrijenata — glicerola, ukupnog
azota i ukupnog fosfora), sledeci korak bila je optimizacija sastava hranljivih podloga na bazi
komercijalnog i sirovog glicerola za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma, koja je izvrSena
primenom metode Zeljene funkcije. Primena metoda Zeljene funkcije podrazumeva
dodeljivanje tezinskih koeficijenata svakoj nezavisnoj i zavisnoj promenljivoj koja figuriSe u
matematiCkom modelu, kao i postavljanje cilieva optimizacije u smislu maksimizacije ili
minimizacije odredene nezavisne ili zavisne promenljive, ili odrzavanje njene vrednosti u
zadatom opsegu. Prilikom optimizacije sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i
sirovog glicerola svim zavisnim i nezavisnim promenljivim dodeljeni su isti teZinski
koeficijenti, Cime je osigurana podjednaka vaznost svih ispitivanih promenljivih. U oba
slu€aja (prilikom optimizacije sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog
glicerola) izvrSena su dva seta optimizacije, gde je prvi set imao za cilj maksimizaciju
preCnika zona inhibicije, dok je drugi set pored tog cilja imao i dodatni cilj — minimizaciju
rezidualnih koncentracija nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora).
Optimizacija sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola za
kultivaciju proizvodnog mikroorganizma izvrSena je primenom softverskog paketa Design-
Expert 8.1 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, Minesota, SAD).

4.9.4. STATISTICKA OBRADA EKSPERIMENTALNIH PODATAKA U FAZI
UNAKRSNE MIKROFILTRACIJE KULTIVACIONE TECNOSTI
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA

Modelovanje prikupljenih eksperimentalnih podataka u fazi istrazivanja koja se odnosi na

eksperimente mikrofiltracije sa i bez prisustva Kenics statickog meSaca izvrSeno je
primenom metodologije odzivne povrSine nakon izvodenja eksperimenata mikrofiltracije
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prema eksperimentalnom planu datom u tabeli 4.10. Kao nezavisnhe promenljive posmatrani
su transmembranski pritisak i protok napojne smese. Prilikom mikrofiltracije kultivacione
te€nosti proizvodnog mikroorganizma bez prisustva statickog meSaca modelovan je samo
jedan odziv — fluks permeata u stacionarnom stanju. Sa druge strane, prilikom mikrofiltracije
kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma uz prisustvo statickog me$aca, pored
fluksa permeata u stacionarnom stanju modelovana su jo$ dva odziva - relativno povec¢anje
fluksa permeata (Fl (%), jednacina 4.2.) i smanjenje specificne potrodnje energije (ER (%),
jednacCina 4.5.). Dobijeni eksperimentalni podaci fitovani su polinomom drugog reda
(jednacina 4.8.), gde b, predstavlja odsecCak, b; i b, linearne koeficijente, by, koeficijent
interakcije, a by i by, kvadratne koeficijente regresionog modela:

Y = bo + b]_X]_ + bZXZ + b12X1X2 + bllX]? + b22X22 (48)

Kada su u pitanju eksperimenti mikrofiltracije uz uduvavanje vazduha u tok napojne smese
sa i bez prisustva Kenics statickog meSaca, kao nezavisne promenljive posmatrani su
transmembranski pritisak, prividna brzina proticanja napojne smeSe (V,) i prividna brzina
proticanja vazduha (Vg) (tabela 4.11., 4.12.). U ovim eksperimentima modelovana su dva
odziva - fluks permeata u stacionarnom stanju i specificna potroSnja energije. Dobijeni
podaci takode su fitovani polinomom drugog reda (jednacina 4.9.), gde by predstavlja
odsecak, by, b, i bs linearne koeficijente, bi,, bis i bys koeficijente interakcije, a by, by i bas
kvadratne koeficijente regresionog modela:

Y = by + by X; + by Xy + b3 X3 + b2 X1 Xy + b3 X1 X3 + bysXo X5 + by X2 + byy X2+b33 X2 (4.9.)

Kvalitet fitovanja eksperimentalnih podataka odabranim polinomskim jednacinama drugog
reda procenjen je na osnovu koeficijenta determinacije, dok je statisticka znacajnost
dobijenih modela procenjena na osnovu p-vrednosti. Statisticka znacajnost koeficijenata
regresionih modela takode je procenjena na osnovu p-vrednosti.

Prilikom optimizacije uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma uz prisustvo statickog mesaca ciljevi optimizacije bili su maksimizacija
fluksa permeata u stacionarnom stanju i maksimizacija smanjenja specificne potrosnje
energije. Sa druge strane, prilikom optimizacije uslova unakrsne mikrofiltracije uz
uduvavanje vazduha u tok napojne smede sa i bez prisustva Kenics statickog meSaca kao
ciljevi optimizacije postavljeni su maksimizacija fluksa permeata u stacionarnom stanju i
minimizacija specificne potrodnje energije. Optimizacija je izvrSena primenom metode
zelijene funkcije u softverskom paketu Design-Expert 8.1 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis,
Minesota, SAD).
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5.REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. SKRINING POTENCIJALNIH PROIZVODNIH
MIKROORGANIZAMA

Proizvodnja preparata za zastitu bilja na bazi razli€itih mikroorganizama i njihovih metabolita
priviaéi sve veCu paznju nauéne i struéne javnosti u poslednjoj deceniji. Posto
mikroorganizmi predstavljaju gotovo neiscrpan izvor razli€itih bioaktivnih jedinjenja, ulazu se
znacajni napori u razvoj novih, efikasnijih preparata. Stoga se jedan deo istrazivanja iz
okvira ove doktorske disertacije bavi ispitivanjem moguénosti primene razlicitih
mikrobioloSkih agenasa za suzbijanje fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Sa ciljem
odabira proizvodnog mikroorganizma koji pokazuje najizraZeniju antagonisticku aktivnost
usmerenu ka mikrobioloSkim izazivaCima crne trulezi kupusnjaCa i bakteriozne pegavosti
paradajza i paprike, kultivisano je ukupno 14 mikroorganizama iz grupe bakterija (Bacillus
subtilis ATCC 6633 - M 1, Bacillus cereus ATCC 10876 - M 2, Bacillus amyloliquefaciens - M
3, Bacillus sp. - M 4, Bacillus velezensis - M 5, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - M
6, Pseudomonas aeruginosa - M 7, Pseudomonas putida - M 8, tri izolata roda Lactobacillus
(M 9, M 10, M 11), Streptomyces hygroscopicus - M 12), kvasaca (Saccharomyces
cerevisiae - M 13) i plesni (Trichoderma reesei QM 9414 - M 14) primenom tecnih hranljivih
podloga odgovarajuceg sastava za podsticanje rasta ovih mikroorganizama (poglavlje
4.2.2.1.). Odabir potencijalnih antagonista vrSen je na osnovu dostupnih literaturnih
podataka o njihovoj antimikrobnoj aktivnosti i osobinama pogodnim za primenu u bioloskoj
kontroli. Bakterije roda Bacillus pokazuju najveci potencijal za primenu u poljoprivrednoj
proizvodnji u svojstvu biokontrolnih agenasa, naroCito kada je u pitanju biolodka kontrola
crne trulezi kupusnjaca (Foéldes i sar., 2000; Luna i sar., 2002; Wulff i sar., 2003; Massomo i
sar., 2004b; Monteiro i sar., 2005). Sposobnost obrazovanja endospora predstavlja jednu od
pozeljnih karakteristika za ovaj tip primene zbog njihove visoke otpornosti prema visokim
temperaturama, isuSivanju, UV zragenju i organskim rastvaraCima, koja takode obezbeduje
bolje prezivljavanje i viSi stepen vijabilnosti u poredenju sa vegetativnim ¢elijjama, Sto
umnogome olakSava formulaciju preparata za primenu u poljoprivredi (Monteiro i sar., 2005).
Jedna od najvaznijih karakteristika bakterija ovog roda je sposobnost proizvodnje Sirokog
spektra antibiotika i drugih metabolita sa izrazenom antimikrobnom aktivhodéu protiv
fungalnih i bakterijskih fitopatogena (Wulff i sar., 2002a). Vrste roda Bacillus naj¢eS¢e se
mogu pronadéi u zemljistu, rizosferi i filosferi, $to ukazuje na njihovu prilagodenost uslovima u
kojima bi trebalo da budu primenjene kao biokontrolni agensi (Nikoli¢ i sar., 2013). Bakterije
ovog roda su takode poznate po sposobnosti podsticanja rasta biljaka i sposobnosti
endofitne kolonizacije biljaka, $to predstavlja vaznu osobinu biokontrolnih agenasa kada je u
pitanju bioloSka kontrola vaskularnih biljnih patogena (Wulff i sar., 2002a). Medu vrstama
roda Bacillus kao biokontrolni agensi najcéesce su koriS¢ene vrste Bacillus subtilis (Wulff i
sar., 2002b; Etchegaray i sar., 2008), Bacillus amyloliquefaciens i Bacillus pumilis (Wulff i
sar., 2002a). Vrste roda Pseudomonas takode predstavljaju pogodne kandidate za bioloSku
kontrolu (Mishra i Arora, 2012). Bakterije ovog roda proizvode nekolicinu bioaktivnih
metabolita, medu kojima su antibiotici, siderofore i isparljiva jedinjenja (Spago i sar., 2014).
Predlozeno je nekoliko mehanizama kojima bakterije roda Pseudomonas podsti¢u rast
biljaka: stimulacija usvajanja nutrijenata, proizvodnja fitohormona, antagonisticka aktivnost
protiv fitopatogena i indukcija sistemske rezistencije (Shivalingaiah i Umesha, 2013). Vrste
roda Lactobacillus razmatrane su kao biokontrolni agensi zahvaljuju¢i sposobnosti
produkcije razli¢itih antimikrobnih jedinjenja, kao $to su peptidi sa antimikrobnim delovanjem,
medu kojima se nalaze i bakteriocini, organske kiseline i vodonik peroksid (Pia Arena i sar.,
2016). Zahvaljuju¢i GRAS (Generally Regarded As Safe) statusu, bakterije ovog roda
zadovoljavaju sve zahteve koji se postavljaju pred mikroorganizme namenjene primeni u
prehrambenoj industriji i poljoprivredi (Trias i sar., 2008). Nekoliko mlecnokiselinskih
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bakterija je ispitano za primenu u bioloSkoj kontroli fitopatogena Xanthomonas campestris
pv. campestris (Trias i sar., 2008; Visser i sar., 2008). Streptomicete takode predstavljaju
znacajne kandidate za bioloSku kontrolu fitopatogenih bakterija (Deivamani i Muthamilan,
2015), pre svega zbog sposobnosti proizvodnje velikog broja razli¢itih metabolita, enzima i
antibiotika sa antagonistickim delovanjem protiv razli€itih mikrobioloskih patogena
(Sadhasivam i sar., 2010; Atta i Reyad, 2013). Kada je u pitanju bioloska kontrola crne
trulezi kupusnjaca, takode su i neke vrste kvasaca ispitane kao potencijalni biokontrolni
agensi (Assis i sar., 1999). Rod Trichoderma &ine hemibiotrofne plesni, €ije osnovne osobine
pogodne za primenu u biolodkoj kontroli ¢ine antagonizam ili mikoparazitizam protiv razli¢itih
fitopatogena, kao i indukcija sistemske ili lokalne rezistentnosti kod biljaka (Fontanelle i sar.,
2011). Osim toga, plesni roda Trichoderma produkuju preko 40 metabolita koji ucestvuju u
interakciji biljaka i mikroorganizama, kao i u suzbijanju fitopatogena (Ortufio i sar., 2016).
Trichoderma viride (Deivamani i Muthamilan, 2015) i Trichoderma harzianum (Nikoli¢ i sar.,
2013) su ispitane kao biokontrolni agensi protiv fitopatogena Xanthomonas campestris pv.
campestris.

Nakon zavrSetka kultivacije, dobijene kultivacione te€nosti 14 mikroorganizama i njihovi
filtrati, kao i komercijalni antibiogram diskovi koji sadrze streptomicin, testirani su protiv 12
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Eksperimentalni podaci su analizirani primenom
nekoliko statistiCkih testova sa ciliem odabira najefikasnijeg agensa za biolosku kontrolu
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Rezultati Levenovog testa za precnike zona
inhibicije dobijene testiranjem uzoraka kultivacionih te¢nosti, kao i filtrata, pokazali su da ne
postoje statisti¢ki znacajne razlike izmedu ponovljenih merenja (p=0,9971).

Uzimajuci u obzir da antagonisticki efekat mozZe da potiCe i od celija mikroorganizama i od
njihovih metabolita, vrSeno je poredenje precnika zona inhibicije koji nastaju testiranjem
uzoraka kultivacionih te€nosti i filtrata kultivacionih tecnosti ispitivanih mikroorganizama
(slika 5.1.). Filtracija je vrS8ena primenom filtera od najlona pre¢nika pora 0,22 um, sa ciliem
uklanjanja biomase proizvodnih mikroorganizama i dobijanja filtrata koji sadrZze ostatke
hranljive podloge i proizvedene ekstracelularne metabolite, kako bi se ispitala razlika izmedu
antimikrobnog delovanja ovih jedinjenja i delovanja uzoraka kultivacionih te¢nosti, koje osim
ostataka podloge i ekstracelularnih metabolita sadrze i biomasu proizvodnih
mikroorganizama.
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Slika 5.1. Prec€nici zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacionih te¢nosti i filtrata
kultivacionih te€nosti 14 potencijalnih proizvodnih mikroorganizama protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas
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Filtrati dobijeni filtracijom kultivacionih te€nosti proizvodnih mikroorganizama Bacillus subtilis
ATCC 6633 (M 1), Bacillus cereus (M 2), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (M 6),
Lactobacillus sp. (M 10), Streptomyces hygroscopicus (M 12) i Saccharmyces cerevisiae (M
13) nisu pokazali antimikrobnu aktivnost protiv testiranih fitopatogenih izolata, $to ukazuje da
je aktivna komponenta koja deluje protiv fitopatogena biomasa proizvodnih
mikroorganizama. Monteiro i sar. (2005) i Issazadeh i sar. (2012) su dokazali antimikrobnu
aktivnost kultivacionih te€nosti mikroorganizama Bacillus subtilis i Bacillus cereus, redom,
protiv fitopatogenih sojeva Xanthomonas campestris, dok u istrazivanju koje su sproveli
Foldes i sar. (2000) proizvodni mikroorganizam Bacillus subtilis IFS-01 nije pokazao
antimikrobnu aktivnost protiv izolata Xanthomonas campestris. Istrazivanje antimikrobne
aktivnosti sojeva Pseudomonas aeruginosa pokazalo je da su bioaktivni agensi efikasni
protiv Xanthomonas campestris pv. campestris (Mishra i Arora, 2012), Xanthomonas citri pv.
citri (de Oliveira i sar., 2011; de Oliveira i sar., 2016) i Xanthomonas arboricola pv. pruni (da
Silva Vasconcellos i sar., 2014) metaboliti sadrzani u filtratu oslobodenom biomase ili
supernatantu kultivacione teCnosti, $to je u suprotnosti sa rezultatima ovog istraZzivanja.
Takode, ispitivana je i antimikrobna aktivnosti razli€itih sojeva roda Lactobacillus protiv
fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas. Rezultati koje su dobili Visser i sar. (2008) ukazuju
na antagonistiCko delovanje kultivacionih te¢nosti razli€itih vrsta roda Lactobacillus protiv
Xanthomonas campestris i Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae. Sa druge
strane, Kannan i sar. (2014) i Emerenini i sar. (2014) su dokazali antimikrobnu aktivnost
ekstracelularnih bioaktivnih jedinjenja sojeva roda Lactobacillus i vrste Lactobacillus
plantarum, redom, protiv sojeva Xanthomonas campestris. Encheva-Malinova i sar. (2014) i
Hata i sar. (2015) su dokazali antimikrobnu aktivnost kultivacionih teCnosti razli€itih izolata
roda Streptomyces protiv nekoliko vrsta roda Xanthomonas, dok su Encheva-Malinova i sar.
(2015) dokazali antimikrobnu aktivnost bioaktivnih metabolita dobijenih kultivacijom razlicitih
izolata roda Streptomyces protiv sojeva Xanthomonas euvesicatoria i Xanthomonas
gardneri. Takode je dokazano da biomasa plesni Trichoderma harzianum suzbija rast
Xanthomonas campestris pv. campestris (Nikoli¢ i sar., 2013), dok su Deivamani i
Muthamilan (2015) dokazali antagonistiCko delovanje spora razli€itih vrsta roda Trichoderma
protiv fitopatogena koji izazivaju crnu trulez kupusnjaca. Isti autori su dokazali antagonisti¢ko
delovanje mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae protiv Xanthomonas campestris pv.
campestris (Deivamani i Muthamilan, 2015).

Filtrati kultivacionih te€nosti dobijenih kultivacijom preostalih antagonista u ovom istrazivanju
pokazali su odredeni nivo antimikrobne aktivnosti protiv testiranih fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, ali u slu€aju svakog ispitanog mikroorganizma precnici zona inhibicije
dobijeni testiranjem uzoraka kultivacione te€nosti bili su veci od onih dobijenih testiranjem
filtrata kultivacionih te€nosti. StatistiCka analiza prikazanih rezultata pokazala je da samo kod
proizvodnog mikroorganizma M 4 (Bacillus sp.) ne postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu
pre¢nika zona inhibicije dobijenih testiranjem antimikrobne aktivhosti uzorka kultivacione
te€nosti i filtrata (p=0,2919). Ovi rezultati ukazuju da je bioaktivni agens u ovom slucaju
antimikrobni metabolit sintetisan od strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus sp. Sa
druge strane, proizvodni mikroorganizmi Bacillus spp. (M 3, M 5), Pseudomonas aeruginosa
izolovan iz vode (M 7), Pseudomonas putida (M 8), Lactobacillus spp. (M 9, M 11) i
Trichoderma reesei QM 9414 (M 14) pokazali su znatno vece precCnike zona inhibicije kada
su primenjeni u vidu nefiltrirane kultivacione tecnosti, Sto je potvrdeno sledeéim p-
vrednostima u poredenju sa uzorcima filtrata kultivacionih te€nosti: 0.0023, 0.0956, 0.0051,
0.0182, 0.0000, 0.0000 i 0.0039, redom. Veci pre€nici zona inhibicije dobijeni testiranjem
uzoraka kultivacionih tecnosti ukazuju da najve¢i deo antimikrobne aktivnosti protiv
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas potiCe od biomase proizvodnih mikroorganizama.

Nakon §to je dokazano da je antimikrobna aktivhost uzoraka kultivacionih te¢nosti znatno
viSa u poredenju sa aktivnoScu filtrata kultivacionih te€nosti kod svakog proizvodnog
mikroorganizma, primenjena je jednofaktorijalna analiza varijanse sa ciliem procene
statisticke znalajnosti razlika u dobijenim preénicima zona inhibiciie medu ispitivanim
antagonistima. Dobijena p-vrednost (tabela 5.1.) ukazuje da izmedu ispitivanih proizvodnih

66



mikroorganizama postoji statisti¢ki znacajna razlika kada su u pitanju dobijeni prec€nici zona
inhibicije protiv testiranih izolata roda Xanthomonas.

Tabela 5.1. Jednofaktorijalna analiza varijanse prec¢nika zona inhibicije dobijenih testiranjem
uzoraka kultivacionih te€nosti potencijalnih proizvodnih mikroorganizama protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas

Izvor varijabilnosti SS DF MS F-vrednost p-vrednost
Odsecak 145458,29 1 145458,29 11714,01 0,0000
Antagonist 15009,47 14 1072,11 86,34 0,0000
Greska 3725,24 300 12,42 - -

Homogene grupe proizvodnih mikroorganizama na osnovu statistiCke znacajnosti razlika u
dobijenim precnicima zona inhibicije ustanovljeni su primenom Dankanovog testa viSestrukih
poredenja (tabela 5.2.).

Tabela 5.2. Srednje vrednosti pre¢nika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka
kultivacionih te€nosti potencijalnih proizvodnih mikroorganizama protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas

Antagonist Pre¢nik zone inhibicije (mm)
M 12 12,10+3,28°
M 13 15,24+3,40"
M 2 15,67+3,32"
M1 15,86+3,31"
M 4 16,29+3,49"
M 3 17,29+3,36™
M 8 17,76+3,85°
M 7 20,81+3,72°
M 10 21,71+3,48%
M 6 22,33+3,29%
M9 23,43+3,44°
M 11 24,81+3,72'
M 14 27,33+3,80°
M5 35,62+3,76"

K 36,10+3,53"

Vrednosti oznagene istim slovima nalaze se na istom nivou statistiCke znacajnosti sa
intervalom poverenja od 95% (Dankanov test); K — komercijalni diskovi sa streptomicinom

Rezultati prikazani u tabeli 5.2. ukazuju da kultivacione tec¢nosti svih prikazanih antagonista
pokazuju antimikrobnu aktivnost protiv testiranih fitopatogenih izolata roda Xanthomonas i
da se uoCava statisticki znaCajna razlika medu njihovim antimikrobnim aktivnostima.
Proizvodni mikroorganizam koji je pokazao najslabiju antimikrobnu aktivnost (najmaniji
preCnik zone inhibicije) protiv testiranih fitopatogena bio je izolat Streptomyces
hygroscopicus (M 12), dok se kao najbolji proizvodni mikroorganizam u ovom testiranju
pokazao soj Bacillus sp. (M 5), koji je ispoljio najveci potencijal za suzbijanje infekcija biljaka
izazvanih fitopatogenim sojevima roda Xanthomonas. Osim toga, prikazani rezultati ukazuju
da ne postoji statisticki znaCajna razlika izmedu antimikrobne aktivhosti ovog
mikroorganizma i baktericidne aktivnosti antibiogram diskova sa streptomicinom (K), koji su
koriS¢eni kao kontrola (p=0,6615). Ova Cinjenica ukazuje na veoma znac€ajan potencijal
izolata Bacillus sp. za primenu u bioloSkoj kontroli bolesti biljaka izazvanih fitopatogenim
sojevima roda Xanthomonas.
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5.2. MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA

ODABRANOG

Molekularna identifikacija proizvodnog mikroorganizma izvr§ena je umnozavanjem gena za
16S rRNK primenom langane reakcije polimeraze (PCR) i njegovim sekvenciranjem.
Dobijena sekvenca gena za 16S rRNK sastojala se od 1336 nukleotida i prvo je izvrSeno
njeno poravnanje sa najslicnijim deponovanim sekvencama primenom BLAST softvera uz
pretragu dostupnih sekvenci u bazi podataka NCBI servera. Poravhanje ispitivane sekvence
gena za 16s rRNK proizvodnog mikroorganizma otkrilo je najveci stepen sli¢nosti sa vrstom
Bacillus velezensis (100% pokrivenost upita, 99% homologije) (tabela 5.3.).

Tabela 5.3. Rezultati poravnanja sekvenci primenom BLAST softvera preko NCBI servera
prilikom molekularne identifikacije proizvodnog mikroorganizma

Broj Pristupni

Sekvenca

Broj
nukleotida

poklapanja
nukleotida

Pokrivenost
upita (%)

Homologija
(%)

broj
sekvence

Bacillus velezensis FZB42,
16S rRNK, kompletna
sekvenca

1336 1336 100 99 NRO075005.2

Bacillus methylotrophicus
CBMB205, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1332 1332 100 99 NR116240.1

Bacillus amyloliquefaciens
NBRC 15535, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1332 1332 100 99 NR112685.1

Bacillus amyloliquefaciens
MPA 1034, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1330 1330 100 99 NR117946.1

Bacillus amyloliquefaciens
BCRC 11601, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1330 1330 100 99 NR116022.1

Bacillus amyloliquefaciens
NBRC 15535, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1330 1330 100 99 NRO041455.1

Bacillus subtilis subsp.
subtilis 168, 16S rRNK,
kompletna sekvenca

1325 1325 100 99 NR102783.2

Bacillus siamensis PD-
A10, 16S rRNK, parcijalna
sekvenca

1325 1325 100 99 NR117274.1

Bacillus atrophaeus NRRL
NRS-213, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1325 1325 100 99 NR116190.1

Bacillus atrophaeus NBRC
15539, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1325 1325 100 99 NR112723.1

Bacillus atrophaeus JCM
9070, 16S rRNK, parcijalna
sekvenca

1325 1325 100 99 NR024589.1

Bacillus nakamurai
NRLLB-41091, 16S rRNK,
parcijalna sekvenca

1319 1319 100 99 NR151897.1

Evoluciona istorija je izvedena primenom Maximum Likelihood metoda, koji predstavlja
uobicCajeni statisti¢ki metod za procenu nepoznatih parametara modela verovatnoce i koji se
zashiva na Tamura-Nei modelu (Tamura i Nei, 1993). Na slici 5.2. prikazano je filogenetsko
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stablo sa najvec¢om log vredno$¢u verovatnoce. Inicijalna filogenetska stabla za heuristi¢ku
pretragu su dobijena automatski, primenom Neighbor-Join i BioNJ algoritama na matricu
parova distanci koriS¢enjem Maximum Composite Likelihood pristupa, nakon c¢ega je
odabrana topologija stabla sa superiornom log vredno$¢u verovatnoée. Evoluciona distanca,
odnosno duzina grana na prikazanoj slici, merena je brojem razlika u redosledu nukleotida
po nukleotidnom mestu u odnosu na ukupan broj nukleotida, kada se posmatraju poravnate
sekvence. Analiza je ukljuCivala Sest sekvenci nukleotida. Ispitivana sekvenca gena za 16S
rRNK proizvodnog mikroorganizma sadrzala je 661 poziciju, nakon isklju€ivanja praznina i
podataka koji nedostaju. Evoluciona analiza izvedena je primenom softvera MEGA 7 (Kumar
i sar., 2016). Rezultati filogenetske analize su potvrdili da je proizvodni mikroorganizam
koris¢en u okviru ove doktorske disertaciji po filogenetskoj sli€nosti najsrodniji soju Bacillus
velezensis NR 075005.2, ¢ime je potvrdena pripadnost proizvodnog mikroorganizma vrsti
Bacillus velezensis.

Bacillus amyloliquefaciens NR 112685.1

I Bacillus siamensis NR 117274 1
9

Bacillus methylotrophicus NR 1162401

Bacillus sp.3

Bacillus velezensis NR 0750052

Streptomyces coelicolor NR 1123051

0.020

Slika 5.2. Filogenetsko stablo proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis

5.3. ODABIR OPTIMALNOG IZVORA UGLJENIKA I
ORGANSKOG IZVORA AZOTA

Nakon odabira proizvodnog mikroorganizma sa najizrazenijim antagonistickim delovanjem
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas i njegove identifikacije kao Bacillus
velezensis, naredni korak u razvoju bioprocesa predstavija formulacija sastava hranljive
podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma sa ciliem proizvodnje biokontrolnih
agenasa, odnosno umoZzavanja biomase proizvodnog mikroorganizma u ovom slucaju.
Pocetni korak formulacije sastava hranljivih podloga u biotehnoloskim procesima prestavlja
odabir izvora uglienika, azota i fosfora kao osnovnih nutrijenata neophodnih
mikroorganizmima za rast i umnoZavanje biomase, kao i sintezu primarnih i sekundarnih
metabolita. Posto je na samom pocetku neophodno definisati osnovu za formulaciju sastava
hranljive podloge, s obzirom na cilj suzbijanja fitopatogenih izolata roda Xanthomonas u
ovom slucaju kao osnova hranljive podloge uzeta je hranljiva podloga koja favorizuje rast
bakterija roda Xanthomonas sledeceg sastava: izvor ugljenika 15 g/l, organski izvor azota 3
g/l, (NH,),SO, 1,5 g/l, K;HPO, 3 g/l, MgSO,7H,O 0,3 g/l (Dodi¢ i Grahovac, 2013). S
obzirom na to da su (NH,).SO, kao neorganski izvor azota i K,HPO, kao izvor fosfora, kao i
MgSO,4 7H,0, Cesto koris¢ene komponente (neorganske soli) u hranljivim podlogama za
kultivaciju mikroorganizama, izmedu ostalih i bakterija roda Bacillus (Moghannem i sar.,
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2018; Zhu i sar., 2018; Ye i sar., 2018), kao cilj ovog dela istrazivanja postavljena je
formulacija sastava hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis u pogledu odabira izvora ugljenika i organskog izvora azota koji favorizuju rast
proizvodnog mikroorganizma, kao i poveéanje antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas. Prilikom odabira izvora ovih nutrijenata kao drugi parametar
razmatrana je i mogucnost smanjenja troSkova pripreme hranljive podloge. Stoga je izbor
izvora ugljenika sveden na nutrijente koji se najéeS¢e mogu sresti kao dominantne organske
komponente razli€itih industrijskih otpadnih tokova (glukoza — otpadne tokovi prerade voca i
povréa, kao i proizvodnje vina; saharoza — otpadni tokovi prerade Secerne repe i konditorske
industrije; laktoza — otpadni tokovi industrije mleka i mle€nih proizvoda; skrob — otpadni
tokovi industrije brasna i pekarskih proizvoda, kao i prerade krompira; glicerol — otpadni tok
proizvodnje biodizela), sa ciliem procene potencijala primene razli€itih industrijskih otpadnih
tokova u proizvodnji biokontrolnih agenasa.

Industrijski otpadni tokovi sa visokim sadrzajem glukoze koris¢eni su za proizvodnju
biosurfaktanata primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus subtilis (Secato i sar.,
2016). Saharoza predstavlja osnovnu komponentu melase, koja nastaje kao sporedni
proizvod industrije Secera nastalog preradom Secéerne repe ili Secerne trske. Kaleem i sar.
(2000) su koristili melasu kao izvor ugljenika za proizvodnju antimikrobnih agenasa od
strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus subtilis. Melasa nastala preradom Secerne
trske koris¢ena je u proizvodnji polihidroksibutirata (PHB) od strane proizvodnog
mikroorganizma Bacillus megaterium (Gouda i sar., 2001), dok je otpadna voda iz industrije
Setera takode koriS¢ena kao supstrat za proizvodnju poli-B-hidroksibutirata od strane
Bacillus subtilis NG220 (Singh i sar., 2013). Melasa je koris¢ena kao komponenta
kultivacionog medijuma za proizvodnju biosurfaktanata primenom razli¢itih sojeva roda
Bacillus (Saimmai i sar., 2011; Al-Bahry i sar., 2013). Peighami-Ashnaei i sar. (2009) su
ispitivali potencijal za bioloSku kontrolu soja Bacillus subtilis B-3 kultivisanog primenom
hranljive podloge koja sadrzi melasu. Ptaza i sar. (2012) su istrazivali antifungalnu aktivnost
razli€itih sojeva roda Bacillus kultivisanih na hranljivim podlogama koje sadrze razliCite vrste
agro-industrijskog otpada, ukljuCuju¢i i melasu. Sa druge strane, Sousa i sar. (2014) su
isptivali potencijal melase, medu nekoliko drugih izvora ugljenika, za umnozavanje biomase
Bacillus sp. RAB9. Moraes i sar. (2012) su koristili hranljivu podlogu na bazi melase za
proizvodnju poli-y-glutaminske kiseline primenom Bacillus velezensis. Laktoza se uglavnom
moze pronaci u otpadnim tokovima industrije mleka i mle¢nih proizvoda. Gomaa (2013) je
ispitivao antimikrobnu aktivnost biosurfaktanta proizvedenog od strane proizvodnog
mikroorganizma Bacillus licheniformis M104 primenom surutke kao osnove kultivacionog
medijuma. Skrob ¢&ini osnovnu komponentu otpadnih tokova prerade Zitarica, kasave i
krompira. Otpadna voda iz prerade kasave se pokazala kao pogodan kultivacioni medijum
za proizvodnju biosurfaktanata od strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus subtilis
(Nitschke i Pastore, 2006), dok je sporedni proizvod prerade kasave kori§¢en za proizvodnju
polihidroksialkanoata od strane Bacillus sp. (Krueger i sar., 2012). Kukuruzni skrob je
koriS¢en kao izvor uglienika za proizvodnju B-amilaze od strane nekoliko sojeva roda
Bacillus (Ajayi i Fagade, 2003), dok je otpadna voda iz proizvodnje skroba koris¢ena za
proizvodnju Bt (Bacillus thuringiensis) biopesticida (Chang i sar., 2008). Otpadna voda koja
sadrzi skrob iz prerade slatkog krompira se takode pokazala kao pogodan supstrat za
proizvodnju mikrobioloSkog dubriva na bazi Bacillus amyloliquefaciens (Zhou i sar., 2012).
Sirovi glicerol nastaje u zna€ajnim koli¢inama kao dominantni nusproizvod rastuce industrije
biodizela, zbog €ega se javlja potreba za njegovom mikrobioloSkom konverzijom u razliCite
proizvode sa dodatom vrednoS¢u primenom razliCitih mikroorganizama (Li i Lesnik, 2013).
Sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela je do sada ispitan kao izvor ugljenika u hranljivim
podlogama za proizvodnju biosurfaktanata od strane Bacillus subtilis TD4 (Saimmai i sar.,
2012), Bacillus sp. (Sousa i sar., 2012) i Bacillus subtilis ATCC 6633 (de Sousa i sar., 2014).

Sa druge strane, na osnovu literaturnih podataka o sastavu hranljivih podloga za kultivaciju
bakterija roda Bacillus, kao potencijalni organski izvori azota odabrani su ekstrakt kvasca
(Moghannem i sar., 2018; Ye i sar., 2018; Zhu i sar., 2018), pepton (Liu i sar., 2010;
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Moghannem i sar., 2018; Zhu i sar., 2018), sojino brasno (Liu i sar., 2010), urea (Moraes i
sar., 2012) i L-glutaminska kiselina (Al-Ali i sar., 2018; Chen i sar., 2018).

Kultivacija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis izvrSena je primenom 25
hranljivih podloga koje su sadrzale razliCite kombinacije izvora ugljenika i organskog izvora
azota, pri Cemu je u svakoj hranljivoj podlozi bila prisutna ista koncentracija izvora ugljenika i
organskog izvora azota, kao i ostalih komponenata ((NH4).SO,4, K;HPO, i MgSO,47H,0)
(poglavlje 4.2.2.2.). Nakon zavrSetka kultivacije, antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacionih
te€nosti testirana je primenom disk-difuzione metode protiv 12 fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas koriS¢enih i u prethodnoj fazi istrazivanja. Kao i u prethodnoj fazi istrazivanja,
kao odziv koji reprezentuje antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis koriS¢en je pre€nik dobijenih zona inhibicije.

Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka
kultivacionih teCnosti Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas
izvrSena je ciliem utvrdivanja statistiCke znacajnosti uticaja primenjenih izvora ugljenika,
organskih izvora azota, kao i njihove kombinacije u hranljivim podlogama na antimikrobnu
aktivnost proizvodnog mikroorganizma (tabela 5.4.). Analiza je vrSena pri nivou znacajnosti
od 95%. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse pokazali su da izvor ugljenika, organski
izvor azota, kao i njihova kombinacija imaju statisticki zna€ajan uticaj na precnik zone
inhibicije, odnosno antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, uz p-vrednosti manje od 0,05 u sva tri slu€aja
(tabela 5.4.).

Tabela 5.4. Dvofaktorijalna analiza varijanse precnika zona inhibicije dobijenih testiranjem
uzoraka kultivacionih te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas

Izvor varijabilnosti SS DF MS F-vrednost p-vrednost
Odsecak 216223,05 1 52883,08 75426,65 0,0000
Izvor ugljenika 813,81 4 203,45 70,97 0,0000
Organski izvor azota 970,21 4 242,55 84,61 0,0000
Izvor “9”9””;";‘;?;9&”5"' lzvor 964,59 16 | 60,29 21,03 0,0000
Greska 143,33 50 2,87 - -

Nakon dvofaktorijalne analize, primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round
Rock, Teksas, SAD) generisani su grafici na kojima su prikazane srednje vrednosti pre¢nika
zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacionih te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrze razliCite izvore uglienika (slika 5.3.) i
organske izvore azota (slika 5.4.) protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Najveci
pre€nici zona inhibicije protiv testiranih fitopatogenih izolata dobijeni su kada su kao izvori
ugljenika koriS¢eni laktoza i glicerol (slika 5.3.). Sa druge strane, primena glukoze kao izvora
uglienika u hranljivoj podlozi, kao najSire primenjivanog nutrijenta Cije usvajanje preferira
najveci broj mikroorganizama, rezultovala je najmanjim precnicima zona inhibicije.
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Slika 5.3. Srednja vrednost pre¢nika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka
kultivacionih te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrze razliCite
izvore ugljenika protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas

Kada su u pitanju ispitivani organski izvori azota u hranljivim podlogama, najveéi preénici
zona inhibicije dobijeni su primenom ekstrakta kvasca, koga prate pepton i L-glutaminska
kiselina, dok je najlosiji rezultat u pogledu antimikrobne aktivnosti dobijen kada je kao
organski izvor azota u hranljivoj podlozi koriS¢eno sojino brasno (slika 5.4.). Uzimajuéi u
obzir da su aminokiselina poZeljan organski izvor azota za vecinu vrsta roda Bacillus,
ekstrakt kvasca, koji sadrzi znacajnu koli¢inu razli¢itih aminokiselina, kao i pepton, koji pored
aminokiselina sadrzi i peptide (Harwood i Stephenson, 1999), i u ovom slu€aju su se
pokazali pogodnim za primenu u hranljivoj podlozi za kultivaciju proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis. lako se ekstrakt kvasca smatra relativno skupim
nutrijentom za primenu u mikrobioloSkim procesima, dalja optimizacija sastava hranljive
podloge u pogledu sadrzaja nutrijenata trebala bi da utvrdi zahtevanu koli¢inu ovog
nutrijenta, kao i isplativost njegove primene kao komponente kultivacionog medijuma. Osim
toga, primena kompleksnih izvora ugljenika, kao $to su otpadne vode industrije mleka i
mlecnih proizvoda i melasa, potencijalno bi mogla da zadovolji nutritivne zahteve
proizvodnog mikroorganizma u pogledu aminokiselina, stoga bi rezultati optimizacije sastava
ovakvog medijuma mogli da ukazu na potrebu za primenom ekstrakta kvasca u veoma
niskim koncentracijama. Sojino bradno, iako ekonomski najisplativiji organski izvor azota za
primenu u mikrobioloSkim procesima, se u ovom slu€aju pokazalo kao najmanje pogodno
reSenje za proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, ukazujuci na nizak afinitet proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
ka metabolisanju ovog izvora azota.
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Slika 5.4. Srednja vrednost pre€nika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka
kultivacionih te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrze razliCite
organske izvore azota protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas

Sa ciljem ispitivanja uticaja interakcije izvora ugljenika i organskog izvora azota u hranljivoj
podlozi na antimikrobnu aktivnost, izvrSen je Dankanov test viSestrukih poredenja, gde su
formirane homogene grupe istih nivoa statisticke znacajnosti (tabela 5.5.). Poredenjem
razli¢itih kombinacija izvora ugljenika i organskog izvora azota u hranljivim podlogama moze
se zakljuCiti da su najveCi pre€nici zona inhibicije dobijeni pri koris¢enju sledecih
kombinacija: glicerol - ekstrakt kvasca, laktoza - pepton i saharoza — ekstrakt kvasca, pri
¢emu se sve tri kombinacije nalaze na istom nivou statisticke zna€ajnosti, Sto ukazuje da se
bilo koja od ove tri kombinacije nutrijenata moZze iskoristiti za proizvodnju biokontrolnih
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis. Ovi rezultati takode ukazuju na potencijal otpadnih
tokova proizvodnje Secera i konditorske industrije, otpadnih tokova industrije mleka i mle¢nih
proizvoda, kao i sirovog glicerola koji poti¢e iz proizvodnje biodizela za proizvodnju
biokontrolnih agenasa kao proizvoda sa dodatom vredno$¢u. S obzirom na to da sposobnost
metabolisanja laktoze kao izvora uglienika nije uobiCajena karakteristka medu
mikroorganizmima usled odsustva enzimskog aparata za raskidanje -1—4 glikozidne veze
(Sumithra i sar., 2016), mogucnost iskoriS¢enja otpadnih tokova industrije mleka i mle¢nih
proizvoda je stoga limitirana kada je u pitanju biotehnoloSka proizvodnja. Uzimajuci u obzir
da se tokom proizvodnje mleka generiSe jedan litar otpadne vode po jednom litru
proizvedenog mleka (Priyadharshini i Kumar, 2016), sposobnost proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis da metaboliSe laktozu kao izvor ugljenika otvara novo
poglavlje moguénosti iskoridéenja otpadnih tokova industrije mleka i mleénih proizvoda u
mikrobiolodkoj proizvodnji proizvoda sa dodatom vredno$éu. Sa druge strane, sposobnost
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis da metaboliSe glicerol predstavlja osnovu
za iskoriSc¢enje sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela. Ovaj efluent proizvodnje biodizela
predstavlja veliki problem pre svega zbog Cinjenice da nastaje u velikoj koli€ini (10% (w/w) u
poredenju sa koli¢inom proizvedenog biodizela) (Garlapati i sar., 2016), kao i zbog prisustva
razliCitih primesa koje poticu iz sirovina koris¢enih za proizvodnju biodizela (narocito kada su
u pitanju otpadna ulja i masti) i samog procesa proizvodnje biodizela (Ayoub i Abdullah,
2012). Ve¢ nekoliko godina unazad istrazivanje mogucih nacina za iskoris¢enje sirovog
glicerola predstavlja znaCajan izazov za nauCnike Sirom sveta, pri ¢emu mikrobioloSka
konverzija sirovog glicerola u razli¢ite proizvode predstavlja jedno od obecavajucih reSenja
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(Garlapati i sar., 2016). Stoga su naredne faze istrazivanja sprovedene uz primenu hranljivih
podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela, kako bi se
procenio potencijal ovog efluenta u proizvodnji biokontrolnih agenasa efikasnih protiv
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus

velezensis.

Tabela 5.5. Srednje vrednosti pre€nika zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka
kultivacionih te¢nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koje sadrze razliCite
kombinacije izvora ugljenika i organskog izvora azota protiv fitopatogenih izolata roda

Xanthomonas
Izvor ugljenika Izvor azota Precnik zone inhibicije (mm)
Saharoza L-glutaminska kiselina 40,83+0,41°%
Glukoza Sojino brasno 41,33+2,66™
Laktoza Urea 44,00+1,26™°
Skrob Sojino bragno 44,83+0,75™°
Saharoza Sojino brasno 44,83+0,98™°
Glukoza Ekstrakt kvasca 45,83+1,33"
Glicerol Pepton 45,83+1,33"
Glukoza Pepton 46,5+3,08°
Skrob Urea 46,67+2,25°°
Laktoza Sojino bragno 46,83+4,31°%°
Glukoza Urea 47,50+0,84%
Glicerol Sojino bragno 47,83+5,31°%
Skrob Pepton 48,67+1,21°
Saharoza Urea 48,83+0,98°
Glukoza L-glutaminska kiselina 49,83+4,75%"
Glicerol Urea 50,50+3,56%"
Skrob L-glutaminska kiselina 51,33+5,20°"
Saharoza Pepton 51,67+0,52""
Starch Ekstrakt kvasca 53,50+6,329"
Laktoza Ekstrakt kvasca 54,00+5,509"
Glicerol L-glutaminska kiselina 55,00+2,61™
Laktoza L-glutaminska kiselina 55,50+1,76™
Saharoza Ekstrakt kvasca 58,50+3,89"
Laktoza Pepton 59,50+7,15"
Glicerol Ekstrakt kvasca 60,83+6,21'

Vrednosti oznacene istim slovima nalaze se na istom nivou statisticke znacajnosti sa intervalom

poverenja od 95% (Dankanov test)
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5.4. MODELOVANJE | OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE
PODLOGE NA BAZI KOMERCIJALNOG GLICEROLA

5.4.1. MATEMATICKI MODELI UTICAJA KONCENTRACIJE KOMPONENTI
HRANLJIVE PODLOGE NA BAZI KOMERCIJALNOG GLICEROLA NA
ANTIMIKROBNU AKTIVNOST | REZIDUALNE KONCENTRACIJE
NUTRIJENATA

Nakon odabira izvora ugljenika i organskog izvora azota kao komponenti hranljive podloge
koje favorizuju rast i antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, naredni korak u optimizaciji sastava hranljive
podloge za biotehnoloSku proizvodnju biokontrolnih agenasa predstavlja modelovanije uticaja
koncentracija odabranih komponenti hranljive podloge na odabrane izlazne parametre
bioprocesa, sa ciliem dobijanja matemati¢kih modela koji opisuju pona3anje odabranih
izlaznih parametara bioprocesa sa promenom nezavisnih promenljivih, u ovom slu€aju
koncentracija odabranih nutrijenata u hranljivoj podlozi. Matemati¢ki model, odnosno
polinomska jednacina drugog reda (poglavije 4.9.2), opisuje ponasanje jedne zavisne
promenljive u zavisnosti od odabranog broja nezavisnih promenljivin (faktora). U ovom
slu¢aju, s obzirom na to da je cilj ovog dela istrazivanja bio modelovanje sastava hranljive
podloge za proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, kao nezavisne promenljive (faktori) odabrane su inicijalne koncentracije
osnovnih komponenti hranljive podloge u sledeéim opsezima: izvora ugljenika (glicerol) 10-
35-60 g/l, organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) 0-2,5-5 g/l, neorganskog izvora azota
((NH4)2S04) 0-1,5-3 g/l i izvora fosfora (K,HPO,) 1-5,5-10 g/I. Pored ovih komponenti, svaka
hranljiva podloga sadrzala je 0,3 g/l MgSO,-7H,0. Kao znacajni izlazi bioprocesa, odnosno
zavisne promenljive (odzivi), praceni su prec¢nik zona inhibicije, kao zavisna promenljiva koja
neposredno ukazuje na stepen antimikrobne aktivnosti, kao i rezidualne koncentracije
osnovnih nutrijenata: izvora ugljenika (glicerola), ukupnog azota i ukupnog fosfora. Zadatak
modelovanja primenom metodologije odzivne povrSine jeste odredivanje odsecCka, kao i
linearnih, kvadratnih i koeficijenata interakcije koji odreduju uticaj svake od nezavisnih
promenljivih na odabranu zavisnu promenljivu, uzimaju¢i u obzir da je za fitovanje
eksperimentalnih podataka koriS¢ena polinomska jednacina drugog reda.

U cilju prikupljanja dovoljne koli¢ine eksperimentalnih podataka za izvodenje modelovanja,
primenjen je Boks-Benkenov redukovani eksperimentalni dizajn u kome su varirane Cetiri
nezavisne promenljive na tri nivoa u okviru 30 eksperimenata sa unapred zadatim
vrednostima nezavisnih promenljivih (tabela 4.6., poglavije 4.2.2.3.). Nivoi vrednosti
nezavisnih promenljivih (koncentracija odabranih izvora nutrijenata) odredeni su tako da
budu ekvidistantni u odnosu na zadatu vrednost iz centralne taCke eksperimentalnog plana
za svaku nezavisnu promenljivu. S obzirom na ispitivanje uticaja Cetiri nezavisne promenljive
Cije su vrednosti varirane na tri nivoa, primenom ovog tipa eksperimentalnog dizajna broj
potrebnih eksperimenata za dobijanje dovoljne koli€ine podataka potrebne za modelovanje
odabranih odziva se znacajno smanjuje, Cime se postize veoma znaCajna usteda
materijalnih resursa i vremena. Osim toga, eksperimentalni plan je sadrzao i tri eksperimenta
u kojima su zadate vrednosti sve Cetiri nezavisne promenljive odgovarale vrednostima iz
centralne tacke radi utvrdivanja ponovljivosti eksperimenta pod istim uslovima i dalje
statistiCke analize znacCajnosti dobijenih rezultata.

Kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis pod unapred definisanim
uslovima (poglavilje 4.4.) izvedene su primenom hranljivih podloga &iji su sastavi definisani
Boks-Benkenovim eksperimentalnim planom. Po zavrSetku kultivacija, izvrSeno je testiranje
antimikrobne aktivnosti dobijenih uzoraka kultivacionih te€nosti protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas, sa ciliem odredivanja pre¢nika zona inhibicije kao odziva koji predstavlja
direktan pokazatelj stepena antimikrobne aktivnosti. Osim toga, po zavrSetku kultivacije
izvrSeno je odvajanje teCne faze kultivacionih te€nosti od biomase proizvodnog
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mikroorganizma Bacillus velezensis centrifugiranjem, sa ciliem dobijanja supernatanta
oslobodenog c¢elija koji je dalje kori8¢en za odredivanje rezidualnih sadrzaja osnovnih
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), primenom odgovarajucih analitickih
metoda.

Nakon prikupljanja dovoljne koli¢ine eksperimentalnih podataka u pogledu odabranih izlaza
bioprocesa, to jest odziva (pre¢nika zona inhibicije i rezidualnih koncentracija glicerola,
ukupnog azota i ukupnog fosfora), izvrSena je statisticka analiza dobijenih eksperimentalnih
podataka. Analiza varijanse izvrSena je sa ciljem utvrdivanja statisticke znacajnosti dobijenih
modela za odabrane odzive, odnosno kvaliteta fitovanja eksperimentalnih podataka
odabranim polinomskim jednacdinama drugog reda. Na osnovu dobijenih p-vrednosti za sve
modele (0,0000), moze se utvrditi da su sva Cetiri modela statisticki znacajna pri nivou
znacajnosti od 95% (tabela 5.6.). Adekvatnost dobijenih matematickih modela takode je
procenjena na osnovu F-vrednosti (FiSerovog testa). Uzimajuéi u obzir da su dobijene F-
vrednosti manje od tabli¢nih vrednosti za odgovarajuci stepen slobode primenjenog
eksperimentalnog plana, moze se zakljuciti da su dobijeni modeli pogodni za opisivanje
uticaja ispitivanih nezavisnih promenljivih na odabrane odzive. Osim toga, koeficijenti
determinacije za sva Cetiri modela veé¢i od 90% ukazuju na zadovoljavajuée fitovanje
eksperimentalnih podataka odabranim polinomskim jednac¢inama drugog reda (tabela 5.6.).

Tabela 5.6. Analiza varijanse odabranih odziva u fazi modelovanja sastava hranljive podloge
na bazi komercijalnog glicerola

Odziv SS DF MS vreclj:r_lost vregr-lost R’
Preénik z(:)nnme)inhibicije 39(;’7567,b79a igz 2600’2,31b2a 412772 0,0000 0,949
Rezidualni s(ag</:!|;2aj glicerola 1;%002?3 igz 11211333 63,37 0,0000 0,949
. . — = 3 a
Rezidualgfzz?:réa}lljl)UKUPnog 207,;]_52%3 ig: 3)3‘11: 191,00 0,0000 0,957
ReZIdua:‘gls ?frirfgh )ukupnog 82?’1681 o gﬁgb 3291 | 00000 | 0,904

2 model, ° reziduali

MatematiCki modeli generisani za odabrane odzive prikazani su u vidu vrednosti odsecka,
linearnih, kvadratnih i koeficijenata interakcije izmedu nezavisnih promenljivih, dok je
staticka znacCajnost uticaja ovih nezavisnih promenljivih prikazana u vidu p-vrednosti za
odgovarajuée koeficijente (tabela 5.7.). Statistic¢ki znaCajni koeficijenti matematickih modela
za odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, boldovani su u tabeli 5.7. Pozitivan predznak
ispred linearnih i kvadratnih koeficijenata ukazuje na direktnu vezu ispitivane nezavisne i
zavisne promenljive, dok negativan predznak ukazuje na reverznu povezanost ovih
promenljivih (lli¢ i Mijailovi¢, 2014). Sa druge strane, kada su u pitanju koeficijenti interakcije
koji opisuju istovremeni uticaj dve nezavisne promenljive, u ovom slu€aju pozitiva predznak
ukazuje na njihovo sinergisticko dejstvo, dok negativan predznak ukazuje na antagonisticko
dejstvo ispitivanih nezavisnih promenljivih (lli¢ i Mijailovi¢, 2014).

Kada je u pitanju matematicki model za rezidualni sadrzaj glicerola, moze se primetiti
statistiCki zna€aj uticaj linearnog koeficijenta inicijalne koncentracije glicerola, sa pozitivnim
predznakom, kao i negativni predznak statistiCki zna€ajnog kvadratnog koeficijenta inicijalne
koncentracije glicerola u hranljivoj podlozi. Osim toga, moze se uoditi i statistiCki znaCajan
sinergisticki uticaj interakcije organskog i neorganskog izvora azota, Sto implicira da
dinamika potroSnje izvora azota statistiCki znacajno utice na rezidualnu koncentraciju
glicerola kao izvora ugljenika u kultivacionoj te€nosti po zavrsetku kultivacije. Posmatrajuci
matematiCki model za rezidualni sadrzaj ukupnog azota, moze se uoCiti da statisticki
znaCajan uticaj imaju linerani koeficijent incijalne koncentracije izvora fosfora, kao i
koeficijenti interakcije inicijalne koncentracije organskog izvora azota i neorganskog izvora
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azota sa inicijalnom koncentracijom izvora fosfora. Ovakvi rezultati impliciraju znacajan uticaj
dinamike potrodnje izvora fosfora na rezidualni sadrZaj ukupnoj azota u kultivacionoj
te€nosti. Kod matemati¢kog modela za rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora, moze se primetiti
statisticki znacajan uticaj linearnih koeficijenata inicijalne koncentracije organskog izvora
azota i izvora fosfora, antagonisti¢ki uticaj inicijalnih koncentracija izvora ugljenika i
organskog izvora azota, kao i statistiCi znacCajan uticaj kvadratnog koeficijenta inicijalne
koncentracije izvora fosfora.

Najvazniji odziv bioprocesa kada je u pitanju antimikrobna aktivhost proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas je
svakako precnik zona inhibicije. Posmatraju¢i matematicki model ovog odziva, uo€ava se
statisti¢ki znacajan uticaj linearnog koeficijenta inicijalne koncentracije neorganskog izvora
azota, kvadratnih koeficijenata inicijalnih koncentracija izvora ugljenika i neorganskog izvora
azota, kao i antagonisti¢ki uticaj interakcije inicijalne koncentracije izvora ugljenika sa
inicijalnom koncentracijom preostalih nutrijenata (neorganskog i organskog izvora azota i
izvora fosfora), uz sinergistiCko uticaj interakcije inicijalne koncentracije organskog izvora
azota i izvora fosfora.

Tabela 5.7. Koeficijenti regresionih jednacina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive u fazi
modelovanja sastava hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola

Pre&nik zone Rezidualni sadrzaj Rezidualni sadrzaj | Rezidualni sadrzaj
inhibicije (mm) glicerola (g/l) ukupnog azota ukupnog fosfora
(9/1) (9/1)
Koeficijent | Vrednost b- Vrednost b- Vrednost p- Vrednost b-
vrednost vrednost vrednost vrednost
Odsecak
bo 30,625 | 0,0000 | -14,892 | 0,1273 | 0906 | 00010 | -0,987 | 0,2989
Linearni
b, 0,032 0,5254 1,335 0,0003 0,011 0,0946 0,027 0,3237
b, 0,526 0,2584 0,530 0,8274 -0,036 0,5264 0,527 0,0467
bs 3,852 0,0002 5,053 0,2266 0,108 0,2609 -0,126 0,7560
b, 0,380 0,1716 1,741 0,2383 -0,142 0,0009 0,482 0,0049
Interakcija
bis -0,020 0,0084 -0,006 0,8623 -0,001 0,2521 -0,009 0,0238
bis -0,043 0,0015 -0,055 0,3549 -0,003 0,0629 0,005 0,3885
by -0,008 0,0479 0,003 0,8733 -0,000 0,8263 -0,000 0,8852
bos 0,150 0,1822 1,244 0,0490 -0,019 0,1761 0,011 0,8540
bos 0,089 0,0270 -0,327 0,1099 0,030 0,0000 -0,018 0,3724
a4 -0,102 0,1091 -0,356 0,2815 0,037 0,0002 0,043 0,1988
Kvadratni
b11 0,001 0,0269 -0,008 0,0180 -0,000 0,2623 -0,000 0,3971
b, 0,064 0,2699 -0,308 0,3171 0,014 0,0646 -0,039 0,2245
bss -0,448 0,0126 -1,740 0,0553 -0,024 0,2300 -0,057 0,5021
D44 0,010 0,5522 -0,052 0,5804 0,001 0,5954 -0,021 0,0392

1 — glicerol, 2 — ekstrakt kvasca, 3 - (NH,),SO,, 4 - K;HPO,

U cilju boljeg razumevanja uticaja inicijalnih koncentracija nutrijenata na precnik dobijenih
zona inhibicije prilikom testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te€nosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda
Xantomonas, konstruisane su odzivne povrSine, odnosno trodimenzionalni graficki prikazi
interakcije dve nezavisne promenljive (inicijalne koncentracije dva nutrijenta) i njihovog
uticaja na zavisnu promenljivu (pre¢nik zona inhibicije) u ispitivanom opsegu vrednosti
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nezavisnih promenljivih, pri E&emu su vrednosti preostale dve nezavisne promenljive jednake
vrednostima iz centralne tacke Boks-Benkenovog eksperimentalnog dizajna.

Posmatrajuci prvu odzivnu povrSinu koja prikazuje uticaj inicijalne koncentracije izvora
ugljenika (glicerol) i inicijalne koncentracije organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) (slika
5.5.A), pri emu su inicijalne koncentracije neorganskog izvora azota ((NH,),SO,) i izvora
fosfora (K;HPO,) jednake vrednostima iz centralne tatke eksperimentalnog plana (1,5 g/l i
5,5 g/l, redom) moze se uoditi da se minimalni prec€nici zona inhibicije dobijaju pri inicijalnoj
koncentraciji glicerola u opsegu 15-45 g/l i pri inicijalnoj koncentraciji ekstrakta kvasa koja je
blizu minimalne vrednosti ispitivanog opsega (0-0,25 g/l). Sa druge strane, maksimalni
precnici zona inhibicije dobijaju se pri inicijalnog koncentraciji glicerola bliskoj minimalnoj
vrednosti ispitivanog opsega (10-15 g/l) i gotovo maksimalnoj vrednosti inicijalne
koncentracije ekstrakta kvasca u opsegu 4,5-5 g/l. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti
da maksimizaciju pre€nika zona inhibicije favorizuje minimalna inicijalna koncentracija izvora
ugljenika i maksimalna inicijalna koncentracija organskog izvora azota iz ispitivanih opsega.

Naredna odzivna povrsina prikazuje uticaj inicijalnih koncentracija izvora ugljenika (glicerol) i
neorganskog izvora azota ((NH,).SO,) na pre¢nik zona inhibicije (slika 5.5.B), pri ¢emu
vrednosti preostale dve nezavisne promenljive (inicijalne koncentracije organskog izvora
azota (ekstrakt kvasca) i izvora fosfora (K,HPO,)) iznose 2,5 g/l i 5,5 g/l, redom. Minimalni
pre€nik zona inhibicije dobija se pri inicijalnoj koncentraciji glicerola u opsegu 10-35 g/l i
inicijalnog koncentraciji (NH4).SO,4 u opsegu 0-0,25 g/l. Sa druge strane, maksimalna prec¢nik
zona inhibicije dobija se kada je inicijalna koncentracija glicerola u opsegu 10-15 g/l, a
inicijalna koncentracija (NH4),SO,4 u opsegu 2-3 g/l. Stoga se moze zakljuditi da kada je u
pitanju interakcija inicijalne koncentracije izvora ugljenika i neorganskog izvora azota, vedi
uticaj na pre¢nik zona inhibicije pokazuje inicijalna koncentracija heorganskog izvora azota,
jer opseg koncentracija ovog nutrijenta pri istom ispitivanom opsegu koncentracija izvora
uglienika odreduje maksimalan ili minimalan preénik zone inhibicije dobijen kao rezultat
testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Takode, moze se zakljuciti da maksimalna vrednost
inicijalne koncentracije neorganskog izvora azota zajedno sa maksimalnom inicijalnom
koncentracijom organskog izvora azota iz ispitivanog opsega vrednosti favorizuje
maksimizaciju pre¢nika zona inhibicije, Sto ukazuje na visoku potrebu proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis za azotom kao jednim od osnovnih nutrijenata. Ova
Cinjenica ukazuje da je antimikrobna aktivnost proizvodnog mikroorganizma posledica ili
dejstva biomase proizvodnog mikroorganizma, za Cije je umnozavanje neophodna velika
koliina azota, ili odredenih azotnih jedinjenja Cijom sposobnobséu produkcije se karakterise
Bacillus velezensis, kao $to su peptidna jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem (Singh i
sar., 2017).

Interakcija inicijalne koncentracije izvora ugljenika (glicerol) i inicijalne koncentracije izvora
fosfora (K;HPQ,), kao i njihov uticaj na pre¢nik zone inhibicije, prikazani su na slici 5.5.C, pri
¢emu inicijalne koncentracije organskog (ekstrakt kvasca) i neorganskog izvora azota
((NH4).S0O,) odgovaraju vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog dizajna (2,5 g/l i
1,5 g/l, redom). Minimalan pre¢nik zona inhibicije oCekuje se pri inicijalnoj koncentraciji
glicerola u opsegu 15-55 g/l i inicijalnoj koncentraciji K;HPO,4 u opsegu 1-3,5 g/l. Maksimalan
pre€nik zone inhibicije oCekuje se pri inicijalnoj koncentraciji glicerola 10-15 g/l i inicijalnoj
koncentraciji K,HPO, u opsegu 9-10 g/l. MozZe se zakljuCiti da minimalna vrednost inicijalne
koncentracije izvora ugljenika i maksimalna vrednost inicijalne koncentracije izvora fosfora iz
ispitivanog  opsega favorizuju povecCanje antimikrobne aktivnosti  proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas.
Posmatrajuci prethodne tri odzivne povrSine, jasno je da maksimizaciji preCnika zona
inhibicije pogoduje najmanja vrednost inicijalne koncentracije izvora ugljenika iz ispitivanog
opsega, Sto moze ukazati i na inhibiciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
glicerolom u slucaju primene visokih inicijalnih koncentracija ovog jedinjenja u hranljivoj
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podlozi za proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas.

Uticaj inicijalne koncentracije organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) i neorganskog izvora
azota ((NH;).S0O,) na precnik zona inhibicije prikazan je na slici 5.5.D, pri ¢emu inicijalne
koncentracije izvora ugljenika (glicerol) i izvora fosfora (K,HPO,) iznose 35 g/l i 5,5 g/l
redom. Minimalan prec¢nik zona inhibicije dobija se pri minimalnim vrednostima inicijalnih
koncentracija oba nutrijenta iz ispitivanih opsega: 0-1 g/l za ekstrakt kvasca i 0-0,25 g/l za
(NH,),SO,. Maksimalne vrednosti pre€nika zona inhibicije dobijaju se pri maksimalnim
vrednostima inicijalnih koncentracija oba nutrijenta u ispitivanim opsezima: 4,5-5 g/l za
ekstrakt kvasca i 2-3 g/l za (NH,4),SO,, Sto potvrduje prethodno diskutovane rezultate gde je
zaklju¢eno da visoka inicijalna koncentracija i organskog i neorganskog izvora azota
favorizuje maksimizaciju antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas.

Na slici 5.5.E prikazan je uticaj inicijalne koncentracije organskog izvora azota (ekstrakt
kvasca) i inicijalne koncentracije izvora fosfora (K,HPO,) na pre¢nik zona inhibicije, pri ¢emu
vrednosti inicijalnih koncentracija izvora ugljenika (glicerol) i neorganskog izvora azota
((NH,4).S0O,) odgovaraju vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog plana (35 g/l i 1,5
g/l, redom). Minimalan prec¢nik zona inhibicije ofekuje se pri minimalnim vrednostima
inicijalne koncentracije ekstraka kvasca iz ispitivanog opsega (0-0,5 g/l) pri inicijalnoj
koncentraciji izvora fosfora u opsegu 1-5 g/l. Maksimalan pre¢nik zona inhibicije oekuje se
pri maksimalnim inicijalnim koncentracijama oba nutrijenta iz ispitivanog opsega (4,5-5 g/l za
glicerol i 9-10 g/l za K,HPQO,), ¢ime su joS jednom potvrdeni visoki nutritivni zahtevi
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis za organskim izvorom azota izvorom
fosfora kako bi se postigla maksimalna antimikrobna aktivnost protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas.

Poslednja odzivna povrSina prikazuje uticaj inicijalne koncentracije neorganskog izvora
azota ((NH4).S0,) i izvora fosfora (K;HPO,4) na precnik zona inhibicije (slika 5.5.F), pri ¢emu
inicijalne koncentracije preostala dva nutrijenta (glicerola i ekstrakta kvasca kao izvora
uglienika i organskog izvora azota) odgovaraju vrednostima iz centralne tacke
eksperimentalnog dizajna (35 g/l i 2,5 g/l, redom). Minimalan precnik zona inhibicije dobija
se pri minimalnim vrednostima inicijalnih koncentracija (NH4),SO, i K;HPO, iz ispitivanih
opsega (0-0,5 g/l i 1-3 g/l, redom). Sa druge strane, maksimalan pre¢nik zona inhibicije
dobija se pri inicijalnoj koncentraciji (NH4).SO4 u opsegu 0,5-3 g/l i pri inicijalnoj koncentraciji
K>HPO, u opsegu 6-10 g/l, €ime je joS jednom potvrdeno da pored visokih nutritivnih zahteva
u pogledu organskog izvora azota i izvora fosfora, proizvodni mikroorganizam Bacillus
velezensis takode pokazuje visoke zahteve i u pogledu neorganskog izvora azota, u ovom
slu€aju (NH,).S0O,, radi postizanja maksimalne antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas.
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Slika 5.5. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih nutrijenata
na prec¢nik zona inhibicije tokom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi
komercijalnog glicerola za slede¢e kombinacije nezavisnih promenljivin: A — glicerol i
ekstrakt kvasca; B — glicerol i (NH4),SO,4; C — glicerol i K;HPO,; D — ekstrakt kvasca i
(NH4)2SO4, E — ekstrakt kvasca i KzHPO4, F- (NH4)2804 i KzHPO4
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lako metodologija odzivnih povrSina predstavlja dobru osnovu za ispitivanje uticaja
nezavisnih promenljivih, kao i njihovih interakcija, na odabrane zavisne promenljive, i iako se
dobijene odzivne povrSine mogu iskoristiti za procenu optimalnih vrednosti nezavisnih
promenljivih kada se kao cilj postavi minimizacija ili maksimizacija zavisne promenljive, za
potpunu kvantitativnu optimizaciju, u ovom slu€aju sastava hranljive podloge u pogledu
inicijalnih  koncentracija odabranih nutrijenata, neophodna je primena dodatnih metoda
odlucivanja zasnovanih na kvantitativnim pokazateljima, kao §to je metoda zeljene funkcije.

5.4.2. OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE PODLOGE NA BAZ
KOMERCIJALNOG GLICEROLA

Nakon izvrSenog modelovanja odabranih odziva bioprocesa znacajnih za sastav hranljive
podloge za biotehnoloSku proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganzima Bacillus velezensis, i
nakon dobijanja matematiCkih modela za koje je utvrdeno da su statisticki znacajni i da na
adekvatan nacin opisuju uticaj Cetiri nezavisne promenljive (inicijalne koncentracije glicerola,
ekstrakta kvasca, (NH4).SO, i K;HPO,) na odabrane odzive (preCnik zona inhibicije i
rezidualne koncentracije glicerola, ukupnog azota u ukupnog fosfora), naredni korak
predstavija optimizacija sastava hranljive podloge u pogledu inicijalnih koncentracija
odabranih nutrijenata kako bi se zadovoljili odredeni pokazatelji uspeSnosti bioprocesa.
Kada je u pitanju modelovanje biotehnoloskih procesa, matematicki modeli dobijeni u
prethodnom koraku istrazivanja predstavljaju osnovu za ispitivanje uticaja nezavishih
promenljivih na odabrane odzive, odnosno zavisne promenljive, gde se jednostavnim
ubacivanjem Zeljenih vrednosti nezavisnih promenljivih u zadatom opsegu moZze izraCunati
predvidena vrednost zavisnih promenljivih na osnovu dobijenih matematickih jednacina koje
predstavljaju modele. Stoga ovi matemati¢ki modeli predstavljaju osnovu za simulaciju
bioprocesa, kao i njegovu dalju optimizaciju u smislu odredivanja optimizovanih vrednosti
nezavisnih promenljivih pri kojima se postizu optimalne vrednosti zavisnih promenljivih,
odnosno odziva.

Jedna od najCeSée primenjivanih metoda za optimizaciju biotehnolodkih procesa jeste
metoda Zeljene funkcije (Lee i sar., 2018), koja predstavlja softversko reSenje primene niza
nelinearnih algoritama u cilju pronalazenja optimalnog reSenja u skladu sa zadatim ciljem ili
cilievima optimizacije. Pri primeni metode Zeljene funkcije neophodno je pre svega odrediti
cilieve optimizacije u pogledu maksimizacije ili minimizacije vrednosti posmatranih odziva.
Osim toga, svakoj nezavisnoj promenljivoj dodeljuju se tezinski koeficijenti, koji odreduju
znacCajnost uticaja te nezavisne promenljive na ispitivani odziv, a takode je mogucée kao cilj
optimizacije postaviti i minimizaciju ili maksimizaciju vrednosti odredenih nezavisnih
promenljivin. Nakon toga, vrednosti odziva dobijene ubacivanjem pojedinacnih vrednosti
nezavisnih promenljivih u dobijene matematicke modele se konvertuju u individualne zeljene
funkcije koje mogu imati vrednosti u opsegu od 0 do 1, pri emu vrednost O predstavlja
najmanje pozeljno reSenje, dok vrednost 1 predstavlja najpozeljnije reSenje u skladu sa
definisanim ciliem optimizacije. Vrednost ukupne Zeljene funkcije jednaka je geometrijskoj
sredini vrednosti pojedinacnih Zeljenih fukcija (Ferreira i sar., 2007).

Prilikom procedure optimizacije sastava hranljive podloge u okviru ove doktorske disertacije,
svim nezavisnim i zavisnim promenljivim dodeljena je vrednost tezinskog koeficijenta 3 (iz
opsega 1-5), Cime je svakoj promenljivoj dodeljena ista znac€ajnost uticaja na rezultat
optimizacije. Sprovedena su dva seta optimizacije sa razli€itim definisanim ciljevima.

Prvi set optimizacije sastava hranljive podloge u pogledu definisanja inicijalnih koncentracija
nutrijenata imao je samo jedan cilj: maksimizaciju preCnika zona inhibicije kao odziva koji
direktno reprezentuje antimikrobnu aktivnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Posmatrajuci rezultate prvog seta
optimizacije (tabela 5.8.), mozZze se uocCiti da je postizanje maksimalnog pre¢nika zone
inhibicije testiranih uzoraka kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
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velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas potreban sledeéi sastav hranljive
podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma: glicerol 12,01 g/l, ekstrakt kvasca 4,06
g/l, (NH,).S0O,4 2,69 g/l, K;HPO, 8,1 g/l | MgSO47H,O 0,3 g/l. Vrednost dobijene ukupne
zeljene funkcije iznosi 1, s obzirom na to da je procedura optimizacije imala samo jedan
zadati cilj: maksimizaciju pre¢nika zona inhibicije. |z prikazanih rezultata optimizacije sastava
hranljive podloge moze se zakljuCiti da su u znacCajnoj korelaciji sa rezultatim dobijenim
primenom metodologije odzivne povrsine, gde je zakljueno da se maksimalan pre¢nik zona
inhibicije postize primenom hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma koja
sadrZi inicijalnu koncentraciju glicerola blisku nanizoj vrednosti ispitivanog opsega (10-60
g/l), kao i da su potrebne inicijalne koncentracije preostalih ispitivanih nutrijenata (ekstrakta
kvasca, (NH;),SO, i K;HPO,) bliske maksimalnim vrednostima ispitivanih opsega za ove
nutrijente (0-5 g/l za ekstrakt kvasca, 0-3 g/l za (NH4),SO,4 i 1-10 g/l za K,HPOQ,), §to ponovo
ukazuje na visoke nutritivne zahteve proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u
pogledu izvora azota i fosfora.

Na osnovu dobijenih optimizovanih vrednosti nezavisnih promenljivih, njihovim uklju€ivanjem
u matematicke modele dobijene u prethodnom koraku modelovanja mogu se izraCunati
predvidene vrednosti odabranih odziva. 1z prikazanih rezultata prvog seta optimizacije moze
se videti da je pri optimizovanom sastavu hranljive podloge predviden pre¢nik zona inhibicije
od 66,75 mm. Medutim, ovakav sastav hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis rezultovao bi po zavrSetku bioprocesa kultivacionom
te€noscu koja sadrzi priliéno visoke rezidualne koncentracije nutrijenata: 2,05 g/l za glicerol,
1,60 g/l za ukupni azot i 2,78 g/l za ukupni fosfor, $to ukazuje na nepotpuno iskoris¢enje
prisutnih nutrijenata i potencijalni problem koji bi predstavljalo odlaganje rezultujuceg
efluenta bioprocesa. Visoke koncentracije organskih komponenti, azotnih jedinjenja, kao i
jedinjenja fosfora, koji predstavlja osnovni uzrok eutrofikacije prirodnih recipijenata
industrijskih otpadnih tokova (Ngatia i Taylor, 2018), predstavijaju veliki problem za
odlaganje efluenata bioprocesa u Zivotnu sredinu. Sa druge strane, prisustvo veéih
rezidualnih koli¢ina nutrijenata u efluentima bioprocesa povecava ukupne troSkove
bioprocesa u pogledu smanjene iskoriséenosti tih nutrijenata i povecéanja troSkova obavezne
obrade efluenata pre njihovog odlaganja u zivotnu sredinu. Stoga je u okviru ovog
istraZivanja sproveden jo$ jedan set optimizacije sastava hranljive podloge sa ciliem
ispitivanja moguénosti redukovanja, odnosno minimizacije rezidualnih koncentracija
nutrijenata u kultivacionoj teénosti po zavrSetku bioprocesa proizvodnje biokontrolnih
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis.

Tabela 5.8. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predvidene vrednosti odziva dobijene
kao rezultat optimizacije sastava hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola

Prvi set optimizacije Drugi set optimizacije
Faktori Cil] Optimizovana Cil] Optimizovana
vrednost vrednost
Glicerol (g/) u opsegu 12,01 u opsegu 10,00
Ekstrakt kvasca (g/l) u opsegu 4,06 u opsegu 2,83
(NH,)2S0O4 (g/l) u opsegu 2,69 u opsegu 3,00
KoHPO, (gl) u opsegu 8,11 u opsegu 1,07
Odzivi il Predvidena Cilj Predvidena
vrednost vrednost
Precnik zone inhibicije (mm) maksimalan 66,75 maksimalan 60,43
Rezidualni sadrzaj glicerola (g/1) u opsegu 2,05 minimalan 1,41
Rezidualni sadr(ze/zlj)ukupnog azota U opsegu 1,60 minimalan 0,92
Rezidualni sadrZaj ukupnog U opsegu 278 minimalan 0.13
fosfora (g/l)
Vrednost zeljene funkcije 1,00 0,77
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Posmatrajuci rezultate drugog seta optimizacije sastava hranljive podloge (tabela 5.8.),
moze se zakljuciti da je primenom dodatnog kriterijuma optimizacije (minimizacije rezidualnih
koncentracija glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) postignuto smanjenje predvidenih
rezidualnih koncentracija nutrijenata u kultivacionoj te¢nosti po zavrSetku bioprocesa za
31,22% kada je u pitanju glicerol, 42,50% kada je u pitanju ukupni azot i ¢ak 95,32% kada je
u pitanju ukupni fosfor, u poredenju sa rezultatima prvog seta optimizacije. Najznacajnije
smanjenje postignuto je svakako u sluaju rezidualnog sadrzaja ukupnog fosfora, Sto
predstavlja najveci doprinos pre svega zbog prethodno pomenute mogucnosti eutrofikacije
prirodnih recipijenata zahvaljujuci prisustvu fosfora u industrijskim otpadnim vodama koje se
u njih ispustaju. Kao rezultat definisanja dodatnog cilja optimizacije, vrednost Zeljene funkcije
je sa vrednosti 1 u prvom setu optimizacije opala na 0,77 u drugom setu optimizacije, sto i
dalje predstavlja zadovoljavaju¢u vrednost u pogledu ispunjenosti ciljeva optimizacije. Osim
toga, primetan je i pad predvidene vrednosti pre¢nika zona inhibicije sa 66,75 mm u prvom
setu optimizacije na 60,43 mm u drugom setu optimizacije, $to predstavlja smanjenje od
9,47%. Sa druge strane, kada se posmatraju zahtevane inicijalne koncentracije nutrijenata u
prvom i drugom setu optimizacije, moze se =zakljuCiti da je smanjenje rezidualnih
koncentracija nutrijenata u drugom setu optimizacije dovelo i do smanjene potrebe za
nutrijentima inicijalno prilikom pripreme hranljive podlogle za kultivaciju, stoga se mozZe uoditi
smanjenje potrebnih inicijalnih koli€ina nutrijenata od 16,74% za glicerol, 30,30% za ekstrakt
kvasca i 86,81% za K,HPO, u poredenju sa prvim setom optimizacije. Jedino se u slu¢aju
neorganskog izvora azota ((NH,;),SO,) moze primetiti potreba za povecanjem inicijalne
koncentracije u poredenju sa prvim setom optimizacije za 11,52%. Ovi rezultati ukazuju na
moguénost smanjenja troSkova bioprocesa smanjenjem troSkova pripreme hranljive podloge
za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis redukcijom potrebnih
inicijalnih koncentracija nutrijenata u drugom setu optimizacije, kao i smanjenjem troSkova
prerade i odlaganja otpadnih tokova bioprocesa redukcijom rezidualnih koncentracija
nutrijenata u kultivacionoj te€nosti po zavrSetku kultivacije. Stoga bi dalja tehno-ekonomska
analiza bioprocesa na osnovu dobijenih rezultata trebala da generiSe procenu isplativosti
rezultujuéeg smanjenja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas od oko 10% u poredenju sa
benefitima koji se postizu navedenim smanjenjem troskova bioprocesa.

5.4.3. VALIDACIJA RESENJA HRANLJIVE PODLOGE OPTIMIZOVANOG
SASTAVA NA BAZI KOMERCIJALNOG GLICEROLA

Sa ciljem ispitivanja toka bioprocesa uz primenu optimizovanog sastava hranljive podloge na
bazi komercijalnog glicerola iz prethodne faze istrazivanja, izvedene su kultivacije
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u uve¢anim razmerama, odnosno u
Vulfovim bocama ukupne zapremine 2 | i laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 |,
pod tacno definisanim procesnim uslovima (poglavlje 4.4.). Razlika izmedu ova dva nacina
izvodenja bioprocesa ogleda se, osim u zapremini hranljive podloge, i u uslovima aeracije i
mesSanja tokom izvodenja bioprocesa: pri kultivaciji u Vulfovim bocama primenjuje se
eksterno mesSanje na laboratorijskoj tresilici (150 o/min) i interna aeracija (0,75 vvm) manjom
brzinom usled odsustva internog mesSanja, dok se u laboratorijskom bioreaktoru primenjuje
interno mesSanje posredstvom RusStonove turbine sa dva impelera (250 o/min) i interna
aeracija (1 vvm).
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5.4.3.1. Pracenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola

Prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama sa
ciliem proizvodnje biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas praceni su sledeéi parametri bioprocesa: sadrzaj biomase proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis, rezidualne koncentracije nutrijenata (glicerola, ukupnog
azota i ukupnog fosfora) u kultivacionoj te€nosti, kao i antimikrobna aktivnost uzoraka
kultivacione te¢nosti protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. U cilju prikupljanja
navedenih eksperimentalnih podataka vrSena su uzorkovanja kultivacione te€nosti u tano
definisanim vremenskim intervalima (12 h) tokom bioprocesa u trajanju od 96 h. Rezultati
prikazani u okviru ovog poglavlja predstavljaju srednje vrednosti iz Cetiri kultivacije
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola.

Sadrzaj biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u toku kultivacije u
Vulfovim bocama pracen je primenom spektrofotometrijske metode odredivanja opticke
gustine kultivacione te¢nosti merenje apsorbance uzorka kultivacione te¢nosti na talasnoj
duzini 600 nm, uz primenu hranljive podloge koriséene za kultivaciju kao slepe probe. Druga
metoda za odredivanje sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
predstavija gravimetrijsko odredivanje sadrzaja suve materije biomase proizvodnog
mikroorganizma izdvojene centrifugiranjem (10000 o/min, 20 min) nakon suSenja (105°C) do
postizanja konstantne mase, na osnovu koga moze biti izraCunata koncentracija biomase
proizvodnog mikroorganizma u kultivacionoj te€nosti uzimajuci u obzir zapreminu uzorka
koja je centrifugirana. Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.6. moze se o¢ekivano uoditi
slican trend promene sadrZaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
odreden primenom obe metode, koji odgovara standardnoj krivi rasta bakterija. Na pocetku
kultivacije, do 24. ¢asa kultivacije, uoCava se mali porast sadrzaja biomase usled odvijanja
lag faze, odnosno faze prilagodavanja proizvodnog mikroorganizma uslovima kultivacije i
primenjenoj hranljivoj podlozi. Nakon toga, u periodu izmedu 24. i 48. Casa kultivacije,
uoCava se log faza intenzivnog rasta i umnozavanja biomase proizvodnog mikroorganizma.
Nesto sporije umnozZavanje proizvodnog mikroorganizma moze se uociti u periodu izmedu
48. i 60. Casa kultivacije, nakon Cega nastupa stacionarna faza rasta u kojoj se uoCava
priblizno konstantan sadrzaj biomase proizvodnog mikroorganizma usled ravnotezZe izmedu
umnozZavanja i odumiranja bakterijskih ¢elija. MozZe se uociti da je tokom kultivacije
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama postignuta maksimalna
koncentracija biomase proizvodnog mikroorganizma od 1,9 g/, $to u odnosu na pocetnu
koncentraciju biomase (0,22 g/l) predstavlja povecanje sadrzaja biomase za oko osam puta.
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Slika 5.6. Pracéenje toka kultivacije u pogledu sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola

Rezidualne koncentracije nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) u
kultivacionoj te¢nosti tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u
Vulfovim bocama odredene su primenom odgovarajucih analit¢kih metoda (poglavlje 4.5.2.)
u definisanim vremenskim intervalima tokom Kkultivacije u kojima su uzimani uzorci
kultivacione te€nosti. Uzorci kultivacione te¢nosti su centrifugirani (10000 o/min, 20 min) sa
ciliem uklanjanja biomase proizvodnog organizma i dobijanja supernatanta oslobodenog
celija koji je dalje koris¢en za odredivanje rezidualnih koncentracija nutrijenata. Rezultati
ovih odredivanja prikazani su na slici 5.7. U toku kultivacije proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis doslo je do znacajnog smanjenja koncentracije svih ispitivanih nutrijenata
usled njihovog usvajanja od strane proizvodnog mikroorganizma i potroSnje za sintezu
Celijskin komponenti (umnozavanja biomase proizvodnog mikroorganizma) i za sintezu
primarnih i sekundarnih proizvoda metabolizma. Najveée smanjenje zabeleZeno je u slu€aju
koncentracije glicerola sa poc¢etnih 10,84 g/l na finalnih 1,58 g/l, $to ukazuje na &injenicu da
je 85,42% inicijalne koli€ine glicerola utroSeno u toku bioprocesa od strane proizvodnog
mikroorganizma. Takode, tokom Ccitavog bioprocesa mozZe se uoditi gotovo ravnomerna
potrosnja glicerola. Kada je u pitanju potro$nja ukupnog azota, na samom pocetku kultivacije
mozZe se uocCiti slabija potroSnja ovog nutrijenta u skladu sa odvijanjem lag faze
prilagodavanja proizvodnog mikroorganizma uslovima kultivacije. U periodu izmedu 24. i 48.
Casa kultivacije uoCava se intenzivnija potrosnja ovog nutrijenta useld faze intenzivnog rasta
i umnozavanja biomase proizvodnog mikroorganizma. Nakon toga, primetna je sporija
potroSnja izvora azota do kraja kultivacije. SliCan trend mozZe se uociti i kada je u pitanju
potrosnja fosfora od strane proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom
kultivacije u Vulfovim bocama (slika 5.7.).
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Slika 5.7. Pracenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola

Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama
pracena je i antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacione te€nosti, uzimanih u tacno
definisanim vremenskim intervalima tokom kultivacije, protiv tri fitopatogena izolata:
Xanthomonas campestris Mn 7-2, izolovanog iz kupusa sa simtomima crne trulezi, i dva
izolata vrste Xanthomonas euvesicatoria oznac¢ena kao PAP LIST 1 i PAP LIST 3, izolovana
sa lista paprike sa simptomima bakteriozne pegavosti. Testiranje antimikrobne aktivnosti
vrSeno je disk-difuzionom metodom. Nakon inkubacije Petri ploa sa zasejanim
fitopatogenim izolatima i diskovima na koje su naneti uzorci kultivacione te€nosti koja je
trajala 72 h vrSeno je merenje precnika dobijenih zona inhibicije, odnosno podrucja oko
diskova u kojima se ne uolava rast fitopatogenih izolata (slika 5.9.). Na slici 5.8. su
prikazane srednje vrednosti preénika zona inhibicije dobijenih za svaki fitopatogeni izolat
testiranjem uzoraka kultivacione tec€nosti iz definisanih vremenskih intervala kultivacije. 1z
prikazanih rezultata moze se zakljuCiti da proizvodni mikroorganizam Bacillus velezensis
ispoljava vec¢u antimikrobnu aktivnost prema izolatu sa kupusa Xanthomonas campestris Mn
7-2, s obzirom na to da su kod ovog izolata izmereni veci pre€nici zona inhibicije, odnosno
velezensis u poredenju sa izolatima sa lista paprike, Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST
1 i PAP LIST 3. Kod sva tri testirana fitopatogena izolata moze se uociti sliCan trend
promene srednje vrednosti preCnika zona inhibicije, koji prati promenu sadrzaja biomase
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis prikazanu na slici 5.6. Na slici 5.9.
prikazane su zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka
kultivacione te¢nosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Sa prikazanih slika dobijenih zona inhibicije moze
se zaklju€iti da najveéi deo antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis potiCe od kompeticije za prostor i nutrijente sa fitopatogenim izolatima, dok se
prisustvo zone prosvetlijenja oko rasta proizvodnog mikroorganizma moze protumaditi
proizvodnjom proizvoda metabolizma sa sposobno$¢u difuzije kroz hranljivu podlogu za
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testiranje antimikrobne aktivnosti i inhibicije rasta testiranih fitopatogenih izolata. Stoga je
kao jedan od ciljieva ove doktorske disertacije postavljena i identifikacija antimikrobnih
jedinjenja Ciju sposobnost produkcije ispoljava proizvodni mikroorganizam Bacillus
velezensis, uzimajuéi u obzir Siroku lepezu metabolita sa antimikrobnom aktivno$¢u koju
produkuju bakterije roda Bacillus (Stein i sar., 2005; Fira i sar., 2018; Zhao i sar., 2018).
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Slika 5.8. Pracenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom
kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi

komercijalnog glicerola

Xanthomonas campestris Xanthomonas euvesicatoria ~ Xanthomonas euvesicatoria
Mn 7-2 PAP LIST 1 PAP LIST 2

Slika 5.9. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione
teCnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola
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5.4.3.2. Prac¢enje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola

Prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom
bioreaktoru ukupne zapremine 3 | (radna zapremina 2 |) sa ciljem proizvodnje biokontrolnih
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas praéeni su sledeci
parametri bioprocesa: temperatura, vrednost pH, sadrzaj biomase proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis, rezidualne koncentracije nutrijenata (glicerola, ukupnog
azota i ukupnog fosfora) u kultivacionoj te¢nosti, kao i antimikrobna aktivnost uzoraka
kultivacione teCnosti protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. S obzirom da je tokom
bioprocesa vrSena termoregulacija grejanjem bioreaktora spoljadnjom oblogom i hladenjem
kultivacione te¢nosti promenom protoka hladne vode kroz hladnjak uronjen u kultivacionu
te€nost, u toku trajanja bioprocesa temperatura je odgovarala zadatoj vrednosti temperature
(28°C), koja je optimalna za rast proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. U toku
bioprocesa vrSeno je kontinualno merenje vrednosti pH kultivacione te¢nosti primenom
staklene pH elektrode. U cilju prikupljanja preostalih navedenih eksperimentalnih podataka
vrena su uzorkovanja kultivacione te¢nosti u tacno definisanim vremenskim intervalima (12
h) tokom bioprocesa u trajanju od 96 h. Tokom bioprocesa vrSeno je interno mesanje
kultivacione te¢nosti primenom Rustonove turbine sa dva impelera brzinom 250 o/min, kao i
interna aeracija sterilnim vazduhom brzinom od 1 vvm. Rezultati prikazani u okviru ovog
poglavlja predstavljaju srednje vrednosti iz tri Kkultivacije proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog
sastava na bazi komercijalnog glicerola.

Prilikom pra¢enja sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru (slika 5.10.) primenjene su iste analititke metode
kao u sluc€aju kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama (spektrofotometrija
i gravimetrija). Kao i prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama, i
prilikom kultivacije u bioreaktoru zapaza se karakteristi¢an trend promene sadrzaja biomase
u toku kultivacije koji odgovara tipicnoj bakterijskoj krivi rasta. Medutim, velika razlika u
odnosu na kultivaciju proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama jeste postignuta
maksimalna koncentracija biomase proizvodnog mikroorganizma u bioreaktoru, koja je
iznosila 3,64 g/l. U odnosu na pocetak kultivacije u bioreaktoru postignuto je povecanje
sadrzaja biomase za viSe od 12 puta. Sa druge strane, u poredenju sa maksimalnim
sadrZzajem biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u
Vulfovim bocama (1,9 g/l), tokom kultivacije u bioreaktoru postignuto je povecanje sadrzaja
biomase proizvodnog mikroorganizma za 91,84%, odnosno skoro dva puta veca
koncentracija biomase proizvodnog mikroorganizma. Ovakav rezultat kultivacije proizvodnog
mikroorganizma u bioreaktoru moZe se objasniti boljim uslovima za rast proizvodnog
mikroorganizma u pogledu temperature, prenosa mase nutrijenata zahvaljujuéi internom
mesanju, ali i boliem prenosu mase kiseonika zahvaljujuci vecoj brzini aeracije i boljem
dispergovanju gasa (zahvaljujuéi specificnoj konstrukciji aeratora kojom se obezbeduje
dobijanje sitnih mehurica vazduha, Cime se povecCava kontaktna povrSina gas-teCnost i
obezbeduje bolji prenos mase kiseonika, ¢emu doprinosi i interno mesanje).
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Slika 5.10. Pracenje toka kultivacije u pogledu sadrzaja biomase proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola

lako je promena vrednosti pH tokom Kkultivacije pracena kontinualno, na slici 5.11. su
prikazani rezultati merenja zabeleZeni na svaka Cetiri asa tokom Kkultivacije proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru. 1z prikazanih rezultata
mogu se videti periodi kultivacije i faze rasta proizvodnog mikroorganizma u toku kojih je
dolazilo do produkcije kiselih ili baznih proizvoda metabolizma. MozZe se zakljuiti da je
intenzivna faza rasta proizvodnog mikroorganizma propracena sintezom kiselih proizvoda
metabolizma i snizavanjem vrednosti pH kultivacione tecnosti.
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Slika 5.11. Pracéenje toka kultivacije u pogledu vrednosti pH kultivacione te¢nosti tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola
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Rezultati odredivanja rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom Kkultivacije proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru prikazani su na slici 5.12.
Sli¢an trend promene koncentracija nutrijenata zapaza se i tokom kultivacije proizvodnog
mikroorganizma u Vulfovim bocama i tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru, kao i
povezanost potroSnje nutrijenata sa rastom i umnozavanjem biomase proizvodnog
mikroorganizma. Eksponencijalna faza rasta proizvodnog mikroorganizma okarakterisana
brzom potroSnjom nutrijenata uoCava se u periodu izmedu 24. i 48. ¢asa. Uodljivo je da
nakon 60. ¢asa Kkultivacije brzina potroSnje svih nutrijenata opada i postaje gotovo
konstantna, Sto odgovara stacionarnoj fazi rasta proizvodnog mikroorganizma. Moze se
zapaziti smanjenje koncentracije glicerola sa inicijalne vrednosti od 10,14 g/l na finalnu
koncentraciju od 1,36 g/l, odnosno potrosnju glicerola (stepen konverzije) od 86,59% u toku
kultivacije proizvodnog mikroorganizma. Sa druge strane, stepeni konverzije izvora azota i
fosfora u toku kultivacije proizvodnog mikroorganizma bili su maniji: 37,88% za azot i 67,88%
za fosfor. Manja iskoriS¢enost ova dva nutrijenta u toku kultivacije proizvodnog
mikroorganizma moze se pripisati rezultatima optimizacije sastava hranljive podloge na bazi
komercijalnog glicerola, gde je bilo neophodno napraviti kompromis izmedu zadatih ciljeva
optimizacije: minimizacije rezidualnih koncentracija nutrijenata i maksimizacije antimikrobne
aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, odnosno maksimizacije prec¢nika zona inhibicije. Vrednosti rezidualnih
koncentracija svih nutrijenata iz 96. ¢asa kulivacije u saglasnosti su sa vrednostima koje su
predvidele regresione jednacine za rezidualni sadrzaj glicerola, ukupnog azota i ukupnog
fosfora dobijene u fazi modelovanja. Rezidualna koncentracija glicerola iznosi 1,36 g/l u
poredenju sa predvidenom vrednod¢éu od 1,41 g/l, dok rezidualne koncentracije ukupnog
azota i ukupnog fosfora iznose 0,897 g/l i 0,15 g/l, redom, u poredenju sa modelima
predvidenim vrednostima od 0,92 g/l za rezidualni sadrzaj ukupnog azota i 0,13 g/l za
rezidualni sadrzaj ukupnog fosfora.
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Slika 5.12. Pracenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola
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Rezultati pra¢enja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
protiv tri fitopatogena izolata roda Xanthomonas (Xanthomonas campestris Mn 7-2,
izolovanog iz kupusa sa simtomima crne trulezi, i dva izolata vrste Xanthomonas
euvesicatoria oznaCena kao PAP LIST 1 i PAP LIST 3, izolovana sa lista paprike sa
simptomima bakteriozne pegavosti) tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru prikazani
su na slici 5.13. Kao i prilikom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama,
trend promene pre€nika zona inhibicije prati rast i umnozavanje biomase proizvodnog
mikroorganizma. Na slici 5.14. prikazane su zone inhibicije dobijene testiranjem
antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione teCnosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas. Antagonisticko dejstvo
biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv testiranih fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas potvrdeno je i slikama na kojima su prikazane dobijene zone
inhibicije, na kojima se moze uoCiti suzbijanje rasta fitopatogenih izolata mehanizmima
kompeticije i produkcije antimikrobnih jedinjenja (slika 5.14.). Maksimalne vrednosti pre¢nika
zona inhibicije iznosile su 67,25 mm za izolat Xanthomonas campestris Mn 7-2, 59,61 mm
za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i 61,26 mm za izolat Xanthomonas
euvesicatoria PAP LIST 2. Dobijene vrednosti preCnika zona inhibicije su mnogo vece u
poredenju sa vrednostima pre€nika zona inhibicije dobijenim tokom kultivacije proizvodnog
mikroorganizma u Vulfovim bocama, 3to se opet moZe povezati sa boljim uslovima
kultivacije koje obezbeduje laboratorijski bioreaktor u poredenju sa Vulfovim bocama, kao i
rezultujuéim veéim sadrzajem biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis
tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru, koji neminovno implicira i veci stepen
antimikrobne aktivnosti protiv testiranih fitopatogenih izolata roda Xanthomonas.
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Slika 5.13. Pracéenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava
na bazi komercijalnog glicerola

91



Xanthomonas campestris Mn  Xanthomonas euvesicatoria ~ Xanthomonas euvesicatoria
7-2 PAP LIST 1 PAP LIST 2

Slika 5.14. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione
te€nosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola

5.5. IDENTIFIKACIJA ANTIMIKROBNIH JEDINJENJA
PROIZVEDENIH oD STRANE PROIZVODNOG
MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis TOKOM
KULTIVACIJE U LABORATORIJSKOM BIOREAKTORU

Pripadnici roda Bacillus ispoljavaju izvanrednu biokontrolnu aktivnost prema fitopatogenima
zahvaljujuéi sposobnosti produkcije lipopeptidnih antibiotika (surfaktin, fengicin, iturin,
bacilomicin) (Guo i sar., 2014). Amfifilna struktura lipopeptida, koja podrazumeva hidrofilni
peptidni deo i hidrofobni deo koji predstavlja masna kiselina, pokazuje znac¢ajne prednosti u
odnosu na iskljucivo peptidnu prirodu jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem. Lipopeptidi su
najceSc¢e ciklicne prirode zbog uspostavljanja ili indirektne veze izmedu C-kraja peptidnog
ostatka i B-hidroksi masne kiseline ili direktne veze sa a-amino kiselinom (Mnif i Ghribi,
2015). Osim toga, veliki broj sojeva roda Bacillus proizvodi biosurfaktante (Plaza i sar., 2015;
Chen i sar., 2016). Biosurfaktanti predstavljaju povrSinski bioaktivnhe agense koji sadrze
lipofilne i hidrofilne delove (Kosaric i sar., 1987). Njihovo delovanje se ogleda u smanjenju
povrSinskog i interfacijalnog napona izmedu individualnih molekula koji su u kontaktu, kao i u
formiranju selektivnih jonskih pora u membranskom dvosloju. Pokazano je da veliki broj
biosurfaktanata poseduje antiviralna, antibakterijska, antifungalna, antiinsekticidna i
hemoliticka svojstva (Mnif i Ghribi, 2015).

Lipopeptidi predstavljaju jedinjenja ciklicne strukture koja proizvode bakterije rodova Bacillus
i Pseudomonas. Ova jedinjenja se sastoje od hidrofilnog peptidnog dela, duZine 7-10
aminokiselina, koji je povezan sa hidrofobnim delom koji €ini masna kiselina (Smith i sar.,
2010). Cikli¢ni lipopeptidi bakterija roda Bacillus uglavhom se svrstavaju u tri familije:
surfaktini, iturini i fengicini. Fengicin sadrzi peptidni niz od 10 aminokiselina i masnu kiselinu
sa 14-18 ugljenikovih atoma.

Familija iturina obuhvata heptapeptide sa hiralnom sekvencom koja predstavija kombinaciju
aminokiselina L-konfiguracije i D-konfiguracije u redosledu LDDLLDL. lturini, dakle, sadrze
peptidnu sekvencu od sedam aminokiselina koja je povezana sa masnom kiselinom koja
sadrzi 14-17 ugljenikovih atoma.Cikli¢na struktura iturina se uspostavlja amidnom vezom
izmedu N-kraja B-amino masne kiseline i C-kraja peptidnog lanca (Cochrane i Vederas,
2016). U familiju iturina spadaju iturini, miksirini (Zhang i sar., 2004), subtulen (Thasana i
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sar., 2010), mikosubtilin (Peypoux i sar., 1986), mojavensin (Ma i sar., 2012) i bacilomicini.
Lipopeptidi iz familije iturina ispoljavaju prvenstveno antifungalnu aktivnost, uz ograni¢enu
antibakterijsku aktivnost (Eshita i sar., 1995). Predlozeni mehanizam fungicidnog delovanja
ogleda se interakciji sa sterolnim komponentama membrane gljiva, ¢ime dolazi do povecéanja
permeabilnosti membrane za K* jone (Maget-Dana i sar., 1989). Iturin A ispoljava $irok
spektar antfungalne aktivnosti, ukljuCuju¢i delovanje protiv gljiiva rodova Rhizoctonia,
Penicillium, Aspergillus, Fusarium i Colletotrichum (Yu i sar., 2002; Gong i sar., 2006;
Pyoung i sar., 2010). Bacilomicin D inhibira rast gljiva Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Candida albicans, Fusarium oxysporum i Kluyveromyces bulgaris (Moyne i sar., 2001).
Takode, bacilomicin F i bacilomicin L ispoljavaju snazno antifungalno dejstvo protiv razlicitih
fungalnih patogena (Eshita i sar., 1995).

Surfaktini se nalaze medu najvaznijim lipopeptidima detektovanim u rizosferi i biljkama, koga
proizvode bakterije roda Bacillus (Nihorimbere i sar., 2012). Surfaktini su najbolje prou€eni
cikliéni lipopeptidi koji se sastoje od peptidne sekvence od sedam aminokiselina (LLDLLDL),
koja je povezana sa masnom kiselinom koja moze da sadrzi 13-16 ugljenikovih atoma. Za
razliku od iturina, kod surfaktina se ciklizacija molekula odvija uspostavljanjem estarske
veze. Surfaktini se intenzivno proucavaju zbog izuzetno snazne biosurfaktantske aktivnosti,
sposobnosti suzbijanja fitopatogena — izazivaca biolesti biljaka, kao i zbog niske toksi¢nosti
prema ljudima i Zivotnoj sredini (Cawoy i sar., 2014). Uzimajuéi u obzir njihovu amfifilnu
prirodu, jasno je zbog €ega surfaktini predstavljaju odli€énu grupu surfaktanata. Njihovo
antimikrobno dejstvo se uglavnom ogleda u naruSavanju strukture membrane. Za razliku od
fungicida koji suzbiljaju rast gljiva targetiranjem sinteze proteina ili replikacije DNK, surfaktin
inhibira rast bakterija narusavanjem strukture memrane ili njenom dezintegracijom putem
fizicko-hemijske interakcije (Deleu i sar., 2013) ili suzbija rast gljiva podsticanjem
kolonizacije bakterija koje ispoljavaju benefitna svojstva prema biljkama (Jia i sar., 2015) ili
indukuju sistemsku rezistentnost biljaka (Ongena i Jacques, 2008; Jourdan i sar., 2009;
Cawoy i sar., 2014). Pri velikim koncentracijama surfaktin ispoljava dejstvo sli¢no
deterdzentu, dok pri umerenim vrednostima koncentracija formira pore koje mogu da
propustaju jone na celijskoj membrani (Heerklotz i Seelig, 2007). Vezivanje surfaktina za
Ca’" jon olak$ava njegovu penetraciju u membranu. Surfaktin takode moZe da doprinese
prenosu drugih monovalentnih i divalentnih jona kroz celijsku membranu, Sto rezultuje
inhibicijom aktivnosti ciklicne AMP (adenozin monofosfat) fosfodiesteraze (Thimon i sar.,
1992).

Medutim, visoki troSkovi biotehnoloSke proizvodnje surfaktina ograni¢avaju njegovu
komercijalnu primenu u poljoprivredi. Postoji nekoliko strategija za povecanje prinosa
surfaktina, kao i za redukciju tro8kova njegove proizvodnje, kao $to su genetiCke izmene
proizvodnih sojeva roda Bacillus za komercijalnu primenu (Ohno i sar., 1995), primena agro-
industrijskog otpada kao izvora ugljenika (Zhu i sar., 2013; Gurjar i Sengupta., 2015),
optimizacija sastava kultivacionog medijuma (Ghribi i Ellouze-Chaabouni, 2011; Liu i sar.,
2012; Zhao i sar., 2013; Willenbacher i sar., 2015) i uslova kultivacije (Sameh i sar., 2013),
dizajniranjem specifi¢nih bioreaktora i primenom tehnika koje spreCavaju stvaranje pene
(Willenbacher i sar., 2015; Najmi i sar., 2018) itd. Coutte i sar. (2015) su uspeli da povecaju
prinos surfaktina 20,9 puta optimizacijom sastava kultivacionog medijuma. Dhali i sar. (2017)
su uspeli da povecéaju prinos surfaktina, kao i udeo aktivnih izoformi surfaktina, narocito
izoforme C14 sa linearnim lancem masne kiseline, primenom genetickog inzenjeringa
metabolitkog puta razgranatih masnih kiselina. U ovom istrazivanju je otkriveno da je
acetoin klju¢ni metabolit povezan sa proizvodnjom ove izoforme surfaktina sa linearnim
masnokiselinskim lancem. Medutim, fizioloSki mehanizam proizvodnje surfaktina jo$ uvek
nije otkriven (Henkel i sar., 2017). Surfaktin je vazan predstavnik familije mikrobioloSkih
lipopeptida sa zna€ajnom primenom u polju medicine, poljoprivrede i razliitih grana
industrije. Sa ciliem unapredenja njegove proizvodnje u industrijskim uslovima, izvrSen je
veliki broj istrazivanja koja su uspela da poboljSanju prinos, CistoCu i antagonistiCku aktivnost
surfaktina (Nihorimbere i sar., 2012).
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Familija fengicina ukljuCuje fengicine (Pathak i sar., 2012; Villegas-Escobar i sar., 2013) i
plipastatine (Honma i sar., 2012). Fengicini sadrze peptidni niz od 10 aminokiselina i masnu
kiselinu sa 14-18 ugljenikovih atoma. Po svojoj strukturi, to su dekapeptidi acilovani (-
hidroksi masnom kiselinom, kod kojih se ciklizacija odvija zahvaljujuéi uspostavljanju veze
izmedu fenolne strane lanca aminokiseline tirozin na tre¢oj poziciji u peptidnom lancu i C-
kraja peptidnog lanca. Kod fegicina se takode javlja varijacija u strukturi lipidnog dela, koji
moze da uklju€uje linearne, anteizo ili izo masne kiseline, koje mogu da sadrze dvostruku
vezu izmedu drugog i treceg, tre¢eg i Cetvrtog i trinasetog i Cetrnaestog ugljenikovog atoma
(Ongena i Jacques, 2008). Ova klasa lipopeptida ispoljava Sirok spektar antifungalnog
dejstva, uglavnom protiv filamentoznih gljiva (Koumoutsi i sar., 2004; Hofemeister i sar.,
2004). Takode ispoljavalju antagonisticko dejstvo prema gljivama koje izazivaju oboljenja
uljane repice i pSenice, stoga je predlozena njihova primena u poljoprivredi (Ramarathnam,
2007). lIstrazivanja ukazuju da se mehanizam antifungalnog dejstva fengicina ogleda u
narusavaniju strukture membrane (Deleu i sar., 2008; Patel i sar., 2011).

Locilomicini predstavljaju novu familiju lipopeptida koje proizvode bakterije roda Bacillus.
Ova jedinjenja sadrze cikli¢ni peptid sa devet aminokiselinskih ostataka i B-hidroksi masnu
kiselinu koja moze da sadrzi 13-15 ugljenikovih atoma (Luo i sar., 2015a). Peptidni niz od
devet aminokiselina formira cikli€nu strukturu laktona. Takode,za razliku od ostalih
lipopeptidnih jednjenja, locilomicini sadrZze samo jednu aminokiselinu D konfiguracije (D-
glutamin na drugoj poziciji u peptidnom lancu) (Luo i sar., 2015b). Takode, uo€eno je da
ispoljavaju ogranceno antifungalno delovanje i izrazenu antibakterijsku i antivirusnu
aktivnost, kao i da utiéu na fenotipske karakteristike bakterija roda Bacillus (Luo i sar.,
2015a).

Lipopeptidi sa antimikrobnim delovanjem su do sada izolovani, precisceni, kvantifikovani i
okarakterisani primenom razliCitih metoda i analitickin tehnika, kako bi se bolje razumela
uloga hemijskih komponenti odgovornih za njihovu bioloSku aktivnost. Trenutni pristupi
uglavhom podrazumevaju kombinaciju hromatografskih tehnika, masenu spektrometriju,
nuklearnu magnetnu rezonancu (NMR — Nuclear Magnetic Resonance) i infracrvenu
spektroskopiju sa Furijeovom transformacijom (FTIR - Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) (Jasim i sar., 2016; Biniarz i sar., 2017).

Identifikacija antimikrobnih jedinjenja na osnovu rezultata analize supernatanta kultivacione
teCnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis primenom LC-MS izvrSena je
primenom dostupnih literaturnin podataka o identifikovanim jedinjenjima primenom iste
analiticke tehnike, na osnovu vrednosti m/z, koja predstavlja odnos molekulske mase
jedinjenja i njegovog naelektrisanja. Deng i sar. (2017) su identiifkovali jedinjenja iz familije
surfaktina sa vrednostima m/z u opsegu 995,2-1058,2. Sli¢ni opsezi vrednosti m/z za familiju
surfaktina dobijeni su u istrazivanjima koja su izveli Mejri i sar. (2018) (994,6-1058,7), Toral i
sar. (2018) (994,6-1036,7), Chen i sar. (2017) (994,4-1036,5) i de Fillippi i sar. (2018) (994-
1036). Sa druge strane, Arguelles-Arias i sar. (2009) identifikovali su proizvode reakcije
adicije izmedu jedinjenja iz familije surfaktina i jona natrijuma u opsegu vrednosti m/z
1030,8-1058,8. Adukti navedene reakcije takode su identifikovani u istom opsegu vrednosti
m/z od strane Jha i sar. (2018), dok su se vrednosti m/z u istrazivanju koje su sproveli
Adeniji i sar. (2018) kretale u opsegu 1030,8-1074,8.

Deng i sar. (2017) su jedinjenja iz familije iturina u opsegu vrednosti m/z 1044,3-1057,3.U
istraZivanju koje su sproveli Han i sar. (2018) identifikovali su dva jedinjenja iz familije iturina:
iturin A sa 14 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (m/z 1057,5 [M+H"]) i iturin A sa
16 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (m/z 1071,5 [M+H']). Iturin A sa 14
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu takode je identiifkovan pri vrednosti m/z
1066,1 [M+Na']), dok je iturin A sa 15 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu
identiifkovan pri vrednosti m/z 1079,7 [M+Na']) (Arguelles-Arias i sar., 2009).

Jedinjenja iz familije fengicina sa zasi¢enim lancem masne kiseline su identifikovana u
opsegu vrednosti m/z 1435,8-1505,8, dok su jedninjenja koja sadrZze nezasi¢enu masnu
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kiselinu sa jednom dvostrukom vezom identifikovana u opsegu vrednosti m/z 1433,8-1489,8
(Mejri i sar., 2018). Toral i sar. (2018) su identifikovali fengicin A sa 15 ugljenikovih atoma u
masnokiselinskom lancu pri vrednosti m/z 1477,8 [M+H'], dok je fengicin B sa 16
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu identifikovan pri vrednosti m/z 1491,8 [M+H™].
Fengicin sa 16 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu identifikovan je pri vrednosti
m/z 1463,8 [M+H'], dok je fengicin sa 17 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu
identifikovan pri vrednosti m/z 1477,9 [M+H'] (Han i sar., 2018). Fengicini koji sadrze
aminokiselinu alanin na Sestoj poziciji u peptidnom lancu identifikovani su pri vrednostima
m/z 1471,9 [M+Na'], 1485,9 [M+Na'] i 1499,9 [M+Na"], za jedinjenja koja sadrze 15, 16 i 17
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu, redom (Arguelles-Arias i sar., 2009). Sa
druge strane, i istom istrazivanju identifikovani su fengicini koji sadrze aminokiselinu valin na
Sestoj poziciji u peptidnom lancu pri vrednostima m/z 15131,9 [M+Na'] i 1527,8 [M+Na, za
jedinjenja koja sadrze 16 i 17 ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu, redom. Prema
rezultatima istrazivanja koje su sproveli de Fillippi i sar. (2018), fengicini A su identifikovani u
opsegu vrednosti m/z 1464-1506 [M+H'], dok su fengicini B identifikovani u opsegu
vrednosti m/z 1462-1490 [M+H]. Osim toga, Adeniji i sar. (2018) su identifikovali fengicine u
opsegu vrednosti m/z 1449,9-1515,9.

Toral i sar. (2018) su identifikovali jedinjenja koja pripadaju grupi bacilomicina D sa razli€itim
brojem ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (14, 15 i 16 ugljenikovih atoma) u
opsegu vrednosti m/z 1031,5-1059,6. Jedinjenja iz familije bacilomicina D su takode
identifikovana u opsegu vrednosti m/z 1031,6-1103,4 (Han i sar., 2018). Liu i sar. (2011) su
identifikovali bacilomicin D sa 14 (m/z 1032 [M+H"]), 15 (m/z 1046 [M+H"]) i 16 ugljenikovih
atoma u masnokiselinskom lancu (m/z 1060 [M+H"]). Adeniji i sar. (2018) si identifikovali
jedinjenja iz grupe bacilomicina dD u opsegu vrednosti m/z 1031,7-1543,8.

Tabela 5.9. Rezultati analize supernatanta kultivacione te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis u pogledu identifikacije prisutnih lipopeptidnih jedinjenja
primenom LC-MS

Jedinjenje Retenciono vreme (min) | Povrsina pika m/z
Surfaktin 15.378 235467 996.9
Surfaktin 1.546 53263 1008.5
Surfaktin 9.291 534349 1029.5
Surfaktin 9.454 274956 1043.5
Surfaktin 11.245 27196 1043.5

Iturin 9.451 549604 1045.6
lturin 11.24 131479 1045.6
Iturin 9.226 33779 1045.6
Iturin 11.426 53206 1057.3
Iturin 9.734 42329 1057.5
Iturin 11.428 204768 1057.5
Fengicin 8.883 62897 1461.8
Fengicin 1.603 12026 1489.7
Fengicin 8.96 60938 1490.9

Bacilomicin 11.243 121623 1020.6

Bacilomicin 11.427 887446 1034.6

Locilomicin 1.574 44514 1146.8

Locilomicin 15.368 160620 1146.8
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Luo i sar. (2015) su identifikovali nekoliko jedinjenja iz grupe locilomicina sa razli€itim brojem
ugljenikovih atoma u masnokiselinskom lancu (13, 14 i 15 ugljenikovih atoma), dije
molekuske mase iznose 1145,6 Da, 1159,6 Da i 1173,6 Da, redom.

Prilikom potrage za potencijalnim biokontrolnim agensima za komercijalnu primenu
identifikovan je skrining pristup koji se sastoji od nekoliko koraka koji dovodi do izbora
robusnih i efikasnih kandidata (Kohl i sar., 2011): opsezna in vitro analiza koja zapocinje
kultivacijom sojeva i molekularna identifikacija mehanizama delovanja, uz in silico
istrazivanje genoma potencijalnih kandidata obezbeduju izbor biokontrolnog agensa sa
boljom vijabilnoS¢u i efikasnoS¢u in planta (Adeniji i Babalola, 2018). Rezultati naucnih
istraZivanja pokazuju da se ekspresija gena za biosintezu i sekreciju sekundarnih metabolita
teze odvija tokom kultivacije biokontrolnin agenasa u laboratorijskim uslovima usled
neodgovarajucih uslova za rast i umnozavanje biomase, kao i za proizvodnju metabolita od
strane ovih mikroorganizama (Laureti i sar., 2011). Izostanak ekspresije gena i proizvodnje
sekundarnih metabolita moze da dovede do netacnog zaklju¢ka da nije identifikovan ili
detektovan gen ili metabolit odgovoran za antimikrobnu aktivhost biokontrolnog agensa
(Michelsen i sar., 2015). Stoga, da bi se u potpunosti razumeo potencijal biokontrolnih
agenasa, neophodno je poredenje velikog broja sekvenci genoma nezavisnih izolata
(Tettelin i sar., 2005). Poredenje celokupnog repertoara gena za grupu genoma srodnih
bakterijskih vrsta predstavlja instrumentalni pristup za razvoj novih jedinjenja sa
antimikrobnom aktivnoS¢éu i za funkcionalnu karakterizaciju vaznih geneti¢kih odrednica
znacajnih sojeva mikroorganizama (Medini i sar., 2005). Bakterijski pangenom moze se
definisati kao kompletan repozitorijum gena lociranih u genomima srodnih bakterijskih vrsta.
On ukljuéuje ,obavezni genom“ (“core genome”), odnosno gene identifikovane kod dva ili
viSe sojeva, i ,neobavezni genom* (“dispensable genome”), koji ukljuCuje gene jedinstvene a
pojedinacne sojeve (Rouli i sar., 2015). Obavezni i neobavezni geni predstavljaju krucijalne
komponente za rapoznavanje diverziteta na nivou vrste. IstraZivagi trenutno Kkoriste
kombinatorni pristup koji podrazumeva primenu rudarenja genoma (genome mining), analizu
pangenoma, razjasnjenje strukturalnih podataka i metabolomiku karakterizaciju, sa ciljem
idenifikacije metabolita proizvedenih od strane mikroorganizama (Dunlap i sar., 2013;).
Naj¢eS¢e genomski podaci omogucéavaju predvidanja koja dovode do detekcije novih
metabolickih puteva sinteze, gena i enzima koji potom omogucavaju eksperimentalnu
izolaciju, razjaSnjenje strukture i hemijsku karakterizaciju novih jedinjenja (Challis, 2008).
Kombinatorni pristup obezbeduje korelaciju izmedu in silico ili teorijski predvidenih
metabolita sa strukturno i hemijski identifikovanim proizvodima metabolizma (Ziemert i sar.,
2016).

5.6. MODELOVANJE | OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE
PODLOGE NA BAZ| SIROVOG GLICEROLA

Sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela predstavija jedan od najSire dostupnih industrijskih
efluenata. Uzimajuci u obzir porast proizvodnje biodizela usled sve veée potraznje za
biogorivima kao alternativom fosilnim gorivima, i Cinjenice da sirovi glicerol tokom
proizvodnje biodizela nastaje u koli€ini od 10% (w/w) u odnosu na koliinu proizvedenog
biodizela, jasno je da rastuéa koli€ina dostupnog sirovog glicerola predstavlja problem sa
ekoloSke tacke gledista, jer ovaj efluent, koji sadrzi veliku koli€¢inu razli€itih necistoca, nije
moguce jednostavno odloziti u zivotnu sredinu. Zbog toga, paralelno sa rastom proizvodnje
biodizela, dolazi i do sve veceg interesovanja nauéne javnosti za ispitivanje mogucih reSenja
kada je u pitanju iskoriséenje sirovog glicerola. Kao jedno od obecéavajucih reSenja javlja se
mogucnost njegove mikrobioloSke konverzije u razliCite proizvode sa dodatom vrednoscu.

U okviru ove doktorske disertacije sirovi glicerol iz proizvodnje biodizela koriS¢en je kao izvor
uglienika tokom biotehnoloSke proizvodnje biokontrolnin agenasa efikasnih protiv
fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis. Sirovi glicerol koriS¢en u fazi istrazivanja koja se odnosi na modelovanje i
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optimizaciju sastava hranljive podloge za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis poti€e iz proizvodnje biodizela primenom otpadnih ulja i masti kao sirovine i
dobijen je od kompanije BIODIZEL CO d.o.o. (Beograd, Srbija). Njegov sastav i parametri
kvaliteta analizirani su posredstvom kompanije Mol d.o.o. (Beograd, Srbija), a rezultati
analiza su prikazani u tabeli 5.10.

Tabela 5.10. Parametri kvaliteta sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela iz otpadnih ulja i

masti
Parametar Jedinica Vrednost

Gustina glcm’® 1,12

Sadrzaj glicerola % (w/w) 60,88
Kinematska viskoznost mm°/s 74,97
Sadrzaj sumpora mg/kg 1,58
Sadrzaj fosfora % (w/w) 0,015

Sadrzaj natrijuma mg/kg 199,83
Sadrzaj kalijuma % (w/w) 3,73
Sadrzaj kalcijuma mg/kg 6,76
Sadrzaj magnezijuma mg/kg 2,31
Sadrzaj organskih materija % (wiw) 95,12
Sadrzaj metanola % (w/w) 0,45
Sadrzaj vode % (w/w) 4,84
Sadrzaj mehanickih necisto¢a % (w/w) 0,03

5.6.1. MATEMATICKI MODELI UTICAJA KONCENTRACIJE KOMPONENTI
HRANLJIVE PODLOGE NA BAZlI SIROVOG GLICEROLA NA
ANTIMIKROBNU AKTIVNOST | REZIDUALNE KONCENTRACIJE
NUTRIJENATA

Prilikom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za kultivaciju
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis primenom metodologije odzivne povrSine
koriscen je isti eksperimentalni plan u pogledu sastava koriS¢enih hranljivih podloga (tabela
4.6., poglavlje 4.2.2.3.) i uslovi kultivacije kao u eksperimentalnoj fazi modelovanja sastava
hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola. Ispitivane nezavisne promenljive (faktori) i
njihovi nivoi bili su: inicijalna koncentracija izvora ugljenika (glicerol) 10-35-60 g/l, inicijalna
koncentracija organskog izvora azota (ekstrakt kvasca) 0-2,5-5 g/l, inicijalna koncentracija
neorganskog izvora azota ((NH,).SO,) 0-1,5-3 g/l i inicijalna koncentracija izvora fosfora
(K:HPO,) 1-5,5-10 g/l. Osim ovih komponenata, svaka hranljiva podloga sadrzala je i 0,3 g/l
MgSO, 7H,0. Nakon zavrSetka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
kao odzivi, odnosno zavisne promenljive bioprocesa, praceni su precnik zona inhibicije
dobijenih testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacionih te€nosti proizvodnog
mikroorganizma protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, kao i rezidualne
koncentracije osnovnih nutrijenata: rezidualna koncentracija glicerola, rezidualna
koncentracija ukupnog azota i rezidualna koncentracija ukupnog fosfora. Fitovanje dobijenih
eksperimentalnih podataka izvrSeno je polinomskim jedna¢inama drugog reda (jednacina
4.7., poglavlje 4.9.2.).

Rezultati analize varijanse odabranih odziva prikazani su u tabeli 5.11. Na osnovu prikazanih
rezultata moze se zaklju€iti da su dobijeni matematiCki modeli za sve ispitivane odzive
statistiCki znacajni na nivou znacajnosti od 95%, s obzirom da su dobijene p-vrednosti za
sve odzive manje od 0,05. Adekvatnost dobijenih matemati¢kih modela takode je procenjena
na osnovu F-vrednosti (FiSerovog testa). Uzimajuci u obzir da su dobijene F-vrednosti manje
od tabli¢nih vrednosti za odgovarajuci stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana,
moze se zakljuéiti da su dobijeni modeli pogodni za opisivanje uticaja ispitivanih nezavisnih
promenljivih na odabrane odzive. Osim toga, nha osnovu vrednosti koeficijenata
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determinacije moze se zakljuditi da je postignuto zadovoljavajuée fitovanje eksperimentalnih
podataka primenjenim polinomskim jednac¢inama drugog reda.

Tabela 5.11. Analiza varijanse odabranih odziva u fazi modelovanja sastava hranljive
podloge na bazi sirovog glicerola

Odziv ss DF MS » b- R?
vrednost | vrednost
v e . T a a a
Preénik z((r)nnrﬁ)lnhlblcue 49§062éb05 Bb 33002,4]54 5156,05 0,0000 0,925
Rezidualni s(z?lgzaj glicerola 212295%)8 gb 14852,0%4 165,52 0,0000 0,977
Rezidualni sadrzaj ukupnog 22,38° 15% 1,49%
azota (g/l) 003" 100 0.00° 532,26 0,0000 0,974
Rezidualni sadrzaj ukupnog 66,85% 15° 4,46°
fosfora (g/l) 0,03" 12° 0,08" 57,25 | 00000 | 0,943

2 model, ° reziduali

Koeficijenti modela dobijeni regresionom analizom nakon fitovanja eksperimentalnih
podataka polinomskim jednadinama drugog reda prikazani su u tabeli 5.12. Statisticka
znacajnost koeficijenata regresionih modela, na nivou znacajnosti od 95%, procenjena je na
osnovu odgovarajucih p-vrednosti. StatistiCki znacajni koeficijenti matemati¢kih modela za
odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, boldovani su u tabeli 5.12.

Kada je u pitanju matemati¢ki model za preénik zona inhibicije, iz prikazanih rezultata moze
se zakljuciti da statisticki zn€ajan uticaj na odabrani odziv pokazuju linearni uticaj inicijalne
koncentracije glicerola, inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca i inicijalne koncentracije
K,HPO,, kao i interakcije inicijalne koncentracije glicerola i ekstrakta kvasca i glicerola i
K,HPO,. Osim toga, primetan je i statistiCki znalajan uticaj kvadratnih koeficijenata za
inicijalnu koncentraciju (NH4),SO, i K;HPO,. Kod matematickog modela za rezidualni sadrzaj
glicerola statisticki je zna¢ajan samo linearni uticaj inicijalne koncentracije ovog nutrijenta.
Sli¢na situacija je prisutna i kod matemati¢kog modela za rezidualni sadrzaj ukupnog azota,
gde se primecuje statistiCki znacajan linearni uticaj inicijalnih koncentracija organskog i
neorganskog izvora azota, kao i statistiCki zna€ajan kvadratni uticaj inicijalne koncentracije
glicerola. Kada je u pitanju matematicki model za rezidualni sadrZaj ukupnog fosfora, uoava
se statisti¢ki zna€ajan uticaj lineranog koeficijenta inicijalne koncentracije izvora fosfora, kao
i kvadratnog koeficijenta inicijalne koncentracije neorganskog izvora azota.
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Tabela 5.12. Koeficijenti regresionih jednacina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive u
fazi modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola

Preénik zone Rezidualni sadrzaj Rezidualni sadrzaj | Rezidualni sadrzaj
inhibicije (mm) glicerola (g/l) ukupnog azota ukupnog fosfora
@) @/
Koeficijent | Vrednost vregr_mst Vrednost vregr_mst Vrednost vregl;ost Vrednost vregr}ost
Odsecak
bo 31,515 | 0,0000 | -7,732 | 02450 | 0,313 | 00168 | -0,791 | 0,2084
Linearni
o} 0,112 0,0447 1,086 0,0001 0,005 0,1605 0,028 0,1286
b, -1,325 0,0118 0,424 0,8022 0,119 0,0017 0,197 0,2297
bs -0,832 0,2852 1,865 0,5119 0,263 0,0002 0,212 0,4300
b, 1,432 0,0002 -0,254 0,7995 -0,011 0,5402 0,332 0,0035
Interakcija
bis 0,032 0,0003 -0,006 0,7873 0,000 0,3111 -0,001 0,6297
b3 -0,005 0,6134 -0,041 0,3249 -0,000 0,4811 0,002 0,6326
D14 -0,017 0,0004 -0,025 0,0765 0,000 0,3111 -0,000 0,6662
b3 0,067 0,5397 -0,013 0,9743 -0,011 0,1543 0,005 0,9005
bo4 0,030 0,4221 -0,020 0,8794 -0,000 0,8970 -0,002 0,8496
bss -0,024 0,6873 -0,112 0,6194 -0,004 0,3111 0,030 0,1779
Kvadratni
bys -0,001 0,2105 -0,001 0,4858 -0,000 0,0240 -0,000 0,0919
b2 0,097 0,1060 -0,009 0,9673 -0,007 0,0939 -0,028 0,1716
bss 0,371 0,0330 0,041 0,9432 -0,013 0,2363 -0,128 0,0342
bas -0,067 0,0021 0,093 0,1693 0,001 0,5208 -0,010 0,1292

1 —glicerol, 2 — ekstrakt kvasca, 3 - (NH4)>S0O,, 4 - K;HPO,

Kao i u sluaju modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za kultivaciju
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, precnik zona inhibicije je odabran kao
najznacajniji odziv koji direktno ukazuje na stepen antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, stoga su
za ovaj odziv konstruisane odzivne povrSine sa ciliem detaljnijeg ispitivanja uticaja
interakcije ispitivanih nezavisnih promenljivih na ovaj odziv. Slika 5.15. prikazuje odzivne
povrsine dobijene tokom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za
kultivaciju proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. Prikazane odzivne povrSine
opisuju uticaj dve nezavisne promenljive na pre¢nik zona inhibicije, dok su preostalim dvema
nezavisnim promenljivama dodeljene vrednosti iz centralne tacke eksperimentalnog plana.

Slika 5.15.A prikazuje uticaj inicijalne koncentracije glicerola i inicijalne koncentracije
ekstrakta kvasca na pre¢nik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione
teCnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, pri ¢emu su vrednosti inicijalnih koncentracija (NH,),SO, i K,HPO, jednake
vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog plana (1,5 g/l i 5,5 g/l, redom). Maksimalan
precnik zona inhibicije dobija se pri maksimalnim vrednostima obe nezavisne promenljive (4-
5 g/l za inicijalnu koncentraciju ekstrakta kvasca i 45-60 g/l za inicijalnu koncentraciju
glicerola), dok se minimalan pre¢nik zona inhibicije dobija u slu€aju kada je inicijalna
koncentracija ekstrakta kvasca minimalna, a inicijalna koncentracija glicerola maksimalna.

Uticaj inicijalne koncentracije glicerola i inicijalne koncentracije (NH4),SO,4 na precnik zona
inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas prikazan je na slici 5.15.B,
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pri ¢emu su vrednosti inicijalnih koncentracija ekstrakta kvasca i K,HPO, jednake
vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog plana (2,5 g/l i 5,5 g/l, redom). Sa
prikazane slike mozZe se zakljuciti da se minimalne vrednosti pre¢nika zona inhibicije dobijaju
pri vrednostima inicijalne koncentracije glicerola bliskim minimalnoj vrednosti (10-25 g/l) u
Sirokom osegu vrednosti inicijalne koncentracije (NH4),SO, (0-2,5 g/l). Sa druge strane,
dobijanje maksimalnih vrednosti preCnika zona inhibicije deSava se u dva slu€aja: pri
maksimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije glicerola (55-60 g/l) i minimalnoj vrednosti
inicijalne koncentracije (NH;).SO,, kao i pri maksimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije
glicerola (55-60 g/l) i maksimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije (NH;).SO,.

Odzivna povrSina 5.15.C prikazuje uticaj inicijalne koncentracije glicerola i inicijalne
koncentracije K,HPO,4 na precnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione
te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, pri ¢emu su vrednosti inicijalnih koncentracija ekstrakta kvasca i (NH,4),SO,
jednake vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog plana (2,5 g/l i 1,5 g/l, redom).
MozZe se zakljuciti da se minimalna vrednost preCnika zona inhibicije dobija pri minimalnim
vrednostima obe nezavisne promenljive (1-2 g/l za inicijalnu koncentraciju K,HPO, i 10-17
g/l za inicijalnu koncentraciju glicerola). Sa druge strane, maksimalna vrednost precnika
zona inhibicije dobija se pri vrednostima inicijalne koncentracije glicerola u opsegu 35-60 g/l i
pri vrednostima inicijalne koncentracije K,HPO, u opsegu 2,5-7,5 g/l. 1z prikazanih odzivnih
povrdina moze se zakljuciti da maksimizaciju pre¢nika zona inhibicije podti¢e velika inicijalna
koncentracija glicerola kao izvora ugljenika.

Na slici 5.15.D prikazan je uticaj inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca i inicijalne
koncentracije (NH4),SO,4 na precnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione
te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, pri ¢emu su vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i K,HPO, jednake
vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog plana (35 g/l i 5,5 g/l, redom). Minimalni
pre¢nik zona inhibicije oCekuje se pri vrednostima inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca u
opsegu 0-2 g/l i pri vrednostima inicijalne koncentracije (NH4),SO,4 u opsegu 0,5-2,5 g/l. Sa
druge strane, maksimalni pre¢nik zona inhibicije je favorizovan maksimalnom inicijalnom
koncentracijom oba nutrijenta (inicijalna koncentracija ekstrakta kvasca 4,5-5 g/l i inicijalna
koncentracija (NH,;),SO,4 2,5-3 g/l).

Uticaj inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca i inicijalne koncentracije K,HPO, na precnik
zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, pri ¢emu
su vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i (NH,;),SO, jednake vrednostima iz centralne
tacke eksperimentalnog plana (35 g/l i 1,5 g/l, redom), prikazan je na slici 5.15.E. Minimalne
vrednosti pre€nika zona inhibicije postiZzu se pri minimalnoj vrednosti inicijalne koncentracije
K,HPO, (1-1,5 g/l) i vrednostima inicijalne koncentracije ekstrakta kvasca u opsegu 0-2 g/l.
Maksimalne vrednosti pre¢nika zona inhibicije postiZzu se pri maksimalnoj vrednosti inicijalne
koncentracije ekstrakta kvasca (4,5-5 g/l) i vrednostima inicijalne koncentracije K;HPO,4 u
opsegu 6-8,5 g/l.

Odzivna povrSina 5.15.F prikazuje uticaj inicijalne koncentracije (NH4),SO, i inicijalne
koncentracije K,HPO,4 na precnik zona inhibicije dobijenih testiranjem uzoraka kultivacione
te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezenis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, pri ¢emu su vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i ekstrakta kvasca
jednake vrednostima iz centralne tacke eksperimentalnog plana (35 g/l i 2,5 g/l, redom).
Minimalne vrednosti pre€nika zona inhibicije postizu se u Sirokom opsegu vrednosti inicijalne
koncentracije (NH4),SO, (0-2,75 g/l) i pri vrednostima inicijalne koncentracije K,HPO, u
opsegu 1-2,5 g/l. Sa druge strane, maksimalne vrednosti pre€nika zona inhibicije postiZzu se
u Citavom opsegu vrednosti inicijalne koncentracije (NH,;),SO,, ali pri vrednostima inicijalne
koncentracije K,HPO, u opsegu 3-10 g/l.
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Slika 5.15. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih nutrijenata
na prec¢nik zona inhibicije tokom modelovanja sastava hranljive podloge na bazi sirovog
glicerola za sledece kombinacije nezavisnih promenljivih: A — glicerol i ekstrakt kvasca; B —

glicerol i (NH,),SO,; C — glicerol i K;HPO,; D — ekstrakt kvasca i (NH;).SOy; E — ekstrakt

kvasca i Ko;HPOy; F — (NH4)2S0,4 1| Ko:HPO,
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5.6.2. OPTIMIZACIJA SASTAVA HRANLJIVE PODLOGE NA BAZI SIROVOG
GLICEROLA

Nakon faze modelovanja i dobijanja matemati¢kih modela koji opisuju uticaj ispitivanih
nezavisnih promenljivih (inicijalnih koncentracija glicerola, ekstrakta kvasca, (NH;),SO, i
K,HPO,) na odabrane zavisne promenljive (preCnik zona inhibicije i rezidualne koncentracije
glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), slede¢a faza istrazivanja podrazumevala je
opimizaciju sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za proizvodnju biokontrolnih
agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas primenom proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis. Optimizacija sastava hranljive podloge na bazi sirovog
glicerola podrazumevala je primenu metode zeliene funkcije. Svim nezavisnim i zavisnim
promenljivama dodeljeni su isti tezinski koeficijenti, odnosno svaka od njih je u toku
postupka optimizacija imala istu znacajnost. Optimizacija je, kao i kod optimizacije sastava
hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola, izvrSena u dva seta. Prvi set imao je samo
jedan cilj: maksimizaciju antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas, odnosno maksimizaciju precnika
zone inhibicije kao direktnog pokazatelja antimikrobne aktivnosti. Drugi set je, pored
prethodno navedenog cilja, imao za cilj i minimizaciju rezidualnih koncentracija osnovniih
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora) u kultivacionoj te€nosti po zavrSetku
kultivacije, sa ciliem smanjenja trodkova bioprocesa koji se odnose na precid¢avanje i
odlaganje efluenata bioprocesa.

Rezultati postupka optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola za
proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas
primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis prikazani su u tabeli 5.13. U
prvom setu optimizacije, koji je imao za cilj maksimizaciju pre€nika zona inhibicije, odnosno
antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih
izolata roda Xanthomonas, predloZzena je optimizovan sastav hranljive podloge na bazi
sirovog glicerola koji podrazumeva sledece koncentracije komponenata podloge: glicerol
59,46 g/l, ekstrakt kvasca 4,76 g/l, (NH4).SO,4 0,05 g/l, K;HPO,4 5,96 g/l i MgSO,4-7H,0 0,3
g/l. MoZe se primetiti da su optimizovane vrednosti incijalnih koncentracija izvora ugljenika i
organskog izvora azota bliske maksimalnim vrednostima ispitivanog opsega (glicerol 10-60
g/l, ekstrakt kvasca 0-5 g/l), dok je optimizovana vrednost inicijalne koncentracije (NH4).SO,
bliska minimalnoj vrednosti ispitivanog opsega (0-3 g/l), a optimizovana vrednost inicijalne
koncentracije K,HPO, priblizno odgovara srednjoj vrednosti ispitivanog opsega koncentracija
(2-10 g/l). Rezultati dobijeni primenom metode Zeljene funkcije su u skladu sa rezultatima
dobijenim primenom metodologije odzivhe povrSine kada se posmatraju inicijalne
koncentracije nutrijenata koje pozitivno utiCu na maksimizaciju precnika zona inhibicije
(poglavlje 5.6.2.). Primenom regresionih modela dobijenih u koraku modelovanja izradunate
su predvidene vrednosti zavisnih promenljivih na osnovu predlozenih optimizovanih
vrednosti nezavisnih promenljivih. Predvidena vrednost pre¢nika zona inhibicije pri
navedenom optimizovanom sastavu podloge na bazi sirovog glicerola iznosi 47,43 mm, dok
predvidene vrednosti rezidualnih koncentracija glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora
iznose 43,70 g/l, 0,86 g/l i 1,03 g/, uz vrednost funkcije koja iznosi 1. MoZe se zakljuditi da
dobijeni matematicki modeli predvidaju da se primenom hranljive podloge optimizovanog
sastava na bazi sirovog glicerola kao rezultat dobija kultivaciona teCnost sa visokim
rezidualnim sadrZajem nutrijenata, narocito glicerola. Primenom hranljive podloge na bazi
sirovog glicerola optimizovanog sastava previda se stepen konverzije glicerola od samo
20,23%, Sto implicira veliku koli¢inu ovog nutrijenta koja ostaje neiskoriS¢ena nakon
kultivacije proizvodnog mikroorganizma i predstavlja potencijalni problem za odlaganje
efluenata ovog bioprocesa. Zbog toga je izveden i drugi set optimizacije, u kome je kao
dodatni cilj, pored maksimizacije pre¢nika zona inhibicije protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas, postavljena i minimizacija rezidualnih koncentracija osnovnih nutrijenata —
glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora. Optimizovan sastav hranljive podloge na bazi
sirovog glicerola, koji je proistekao iz drugog seta optimizacije, je sledeci: glicerol 10 g/,
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K,HPO, 4,66 g/l i MgS0O,4-7H,0 0,3 g/l. Primetna razlika u odnosu na prvi set optimizacije je
potpuno odsustvo organskog i neorganskog izvora azota u hranljivoj podlozi optimizovanog
sastava na bazi sirovog glicerola, ¢ime je znacajno smanjen troSak pripreme hranljive
podloge. Uzimajuci u obzir potpuno izostavljanje izvora azota prilikom prireme hranljive
podloge, postavlja se pitanje na koji na¢in mikroorganizam zadovoljava nutritivne potrebe za
azotom, kao jednim od osnovnih nutrijenata koji je neophodan u sintezi CcCelijskih
komponenata i jedinjenja, pre svega enzima, koja su uklju¢ena u razli€ite vitalne metabolic¢ke
procese. Primena sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela u kojoj su kao sirovine koriséeni
otpadna ulja i masti, uglavhom iz procesa przenja namirnica, podrazumeva da je u hranljivoj
podlozi na bazi sirovog glicerola prisutna odredena koli€ina azotnih jedinjenja. S obzirom da
proces proizvodnje sirovog glicerola podrazumeva transesterifikaciju triglicerida primenom
alkohola i baznog katalizatora (Garlapati i sar., 2016), jasno je da necisto¢e prisutne u
sirovinama za proizvodnju biodizela, kao $to su otpadna ulja i masti iz procesa przenja,
takode zaostaju kao nusproizvodi procesa proizvodnje biodizela, stoga je o¢ekivano i njihovo
prisustvo u sirovom glicerolu kao osnovnom nusproizvodu proizvodnje biodizela. Prilikom
przenja razli€itih vrsta prehrambenih proizvoda u uljima i mastima, koja se nakon przenja
koriste za proizvodnju biodizela, zaostaje znagajna koli€ina ostataka hrane, od kojih su neki
proteinskog porekla, mahom zahvaljujuéi przenju mesa ili ribe (Thompson i He, 2006;
Quispe i sar., 2013). Stoga se moZe napraviti veza izmedu mogucnosti izostavljanja izvora
azota prilikom pripreme hranljive podloge na bazi sirovog glicerola sa prisutvom azotnih
jedinjenja kao nusproizvoda proizvodnje biodizela, koja mogu da zadovolje nutritivhe potrebe
proizvodnog mikroorganizma za ovim nutrijentom. Prisustvo azotnih jedinjenja u hranljivoj
podlozi optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola potvrduje i modelom predvidena
vrednost rezidualne koncentracije ukupnog azota od 0,33 g/l. Kada su u pitanju
optimizovane vrednosti inicijalnih koncentracija glicerola i K;HPO,4, moze se zakljuciti da je u
drugom setu optimizacije postignuto njihovo zna€ajno smanjenje u odnosu na prvi set
optimizacije (83,18% kada je u pitanju inicijalna koncentracija glicerola i 21,81% kada je u
pitanju inicijalna koncentracija K;HPO,), ¢ime se takode postize zna€ajno smanjenje cene
hranljive podloge na bazi sirovog glicerola. Osim toga, takode se moZze zakljuciti da primena
hranljive podloge na bazi sirovog glicerola optimizovanog sastava iz drugog seta
optimizacije rezultuje manjim vrednostima rezidualnih koncentracija nutrijenata u
kultivacionoj te€nosti nakon kultivacije proizvodnog mikroorganizma, u poredenju sa prvim
setom optimizacije. Rezidualna koncentracija ukupnog azota smanjena je za 65,12%,
rezidualna koncentracija ukupnog fosfora za 25,24%, a rezidualna koncentracija glicerola za
Cak 94%, Cime je postignuto ispunjenje drugog cilja optimizacije sastava hranljive podloge
na bazi sirovog glicerola, Sto potvrduje i vrednost Zeljene funkcije od 0,81. Kada je u pitanju
modelom predviden vrednost pre¢nika zona inhibicije, u drugom setu optimizacije moze se
primetiti smanjenje ove vrednosti za 9,38% u poredenju sa prvim setom optimizacije. S
obzirom na veoma znacajno smanjenje troSkova pripreme hranljive podloge smanjenjem
inicijalnih koncentracija nutrijenata i potpunim isklju¢enjem organskog i neorganskog izvora
azota iz sastava hranljive podloge, kao i smanjenjem troSkova preciS¢avanja efluenata
bioprocesa usled smanjenja rezidualnih koncentracija nutrijenata nakon Kkultivacije
proizvodnog mikroorganizma, znacaj stepen smanjenja antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas trebao bi
da bude procenjen daljom tehno-ekonomskom analizom bioprocesa.
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Tabela 5.13. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predvidene vrednosti odziva dobijene
kao rezultat optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola

Prvi set optimizacije Drugi set optimizacije
Faktori Cil] Optimizovana Cilj Optimizovana
vrednost vrednost
Glicerol (g/) u opsegu 59,46 u opsegu 10,00
Ekstrakt kvasca (g/l) u opsegu 4,76 u opsegu 0,00
(NH,),S0O4 (g/l) u opsegu 0,05 u opsegu 0,00
KoHPO, (g/l) u opsegu 5,96 u opsegu 4,66
Odzivi il Predvidena il Predvidena
vrednost vrednost
Precnik zone inhibicije (mm) maksimalan 47,43 maksimalan 42,98
Rezidualni sadrzaj glicerola (g/l) u opsegu 43,70 minimalan 2,62
Rezidualni sadréjwlj)ukupnog azota U opsegu 0.86 minimalan 033
Rezidualni sadrzaj ukupnog U opsegu 1,03 minimalan 0,77
fosfora (g/l)
Vrednost zeljene funkcije 1,00 0,81

5.6.3. VALIDACIJA RESENJA HRANLJIVE PODLOGE OPTIMIZOVANOG
SASTAVA NA BAZ| SIROVOG GLICEROLA

U cilju validacije optimizovanog sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola izvrSena
je kultivacija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama ukupne
zapremine 2 | i laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 I. Prilikom izvodenja
bioprocesa u Vulfovim bocama, na svakih 12 ¢asova uzimani su uzorci kultivacione te¢nosti
sa ciljem pracenja toka kultivacije u pogledu sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma,
rezidualnih koncentracija osnovnih nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora),
kao i antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas (Xanthomonas
campestris Mn 7-2, Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria
PAP LIST 2). Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru,
u istim vremenskim intervalima su praceni isti parametri bioprocesa, uz dodatak u vidu
kontinualnog pracenja temperature i vrednosti pH kultivacione tecnosti.

5.6.3.1. Pracenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Rezultati prikazani u okviru ovog poglavlja predstavljaju srednje vrednosti iz Cetiri kultivacije
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola.

Praéenje toka kultivacije u pogledu sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge optimizovanog
sastava na bazi sirovog glicerola prikazano je na slici 5.16. Za razliku od procesa kultivacije
koji je vrSen primenom hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola, tokom kultivacije
proizvodnog mikroorganizma primenom hranljive podloge na bazi sirovog glicerola pracenje
sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma vrSeno je samo primenom gravimetrijske
metode, zbog mutnoée hranljive podloge, koja se koristi kao slepa proba, koja onemogucéava
spektrofotometrijsko odredivanje opticke gustine kultivacione te€nosti. Prikazan trend
promene sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma odgovara tipicnoj krivi rasta
bakterija, sa lag fazom adaptacije proizvodnog mikroorganizma na uslove kultivacije u
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periodu do 24. ¢asa kultivacije, nakon ¢ega sledi log faza intenzivnhog umnozavanja biomase
do 60. Casa kultivacije, pracena stacionarnom fazom rasta u kojoj se uo€avaju veoma male
promene sadrZaja biomase do kraja kultivacije. Maksimalna koncentracija biomase
proizvodnog mikroorganizma postignuta na kraju kultivacije koja je trajala 96 h iznosi 1,75
g/l, sto je manja vrednost u poredenju sa finalnim sadrzajem biomase proizvodnog
mikroorganizma po zavrSetku kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge na
bazi komercijalnog glicerola (1,9 g/l).
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Slika 5.16. Pracenje toka kultivacije u pogledu sadrzaja biomase proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Pracenje rezidualnih koncentracija osnovnih nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog
fosfora) tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim
bocama primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola vrSeno
je primenom odgovarajucih analitickin metoda (poglavlje 4.5.2.) iz supernatanta kultivacione
te€nosti dobijenog centrifugiranjem. 1z prikazanih rezultata (slika 5.17.) mozZe se zakljuciti da
promena rezidualnih koncentracija nutrijenata prati promenu sadrzaja biomase proizvodnog
mikroorganizma. Moze se primetiti intenzivnija potroSnja glicerola, ukupnog azota i ukupnog
fosfora u toku prvih 60 Casova kultivacije, nakon ¢ega potrosnja nutrijenata postaje manje
intenzivna usled nastupanja stacionarne faze rasta. Najveéi stepen konverzije uoCava se
kod glicerola kao izvora ugljenika (76,73%). Kada je u pitanju konverzija azota i fosfora,
mogu se primetiti manje vrednosti stepena konverzija ova dva nutrijenta (60,67% i 28,57%,
redom), pre svega zbog manje pogodnih uslova za rast i umnozavanje biomase proizvodnog
mikroorganizma, koji ukljuCuju odsustvo termoregulacije, eksterno mesSanje i odsustvo
raspodeljivaCa vazduha u toku interne aeracije.
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Slika 5.17. Pracenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Antimikrobna aktivnost uzoraka kultivacione te€¢nosti testirana je na svakih 12 Casova tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u Vulfovim bocama primenom
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola. Kao test mikroorganizmi
u ovoj fazi istrazivanja korisceni su sledeci fitopatogeni izolati: Xanthomonas campestris Mn
7-2, Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2.
Antimikrobna aktivnost je praéena merenjem precnika zona inhibicije dobijenih testiranje
uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma protiv ispitivanih fitopatogenih
izolata. |z prikazanih rezultata (slika 5.18.) moze se uoditi sli¢an trend promene antimikrobne
aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti za sva tri testirana fitopatogena izolata. Osim toga,
trend promene antimikrobne aktivnosti takode prati trend promene sadrZaja biomase i
potrosnje nutrijenata u toku kultivacije u Vulfovim bocama. Na slici 5.19. prikazane su zone
inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti (96 h)
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas. Maksimalne vrednosti pre¢nika zona inhibicije iznosile su 34,11 mm za izolat
Xanthomonas campestris Mn 7-2, 30,18 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST
1i 31,21 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2
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Slika 5.18. Pracenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom
kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge optimizovanog sastava ha bazi

sirovog glicerola

Xanthomonas campestris Mn ~ Xanthomonas euvesicatoria ~ Xanthomonas euvesicatoria
7-2 PAP LIST 1 PAP LIST 2

Slika 5.19. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione
te€nosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas tokom kultivacije u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola
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5.6.3.2. Pracenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Tokom kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom
bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola
vrSena je regulacija temperature kultivacione te¢nosti, kao i interno meSanje primenom
Rustonove turbine sa dva impelera i interna aeracija primenom raspodeljivata vazduha.
Pradenje parametara kultivacije vrSeno je na svakih 12 €asova uzimanjem uzoraka
kultivacione te€nosti. Osim toga, vrSeno je kontinualno praéenje vrednosti pH i temperature
kultivacione tecnosti, €ija je vrednost, zahvaljuju¢i termoregulaciji, iznosila 28°C tokom
Citavog bioprocesa. Rezultati prikazani u okviru ovog poglavlja predstavljaju srednje
vrednosti iz tri kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom
bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola.

Promena sadrZaja biomase proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava
na bazi sirovog glicerola prikazana je na slici 5.20. U poredenju sa kultivacijom proizvodnog
mikroorganizma uoCava se kraCe trajanje lag faze prilagodavanja proizvodnog
mikroorganzma uslovima kultivacije u bioreaktoru (12 h). Log faza intenzivnog rasta uo¢ava
se u periodu izmedu 12. i 60. ¢asa kultivacije, nakon ¢ega nastupa stacionarna faza rasta.
Maksimalan sadrzaj biomase proizvodnog mikroorganizma postignut je na kraju kultivacije i
iznosi 2,58 g/l, Sto je za 47,43% veca vrednost u poredenju sa vredno$¢u maksimalnog
sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma koja je postignuta u toku kultivacije u
Vulfovim bocama (1,75 g/l). Ova cinjenica ukazuje na bolju prilagodenost proizvodnog
mikroorganizma uslovima kultivacije u bioreaktoru, koja u poredenju sa kultivacijom u
Vulfovim bocama obezbeduje konstantnu vrednost zadate temperature, kao i bolje uslove
mesSanja i aeracije, koji doprinose boljem prenosu mase nutrijenata i kiseonika do celija
proizvodnog mikroorganizma.
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Slika 5.20. Pracenje toka kultivacije u pogledu sadrzaja biomase proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Promena vrednosti pH kultivacione teCnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog
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sastava na bazi sirovog glicerola prikazana je na slici 5.21. Vrednost pH kultivacione te¢nosti
prac¢ena je kontinualno, ali su prikazane vrednosti pH zabeleZene na svaka Cetiri Casa tokom
kultivacije u bioreaktoru. Trend promene vrednosti pH kultivacione tecCnosti oslikava
promenu metabolicke aktivnosti proizvodnog mikroorganizma u pogledu sinteze kiselih i
baznih proizvoda metabolizma. Moze se uociti da prilikom kultivacije proizvodnog
mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru nije dolazilo do drastiCnih promena vrednosti
pH kultivacione te€nosti, pri ¢emu je minimalna vrednost pH iznosila 5,01, u poredenju sa
maksimalnom inicijalnom vredno$¢u pH koja je iznosila 6,82.

8

7 4

6

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
Vreme (h)

Slika 5.21. Pracenje toka kultivacije u pogledu vrednosti pH kultivacione te¢nosti tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Praéenje toka kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis tokom kultivacije u
laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi
sirovog glicerola u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i
ukupnog fosfora) prikazano je na slici 5.22. Sli¢no kao i prilikom kultivacije proizvodnog
mikroorganizma u Vulfovim bocama primenom hranljive podloge istog sastava, prilikom
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru uoava se sliCan trend potro$nje nutrijenata od
strane proizvodnog mikroorganizma, sa intenzivnijom potroSnjom svih nutrijenata do 60.
Casa kultivacije, nakon ¢ega nastupa stacionarna faza rasta u kojom se uo€ava manja brzina
potroSnje nutrijenata. Finalne koncentracije nutrijenata (glicerol 2,62 g/l, ukupni azot 0,33 g/l
i ukupni fosfor 0,72 g/l) su u saglasnosti sa vrednostima rezidualnih koncentracija nutrijenata
po zavrSetku kultivacije proizvodnog mikroorganizma koje su predvidene drugim setom
optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola (tabela 5.13., poglavlje
5.6.2.).
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Slika 5.22. Pracenje toka kultivacije u pogledu rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru
primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola

Rezultati testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti protiv ispitivanih
fitopatogenih izolata (Xanthomonas campestris Mn 7-2, Xanthomonas euvesicatoria PAP
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2) na svakih 12 ¢asova tokom kultivacije
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom bioreaktoru primenom
hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola prikazani su na slici 5.23.
UoCava se sli¢an trend promene precnika zona inhibicije za sva tri ispitivana fitopatogena
izolata, a osim toga, uoava se da trend promene antimikrobne aktivnosti takode prati trend
promene sadrzaja biomase i potro$nje nutrijenata. Na slici 5.24 prikazane su zone inhibicije
dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione tecnosti (96 h)
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas. Maksimalne vrednosti prenika zona inhibicije za sva tri ispitivana
fitopatogena izolata vece su u slu€aju Kkultivacije proizvodnog mikroorganizma u
laboratorijskom bioreaktoru u poredenju sa kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u
Vulfovim bocama. Dobijene maksimalne vrednosti pre¢nika zona inhibicije iznose 47,2 mm
za izolat Xanthomonas campestris Mn 7-2, 40,21 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria
PAP LIST 1i 39,75 mm za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. MoZe se uoditi da
su dobijene vrednosti pre€nika zona inhibicije u saglasnosti sa predvidenim vrednostima
dobijenim drugim setom optimizacije sastava hranljive podloge na bazi sirovog glicerola
(tabela 5.13., poglavije 5.6.2.). Osim toga, uoava se manja vrednost pre€nika zona
inhibicije protiv sva tri fitopatogena izolata kao rezultat primene hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola u poredenju sa primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola. Ovakav rezultat je i o€ekivan
uzimajuc¢i u obzir veliku koliCinu necisto¢a prisutnin u sirovom glicerolu iz proizvodnje
biodizela (Yang i sar., 2012). Ipak, i pored smanjenja stepena antimikrobne aktivnosti od
29,81% za izolat Xanthomonas campestris Mn 7-2, 32,54% za izolat Xanthomonas
euvesicatoria PAP LIST 1 i 35,11% za izolat Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2,
dobijeni rezultati u vidu veoam velikih vrednosti pre¢nika zona inhibicije ukazuju na veoma
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znacajan potencijal primene sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kao izvora ugljenika za
biotehnolosku proizvodnju biokontrolnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis.
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Slika 5.23. Pracéenje toka kultivacije u pogledu antimikrobne aktivnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Xanthomonas tokom
kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive podloge optimizovanog sastava
na bazi sirovog glicerola

Xanthomonas campestris Mn ~ Xanthomonas euvesicatoria ~ Xanthomonas euvesicatoria
7-2 PAP LIST 1 PAP LIST 2

Slika 5.24. Zone inhibicije dobijene testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione
te€nosti (96 h) proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata
roda Xanthomonas tokom kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljive
podloge optimizovanog sastava na bazi sirovog glicerola
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5.7. UNAPREDENJE PROCESA UNAKRSNE MIKROFILTRACIJE
ZA IZDVAJANJE BIOMASE PROIZVODNOG
MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis

Unakrsna mikrofiltracija predstavlja jednu od naj¢eS¢e koriScenih tehnika za izdvajanje
biomase mikroorganizama. Prilikom izvodenja unakrsne procesa mikrofiltracije mnogi faktori
uticu na efikasnost ovog procesa, kao Sto su tip i karakteristike membrane (materijal,
dimenzije pora, specificha povrSina), karakteristike kultivacione tecnosti ili suspenzije
mikroorganizama (koncentracija ¢éelija, gustina, viskozitet), kao i operativni uslovi (protok
napojne smese, transmembranski pritisak, temperatura). U eksperimentima u okviru ove
doktorske disertacije ispitan je uticaj operativnih uslova (transmembranski pritisak i protok
napojne smese) na efikasnost mikrofiltracije kultivacione tec€nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis u pogledu fluksa permeata u stacionarnom stanju.
Kultivaciona te€nost koriS¢ena u svim eksperimentima mikrofiltracije dobijena je kultivacijom
proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama (poglavlje 4.4.) primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (poglavlje 5.4.2.). Svi eksperimenti
mikrofiltracije izvedeni su pri temperaturi 25°C, kako bi se eliminisao uticaj ovog operativnog
faktora na fluks permeata. Osim toga, u svim eksperimentima je potvrdena vijabilnost ¢elija
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u retentatu nakon mikrofiltracije, pri cemu
je koncentracija vijabilnih Celija u retentatu bila uporediva sa koncentracijom ¢éelija u napojnoj
smesSi (kultivacionoj te€nosti) koja je koriS¢ena za eksperimente mikrofiltracije. Osim toga,
ispitan je uticaj primene razli¢itih hidrodinamickih metoda (Kenics stati¢ki mesa¢, uduvavanje
vazduha i kombinacija Kenics statickog mesaca i uduvavanja vazduha) na povecanije fluksa
permeata tokom procesa mikrofiltracije. Metodologija odzivne povrSine je primenjena sa
ciliem dobijanja matemati¢kih modela koji opisuju uticaj operativnih uslova mikrofiltracije
(transmembranski pritisak i protok napojne sme$e) na fluks permeata, kao relativno
povecanije fluksa permeata i smanjenje specificne potroSnje energije tokom eksperimenata u
kojima su primenjeni Kenics stati¢ki mesac i/ili uduvavanje vazduha. Optimizacija operativnih
uslova mikrofiltracije izvrSena je primenom metode Zeljene funkcije na osnovu matematickih
modela dobijenih primenom metodologije odzivne povrsine.

5.7.1. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA BEZ PRIMENE HIDRODINAMICKIH
METODA ZA POVECANJE FLUKSA PERMEATA

Eksperimenti mikrofiltracije u ovoj fazi istrazivanja vrSeni su sa ciliem ispitivanja uticaja
operativnih uslova procesa mikrofiltracije (transmembranski pritisak — 0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar;
protok napojne smese — 60 I/h, 120 I/h i 180 I/h) na fluks permeata u stacionarnom stanju
prilikom mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis,
bez primene hidrodinami¢kih metoda za povecanje fluksa permeata u stacionarnom stanju.
Uticaj ispitivanih nezavisnih promenljivin, kao i njihove interakcije, detaljnije je ispitan
primenom metodologije odzivne povrsine.

Na slici 5.25. prikazana je promena fluksa permeata u toku mikrofiltracije kultivacione
teCnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis pri razliitim vrednostima
transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i vrednostima protoka napojne smese
od 60 I/h, 120 I/h i 180 I/h. Kao $to se moze uoCiti sa priloZzenih grafika, na poCetku procesa
mikrofiltracije pri transmembranskom pritisku od 0,2 bar dobijaju se priblizno iste inicijalne
vrednosti fluksa permeata nezavisno od vrednosti protoka napojne smese. Na deponovanje
Celija proizvodnog mikroorganizma koje formiraju filtracionu pogacu na povrSini membrane
utiCu dva toka fluida: tok permeata, koji se u odnosu na povrSinu membrane odvija pod
pravim uglom, i tok napojne smese, koji je paralelan sa povrS§inom membrane. Na samom
poCetku procesa mikrofiltracije pri manjim protocima napojne smeSe Celije bivaju
deponovane na povrsinu membrane nasumicno usled ¢injenice da do formiranja filtracione
pogace dolazi dominantno usled permeacije, stoga su na pocetku procesa mikrofiltracije
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vrednosti fluksa permeata viSe. Sa druge strane, pri veCem protoku napojne smese na
raspored Celija na povrSini membrane utiu i veCe sile smicanja usled veceg protoka napojne
smese, usled Cega je specifini otpor filtracione pogace veli nego pri manjim protocima
napojne smese (Tanaka i sar.,, 1996). Stoga na pocCetku procesa mikrofiltracije pri
transmembranskom pritisku od 0,2 bar nije dosSlo do poveéanja fluksa permeata sa
povecanjem protoka napojne smeSe. Sa druge strane, pri vec¢im vrednostima protoka
napojne smese (120 I/h i 180 I/h) dobija se viSi inicijalni fluks permeata zbog kretanja veéeg
broja Cestica (Celija proizvodnog mikroorganizma) u suprotnom smeru od smera toka
napojne smeSe, usled turbulentnog reZima proticanja pri ve¢im protocima napojne smese
(Tanaka i sar., 1994c), sto je narocito izraZzeno kod eksperimenata u kojima je mikrofiltracija
vrSena pri ve¢im vrednostima transmembranskog pritiska (0,6 bar i 1 bar). U ovim
slu¢ajevima, pogonska sila procesa mikrofiltracije je znatno veéa u poredenju sa
eksperimentima vrdenim pri transmembranskom pritisku od 0,2 bar, stoga se na pocetku
procesa mikrofiltracije dobijaju znatno viSe inicijalne vrednosti fluksa permeata.

Vrednost fluksa permeata u toku mikrofiltracije koja je vr§ena pri transmembranskom pritisku
od 0,2 bar i protoku napojne smeSe od 60 I/lh se veoma brzo smanijila uz dostizanje
stacionarnog stanja nakon 1 h. Sa druge strane, u eksperimentima vrdenim pri istoj vrednosti
transmembranskog pritiska sa povec¢anjem protoka napojne smese na 120 I/h i 180 I/h doslo
je do smanjenja vremena potrebnog za postizanje stacionarnog stanja (15 min i 10 min,
redom). Sli¢an trend mozZe se uo€iti i u eksperimentima mikrofiltracije vrdenim pri viSim
vrednostima transmemmbranskog pritiska (slika 5.25.). U eksprimentima mikrofiltracije
vr§enim pri transmembranskom pritisku od 0,6 bar uo¢ava se postizanje stacionarnog stanja
za 30 min, 25 min i 15 min pri protoku napojne smese od 60 I/h, 120 I/h i 180 I/h, redom.
Kada je proces mikrofiltracije vrSen pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar, do
uspostavljanja stacionarnog stanja doslo je nakon 25 min, 20 min i 10 min za protoke
napojne smese od 60 I/h, 120 I/h i 180 I/h, redom. |z prikazanih rezultata mozZe se zakljuditi
da povecéanje transmembranskog pritiska i povecanje protoka napojne smese u ispitivanim
opsezima dovode do smanjenja vremena potrebnog za uspostavljanje stacionarnog stanja,
odnosno do brZzeg postizanja konstantne debljine filtracione pogace.

Kada se posmatra promena fluksa permeata u stacionarnom stanju pri protoku napojne
smeSe od 120 I/h i razli¢itim vrednostima transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1
bar), moze se uociti da je u sva tri sluaja vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju
priblizno ista. Sli¢ne rezultate dobili su i Tanaka i sar. (1994a) tokom unakrsne mikrofiltracije
mikroorganizma Bacillus subtilis primenom membrane sa pravougaonim kanalom kroz koji
protice napojna smesa.

Nakon dostizanja stacionarnog stanja filtraciona pogaca je veé¢ formirana. Povecanje sila
smicanja na povrsini filtracione pogale, do kojeg dolazi zahvaljuju¢i povecanju protoka
napojne smese, rezultuje smanjenjem mase filtracione pogace usled skidanja odredene
koliine Cestica (¢elija proizvodnog mikroorganizma) sa povrSine pogace. Kao posledica
toga dolazi do povecanja vrednosti fluksa stacionarnog stanja u ispitivanom opsegu protoka
napojne smeSe i taj trend se mozZe wuoCiti pri svim ispitivanim vrednostima
transmembranskog pritiska (tabela 5.25.).
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Tabela 5.14. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju pri razli¢itim uslovima
transmembranskog pritiska i protoka napojne smes&e prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione tecnosti Bacillus velezensis

Transmeml(aggr:)skl pritisak Protok napojne smese (I/h) Stacmnaral/(frlnuzl.(hs)permeata
0,2 60 24,87
0,2 120 30,57
0,2 180 44,04
0,6 60 19,44
0,6 120 29,04
0,6 180 53,87
1,0 60 14,82
1,0 120 27,30
1,0 180 56,70

Pri transmembranskom pritisku od 0,2 bar, ostvaruje se povec¢anje fluksa permeata u
stacionarnom stanju za 22,92% pri poveéanju protoka napojne smese sa 60 I/h na 120 I/h i
za 77,08% pri povecanju protoka napojne smeSe sa 60 I/h na 180 I/h. Kada je proces
mikrofiltracije vrSen pri transmembranskom pritisku od 0,6 bar, povecéanje protoka napojne
smese sa 60 I/h na 120 I/h dovelo je povec¢anja stacionarnog fluksa permeata za 49,38%,
dok je povecanje protoka napojne smeSe sa 60 I/h na 180 I/h dovelo je poveéanja
stacionarnog fluksa permeata za 177,11%. Pri izvodenju procesa mikrofiltracije primenom
transmembranskog pritiska od 1 bar, povecanja stacionarnog fluksa permeata prilikom
povecanja protoka napojne smese sa 60 I/h na 120 I/h i sa 60 I/h na 180 I/h iznosila su
84,21% i 282,59%, redom (tabela 5.14.). Moze se uoditi da je povecanje fluksa permeata u
stacionarnom stanju sa povecanjem protoka napojne smesSe izraZenije pri viSim vrednostima
transmembranskog pritiska. Sli¢ni rezultati dobijeni su i kada su u pitanju varijacije fluksa
permeata u stacionarnom stanju u zavisnosti od protoka napojne smesSe tokom unakrsne
mikrofiltracije mikroorganizama Bacillus subtilis (Hwang i Tsai, 2014) i Bacillus coagulans
(Fan i sar., 2015).

Sa druge strane, kada se posmatra vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju pri istim
vrednostima protoka napojne smeSe, moze se uoCiti da za eksperimente koji su vrSeni pri
protocima napojne smeSe od 60 I/h i 120 I/h sa poveéanjem transmembranskog pritiska
dolazi do smanjenja fluksa permeata u stacionarnom stanju. Pri protoku napojne smeSe od
60 I/h, povecanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar dovodi do smanjenja
stacionarnog fluksa permeata za 21,83%, dok povecanje transmembranskog pritiska sa 0,2
bar na 1 bar dovodi do smanjenja stacionarnog fluksa permeata za 40,41%. Pri veéem
protoku napojne smese od 120 I/h uticaj povecanja transmembranskog pritiska na smanjenje
fluksa permeata u stacionarnom stanju je manje izrazen, pa se moze uociti smanjenje od 5%
za povecanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar i smanjenje od 10,7% za
povecanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar. Razlog za ovakav trend fluksa
permeata u stacionarnom stanju moze se pronaci u promenama strukture filtracione pogace
od nasumicnog rasporeda Stapicastih Celija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
na pocCetku procesa mikrofiltracije ka horizontalnoj orijentaciji ¢elija u strukturu nalik ciglama
u zidu, koja ispoljava visi specifi¢ni otpor proticanju permeata i stoga dovodi do smanjenja
fluksa permeata (Tanaka i sar., 1994a; Mota i sar., 2002; Fan i sar., 2015). Nasuprot tome,
povecanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar i sa 0,2 bar na 1 bar pri protoku
napojne smede od 180 I/h dovodi do poveéanja fluksa permeata u stacionarnom stanju.
Ovakvo pona8anje moze se objasniti turbulentnim reZzimom proticanja napojne smese pri
protoku od 180 I/h (Re=5971), koji delimi€no naru$ava strukturu filtracione pogace usled
Cega dolazi do smanjenja otpora proticanju i veceg rezultuju¢eg fluksa permeata u
stacionarnom stanju (Huisman i Tragardh, 1999). Iz svega navedenog moze se zakljuditi da
se efikasnije povecanje fluksa permeata moze posti¢i povecanjem protoka napojne smese,
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odnosno prividne brzine proticanja, nego poveéanjem transmembranskog pritiska tokom
mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis bez
primene hidrodinami¢kih metoda za povecanje fluksa permeata.
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Slika 5.25. Prac¢enje toka procesa unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis u pogledu fluksa permeata pri razli€itim

vrednostima transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i protoka napojne smeSe (60 I/h, 120 I/h i 180 I/h)
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5.7.1.1. Modelovanje uticaja parametara mikrofiltracije na fluks permeata
prilikom unakrsne mikrofiltracije bez primene hidrodinamickih
metoda za povecanje fluksa permeata

Metodologija odzivne povrSine je primenjena sa ciliem modelovanja fluksa permeata i
detaljnijeg uticaja ispitivanja dve nezavisne promenljive (transmembranski pritisak i protok
napojne smesSe) na odabrani odziv prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione tecnosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis. Primenjene kombinacije odabranih
promenljivih u eksperimentalnom planu date su u tabeli 4.10. (poglavije 4.6.1.). Rezultati
fitovanja eksperimentalnih podataka kvadrathom polinomskom jednadinom (analiza
varijanse odabranog odziva) dati su u tabeli 5.15. Vrednost koeficijenta determinacije
ukazuje da manje od 1% varijabilnosti ne mozZe biti objaSnjeno polinomskom jednacinom
drugog reda. Osim toga, visoka vrednost koeficijenta determinacije ukazuje na
zadovoljavajuéu aproksimaciju eksperimentalnin podataka iz procesa mikrofiltracije
polinomom drugog reda, dok p-vrednost manja od 0,05 dokazuje statistiCku znacajnost
dobijenog modela pri nivou zna¢ajnosti od 95%.

Tabela 5.15. Analiza varijanse za fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne
mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis

lzvor

2
varijabilnosti SS DF MS F-vrednost p-vrednost R
Model 11783,07 6 1963,85 452,73 0,0002 0,993
Rezidual 13,01 3 4,34 - - -

MatematiCki modeli odzivnih povrSina (polinomske jednacine drugog reda) predstavijaju
odgovarajuci nacin za prikazivanje i fitovanje eksperimentalnih podataka dobijenih u procesu
mikrofiltracije. Koeficijenti modela za stacionarni fluks permeata u toku mikrofiltracije
kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, kao i njihove p-
vrednosti, prikazani su u tabeli 5.16., pri Eemu su znacajni koeficijenti regresione jednacine,
kao i njihove p-vrednosti manje od 0,05, boldovani.

Tabela 5.16. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti za fluks permeata u
stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus

velezensis
Odseéak Linearni koeficijenti Koeficijent |\ adratni koeficijenti
interakcije
bo b, b, b1, b1y b2
Vrednost 39,276 -20,666 -0,320 0,237 -6,668 0,002
koeficijenta
p-vrednost 0,0097 0,9050 0,0003 0,0121 0,5212 0,0203

1 - TMP, 2 — protok napojne smeSe

Posmatrajuéi rezultate date u tabeli 5.16., zakljuCuje se da p-vrednost kvadratnog
koeficijenta regresione jednaline ukazuje na statisticki zna€ajan uticak protoka napojne
smesSe na fluks permeata u stacionarnom stanju. Linearni koeficijent ove promenljive je
takode statisticki znacCajan pri nivou znacajnosti od 95%. Linearni i kvadratni koeficijent
transmembranskog pritiska nisu statisti¢ki znacajni, ali je zato statistiCki znacajan koeficijent
interakcije ove promenljive sa protokom napojne smese.

Odzivna povrsina koja prikazuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smese
na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom mikrofiltracije kultivacione tecnosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis data je na slici 5.26. Minimalan fluks
permeata u stacionarnom stanju dobija se pri minimalnoj vrednosti protoka napojne smese i
maksimalnoj vrednosti transmembranskog pritiska iz posmatranih opsega. Sa druge strane,
maksimalan fluks permeata u stacionarnom stanju dobija se pri maksimalnoj vrednosti
protoka napojne smeSe u veoma Sirokom opsegu vrednosti transmembranskog pritiska, pri
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¢emu se najveCa vrednost fluksa permeata takode dobija pri maksimalnoj vrednosti
transmembranskog pritiska. 1z prikazanih rezultata mozZe se zakljuéiti da promena protoka
napojne smesSe ima veci uticaj na promenu fluksa permeata u stacionarnom stanju u
poredenju sa uticajem transmembranskog pritiska. Povecanjem protoka napojne smese
dolazi do smanjenja debljine filtracione pogace, a samim tim i do smanjenja otpora filtracione
pogaCe protoku permeata, stoga dolazi do poveéanja vrednosti fluksa permeata. Ovo
povecanje je manje znacajno pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska u
poredenju sa vecim vrednostima ove promenljive. Ovakvo ponaSanje moze biti objaSnjeno
promenama u rasporedu celija u filtracionoj pogaci (Tanaka i sar., 1994a). Pri veéim
vrednostima transmembranskog pritiska, formiranje filtracione pogace na pocetku procesa
mikrofiltracije uslovljeno je permeacijom, stoga struktura filtracione pogaCe biva manje
uredena tokom napojne smeSe, 3to rezultuje vecéim fluksom permeata. Tokom procesa
mikrofiltracije, povecéanje debljine filtracione pogace dovodi do smanjenja fluksa permeata,
stoga sile smicanja toka napojna smeSe ureduju deponovanje celija u pravcu koji je
paralelan toku napojne sme8e. U stacionarnom stanju, povecanje protoka napojne smese
smanjuje debljinu filtracione pogace, stoga se smanjuje i debljina sloja filtracione pogace
uredenog tokom napojne smeSe i dolazi do poveéanja fluksa permeata, pri ¢emu je ovo
povecanje znacajno veée nego pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska.

Nasuprot tome, pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska uredivanje deponovanja
Celija dejstvom sila smicanja se deSava ranije u toku procesa mikrofiltracije zbog malih
vrednosti fluksa permeata (slabije pogonske sile izvodenja procesa). Stoga je otpor
filtracione pogace proticanju permeata znatno veci (Tanaka i sar., 1994a; Mota i sar., 2002).
U stacionarnom stanju, povecanje protoka napojne smeSe ne deluje toliko efikasno na
smanjenje otpora filiracione pogae proticanju permeata kao pri ve¢im vrednostima
transmembranskog pritiska, $to rezultuje manjim vrednostima fluksa permeata.

Uticaj transmembranskog pritiska na fluks permeata u stacionarnom stanju u slu€aju
mikrofiltracije bez primene hidrodinamickih metoda za povecanje fluksa permeata je veoma
slozen, $to se moZe videti i na slici 5.26. Pri manjim vrednostima protoka napojne smese (pri
laminarnom ili prelaznom reZimu strujanja), poveéanje vrednosti transmembranskog pritiska
rezultuje smanjenjem fluksa permeata u stacionarnom stanju. U literaturi su objavljeni sli¢ni
rezultati za procese mikrofiltracije StapiCastih Cestica ili ¢elija, kao Sto su CeStice grafen
oksida (Li i sar., 2019) ili mikroorganizmi poput Escherichia coli (Tanaka i sar., 1994b),
bakterija roda Pseudomonas (Hwang i sar., 2001) i Bacillus coagulans (Fan i sar., 2015).
Objasnjenje ovog fenomena moze se pronaci u uredivanju rasporeda celija pod dejstvom
sila smicanja koje rezultuje formiranjem strukture nalik ciglama u zidu na povrsini filracione
pogace (Mota i sar., 2002; Fan i sar., 2015). Otpor ovog sloja proticanju permeata postaje
sve veci sa povecanjem kompaktnosti filtracione pogace do koga dolazi usled povecéanja
transmembranskog pritiska. Do smanjenja fluksa permeata dolazi i zbog povecanja
tortuoznosti (vijugavosti toka permeata kroz filtracionu pogacu) (Mota i sar., 2002).

Povecanjem transmembranskog pritiska pri ve¢im vrednostima protoka napojne smese
mozZe se uoCiti umereno povecanje fluksa permeata u stacionarnom stanju. Povecanje
prividne brzine proticanja napojne smeSe kroz kanal membrane rezultuje turbulentnim
rezimom proticanja napojne smesSe. Njegov uticaj redukuje otpor filtracione pogace
proticanju permeata i stoga dovodi do povecéanja fluksa permeata. Uticaj turbulentnom
reZzima proticanja napojne smesSe na odvijanje procesa unakrsne mikrofiltracije moze biti
objasnjen na dva nacina: promenom rezima proticanja fluida u kanalu membrane i
povecCanjem kratanja Cestica u suprotnom smeru u odnosu na tok napojne smese
zahvaljujuci turbulentnoj difiziji (Huisman i Tragardh, 1999).
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Slika 5.26. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka
napojne smese na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis

5.7.2. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA UZ PRIMENU KENICS STATICKOG
MESACA

Eksperimenti mikrofiltracije u ovoj fazi istrazivanja vrSeni su sa ciljem ispitivanja uticaja
primene Kenics statictkog meSata na promenu fluksa permeata tokom mikrofiltracije
kultivacione tecCnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis, u odnosu nha
izvodenje procesa mikrofiltracije bez statiCkog promotora turbulencije. Takode je ispitan
uticaj operativnih uslova (transmembranski pritisak — 0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar; protok napojne
smese — 60 I/h, 120 I/h i 180 I/h) na fluks permeata modelovanjem primenom metodologije
odzivne povrsine. Dobijeni matematiCki modeli iskoriS¢eni su za optimizaciju operativnih
uslova primenom metode Zeljene funkcije, koja je imala za cilj maksimizaciju fluksa
permeata u stacionarnom stanju i maksimizaciju smanjenja specificne potrodnje energije u
poredenju sa izvodenjem procesa mikrofiltracije bez Kenics statickog mesaca.

Rezultati pra¢enja fluksa permeata u eksperimentima mikrofiltracije kultivacione te&nosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu Kenics statickog meSaca kao
promotora turbulencije, pri ¢emu su ispitivani uticaji razli¢itih vrednosti transmembranskog
pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i protoka napojne smese (60 I/h, 120 I/h i 180 I/h), prikazani
su na slici 5.27. Trend promene fluksa permeata u toku procesa mikrofiltracije uz primenu
statickog mesaca je nesto drugadiji u poredenju sa procesom mikrofiltracije bez primene
hidrodinami¢kih metoda za povecanje fluksa permeata. Moze se uociti da je u svim
prikazanim eksperimentima na pocCetku procesa mikrofiltracije doSlo do naglog opadanja
vrednosti fluksa permeata, kao i da je ubrzo nakon toga doSlo do uspostavljanja
stacionarnog stanja. Za postizanje stacionarnog stanja u pogledu fluksa permeata potrebno
je znatno kra¢e vreme u procesu mikrofiltracije sa statickim meSacem (5-15 min) u
poredenju sa procesom mikrofiltracije bez statickog meSaca (10-60 min). Kao $to je i
oCekivano, vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju su znatno veée u
eksperimentima mikrofiltracije uz prisustvo statickog mesaca kao promotora turbulencije, Sto
sugeriSe da je prisustvo Kenics statickog meSaca sprecilo uredivanje Celija na povrSini
filtracione pogace pod dejstvom sila smicanja. Stoga se dobijaju veée vrednosti fluksa
permeata u stacionarnom stanju sa povecanjem protoka napojne smeSe. Pri
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transmembranskom pritisku od 0,2 bar, ovo povec¢anje je iznosilo 58,56% za povecanje
protoka napojne smeSe sa 60 I/h na 120 I/h i 90,22% za povecanje za povecanje protoka
napojne smeSe sa 60 I/h na 180 I/h. Kada je proces mikrofiltracije vrSen pri
transmembranskom pritisku od 0,6 bar, za povecanje protoka napojne smese sa 60 I/h na
120 I/h povecanje stacionarnog fluksa permeata iznosilo je 48,16%, dok je za za povecéanje
protoka napojne smese sa 60 I/h na 180 I/h povecanje stacionarnog fluksa permeata iznosilo
97,03%. Slicno procesu mikrofiltracije bez primene hidrodinami¢kih metoda za povecanje
fluksa permeata, kada je vrSena mikrofiltracija kultivacione te€nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar,
uoceno je najvece povecanije stacionarnog fluksa permeata sa poveéanjem protoka napojne
smese: 91,17% za povecanje sa 60 I/h na 120 I/h i 147,25% za povecanje sa 60 I/h na 180
I/h (tabela 5.17.).

Tabela 5.17. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju, relativnog povecanja fluksa
permeata i smanjenja specifi¢ne potrosnje energije pri razli€itim uslovima
transmembranskog pritiska i protoka napojne sme3e prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te€nosti Bacillus velezensis bez statickog me3aca i sa statiCkim meSacem

Transmembranski Protpk Stacionarni fluks Stacionarni fluks

pritisak (bar) napojne pervm(vaata - t%ez pverrvneata - 32a Fl (%) | ER (%)
smese (I/h) mesaca (I/(m*-h) mesSacem (I/(m~-h)

0,2 60 24,87 34,81 39,92 -7,20

0,2 120 30,57 55,29 80,86 | -10,58

0,2 180 44,04 66,33 50,62 | -32,79

0,6 60 19,44 64,91 233,81 | 60,06

0,6 120 29,04 96,17 231,21 | 39,62

0,6 180 53,87 127,89 137,38 | 15,75

1,0 60 14,82 57,40 287,30 | 48,36

1,0 120 27,30 109,73 301,89 | 25,35

1,0 180 56,70 141,92 150,31 | 20,10

Sa druge strane, uticaj promene transmembranskog pritiska na promenu fluksa permeata u
stacionarnom stanju je mnogo izraZeniji u sistemu sa statickim meSacem kao promotorom
turbulencije u poredenju sa sistemom u kome je vrSena mikrofiltracija bez primene
hidrodinamickih metoda za povecéanje fluksa permeata. Pri protoku napojne smese od 60 I/h,
povecanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar dovelo je do povecanja
stacionarnog fluksa permeata za 86,47%, dok je povecanje transmembranskog pritiska sa
0,2 bar na 1 bar dovelo je do povecéanja stacionarnog fluksa permeata za 64,90%. Kada je
proces mikrofiltracije uz prisustvo statickog mesaca vrsen pri protoku napojne smeSe od 120
I/h, povecanje stacionarnog fluksa permeata pri povecanju transmembranskog pritiska sa
0,2 bar na 0,6 bar iznosilo je 73,94%, dok je povecanje stacionarnog fluksa permeata pri
povecanju transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar iznosilo 98,46%. Pri izvodenju
procesa mikrofiltracije uz najveéu vrednost protoka napojne smese iz ispitivanog opsega
(180 I/h), povecanje fluksa permeata iznosilo je 92,81% za povecanje transmembranskog
pritiska sa 0,2 bar na 0,6 bar, dok je poveéanje fluksa permeata iznosilo 113,96% za
poveéanje transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar. MozZe se uoCiti da je uticaj
povecanja transmembranskog pritiska na povec¢anje stacionarnog fluksa permeata izraZeniji
pri veéim vrednostima protoka napojne smese. Razlog ovakvog ponasanja moZe se pronaci
u Cinjenici da prisustvo statickog meSaca utiCe na promenu strukture i osobina filtracione
pogace, stoga je uticaj transmembranskog pritiska kao pogonske sile procesa mikrofiltracije
znatno izraZeniji u sistemima sa promotorom turbulencije (Joki¢ i sar., 2010).

Nasuprot izvedenom zakljucku da u sistemu za mikrofiltraciju kultivacione te€nosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis bez primene hidrodinami¢kih metoda za
poboljSanje fluksa permeata efikasnije povecanje stacionarnog fluksa permeata moze biti
postignuto povecanjem prividne brzine unakrsnog proticanja napojne smeSe (protoka
napojne smese) u poredenju sa poveéanjem transmembranskog pritiska, u sistemu u kome
se koristi Kenics staticki meSa¢ kao promotor turbulencije povecanje transmembranskog
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pritiska takode moze da se koristi kao nacin za efikasno povecanje fluksa permeata u
stacionarnom stanju.
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Slika 5.27. Pra¢enje toka procesa mikrofiltracije kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz primenu statickog meSaca u pogledu fluksa
permeata pri razli¢itim vrednostima transmembranskog pritiska (0,2 bar, 0,6 bar i 1 bar) i protoka napojne smese (60 I/h, 120 I/h i 180 I/h)




5.7.2.1. Modelovanje parametara mikrofiltracije prilikom unakrsne
mikrofiltracije uz primenu Kenics staticCkog mesaca

U cilju modelovanja fluksa permeata u stacionarnom stanju, relativnog povecanje fluksa
permeata i smanjenje specifiCne potrosnje energije u odnosu na mikrofiltraciju bez stati¢kog
mesaca, kao i detaljnijeg uticaja ispitivanja dve nezavisne promenljive (transmembranski
pritisak i protok napojne sme$e) na odabrane odzive prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz prisustvo Kenics
staittkog mesaca primenjena je metodologija odzivne povrSine. Primenjene kombinacije
odabranih promenljivih u eksperimentalnom planu date su u tabeli 4.10. (poglavlje 4.6.1.).

Rezultati analize varijanse za odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju,
relativno povecanje fluksa permeata i smanjenje specificne potroSnje energije u odnosu na
mikrofiltraciju bez statickog mesaca) prilikom mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis uz prisustvo statickog mes$aCa kao promotora
turbulencije prikazani su u tabeli 5.18. Statisticka zna¢ajnost dobijenih matematickih modela
procenjena je na osnovu dobijenih p-vrednosti. S obzirom da su za sva tri modela p-
vrednosti manje od 0,05, dobijeni matemati¢ki modeli su statisticki znacajni pri nivou
znacCajnosti od 95%. Visoke vrednosti koeficijenata determinacije ukazuju na
zadovoljavajuéu aproksimaciju eksperimentalnih rezultata procesa mikrofiltracije uz prisustvo
statickog mesaca odabranim regresionim jednac¢inama, odnosno polinomima drugog reda.
Osim toga, vrednosti dobijenih koeficijenata determinacije ukazuju da dobijeni model za fluks
permeata u stacionarnom stanju ne moze da objasni manje od 1% varijacija, dok modeli za
relativno povecanje fluksa permeata i smanjenje specificne potroSnje energije u odnosu na
mikrofiltraciju bez statiCkog meSaca ne mogu da objasne manje od 2% i 3% varijacija,
redom.

Tabela 5.18. Analiza varijanse odabranih odziva prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione
te€nosti Bacillus velezensis uz primenu statickog mesaca

Odziv ss DF MS F p- R’
vrednost | vrednost

A - a a a

Stamonara/l(frlﬁzlfﬁ)permeata 7333125%0 gb 1213412,210 848.71 0,0001 0,996
a a a

Fl (%) 3?%26039 gb 54513?9633 138,07 0,0009 0,985
’ a a . a

ER (%) 9281335’1353; gb 1%90;3 23,07 0,0132 0,971

2 model, ® reziduali

Koeficijenti dobijenih matematic¢kih modela, kao i njihove p-vrednosti, za odabrane odzive
(fluks permeata u stacionarnom stanju, relativno poveéanje fluksa permeata i smanjenje
specifitne potroSnje energije u odnosu na mikrofiltraciju bez statickog meSaca) prilikom
mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz
prisustvo statickog meSaca kao promotora turbulencije prikazani su u tabeli 5.19. StatistiCki
znacajni koeficijenti matemati¢kih modela za odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti,
boldovani su u tabeli 5.19. 1z prikazanih rezultata moze se zakljuciti da statistiCki znaCajan
uticaj (p-vrednost < 0,05) na fluks permeata u stacionarnom stanju imaju oba linearna
koeficijenta (za uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smese), koeficijent
interakcije transmembranskog pritiska i protoka napojne smeSe, kao i kvadratni Clan
transmembranskog pritiska, ¢ime se potvrduje prethodno iznet zakljuak da se povecanje
stacionarnog fluksa permeata prilikom mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis uz prisustvo statickog meSaCa kao promotora
turbulencije moze postici i promenom, odnosno povec¢anjem vrednosti transmembranskog
pritiska u ispitivanom opsegu vrednosti, Sto je takode potvrdeno razlikom u statistickoj
znacCajnosti koeficijenata modela koji opisuju uticaj transmembranskog pritiska prilikom
mikrofiltracije sa i bez statickog me8aca. Kod matematickog modela za relativno povec¢anje
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fluksa permeata u odnosu na mikrofiltraciju bez statickog meSa¢a moze se uociti da svi
dobijeni koeficijenti ispoljavaju statisticki zna¢ajan uticaj na ovaj odziv. Medutim, statistiCka
znacajnost linearnih koeficijenata regresione jednacine je veéa nego statisticka znacajnost
kvadratnih koeficijenata. Najvecéi uticaj na stacionarni fluks permeata ima linearni koeficijent
transmembranskog pritiska. Medu kvadratnim koeficijentima, statisticki najznacajniji uticaj
ima kvadratni koeficijent protoka napojne smeSe. Kada je u pitanju smanjenje specificne
potrosSnje energije u odnosu na mikrofiltraciju bez statickog meSaca, uoCava se statisticki
znacajan uticaj oba linearna koeficijenta (za uticaj transmembranskog pritiska i protoka
napojne smese) i kvadratnog koefcijenta za transmembranski pritisak.

Tabela 5.19. Koeficijenti regresionih jednacina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive
prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz primenu
statickog mesaca

e i "1 09 =R (%)

Koeficijent | Vrednost ‘ p-vrednost | Vrednost ‘ p-vrednost | Vrednost ‘ p-vrednost
Odsecak

bo 20,120 | 0,1970 |-270504 | 00243 | -39,757 | 0,2364
Linearni

b, 137,918 0,0005 788,711 0,0014 298,009 0,0060

b, 0,490 0,0003 3,955 0,0200 -0,206 0,0177
Interakcija

b1, 0,552 0,0061 -1,538 0,0347 -0,028 0,8840
Kvadratni

b1y -117,138 0,0061 -306,170 0,0407 -195,420 0,0135

b, -0,001 0,1692 -0,015 0,0307 -0,001 0,9080

1 - TMP, 2 — protok napojne smese

Na slici 5.28 prikazana je odzivnha povr3ina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i
protoka napojne smeSe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom mikrofiltracije
kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz prisustvo statickog meSaca. Minimalne vrednosti
fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijene su pri minimalnim vrednostima
transmembranskog pritiska i protoka napojne smese, dok se, sa druge strane, intenzifikacija
stacionarnog fluksa permeata moze uoditi pri suprotnim uslovima mikrofiltracije — pri
maksimalnim vrednostima transmembranskog pritiska i protoka napojne smeSe, odnosno
uoCava se porast stacionarnog fluksa permeata sa poveé¢anjem obe nezavisne promenjive.
Ovakav trend promene fluksa permeata u stacionarnom stanju sa promenom
transmembranskog pritiska i protoka napojne smeSe sli€an je trendu prisutnom prilikom
mikrofiltracje ovalnih ili globularnih éelija mikroorganizama (Tanaka i sar., 1994c; Jokic¢ i sar.,
2010), gde je povecanje transmembranskog pritiska u sistemima sa promotorom turbulencije
dovelo do povecanja fluksa permeata u stacionarnom stanju pri svim ispitivanim vrednostima
protoka napojne smeSe. Razlog ovakvog ponaSanja sistema sa promotorom turbulencije
moze se pronaci u izmeni strukture filtracione pogace. Prividna brzina unakrsnog proticanja
napojne smese se povecava u prisustvu Kenics statickog meSaca za oko 20% zahvaljujuci
manjoj dostupnoj povrsini popre¢nog preseka kanala membrane kroz koji protiCe napojna
smesa. Vecée vrednosti prividne brzine proticanja dovode do vece vrednosti fluksa permeata
u stacionarnom stanju, kao Sto je opisano za sisteme bez promotora turbulencije (Huisman i
Tragardh, 1999). Jo$ jedna znacajna karakteristika za primenu Kenics statiCkog mesaca je
njegov geometrijski dizajn, koji simultano indukuje jedinstven obrazac podele toka napojne
smese i radijalno meSanje (Joki¢ i sar., 2010). Opravdana je pretpostavka da radijalno
mesanje uzrokovano prisustvom promotora turbulencije doprinosi naruSavanju strukture
sloja ¢elija na povrsini filtracione pogace koji je prethodno ureden dejstvom sila smicanja.
Usled toga dolazi do nasumi¢ne raspodele ¢elija koja izaziva smanjenje specifi€nog otpora
filtracione pogace proticanju permeata, Sto rezultuje ve¢om vrednoS¢u stacionarnog fluksa
permeata u poredenju sa sistemom bez promotora turbulencije. Povecanje vrednosti
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transmembranskog pritiska do 0,7 bar dovodi do znac¢ajno vecih vrednosti fluksa permeata u
stacionarnom stanju, dok dalje povecanje vrednosti transmembranskog pritiska iznad 0,7 bar
dovodi do umerenog povecanja fluksa permeata u stacionarnom stanju. Razlog ovakvog
pona$anja predstavlja prljanje membrane drugim organskim komponentama kultivacione
teCnosti (Hwang i Tsai, 2014).

ity R FAT

Slika 5.28. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka
napojne smese na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz prisustvo statickog mesaca

Uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smeSe na relativno povecanje fluksa
permeata u stacionarnom stanju prilikom mikrofiltracije kultivacione te¢nosti Bacillus
velezensis uz prisustvo statickog medacCa prikazan je na slici 5.29. Relativno povecanje
fluksa permeata u stacionarnom stanju kretalo se od 50% do 300%, u zavisnosti od uslova
mikrofiltracije. Povecéanje fluksa permeata u praksi znaci da se dobija veca koli€ina permeata
primenom iste filtracione povrsine ili da investicioni troSkovi mogu biti zna¢ajno smanjeni
posdto je za dobijanje iste koliCine permeata potrebna manja povrS§ina membrane za
mikrofiltraciju (Armbruster i sar., 2018). Znacajno povecanje fluksa permeata u stacionarnom
stanju uzrokovano je turbulentnim rezimom proticanja napojne smese u kanalu membrane,
ali i jedinstvenim radijalnim obrascem kretanja fluida, koji nastaje usled karakteristicne
geometrije i naCina povezivanja helikoidnih elemenata Kenics statickog miksera. Relativho
povetanje fluksa permeata u stacionarnom stanju se deSava sa povecanjem
transmembranskog pritiska pri svim ispitivanim vrednostima protoka napojne smese. Pri
manjim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeSe, odnosno pri manjim
vrednostima protoka napojne smesSe, povecanje transmembranskog pritiska dovelo je do
vece vrednosti relativnog povecanja fluksa permeata u stacionarnom stanju. Sa druge
strane, pri ve¢im vrednostima protoka napojne smeSe moze se primetiti rast vrednosti
relativnog povecCanja fluksa permeata sa poveéanjem transmembranskog pritiska do
vrednosti od 0,8 bar, nakon ¢ega rast relativnog povecéanja fluksa permeata postaje manje
ocCigledan.
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Slika 5.29. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka
napojne smese na relativno povecanje fluksa permeata u stacionarnom stanju prilikom
unakrsne mikrofiltracije kultivacione tecnosti Bacillus velezensis uz prisustvo statickog

mesaca

Posmatrajuci uticaj protoka napojne smese pri fiksnoj vrednosti transmembranskog pritiska,
moze se zakljuCiti da povecanje protoka napojne smeSe dovodi do smanjenja vrednosti
relativnog povecanja fluksa permeata, odnosno da je povecanje fluksa permeata manje
izrazeno pri ve¢im vrednostima protoka napojne smese u ispitivanom opsegu vrednosti.
Uzrok ovakvog trenda moze se pronadi u Cinjenici da je turbulentni rezim proticanja napojne
smeSe vec¢ bio uspostavijen u kanalu membrane pri veéim vrednostima protoka napojne
smese i bez prisustva statickog mesaca, stoga dolazi do manje intenzifikacije turbulentnog
rezima proticanja usled postavljanja statickog miksera. MoZe se zakljuciti da je relativho
povecanje fluksa permeata u stacionarnom stanju bilo izraZenije pri laminarnom i prelaznom
rezimu proticanja napojne smese, dok je pri turbulentnom reZimu proticanja napojne smese
vrednost relativnog povecanja fluksa permeata u stacionarnom stanju bila manja. Pri veéim
vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeSe, odnosno pri turbulentnom rezimu
proticanja, staticki mesaci podstiCu turbulenciju i dovode do intenzivnhog radijalnog meSanja,
¢ak i u blizini zidova membrane. Sli¢ni zakljuCci, gde je poboljanje fluksa permeata u
stacionarnom stanju izrazenije pri laminarnom rezimu proticanja napojne smeSe, dok je u
turbulentnom rezimu intenzifikacija povecanja fluksa stacionarnog stanja manje ocigledna,
mogu se pronaci i u literaturi (Ghanem i sar., 2014).

Specificna potrodnja energije tokom procesa membranske mikrofiltracije zavisi od pada
pritiska duz membranskog modula i fluksa permeata. lako primenom statu¢kog meSaca
dolazi do povecanja fluksa permeata u stacionarnom stanju, u isto vreme dolazi i do pada
pritiska duz membranskog modula. Ova dva suprotstavljena trenda definiSu energetsku
efikasnost primene promotora turbulencije. Specificna potroSnja energije (po jedinici
zapremine permeata) je niza tokom mikrofiltracije uz primenu promotora turbulencije u
odnosu na proces mikrofiltracije bez promotora turbulencije samo u slu¢ajevima kada je
vrednost fluksa permeata dovoljno velika da kompenzuje povecanje potroSnje energije usled
povecanog otpora toku napojne smese. Smanjenje specifiCne potroSnje energije predstavlja
relativni stepen smanjenja potroSnje energije usled primene promotora turbulencije.
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Uticaj transmembranskog pritiska i protoka napojne smeSe na promenu smanjenja
specifine potroSnje energije tokom mikrofiltracije kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz
prisustvo statickog meSaca prikazan je na slici 5.30. Negativne vrednosti smanjenja
specificne potroSnje energije predstavljaju eksperimentalne uslove u kojima vrednost
relativnog povecéanja fluksa permeata u stacionarnom stanju nije dovoljno velika da
kompenzuje povecan otpor toku napojne smese usled prisustva promotora turbulencije. U
ovom istrazivanju, negativne vrednosti smanjenja specificne potroSnje energije dobijene su
pri vrednostima transmembranskog pritiska oko 0,2 bar pri manjim vrednostima protoka
napojne smese, dok se pri ve¢im vrednostima protoka napojne smese (oko 180 I/h)
negativne vrednosti smanjenja specificne potroSnje energije mogu uociti pri vrednostima
transmembranskog pritiska i do 0,4 bar, pri Eemu u se primenom ovih uslova mikrofiltracije
sa statickim meSaCem postize relativno povecanje stacionarnog fluksa permeata od oko
100% u odnosu na proces mikrofiltracije bez promotora turbulencije.

A ER

Slika 5.30. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i protoka
napojne smese na smanjenje specificne potroSnje energije prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz prisustvo statickog mesaca

Povecanje protoka napojne smeSe dovodi do povecanja gubitka hidraulicke snage, ali, sa
druge strane, vrednost relativnog povecanja fluksa permeata u stacionarnom stanju nije
dovoljno velika da obezbedi porast vrednosti smanjenja specificne potroSnje energije.
Najvece vrednosti smanjenja specificne potroSnje energije su dobijene pri manjim
vrednostima protoka napojne smeS$e, pri svim vrednostima transmembranskog pritiska u
ispitivanom opsegu. Sa druge strane, promena transmembranskog pritiska je pokazala
sliGan uticaj na smanjenje specificne potroSnje energije pri svim vrednostima protoka
napojne smese iz ispitivanog opsega. Povecanje vrednosti smanjenja specificne potroSnje
energije uoCava se pri vrednostima transmembranskog pritiska do 0,8 bar, nakon ¢ega se
uoCava blagi pad vrednosti smanjenja specificne potrodnje energije. Uzrok ovakvog trenda je
prljanje membrane drugim organskim komponentama Kkultivacione tecCnosti pri vecim
vrednostima transmembranskog pritiska (Tanaka i sar., 1994c; Hwang i Wang, 2012).
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5.7.2.2. Optimizacija uslova unakrsne mikrofiltracije uz primenu Kenics
statickog mesaca

Nakon razvoja matemati¢kih modela za fluks permeata u stacionarnom stanju, relativno
povecanje fluksa permeata i smanjenje specificne potroSnje energije u odnosu na
mikrofiltraciju bez statickog meSaca, naredni korak u razvoju procesa mikrofiltracije
kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis predstavlja
optimizacija operativnih parametara mikrofiltracije (transmembranskog pritiska i protoka
napojne smese), kako bi se postigli zeljeni ciljevi, odnosno ishodi procesa mikrofiltracije:
maksimizacija fluksa permeata u stacionarnom stanju i maksimizacija smanjenja specifine
potroSnje energije. lako oba odziva treba da budu maksimizovana, ova dva cilja su
medusobno suprotstavljena. Maksimalne vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju
prilikom mikrofiltracije uz primenu statickog meSaca postizu se pri veéim vrednostima
transmembranskog pritiska i protoka napojne smese. Sa druge strane, maksimalna vrednost
smanjenja specificne potrosnje energije postize se pri  velikim vrednostima
transmembranskog pritiska i malim vrednostima protoka napojne smeSe. Ispunjenje oba
zadata cilja u pogledu definisanja optimalne vrednosti protoka napojne smeSe moze biti
postignuto primenom numeriCke optimizacije, odnosno metode Zeljene funkcije, u
kombinaciji sa dobijenim modelima odzivnih povrsina.

Rezultati numeri¢ke optimizacije zadatog problema primenom metode Zeljene funkcije daju
optimizovane vrednosti transmembranskog pritiska i protoka napojne smese od 0,79 bar i
137,7 I/h, redom (tabela 5.20). Pri ovim vrednostima nezavisnih promenljivih, dobijeni
matemati¢ki modeli predvidaju vrednost fluksa permeata u stacionarnom stanju od 120
l/(m*h), dok predvidena vrednost smanjenja specifi¢ne potrodnje energije iznosi 38%. Moze
se zakljuciti da je pri zadatim uslovima procesa mikrofiltracije uz primenu statickog mesaca
dobijena oko 3,5 puta veéa vrednost stacionarnog fluksa permeata u odnosu na proces
mikrofiltracije izveden bez promotora turbulencije (oko 35 I/(m?-h)).

Tabela 5.20. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predvidene vrednosti odziva dobijene
kao rezultat optimizacije procesnih uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti
Bacillus velezensis uz primenu statiCkog mesaca

Faktori Cilj Optimizovana vrednost
Transmembranski pritisak (bar) u opsegu 0,79
Protok napojne smese (I/h) u opsegu 137,70
Odzivi Cilj Predvidena vrednost
Fluks permeata u stacionarnom stanju (I/(mz-h)) maksimalan 120,00
ER (%) maksimalan 38,00
Vrednost Zeljene funkcije 0,77

5.7.3. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA UZ PRIMENU UDUVAVANJA
VAZDUHA

Uduvavanje gasa u tok napojne smese je jedna od hidrodinamickih metoda za poboljSanje
fluksa permeata. U okviru ove doktorske disertacije izvrSeni su eksperimenti mikrofiltracije
kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje
vazduha u tok napojne smeSe prema eksperimentalnom planu definisanom u tabeli 4.11.
(poglavije 4.6.2.). Kao nezavisne promenljive, odnosno operativni uslovi, definisani su
transmembranski pritisak, prividna brzina proticanja napojne smeSe i prividna brzina
proticanja vazduha. Kao odzivi mikrofiltracije, odnosno zavisne promenljive, praceni su fluks
permeata u stacionarnom stanju i specifiCna potroSnja energije izrazena po jedinici
zapremine permeata. Rezultati eksperimenata mikrofiltracije sa uduvavanjem vazduha
prikazani su u tabeli 5.21. Detaljnije ispitivanje uticaja nezavisnih promenljivih, kao i njihovih
interakcija, na odabrane odzive omoguceno je primenom metodologije odzivne povrsine, dok
je optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije u pogledu maksimizacije fluksa permeata u
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stacionarnom stanju i minimizacije specificne potroSnje permeata izvrSena primenom
metode Zeljene funkcije.

Tabela 5.21. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju i specificne potroSnje energije
pri razli€itim uslovima transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione tecnosti
Bacillus velezensis uz primenu uduvavanja vazduha

. Prividna brzina Prividna brzina Fluks Specifi€éna
Transmembranski . . " . : . - .
- proticanja tecnosti | proticanjagasa | permeata | potroSnja energije

pritisak (bar) V. (m/s) Ve (M/s) (I/m%h) (KW-h/m"®)

0,2 0,43 0,2 31,06 1,1

1 0,43 0,2 22,95 2,3

0,2 1,3 0,2 55,89 4.4

1 1,3 0,2 70,00 3,9

0,2 0,87 0 30,57 2,4

1 0,87 0 29,00 4,7

0,2 0,87 0,4 36,67 3,8

1 0,87 0,4 41,47 2,5

0,6 0,43 0 17,50 2,3

0,6 1,3 0 53,87 4,0

0,6 0,43 0,4 32,64 11

0,6 1,3 0,4 58,05 4,6

0,6 0,87 0,2 43,45 2,1

0,6 0,87 0,2 42,80 2,1

0,6 0,87 0,2 45,00 2,0

5.7.3.1. Modelovanje uticaja parametara mikrofiltracije prilikom unakrsne

mikrofiltracije uz primenu uduvavanja vazduha

U cilju modelovanja fluksa permeata u stacionarnom stanju i specificne potro3nje energije u
kao i detaljnijeg uticaja ispitivanja tri nezavisne promenljive (transmembranski pritisak,
prividna brzina proticanja napojne smeSe i prividna brzina proticanja vazduha) na odabrane
odzive prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha primenjena je metodologija odzivne povrSine.
Primenjene kombinacije odabranih promenljivih u Boks-Benkenovom eksperimentalnom
planu date su u tabeli 4.11. (poglavlje 4.6.2.).

Rezultati analize varijanse za odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju i
specificnu potrosnju energije) prilikom mikrofiltracije kultivacione te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje prikazani su u tabeli 5.22. Statisticka
znacajnost dobijenih matemati¢kih modela procenjena je na osnovu dobijenih p-vrednosti. S
obzirom na prikazane p-vrednosti koje za sva tri modela iznose manje od 0,05, mozZe se
zakljuciti da su dobijeni matematiCki modeli statistiCki znacajni pri nivou znacajnosti od 95%.
Visoke vrednosti koeficijenata determinacije ukazuju na zadovoljavajuéu aproksimaciju
eksperimentalnih rezultata procesa mikrofiltracije uz uduvavanje odabranim regresionim
jednac¢inama, odnosno polinomima drugog reda. Vrednosti dobijenih koeficijenata
determinacije ukazuju da dobijeni model za fluks permeata u stacionarnom stanju ne moze
da objasni manje od 2% varijacija, dok se modelom za specificnu potroSnje energije ne
moze objasniti manje od 1% varijacija.
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Tabela 5.22. Analiza varijanse odabranih odziva prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione
teCnosti Bacillus velezensis uz primenu uduvavanja vazduha

Odziv ss DF MS F b- R?
vrednost | vrednost
B A a a a
Stacmnar(r;/l(ﬂr:zk_ﬁ)permeata 2?255(1)8 gb 3:1)’6335 95.80 0,0000 0,984
a a a
E (kw-h/im?) P o ot 318,23 | 00000 | 0,995

2 model, ® reziduali

Koeficijenti dobijenih matematickih modela, kao i njihove p-vrednosti, za odabrane odzive
(fluks permeata u stacionarnom stanju i specifi€énu potro$nju energije) prilikom mikrofiltracije
kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje
vazduha prikazani su u tabeli 5.23. Statisticki znacajni koeficijenti matemati¢kih modela za
odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti, boldovani su u tabeli 5.23. Iz prikazanih rezultata
moze se zakljuciti da statistiCki znacajan uticaj (p-vrednost < 0,05) na fluks permeata u
stacionarnom stanju imaju linearni koeficijenti za uticaj prividne brzine proticanja napojne
smeSe i prividne brzine proticanja vazduha, koeficijenti interakcije transmembranskog
pritiska i prividne brzine proticanja napojne smesSe, kao i prividne brzine proticanja napojne
smesSe i prividne brzine proticanja vazduha, i kvadratni ¢lanovi sve tri ispitivane promenljive.
Kada je u pitanju model za specifiCcnu potroSnju energije, uoCava se statisti¢ki znacCajan
uticaj svih koeficijenata modela.

Tabela 5.23. Koeficijenti regresionih jednacina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive
prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz primenu
uduvavanja vazduha

Stacionarni fluks permeata (I/(m%h) E (kW-h/m?)

Koeficijent Vrednost ‘ p-vrednost Vrednost ‘ p-vrednost
Odsecak

bo 20,25 | 0,0141 | 0,78 | 0,0302
Linearni

b, -10,54 0,1410 0,37 0,0009

b, -9,62 0,0000 0,88 0,0000

bs 107,98 0,0007 -5,40 0,0021
Interakcija

b1, 31,90 0,0499 3,78 0,0002

b3 19,91 0,1400 1,42 0,0000

b,s -31,51 0,0008 16,98 0,0001
Kvadratni

b1y -15,20 0,0017 0,60 0,0000

b 20,34 0,0096 0,27 0,0018

bss -172,28 0,0295 0,68 0,0001

1-TMP, 2-V,, 3- Vg

Odzivne povrSine su konstruisane tako da prikazuju uticaj dve nezavisne promenljive na
odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju i specificnu potroSnju energije), pri
¢emu je vrednost treCe nezavisne promenljive jednaka vrednosti iz centralne tacke
eksperimentalnog plana.

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeSe na fluks
permeata u stacionarnom stanju prikazani su na slici 5.31. Moze se primetiti da povecanje
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese dovodi do povecanja vrednosti fluksa
permeata u Citavom opsegu isptivanih vrednosti transmembranskog pritiska. Maksimalne
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju dobijaju se pri vrednostima prividne brzine
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proticanja napojne smeSe koje su bliske maksimalnoj vrednosti ispitivanog opsega, iako
ovim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smeSe odgovara mehurasti rezim
proticanja, koji se u literaturi obi¢no povezuje sa manjim vrednostima povecéanja fluksa
permeata (Mercier i sar., 1995; Mercier i sar., 1997; Hwang i Wu, 2008). Vrednostima
prividne brzine proticanja napojne smese od 0,43 m/s, 0,86 m/s i 1,30 m/s odgovaraju
vrednosti Rejnoldsovog broja od 1990, 3980 i 5971, redom. Dakle, pri ve¢im vrednostima
prividne brzine proticanja napojne smeSe javlja se turbulentni rezim proticanja i bez
uduvavanja vazduha. Zbog toga dolazi smanjenja debljine filtracione pogace sa poveéanjem
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeSe, usled €ega se javlja maniji otpor
proticanju permeata i povecanje vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju.

i) e T

Slika 5.31. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja napojne smeSe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne
mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha

Usled razliite prostorne organizacije bakterijskih éelija u sloju filtracione pogace povecéanje
vrednosti fluksa permeata je manje uocljivo pri manjim vrednostima transmembranskog
pritiska, u poredenju sa ve¢im vrednostima transmembranskog pritiska (Huisman i Tragardh,
1999). Povecanje vrednosti prividne brzine proticanja napojne smede sa 0,43 m/s na 1,30
m/s dovodi do povecCanja vrednosti fluksa permeata za oko 180% pri vrednosti
transmembranskog pritiska od 1 bar, dok povec¢anje vrednosti fluksa permeata za isti opseg
povecanja vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeSe pri transmembranskom
pritisku od 0,2 bar iznosi samo 67%. Pri ve¢im vrednostima transmembranskog pritiska na
pocetku mikrofiltracije prostorna organizacija ¢elija je nasumi¢na jer do formiranja filtracione
pogaCe dominantno dolazi usled proticanja permeata koje se odvija pod pravim uglom u
odnosu na povrsinu membrane. Nasuprot tome, sa odmicanjem procesa mikrofiltracije dolazi
do smanjenja vrednosti fluksa permeata, stoga na prostornu organizaciju bakterijskih ¢elija
viSe utiCe tok napojne smese, koji se odvija paralelno sa povr§inom membrane. Povecanje
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese rezultuje smanjenjem debiljine filtracione
pogace, odnosno do odnoSenja povrsinskog sloja filtracione pogace tokom napojne smeSe,
Sto rezultuje manjim otporom filtracione pogace proticanju permeata. Drugim re€ima, uticaj
povecanja prividne brzine proticanja napojne smese na povecanije fluksa permeata izrazeniji
je pri veéim vrednostima transmembranskog pritiska. Suprotno tome, pri manjim
vrednostima transmembranskog pritiska javljaju se manje vrednosti fluksa permeata, usled
Cega ranije dolazi do uredenja prostorne organizacije ¢elija u filtracionoj pogaci tokom
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permeata (Huisman i Tragardh, 1999; Hwang i Wang, 2012), stoga poveéanje vrednosti
prividne brzine proticanja napojne smese nije toliko efikasno u smanjenju otpora filtracione
pogace proticanju permeata kao pri veéim vrednostima transmembranskog pritiska.

Uticaj transmembranskog pritiska na fluks permeata u stacionarnom stanju je manje izrazen
i donekle dvoznacan. Pri ve¢im vrednostima prividne brzine proticanja napojne smede
povecanje vrednosti transmembranskog pritiska rezultuje umerenim povecanjem vrednosti
fluksa permeata od oko 24%. Povecanje prividne brzine proticanja napojne sme$e u kanalu
membrane dovodi do turbulencije, koja dovodi do smanjenja otpora filtracione pogace
proticanju permeata promenom polja proticanja fluida i turbulentnom difuzijom, koja izaziva
kretanje Cestica u smeru suprotnom smeru toka napojne smese (Nakanish i sar., 1987). Sa
druge strane, mozZe se primetiti smanjenje vrednosti fluksa permeata (za oko 38%) sa
povecanjem vrednosti transmembranskog pritiska pri manjim vrednostima prividne brzine
proticanja napojne smeSe. ObjaSnjenjenje ove pojave moze se pronacéi u prostornoj
organizaciji Stapi¢astih ¢éelija proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis usled dejstva
sila smicanja, to rezultuje formiranjem strukture sloja ¢elija nalik ciglama u zidu na povrsini
filtracione pogace (Guan i sar., 2017; Balyan i Sarkar, 2018). U literaturi su objavljeni sli¢ni
rezultati za unakrsnu filtraciju Stapi¢astih Cestica grafen oksida (Jana i sar., 2018) ili
Stapi¢astih celija mikroorganizama Bacillus coagulans (Guan i sar., 2017), Escherichia coli
(Mota i sar., 2002) i Pseudomonas sp. (Moror¢ i sar., 2018). Pri manjim vrednostima prividne
brzine proticanja napojne smese turbulencija izazvana protokom vazduha i napojne smese
nije dovoljna da izazove povec¢anje vrednosti fluksa permeata sa povecanjem vrednosti
transmembranskog pritiska. Takode postoje literaturni podaci u kojima se navodi da
uduvavanje vazduha moze da izazove kompresiju filtracione pogace, ¢ime se uspostavlja
kompaktnija struktura filtracione pogace koja pruza veci otpor proticanju permeata, a ovaj
efekat je jo§ izrazeniji sa poveéanjem transmembranskog pritiska i stoga dolazi do opadanja
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju (Hwang i Wu, 2008; Hwang i Hsu, 2009;
Hwang i Wu, 2009).

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u
stacionarnom stanju su prikazani na slici 5.32. PovecCanje vrednosti prividne brzine
proticanja vazduha sa 0,25 m/s na 0,30 m/s rezultuje povecanjem vrednosti fluksa permeata
pri svim vrednostima transmembranskog pritiska u ispitivanom opsegu. Medutim, povecanje
vrednosti prividne brzine proticanja vazduha preko navedenog opsega dovodi do umerenog
opadanja vrednosti fluksa permeata pri manjim vrednostima transmembranskog pritiska.
Sli¢ni rezultati su objavljeni prilikom mikrofiltracije celija kvasca (Hwang i Hsu, 2009) i
suspenzije gline (Cabassud i sar., 2001). U slu¢aju mikrofiltracije suspenzije gline objavljeno
je da je maksimalna vrednost fluksa permeata dobijena pri specificnoj vrednosti prividne
brzine proticanja vazduha, Sto ukazuje na znaajan uticaj uduvavanja vazduha na
karakteristike filtracione pogace (Cabassud i sar., 2001). Uticaj povec¢anja vrednosti prividne
brzine proticanja vazduha je ocigledniji pri ve¢im vrednostima transmembranskog pritiska
zbog Cinjenice da pri veé¢im vrednostima transmembranskog pritiska dolazi do ozbiljnijeg
prljanja membrane u poredenju sa manjim vrednostima transmembranskog pritiska. Sli¢ni
rezultati dobijeni su i prilikom mikrofiltracije surutke uz uduvavanje vazduha (Fouladitajar i
sar., 2014). Povecéanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha sa 0 m/s na 0,4 m/s pri
vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar rezultuje poveéanjem vrednosti fluksa
permeata od 45%, dok poveéanje vrednosti fluksa permeata u istom opsegu prividne brzine
proticanja vazduha, ali pri vrednosti transmembranskog pritiska od 0,2 bar iznosi 23%.
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Slika 5.32. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha

Kao Sto je prethodno navedeno, joS jedan razlog ovakvog ponaSanja sistema moze se
pronaéu u €injenici da uduvavanje vazduha moze da dovede do komprimovanja filtracione
pogaCe. U istraZivanju koje su sproveli Hwang i Hsu (2009) objavljeno je da tokom
mikrofiltracije Celija kvasca uz uduvavanje vazduha na karakteristike filtracione pogace
najviSe utiCe prostorna organizacija celija kvasca. Uticaj oblika ¢elija na strukturu filtracione
pogace je jo§ izrazeniji prilikom mikrofiltracije Stapi¢astih Celija proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis u poredenju sa ovalnim ¢éelijama kvasca, jer StapiCaste Celije pokazuju
tendenciju paralelne orijentacije u odnosu na tok napojne smeSe (Tanaka i sar., 1994c;
Mota, i sar., 2002). Osim toga, poveéanje vrednosti transmembranskog pritska izaziva
formiranje filtracione pogace koja pruza veci otpor proticanju permeata, stoga se prilikom
mikrofiltracije bez uduvavanja vazduha ne uoCava uticaj povecCanja vrednosti
transmembrasnkog pritiska na povecanje vrednosti fluksa permeata. Sa druge strane, pri
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha koje su bliske maksimalnim vrednostima iz
ispitivanog opsega (gde je izraZenija turbulencija) dolazi do povecanja vrednosti fluksa
permeata od oko 14% sa povecanjem vrednosti transmembranskog pritiska (slika 5.32.). S
obzitom da je odzivna povrSina 5.32. konstruisana pri srednjoj vrednosti prividne brzine
proticanja napojne smese iz ispitivanog opsega (0,86 m/s), logi€no je pretpostaviti da bi
povecanje vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeSe rezultovalo umerenim
povecanjem vrednosti fluksa permeata sa povecanjem vrednosti transmembranskog pritiska
usled izrazenije turbulencije u kanalu membrane.

Slika 5.33. prikazuje uticaje prividne brzine proticanja napojne smesSe i prividne brzine
proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju. Povec¢anje vrednosti prividne
brzine proticanja vazduha na 0,40 m/s pri veéim vrednostima prividne brzine proticanja
napojne smeSe (1,30 m/s) dovelo je do neznatnog povecéanja vrednosti fluksa permeata od
oko 6%. Pri ovim operativnim uslovima nije postignuto zna€ajno povec¢anje vrednosti fluksa
permeata jer velike vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeSe odgovaraju
turbulentnom rezimu proticanja (Rejnoldsov broj je veéi od 5900). Stoga injektovanje
vazduha nije pokazalo dovoljnu efikasnost u povec¢anju turbulencije toka napojne smese
(Fouladitajar i sar., 2014). Sa druge strane, pri manjim vrednostima prividne brzine
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proticanja napojne smeSe, povecanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha dovelo je
do znacajnog povecanja vrednosti fluksa permeata. Na primer, pri vrednosti prividne brzine
proticanja napojne smeSe od 0,43 m/s povecanje vrednosti prividne brzine proticanja
vazduha do 0,40 m/s rezultuje povecanjem vrednosti fluksa permeata za 78% u rezimu
proticanja gas-te€nost u obliku velikin mehurova. Ovakav rezim proticanja indukuje dovoljnu
turbulenciju za spre€avanje formiranja filtracione pogace (Mercier i sar., 1995; Mercier i sar.,
1997; Hwang i Wu, 2008; Fouladitajar i sar., 2014). Pri vrednosti prividne brzine proticanja
napojne smese od 0,43 m/s mozZe se primetiti plato vrednosti fluksa permeata pri povec¢anju
vrednosti prividne brzine proticanja vazduha sa 0,25 m/s na 0,40 m/s. Sa povecanjem
vrednosti prividne brzine proticanja napojne sme$e ovaj plato postaje kraci, dok pri
maksimalnoj vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese i maksimalnoj vrednosti
prividne brzine proticanja vazduha dolazi do smanjenja vrednosti fluksa permeata.
Uduvavanje gasa redukuje spoljasnje (povrsinsko) prljanje membrane smanjenjem debljine
filtracione pogace. Filtraciona pogaca se ponaSa kao odbojna dinami¢ka membrana koja Stiti
membranu od unutradnjeg prljanja. Sinergisti¢ki uticaj poveéanja vrednosti prividne brzine
proticanja napojne sme3e i vrednosti prividne brzine proticanja vazduha moZe dovesti do
toga da filtraciona pogaca postane suviSe tanka, ¢ime je omogucena penetracija komponenti
kultivacione te€nosti manjih dimenzija u pore membrane, usled ¢ega dolazi do smanjenja
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju (Mercier i sar., 1997).
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Slika 5.33. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom
unakrsne mikrofiltracije kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha

Kao 3to se moze predvideti, bez uduvavanja vazduha do povecanja vrednosti fluksa
permeata dolazi sa povecanjem vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese, jer vece
sile smicanja dovode do smanjenja debljine filtracione pogace. Ipak, povecanje vrednosti
fluksa permeata koje se postize povecanjem vrednosti prividne brzine proticanja napojne
smeSe je manje znacajno pri ve¢im vrednostima prividne brzine proticanja vazduha, usled
povecane turbulencije u kanalu membrane. U situaciji bez uduvavanja vazduha, povecanje
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smesSe sa 0,43 m/s na 1,30 m/s dovodi do
povecanja vrednosti fluksa permeata od 200%, dok povecanje vrednosti fluksa permeata
iznosi oko 80% u istom opsegu vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese, ali pri
vrednosti prividne brzine proticanja vazduha od 0,40 m/s.
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Rezultati mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis
uz uduvavanje vazduha ukazuju da je moguce posti¢i zna¢ajno povecanje vrednosti fluksa
permeata u stacionarnom stanju primenom dvofaznog toka gas-te€nost. Povecéanje
vrednosti fluksa permeata nije rezultat samo povecéanja vrednosti prividne brzine proticanja
napojne smese, vec i povecanja vrednosti prividne brzine proticanja vazduha, koja dovodi do
stvaranja nestabilnosti u proticanju napojne smeSe (Mercier i sar., 1995). Ova Cinjenica je
potvrdena poredenjem vrednosti fluksa permeata u eksperimentima mikrofiltracije sa i bez
uduvavanja vazduha, pri ¢emu su vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha podeSene tako da bude postignuta ista srednja vrednost
prividne brzine proticanja u kanalu membrane. U eksperimentu mikrofiltracije bez
uduvavanja vazduha (TMP=0.6 bar, V. =0,60 m/s, Vs=0,00 m/s) vrednost fluksa permeata
iznosila je 21,5 I/(m*h). Sa druge strane, u eksperimentu mikofiltracije u kome je primenjen
dvofazni tok gas-te¢nost iste prividne brzine proticanja (TMP=0,6 bar, V,=0,43 m/s, Vs=0,18
m/s), vrednost fluksa permeata iznosila je 29,4 I/(m?-h), to predstavlja poveéanje vrednosti
fluksa permeata od 37%. Sa ekonomske talke glediSta, prilikom odabira optimalnih
operativnih uslova neophodno je razmotriti i specificnu potroSnju energije. U slucaju
prethodno pomenutih eksperimenata, specifi¢na potroénja energije iznosila je 1,2 kW-h/m? i
2,5 kW-h/m® za eksperimente sa uduvavanjem vazduha i bez uduvavanja vazduha, redom.
Uvodenje vazduha u kanal membrane doprinelo je smanjenju specificne potroSnje energije
za 108%.

Na efikasnost primene uduvavanja vazduha prilikom mikrofiltracije kultivacione teénosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis takode utiCe specificna potroSnja energije,
koja predstavlja utroSak energije po jedinici zapremine dobijenog permeata. Stoga je
analiziran uticaj interakcije nezavisnih promenljivih (transmembranski pritisak, prividna
brzina proticanja napojne smeSe i prividna brzina proticanja vazduha) na ovaj odziv
primenom metodologije odzivne povrsine.

Slika 5.34 prikazuje uticaje transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne
smeSe na specificnu potroSnju energije. MoZze se primetiti da do povecanja vrednosti
specificne potrodnje energije dolazi sa povecanjem vrednosti prividne brzine proticanja
napojne smesSe pri svim ispitivanim vrednostima transmembranskog pritiska. Kako je
energija potrebna za rad pumpe kojim se obezbeduje tok napojne smeSe direktno
proporcionalna protoku napojne smese, povecéanje prividne brzine proticanja napojne smese
dovodi do vece potroSnje energije. Sa druge strane, povecanje vrednosti fluksa permeata u
ovom opsegu vrednosti nije dovoljno da kompenzuje povecanu potrebu za energijom, jer je
specifitna potroSnja energije povezana sa protokom permeata. Kako je povecéanje vrednosti
fluksa permeata izraZenije pri veéim vrednostima transmembranskog pritiska, jasno je da
dolazi do umerenog povecanja potro$nje energije po jedinici zapremine permeata od oko
74% pri ovim operativnim uslovima, u poredenju sa povecanjem vrednosti specifiCnhe
potrosnje energije od 300% pri vrednosti transmembranskog pritiska od 0,2 bar.
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Slika 5.34. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja napojne smese na specificnu potroSnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha

Pri veéim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smes$e, povecanje vrednosti
transmembranskog pritiska rezultuje povecanjem vrednosti fluksa permeata, usled €ega
dolazi do smanjenja vrednosti specificne potroSnje energije za oko 10% u ovom opsegu
operativnih uslova. Sa druge strane, prostorna orijentacija Stapi¢astih ¢elija proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis u kombinaciji sa poveéanjem vrednosti
transmembranskog pritiska dovodi do povecanja otpora filtracione pogace proticanju
permeata (Guan i sar., 2017; Balyan i Sarkar, 2018). Stoga, pri rezultuju¢im manjim
vrednostima fluksa permeata dolazi do povecanja vrednosti specificne potroSnje energije sa
1 kW-h/m® na 2,3 kW-h/m® (za oko 130%).

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na specifiCnu
potrodnju energije prikazani su na slici 5.35. Odzivna povrsina konkavnog oblika ukazuje na
to da su minimalne vrednosti specifiéne potrodnje energije (oko 2 kW-h/m?) postignute pri
srednjim vrednostima transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha iz
ispitivanog opsega. Povecanje prividne brzine proticanja vazduha sa 0,20 m/s na 0,30 m/s
rezultuje malim vredno$¢u smanjenja speciféne potrodnje energije pri manjim (0,2 bar) i
srednjim (0,7 bar) vrednostima transmembranskog pritiska. Dalje povecanje prividne brzine
proticanja vazduha dovodi do povecéanja vrednosti speciféne potroSnje energije u ispitivanom
opsegu vrednosti transmembranskog pritiska. Najveée povecéanje vrednosti speciféne
potrosnje energije (58%) zabelezeno je pri vrednosti transmembranskog pritiska od 0,2 bar.
Medutim, pri vrednostima transmembranskog pritiska ve¢im od 0,7 bar javlja se trend
smanjenja vrednosti speciféne potroSnje energije sa poveéanjem vrednosti prividne brzine
proticanja vazduha. Najveée smanjenje vrednosti speciféne potroSnje energije (84%)
zabelezeno je pri vrednosti transmembranskog pritiska od 1 bar.
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Slika 5.35. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja vazduha na specificnu potrodnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha

Povecanje turbulencije do kojeg dolazi usled primene vecih vrednosti prividne brzine
proticanja vazduha (0,40 m/s) rezultuje smanjenjem vrednosti speciféne potrodnje energije
za 52% pri povecanju vrednosti transmembranskog pritiska sa 0,2 bar na 1 bar. Nasuprot
tome, u slu€aju mikrofiltracije bez uduvavanja gasa, sa povecanjem vrednosti
transmembranskog pritiska dolazi do povec¢anja vrednosti speciféne potroSnje energije za
92% (slika 5.35.). Pri ovim eksperimentalnim uslovima, bez uduvavanja vazduha ili pri malim
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha, povecanje vrednosti transmembranskog
pritiska nije rezultovalo poveéanjem vrednosti fluksa permeata. Razlog se moze pronaci u
marginalnom uticaju mehuri¢a vazduha na filtracionu pogacu, do €ije kompresije dolazi sa
povecanjem vrednosti transmembranskog pritiska (Javadi i sar., 2014). Da bi se postigla
veca vrednost transmembranskog pritiska neophodan je vedi pritisak napojne smeSe, stoga
veoma mala promena vrednosti fluksa permeata rezultuje mnogo veéom vredno$céu
specifine potroSnje energije.

Slika 5.36. prikazuje uticaje prividne brzine proticanja napojne smeSe i prividne brzine
proticanja vazduha na specificnu potroSnju energije. Do povecanja vrednosti specifiCne
potrosnje energije dolazi sa povecanjem vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese
pri svim vrednostima prividne brzine proticanja vazduha iz ispitivanog opsega, usled
povecanja potrebe za energijom neophodnom za pumpanje napojne sme$e. Usled
znacajnog povecanja vrednosti fluksa permeata sa povecanjem vrednosti prividne brzine
proticanja napojne smeSe u slu€aju mikrofiltracije bez uduvavanja vazduha, povecanje
vrednosti specificne potroSnje energije je spre€eno i iznosi oko 66%. Pri maksimalnim
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha dolazi do povec¢anja vrednosti specificne
potrodnje energije sa 1,1 kW-h/m*® na 4,5 kW-h/m* (oko 310%). Nasuprot uticaju prividne
brzine proticanja napojne smes8e, povecanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha do
0,25 m/s rezultuje smanjenjem vrednosti specifi¢ne potrosnje energije sa 2,4 kW-h/m* na 1,1
kKW-h/m*® (oko 120%). Dalje poveéanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha ne
dovodi do velikih promena vrednosti specificne potroSnje energije pri malim vrednostima
prividne brzine proticanja napojne smese. Sa druge strane, pri velikim vrednostima prividne
brzine proticanja napojne smese (1,30 m/s) povecanje vrednosti prividne brzine proticanja
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vazduha iznad 0,25 m/s rezultuje umerenim povecanjem vrednosti specificne potroSnje
energije od 12,5%. Ovo ponaSanje moze biti objasnjeno unutrasnjim prljanjem membrane do
koga dolazi usled znacajnog smanjenja debljine filtracione pogace pri velikim vrednostima
prividne brzine proticanja napojne smese i prividne brzine proticanja vazduha.

Slika 5.36. Odzivna povrsSina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha na specifi¢nu potrodnju energije prilikom unakrsne
mikrofiltracije kultivacione teénosti Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha

5.7.3.2. Optimizacija uslova unakrsne mikrofiltracije uz primenu
uduvavanja vazduha

Nakon ispitivanja uticaja transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne
smese i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju i
specificnu potroSnju energije tokom mikrofiltracije kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis uz uduvavanje vazduha, naredni korak jeste
optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije. Ciljevi optimizacije procesa mikrofiltracije uz
uduvavanje vazduha u tok napojne sme8e odnose se na maksimizaciju fluksa permeata u
stacionarnom stanju, odnosno na postizanje maksimalne efikasnosti procesa mikrofiltracije,
a sa druge strane tu je minimizacija specificne potroSnje energije po jedinici zapremine
dobijenog permeata, kako bi se maksimizovala i energetska efikasnost procesa
mikrofiltracije i postigla uSteda kada su u pitanju troSkovi izvodenja procesa u pogledu
energetskih zahteva. Rezultati numeriCke optimizacije operativnih uslova prikazani su u
tabeli 5.24. Osim toga, primenom matemati¢kih modela dobijenih prethodnim korakom
modelovanja, izraCunate su predvidene vrednosti zavisnih promenljivih (fluks permeata u
stacionarnom stanju i specificna potroSnja energije) na osnovu optimizovanih vrednosti
operativnih uslova.
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Tabela 5.24. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predvidene vrednosti odziva dobijene
kao rezultat optimizacije procesnih uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti
Bacillus velezensis uz primenu uduvavanja vazduha

Faktori Cilj Optimizovana vrednost
Transmembranski pritisak (bar) u opsegu 0,68
Prividna brzina proticanja napojne smese (m/s) u opsegu 0,96
Prividna brzina proticanja vazduha (m/s) u opsegu 0,25

Odzivi Cilj Predvidena vrednost
Fluks permeata u stacionarnom stanju (I/(m*h)) maksimalan 48,57
Specifiéna potroénja energije (kW-h/m?) minimalan 2,37
Vrednost zeljene funkcije 0,62

Iz prikazanih rezultata optimizacije moze se zakljuCiti da se optimalni rezultati u pogledu
fluksa permeata u stacionarnom stanju i specificne potroSnje energije dobijaju pri vrednosti
transmembranskog pritiska od 0,68 bar, prividne brzine proticanja napojne smese od 0,96
m/s, i prividne brzine proticanja vazduha od 0,25 m/s. Optimizovane vrednosti sve tri
nezavisne promenljive bliske su srednjim vrednostima ispitivanog opsega (0,2-1 bar za
transmembranski pritisak, 0,43-1,3 m/s za prividnu brzinu proticanja napojne smese i 0-0,4
m/s za prividnu brzinu proticanja vazduha). Vrednost zeljene funkcije od 0,62 ukazuje na
suprotstavljenost cilieva optimizacije, odnosno antagonistiCki odnos ispitivanih zavisnih
promenljivin. Optimizovana vrednost prividne brzine proticanja vazduha u korelaciji je sa
rezultatima dobijenim primenom odzivne povrdine. Kada su u pitanju prividna brzina
proticanja napojne sme$e i transmembranski pritisak, vrednosti ove dve nezavisne
promenljive bliske maksimalnim vrednostima ispitivanih opsega pogoduju maksimizaciji
fluksa permeata, ali sa druge strane rezultuju povecéanjem specifiCcne potroSnje energije.
Stoga je zadovoljenje oba cilja optimizacije postignuto u okviru optimizovanih vrednosti
nezavisnih promenljivih koje su bliske srednjim vrednostima ispitivanih opsega.

5.7.4. UNAKRSNA MIKROFILTRACIJA UZ PRIMENU KOMBINACIJE KENICS
STATICKOG MESACA | UDUVAVANJA VAZDUHA

U okviru ove doktorske disertacije, sa ciliem poboljSanja fluksa permeata, pored primene
Kenics statickog meSafa i uduvavanja vazduha u tok napojne smeSe, izvrSeni su
eksperimenti mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis uz primenu ove dve tehnike prema eksperimentalnom planu definisanom u tabeli
4.12. (poglavlje 4.6.2.). Kao nezavisne promenljive, odnosno operativni uslovi, definisani su
isti faktori kao i u eksperimentima mikrofiltracije uz uduvavanje vazduha u tok napojne
smese: transmembranski pritisak (0,2-1 bar), prividna brzina proticanja napojne smeSe
(0,53-1,59 m/s) i prividna brzina proticanja vazduha (0-0,46 m/s). Moze se primetiti da su
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese i prividne brzine proticanja vazduha
nesto ve¢e u poredenju sa eksperimentima mikrofiltracije u kojima je primenjeno samo
uduvavanje vazduha u tok napojne smeSe, $to je posledica manjeg efektivnog poprecnog
preseka kanala membrane usled prisustva statickog meSaca. Kao odzivi mikrofiltracije,
odnosno zavisne promenljive, praceni su fluks permeata u stacionarnom stanju i specificna
potroSnja energije izrazena po jedinici zapremine permeata. Rezultati eksperimenata
mikrofiltracije uz primenu kombinacije Kenics stattic(kog mesSacda i uduvavanja vazduha
prikazani su u tabeli 5.25. Detaljnije ispitivanje uticaja nezavisnih promenljivih, kao i njihovih
interakcija, na odabrane odzive omoguceno je primenom metodologije odzivne povrSine, dok
je optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije u pogledu maksimizacije fluksa permeata u
stacionarnom stanju i minimizacije specificne potroSnje permeata izvrSena primenom
metode Zeljene funkcije.

139



Tabela 5.25. Vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju i specificne potros$nje energije
pri razli€itim uslovima transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione te¢nosti
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statickog me$aca i uduvavanja vazduha

. Prividna brzina Prividna brzina Fluks Specificna
Transmembranski L " . ; . o .
" proticanja te€nosti proticanja gasa permeata | potroSnja energije

pritisak (bar) v, (m/s) Ve (mls) (/m?-h) (kW-h/m?)

0,2 0,53 0,23 31,06 11

1 0,53 0,23 22,95 2,3

0,2 1,59 0,23 55,89 4,4

1 1,59 0,23 70,00 3,9

0,2 1,06 0,00 30,57 2,4

1 1,06 0,00 29,00 4,7

0,2 1,06 0,46 36,67 3,8

1 1,06 0,46 41,47 25

0,6 0,53 0,00 17,50 2,3

0,6 1,59 0,00 53,87 4,0

0,6 0,53 0,46 32,64 11

0,6 1,59 0,46 58,05 4,6

0,6 1,06 0,23 43,45 2,1

0,6 1,06 0,23 42,80 2,1

0,6 1,06 0,23 45,00 2,0

5.7.4.1. Modelovanje uticaja parametara mikrofiltracije na fluks permeata
prilikom unakrsne mikrofiltracije uz primenu kombinacije Kenics
statickog mesaca i uduvavanja vazduha

Sa ciliem modelovanja fluksa permeata u stacionarnom stanju i specifi€cne potrosSnje energije
u kao i detaljnijeg uticaja ispitivanja tri nezavisne promenljive (transmembranski pritisak,
prividna brzina proticanja napojne smeSe i prividna brzina proticanja vazduha) na odabrane
odzive prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statickog medafa i uduvavanja vazduha
primenjena je metodologija odzivne povrdine. Primenjene kombinacije odabranih
promenljivih u Boks-Benkenovom eksperimentalnom planu date su u tabeli 4.12. (poglavlje
4.6.2)).

Rezultati analize varijanse za odabrane odzive (fluks permeata u stacionarnom stanju i
specificnu potrosnju energije) prilikom mikrofiltracije kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statickog mesaca i uduvavanja
vazduha prikazani su u tabeli 5.26. StatistiCka znacajnost dobijenih matemati¢kih modela
procenjena je na osnovu dobijenih p-vrednosti. S obzirom na prikazane p-vrednosti koje za
sva tri modela iznose manje od 0,05, moze se zaklju€iti da su dobijeni matematicki modeli
statisticki znac€ajni pri nivou znacajnosti od 95%. Visoke vrednosti koeficijenata determinacije
ukazuju na zadovoljavajuéu aproksimaciju eksperimentalnih rezultata procesa mikrofiltracije
uz primenu kombinacije statickog meSacCa i uduvavanja vazduha odabranim regresionim
jednaCinama, odnosno polinomima drugog reda. Vrednosti dobijenih koeficijenata
determinacije ukazuju da dobijeni model za fluks permeata u stacionarnom stanju ne moze
da objasni manje od 1% varijacija, dok se modelom za specificnu potroSnje energije ne
moze objasniti manje od 2% varijacija.
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Tabela 5.26. Analiza varijanse odabranih odziva prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione
teCnosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije staticCkog mesSaca i uduvavanja vazduha

Odziv ss DF MS F b- R?
vrednost | vrednost
B A a a a
Stacmnar(r;/l(ﬂr:zk_ﬁ)permeata 178326;1,3%0 gb 126239539 116,33 0,0000 0,995
a a a
E (kw-h/im?) P o 22, 48,81 | 00002 | 0,989

2 model, ® reziduali

Koeficijenti dobijenih matematickih modela, kao i njihove p-vrednosti, za odabrane odzive
(fluks permeata u stacionarnom stanju i specifi€énu potro$nju energije) prilikom mikrofiltracije
kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu
kombinacije statickog meSaca i uduvavanja vazduha prikazani su u tabeli 5.27. Statisticki
znacajni koeficijenti matematickin modela za odabrane odzive, kao i njihove p-vrednosti,
boldovani su u tabeli 5.27. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuditi da statisticki znacajan
uticaj (p-vrednost < 0,05) na fluks permeata u stacionarnom stanju imaju linearni koeficijenti
za sve tri nezavisne promenljive, koeficijent interakcije transmembranskog pritiska i prividne
brzine proticanja napojne smeSe, i kvadratni ¢lanovi sve tri ispitivane promenljive. Kada je u
pitanju model za specificnu potroSnju energije, uoCava se statistiCki zna€ajan uticaj svih
linearnog koeficijenata za prividnu brzinu proticanja napojne smese, koeficijenta interakcije
transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smes$e i kvadratnih ¢lanova
sve tri ispitivane nezavisne promenljive.

Tabela 5.27. Koeficijenti regresionih jednacina i njihove p-vrednosti za odabrane odzive
prilikom unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz primenu
kombinacije statickog mesaca i uduvavanja vazduha

Stacionarni fluks permeata (I/(m*h) E (kW-h/m®)

Koeficijent Vrednost ‘ p-vrednost Vrednost ‘ p-vrednost
Odsecak

bo 126,20 | 0,0001 | -6,49 | 0,0031
Linearni

b, -81,22 0,0000 6,45 0,2202

b, -157,30 0,0000 11,87 0,0000

bs -141,21 0,0024 15,98 0,0812
Interakcija

b1, 47,41 0,0043 -0,71 0,2438

b3 -34,51 0,1797 -11,14 0,0003

b3 -13,74 0,4482 0,62 0,5382
Kvadratni

b1, 77,86 0,0020 -2,85 0,0118

b, 90,45 0,0000 -4,65 0,0001

b3 460,93 0,0000 -23,28 0,0001

1-TMP,2-V,,3-Vg

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smeSe na fluks
permeata u stacionarnom stanju prikazani su na slici 5.37. Maksimalne vrednosti fluksa
permeata dobijaju se pri maksimalnim vrednostima oba ispitivana faktora. Za razliku od
sistema u kome se primenjuje samo uduvavanje vazduha ili samo stati¢ki meSac, vrednost
fluksa permeata se povecava i pri malim vrednostima prividne brzine proticanja napojne
smese, $to ukazuje na Cinjenicu da je turbulencija dobijena kombinovanjem ove dve metode
dovoljna da u potpunosti promeni strukturu filtracione pogace. Naime, poviSeni nivo
turbulencije narusava formiranje sloja ¢elija koje bivaju prostorno rasporedene (orijentisane)
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tokom napojne smeSe i vazduha. Pri maksimalnim vrednostima prividne brzine proticanja
napojne smese povecanje vrednosti transmembranskog pritiska dovodi do povecanja
vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju za oko 70%. Sa druge strane, pri malim
vrednostima prividne brzine proticanja napojne smese, povecanje vrednosti fluksa permeata
sa povecanjem vrednosti transmembranskog pritiska je neSto manje i iznosi 47%. Pri
povecaniju vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese dolazi do poveéanja vrednosti
fluksa  permeata u stacionarnom stanju za oko 100% oko pri svim vrednostima
transmembranskog pritiska iz ispitivanog opsega.

SR A = e

Slika 5.37. Odzivna povrSina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja napojne smeSe na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne
mikrofiltracije kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije stati¢kog
mesaca i uduvavanja vazduha

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u
stacionarnom stanju prikazani su na slici 5.38. U poredenju sa sistemima gde se primenjuje
samo uduvavanje vazduha, uoCava se da prisustvo statickog meSata meSaca znacajno
doprinosi  turbulenciji u kanalu membrane, te se sa povecanjem vrednosti
transmembranskog pritiska vrednost fluksa permeata udvostruCuje i bez primene
uduvavanja vazduha. Sa druge strane, pri maksimalnoj vrednosti prividne brzine proticanja
vazduha uoc€ava se i znacajniji porast vrednosti fluksa permeata od oko 40%, u poredenju sa
porastom vrednosti fluksa permeata od 14% kod sistema u kome se primenjuje samo
uduvavanje vazduha. Povecanje vrednosti prividne brzine proticanja vazduha takode
doprinosi znacajnijem povecéanju vrednosti fluksa permeata u poredenju sa sistemom u
kome se primenjuje samo uduvavanje vazduha. Za razliku od pomenutog sistema, prisustvo
statickog meSaca onemogucava formiranje ve¢ih mehura vazduha u kanalu membrane,
stoga dolazi do povecéanja vrednosti fluksa permeata i po dostizanju rezima proticanja u vidu
velikih mehurova u dvofaznom sistemu gas-te¢nost kada se posmatra vrednost faktora
injektovanja gasa ¢ (poglavlje 3.6.2.3.2.). Pri manjim vrednostima transmembranskog
pritiska povec¢anje vrednosti fluksa permeata iznosi oko 60%, dok pri manjim vrednostima
transmembranskog pritiska povecanje vrednosti fluksa permeata iznosi svega oko 10%.
Razlog ovakvog ponaSanja moze se pronaci u otporu filtracione pogace proticanju manijih
komponenti kultivacione te¢nosti. Kako usled primene statickog me$aca i uduvavanja
vazduha dolazi do smanjenja debljine filtracione pogace, istovremeno dolazi i do smanjenja

142



spoljasnjeg prljanja membrane. Medutim, veéi obim smanjenja debljine filtracione pogace
dovodi do intenzivnijeg unutradnjeg prljanja membrane, $to doprinosi smanjenju vrednosti
fluksa permeata (Mercier i sar., 1997). Unutrasnje prljanje membrane je izrazenije pri veéim
vrednostima transmembranskog pritiska, zbog izrazenijeg dejstva pogonske sile procesa

mikrofiltracije, a istovremeno dolazi do smanjenja vrednosti fluksa permeata u stacionarnom
stanju.
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Slika 5.38. Odzivna povrSina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiCkog mesaca i
uduvavanja vazduha

Istovremeni uticaj prividne brzine proticanja napojne smeSe i prividne brzine proticanja
vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prikazan je na slici 5.39. MoZe se uoditi
sinergisticki uticaj oba ispitivana faktora na fluks permeata u stacionarnom stanju. Pri
povecanju vrednosti prividne brzine proticanja vazduha ne dostize se maksimalno povecanje
vrednosti fluksa permeata, koje je oekivano u rezimu proticanja u obliku velikih mehurova.
Umetanje promotora turbulencije u kanal membrane utiCe na formiranje mehurova vazduha
u kanalu. Naime, prisustvo statickog mesaca spreava formiranje vec¢ih vazdusnih ¢epova.
Pored toga, usmeravanje toka napojne smeSe karakteristicnim dizajnom Kenics statickog
meSaca doprinosi tome da manji mehurovi vazduha prolaze kroz kanal membrane blize
povrSini membrane. Na taj naCin manji mehurovi vazduha, koji inaCe bivaju grupisani u
srediSnjem delu kanala membrane, dodatno doprinose odnoSenju povrSinskog sloja
filtracione pogace, ali i manjih komponenti kultivacione te€nosti koje bi inate dovele do
unutradnjeg prljanja membrane. Ipak, veéa vrednost porasta fluksa permeata u
stacionarnom stanju uocena je pri manjim vrednostima prividne brzine proticanja napojne
smese (oko 25%), u poredenju sa vrednoS¢u porasta fluksa permeata u stacionarnom stanju
pri veéim vrednostima prividne brzine proticanja napojne smese (oko 7%).
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Slika 5.39. Odzivna povrsSina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju prilikom
unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije
statickog mesaca i uduvavanja vazduha

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja napojne smese na specifi¢nu
potrosnju energije prikazani su na slici 5.40. Promena vrednosti transmembranskog pritiska
ne utiCe na promenu vrednosti specificne potroSnje energije pri malim vrednostima prividne
brzine proticanja napojne smeSe. Sa druge strane, pri maksimalnim vrednostima prividne
brzine proticanja napojne smeSe uoCava se smanjenje vrednosti specificne potrosSnje
energije sa porastom vrednosti transmembranskog pritiska, $to upravo odgovara
sinergistickom uticaju ove dve promenljive na fluks permeata u stacionarnom stanju. Pri
povecanju vrednosti prividne brzine proticanja napojne smese, ocekivano, dolazi do

povecanja vrednosti specificne potroSnje energije (do 140%) pri svim vrednostima
transmembranskog pritiska iz ispitivanog opsega.
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Slika 5.40. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja napojne smese na specifi€nu potrosSnju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiCkog me&aca i
uduvavanja vazduha

Uticaji transmembranskog pritiska i prividne brzine proticanja vazduha na specifi¢nu
potrodnju energije prikazani su na slici 5.41. Minimalna vrednost specificne potroSnje
energije dobijena je u opsegu maksimalnih vrednosti prividne brzine proticanja vazduha i pri
velikim vrednostima transmembranskog pritiska. U ovoj oblasti eksperimentalnih uslova
specifiéna potro$nja energije iznosi oko 1,3 kW-h/m*. Obzirom na promenjenu hidrodinamiku
proticanja, konveksan oblik odzivne povrSine dobijen u eksperimentima mikrofiltracije u
kojima je primenjeno samo uduvavanje vazduha kao tehnika poboljanja fluksa, prilikom
mikrofiltracije uz primenu kombinacije statiCkog meSaca i uduvavanja vazduha prelazi u
konkavan oblik sa maksimalnim vrednostima specifi€ne potroSnje energije rasporedenim
dijagonalno, kada se posmatra odzivna povrsina. Pri povec¢anju vrednosti prividne brzine
proticanja vazduha vrednost specificne potroSnje energije raste za oko 100%. Nasuprot
tome, pri maksimalnim vrednostima prividne brzine proticanja vazduha dolazi do smanjenja
vrednosti specificne potroSnje energije zbog veéeg uticaja dvofaznog toka gas-te€nost na
Ci¢enje povrSine membrane uklanjanjem dela filtracione pogace. U poredenju sa sistemom
kod koga se primenjuje samo uduvavanje gasa i kod koga je smanjenje vrednosti specificne
potroSnje energije pri navedenim operativnim uslovima iznosilo 52%, smanjenje vrednosti
specificne potrosnje enrgije prilikom mikrofiltracije uz primenu kombinacije statickog mesaca
i uduvavanja je zna€ajnije i iznosi oko 100%.
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Slika 5.41. Odzivna povrsina koja opisuje uticaj transmembranskog pritiska i prividne brzine
proticanja vazduha na specifi¢nu potro$nju energije prilikom unakrsne mikrofiltracije
kultivacione te¢nosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statiCkog mesaca i

uduvavanja vazduha

Istovremeni uticaj prividne brzine proticanja napojne smeSe i prividne brzine proticanja
vazduha na specifiCnu potrosSnju energije prikazan je na slici 5.42. O&ekivano, najveci porast
vrednosti speci¢ne potroSnje energije (150%) uolen je u eksperimentima bez primene
uduvavanja gasa, obzirom da prisustvo statickog meSaca pruza dodatni opor proticanju
napojne smeSe, usled &ega se trosi veca koli€ina energije. Sa druge strane, pri malim
vrednostima prividne brzine proticanja vazduha dolazi do povecéanja vrednosti specifiCne
potrodnje energije. Obzirom da se u ovoj oblasti javlja mehurasto proticanje dvofaznog toka
gas-teCnost, usmereno kretanje mehuriéa vazduha (usled specificne konstrukcije Kenics
statickog meSaca) ne doprinosi zna€ajno promenama u strukturi filtracione pogace, stoga je
vrednost specificne potroSnja energije uveCana za vrednost energije potrebnu za
komprimovanje gasa za uslove u kanalu membrane. U reZimu proticanja dvofaznog sistema
gas-teCnost u obliku velikih mehurova uoCava se drugaCije ponasanje sistema. Kretanje
velikih mehurova blize povrS§ine membrane usled usmeravanja od strane Kenics statickog
mesaca dovodi do zna€ajnog povecanja vrednosti fluksa permeata u stacionarnom stanju,
usled €ega dolazi do smanjenja vrednosti specificne potroSnje energije.
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Slika 5.42. Odzivna povrsSina koja opisuje uticaj prividne brzine proticanja napojne smese i
prividne brzine proticanja vazduha na specifi¢nu potro$nju energije prilikom unakrsne
mikrofiltracije kultivacione te€nosti Bacillus velezensis uz primenu kombinacije stati¢kog
mesaca i uduvavanja vazduha

Iz prikazanih rezultata mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statickog meSaca i uduvavanja vazduha moze
se zaklju€iti da glavni doprinos izazivanju turbulencije u kanalu membrane potie od
promotora turbulencije, dok je doprinos uduvavanja vazduha maniji. Ipak, zakljuak je i da
uduvavanje vazduha u kombinaciji sa primenom statiCkog meSaca doprinosi poboljSanju
procesa mikrofiltacije kultivacione te¢nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis.

5.7.4.2. Optimizacija uslova unakrsne mikrofiltracije uz primenu
kombinacije Kenics statickog mesaca i uduvavanja vazduha

Nakon ispitivanja uticaja transmembranskog pritiska, prividne brzine proticanja napojne
smese i prividne brzine proticanja vazduha na fluks permeata u stacionarnom stanju i
specificnu potroSnju energije tokom mikrofiltracije kultivacione te€nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statickog mesaca i uduvavanja
vazduha, naredni korak bila optimizacija operativnih uslova mikrofiltracije u pogledu
dobijanja optimizovanih vrednosti navedenih nezavisnih promenljivih. Ciljevi optimizacije
procesa mikrofiltracije uz primenu kombinacije statickog mesaca i uduvavanja vazduha u tok
napojne smeSe odnose se na maksimizaciju fluksa permeata u stacionarnom stanju,
odnosno na postizanje maksimalne efikasnosti procesa mikrofiltracije, a sa druge strane tu
je minimizacija specifi¢ne potroSnje energije po jedinici zapremine dobijenog permeata, kako
bi se maksimizovala i energetska efikasnost procesa mikrofiltracije i postigla usteda kada su
u pitanju troskovi izvodenja procesa u pogledu energetskih zahteva. Rezultati numericke
optimizacije operativnih uslova prikazani su u tabeli 5.28. Osim toga, primenom
matematickih modela dobijenih prethodnim korakom modelovanja, izraCunate su predvidene
vrednosti zavisnih promenljivih (fluks permeata u stacionarnom stanju i specifi¢na potrosnja
energije) na osnovu optimizovanih vrednosti operativnih uslova.
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Tabela 5.28. Optimizovane vrednosti variranih faktora i predvidene vrednosti odziva dobijene
kao rezultat optimizacije procesnih uslova unakrsne mikrofiltracije kultivacione te€nosti
Bacillus velezensis uz primenu kombinacije statickog me$aca i uduvavanja vazduha

Faktori Cilj Optimizovana vrednost
Transmembranski pritisak (bar) u opsegu 1,00
Prividna brzina proticanja napojne smese (m/s) u opsegu 1,59
Prividna brzina proticanja vazduha (m/s) u opsegu 0,46
Odzivi Cilj Predvidena vrednost
Fluks permeata u stacionarnom stanju (I/(m*h)) maksimalan 183,43
Specifiéna potroénja energije (kW-h/m?) minimalan 0,84
Vrednost zeljene funkcije 0,99

Iz prikazanih rezultata optimizacije moze se zakljuCiti da se optimalni rezultati u pogledu
fluksa permeata u stacionarnom stanju i specificne potroSnje energije dobijaju pri vrednosti
maksimalnoj transmembranskog pritiska iz ispitivanog opsega (1 bar), maksimalnoj
vrednosti prividne brzine proticanja napojne smeSe iz ispitivanog opsega (1,59 m/s), i
maksimalnoj vrednosti prividne brzine proticanja vazduha od 0,46 m/s. Vrednost Zeljene
funkcije od 0,99 ukazuje na visok stepen ispunjenosti oba zadata cilja optimizacije. MozZe se
zakljuciti da u slucaju izvodenja procesa mikrofiltracije uz primenu kombinacije stati¢kog
mesaca i uduvavanja vazduha, u odnosu na proces mikrofiltracije kod koga se primenjuje
samo uduvavanje vazduha, prisustvo statitkog meSaca umnogome doprinosi povecanju
fluksa permeata i smanjenju specifi€ne potrosnje energije.

5.8. ISPITIVANJE AKTIVNOSTI PROIZVEDENIH
BIOKONTROLNIH AGENASA PROTIV FITOPATOGENA
PAPRIKE IN PLANTA

Sa cilijem ispitivanja in planta antimikrobnog delovanja proizvedenih biokontrolnih agenasa,
odnosno kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis dobijene
kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljivih
podloga optimizovanog sastava na bazi komercijalnog (poglavlje 5.4.2.) i sirovog glicerola
(poglavlje 5.6.2.), izvedeni su eksperimenti primenom sadnica paprike, kao bilike kod koje su
uoCeni veoma veliki gubici prinosa izazvani bakterioznog pegavoScu uzrokovanom
fitopatogenima vrste Xanthomonas euvesicatoria (Obradovi¢ i sar., 2004). Tretman sadnica
kultivacionim te€nostima na bazi komercijalnog (sadnice oznacene brojem 3) i sirovog
glicerola (sadnice oznaCene brojem 4) vrSen je potapanjem sadnica u kultivacione te¢nosti
24 Casa pre inokulacije sadnica fitopatogenim izolatima. Za inokulisanje netretiranih kontrola
(sadnice oznacene brojem 2), kao i sadnica tretiranih kultivacionim te¢nostima na bazi
komercijalnog (sadnice oznaCene brojem 3) i sirovog glicerola(sadnice oznacene brojem 4),
koris¢ene su suspenzije biomase fitopatogenih izolata Xanthomonas euvesicatoria PAP
LIST 1 i Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2. Inokulacija je vrSena na petom i Sestom
pravom listu sadnica, na tri mesta na svakom listu u meduvenskom prostoru. Kao kontrola
su koris¢ene sadnice koje nisu tretirane kultivacionim teCnostima na bazi komercijalnog i
sirovog glicerola, a takode nisu inokulisane fitopatogenim izolatima (sadnice oznacene
brojem 1). Nakon pet nedelja gajenja sadnica paprike na sobnoj temperaturi, u vlaznoj
sredini i uz prisustvo sunceve svetlosti, oCitani su simptomi razvoja bakteriozne pegavosti na
sadnicama, u pogledu broja zarazenih listova u odnosu na ukupan broj listova, kao i
procenat pokrivenosti povrsine lista nekrozom izazvanom razvojem ispitivanih fitopatogena.
Rezultati in vivo testiranja prikazani su u tabeli 5.29, dok se izgled sadnica i simptoma
bakteriozne pegavosti moze videti na slici 5.43.
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Tabela 5.29. Rezultati in planta testiranja antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih
agenasa na bazi Bacillus velezensis protiv fitopatogena paprike Xanthomonas euvesicatoria,
uzrocnika bakteriozne pegavosti

Sadnica Zarazeni listovi (%) Pokrivenost lista nekrozom (%)
1 0,0040,00 0,00+0,00
2a 68,33+1,67 31,97+0,14
2b 80,95+2,38 44,43+3,34
3a 14,84+0,55 7,51+1,76
3b 14,84+0,55 5,09+0,09
4a 16,03+0,64 8,22+1,85
4b 28,57+0,00 8,78+1,40

a — Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 1
b — Xanthomonas euvesicatoria PAP LIST 2

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuCiti da su se kultivacione teCnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis dobijene primenom hranljivih podloga optimizovanog
sastava na bazi komercijalnog i sirovog glicerola pokazale kao zadovoljavajuci biokontrolni
agensi kada je u pitanju suzbijanje bakteriozne pegavosti paprike. Kod sadnica tretiranih
kultivacionim te€nostima na bazi komercijalnog i sirovog glicerola mogu se uociti simptomi
oboljenja samo na mestima inokulacije listova fitopatogenim izolatima, pri E¢emu nije dolazilo
do Sirenja simptoma bakteriozne pegavosti po ostatku povrsine inokulisanih listova, sto se
moze zaklju€iti po veoma malim vrednostima procentualne pokrivenosti listova nekrozom.
Osim toga, nije doSlo do Sirenja oboljenja na druge listove sadnica koji nisu inokulisani
fitopatogenima. Nasuprot tome, kod kontrola koje nisu tretirane i inokulisane su
fitopatogenim izolatima, uoCava se tri do Cetiri puta veéa pokrivenost povrSine listova
nekrozom, odnosno Sirenje simptoma bakteriozne pegavosti i van mesta inokulacije
fitopatogenima. Takode se uoCava da je doslo do Sirenja oboljenja i na listove sadnica koji
nisu inicijalno inokulisani fitopatogenim izolatima. Stoga se zaklju€uje da je preventivni
tretman sadnica paprike kultivacionim te€nostima proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis na bazi komercijalnog i sirovog glicerola u velikoj meri doprineo suzbijanju
fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria i spreCavanju Sirenja simptoma bakteriozne
pegavosti na ispitivanim sadnicama paprike.

Dobijeni rezultati ukazuju na veoma visok potencijal primene bikontrolnih agenasa na bazi
vrste Bacillus velezensis koji su proizvedeni pod uslovima optimizovanim i definisanim u
okviru ove doktorske disertacije za suzbijanje fitopatogena Xanthomonas euvesicatoria koji
izazivaju bakterioznu pegavost paprike. Buduca istrazivanja trebala bi da budu usmerena na
ispitivanje delovanja proizvedenih biokontrolnin agenasa u realnim uslovima primene,
odnosno u polju, kao i na definisanje optimalnog vremena i nacina primene. Takode, postoji
mogucnost unapredenja formulacije na bazi kultivacione te¢nosti sa ciliem povecanja njene
efikasnosti na mestu delovanja, odrzavanja vijabilnosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis, kao i produzetka roka trajanja u kome se ostvaruje definisana aktivnost
biokontrolnog preparata protiv ispitivanih fitopatogena. Takode, u okviru ove doktorske
disertacije ispitan je i potencijalno Siri opseg antimikrobnog delovanja proizvedenih
biokontrolnih agenasa, sa ciliem procene potencijala za primenu u suzbijanju drugih
oboljenja biljaka izazvanih mikrobioloskim fitopatogenima.
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Slika 5.43. Simptomi bakteriozne pegavosti na sadnicama paprike prilikom in planta testiranja antimikrobne aktivnosti proizvedenih biokontrolnih agenasa na
bazi Bacillus velezensis

150



5.9. ISPITIVANJE SIREG SPEKTRA ANTIMIKROBNOG
DELOVANJA PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA Bacillus
velezensis

Sa ciliem ispitivanja potencijalno Sireg spektra antimikrobnog delovanja proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis vrSeno je in vitro i in vivo testiranje antimikrobne
aktivnosti uzoraka kultivacione te€nosti dobijene nakon kultivacije proizvodnog
mikroorganizma u laboratorijskom bioreaktoru (poglavlje 4.4.) primenom hranljive podloge
optimizovanog sastava na bazi komercijalnog glicerola (poglavlje 5.4.2.). Kao test
mikroorganizmi u ovoj fazi istrazivanja korisc¢eni su fitopatogeni izolati gljiva koje prouzrokuju
gorku trulez jabuke (tri izolata vrste Colletotrichum acutatum - 314, 107 i KA 7), kao i
fitopatogeni izolati gljiva koje izazivaju truljenje jabuka u toku skladiStenja (tri izolata vrste
Fusarium avenaceum - TAB12, KA13, JGS3?, i jedan izolat vrste Fusarium graminearum -
TAB10?).

Gljive roda Fusarium su najCeSc¢e patogeni ratarskih biljaka, ali se Cesto javljaju i na povrcu,
vocu, Sumskom, ukrasnom i industrijskom bilju. Kada se posmatraju gljive roda Fusari-um
kao fitopatogeni jabuka, vrste Fusarium solani i Fusarium equiseti najéeSée parazitiraju
korenov vrat jabuke, dok se vrste Fusarium avenaceum i Fusarium lactis uglavhom javljaju
kao izazivaci truljenja plodova jabuke u toku skladistenja (Levi¢, 2008), pogotovo u novijim
skladistima kao $to su Ultra Low Oxygen (ULO) i Dynamic Controlled Atmosphere (DCA)
(Sever i sar., 2012; Petres i sar., 2018a). Na uskladistenim plodovima jabuke u nasoj zemlii
detektovane su vrste Fusarium avenaceum i Fusarium graminearum (Petre$ i sar., 2017).
Pored ekonomskih gubitaka, gljive roda Fusarium predstavljaju problem za plodove jabuke
koji se koriste u ishrani ljudi jer sintetiSu i mikotoksine: zearalenon, T-2 toksin, fumonizine,
deoksivalenol, moniliformin itd. Mikotoksini mogu znaCajno da naruSe zdravlje ljudi i
Zivotinja, prouzrokujuéi razliCite mikotoksikoze (Koci¢-Tanackov i sar., 2013).

Fitopatogene gljive roda Colletotrichum spadaju u veoma znacajne patogene plodova jabuke
i drugog voca, Sirokog spektra domacina. Primarni prouzrokovaci gorke trulezi jabucastog i
kostiCavog voéa su vrste Colletotrichum gloeosporioides i Colletotrichum acutatum
(Stojanovi¢ i sar., 2002; Grahovac, 2014). Smanjenje prinosa plodova jabuke kao posledica
oboljenja izazvanog fitopatogenom Colletotrichum acutatum u odsustvu mera zastite moze
se kretati u opsegu 30-80% (Zhang i sar., 2008).,

U Republici Srbiji nema registrovanih preparata za zastitu plodova jabuke od prouzrokovaca
truleZi posle berbe, pa se zastita od ovih patogena vrSi primenom razliCitih sinteti¢kih
fungicida u polju pre berbe (Grahovac i sar., 2011), iako rizik od infekcije postoji i u periodu
tokom berbe, €uvanja, transporta i plasiranja plodova na trziste. Imajuéi u vidu znacaj jabuke
u ljudskoj ishrani, kao i sve vecu zabrinutost potroSaca oko toksi¢nosti sintetickih preparata,
interesovanje za mogucnosti bioloSke zastite neprekidno raste. Brojna naucna istrazivanja
ukazuju da bakterije roda Bacillus predstavljaju potencijalno veoma efikasne biokontrolne
agense za suzbijanje fitopatogenih mikroorganizama (Grahovac, 2014). Takode, vrsta
Bacillus velezensis se sve ¢eSc¢e navodi kao potencijalno veoma efikasan agens za kontrolu
gljiva iz roda Colletotrichum (Huang i sar., 2017), ali i roda Fusarium (Palazzini i sar., 2016).

59.1. IN  VITRO TESTIRANJE SIREG SPEKTRA DELOVANJA
PROIZVODNOG MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis

Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv Cetiri fitopatogena izolata roda Fusarium prikazani
su na slici 5.44. |z prikazanih rezultata moze se zakljuCiti da su uzorci kultivacione te€nosti
proizvodnog mikroorganizma svih ispitivanih koncentracija uspeli da inhibiraju rast sva Cetiri
fitopatogena izolata roda Fusarium, uzimajuéi u obzir da su prec¢nici micelijuma fitopatogenih
gliiva zna€ajno manji u poredenju sa kontrolama. Kada je u pitanju inhibicija rasta
miceliijuma izolata Fusarium graminearum TAB102, najbolji rezultati postignuti su primenom
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uzorka kultivacione te¢nosti koncentracije 10%, dok je priblizno isti pre¢nik micelijuma
dobijen delovanjem uzoraka kultivacione te¢nosti koncentracija 2% i 5%. Najveéi stepen
inhibicije rasta micelijuma izolata Fusarium avenaceum TAB12 postize se takode
delovanjem uzorka kultivacione te€nosti koncentracije 10%, dok se najmanji stepen inhibicije
rasta micelijuma izolata Fusarium avenaceum TAB12 postize delovanjem uzorka
kultivacione te€nosti koncentracije 1%. Kod izolata Fusarium avenaceum JGS32 najmaniji
preCnik micelijuma dobijen je pri delovanju uzorka kultivacione te¢nosti koncentracije 10%,
dok je sli¢no kao kod fitopatogenog izolata Fusarium graminearum TAB102 primena uzoraka
kultivacione te€nosti koncentracija 2% i 5% rezultovala pribliZno istom vredno$éu precnika
micelijuma. Uzorak kultivacione te€nosti koncentracije 5% ispoljio je najveci stepen inhibicije
rasta micelijuma fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum KA13. Na osnovu prikazanih
rezultata, za in vivo ispitivanje antimikrobne aktivnosti kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum
TAB12 odabrane su koncentracije uzoraka kultivacione te€nosti od 5% i 10%.
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Slika 5.44. Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Fusarium

Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis protiv tri fitopatogena izolata roda Colletotrichum
prikazani su na slici 5.45. Zna€ajno maniji pre€nici micelijuma ispitivanih fitopatogenih izolata
u poredenju sa kontrolom dobijeni testiranjem uzoraka kultivacione te¢nosti za sve vrednsti
ispitivanih koncentracija ukazuju na uspeSno in vitro suzbijanje ispitivanih fitopatogenih
izolata primenom uzoraka kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis. Takode, rezultati prikazani na slici 5.45. ukazuju na smanjenje precnika
micelijuma svih fitopatogenih izolata sa povecanjem koncentracije uzorka kultivacione
teCnosti. Stoga su najbolji rezultati za suzbijanje fitopatogenih izolata dobijeni primenom
uzoraka kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis koncentracija
5% i 10%, koje su takode primenjene i prilikom in vivo eksperimenata.

152



40 ~

30 -

20 -

Prec¢nik micelijuma (mm)

10 +

B 1% B 2% B 5% B 10% Kontrola

® Colletotrichum acutatum 314 u Colletotrichum acutatum 107
® Colletotrichum acutatum KA7

Slika 5.45. Rezultati in vitro testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Colletotrichum

5.9.2. IN VIVO TESTIRANJE SIREG SPEKTRA DELOVANJA PROIZVODNOG
MIKROORGANIZMA Bacillus velezensis

In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis koncentracija 5% i 10% vrSeno je protiv fitopatogenog
izolata Fusarium avenaceum TAB12 na jabukama sorti Greni Smit i Zlatni delies (slika
5.46., slika 5.47.). Moze se zakljuCiti da je na obe ispitivane sorte jabuka veéi stepen
suzbiijanja infekcije izazvane fitopatogenim izolatom Fusarium avenaceum TAB12 postignut
primenom uzorka kultivacione te€nosti koncentracije 5%, jer su primenom ovog uzorka
dobijeni maniji pre€nici nekroze na jabukama u poredenju sa primenom uzorka kultivacione
teCnosti proizvodnog mikroorganizma koncentracije 10%. Takode, primenom uzorka
kultivacione te¢nosti proizvodnog mikroorganizma koncentracije 5% postignuto je zna€ajno
smanjenje pre¢nika nekroze na obe ispitivane sorte jabuka u poredenju sa kontrolom, ¢ime
je potvrdena sposobnost proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis da suzbije
fitopatogeni izolat Fusarium avenaceum TAB12 u uslovima in vivo testiranja. Primena
uzorka kultivacione te€nosti koncentracije 10% nije rezultovala suzbijanjem fitopatogena
Fusarium avenaceum TAB12 na sorti jabuke Greni Smit, jer su dobijene veée vrednosti
preénika nekroze u poredenju sa kontrolom. Prilikom in vivo testiranja takode je uo€eno bolje
suzbijanje fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum TAB12 na sorti jabuke Zlatni deliSes
(slika 5.46.). RazliCite sorte biljnih vrsta takode predstavljaju razliCite medijume za rast
mikroorganizama, jer se sorte svakako razlikuju i po hemijskom sastavu ploda (Campeanu i
sar., 2009). Ovi rezultati ukazuju na znacCajan potencijal proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis za primenu u bioloSkoj kontroli fitopatogenih gljiva koje uzrokuju truljenje
jabuka u toku skladistenja, odnosno moguénost primene ovog biokontrolnog agensa za
zastitu jabuka i produZenje roka trajanja sveZzeg voc¢a nakon berbe u uslovima skladistenja.
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Slika 5.46. Rezultati in vivo testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma

Bacillus velezensis protiv fitopatogenog izolata Fusarium avenaceum TAB12
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Slika 5.47. In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenog izolata Fusarium
avenaceum TAB12 na sortama jabuka Greni Smit (gornja slika) i Zlatni deliSes (donja slika)

Prilikom in vivo ispitivanja antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis koncentracija 5% i 10% koriS¢ena su dva fitopatogena
izolata: Colletotrichum acutatum 314 i Colletotrichum acutatum 107. Prilikom in vivo
testiranja uzoraka kultivacione te€nosti protiv ispitivanih fitopatogenih izolata na jabukama
sorte Zlatni deliSes, uo€eno je da primena uzoraka kultivacione te¢nosti doprinosi nastanku
nekroza vecih dimenzija na jabukama u poredenju sa kontrolom (slika 5.48.), $to ukazuje na
neuspesno suzbijanje gorke trulezi jabuke primenom ovog biokontrolnog agensa. Stoga su
rezultati pre€nika nekroze izazvanih ispitivanim fitopatogenim izolatima prikazani samo za in
vivo testiranje uzoraka kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma na sorti jabuke
Greni Smit (slika 5.49). Iz prikazanih rezultata moze se zaklju€iti da su primenjeni uzorci
kultivacione te¢nosti obe koncentracije uspeli da delimi¢no inhibiraju rast fitopatogenog
izolata Colletotrichum acutatum 107, na Sta ukazuju maniji precnici nekroze na jabukama
inokulisanim ovim fitopatogenim izolata u poredenju sa kontrolom. Vec¢i stepen inhibicije
rasta fitopatogenog izolata Colletotrichum acutatum 107 dobijen je primenom uzorka
kultivacione te¢nosti koncentracije 10%. Sa druge strane, primenjeni uzorci kultivacione
teCnosti u ispitivanim koncentracijama ne suzbijaju rast fitopatogenog izolata Colletotrichum
acutatum 314 in vivo. S obzirom na €injenicu da je i prilikom suzbijanja rasta fitopatogenog
izolata Colletotrichum acutatum 107 uocljiva veoma mala razlika izmedu preénika nekroze
na jabukama tretiranim uzorcima kultivacione te€nosti proizvodnog mikroorganizma i
kontrole (slika 5.50.), moze se zakljucti da je za efikasno suzbiijanje rasta oba ispitivana
fitopatogena izolata vrste Colletotrichum acutatum i razvoja gorke trulezi jabuka potrebno ili
primeniti ispitivani biokontrolni agens u vecoj koncentraciji, ili razmotriti dalju optimizaciju
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uslova proizvodnje sa ciliem dobijanja agensa koji pokazuje veci potencijal za primenu u
bioloskoj kontroli gorke truleZi jabuke.

Kontrola B 5% B 10%

Kontrola B 5% B 10%

Slika 5.48. In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te€nosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis na sorti jabuke Zlatni deliSes protiv
fitopatogenih izolata Colletotrichum acutatum 314 (gornja slika) i Colletotrichum acutatum
107 (donja slika)
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Slika 5.49. Rezultati in vivo testiranja antimikrobne aktivnosti proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda Colletotrichum
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Slika 5.50. In vivo testiranje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione te¢nosti
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis na sorti jabuke Greni Smit protiv
fitopatogenih izolata Colletotrichum acutatum 314 (gornja slika) i Colletotrichum acutatum
107 (donja slika)
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6.ZAKLJUCCI

Osnovni cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bila je optimizacija uslova
umnozavanja i primarnog izdvajanja biomase soja Bacillus sp. sa primenom za spreavanje
pojave i Sirenja bakterioza povrtarskin useva koje izazivaju fitopatogene vrste roda
Xanthomonas. Optimizacija bioprocesa obuhvatala je optimizaciju sastava hranljive podloge
na bazi komercijalnog i sirovog glicerola, kako bi se smanijili troSkovi bioprocesa u pogledu
pripreme hranljive podloge, preciS¢avanja efluenata hioprocesa i kako bi se potencijalno
doprinelo reSavanju problema prisutnog viska sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela, pri
¢emu je osnovni cilj optimizacije sastava hranljivih podloga za kultivaciju proizvodnog
mikroorganizma bila maksimizacija antimikrobne aktivnosti protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas. Takode, jedan od ciljeva istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je i
definisanje optimalnih uslova izvodenja procesa mikrofiltracije dobijenih kultivacionih te¢nosti
uz primenu razli¢itih hidrodinamic¢kih metoda za unapredenje procesa unakrsne
mikrofiltracije, odnosno za poboljSanje fluksa permeata (Kenics statiCkog meSaca,
uduvavanja vazduha i kombinacije ovih metoda). Dodatni cilj predstavijala je procena
potencijala biomase soja Bacillus sp. za bioloSku kontrolu Sireg spektra razli€itih biljnih
patogena.

Uzmajuéi u obzir prethodno definisane specifi¢ne ciljeve istrazivanja u okviru ove doktorske
disertacije, izvedeni su slededi specifi¢ni zakljucci:

e Rezultati istrazivanja iz faze skrininga potencijalnih proizvodnih mikroorganizama
pokazali su da je najveéi antagonistiCki potencijal za suzbijanje fitopatogenih uzolata
roda Xanthomonas pokazao izolat Bacillus sp., pri ¢emu je uolena antimikrobna
aktivnost uzoraka kultivacione te€nosti, ali i filtrata kultivacione te¢nosti oslobodenih
biomase proizvodnog mikroorganizma, $to ukazuje na antimikrobnu aktivnost i
biomase proizvodnog mikroorganizma, ali i proizvedenih sekundarnih metabolita.
Rezultati molekularne identifikacije primenom metode lanane reakcije polimeraze
(Polymerase Chain Reaction - PCR) i sekvenciranja gena za 16S rRNK pokazali su
pripadnost odabranog proizvodnog mikroorganizma vrsti Bacillus velezensis.

e Prilikom odabira optimalnog izvora ugljenika i organskog izvora azota kao osnovnih
komponenti hranljive podloge za proizvodnju bioaktivnih agenasa efikasnih protiv
fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas, pokazalo se da glicerol kao izvor ugljenika i
ekstrakt kvasca kao organski izvor azota favorizuju antimikrobnu aktivnost
proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis protiv fitopatogenih izolata roda
Xanthomonas.

e Modelovanje sastava hranljive podloge za proizvodnju bioaktivnih agenasa efikasnih
protiv  fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas primenom  proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis u pogledu procene uticaja inicijalnih koncentracija
osnovnih nutrijenata (ugljenika — komercijalnog i sirovog glicerola, azota i fosfora) na
odabrane odzive bioprocesa izvrSeno je primenom metodologije odzivne povrSine.
Dobijeni matemati¢ki modeli za odabrane odzive, odnosno pre¢nik zona inhibicije, kao
osnovni pokazatelj antimikrobne aktivnosti, i rezidualne koncentracije osnovnih
nutrijenata (glicerola, ukupnog azota i ukupnog fosfora), statistiCki su znacajni pri
nivou znacajnosti od 95%, Sto predstavija osnovu za njihovu dalju primenu u
optimizaciji sastava hranljive podloge, simulaciji i povec¢anju razmera bioprocesa.

e Optimizacija sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog glicerola za
proizvodnju bioaktivnin agenasa na bazi Bacillus velezensis efikasnih protiv
fitopatogenih sojeva roda Xanthomonas u pogledu inicijalnih koncentracija osnovnih
nutrijenata (ugljenika, azota i fosfora) izvrSena je primenom metode Zeljene funkcije.
Rezultati optimizacije sastava hranljive podloge na bazi komercijalnog glicerola
pokazali su da optimizovane koncentracije nutrijenata u ovoj hranljivoj podlozi iznose:
glicerol 10 g/l, ekstrakt kvasca 2,83 g/l, (NH,;),SO, 3 g/l, K;HPO, 1,07 g/l i
MgSO,-7H,0 0,3 g/l. Sa druge strane, optimizovan sastav hranljive podloge na bazi
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sirovog glicerola dobija se primenom sledecih koncentracija nutrijenata: glicerol 10 g/l,
K,HPO, 4,66 g/l i MgSO,4-7H,0 0,3 g/l, ¢ime je postignuta usteda u delu bioprocesa
koji se odnosi na troSkove pripreme hranljive podloge na bazi sirovog glicerola, jer je
dokazano da u podlozi optimizovanog sastava nije potrebno primeniti organski i
neorganski izvor azota, zbog dovoljne koli€ine izvora ovog nutrijenta u sirovom
glicerolu iz proizvodnje biodizela. Takode, predvidene vrednosti odziva bioprocesa
(pre€nik zona inhibicije i rezidualne koncentracije nutrijenata) dobijene primenom
matematiCkin modela generisanih u koraku modelovanja sastava hranljivih podloga
na bazi komercijalnog i sirovog glicerola pokazale su zna¢ajno smanjenje rezidualnih
koncentracija nutrijenata u kultivacionoj te¢nosti primenom hranljivih podloga
optimizovanog sastava, uz dobijanje zadovoljavajucCih vrednosti precnika zona
inhibicije, Sto implicira bolje iskorid¢enje nutrijenata i smanjenje troSkova bioprocesa u
pogledu preciS¢avanja i odlaganja efluenata bioprocesa.

Validacija dobijenih modela sastava hranljivih podloga na bazi komercijalnog i sirovog
glicerola za proizvodnju bioaktivnih agenasa efikasnih protiv fitopatogenih sojeva roda
Xanthomonas primenom proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis i hranljivih
podloga optimizovanog sastava izvrSena je izvodenjem bioprocesa u Vulfovim
bocama ukupne zapremine 2 L i u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 3 L,
uz pracenje toka kultivacije. Rezultati eksperimenata validacije pokazali su
zadovoljajuéi stepen korelacije izmedu vrednosti odziva bioprocesa (pre¢nik zona
inhibicije i rezidualne koncentracije nutrijenata) predvidenih modelom i vrednosti
dobijenih  kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u Vulfovim bocama i
laboratorijskom bioreaktoru. Bolji rezultati svih ispitivanih odziva bioprocesa dobijeni
su primenom hranljive podloge optimizovanog sastava na bazi komercijalnog
glicerola, Sto je i bilo o€ekivano uzimajuci u obzir veliku koli€inu necistoca prisutnu u
sirovom glicerolu iz proizvodnje biodizela. | pored toga, potvrdena je moguénost
primene sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela kao izvora uglienika u
biotehnoloSkom procesu proizvodnje biokontrolnih agenasa. Takode, rezultati
bioprocesa ukazuju na bolju prilagodenost proizvodnog mikroorganizma
mikroorganizma Bacillus velezensis uslovima kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru
u poredenju sa Vulfovim bocama.

Unapredenje procesa unakrsne mikrofiltracije kultivacionih te¢nosti dobijenih nakon
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis na hranljivoj podlozi na
bazi komercijalnog glicerola primenom razli€itih hidrodinamickih metoda pokazalo je
znacajan potencijal primene Kenics statickog mesSacCa, uduvavanja vazduha i
kombinacije ovih metoda za poboljSanje fluksa permeata u stacionarnom stanju.
Primena Kenics statickog mesSaca kao promotora turbulencije pri optimizovanim
operativnim uslovima unakrsne mikrofiltracije (transmembranski pritisak 0,79 bar,
protok napojne smese 137,70 I/h) omogucava povecéanje vrednosti fluksa permeata u
stacionarnom stanju za oko 350% u poredenju sa unakrsnom mikrofiltracijom bez
promotora turbulencije. Uduvavanjem vazduha u tok napojne smeSe pri
optimizovanim uslovima unakrsne mikrofiltracije (transmembranski pritisak 0,68 bar,
prividna brzina proticanja napojne smeSe 0,96 m/s i prividna brzina proticanja
vazduha 0,25 m/s) postize se povecanje vrednosti fluksa permeata u stacionarnom
stanju za oko 47%. ZnaCajno veca vrednost povecanja fluksa permeata u
stacionarnom stanju uocava se prilikom mikrofiltracije uz primenu kombinacije Kenics
statickog meSaca i uduvavanja vazduha (oko 224%) pri optimizovanim operativnim
uslovima mikrofiltracije (transmembranski pritisak 1 bar, prividna brzina proticanja
napojne smese 1,59 m/s i prividna brzina proticanja vazduha 0,46 m/s) u poredenju
sa unakrsnom mikrofiltracijom bez primene hidrodinami¢kih metoda za poboljSanje
fluksa permeata.

In planta ispitivanje antimikrobne aktivnosti preparata na bazi Bacillus velezensis
(kultivacione te¢nosti dobijene kultivacijom proizvodnog mikroorganizma u
laboratorijskom bioreaktoru primenom hranljivih podloga optimizovanog sastava na
bazi komercijalnog i sirovog glicerola) protiv fitopatogenih sojeva vrste Xanthomonas
euvesicatoria, koji izazivaju bakterioznu pegavost paprike, pokazalo je znacajan
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potencijal primene bikontrolnih agenasa na bazi Bacillus velezensis za suzbijanje
ovog oboljenja paprike, uz rezultate koji pokazuju zna¢ajno manje precnike nekroze
listova i Sirenja oboljenja u poredenju sa kontrolom koja je podrazumevala inokulaciju
sadnica fitopatogenim izolatima, bez tretmana kultivacionim teCnostima na bazi
komercijalnog i sirovog glicerola.

e Ispitivanje Sireg spektra delovanja preparata na bazi Bacillus velezensis protiv
fitopatogenih sojeva roda Fusarium, koji izazivaju truljenje jabuka u toku skladistenja,
i roda Colletotrichum, kome pripadaju uzroénici gorke trulezi jabuke, pokazalo je
znagajan potencijal kultivacione te¢nosti na bazi komercijalnog glicerola dobijene
kultivacijom proizvodnog mikroorganizma Bacillus velezensis u laboratorijskom
bioreaktoru, za suzbijanje oboljenja izazvanih fitopatogenim sojevima roda Fusarium.
Sa druge strane, za suzbijanje gorke truleZi jabuka in vivo potrebno je dodatno
optimizovati proces proizvodnje biokontrolnih agenasa, s obzirom na to da rezultati in
vitro testiranja antifungalnog delovanja ukazuju na visok potencijal proizvodnog
mikroorganizma Bacillus velezensis za suzbijanje fitopatogena roda Colletotrichum.
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intenzifikacije poljoprivrednih aktivnosti usmerenih na
direktnu proizvodnju hrane i hrane za Zivotinje. U
poslednjih nekoliko decenija sve viSe se govori 0
problemu prekomerne upotrebe hemijskih pesticida,
Sto je je rezultovalo degradacijom kvaliteta zemljista,
kao i sve veéim zagadenjem podzemnih i povrsinskih
voda. Osim toga, nedovoljno nauénih podataka o
uticaju hemijskih jedinjenja koja ulaze u sastav
pesticida na zdravlje ljudi izaziva joS veci stepen
zabrinutosti. Stoga se iznalaZenje novih nacina za
kontrolu biljnih Stetocina i prevenciju i tretman bolesti
biljaka postavlja kao imperativ odrZive poljoprivredne
proizvodnje, a samim tim i odrzivog razvoja. Jedna od
alternativa koje su pokazale najveéi potencijal jeste
primena biopesticida, koji po svojoj najSiroj definiciji
predstavljaju zive organizme ili njihove proizvode koji
pokazuju sposobnost suzbijanja Steto€ina. Kada su u
pitanju mikrobioloSki biopesticidi, bakterije roda
Bacillus predstavljaju najzastupljenije mikroorganizme
koji se mogu sresti u komercijalno dostupnim
proizvodima. Proizvodnja mikrobioloSkih biopesticida,
iako u konstantnom porastu, i dalje €ini samo mali
deo ukupnog svetskog trziSta sredstava za zastitu




bilja, najviSe zbog visokih troskova i komplikovanog
procesa proizvodnje ovog tipa biokontrolnih agenasa.
Stoga je kao osnovni cilj istraZivanja ove doktorske
disertacije postavljena optimizacija uslova
umnozavanja i primarnog izdvajanja biomase soja
Bacillus velezensis sa primenom za spre€avanje
pojave i Sirenja bakterioza povrtarskih useva koje
izazivaju fitopatogene vrste roda Xanthomonas, koji u
Republici Srbiji izazivaju velike ekonomske gubitke u
proizvodnji kupusa, paprike i paradajza. Prvi korak
optimizacije bioprocesa podrazumevao je odabir
optimalnog izvora ugljenika i organskog izvora azota
za biotehnolosku proizvodnju biokontrolnih agenasa,
pri ¢emu su najbolji rezultati dobijeni primenom
glicerola i ekstrakta kvasca, $to je otvorilo moguc¢nost
ispitivanja primene sirovog glicerola iz proizvodnje
biodizela kao izvora ugljenika. Nakon toga je usledilo
modelovanje sastava hranljive podloge na bazi
komercijalnog i sirovog glicerola u pogledu ispitivanja
uticaja komponenata podloge (glicerola, ekstrakta
kvasca, (NH,;),SO, i K,;HPO,) na odabrane odzive
(pre¢nik zona inhibicije i rezidualne koncentracije
nutrijenata — glicerola, ukupnog azota i ukupnog
fosfora). Dobijeni matemati¢ki modeli posmatranih
odziva, za koje je dokazano da su statisticki znacajni
na nivou znacajnosti od 95%, dalje su koriséeni za
optimizaciju sastava hranljivih podloga. Optimizovan
sastav hranljive podloge na bazi komercijalnog
glicerola je sledeéi: glicerol 10 g/l, ekstrakt kvasca
2,83 gll, (NH),SO, 3 gll, K;HPO, 1,07 g/l i
MgS0O,7H,O 0,3 g/l. Sa druge strane, optimizovan
sastav hranljive podloge na bazi sirovog glicerola
dobija se primenom sledeéih  koncentracija
nutrijenata: glicerol 10 g/l, K,HPO, 4,66 g/l i
MgSO,7H,O 0,3 g/l, Sto ukazuje na moguénost
smanjenja troSkova pripreme ove hranljive podloge
zbog izostavljanja izvora azota. Validacija dobijenih
matematiCkin modela izvrSena je eksperimentima
kultivacije proizvodnog mikroorganizma u uvecanim
razmerama - u Vulfovim bocama (2 1) i
laboratorijskom bioreaktoru (3 1), Ciji su rezultati
pokazali zadovoljavajucu korelaciju sa modelima
predvidenim vrednostima odziva bioprocesa, pri ¢emu
su bolji rezultati dobijeni primenom hranljive podloge
na bazi komercijalnog glicerola i kultivacijom
proizvodnog mikroorganizma u laboratorijskom
bioreaktoru. Unapredenje  procesa  unakrsne
mikrofiltracije kultivacionih te€nosti dobijenih nakon
kultivacije proizvodnog mikroorganizma Bacillus
velezensis na hranljivoj podlozi na bazi komercijalnog
glicerola primenom razli€itih hidrodinamickih metoda
pokazalo je =znacCajan potencijal primene Kenics
statiCkog mesaca, uduvavanja vazduha i kombinacije
ovih metoda za poboljSanje fluksa permeata u
stacionarnom  stanju. In  planta ispitivanje




antimikrobne aktivnosti preparata na bazi Bacillus
velezensis protiv  fitopatogenih  sojeva  vrste
Xanthomonas euvesicatoria, koji izazivaju
bakterioznu pegavost paprike, pokazalo je znacajan
potencijal primene bikontrolnih agenasa na bazi
Bacillus velezensis za suzbijanje ovog oboljenja
paprike. Ispitivanje Sireg spektra delovanja preparata
na bazi Bacillus velezensis pokazalo je znacajan
potencijal za suzbijanje  oboljenja izazvanih
fitopatogenim sojevima roda Fusarium, koji izazivaju
truljenje jabuka u toku skladistenja. Rezultati proistekli
iz okvira ove doktorske disertacije predstavljaju
oshovu za dalje unapredenje i poveéanje razmera
biotehnoloSkog postupka proizvodnje biokontrolnih
agenasa na bazi proizvodnog mikroorganizma
Bacillus velezensis, uz predlog reSenja za
iskoriS¢enje sirovog glicerola iz proizvodnje biodizela
u biotehnoloSskom postupku dobijanja proizvoda sa
dodatom vrednoScu.
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Abstract:
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The raise of human population worldwide requires
higher amount of available groceries, which has led to
intensification of agricultural activities directed at
production of food and feed. In the last few decades
the problem of chemical pesticides’ overuse has
resulted in soil deterioration and contamination of
surface and underground water reservoirs.
Furthermore, insufficient scientific data concerning the
chronic effect of chemicals used in pesticides on
human health contribute to the global concern when it
comes to pesticides’ usage. Therefore finding new
ways to control plant pests and to prevent or suppress
plant diseases has become an imperative for
sustainable agricultural production and consequently
for sustainable development. One of the alternatives
showing great potential is usage of biopesticides,
comprising of living organisms or their products able
to suppress plant pathogens. When it comes to
microbial biopesticides, bacteria of the genus Bacillus
are the most often used in commercial biocontrol
products. Microbial biopesticides, although being a
raising alternative, still represent only small share of
the global pesticides’ market, mostly due to expensive
and complicated production process. Hence the main




goal of the research in the framework of this PhD
thesis was to optimize conditions of cultivation and
separation processes for production of Bacillus
velezensis biomass intended for application in
prevention and suppression of plant diseases caused
by phytopathogenic species of the genus
Xanthomonas, which cause significant economic
losses during agricultural production of cabbage,
pepper and tomato in the Republic of Serbia. The first
step of bioprocess optimization was to choose optimal
carbon and organic nitrogen sources for biocontrol
agents’ production, where the best results have been
achieved by using glycerol and yeast extract, which
opened a new chapter of possibilities to utilize raw
glycerol from biodiesel production as carbon source.
After that, modeling of cultivation medium composition
based on commercial and raw glycerol was performed
in order to investigate the effect of cultivation medium
components (glycerol, yeast extract, (NH4)2S04 and
K2HPOA4) on the selected responses (inhibition zone
diameter and residual concentration of nutrients —
glycerol, total nitrogen and total phosphorus). The
obtained mathematical models for the selected
responses, proved to be statistically significant at the
significance level of 95%, were further used for
optimization of cultivation media composition.
Optimized composition of the cultivation medium
based on commercial glycerol was: glycerol 10 g/L,
yeast extract 2.83 g/L, (NH4)2S04 3 g/L, K2HPO4
1.07 g/L and MgS0O4-7H20 0.3 g/L. On the other
hand, optimized composition of the cultivation medium
based on raw glycerol was: glycerol 10 g/L, K2HPO4
4.66 g/L and MgS04-7H20 0.3 g/L, which has opened
a possibility to reduce cost of cultivation medium
preparation by excluding nitrogen sources. Validation
of the obtained mathematical models was carried out
by cultivating the producing microorganism at a larger
scale — in Woulff bottles (2 L) and in a laboratory-
scale bioreactor (3 L). Validation results were in good
correlation with the model predicted values of the
selected responses, where better results were
achieved by using cultivation medium based on
commercial glycerol and cultivation of the producing
microorganism in the laboratory-scale bioreactor.
Application of different hydrodynamic methods, such
as Kenics static mixer, air sparging and their
combination, has showed a significant potential for
improvement of cross flow microfiltration of Bacillus
velezensis cultivation broth based on commercial
glycerol in terms of permeate flux enhancement. Also,
significant potential of the Bacillus velezensis
cultivation broth for suppression of phytopathogenic
Xanthomonas euvesicatoria strains, which cause
bacterial spot of pepper, has been proven during in
planta experiments. Investigation of wider spectra of




antimicrobial activity expressed by preparation based
on Bacillus velezensis cultivation broth has revealed a
significant potential for suppression of Fusarium
phytopathogenic species responsible for apple rot
during storage. The results arising from the research
performed in the framework of this PhD thesis
represent solid basis for further improvement and
scale-up of biotechnological process for production of
biocontrol agents based on Bacillus velezensis, with a
proposal for utilization of raw glycerol from biodiesel
production in biotechnological production of value-
added products.
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