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Microbial fertilizers represent an alternative approach in agriculture
that is supposed to replace agrochemicals that have a negative effect
on the environment and human health. These formulations have the
potential to stimulate plant growth, assimilate minerals from the soil
and increase plant resistance to pathogens. Bacillus strain has
numerous properties that make it suitable for incorporation into
biofertilizers with the aim of stimulating plant growth and control the
disease. Therefore, this doctoral dissertation aimed to optimize the
production of B. subtilis NCIM 2063 biomass and to formulate the
microbiological preparation with potential biopesticidal and
phytostimulatory effects. First, the influence of process factors on
bacterial growth was examined in shake-flasks. The highest biomass
yield (6.2 g/L) was achieved in a medium with 10 g/L glucose and at
an OTR value of 10 mol/m®h when the specific growth rate and
generation time were 0.27 h-1 and 2.54 h, respectively. Such a result
can be achieved in just 24 h. By applying the design of the
experiments, the response surface methods, and the Deringer’s
desirability function the growth conditions in shake-flasks were
further optimized. Statistically significant models were proposed for
each of the tested response values, which led to the definition of the
conditions for achieving maximum viability and sporulation (T=33
°C, OTR=10 mol/m®h and glucose concentration 4.89 g/L). Under the
given conditions, the maximum concentration of vegetative cells and
spores is predicted to be 9.66 LOG (CFU/ml) and 9.19 LOG
(CFU/ml), respectively. The process was scaled up to the bioreactor
level by using the oxygen mass transfer coefficient as the main
criteria. An empirical correlation for calculation of the mixing speed
was defined and scale-up effect was monitored by parallel cultivation
in a shake-flask and in a bioreactor under the same conditions. After
48 h of cultivation 9.51 = 0.09 LOG (CFU/ml) of cells and 9.08 +
0.06 LOG (CFU/ml) of spores were achieved in shake-flasks, while in
the bioreactor the total number of cells was 9.66 + 0.13 LOG (CFU
ml), of which 9.11 £0.19 LOG (CFU/ml) spores. A microbiological
powder preparation was formulated using spray drying method, and
the response surface models were developed. In order to obtain a
microbiological preparation of maximum viability and yield, and with
a minimum amount of residual moisture, spray drying conditions
were optimized by applying the Deringer function of desirability. As
a unique solution with a combined desirability function D=0.874, the
following was proposed: an inlet temperature of 130 °C, maltodextrin
concentration of 50 g/L and a feed flow rate of 6.1 ml/min. There was
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Spisak simbola

Adj R? prilagodeni koeficijent determinacije

C koncentracija rastvorenog kiseonika, mol/I

c* rastvorljivost kiseonika u podlozi na datoj temperaturi, mol/I
c normalizovana koncentracija rastvorenog kiseonika
F Fiserov kriterijum

N brzina mesanja, s

p nivo statisticke znacajnosti

Pred R? predvideni koeficijent determinacije

R? regresioni koeficijent determinacije

rs brzina potro$nje supstrata, g/lh

roz brzina potrosnje kiseonika, mmol/gh

S koncentracija supstrata, g/l

t vreme, h

ty generacijsko vreme, h

V. zapremina te¢nosti, m*

Vi zapremina Erlenmajerovog suda, m®

X broj ili masa celija, koncentracija biomase, gsp./l
X pocetna koncentracija biomase, g/l
x; 1 x; promenljive u kvadratnoj jednacini
Yx/s koeficijent prinosa biomase u odnosu na supstrat
Yx/o koeficijent prinosa biomase u odnosu na kiseonik

Grcka slova
Bij i Bii regresioni koeficijenti efekta interkacije i kvadratnog efekta
u specifi¢na brzina rasta, h!

umax maksimalna specifi¢na brzina rasta, h!



Skraéenice
AM
BBD
CCD
CCRD
CDM
CFU
Ccv
DoE
DMSO
DSM
EM
GRAS
HB
IAA
kia

LB

LA
MRPD
OTR
OUR
PGPB
PGPM

PDA

lag vreme, h

arbuskularne mikorize

Boks-Benkenov dizajn

centralni kompozitni dizajn

centralni kompozitni rotabilni dizajn

hemijski definisana podloga

broj izniklih kolonija (eng. colony forming unit)
koeficijent varijacije

dizajn eksperimenata

dimetil-sulfoksid

difco sporulacioni medijum
Embden-Majerhofov ciklus

generalno prepoznat kao bezbedan (eng. generally regarded as safe)
hranljivi bujon

indol siréetna kiselina

zapreminski koeficijent prenosa mase kiseonika, s*
Lurija-Bertani podloga

Lurija agar

srednje relativno odstupanje, %

brzina prenosa mase kiseonika, mmol/mh
brzina potrosnje kiseonika, mmol/m3h

bakterije koje promovisu rast biljaka
mikroorganizmi koji promovisu rast biljaka

krompir-dekstroza agar agar (eng. potato dextrose agar)



PRESS
RMSE
RSM
SD

TCA

suma reziduala predikcijske greske
koren srednje kvadratne greske
metoda povrsine odziva
standardna devijacija

ciklus trikarbonskih kiselina
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1.UVOD



Sve veca brojnost populacije na Zemlji vodi povec¢anoj potrebi za hranom i poljoprivrednom
proizvodnjom. Upotreba hemijskih dubriva i agrohemikalija je nesumnjivo dovela do
znaCajnog unapredenja poljoprivrede u proslim decenijama, ali se ta praksa pokazala kao
neodrziva zbog zagadenja prirodne sredine i naruSavanja ekoloSke ravnoteze, plodnosti
zemljista 1 zdravlja ljudi. Sa ciljem podsticanja odrzive poljoprivrede, zastite zivotne sredine i
proizvodnje zdravstveno bezbedne hrane, kao alternativa hemijskim dubrivima i pesticidima,
namecu se mikrobioloska dubriva ¢ija su istrazivanja postala fokus u celom svetu (Hassen et
al., 2016; Szilagyi-Zecchin et al., 2016).

Mikrobioloska dubriva predstavljaju formulacije u ¢iji sastav ulaze mikroorganizmi koji
promovisu rast biljaka (eng. Plant Growth Promoting Microorganisms - PGPM). Ovi
mikroorganizmi su prirodno prisutni u zemljiStu u blizini korenovog sistema, i reaguju sa
metabolitima koje oslobada koren biljke (Zaidi et al., 2015). Takve interakcije utiCu na rast
biljke, usvajanja nutrijenata i esencijalnih minerala, a mogu da povecaju otpornost biljke na
bolesti, abiotski stres i teSke metale (Owen et al., 2015; Yadav et al., 2015). Istovremeno, ovi
mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u bioremedijaciji zemljista, jer stimuliSu razgradnju
zagadujuc¢ih materija prevode¢i ih u organska jedinjenja manje opasna po Zzivotnu sredinu
(Beskoski et al., 2011).

Iako se mnoga istrazivanja bave temom mikrobioloskih dubriva, njihova primena jos§ uvek nije
zazivela. Njihov uc¢inak u realnim uslovima polja nije uvek konstantan, pa je u pojedinim
slucajevima dolazilo do smanjenja broja viabilnih ¢elija koje nisu u stanju da izvrSe
kolonizaciju korena. Vecina dosadaSnjih istrazivanja usmerena je na izolaciju i1 selekciju
mikroorganizama, kao i na dalju primenu na sistem zemlja-biljka pod kontrolisanim uslovima.
Malo paZnje posveceno je razvoju optimizovanih §ema proizvodnje i procedurama formulacije
— dva najvaznija koraka koji mogu da osiguraju efikasnost mikrobioloskih dubriva (Vassilev et
al., 2015).

Medu velikim brojem mikroorganizama PGPM grupe, rod Bacills ima veliki potencijal za
primenu u obliku mikrobioloskih dubriva zahvaljuju¢i svojim fitostimulatornim 1
biopesticidnim svojstvima (Gotor-Vila et al., 2017; Mercado-Flores et al., 2014; Shafi et al.,
2017). Medu njima, Bacillus subtilis je najées¢e karakterisana Gram pozitivna bakterija sa
jedinstvenom sposobnos¢u brzog umnozavanja i formiranja endospora, §to je ¢ini otpornom na
nepovoljne uslove sredine (Castillo et al., 2013). Siroko je rasprostranjena u zemljistu i vodi,
Sto je od izuzetne vaznosti za efikasnost preparata, s obzirom da mikrobne populacije najbolje
deluju u sredinama iz kojih su izolovane (Mishra et al., 2015; Vassilev et al., 2015). Takode,
njeno koriS¢enje predstavlja prirodni 1 ekoloski prihvatljiv pristup zbog toga Sto je rizosfera
biljaka njeno prirodno staniSte. Ovaj soj ima sposobnost da proizvodi industrijski vazne
metabolite kao $to su antibiotici, polisaharidi i proteini (Garcia-Fraile et al., 2015; Shafi et al.,
2017; Shahcheraghi et al., 2015), a takode mu se pripisuju probiotske osobine i ima ,,GRAS*
status (eng. generally recognized as safe), Sto ga ¢ini bezbednim za ljudsku upotrebu (Wang et
al., 2017). Zahvaljuju¢i sirokom spektru metabolita koji imaju fitostimulatorno i biopesticidno
dejstvo, ovaj soj se moze koristiti samostalno u formulacijima, $to u velikoj meri
pojednostavljuje proizvodni proces. Upravo zahvaljujuéi svojoj nepatogenosti, izrazenoj
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antimikrobnoj aktivnosti, naglaSenim metabolickim potencijalima i sposobnosti da formira
endospore, ovaj mikroorganizam ima veliki potencijal za Siroku primenu u raznim oblastima,
od medicine i farmacije do poljoprivrede (Hashem et al., 2019; W. wei Liu et al., 2008; Schisler
et al., 2004; Zhao et al., 2017). Svojstva, poput rasta na jeftinim izvorima ugljenika, male
nutririvne potrebe, pogodnost za geneticke manipulacije, robusnost i otpornost prilikom
izvodenja fermentacija vecih razmera, ¢ine ovu vrstu jako atraktivnom za dalje istrazivanje i
optimizaciju radi primene u biokontroli i fitostimulaciji biljnog rasta (Shafi et al., 2017; Zhao
etal., 2017).

Pre zapocinjanja industrijske proizvodnje mikrobioloskih preparata, vazno je optimizovati
uslove rasta u laboratorijskim uslovima sa ciljem povecanja prinosa biomase, skraenja
vremena proizvodnje i smanjenja proizvodnih troskova (Keskin Giindogdu et al., 2016). Pre
optimizacije procesa, potrebno je upoznati kineti¢ke parametre bakterijskog rasta u aktuelnim
uslovima rasta, dok se efikasnost dodatno moze poboljsati primenom visefaktorskih metoda,
kao $to su eksperimentalni dizajn i metoda odzivne povrsine. Nakon definisanja uslova rasta u
laboratoriji, prelazi se na poveéanje razmere bioprocesa i formulisanje preparata pogodnog za
primenu u realnim uslovima sredine. Razvoj uspeS$nog proizvoda podrazumeva izbor
odgovaraju¢eg nosaca i tipa formulacije, optimizaciju proizvodnog procesa, kao 1 ogledne
studije potencijalnog biopesticidnog i fitostimulatornog dejstva preparata. Svakom od ovih
koraka potrebno je posvetiti odgovarajucu paznju, kako bi se kao rezultat dobilo mikrobiolosko
dubrivo Zeljenog kvaliteta (Vassilev et al., 2015). Veliki potencijal na polju formulacija imaju
preparati sa mikroinkaspulisanim ¢elijama nastalim u procesu susenja rasprSavanjem, koji jos$
uvek nisu komercijalno razvijeni (Schoebitz et al., 2013).

Imaju¢i u vidu navedene Cinjenice, opsti cilj istrazivanja u okviru teme doktorske disertacije
bio je optimizacija procesa dobijanja mikrobne biomase odabrane bakterijske kulture Bacillus
subtilis NCIM2063 i razvoj tehnoloskog postupka formulacije mikrobiolo§kog preparata.
Specifi¢ni ciljevi istrazivanja bili su:
- uvrdivanje optimalnih procesnih parametara na nivou Erlenmajerovih sudova na
rotacionoj muckalici za efikasnu produkciju vegetativnih éelija i spora B. subtilis
NCIM 2063 primenom jednofaktorske i visefaktorske metode optimizacije;
- utvrdivanje kinetickih parametara rasta B. subtilis NCIM 2063;
- povecanje razmere Sarznog procesa sa erlenmajerovih sudova do nivoa laboratorijskog
bioreaktora;
- definisanje uslova za postizanje maksimalne viabilnosti i efikasnosti sporulacije;
- formulisanje mikrobioloskog preparata u prahu primenom metode susenja
raspSivanjem I optimizacija procesa formulacije metodom odzivnih povrsina;
- provera biopesticidnog i fitostimulatornog dejstva mikrobioloSkog preparata u
laboratorijskim uslovima, in vitro.
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2.1. Faktori neophodni za razvoj biljaka

Za svoj rast i razvoj biljke zahtevaju veliki broj razli¢itih jedinjenja. Molekuli tih jedinjenja
iskori$¢eni su za stvaranje i odrzavanje ¢elija i neophodnih Zivotnih procesa, kao Sto su rast,
reprodukcija, respiracija i fotosinteza. U procesu fotosinteze, biljke stvaraju razli¢ite oblike
polisaharida, lipida, proteina i drugih organskih molekula (Kirkby, 2012). Za normalno
funkcionisanje, biljka iz zemljiSta apsorbuje razli¢ite hemijske elemente, koji u kombinaciji sa
vodom i ugljen-dioksidom formiraju kompleksna jedinjenja (White, 2012).

Elementi koji su neophodni za normalne metaboli¢ke procese, rast i reprodukciju tako da ni
jedan drugi element ne moze da ih zameni, nazivaju se esencijalni elementi, i mogu se podeliti
na makronutrijente i mikronutrijente (Kirkby, 2012). Azot i fosfor su najbitniji makronutrijenti
nephodni za razvoj biljke. Azot je kljuan za formiranje proteina, nukleotida, hlorofila i
koenzima, dok je fosfor, koji ¢ini oko 0,2% suve mase biljke, komponenta znac¢ajnih molekula,
kao Sto su nukleinske kiseline, fosfolipidi i1 ATP, a predstavlja, takode, kljucni faktor u kontroli
enzimskih reakcija i regulaciji metabolickih puteva (Hassen et al., 2016; Szilagyi-Zecchin et
al., 2016). Pored toga, od makronutrijenata, biljci su neophodni kalcijum, Kkoji je sastavna
komponenta ¢elijskog zida, magnezijum, koji ima ulogu aktivacije odredenih enzima i sastavni
je deo hlorofila, kao i sumpor, koji je neophodan kod sinteze proteina, koenzima A, tiamina i
biotina (Kirkby, 2012).

S obzirom da ve¢inu minerala biljka preuzima iz zemljista zajedno sa vodom, rastvorljivost
minerala je osnovni uslov za njihovu biodostupnost (White, 2012). Mnogi elementi, i pored
svoje rasprostranjenosti u zemljistu, nisu pogodni za biljku, jer se nalaze u oblicima koje biljka
ne moze da asimilira. Jedan takav element je fosfor, koji naj¢esce potice iz teSko rastvornih
fosfatnih stena, pa je, uprkos velikim koli¢inama fosfora u zemljistu (400-1200 mg/kg), mali
deo dostupan biljci za procese metabolizma (Avdalovi¢ et al., 2015). Takode, biljke nisu u
stanju da apsorbuju molekulski oblik azota, koji ¢ini 78 % vazduha, ve¢ ga usvajaju u obliku
nitrata 1 amonijaka. Kada je nivo azota u biljkama manji, aktivira se prvi limitiraju¢i faktor
vegetacionog rasta, sto prouzorkuje smanjenu produktivnost (Hassen et al., 2016). Pored toga,
na produktivnost biljke znacajno utice prisustvo mikroelemenata i biljnih hormona, pa je samim
tim jasno da u svakom trenutku biljka treba da bude snabdevena dovoljnom koli¢inom ovih
materija. DugogodiSnja praksa obogac¢ivanja zemljiSta agrohemikalijama pokazala se jako
nepovoljnom za Zivotnu sredinu i dovela je do potrebe da se istraze alternativni nacini
snabdevanja biljaka neophodnim jedinjenjima (Zaidi et al., 2015). Jedan od popularnih pristupa
je koriS¢enje mikroorganizama koji promoviSu rast biljaka i njihovo inkorporiranje u tzv.
mikrobioloSka dubriva, koja, nakon nanoSenja na seme, nadzemni deo biljke ili u zemljiste,
pokazuju pozitivan efekat na rast biljke (Mrkovacki i Bjeli¢, 2011).

2.2. Mikroorganizmi koji promovisu rast biljaka (PGPM)

PGPM se prirodno nalaze u rizosferi, delu zemljista koji je pod uticajem korena biljke i njegovih
eskudata, i mogu povoljno da uticu na biljke poboljSavajuéi njihovu produktivnost i otpornost
(Mrkovacki i Bjeli¢, 2011). Medu najpoznatije PGPM ubrajaju se slede¢i rodovi bakterija i
gljiva: Serratia, Arthrobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Burkholderia, Enterobacter,
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Bacillus, Rhizobium Azoarcus, Paenibacillus, Klebsiella, Flavobacterium, Gluconobacter
(Nadeem et al., 2015). One na biljku mogu delovati fitostimulatorno (poboljsavajuéi rast i
prinos useva) ili biopesticidno (sprecavajuéi razvoj bolesti i Stetoc¢ina) (Abhilash et al., 2016).
Pregled nekih od efekata inokulacije biljaka razli¢itim mikroorganizmima dat je u tabeli 1.

Bakterije koje promovisu rast biljaka (PGPB) se, na osnovu interakcije sa biljkom, mogu da
podele na simbiotske bakterije, koje zive unutar biljaka i razmenjuju metabolite direktno, i na
slobodne bakterije, koje Zive van ¢elija biljaka (Zaidi et al., 2015). Jo$ jedna podela PGPB je
na ekstracelijske i unutarcelijske. Ekstracelijske PGPB mogu da naseljavaju prostor rizosfere,
povrsinu korena biljke, dok unutarcelijske PGPB naseljavaju ¢elije korena, probijaju Celijski
zid 1 integrisu se sa biljkom formirajuéi razlicite tvorevine (nodule i kvrzice) na tkivu biljaka
(Kiprovski, 2012; Owen et al., 2015).

Medu gljive koje imaju povoljno dejstvo na biljku ubrajaju se arbuskularne mikorize (AM),
ekto-mikorize i gljive korena iz rodova Penicillium, Trichoderma i Aspergillus. Njihovo dejstvo
se ogleda u produkciji organskih kiselina i enzima koji inhibiraju potogene ili vrse solubilizaciju
teSko rastvornih jedinjenja (Owen et al., 2015). Mesovita inokulacija AM gljivama i
bakterijama naro€ito pogoduje rastu i ishranjenosti ceralija i leguminoza, a takve viSestruke
interakcije otvorile su novi pristup u istrazivanjima sa ciljem razumevanja kompleksnosti AM
simbioza. (Rouphael et al., 2015). U proizvodima dostupnim na trzistu ¢esto se sreCu mesoviti
inokulumi, odnosno preparati koji u sebi sadrze veéi broj razliCitih mikrobnih vrsta.
Interesovanje za ovakve inokulume bazirano je na jednostavnoj Cinjenici da u zemlji
mikroorganizmi normalno ,,zive* u zajednicama, gde oslobadaju razli¢ite metabolite, Sto je u
vezi sa njithovom povezano$c¢u sa biljkom 1 drugim mikroorganizmima ukljuc¢enih u prirodne
procese odbrane i borbe za mesto i nutrijente (Owen et al., 2015). Razli¢ite mikrobne vrste
mogu medusobno da inhibiraju rast, Sto moze da uti¢e na efikasnost inokoluma. Takode, takve
proizvodne procedure su komplikovane 1 vremenski zahtevne zbog Cega je potrebno razmotriti
ekonomsku opravdanost dobijenih proizvoda (Vassilev et al., 2015).



Tabela 1 Efekti inokulacije biljaka razli¢itim mikroorganizmima
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Mikroorganizam Biljka Rezultat Referenca
Pseudomonas putida - Efektivna kontrola suSenja dinje uzrokovana Fusarium
Dinja . Bora et al. (2004)
oxysporum f. sp. melonis.
I Smanjena pojava tackica koje patogeni prouzorkuju na
Pseudomonas fluorescens Kikiriki L, Meena et al. (2002)
listovima
P. putida . - . .
Krastavac Smanjeno truljenje korena ko;g prouzrokuje F. Amer i Utkhede (2000)
oxysporum f. sp. cucurbitacearum
Bacillus pumilis Paradajz Povecana otpornost na F. oxysporum Benhamou et al. (1998)
P. fluorescens PSenica Znacajno povecan rast pSenice de Freitas i Germida (1992)
Bacillus
Krompir Smanjenje bolesti koje izaziva Ralstonia solanacearum Wei et al. (2011)

amyloliquefaciens

Pseudomonas chlororaphis

TSAU13

Krastavac i paradajz

Zastita biljaka od patogena i regulacija produkcije
fitohormona

Egamberdieva i Adesemoye (2016)
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Mikroorganizam Biljka Rezultat Referenca
Solubilizacija fosfora, proizvodnja auksina, katalazna
Azotobacter chroococcum aktivnost
Kukuruz ' Rojas-Tapias et al. (2012)
Zastita biljke od inhibitornih efekata NaCl.
A. chroococcum Kukuruz Povecana duZzina korena i suva masa biljke Sachin (2009)
1.Risobia leguminosarum
bv.phaseoli
Pojedinacne kulture Rhizobium spp. i Azotobacer spp. su
2. A. chroococcum Boranija doprinele povecanju broja mahuna po biljci i mase zrna, Jarak et al. (2010)
dok mesoviti inokolum nije dao znacajne rezultate
3. R. leguminosarum bv.phaseoli +
A. chroococcum + Streptomyces sp.
1.Pseudomonas sp. PGERs17 Povecéana otpornost na temperaturni stres. Povecana
Sotivo P b ' Mishra et al. (2011)

2.R. leguminosarium

duzina korena i produkcija metabolita

A. chroococcum, Azotobacter
vinelandii, Azospirilum lipoferum i
B. subtilis, pomesane u jednakim
razmerama

Secerna repa

Povecanje prinosa korena i kristalnog Secera

Govedarica et al. (2002)
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Mikroorganizam Biljka Rezultat Referenca
A. chroococcum, A. lipoferum, Povecanje prinosa.
Bacillus megaterium i gljiva Glomus Kukuruz Hajnal-Jafari et al. (2012)

intraradices

Najveéi prinos je dobijen primenom A. chroococcum i A.

lipoferum

A. chroococcum

Secerna repa

Povecanje prinosa korena Sec¢erne repe za 7% 1 prinosa
kristalnog Secera za 6%.

Mrkovacki et al. (2011)

P. fluorescenes
P. putida
A. lipoferum
Azospirllum brasilense

Kukuruz

Povecana visina i suva masa biljaka, lisna povrsina,
tezina 100 zrna i broj zrna po klipu

Gholami et al. (2009)

A. chroococcum
A. brasilense
P. putida
Bacillus lentus

Kukuruz

Povecan prinos zrna, tezina klipa, broj zrna po klipu

Yazdani et al. (2009)
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2.3.  Mehanizmi delovanja PGPB

Primena PGPB dovodi do povecanja prinosa i otpornosti biljke na spoljasnji stres i dejstvo
patogena (Garcia-Fraile et al., 2015). Ove bakterije mogu direktnim putem da deluju na biljku
fitostimulatorno produkcijom regulatore rasta (fitohormona kao Sto su auksini, citokinini i
giberelini) (Owen et al., 2015) ili pove¢anjem unosa vode, nutrijenata i esencijalnih elemenata
(azotofiksatori i fosfosolubilizatori), sadrzaja minerala (biousvajanjem gvozda, cinka i selena)
procesima solubilizacije, helacije ili omoguc¢avanjem reakcija oksidacije/redukcije u zemljistu,
¢ine¢i mikronutrijente dostupnijima (Abhilash et al., 2016). Pored toga, PGPB imaju i
biopesticidno dejstvo koje podrazumeva inhibiciju patogena produkcijom antibiotika i ¢elijskih
enzima ili indukcijom odbrambenih mehanizama biljke. Pregled mehanizama delovanja
pojedinih PGPM dat je u tabeli 2.

Tabela 2 Pregled mehanizama delovanja pojedinih PGPM

Mikroorganizam Mehanizam regulacije rasta biljaka Referenca
Simbiotski azotofiksatori: Fiksacija azota, solubilizacija fosfora; Ghosh et al.
(2015);
Rhizobium undicola;. Sinteza: ACC (1-aminociklopropan-1- Gopalakrishnan
Mesorhizobium, R. karboksilat) deaminaze, indol sir¢etne kiselina et al. (2014);
leguminosarum, (IAA), egzopolisaharida, siderofora, amonijaka,  Bhagat et al.,
Bradyrhizobium, cijanovodoni¢ne Kiselina, antifugalnih (2014) Manwar
Sinorhizobium meliloti; jedinjenja, proteaze, CoQ10. et al. (2004);

Rhizobium radiobacter

Machado et al.,
(2013); Wu et
al. (2003)

Asimbiotski azotofiksatori:

A. lipoferum, Azospirillum
brasilense, Azotobacter
chroococcum, A. vinelandi

Povecanje otpornosti na NaCl, katalazna
aktivnost;

Sinteza: I1AA, giberelinske kiseline, siderofora,
proteaza, alginata.

Rojas-Tapias et
al. (2012);
Tortora et al.
(2011);
(Vucetic et al.)
(1995)

P. fluorescens, P. putida,
Pseudomonas aeruginosa,

Deaminazna aktivnost, solubilizacija fosfora.

Sinteza: IAA, ACC deaminaze, siderofra,
cijanovodonika, egzopolisaharida, amonijaka,
antifugalnih jedinjenja, alginske kiselina.

Grobelak et al.
(2015);
Sulochana et
al. (2014);
Vucetic et al.
(1995)
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Nastavak tabele 2

Mikroorganizam Mehanizam regulacije rasta biljaka Referenca
B. subtilis, Bacillus cereus, B.  Solubilizacija cinka, solubilizacija fosfora. Grobelak et al.,
amyloliquefaciens, B. Sinteza: 1AA, giberelinske kiseline, siderofora, (2015); Sharma
megaterium ACC deaminaza, fosfataza, fitaza, etal. (2013);
cijanovodonicne kiseline, celulaza, organskih Vidhyalakshmi
kiselina, liti¢kih enzima, oksalat oksidaze. etal. (2016)
Burkholderia sp., Solubilizacija fosfora, solubilizacija cink-oksida, Farokh et al.
Acinetobacter spp. antagonisticka aktivnost. (2011);
Nailwal et al.
Sinteza: I1AA, siderofora. (2014)

2.3.1. Fitostimulatorna svojstva PGPB

Glavni mehanizmi kojima PGPB doprinose poveéanju i dostupnosti hranljivih materija u
zemljiStu su bioloska fiksacija azota i solubilizacija fosfora. Azotofiksacija je posle fotosinteze
najvazniji bioloski proces u prirodi, koji omoguéava kruzenje azota u biosferi (Wani et al.,
2016). Simbiotske bakterije rodova Rhizobium i Frankia i nesimbiotske, poput Azospirillum
sp., Azotobacter sp. i Acetobacter sp., imaju sposobnost asimilacije azota iz atmosfere i
konverzije do amonijaka, u procesu koji se naziva bioloska fiksacija azota (Szilagyi-Zecchin et
al., 2016). Fiksacija azota je regulisana koncentracijom kiseonika i dostupnoscu azota, a vrsi se
uz pomo¢ enzima nitrogenaze Koji produkuju bakterije (Vijayabharathi et al., 2016).
Transformacija azota se odigrava kroz faze amonifikacije, nitrifikacije, denitrifikacije i
azotofiksacije (Bjeli¢, 2014).

Konverzija nerastvornih oblika fosfora u oblike koje su dostupni biljci u rizosferi postize se
bakterijama fosfo-solubilizatorima (Szilagyi-Zecchin et al., 2016). Neke od PGPB, medu
kojima su Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia sp., Rhizobium sp. i Flavobacterium
sp., imaju sposobnost solubilizacije nerastvornih neorganskih fosfornih jedinjenja. Koris¢enje
ovih bakterija u inokulumima moze da poveca asimilaciju fosfora i nudi brojne prednosti
direktne stimulacije rasta biljaka (Hassen et al., 2016). U nekim slu¢ajevima bakterije iz rodova
Bacillus, Pseudomonas, Serratia i Streptomyces mogu da imaju uloge solubilizatora i
mineralizatora istovremeno. Ove bakterije naseljavaju koren biljke i vr§e mineralizaciju fosfata
I drugih organskih jedinjenja fosfora (Gopalakrishnan et al., 2014; Milosevi¢ i Govedarica,
2001).

PGPB imaju potencijal da produkuju fitohormone, supstance koje stimuliSu rast biljke, pa se
samim tim mehanizam njihovog delovanja naziva biostimulacija. U fitohormone se ubrajaju
auksini, citokinini, giberelini, i absicinska kiselina (Gopalakrishnan et al., 2014).

Auksini su presudni biljni hormoni i osnovna komponenta koja modulise rast i razvoj biljke.
Cak 80% PGPB mogu da sintetisu fiziologki najaktivniji auksin u biljkama — IAA, koja ima
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bitnu ulogu u stimulaciji deobe i diferencijacije ¢elija (Mrkovacki i Bjeli¢, 2011). IAA indukuje
pojavu lateralnih korena kod dikotiledona i adventivnin korena kod monokotiledona,
unapreduje sekundarno zadebljanje zidova i1 povecanje ksilemskih ¢éelija, Sto kao rezultat daje
bolju adsorpciju minerala i vode (Ghosh et al., 2015; Ona et al., 2005). Nekoliko PGPB, medu
kojima su Azospirillum sp. i fluorescentna Pseudomonas sp., vrse sekreciju IAA (Hassen et al.,
2016).

Giberelini imaju ulogu u elongaciji, deobi ¢elija, kao i elongaciji internodija. Mehanizam kojim
se pospesuje biljni rast giberelinima je jo$ uvek nepoznat (Vijayabharathi et al., 2016). Postoji
misljenje da giberelini povecavaju gustinu korenovih dlacica u zoni korena koja upija vodu 1
nutrijente, Sto doprinosi stvaranju plodova velikih dimenzija, ve¢em broju pupoljaka, sprecava
mirovanje krtole i stimuliSe partenokarpiju. Njihov nedostatak je odgovaran za pojavu
patuljastih biljaka (Gopalakrishnan et al., 2014).

Citokinini stimuli$u ¢elijsku deobu kod biljaka i u nekim slu¢ajevima razvoj korena i korenovih
dlacica (Gopalakrishnan et al., 2014). Takode, ucestvuju u rastu kalusa i potpomazu
diferencijaciju izdanaka (Vijayabharathi et al., 2016). Oko 90% rizosfernih mikroorganizama
ima sposobnost produkcije i oslobadanja citokinina, a oko 30 jedinjenja iz grupe citokinina koja
promovisu rast imaju mikrobno poreklo. Postoje podaci da Rhizobium sp. produkuje citokinine
(Chauhan et al., 2015).

Absicinska kiselina je stres hormon koji reguli$e razvoj biljke i fizioloske procese (Sukkasem
et al., 2018). Sintetise se delimi¢no u hloroplastima, a cela biosinteza se primarno desava u
listovima, inicirana stresnim uslovima, kao $to je nedostatak vode i niska temperatura
(Gopalakrishnan et al., 2014). Imaju jako vazu ulogu u germinaciji semena, zatvaranju stroma
i toleranciji na abioticki stres (Vijayabharathi et al., 2016).

2.3.2. Biopesticidna svojstva

Razli¢ite patogene bakterije, gljive i nematode koje su prisutne u zemlji mogu da inficiraju
biljku, smanjujuci u velikoj meri prinos useva. Kao sto je ve¢ istaknutno, PGPB, izmedu
ostalog, znacajno utiCu na indukovanje otpornosti biljaka na patogene sintezom razli¢itih
antibiotika, siderofora, cijanida ili litickih enzima (Bjeli¢, 2014).

Jedan od glavnih mehanizama za kontrolu patogena je sposobnost sinteze jednog ili vise
antibiotika. Mnoge PGPB koje sintetizuju antibiotike imaju, takode, sposobnost produkcije
cijanida, koji u vecini sluéajeva imaju sinergisticko dejstvo sa antibioticima (Glick, 2015).
Pored toga, da bi se prevazislo ograni¢eno snabdevanje biljaka gvozdem, PGPB, kao $to je
Pseudomonas sp., sintetizuje siderofore, tj. proteine male molekulske mase (~400-1500 Da)
koji imaju visok afinitet prema jonu gvozda (Fe*®). Pod aerobnim uslovima, veéi deo gvozda je
slabo rastvoran i samim tim nije u potpunosti dostupan bakterijama i biljkama (Gopalakrishnan
et al., 2014). Bakterijske siderofore imaju direktan pozitivan ucinak na rast biljke delujuci kao
direktan izvor gvozda i Cine¢i ga dostupnim za biljku (Hassen et al., 2016). Odredena
istrazivanja su pokazala da Pseudomonas, koji ima sposobnost produkcije siderofora, uti¢e na
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antifungalnu aktivnost prema patogenim gljivama - Aspergillus niger. Aspergillus flavus,
Aspergillus oryzae, F. oxysporum i Sclerotium rolfsii (Manwar et al., 2004).

Pored toga, PGPB pozitivno deluju i na karakteristike samog zemljista, a njihovi konzorcijumi
uspesno se koriste u procesima bioremedijacije. Na taj nacin neplodne 1 zagadene povrsSine
postaju obradive i dostupne za poljoprivrednu proizvodnju, jer dolazi do transformacije
zasi¢enih ugljovodonika i drugih zagadivaca u manje Stetne oblike (Beskoski et al., 2011;
Gojgi¢-Cvijovi¢ et al., 2012). Medu mikroorganizme koji efikasno razlazu ugljovodonike i
zagadivace naftnog tipa navode se Nocardia sp., Pseudomonas sp., Acinetobacter sp.,
Flavobacterium sp., Micrococcus sp., Arthrobacter sp., Corynebacterium sp., Mycobacterium
sp., Bacillus sp. i drugi (Mili¢ et al., 2009).

2.4. Bacillus sp.

Rod Bacillus je jedan od najéesce koris¢enih u biokontroli fitopatogena. U ovu grupu spadaju
Gram pozitivne, StapiCaste bakterije Kklasifikovane kao striktni ili fakultativni anaerobi.
Rasprostranjene su u zemljistu, vazduhu i vodi, gde u nepovoljnim uslovima sredine formiraju
endospore (Castillo et al., 2013). Formiranje endospora je zapravo nacin prilagodavanja
bakterija na nepovoljne uslove sredine, koje moze da prouzrokuje promena temperature, pH
vrednosti ili gladovanje, odnosno nedostatak nutrijenata (Abhyankar et al., 2011). S obzirom
da je sporulacija kompleksan proces koji oduzima dosta energije, B. subtilis je razvila niz
odbrambenih mehanizama koji stupaju na snagu pre sporulacije. Sposobnost pokretljivosti,
hemotaksa, proizvodnja enzima, geneticke transformacije 1 proizvodnja antibiotika
omogucéavaju ovoj vrsti prezivljavanje u nepovoljnim uslovima sredine (Errington, 2003).
Takva svojstva su izuzetno pozeljna kod formulacija mikrobioloskih dubriva, jer pruzaju
garanciju dugotrajnosti i otpornosti preparata bez obzira na vremenske uslove.

2.4.1. Fitosimulatorno i biopesticidno dejstvo B. subtilis

Mehanizmi delovanja mikroorganizama ove grupe mogu biti razliciti. Pregled njihovog
fitostimulatornog i biopesticidnog dejstva dat je u tabelama 3 i 4, redom. Na prvom mestu,
karakteristi¢na je proizvodnja razlicitih jedinjenja koja deluju kao prirodni pestcidi, odnosno
stite biljke od patogena i stimuliSu njihov rast. Produkuju isparljive supstance koje indukuju
odbrambene mehanizme, poput indukovane sistemske otpornosti.
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Tabela 3 Fitostimulatorno dejstvo sojeva iz roda Bacillus

Mikroorganizam Mehanizam regulacije rasta biljaka Referenca

Akcan et al. (2012); Bozi¢ et al.
(2011); Cagri-Mehmetoglu et
al. (2012); Grobelak et al.

Produkcija jedinjenja koja deluju kao
fitostimulatori (indol siréetna kiselina) i

s s S oty gt o
Popep g A) ’ ’ Mosquera et al. (2014); Yeh et

al. (2006)

Solubilizacija cinka, solubilizacija
fosfora. Sinteza jedinjenja koje
pospesuju rast biljaka: indol sir¢etna
B. amyloliquefaciens kiselina, giberelinska kiselina,
siderofore, ACC deaminaza, fosfataze,
fitaze, cijanovodoni¢na kiselina,
celulaze, amilaze.

Akcan et al. (2012); Sharma et
al. (2013)

Fosfosolubilizacija; produkcija
jedinjenja koja pospesuju rast biljaka: 2-
B. megaterium pentilfuran, 2,3-dimetil-butandinitril, 1-
etenil-4-metoksi-benzen, 3,5-dimetoksi-
toluen, heksadekan

Velineni i Brahmaprakash
(2011); Zou et al. (2010)

Lizarraga-Sanchez et al. (2015);

B. cereus Produkcija lipaza, polisaharida Vasiee et al. (2016); Zhao et al.,
(2010)
Bacillus circulans Produkcija egzopolisaharida Vidhyalakshmi et al. (2016)

Proizvodnja indol-3-siréetne kiseline i
Bacillus licheniformis povecanje resorpcije fosfora. Povecanje ~ Sukkasem et al. (2018)
ukupne koli¢ine hlorofila.

B. amyloliquefaciens ima sposobnost solubilizacije minerala i sinteze biljnih stimulatora rasta,
dok B. cereus ima izrazenu antagonisti¢ku aktivnost i vr$i biolosku kontrolu rasta nepozeljnih
gljiva poput Fusarium verticillioides (Martinez-Alvarez et al., 2016; Sharma et al., 2013). B.
cereus se primenjuje 1 u precis¢avanju otpadnih voda zagadenih naftom, jer ima sposobnost
rezgradnje ugljovodonika (Banerjee i Ghoshal, 2017). Mosquera et.al. (2014) su ustanovili da
lipopeptidi poput iturina A, surfaktina i fengicina koje produkuje B. subtilis imaju antifugalno
dejstvo protiv fitopatogena Mycosphaerella fijiensis. Pored toga, ustanovljeno je da inokulacija
ovom bakterijskom kulturom utice na poboljSanje usvajanja fosfora i cinka kod biljaka
(Moreno-Lora et al., 2019). U jednom od istrazivanja, ¢vrsto mikrobiolosko dubrivo sa
inkorporisanim c¢elijama B. subtilis BY-2 je primenjeno u realnim uslovima polja na biljke
kukuruza. Nakon dvogodiSnjeg testiranja preparata na razli¢itim lokacijama, izveden je
zakljucak da je izvrSena uspesna supresija bolesti koje izaziva Sclerotonia sclerotiorum (Li et
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al., 2020). Druga grupa istrazivaca testirala je efekat suve formulacije izolata B. subtilis T429
dobijene susenjem rasprSivanjem na sadnice pirin¢a. Testiranje je pokazalo da se njegovom
primenom smanjuje plamenjaca pirinca za ¢ak 80%. S obzirom da se primenom komercijalnog
fungicida na iste useve postize slicna efikasnost u smanjenju bolesti (79,5%), izveden je
zakljucak da se mikrobna formulacija bazirana na B. subtilis moze koristiti umesto hemijskih
pesticida sa ciljem zastite sadnica pirin¢a (Meng et al., 2015).

Tabela 4 Pregled biopesticidnog dejstva bakterija grupe Bacillus na pojedine fitopatogene

Mikroorganizam Biljka Fitopatogen Referenca

Bacilus sp. - Macrophomina Kumar et al. (2012)
phaseolina
F. oxysporum
Fusarium solani
S. sclerotiorum
Rhizoctonia solani
Colletotricum sp

B. subtilis - Phytophthora infestans  Sultan (2010)
Alternaria solani
Cladosporium fulvum
Oidium neolycopersici

B. subtilis - Mycosphae rella Mosquera et al.
fijiensis (2014)

B. subtilis Pamuk Fusarium cf. - Lietal. (2013)
incarnatum

B. subtilis Kikirirki R. solani Ahmad et al. (2019)
S. rolfsii.

B. subtilis Banana Fusarium sp. Zhang et al. (2014)

B. subtilis Sljiva R. solanacearum Jietal. (2008)

B. subtilis Krompir P. infestans Kumbar et al.

(2019)
B. subtilis Psenica Bipolaris sorokiniana Villa-Rodriguez et
al. (2019)
B. subtilis PsSenica Fusarium graminearum Zalila-Kolsi et al.

(2016)
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Mikroorganizam Biljka Fitopatogen Referenca

B. subtilis - Penicillium digitatum Foysal i Lisa (2018)

B. subtilis - S. sclerotiorum Liu et al. (2008)

B. subtilis Pasulj i soja Macrophomina Torres et al. (2016)
phaseolina

B. subtilis Paradajz F. oxysporum Aydi Ben Abdallah
sp. lycopersici etal. (2017)

B. PSenica F. graminearum Zalila-Kolsi et al.

amyloliquefaciens

(2016)

B.
amyloliquefaciens

Azijski ginseng

Phytophthora cactorum

Lee et al. (2015)

B. Lubenica Acidovoraxavenae Jiang et al. (2015)
amyloliquefaciens subsp. citrulli
B. Pasulj i soja Macrophomina Torres et al. (2016)
amyloliquefaciens phaseolina
B. Paradajz F. Aydi Ben Abdallah
amyloliquefaciens oxysporum sp. lycopersici et al. (2017)
B. pumilis Mango Colletotrichum spp. Zheng et al. (2013)
B. pumilis - Ascochyta citrullina, Liu et al. (2008)

A. solani,

Alternaria brassicae
B. thuringiensis Mango Colletotrichum Zheng et al. (2013)
B. licheniformis Arabidopsis - Sukkasem et al.

thaliana (2018)

2.4.2.

Metabolizam B. subtilis

Osnova mikrobnog rasta lezi u balansu anabolickih i katabolickih reakcija. Ovi metabolicki
pravci su promenljivi i menjaju se u skladu sa uslovima sredine i brzinom rasta. Celijski

metabolizam 1 uticaji sredine na metabolicke promene se najbolje proucavaju u limitiranim
uslovima (Sonenshein, 2007).
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Kada su mikroorganizmi limitirani za izvor energije (uglavnom izvor ugljenika), katabolizam
je usko vezan za anabolizam i postizu se visoki prinosi biomase. S druge strane, kada je ugljenik
u visku, smanjuje se energetska efeikasnost: brzina potro$nje ugljenika je velika, a ostvaruju se
mali prinosi biomase. Takav efekat, do kojeg dolazi i kod B. subtilis, naziva se preplavni
metabolizam i objasnjava se odvajanjem anabolitickih od Kkatabolitickih reakcija,
prebacivanjem toka elektrona na manje efikasne cikluse $to dovodi do rasipanja energije
(Dauner et al., 2001).

Mikroorganizmi poput B. subtilis brzo rastu i zahtevaju velike koli¢ine kiseonika koje koriste
za oksidaciju NAD(P)H ili FADH: ¢ime se stvara ATP za rast i produkciju Zeljenih proizvoda.
lako je B. subtilis aerobni mikroorganizam, ukoliko se nade u uslovima limitiranim kiseonikom,
moze do¢i do anaerobne respiracije i fermentacionih procesa koji rezultuju razli¢itim
proizvodima metabolizma (Nakano i Hulett, 2006).

U anaerobnim uslovima B. subtilis ostvaruje rast u prisustvu glukoze, sa nitratima kao
terminalnim akceptorom elektrona. Limitacija kiseconika Salje signal celiji koja onda
prilagodava svoj metabolizam ekspresijom gena neophodnog za sintezu molibden kofaktora
odgovornog za stvaranje nitrat reduktaze. Pri tome, signal koji prenosi informaciju ¢eliji moze
biti sam kiseonik ili neki drugi molekul koji uti¢e na ekspersiju gena (Nakano i Zuber, 1998).
Dokazano je da je respiratorna nitrat reduktaza prisutna samo ukoliko u kultivacionoj podlozi
nema dovoljne koli¢ine kiseonika. U anaerobnim uslovima, uz prisustvo enzima nitrat
reduktaze, dolazi do redukcije nitrata do nitrita uz oslobodenje NADH. NADH se generiSe kroz
dva ciklusa: Embden-Majerhofov (EMP) ciklus i ciklus trikarbonskih kiselina (TCA). U
nedostatku kiseonika nitrati postaju preferirani terminalni akceptor elektorna zbog svojeg
velikog redoks potencijala. Samim tim, ukoliko se kultivacija B. subtilis vr$i u uslovima
limitiranim kiseonikom, ve¢i fluks se ostvaruje kroz EMP 1 TCA ciklus, pa je 1 koli¢na
oslobodenog NADH 1 NADPH veca. Tako nesto je o¢ekivano zbog toga $to je ¢elijama u sredini
sa manje kiseonika neophodan ATP generisan fosforilacijom supstrata kroz EMP ciklus. S
druge strane, fluks ostvaren kroz pentoza fosfatni ciklus se znatno smanjuje. S obzirom da je
ovaj ciklus odgovoran za biosintezu nukleotida i aminokiselina koji su esencijalni za ¢elijski
rast, jasno je da se u uslovima limitiranim kiseonikom o¢ekuje smanjena koli¢ina biomase (Hu
etal., 2017).

U nedostatku eksternih akceptora elektrona, B. subtilis generise energiju fosforilacijom
supstrata, pri ¢emu se piruvat koristi za reoksidaciju NADH, ¢ime se omogucava nastavak
glikolize. S obzirom da u ovom procesu ne postoji respiratorni lanac elektrona koji je potreban
za terminalne akceptore elektrona, reoksidacija NADH se postize konverzijom piruvata do
proizvoda fermentacije. Najc¢esce zabeleZeni proizvodi fermentacije B. subtilis u anaerobnim
procesima su acetat, acetoin, etanol, laktat, sukcinat i 2,3-butandiol (slika 1) (Ramos et al.,
2000).
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Slika 1 Pretpostavljeni metabolizam B. subtilis u anaerobnim uslovima (adaptirano prema
Ramos et al., 2000)

2.5. Dobijanje mikrobne biomase

Mikrobna biomasa za komercijalnu primenu se dobija kultivacijom u bioreaktorima
(fermentorima) u te¢nim, polute¢nim ili ¢vrstim hranljivim podlogama (Glick, 2015). Pre
masovne proizvodnje, kultivacija se izvodi na nizim nivoima razmere ,kako bi se ustanovile
optimalne proizvodne procedure uz minimalne troskove. Na pocetku istraZivanja, najpre se vrse
probni eksperimenti, za §ta su pogodni Erlenmajerovi sudovi na muckalici. Na osnovu takvih
eksperimenata mogu da se dobiju vredni podaci o mikroorganizmu, Kinetici njegovog rasta i
potrebama za nutrijentima. Posle toga, postepeno se povecava razmera procesa na bioreaktore
vecih zapremina (Galaction et al., 2003; Stamenkovi¢ et al., 2018)

Optimizacija procesa dobijanja mikrobne biomase podrazumeva izbor bioreaktora, tipa
fermentacije 1 hranljive podloge, kao i utvrdivanje optimalnih uslova rasta kojima ¢e se dobiti
maksimalni prinos. Izbor kulture zavisi, pre svega, od samog cilja formulacije biodubriva,
odnosno efekata koji se njime Zele postici, kao 1 od biljke na kojoj ¢e se primenjivati. Osim toga
potrebno je razmotriti slozenost procedure za umnozavanje Zeljene kulture 1 uzeti u obzir da li
¢e se krajnji proizvod sastojati od Ciste ili meSovite kulture (Herrmann i Lesueur, 2013).
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25.1. Izbor bioreaktora

Odabir pravog bioreaktora je klju¢ni korak u postizanju uspesne fermentacije. Stoga su dizajn
1 rezim rada bioreaktora vazni aspekti u procesu optimizacije. UCinak bioreaktora zavisi od
njegove geometrijske konstrukcije, unutrasnjeg dizajna, distributora gasa i rezima rada. Pre
odabira tipa bioreaktora, moraju da budu raspolozivi podaci o stehiometriji, kinetici, razmeni
toplote, koncentraciji supstrata u podlozi i na kraju fermentacije. Stehiometrijski podaci,
upotpunjeni podacima o Kinetici, jezgro su za projektovanje bioreaktora (Fu et al., 2003).

Bioreaktori se mogu podeliti na osnovu razli¢itih kriterijuma. Opsta podela na osnovu prisustva
kiseonika 1 meSanja, je na aerobne i anaerobne bioreaktore, sa i bez meSanja. Reaktor sa
mesanjem je najceSce koriScen tip bioreaktora u industriji. Ukoliko je odnos visine i precnika
bioreaktora H/D < 3 za bioreaktor se kaze da je sud, a ukoliko je H/D>3 radi se o koloni. Prema
rezimu rada, bioreaktori se mogu podeliti na Sarzne, proto¢ne i poluproto¢ne (Dodi¢ i Popov,
2009). Jos jedna od podela bioreaktora je prema na¢inu gajenja mikroorganizama na dubinske
(submerzne), povrSinske (emerzne) 1 bioreaktore sa ¢vrstom i1 polucvrstom podlogom.
Submerzni bioreaktori se, prema konfiguraciji, mogu da podele na bioreaktore bez cirkulacije
1 sa cirkulacijom (unutraSnjom ili spoljasnjom). UnutraSnja cirkulacija predstavlja prirodno
cirkulisanje te¢nosti, dok spoljasnja cirkulacija moze da bude prirodna ili prinudna, dejstvom
crpki, mehanic¢kih meSalica ili aeracije. Ukoliko gas cirkuliSe pomoc¢u vazduha pod pritiskom
radi se o barbotaznim kolonama ili o air-lift bioreaktoru, dok je bioreaktor sa prinudnom
cirkulacijom (crpkom) modifikovan tip air-lift sistema u kojem pumpa transportuje vazduh i
tecnost kroz sud. U zavisnosti od oblika ¢elija u suspenziji bioreaktori se, takode, dele na
bioreaktore za slobodno suspendovane c¢elije i bioreaktore za imobilisane celije. Kod
imobilisanih sistema, vazduh cirkuliSe preko filma mikroorganizama koji rastu na ¢évrstoj
povrsini, a mogu da se koriste i odredeni katalizatori (Najafpour, 2007).

Bioreaktori sa mehani¢kim mes$anjem su najkonvencionalnija vrsta bioreaktora koja se koristi
od 1940. godine (Jambi, 2012). Tradicionalni bioreaktor predstavlja sud sa meSanjem, koji
moze da bude Sarzni ili kontinualni. Ovakav bioreaktor sadrzi unutra$nje odbojnike i mesalicu,
kako bi se postiglo neophodno mesanje, homogenizacija, prenos mase i toplote. Ovi bioreaktori
su izuzetno fleksibilni i mogu da omoguce jako visok zapreminski koeficijent prenosa mase
kiseonika. Gas pod pritiskom se uvodi kroz distributore koji se nalaze ispod povrsine, kako bi
se omogucila dovoljna koli¢ina gasova za ¢elijski metabolizam. Veli¢ina mehurova i sadrZaj
gasa u bioreaktoru su kriticni za ucinak bioreaktora. Slika 2 prikazuje tipicni bioreaktor sa
meSanjem.
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Slika 2. Tradicionalni bioreaktor sa mesanjem (adaptirano prema Najafpour, 2007)

Generalno, glavne prednosti bioreaktora sa mehani¢kim meSanjem su njihov dokazan ucinak,
lako odrzavanje homogenih uslova, lako poveéanje razmere i monitorinog procesnih
parametara. Nedostaci koris¢enja ovih sistema odnose se na velike troSkove usled stalnog
mehanickog meSanja, stvaranje statiCkih i anoksi¢nih zona u delovima bioreaktora koji su
udaljeni od impelera i stvaranje pene koje nastaje usled intezivnog meSanja i aeracije (Jambi,
2012; Najafpour, 2007).

2.5.2. Tip fermentacije

Bakterije mogu da rastu u Sarznim, polukontinualnim ili kontinualnim uslovima. Kontinualna
fermentacija se smatra eksperimentalnim postupkom i retko se koristi za industrijske razmere.
NajceSce koriSéeni postupak koji istovremeno omogucava i laku kontrolu i upravljanje
procesom je Sarzna submerzna fermentacija (Glick, 2015).

Sarzna fermentacija duguje svoju popularnost jednostavnosti i lakoéi izvodenja, u poredenju sa
polukontinualnim procesom koji zahteva stalno nadgledanje 1 vece troskove, ali u isto vreme
daje i bolje rezultate (Stamenkovi¢ et al., 2018). U slucaju primene polukontinualnog
fermentacionog procesa, dolivanje supstrata se vrSi razliCitom dinamikom: pulsnim,
konstantnim, eksponencijalnim ili linearnim dotokom podloge (Oztiirk et al., 2016). Dodatak
nutrijenata za vreme polukontinualnog procesa uglavnom se vrsi sredinom eksponencijalne
faze, Sto produzava eksponencijalnu i stacionarnu fazu, samim tim povecavajuéi koli¢inu
stvorene biomase (Glick, 2015). U jedom od istrazivanja, kultivacija spora B. subtlis je izvedena
koris¢enjem oba postupka: Sarznog i polukontinulanog. Polukontinualni proces je bio podeljen
u tri faze: Sarznu (koja traje 12 h), polukontinualnu (naredna 4 h) 1 jo$ jednu SarZnu do samog
kraja fermentacije. Obe metode su postigle visoke koncentracije vegetativnih ¢elija, iako je
polukontiunalna kultivacija pomogla u spreCavanju liziranja celija i omogudéila vece
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koncentracije spora (Monteiro et al., 2014). Klju¢na stvar tokom polukontinualnih postupka je
pracenje koliine supstrata u podlozi kontinualno tokom celog procesa. U velikom broju
slucajeva je tesko izmeriti koncentraciju supstrata direktno za vreme fermentacije, pa se mogu
koristiti drugi indikatori kao $to su pH vrednost, koli¢ina CO; i organskih kiselina, da bi se
procenilo da li je potreban dodatan supstrat. Generalno, polukontinualni proces zahteva vece
nadgledanje i kontrolu u odnosu na Sarznu fermentaciju, pa se zbog toga manje koriste, uprkos
potencijalu da se njima ostvare vece koli¢ine biomase (Glick, 2015).

2.5.3. Optimizacija sastava podloge

Podloga za dobijanje biomase bi trebalo da zadovolji nekoliko kriterijuma: da je jeftina, lako
dostupna i sa odgovaraju¢im bilansom nutrijenata (Shaikh i Sayyed, 2015; Veljkovi¢, 1994). U
vedini slucajeva, fermentacija zapocinje inokulacijom U odgovarajucoj podlozi (hranljivi bujon,
LB medijum, Tryptic soja agar i dr.), nakon ¢ega se odredena koli¢ina inokuluma (obi¢no 1-
10%) prenosi u odgovoraju¢u podlogu za rast, koja je specificna za svaki mikroorganizam i ¢iji
sastav moze varirati u zavisnosti od cilja fermentacije (Shaikh i Sayyed, 2015). Neophodno je
da podloga sadrzi izvor ugljenika (najéesc¢e glukoza) i izvor azota, neorganske soli 1 druge
supstance koje zadovoljavaju potrebe metabolizma. Takvi uslovi omoguéavaju visok prinos
biomase (Abhyankar et al., 2011; de Carvalho et al., 2010). U velikom broju radova, sastav
hranljive podloge optimizovan je primenom visefaktorske analize: eksperimentalnog dizajna i
metode odzivnih povrSina (Anh, 2010; Chen et al., 2010; Cho et al., 2009; Sreekumar i
Krishnan, 2010). Primenom ove metode mogu da se, iz grupe razli¢itih jedinjenja, izdvoje ona
koja imaju pozitivan uticaj na rast mikoorganizma i utvrde njihove optimalne koncentracije u
podlozi. Pregled razli¢itih podloga koris¢enih za gajenje Bacillus sp. dat je u tabeli 5.

Tabela 5 Najcesce koriscene podloge za kultivaciju Bacillus sp.

Naziv Sadrzaj Mikroorganizam Referenca

Green et al. (1999);

Silr\fljlgiligcr?i Hranljivi agar, KCI, MgSOQu, B. subtilis Karava et al. (2019);
Fr)nedi'um) Ca(NOs)2, MnCl,, FeSOyq; ' Monteiro et al. (2014);
J Tavares et al. (2013)
Glukoza, L-glutamat,
ekstrakt kvasca, KH,PQOg,
F-podloga (NH.4)3PO4, MgSO., NaCl, B. subtilis Tavares et al. (2013)
CaCly, MnSOy4, ZnSOs,
FeSOy;
NBY podloga s
(Nutrient broth Hranljivi bujon, ekstrakt - Ghasemi i Ahmadzadeh
kvasca, K;HPQO4, KH2POs, B. subtilis
yeast extract (2013)
. MgSO,
medium)
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Nastavak tabele 5

Naziv Sadrzaj Mikroorganizam  Referenca
Mosquera
Bazalna podloga Ekstrakt kvasca, glukoza, MnSOsx, B. subtils etal.,
CaClz, KH2PO4, KoPO4, (NH4)2SO4, (2014)
MgSO4
CDMl(hemljSkl C5H807, KH2P04, KzHPO4, NaH2P04, Monteiro et
definisana (NH4)2S04, MgCls, (NH4)2HPO., FeCls, B. subtilis al., (2014)
podlogal) tiamin-HCI i Ca(NOs)2, glukoza B
Glukoza, pepton, ekstrakt kvasca, mesni
CDM2 (hemijski ekstrakt, NHsNO3, KH,PO,, MgSO4, NaCl,
definisana podloga (NH.4)2Mo4, Caz(NOs),, MgSQsa, B. subtilis 1li¢ (2016)

2) (NH4)2SO4, PVP-40, FeCls, EDTA, CaO,
EDTA, rastvor soli, NH4sH2PO4

Glukoza, ekstrakt kvasca, NH4NOs,

d;!ijnl\iizrfzez]glzkla KHzPOs, MgS0s, NaCl, Cas(NOs)z, B. megaterium  Ili¢ (2016)
3)p 98 (NH)2S04, PVP-40, FeCls, rastvor soli, - Meg
NH4H2PO4, glicerol
CDM4 (hemijski .
definisan(aer(T)]cljjlz Ia Glukoza, KH2PO4, (NH4).S0a, ekstrakt B. licheniformis Reis et al.
4)p g kvasca, CaCl,, MgCl,, metali u tragovima; ' (2005)

2.5.4. Uslovi kultivacije

Bacillus sp. pripada grupi mezofilnih mikroorganizama koji rastu na temperaturama izmedu 20
°C 140 °C. Temperaturni opseg 30-37 °C je uglavnom preporucen za optimalne uslove rasta,
dok je temperatura od 85 °C letalna za vegetativne celije (Monteiro et al., 2005; Tavares et al.,
2013). Pryor et. al (2007) su ustanovili da se jako dobra sporulacija (92%) moze postignuti i na
27 °C u kombinaciji sa drugim faktorima kao $to su visok sadrzaj vlage i stopa aeracije, §to
moze pomoci u smanjenju energetskih troskova (Pryor et al., 2007). Otpornost spora moze lako
da se poboljsa toplim ili hladnim $ok tretmanom. Hladni $ok tretman poveéava otpornost spora
do 100 °C zbog formiranja proteina koji Stite DNK spore (Movahedi i Waites, 2002; Pandey et
al., 2015). Za vecinu bakterija, pH vrednost treba da se, takode, odrzava na konstantom nivou
6-7. U jednom od istrazivanja navedeno je da bazne podloge poboljsavaju sporulaciju B.
amyloliquefaciens, dok kisela sredina otezava formiranje spora (Tzeng et al., 2008).

Znajuci da su bakterije iz roda Bacillus aerobne ili fakultativno anaerobne, jasno je da kiseonik
igra vaznu ulogu u procesu kultivacije i predstavlja kljucni faktor za njenu efikasnost (Naseva
et al., 2002; Stamenkovic-Stojanovic et al., 2019). Povecanjem koncentracije rastvorenog
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kiseonika, dolazi do povecanja broja ¢elija, spora i Zeljenih metabolita, dok njegov nedostatak
ili smanjena dostupnost uticu na kinetiku fermentacije (Suresh et al., 2009b; Wu et al., 2003).
Utvrdeno je da Bacillus thuringiensis ne sporulise u uslovima limitiranih kiseonikom. Medu tri
koriS¢ena zapreminska protoka vazduha, najbolji rezultati u pogledu sporulacije postignuti su
sa najvecim specifiénim protokom vazduha (2 vvm.) (Elsayed et al., 2014). Isti zapreminski
protok vazduha je primenjen za kultivaciju B. subtilis i produkciju iturina A sa odli¢nim
prinosom (Shih et al., 2009). Jo$ jedna studija, takode, naglasava vaznost aeracije tvrde¢i da
nedostatak kiseonika dovodi do liziranja sporangija (Sarrafzadeh et al., 2014).

Jako je bitno odrzavati nivo rastvorenog kiseonika na Zeljenom nivou. Koli¢ina dostupnog
kiseonika se u biohemijskom inzenjerstvu izrazava preko brzine prenosa mase kiseonika (eng.
oxygen transfer rate, OTR) (Galaction et al., 2003; Suresh et al., 2009b). Brzina prenosa mase
kiseonika predstavlja koli¢inu kiseonika po jedinici zapremine i jedinici vremena koja se
prenosi iz gasne u te¢nu fazu. Kod aerobnih kultivacija, brzina potro$nje kiseonika (eng. oxygen
uptake rate, OUR) bi trebalo da bude manja od brzine prenosa. Utvrdeno je da je maksimalni
OUR za B. subtilis 20,3 mmolO2/I'h, dok je specificna brzina potro$nje kiseonika 106
mmolO/g-h. Ovakav rezultat postignut je za 10 h kultivacije na pocetku ekspoencijalne faze,
kada postoji najveca potreba za kiseonikom (Richard i Margaritis, 2003).

Kapacitet prenosa mase kiseonika zavisi od zapreminskog koeficijenta prenosa mase kiseonika
(kLa), koji se moze odrediti nekom od standardnih metoda (sulfitna, apsorpciona metoda) ili se
mogu upotrebiti postojece korelacije koje uzimaju u obzir specificnu medufaznu povrsinu i
brzinu mesanja (Garcia-Ochoa i Gomez, 2009; Veljkovi¢ et al., 1995; Venkatachalam et al.,
2011). Uticaj na kra imaju i produkti metabolizma koji su prisutni u fermentacionoj te¢nosti.
Takav slucaj je zabelezen tokom kultivacije B. subtilis, koja ima sposobnost produkcije
surfaktanata. Dodatak vektora kiseonika povecava vrednosti kia, ali u isto vreme umanjuje
produkciju metabolita (Hbid et al., 1996). Sli¢no tome, Shih et. al. (2009) su potvrdili da
povecéanje kia potpomaze proizvodnju éelijske biomase, ali suzbija nastajanje iturina A (Shih
et al., 2009). S obzirom da je prisustvo takvih metabolita u fermentacionoj te¢nosti veoma
pozeljno zbog svojih antifugalnih svojstava, kultivacija se treba dalje optimizovati
kontrolisanjem brzine meSanja (Hbid et al., 1996).

Adekvatno meSanje mikrobne kulture je neophodno sa mnogih aspekata fermentacije
ukljucujuéi omogucavanje dovoljne koli¢ine nutrijenata i sprecavanje akumulacije toksi¢nih
sporednih proizvoda metabolizma u lokalnim oblastima bioreaktora sa slabijim meSanjem (AL-
Mashhadani et al., 2015). Efektivno mesSanje se lako postize kod kultura malih razmera, ali
predstavlja glavni problem kada se razmera fermentacije povecava. Vazno je znati da se
optimalni uslovi menjaju sa svakim poveCanjem zapremine bioreaktora (Liu, 2012).
Adekvatnim meSanjem moguce je da se kontroliSe koncentraciju kiseonika u podlozi (de
Carvalho et al., 2010). Najéesc¢e koris¢ene su Rastanove mesalice, dok opseg brzina mesanja
varira u granicama 100-1500 rpm (Bozi¢ et al., 2011).

Pregled istrazivanja kultivacije mikroorganizama grupe Bacillus pod razlicitim
eksperimentalnim uslovima dat je u tabeli 6.
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Tabela 6 Uslovi kultivacije mikroorganizama grupe Bacillus sp.

Optimalni eksperimentalni uslovi

Tip Podloga/
i i i Brzina Vreme . i juéci
mlkroorg_anlzma/Tlp Temperatura ina . _ Stepen aeracije/ Rezultati/Zakljucci Reference
kultivacije Substrat . meSanja  inkubacije Ny
(°0) koncentracijaO-
(rpm) (h)
- DSM, CDM1, -Vitamini znacajno uticu na
B. subtilis " .
Glukoza, sporulaciju. Monteiro
. . vitamini 37 150 48 - et
Erlenmajerovi sudovi ! .
, J .. ammonijum- -Dodatkom glukoze do 20 g-L i al.(2014)
na muckalici .. .. ,
sulfat. kalcijuma sporulacija se povecava
-Maksimalna koncentracija
vegetativnih ¢elija (1,3-10°
B. subtilis 100. 2 Lmin'Y Cihja mL") dIOSt'fg”“ta Jenakiau - (\vonteiro
DSM/CDM1 37 oo 48 eksponencljaine taze. etal,
Sars 0
Sarzno 30% -Primeceno je liziranje ¢elija. 48% (2014)
¢elija je formiralo spore za krajnju
koncentraciju: 6,3-10° spora-L!
Visak glukoze u odnosu na amonijak
B. subtilis _ sprecava liziranje ¢elija i omogucava
DSM/COML; 100- 2 L-min’Y/ da veéi broj ¢Celija sporulise. (Monteiro
Polukontinualno 37 Koncentracija glukoze ispod 20 et al.
Glukoza, 1200 o .
48 30% mg-L?, amonijaka ispod 900 mg-Lti  (2014)

(3 faze)

amonijum-sulfat

dodatak kalcijuma dali su rezultat od

3,6-10 spora-mL*
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Optimalni eksperimentalni uslovi

L . . Podloga/
Tip mikroorganizma/T -
'p mikroorganiz &/Tip Brzina Vreme . Rezultati/Zakljucci Reference
kultivacije Temperatura L. . .. Stepen aeracije/
Substrat ) mesanja inkubacije koncentracijaO
2
(rpm) (h)
B. subtilis Najbolje rezultate dale su kulture
DSM/ F 37 200 2472 ) gajene na F podlozi nakon 72 h Tavares et
Erlenmajerovi sudovi sa  podloga (preko 10° spora-mL, nakon al. (2013)
mesanjem 1 petri ploce preciscavanja).
B. subtilis . . N
Postignuta koncentracija ¢elija bila .,
DM2 200- 72 - Ili¢ (201
- C 30 00-300 ie 5-10° CFU-mL™ i¢ (2016)
arzna
B. subtilis CDM2/
Polukontinualna 30 200-300 & i Postignuta koncentracija celija bila . o) ¢,
Glukoza, je 5:108 CFU-mL™*
(2 faze) Ca
B. megaterium . e
CDM3 30 900-300 79 ) Postignuta koncentracija ¢elija bila Tli¢ (2016)

Sarzna

je 1,55:10° CFU-mL™.
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Optimalni eksperimentalni uslovi

Tip Podloga/
mikroorganizma/Tip Brzina Vreme " Rezultati/Zakljuéci Reference
s Temperatura L . . Stepen aeracije/
kultivacije Substrat . meSanja  inkubacije "
(°0) koncentracijaO,
(rpm) (h)
B. megaterium
Postignuta koncentracija ¢elijabila _ .,
Polukontinualna (2 CDM3 30 200-300 72 - je 7-10° CFU'mL™, Ili¢ (2016)
faze)
B. mega_tenum var, e . Dodatak PVP 2% je uticao na )
phospaticum Modifikovani bolje odrzavanje ¢elija. Postignuta Leo Daniel
Pikovaskaya 28 200 % ) koricentracija c'Jelija ]f;]il;l je: : etal.
Erlenmajerovi sudovi i : 201
nal bujon 3,7-10° CFU-mL* (2013)
sa meSanjem
B. licheniformis Period gladovanja je povecao broj
¢elija sa depolarizovanom Reis et al
Polukontinualna CDM4 45 1500 - - membranom, §to daje indikacije da (2005) '

(4 faza)

je stres prouzrokovan nedostatkom
glukoze.
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2.55. Modelovanje rasta mikroorganizama

Bioloski rast je vrlo kompleksan proces usko povezan sa sintezom celijskih konstituenata
(biomasom) 1 umnozavanjem individualnih ¢elija. Kinetika rasta predstavlja brzinu kojom se
broj individualnih ¢éelija (ili aktivna biomasa) menja u definisanom sistemu. Povecanje biomase
se moze meriti U funkciji vremena, kako bi se dobila kriva rasta. Kriva rasta mikroorganizama
je karakteristicnog oblika i sadrzi lag, eksponencijalnu (log) i stacionarnu fazu, praéenu fazom
odumiranja (Zweietering et al., 1990).

Lag faza deSava se odmah nakon inokulacije i predstavlja period adaptacije mikroorganizama
na nove uslove sredine. DefiniSe se kao tranzicija do eksponencijalne faze posle
udvostrucavanja pocetnog broja Celija. Nakon lag faze, koja moze trajati od nekoliko minuta
do nekoliko sati, odpocinje rast mikroorganizama. DuZina lag faze se moze kontrolisati
veli¢inom inokuluma, sastavom podloge ili spoljasnjim uslovima.

Eksponencijalna faza je okarakterisana periodom intenzivnog rasta najve¢om mogucom
brzinom u datim uslovima. Brzina povecanja broja celija u eksponencijalnoj fazi
proporcionalna je broju ¢éelija i generalno se moze prikazati slede¢om jednacinom (Egli, 2009)

ax _

il L 1)

gde je X — broj ili masa celija, t — vreme, a u — specifi¢na brzina rasta. Resavanjem jednacine

(1) dobija se:

In==p, -t 2
Xo
Iz jednacine (2) moze da se odredi generacijsko vreme t,;, odnosno vreme potrebno da se broj
¢elija udvostruci:

n2
ta ="~ 3)

Nakon eksponencijalne sledi stacionarna faza rasta u kojoj se ¢elije i dalje dele i umnozavaju,
ali je njihov rast balansiran jednakim brojem umrlih éelija. Celijska kultura moze uéi u
stacionarnu fazu ukoliko su iscrpljeni nutrijenti ili ukoliko je doslo do inhibicije rasta nekim od
proizvoda metabolizma. Pri tom, iscrpljivanje nutrijenata ne mora nuzno da dovede da
prestanka rasta, zbog toga Sto Celije koje liziraju predstavljaju izvor nutrijenata za ¢elije koje su
1 dalje Zive. Rast zasnovan na mrtvim c¢elijama se naziva endogeni metabolizam, 1 razlog je za
postojanje blagog porasta broja celija 1 tokom stacionarne faze. Poslednja faza je faza
odumiranja, karakterisana gubitkom Zivih éelija. Cak i u ovoj fazi mogu postojati Zive éelije
koje metaboliSu i dele se, ali je njihov broj dosta manji od broja umrlih ¢elija.

Da bi se adekvatno opisala kriva rasta i sve njene faze i da bi se broj izmerenih podataka
redukovao na ograni¢en broj interesantnih parametara, potrebno je naéi odgovarajuci
matematicki model. Prvi najjednostavniji model razvijen u mikrobioloskoj kinetici je Monodov
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model koji ukazuje da brzina rasta zavisi od koncentracije supstrata. Pored Monodovog modela,
u literaturi se moze naci veci broj drugih modela rasta, koji opisuju ponaSanje odredenih
organizama i ne ukljucuju potroS$nju supstrata kao model baziran na Monodovoj jednacini.
Ukoliko se pretpostavi da postoji dovoljno supstrata kojim ¢e se posti¢i zeljeni broj
mikroorganizama, onda nivo supstrata nije od prevelikog interesa, pa se takvi modeli mogu
upotrebiti (Zweietering et al., 1990).

2.5.6. Povecanje razmere procesa

Povecanje razmere bioprocesa podrazumeva prenosenje procesa sa laboratorijskog nivoa na
poluindustrijski i industrijski nivo u cilju dobijanja Zeljenog proizvoda u ve¢im koli¢inama. S
obzirom na to da se poc¢etni eksperimenti uglavnom izvode na opremi manjih razmera, potrebno
je utvrditi da li ¢e se isti ili sli¢ni rezultati posti¢i na opremi vecih dimenzija (Wang et al., 1997).
Promene dimenzija mogu da prouzrokuju promene u efikasnosti mesanja, uti¢u na snabdevanje
kiseonikom i povecaju moguénost kreiranja ,,mrtvih zona“ i nejednaku rasporedenost
nutrijenta. Da bi se predvideo ucinak procesa vece razmere, potrebno je razmotriti efekat
povecanja dimenzija fermentora, odnosno dodatnih poteskoc¢a u prenosu mase i toplote. Kljucni
parametri o kojima najviSe treba voditi raCuna su povezani sa prenosom mase i toplote,
meSanjem i aeracijom (Garcia-Ochoa i Gomez, 2009). Modelovanje kompleksnog
hidrodinamic¢kog ponaSanja je jedan od najtezih numeric¢kih poblema koji ima fundementalnu
vaznost u mnogim aspektima inZenjerstva. Za optimizaciju ucinka reaktora neophodno je
znanje lokalne dinamike fluida u bioreaktoru, odnosno veze izmedu hidrodinamike i
koeficijenta prenosa mase (Suresh et al., 2009a).

Kombinacija razli¢ith fizickih parametara vodi do kreiranja dimenzionog broja, koji treba da
ostane konstantan tokom procesa povecanja razmere (Maier et al., 2004; Meier et al., 2016;
Trujillo-Roldan et al., 2013). Naj¢esca velic¢ina koja se odrzava na konstantnom nivou prilikom
povecanja razmere je kLa. S obzirom da je cilj postiéi isti kia u oba bioreaktora, sve promenljive
koje uti€u na vredost kLa se moraju drZati konstantnim. Ova praksa je poduprta ¢injenicom da
u aerobnim sistemima, naroCito kod vecih razmera, glavni problem predstavlja upravo
adekvatno dopremanje kiseonika iz gasne faze. Dimenziona analiza pomaze da se razviju
korelacije sa ¢lanovima bezdimenzionih grupa, ¢ija jednakost ¢e obezbediti konstantu vrednost
kLa.

Uspeh procesa povecanja razmere potvrduje se ekspeirmentalnim putem kada se prikazuje da
se 1 na narednom nivou razmere pod istim uslovima mogu postici isti ili sli¢ni rezultati (Suresh
et al., 2009a).

2.6. Formulacija mikrobiolos$kih preparata

Komercijalana primena mikrobioloSkih dubriva zavisi od razvoja mikrobioloskih preparata
(formulacija) koje ¢e omoguciti duzu viabilnost primenjenog mikroorganizma. S obzirom da
forumulacije predstavljaju konacan oblik proizvoda koji se stavlja u promet, njihova funkcija
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je da stabilizuju mikroorganizam, pomognu njegovo oslobadanje na Zzeljenu biljku, Stite
mikroorganizam u ciljanoj zoni i povecaju njegovu funkcionalnost (Schoebitz et al., 2013;
Shaikh i Sayyed, 2015).

Da bi se dobila cista kultura, ¢elije se odvajaju od fermentacione teCnosti, najcesce
centrifugiranjem i dalje pre¢iS¢avaju sloZzenim protokolima, koji ukljucujuéi visestruka
centrifugiranja, ispiranja i rastvaranja peleta (Tavares et al., 2013). Ipak, neki istrazivaci
izostavljaju proces odvajanja i préis¢avanja i koriste ¢elije zajedno sa fermentacionom te¢noscéu
zbog toga $to sadrzi vredne metabolite koji su pozeljan deo finalnog proizvoda (Chung et al.,
2010; Gotor-Vila et al., 2017; Martinez-Alvarez et al., 2016).

Nakon umnozavanja ¢elije mikroorganizama se inkorporiraju sa nosacem. Izbor nosaca zavisi
od zeljenog tipa formulacije. Idealan nosac¢ treba da produzi rok trajanja formulacije, bude
rastvoran u vodi, netoksi¢an i biorazgradiv, sa dobrim puferskim kapacitetom i otporan na
uslove spoljasnje sredine. Sa ekonomskog glediSta bitno je da bude jeftin i lako dostupan
(Nakkeeran et al., 2005; Vassilev et al., 2015). Bakterije mogu da se, takode, liofilizuju i
skladistite bez nosac¢a, mada uvek uz primenu nekog od krioprotektanata. Pored toga, mogu da
se dodaju supstance koje stite celiju od spoljnih stresova i poboljsavaju fizicka, hemijska ili
nutritivna svojstva formulacije (glukoza, saharoza, maltoza, trehaloza, glicerol itd.) (Garcia-
Fraile et al., 2015; Omer, 2010). Savremeno trziSte ima potrebu za poboljSanjem formulacija,
kreiranjem i komercijalizacijom novih biodubriva, koja ¢e biti efikasnija, stabilnija i kvalitetnija
(Herrmann i Lesueur, 2013).

Sa aspekta agregatnog stanja, mikrobioloske formulacije se mogu podeliti na tene i ¢vrste
(suve). Obe vrste formulacija postoje u ve¢em broju varijacija i imaju svoje prednosti i
nedostatke. Generalo, suve formulacije se ¢eS¢e koriste od te¢nih, jer omoguc¢avaju duZi rok
trajanja i lakSe su za skladistenje i transport (Omer, 2010). Prednosti i nedostaci nekih od
najéescée koris¢enih formulacija dati su u tabeli 7.

2.6.1. Tecne formulacije

Te¢ne formulacije predstavljaju suspenzije mikroorganizama u vodi, ulju ili polimerima i
obi¢no zahtevaju dodavanje inertnih supstanci, kao $to su stabilizatori, surfaktanti, uc¢vrséivaci,
nutrijenti, boje itd. U te¢ne formulacije spadaju koncentrati suspenzija, emulzije, uljane
disperzije, suspo-emulzije i suspenzije kapsula.

Koncentrati suspenzija predstavljaju smesu fino samlevenih Cestica aktivnog sastojka u te¢noj
fazi (najéesée u vodi). Cvrste Gestice nisu rastvorene u te¢noj fazi, tako da je potrebno da se
smesa dobro promesa pre upotrebe, kako bi se omogucéila ravomerna raspodela Cestica. Primena
ovakvih preparata zasniva se na potapanju semena u formulaciju pre sejanja ili ravnomernim
prskanjem preko semena. Ovakve formulacije su jednostavnije za proizvodnju, jeftinije i lakSe
za upotrebu od suvih formulacija. Njihov glavni nedostatak je nedovoljna efikasnost i kratak
rok trajanja. Pored toga mikroorganizmi nisu dovoljno zastieni od kontaminacije za vreme
skladiStenja, transporta i primene u zemljiStu (Schoebitz et al., 2013).
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Emulzije sacinjavaju kapi te¢nosti rasporedene u drugoj nemesljivoj te¢nosti, najéesée su to
kapi ulja u vodi. Postoje i inverzne emulzije kod kojih su kapi vode rasporedene u ulju. S druge
strane, uljane disperzije predstavljaju disperzije ¢vrstih aktivnih sastojaka u uljima. Nedostatak
ovakvih sistema je njihova nestabilnost i potencijalna fitotoksi¢nost (Gasic i Tanovic, 2013)

Suspenzije kapsula su stabilne suspenzije mikroinkapsulisanih aktivnih sastojka u vodenoj fazi.
Enkapsulacija aktivnog sastojka se vrSi u kapsulama od Zelatina, skroba, celuloze i drugih
polimera ¢ime se Stiti od nepozeljnih uticaja okoline. Takode, neophodan je dodatak
surfaktanata i zgusnjivaca. I pored toga Sto ovakva formulacija omogucava kontrolisano
otpustanje aktivnog sastojka, njena komercijalizacija je jako spora, jer su ovakvi proizvodi
dosta skupi (Vassilev et al., 2015).

Mesavina koncentrata suspenzije i emulzije sadinjava tzv. suspo-emulzije. Priprema ovakvih
preparata je jako kompleksna, a primena jo$ uvek nedovoljno istrazena. Ipak njihov potencijal
i znacaj je veliki i tokom vremena ¢e nastaviti da raste (Gasic i Tanovic, 2013).

2.6.2. Cvrste formulacije

Cvrste formulacije (koncentrovani suvi ili vlazni prahovi, granule ili briketi) se mogu proizvesti
koris¢enjem razliCitih vrsta zemljanih (treset, ugalj, glina, neorganska zemlja), organskih
(kompost, sojina sa¢ma, piljevina), inertnih (vermikulit, perlit, betonit, silikati) i polimernih
materijala (Malusa et al., 2012). Prednosti ¢vrstih formulacija u odnosu na te¢ne su duZzi rok
trajanja, smanjeni troSkovi skladiStenja, transporta i prodaje. Njihov najve¢i nedostatak je
potencijalna inaktivacija mikrobne kulture za vreme suSenja. NajceS¢e je neophodno koristiti
dosta veci broj bakterija, kako bi se osiguralo da ¢e krajnji broj biti optimalan za komercijalnu
primenu (Lievense i van’t Riet, 1994).

Svaki tip formulacije proizvodi se na specifican nacin, §to moze podrazumevati i kombinaciju
nekoliko metoda, a izbor metode i vrste formulacije zavisi, pre svega, od tipa mikroorgaizma
(Behboudi-Jobbehdar et al., 2013). Tako, na primer, suvi prah i suve granule se najuspesnije
proizvode sa mikroorganizmima koji formiraju spore, dok vlazni prahovi i granule sadrZe
metabolic¢ki aktivne mikroorganizme (Mishra i Arora, 2016)

Generalno, ¢vrste formulacije se mogu proizvesti jednostavnim suSenjem na vazduhu ili
primenom nekih od dehidratacionih tehnologija mikroinkapsulacije, poput suSenja
raspSivanjem, suSenja zamrzavanjem ili susenja u fluidizovanom sloju. Primenom ovih metoda,
mikroorganizam, koji predstavlja aktivnu supstancu, oblaZze se materijalima koji Stite Celiju,
otpornost i trajnost krajnjeg proizvoda se povecava, a Ssvojstva formulacije generalno
poboljsavaju (Gasic i Tanovic, 2013). Iako se suSenje zamrzavanjem smatra najboljom
metodom kojom se postizu najmanja osStecenja, susenje rasprSivanjem ima prednosti u pogledu
troskova 1 iskoriS§¢ene energije, Sto naroCito dolazi do izraZzaja u proizvodnji pri velikim
razmerama (Behboudi-Jobbehdar et al., 2013; Campos et al., 2014).

Susenje rasprSivanjem predstavlja tehniku mikroinkapsulacije mikroorganizama u nekom od
nosaCa, ¢ime se povecava otpornost i trajnost Kkrajnjeg proizvoda. Prilikom suSenja
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rasprSivanjem, te¢na kultura se pretvara u prah atomizacijom kapljica suspenzije pri velikim
brzinama u struji zagrejanog vazduha (150-200 °C) (Huang et al., 2017). Atomizovane kapljice
su jako malih dimenzija (reda velicine mikrometra) i prisutne u velikom broju, imaju veliku
dodirnu povrsinu, ¢ime je omoguceno kratko vreme susenja prilikom izlaganja vrelom vazduhu
u komori za susenje. Ipak i pored kratkog vremena zadrzavanja, moguce je da dode do termicke
inaktivacije mikrobne kulture, a faktori koji najvise utic¢u na viabilnost ¢elija u toku suSenja
rasprSivanjem su ulazna i izlazna temperatura, protoci suspenzije i vazduha, vreme suSenja i
pritisak rasprsSivaca (Peighambardoust et al., 2011). Najveci broj ¢elija prezivi ukoliko se
susenje izvodi pri nizim temperaturama, $to, sa druge strane, uzrokuje veéi sadrzaj vlage i losiji
kvalitet proizvoda. Odgovarajuéi izbor protoka i temperature ulaznog vazduha, kao i protoka
vode koja ¢e isparavati (a samim tim i protoka suspenzije koja se pumpom dovodi do
rasprSivaca), umanjice termicku inaktivaciju. Prave veli¢ine ovih promenljivih se uglavnom
pronalazi metodom probe i greske ili statistiCkom metodom optimizacije (Lievense i van’t Riet,
1994).

Termicka inaktivacija moze da se spre¢i u velikoj meri izborom odgovarajuceg zastitnog
agensa. Neki od najceSce koriS¢enih agenasa za enkapsulaciju koriS¢enjem tehnike suSenja
rasprsivanjem su modifikovani i hidrolizovani skrob i guamarabika. Medu njima najpoznatiji
je maltodekstrin koji se dobija kiselom hidrolizom skroba (lbrahim Silva et al., 2013).
Zahvaljujuéi svojoj niskoj ceni, lakoj dostupnosti, visokoj rastvorljivost i malom viskozitetu,
ova supstanca predstavlja najcesc¢e koris¢eni nosac u procesima susenja rasprsivanjem.

Sama tehnika suSenja rasprSivanjem je Siroko rasprostranjena i primenjena u razlicitim
oblastima industrije. Svoju popularnost duguje ¢injenici da jednostavo i pouzdano omogucava
velike kapacitete proizvodnje 1 izdasne prinose. Finalni proizvod ima nisku aktivnost vode, $to
ga sa mikrobioloSkog aspekta Cini stabilnim i dugotrajnim, laksi je za Cuvanje, transport,
skladiStenje 1 manipulaciju (Huang et al., 2017). Zbog svega navedenog susenje rasprsivanjem
je izabrana kao metoda za formiranje mikrobioloSkog preparata B. subtilis, a maltodekstrin je
izabran kao nosa¢ u formulaciji.
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Tabela 7 Prednosti i ograni¢enja nekih od najcesce koriséenih tipova formulacija (Herrmann i
Lesueur, 2013; Mishra et al., 2015).

. Vista Prednosti Ogranicenja

inokuluma
Pogodne za $irok opseg Jak negativan uticaj na ekosistem;
mikroorganizama: bakterije, AMF, Skupe investicije za ekstrakciju;
ektomikorize; Toksi¢na jedinjenja se oslobadaju za

Kulture sa Zastitna nutritivna sredina; vreme susSenja i sterilizacije;

tresetom Sadrzaj vlage se moze podesiti da  Visoka varijabilnost sastava i kvaliteta
optimizuje rast i opstanak bakterija u zavisnosti od porekla;
za vreme skladiStenja i inokulacije; Moguca toksi¢nost kroz kontakt sa
Veliki puferski kapacitet. drugim jedinjenjima.
Laki za rukovanje i primenu; Mala viabilnost za vreme skladiStenja i

- Lako se dodaju aditivi da bi se nakon primene na semenima,

. Tecni . poboljSao rast i opstanak celija; Niska temperatura skladistenja (4 °C);

inokulumi Sastav se lako- definise i Ogranicen rok trajanja;
kontrolise; Osetljivost na stresne uslove.
Velike koncentracije celija.
Lake za rukovanje, primenu i Veliki troskovi transporta i
skladiStenje; skladiStenja.
Manje prasnjave od treseta;.

Granule Cesto nesterilni nosaéi.

Primena u zemljistu: nema
direktnog kontakta sa drugim
hemijskim jedinjenjima (nema
toksi¢nosti).

Enkapsulisane
Celije

Narocito efikasne u stresnim
uslovima sredine;

Primenjiva na sve tipove Celija;
Celija je zastiéena u nutritivnom
oklopu od mehanickih i prirodnih
stresova i predatora;

Sporo 1 kontrolisano oslobadanje
mikroorganizama kada se oklop
degradira;

Dostupan veliki broj polimera:
netoksi¢ni, biodegradabilni;
Skladistenje na sobnoj temperaturi
(suve kapsule).

Neophodna specifi¢na oprema i
odredena finansijska ulaganja;

Ne postoji dostupan komercijalni
proizvod.
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2.7. Primena eksperimentalnog dizajna u optimizaciji procesa

Ve¢ duzi vremenski period postoji trend da se jednofaktorska optimizacija, kod koje se jedan
faktor varira na vise nivoa, dok su drugi faktori konstantni, zameni visefaktorskim statistickim
metodama (Das et al., 2014). Pored toga $to ovaj pristup zahteva vece finansijske izdatke i
oduzima puno vremena, on ne prikazuje interakcije koje postoje izmedu parametara procesa,
pa samim tim nije moguce pouzdano odrediti optimalne uslove za efektivnu i efikasnu
proizvodnju ciljanog proizvoda. S druge strane, visefaktorska analiza minimizuje broj
eksperimenata, daju¢i bolji pregled efekata interakcije izmedu parametara odnosno
kombinovani efekat faktora i njihov uticaj na Citav proces (Bezerra et al., 2008).

Jedna od najcesce koriséenih procedura visefaktorske optimizacije je metoda odzivne povrsine
(RSM), koja kombinuje matematicke i statisticke metode, kako bi se analizirao uticaj vise
faktora (nezavisno promenljivih) na jedan ili viSe pracenih odziva (zavisne promenljive) i
pruzio matemati¢ki model koji opisuje praceni sistem (Bas 1 Boyaci, 2007; Ranjith Kumar et
al., 2015), a uz Deringerovu funkciju pozeljnosti istovremeno optimizuje razliite izlazne
promenljive predlazu¢i nivoe nezavisnih promenljivih koje ¢e dati zadovoljavaju¢e odgovore
sistema (Ibrahim Silva et al., 2013). Ova metoda omoguéava smanjenje broja eksperimenata
garantujuci pritom dobru sposobnost predvidanja i potpuno objaSenjenje ponaSanja sistema
(Sanchez Blanco et al., 2016). RSM se oslanja na dizajn eksperimenata (Design of Experiments,
DoE), koji predstavlja sistemati¢ni prisup u planiranju eksperimenata i omoguéava da se smanji
broj eksperimenata, a poveéa koli¢ina relevantnih i statisticki validnih informacija
(Franceschini i Macchietto, 2008).

RSM, zajedno sa DoE i visekriterijumskom optimizacijom, ¢esto su koris¢eni u optimizaciji
mnogobrojnih procesa, izmedu ostalog i u biotehnologiji, jer s obzirom na to da nema
subjektivnog uticaja istrazivaca, sami zakljucci su objektivniji i pouzdaniji (Montgomery,
2001).

Proces visefaktorske analize ukljucuje nekoliko koraka (Bas i Boyaci, 2007):

izbor zavisnih i nezavisnih promenljivih i eksperimentalnog dizajna,
izvodenje eksperimenata prema utvrdenom eksperimentalnoj matrici,
statisticka analiza rezultata 1 formiranje matemati¢kog modela,
provera adekvatnosti modela i

visekriterijumska optimizacija bazirana na modelu

g bk wnE

1. lzbor promenljivih

RSM utvrduje vezu izmedu dva tipa promenljivih: zavisnih (odzivi sistema ili izlazne
promenljive) i nezavisnih (faktori ili ulazne promenljive). Vrednost zavisnih promenljivih
zavisi od nivoa na kojima se nalaze nezavisne promenljive (Ferreira et al., 2007; Lundstedt et
al., 1998). Izbor zavisnih i nezavisnih promenljivih, kao i nivoa na kojima ¢e se one varirati,
bazira se na iskustvu istrazivaca, dostupnim literaturnim podacima i prethodno odradenim
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eksperimentima koji imaju zadatak da izdvoje najznacajnije faktore u moru promenljivih
(Montgomery, 2001). Posle izbora promenljivih, njihove stvarne vrednosti transformisu se u
kodirane (bezdimenzione) vrednosti. Takva transformacija omogucava zanemarivanje
originalnih jedinica i opsega i pronalazenje znacajnosti medu nezavisnim promenljivim
poredenjem regresionih koeficijenata (Bas 1 Boyaci, 2007).

2. Izbor eksperimentalnog dizajna i izvodenje eksperimenata

Postoji veliki broj eksperimentalnih dizajna koji se razlikuju po izboru eksperimentalnih tacaka,
broju nivoa nezavisnih promenljivih, broju blokova i eksperimenata (Bezerra et al., 2008).
Najcesce korisc¢eni su puni faktorijalni dizajn, Boks-Benkenov dizajn i centralni kompozitni
dizajn. Medu njima, Boks-Benkenov dizajn je ¢esto koris¢en zbog toga §to znacajno smanjuje
broj eksperimenata. Moze se definisati kao rotabilni dizajn drugog reda Kkoji je izveden iz
nepotpunog faktorijalnog dizajna na tri nivoa (Ferreira et al., 2007). Faktori se variraju na tri
nivoa (-1, 0, +1) na podjednakom rastojanju medu nivoima (Ghaffari et al., 2014). Pri tom,
faktori se ne variraju istovremeno, kombinuju se u takozvane blokove, $to ovaj dizajn ¢ini
neopotpunim, ali veoma efikasnim i ekonomi¢nim (Bezerra et al, 2008). Posebna prednost ovog
dizajna je u tome $to ne sadrzi kombinaciju parametara u kojima su faktori na svojim najvis§im
ili najnizim nivoima i izbegava ekstremne radne uslove kada se ¢esc¢e desavaju velike devijacije
u rezultatima (Ferreira et al., 2007).

Po izboru dizajna eksperimenata, sledeci korak je da se izvedu eksperimenti prema utvrdenom
redosledu. Nakon toga, eksperimentalni podaci su spremni za statisticku analizu koja ¢e
rezultirati predlaganjem matematickog modela (Marinkovi¢, 1994; Montgomery, 2001).

3. Formiranje matematickog modela

Matematicki model predstavlja odgovaraju¢u aproksimaciju eksperimentalnih podataka
kori$¢enjem nelinearne regresije, obi¢no u formi polinoma prvog ili drugog reda (Bezerra et al,
2008). Polinomne jednacine modela drugog reda uklju¢uju kombinovan uticaj procesnih
parametara i njihove kvadratne efekte (Bas i Boyaci, 2007; Bezerra et al., 2008):

Y = Bo+ Xicy Bixi + Xicy Buxi® + Xiaisi Bijxixj + € (4)

gde B;; i B;; predstavljaju regresione koeficijente efekta interkacije i kvadratnog efekta,
respektivno. x; i x; su promenljive. Koeficijenti regresije u kvadratnoj jednacini se odreduju
metodom najmanjih kvadrata (Myers et al. 1995).

4. Provera adekvatnosti modela

Nakon kreiranja matematickog modela, potrebno je da se utvrdi da li model adekvatno opisuje
vezu izmedu promenljivih i1 kolika je precizna njegova mogucénost predvidanja. Znacajnost i
adekvatnost modela i faktora se utvduje analizom varijanse (,, ANOVA*) koja poredi varijacije
do kojih dolazi u eksperimentalnim rezultatima (Mékel4, 2017). Izvori varijacije mogu biti sam
model, faktori, interakcije medu faktorima, kvadratni Clanovi faktora, ostaci (reziduali),
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odstupanje od modela (lack of fit), greska i ukupna korekcija modela, zbog cega svi ovi
parametri podlezu analizi.

Adekvatnost modela utvrduje se procenom sledec¢i parametara:

- F i p vrednosti. Predstavljaju najbitnije parametre za procenu statisticke znacajnosti
analiziranih veli¢ina. p vrednost zavisi od nivoa zanacajnosti (intervala poverenja) koji
odreduje koliko je znacajan izvor varijacije. Veca vrednost F-faktora ukazuje na vecu
znacajnost faktora ili interakcije, dok p-vrednosti manje od 0,05 ili 0,001 ukazuju na
nivo statisticke znacajnosti (interval poverenja) od 95 % i1 99%, redom.

- Odstupanje od modela. Utvrduje da li neslaganje izmedu eksperimentalno utvrdenih
vrednosti i onih koje predvida model mogu biti objasnjene eksperimentalnom greskom.
Model koji je znacajan ima statisticki neznacajno odstupanje modela (p > 0,05).

- Koeficijent determinacije (R?) kao i njegova prilagodena i predvidena vrednost (adj R?
i pred R?). Ovim koeficijentom se opisuje procenat ukupnih varijacija koji se moze
objasniti predlozenim modelom, odnosno fitovanje eksperimentalnih i predvidenih
vrednosti. Da bi model bio adekvatan potrebno je da R?i adj R? budu sto blizi jedinici,
arazlika izmedu adj R?i pred R? bude manja od 0,2 (Bas i Boyaci, 2007; Mikel4, 2017;
Vera Candioti et al., 2014).

- Koeficijent varijacije (CV) i PRESS (Predicted errors sum of squared). Ovim
parametrima se procenjuje ponovljivost modela. Ukoliko su CV vrednosti manje od
10% i PRESS vrednosti vece od 4 model se moze smatrati ponovljivim.

Dodatno uskladenost eksperimentalnih i1 predvidenih rezultata se moZe analizirati nizom
dijagnostickih procedura, medu kojima su grafik normalne raspodele rezidula, grafik koji
poredi aktuelne i predvidene vrednosti, Boks-Koks grafik, Kukova distanca i drugi. Cilj svih
dijagnostickih procedura je utvrditi da li postoji dobro fitovanje sa eksperimentalnim podacima
1 kakva je raspodela reziduala, na osnovu Cega se jednacina modela usvaja ili predloze
transofrmacija podataka koje ¢e omoguciti bolje fitovanje. Pored toga, pojedine vrste podataka
(npr. rezultati mikrobioloskog brojanja, rezultati prikazani kao odnos, brojevi populacije) je
potrebno pre pocetka analize transformisati kako bi se uskladili sa pretpostavkama ANOVA.
Model se dodatno moze modifikovati dodavanjem ili oduzimanjem ¢lanova. Ukoliko u
kvadratnoj jadnacini postoji veé¢i broj parametara koji nisu statisticki znacajni, model se
najcesc¢e redukuje eliminisanjem svih ¢lanova ¢ija p vrednost je ve¢a od 0,1.

5. Analiza znacajanih efekata

Ukoliko je model adekvatan, moze da se prede na procenjivanje individualnih i kombinovanih
efekata analiziranih faktora. Procena se bazira na apsolutnim vrednostima koeficijenata u
matematiCkom modelu. Veca vrednost koeficijenta ukazuje da faktor ima veci uticaj na
odgovore sistema, dok pozitivan predznak ukazuje da pozitivha promena faktora dovodi do
povecanja zavisne promenljive, 1 obrnuto (Bezerra et al. 2008).
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Dalja analiza ¢lanova u jednacini modela vr$i se primenom 2D i 3D dijagrama. Graficka
prezentacija jednacine modela u obliku 2D i 3D dijagrama je posebno korisna za interpretaciju
kombinovanih efekta analiziranih faktora. 3D dijagram se koristi da objasni kombinovani
efekat 2 faktora, dok se u odredenim slucajevima na osnovu 3D dijagrama mogu utvrditi i
optimalne oblasti. 2D dijagram u obliku kontura daje dobru predstavu o obliku odzivne
povrsine. Centar elipse ili krugova na kontur dijagramu predstavlja maksimum ili minimum,
dok konturni dijagrami u obliku hiperbole ili parabole imaju tacku ukrStanja koja nije niti
minimum niti maksimum (Bas i Boyaci, 2007).

6. Utvrdivanje optimalnih uslova

Cilj optimizacije je pronaci uslove pri kojima se dobija maksimalna vrednost odziva sistema.
U kompleksnim realnim sistemima ¢esto postoji potreba da se istovremeno optimizuje nekoliko
odziva, pri ¢emu optimalni uslovi za jedan od odziva nisu u isto vreme optimalni i za drugi
odziv (Castillo, 2007). Postoje razli€iti pristupi kojima se definiSe globalni optimum koriste¢i
viSekriterijumsku optimizaciju. Jedna od najcesce koriS¢enih metoda je Deringerova funkcija
pozeljnih odgovora (Derringer i Suich, 1980).

Koris¢enjem Deringerove fukcije pozeljnih odgovora, svi odogovori sistema, bilo da su
predvideni ili dobijeni eksperimentalnim putem, transformisu Se na istu skalu, a onda
kombinuju u zajedni¢ki odgovor koji bi trebao da ima maksimalnu vrednost (Derringer i Suich,
1980). Transformisani odgovori (pozeljnosti, di) su predstavljeni na skali od 0 (Sto predstavlja
nezeljeni odgovor) do 1 (zeljeni odgovor). Kominacijom individualnih funkcija pozeljnih
odgovora dobija se ukupna funkcija pozeljnih odgovora (D) koja moZe imati vrednosti od D =
0 (svi odgovori sistema imaju nepozeljnu vrednost) do D = 1 (svi odgovori sistema imaju
pozeljnu vrednost). Ukoliko se vrednost D priblizava jedinici, sistem se pribliZava globalnoj
optimalnoj vrednosti (Jeong i Kim, 2009; Sivakumar et al., 2007). U zavisnosti da li je cilj da
se odredeni odgovor maksimizira, minimizira ili dostigne unapred definisanu vrednost, koriste
se razlicite transformacije (Simic et al., 2016).
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3.1. Materijal

3.1.1. Hemikalije

Hranljivi agar, hranljivi bujon, krompir dekstrozni agar - Torlak, Srbija; kalijum-hlorid (KCI),
kalcijum-nitrat (Ca(NOz)2), mangan-hlorid (MnClz), gvozde(ll)-sulfat (FeSOa), glukoza —
Zorka Pharma Hemija, Srbija; maltodekstrin (5 DE) — Geneza, Srbija, magnezijum-sulfat hepta
hidrat (MgSO4-7H>0) — NRK InZenjering, Srbija; pikrinska kiselina (CsH3zN3O7) — Merck,
Nemacka; NaOH — Sigma Aldrich, Nemacka; azot gas 5.0, 200 bar — Messer Tehnogas, Srbija.

3.1.2. Mikroorganizmi

Sporogena Gram pozitivna bakterija B. subtilis 2063 iz NCIM kolekcije ustupljena od firme
Fertico d.o.0. iz Nisa. Bakterijska kultura ¢uvana je na -80 °C u vialama i na 4 °C na agarnim
plocama.

Za testiranje antifugalnog dejstva mikrobioloskog preparata B. subtilis NCIM 2063 kori$¢eni
su slede¢i fitopatogeni izolati gljiva: S. sclerotiorum (izolovana sa stabiljke suncokreta na
Rimskim $anéevinama u Novom Sadu), R. solani (izolovana sa korena mrkve u Futogu),
Alternaria alternata (izolovana sa lista mrkve u Irigu), Fusarium proliferatum (izolovana sa
kukurza na Rimskim $an¢evima u Novom Sadu) i Leptosphaeria maculans (izolovana sa stabla
uljane repice u Crvenki). Svi izolati su identifikovani na molekularnom nivou i pripadaju
kolekciji Instituta za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad.

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje suve biomase

Za odredivanje suve biomase, 10 ml uzorka je centrifugirano na 4.000 o/min, supernatant
dekantovan, pelet ispran destilovanom vodom, ponovo centrifugiran, resuspendovan u 5 ml
vode, prenesen u prethodno izmerenu praznu staklenu Petri plocu i1 suSen na 105 °C do
konstantne mase. Suva biomasa je izraCunata iz razlike masa pune i prazne Petri ploce.

3.2.2. Odredivanje vlage

Za odredivanje sadrzaja vlage, 2 g praSkaste formulacije, dobijene nakon suSenja
rasprSivanjem, premesteno je U aluminijumsku posudu i suSeno na 105 °C do konstantne mase.
Eksperiment je ponovljen u triplikatu. Rezidualni sadrzaj vlage izracunat je prema sledecoj
jednacini (Behboudi-Jobbehdar et al., 2013).

Wr—Wwj

% vlage = 100 - —— (5)

i
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gde su w¢ i w; — izmerene mase formulacije pre i posle suSenja na 105 “C.

3.2.3. Izracunavanje Kkoeficijenta prinosa biomase u odnosu na
glukozu i kiseonik

Koeficijent prinosa biomase u odnosu na glukozu Yy /s raCunat je prema sledecoj formuli:

Yx/s = ;O_;:o (6)

gde je: s, — pocetna koncentracija glukoze, s — krajnja koncentracija glukoze, X — krajnja
koncentracija biomase i X, — po¢etna koncentracija biomase.

Koefcijent prinosa u odnosu na kiseonik Yy, ratunat je pod pretpostavkom da je sav kiseonik
koji je prenet u podlogu utrosen od strane mikroorganizama, prema sledecoj formuli:

X
Yero = 5o (1)
gde je X — koncentracija biomase u trenutku vremena t, OTR — brzina prenosa mase Kiseonika
i t —vreme.

3.2.4. Izra¢unavanje brzine prenosa mase kiseonika

Brzina prenosa mase kiseonika u Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici je
izraCunata na osnovu empirijske jednacine (Veljkovi¢ et al., 1995):

OTR = 7.23-107*- (%)-0-845 .C-N  (8)

gde je: V, — zapremina teCnosti, V — zapremina erlenmajerovog suda, C — koncentracija
rastvorenog kiseonika i N — brzina mesanja (s%). S obzirom da su eksperimenti izvodeni pri
konstantnoj brzini mesanja (150 rpm) i amplitudi muékalice (2cm™), vrednosti OTR u
Erlnemajerovim sudovima su kontrolisane podeSavanjem odnosa zapremine podloge i
zapremine Erlenmajerovog suda (testirani su udeli zapremine podloge 0d 0,1, 0,2, 0,311 0,5 kada
se postizu vrednosti OTR 10, 6, 4 i 2 mol/m>h respektivno)

Zabioreaktor je vrednost OTR-a izracunata na osnovu eksperimentalno odredene vrednosti k;a
i raunski dobijene vrednosti rastvorljivosti kiseonika (c*) u podlozi na datoj temperaturi
primenom sledece jednacine (9):

OTR =kja-c” 9)
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3.2.5. Odredivanje specificne brzine potrosnje kiseonika

Specificna brzina potro$nje kiseonika roz racunata je za eksponencijalnu fazu rasta prema
sledec¢oj formuli:

OTR
gde je OTR - brzina prenosa mase kiseonika, a X — koncentracija biomase ostvarena u
eksponencijalnoj fazi.

3.2.6. Odredivanje zapreminskog koeficijenta prenosa mase
kiseonika

Vrednosti kia u bioreaktoru odredene su apsorpcionom metodom. Najpre se produvavanjem
azota kroz tecnost nivo rastvorenog kiseonika smanji do nule, nakon ¢ega se kroz te¢nost, uz
mesanje, produvava vazduh uz pracenje promene nivoa rastvorenog kiseonika kiseoni¢nom
elektrodom (Mettler Toledo 3420036). Kiseoni¢na elektroda nije uticala na preciznost merenja
s obzirom da je ispunjen Van't Rietov Kkriterijum (vremenska konstanta elektrode bila je znatno
manja od vrednosti su vredosti 1/kia) i da su vrednosti k.a bile manje od 0,1 s u svim
slucajevima (Garcia-Ochoa et al., 2010; Van’T Riet, 1979). Karakteristike kiseoni¢ne elektrode
date su u prilogu (tabela PT6, slika PS1) 1z promene koncentracije Kiseonika sa vremenom
racuna se kLa pomocu sledece jednacine:

In(1-¢) =—k,a-t+ const (11)

Na osnovu zavisnosti promene kia pri razliCitim brzinama mesanja se izvodi empirijska
jednacina za proracun brzine mesanja koju je potrebno obezbediti da bi se u bioreaktoru postigla
zeljena, prethodno utvrdena vrednost k. a.

3.2.7. Priprema inokuluma

Inokulum se priprema zasejavanjem 300 ml hranljivog bujona u Erlenmajerovom sudu od 500
ml jednom kolonijom B. subtilis NCIM 2063 i gajenjem na temperaturi od 37 °C u toku 24 h
na rotacionoj muckalici pri frekvenciji od 2,5 Hz (150 rpm). Za kultivaciju je uziman inokulum
starosti 24 h u koli¢ini od 1% (v/v).

3.2.8. Kultivacija u bioreaktoru

Kultivacija u bioreaktoru zapoceta je inokulacijom 1% c¢elijskom kulturom starom 24 h,, u
prethodno sterilisanom Difco sporulacionom medijumu (DSM) sledeceg sastava: hranljivi agar,
10% (w/v) KCl, 1,2% (w/v) MgSOa4 u koji je dodato po 1 ml rastvora 1 M NaOH, 1 M Ca(NO3)2
0,01 M MnCl2 i1 mM FeSO;4 sterilisanih kroz membranski filter. Kultivacioni uslovi prethodno
su odredeni visekriterijskom optimizacijiom. U podlogu je dodat 0,01 M NaOH radi
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podesavanja pH vrednosti i antipenuSavac (Delamex 120), da bi se sprecilo stvaranje pene
tokom kultivacije. Celijski rast praéen je merenjem opticke gustine uzorka u razligitim
vremenskim intervalima.

Slika 3. Fermentor KLF

Bioreaktor sa mehani¢kim mesanjem (KLFM, BioEngineering, Wald, Switzerland), zapremine
3,7 | (radna zapremina 2,5 I), poseduje mesalicu opremljenu sa dva Rastanova impelera sa 6
lopatica, precnika 48 mm i 4 odbojnika (slika 3). Za aeraciju specifi¢énim protokom vazduha od
0,3 vvm koriscen je sterilan vazduh, koji je dovoden iz eksternog kompresora. Bioreaktor je
opremljen sa pH (BioEngineering 46955) i kiseoni¢nom elektrodom (Mettler Toledo 3420036)
1 povezan na BioScada softverski sistem pomocu kojeg se vrsi pracenje procesnih parametara.

3.2.9. Odredivanje ukupnog broja ¢elija
Ukupan broj ¢elija odredivan je metodom razblaZenja 1 brojanja kolonija na Petri plo¢i posle
24-¢asovne kultivacije na 30 °C.

3.2.10. Odredivanje broja spora

Za odredivanje broja spora uzorak je izlagan visokoj temperaturi (80 °C) 10 min, kako bi se
deaktivirale vegetativne Celije, nakon Cega se broj spora odreduje metodom razblazenja i
brojanjem izraslih kolonija posle 24 h inkubacije.

3.2.11. Odredivanje viabilnosti mikrobioloSkog preparata

Viabilnost mikrobioloskog preparata dobijenog susenjem rasprsivanjem odredivana je odmah
posle suSenja raspr§ivanjem i nakon 6 meseci ¢uvanja na sobnoj temperaturi. Za odredivanje
ukupnog broja ¢elija rehidratisanog preparata ,koriS¢ena je metoda razblazenja i1 kultivacija na
Petri ploci.
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3.2.12. Odredivanje glukoze

Koncentracija glukoze je odredena spektrofotometrijski, metodom sa pikrinskom kiselinom
(Willaman i Davison, 1924). Uzorak fermentacione te¢nosti je centrifugiran 10 min na 3.000
0/min, supernatant razblazen i 1 ml razblazenog supernatanta mesan sa 5 ml rastvora pikrinske
kiseline. Posle zagrevanja uz kljucanje u trajanju od 15 min, normalni sud je dopunjen
destilovanom vodom i merena je apsorbanca na 580 nm (UV/VIS Spectrophtometer - Pye
Unicam Ltd, Cambrige England). Koncentracija glukoze odredena je na osnovu standardne
prave u opsegu do 5 g/l glukoze.

3.2.13. Biolosko (antagonisticko) dejstvo preparata

Antagonisticko dejstvo mikrobioloSkog preparata B. subtilis NCIM 2063 odredeno je na 5
fitopatogenih gljiva izolovanih sa razliCitih biljaka metodom dvojne kultivacije. Izolati
fitopatogenih gljiva (S. sclerotiorum, R. solani, A. alternata, F. proliferatum, L. maculans) su
prvo preneti sa kose podloge na ravnu PDA (krompir dekstrozni agar) podlogu. Nakon 5 dana
razvoja na ravnoj podlozi, kolonije gljive su ponovo prenete na PDA podlogu u Petri plo¢i. U
centar Petri plo¢e je nanet micelijum fitopatogene gljive, a oko micelijuma je naneta
resuspendovana kultura B. subtilis NCIM 2063, nakon ¢ega su inkubirane 48 h na 30 °C.
Merene su zone inhibicije rasta micelijuma patogenih gljiva (1), porast gljive u tretmanu (T) i
kontroli (K) (izolati gljiva bez bakterijskog soja). Na osnovu dobijenih vrednosti izracunati su
procenti inhibicije rasta (PGI, percentage of growth inhibition) micelijuma patogenih gljiva
prema formuli (Korsten i De Jager, 1995):

PGl = (K —T)/K-100  (12)

3.2.14. Fitostimulativno dejstvo mikrobioloskog preparata

Fitostimulatorni efekat mikrobioloskog preparata B. subtilis NCIM 2063 istrazivan je in vitro
na semenu zelene paprike (Capsicum annuum). Seme paprike je dezinfikovano potapanjem u
smesu (1:1) 30 % vodonik-peroksida i 70 % etanola u trajanju od 10 min, nakon ¢ega je isprano
(potapanjem) destilovanom vodom nekoliko puta. Seme je inokulirano potapanjem u
resuspendovanu kulturu B. subtilis NCIM 2063, ¢éelijske gustine 9,1 LOG(CFU/g), nakon ¢ega
je zasejano u prethodno pripremljene saksije sa 200 g suve sterilisane zemlje. Seme potopljeno
u sterilisanu vodu sluzilo je kao kontrola. Biljke su gajene 8 nedelja u komori pri konstantnoj
temperaturi (22 °C), izloZene svetlosti 16 h dnevno. Vegetativno tkivo je analizirano na sledece
parametre:

- visina stabiljke, duzina korena i broj listova

- masa lista i korena i

- sadrzaj hlorofila u listovima.

Za odredivanje sadrzaja hlorofila, 100 mg listova se potopi u 7 ml DMSO i inkubira 30 min na
65 °C. Nakon dodavanja DMSO do ukupne zapremine 10 ml, 1 ml se prenese u kivetu i meri
apsorbanca na 645 nm i 663 nm (slepa proba DMSO) (UV/VIS Spectrophtometer - Pye Unicam
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Ltd, Cambrige England) (Hiscox i Israelstam, 1979). Sadrzaj hlorofila izratunava se
Arnonovim jednacinama:
Chla (g/1) = 0.0127 x A663 — 0.00269 x A645; (13)
Chlb (g/1) = 0.0229 x A645 — 0.00468 x A663; (14)

Tot Chl (g/l) = 0.0202x A645 + 0.00802 x A663.  (15)

3.2.15. Utvrdivanje kinetickih parametara rasta

Eksperimentalni podaci o rastu mikroorganizama su koris¢eni za izraCunavanje kinetickih
parametara: specifi¢e brzine rasta p,, 1 generacijskog vremena t; slede¢im jedna¢inama
(Veljkovi¢, 1994);

In==p, t (16)
Xo
ty = Z‘—j (17)

gde je x — koncentracija biomase u trenutku t, a x, — poc¢etna koncentracija biomase.

3.2.16. Jednofaktorska optimizacija procesnih uslova za rast B. subtilis u
erlenmajerovim sudovima sa meSenjam

Koncentracija glukoze i brzina prenosa mase kiseonika u Erlnemajerovim sudovima sa
mesanjem optimizovane su primenom jednofaktorske optimizacije. Kultivacija je zapoceta
inokulacijom sterilne hranljive podloge inokulumom B. subtilis 2063 starosti 24 h u koli¢ini od
1 % (v/v) na rotacionoj muckalici amplitude 2 cm, pri brzini obrtanja 150 rpm, 48 h na 37 °C.
Eksperimenti su izvodeni u Erlenmajerovim sudovima zapremine 500 ml sa sterilisanom DSM
podlogom, (sastav podloge opisan u delu 3.2.7.). Najpre je optimizovana koncentracija glukoze,
nakon Cega je, pri konstantnoj koncentraciji glukoze (10 g/l), optimizovana brzina prenosa mase
kiseonika. U jednakim vremenskim intervalima uzimani su uzorci za odredivanje suve biomase
i glukoze.

3.2.17. Visekriterijumska optimizacija procesnih uslova

U cilju dalje optimizacije uslova rasta B. subtilis NCIM 2063 na nivou Erlenmajerovih sudova,
primenjen je Boks-Benkenov eksperimentalni dizajn sa tri faktora, koja su varirana na tri nivoa,
uz pet ponavljanja oko centralne tacke, tj. ukupno 17 eksperimenata (tabela 8). Inokulum B.
subtilis 2063, velic¢ine 1% i starosti 24 h, koris¢en je za inokulaciju sterilisane hranljive DSM
podloge u Erlenmajerovom sudu, zapremine 500 ml . Faktori odabrani na osnovu literaturnih
podataka i preliminarnih istraZivanja su: temperatura (25-37 °C), OTR (2-10 mol/mh) i
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koncentracija glukoze (0-20 g/l). Praceni odgovori sistema bili su ukupan broj ¢elija i ukupan
broj spora. Kultivacija je vrSena 24 h na rotacionoj muckalici pri brzini obrtanja 150 rpm.

Tabela 8 Kodirane i nekodirane vrednosti pra¢enih procesnih faktora

Oznaka Nizi nivo Srednji nivo Visi nivo
faktora Faktor
(-1) () (+1)
X1 Temperatura, °C 25 31 37
X2 OTR, mol/m3h 2 6 10
X3 Koncentracija glukoze, g/L 0 10 20

3.2.18. Formulisanje mikrobioloSkog preparata

Mikrobioloski preparat za biokontrolu fitopatogena i stimulaciju rasta biljaka dobijen je
postupkom mikroinkapsulacije ¢elija B. subtilis NCIM 2063 metodom susenja rasprSivanjem.
Uslovi suSenja rasprSivanjem optimizovani su primenom Boks-Benkenovog dizajna
eksperimenata, RSM metode i Derignerove funkcije pozeljnih odgovora.

3.2.18.1. Uslovi suSenja rasprSivanjem

Mikrobioloski preparat pripremljen je mikroinkapsulacijom celijske kuture B. subtilis NCIM
2063, stare 24 h, dobijene pod optimalnim uslovima u laboratorijskom fermentoru, primenom
metode susenja rasprsivanjem. Izlaganje umerenim temperaturnim stresovima moze da poveca
otpornost spora B. subtilis, pa je procesu suSenja raspr§ivanjem prethodilo izlaganje temperaturi
od 54 °C u trajanju od 1 h (Chung et al., 2010). Nakon toga, fermentaciona te¢nost je meSana
sa odgovarajuc¢om koli¢inom nosaca (prema tabeli eksperimentalnog dizajna) u trajanju od 10
min radi homogenizacije, odnosno potpunog rastvaranja nosaca u fermentacionoj tecnosti.

Za suienje rasprsivanjem koris¢en je Biichi mini B-290 (Flavil, Svajcarska) sprej susac (slika
4), sa diznom za rasprSivanje, pre¢nika 0,7 mm. Protok vazduha i pritisak atomizacije imali su
konstantne vrednosti od 600 I/h i 0,55 bar, redom. Ulazna temperatura i protok tecnosti varirani su
prema matrici eksperimentalnog dizajna po Boks-Benkenu.
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Slika 4. Sprej susa¢ Biichi mini B-290

3.2.18.2. Optimizacija uslova suSenja rasprsivanjem

U cilju odredivanja optimalnih parametara enkapsulacije B. subtilis NCIM 2063 metodom
susenja rasprSivanjem primenjen je Boks-Benkenov eksperimentani dizajn sa tri faktora, koja
su varirana na tri nivoa, tj. ukupno 17 eksperimenata (tabela 9). Odabrani faktori bili su:
koncentracija maltodekstrina (10-50 g/L), ulazna temperatura vazduha (110-140 °C), i protok
suspenzije (2-10 ml/min). Odgovori sistema bili su sadrzaj vlage, prinos proizvoda i broj
prezivelih Celija B. subtilis. Prinos proizvoda izracunat je kao odnos mase dobijenog praha i
suve materije suspenzije koja se sastoji od kultivacione te¢nosti sa dodatkom maltodekstrina.

Tabela 9. Kodirane i nekodirane vrednosti pracenih procesnih faktora

Oznaka Nizi nivo Srednji nivo Visi nivo
faktora Faktor
(-1) (0) (+1)
X, Koncentracija maltodekstrina, 10 30 50
g/l
X2 Temperatura, °C 110 125 140
X3 Protok te¢nosti, ml/min 6 8 10
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3.2.19. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti realizovani su u tri paralelna ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja
vrednost tri ponavljanja + standardna devijacija. Programi Origin 6.0, Excell 2013, Expert
Design 7.0 (Trial verzija) i SPSS Statistics (Trial verzija) primenjeni su za statisticku obradu,
modelovanje i graficku analizu eksperimentalnih podataka. Znacajne razlike aritmetic¢kih
sredina tretmana odredene su primenom Takijevog testa. Adekvatnost modela odzivnih
povrsina procenjena je primenom analize varijanse (ANOVA) na osnovu FiSerovog kriterijuma
(F-vrednost), nivoa statisticke znacajnosti (p-vrednost) i vrednosti odstupanja od modela.
Model je ocenjen na osnovu vrednosti koeficijenta determinacije (R?), prilagodenog i
predvidenog koeficijenta determinacije (Adj R? i Pred R?), koeficijenta varijacije (CV), sume
reziduala predikcijske greske (PRESS) i srednjeg relativnog odstupanja (MRPD).
Visekriterijumska optimizacija izvrSena je primenom Deringerove funkcije pozeljnih odgovora
1 izracunavanjem faktora pozeljnosti.
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4.1. Kultivacija B. subtilis NCIM 2063 u
Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj
muckalici

Optimialni uslovi za rast B. subtilis NCIM 2063 utvrdeni su gajenjem mikroorganizma u
Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici. Uticaj procesnih uslova istrazen je
izvodenjem eksperimenata generisanih metodom jednofaktorske i visefaktorske optimizacije.
Jednofaktorski pristup podrazumevao je pracenje samo jednog faktora (koncentracija glukoze
ili brzina prenosa mase kiseonika, dok su drugi faktori bili na konstantom nivou. Praceni odziv
sistema bila je koncentracija biomase. Na osnovu zaklju¢aka izvedenih jednofaktorskom
optimizacijom, formirani su kriterijumi za kreiranje tabele eksperimentalnog dizajna po Boks-
Benkenu, na osnovu koje je metodom povrSine odziva izvrSena viSefaktorska optimizacija
procesnih uslova (koncentracije glukoze, brzina prenosa mase kiseonika i temperature) i
utvrden njihov uticaj na ukupan broj ¢elija i ukupan broj spora. Primenom ovog pristupa,
kreiran je matematic¢ki model koji opisuje zavisnost ukupnog broja ¢elija i ukupnog broja spora
od koncentracije glukoze, brzine prenosa mase Kkiseonika i temperature i istrazeni su
interakcioni efekti izmedu tri procesna faktora.

4.1.1. Jednofaktorska optimizacija procesnih uslova

Uticaj odabranih faktora na kineti¢ke parametre rasta, kao pocetna faza eksperimenata, utvrden
je jednofaktorskom optimizacijom rasta B. subtilis u Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj
muckalici.

4.1.1.1. Optimizacija koncentracije glukoze

Prethodna istrazivanja su pokazala da obogacivanje podloge glukozom u opsegu koncentracija
do 20 g/l moze pozitivno da uti¢e na rast B. subtilis (de Carvalho et al., 2010; Monteiro et al.,
2005; Ngoc et al., 2017). Da bi se povecéala ukupna koli¢ina biomase, glukoza je dodavana u
DSM podlogu, pa je pracen rast biomase pri razli¢itim koncentracijama glukoze. Kao sto se
moze videti na slici 5, lag faza je trajala manje od 2 h nezavisno od koncentracije glukoze, dok
se tranzicija iz eksponencijalne u stacionarnu fazu u podlogama sa glukozom odvijala brzo.
Stacionarna faza je otpocela nakon 24 h kultivacije, tako da ne postoji potreba da fermentacija
traje 48 h, odnosno ekonomski je opravdano da se proces zaustavi ranije.

54



Kultivacija B. subtilis NCIM 2063 u Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici

—=— bez glukoze
—e—5¢g/L

10 g/L
14 y —w— 15 g/L

Koncentracija biomase, g/L

0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

t,h
Slika 5 Promena koncentracije biomase B. subtilis NCIM 2063 u DSM podlozi sa
razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze: 15 g/1, 10 g/1, 5 g/11 0 g/l, na 37 °C i pri
brzini obratanja 150 o/min

Uticaj glukoze na parametre rasta prikazan je u tabeli 10. Vrednosti specifi¢ne brzine rasta se
nisu statisticki zna¢ajno razlikovale, tj. varirale su u opsegu 0,26-0,33 h™l. Takav rezultat je u
saglasnosti sa rezultatima prethodno objavljenih istrazivanja za Sarznu kultivaciju B. subtilis G-
GANA7 (Matar et al., 2009) i B. subtilis ATCC 6051 (Panda et al., 2018) u kojima su postignute
specifi¢ne brzine rasta 0,3 h'*i 0,325 h'%, redom. Maksimalni prinos biomase (6,1 gsb/1) na kraju
kultivacionog perioda ostvaren je u podlozi sa poc¢etnom koncentracijom glukoze 10 gll.
Povecanje pocetne koncentracije glukoze iznad 5 g/l ne dovodi do znacajnog povecéanja prinosa
biomase na kraju kultivacionog perioda. Sli¢no tome, Monteiro i sar. (2005) su zakljucili da se
¢elijska gustina povecava sa povecanjem pocetne koncentracije glukoze do 5 g/L, ali ostaje
konstantna pri ve¢im pocetnim koncentracijama (Monteiro et al., 2005). Maksimalan prinos
biomase od 6,1 gsn/ dobijen u ovoj disertaciji je veci od prinosa ostvarenog na melasi Se¢erne
trske (0,44 g/l biomase B. subtilis UTB96) posle 12 h kultivacije (Ghasemi i Ahmadzadeh,
2013).

Tabela 10 Specifi¢na brzina rasta (um ), generacijsko vreme (tq ), brzina potrosnje glukoze (rs),
finalna koncentracija suve biomase (X) i koeficijent prinosa suve biomase u odnosu na
glukozu (Yx/s) na podlogama sa razli¢itim koncentracijama glukoze

Pocetna
koncentracija um (h) ta (h) X, Qsb/ rs, g/lh Yx/s, g/g
glukoze (g/L)
0 0,26+0,08 2,67+0,58 4,33+0,13% - -
5 0,33£0,00 2,10+0,01 6,06+0,05 0,09+0,00* 1,35+0,00%
10 0,28+0,03  2,46+0,26 6,00+0,17 0,13+0,00® 0,80+0,01?2
15 0,32+0,06 2,16+0,36 5,95+0,23 0,19+0,01* 0,56+0,01?2

Nivo statisti¢ke znacajnosti p < 0,01
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Promena koncentracije glukoze sa vremenom u podlozi sa razli¢itim poc¢etnim koncentracijama
glukoze je prikazna na slici 6. Specifi¢na brzina potro$nje glukoze je varirala u opsegu 0,09—
0,19 g/l. Poveéanje pocetne koncentracije glukoze u podlozi povecalo je brzinu potrosnje
supstrata, ali i smanjilo koeficijent prinosa biomase, $to navodi na zakljucak da se glukoza,
0sim za stvaranje biomase, trosi i za proizvodnju nekog od metabolita. Pri pocetnoj koncetraciji
od 5 g/l ostvaruje se najveci koeficijent prinosa biomase (1,35 g/g) kada je sva glukoza
potroSena na kraju procesa. Ova vrednost koeficijenta prinosa biomase znacajno premasuje
vrednost postignutu (0,183 g/g) tokom Sarzne kultivacije B. subtilis ATCC 6051 (Panda et al.,
2018). S obzirom da dalje povecanje koncentracije glukoze nije uticalo na povecanje biomase,
moze se zakljuciti da je iznad 5 g/l glukoza u visku i da je aktiviran preplavni metabolizam

¢ime se znacajno smanjuje energetska efikasnost, a samim tim i umnozavanje ¢elija (Dauner et
al., 2001).
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Slika 6 Promena koncentracije glukoze u podlozi sa vremenom pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama glukoze: 5 g/l, 10 g/l, 15 g/l.

4.1.1.2. Optimizacija brzine prenosa mase kiseonika

Brzina prenosa mase kiseonika predstavlja klju¢ni parametar u aerobnim sistemima na osnovu
kojeg se procenjuje efikasnosti aeracije, optimizuje produktivnost i donosi odluka o izboru
bioreaktora i povecanju razmere (Garcia-Ochoa i Gomez, 2009). Tok Sarzne fermentacije u
Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici pri razli¢itim vrednostima brzine prenosa
mase kiseonika prikazan je na slici 7. OTR od 10 mol/m*h je uticala na produZzenje
eksponencijalne faze i postupan prelaz u stacionarnu fazu, $to je rezultiralo znafajnim
poveéanjem suve biomase na kraju kultivacionog perioda. S druge strane, brzine prenosa mase
kiseonika od 6 mol/m3h, ili manje, deluju limitiraju¢e na mikrobni rast. Kultivacija B. subtilis
u uslovima limitirane dostupnosti Kiseonika aktivira aerobnu respiraciju koju karakterise
redukcija nitrata uz povecanje koli¢ine NADH i NADPH, i smanjenje koli¢ine ATP neophodog
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za stvaranje Celijske biomase. Samim tim, ¢elijski metabolizam je okrenut u pravcu stvaranja
metabolic¢kih proizvoda poput acetata, laktata, sukcinata ili 2,3-butandiola, dok je mikrobni rast
zaustavljen (Hu et al., 2017). U slucaju B. thuringiensis je nadeno da povecanje OTR sa 1,6
mol/mh na 2,8 mol/m®h uti¢e na poveéanje ukupnog broja éelija. Dalji rast ovog parametra do
14 mol/m®h uti¢e na povecanje specifiéne brzine rasta i sporulaciju, dok na ukupan broj éelija
nema statisticki znacajan uticaj (Mounsef et al., 2015).

—=— OTR=10 mol/m°h

—e— OTR=6 mol/m°h
OTR=4 mol/m/*h

—w— OTR=2 mol/m/*h

Koncentracija biomase, g/L

Slika 7 Promena koncentracije biomase B. subtilis NCIM 2063 pri razli¢itim vrednostima
OTR: 10, 6, 4, 2 (mol/mh), na 37 °C, u DSM podlozi sa 10 g/l glukoze

Analizom kinetickih parametara (tabela 11) uocava se da OTR nema uticaj na specifi¢nu brzinu
rasta 1 generacijsko vreme, ali ima znacajan uticaj na prinos biomase. Pove¢anje OTR sa 2
mol/m®h na 10 mol/m3h poveéava prinos biomase sa 2,15 g/l na 6,20 g/l (2,9 puta). Literaturni
podaci potvrduju da se maksimalni mikrobni rast postize kada je kiseonik u visku.
Koncentracija rastvorenog kiseonika u podlozi je rezultat odnosa brzine prenosa i brzine
potro$nje kiseonika. Utvrdeno je da pri niskim koncentracijama kiseonika ne dolazi do
umnozavanja ni do sporulacije B. thuringiensis, a najveci Celijski rast zabelezen je pri
maksimalnom kori§¢enom specifi¢nom protoku vazduha (2 vvm), koji odgovara brzini prenosa
mase kiseonika od 1 mol/m*h (Elsayed et al., 2014). Drugo istrazivanje uticaja nivoa
rastvorenog kiseonika na rast i sporulaciju B. subtilis MB24 dovelo je do zakljucka da se
najveca koncentracija spora postize kada je rastvoreni kiseonik iznad 30% od zasi¢enja
podloge, dok se pri anaerobnim uslovima efikasnost sporulacije znacajno smanjuje (Monteiro
et al., 2005). U uslovima limitiranim kiseonikom, B. subtilis ima sposobnost adaptacije
oslanjanjem uglavnom na usvajanje nitrata (Nakano i Hulett, 2006), §to moze objasniti relativno
visoke vrednosti specificne brzine mikrobnog rasta zabelezene pri malim vrednostima OTR.

57



Kultivacija B. subtilis NCIM 2063 u Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici

Tabela 11 Specifi¢na brzina rasta (um ), generacijsko vreme (tq), finalna koncentracija biomase
(X) B. subtilis NCIM 2063, specifi¢na brzina potrosnje kiseonika (roz) i koeficijent prinosa
biomase u odnosu na kiseonik (Yx/o, g/g) na podlogama sa razli¢itim vrednostima OTR

OTR kra,

ht X, g/l ro2. mmol/gh Y

mol/m3h K um (™) ta , o/ 02, mmol/g xlo, glg
2 9,1 0,3+0,09 2,46+0,76 2,15+0,2 0,94+0,042 4,16+0,162
4 18,3 0,27+0,04 2,26+0,31 2,23+0,08 1,78+0,09? 2,20+0,112

6 27,5 0,29+0,01 2,59+0,10  2,47+0,19 2,3440,05° 1,67+0,03%
10 458 0,27+£0,00 2,51+0,00 6,20+0,13? 3,22+40,012 1,21+0,007

Nivo statisti¢ke znacajnosti p < 0,01

Vrednosti specificne brzine potroSnje kiseonika i koeficijenta prinosa biomase u odnosu na
kiseonik (tabela 11) izra¢unate su na osnovu pretpostavke da je sav kiseonik koji je prenet u
podlogu potroSen od strane mikroorganizama, odnosno da je postignuta maksimalna o¢ekivana
vrednost brzine prenosa mase kiseonika. Uocljivo je da poveéanjem brzine prenosa mase
kiseonika dolazi do smanjenja koeficijenta prinosa biomase u odnosu na Kkiseonik i
istovremenog povecanja specificne brzine potrosnje kiseonika u eksponencijalnoj fazi. Takav
rezutat jo$ jednom navodi na zakljucak da se nove koli¢ine dovedenog kiseonika troSe na
umnozavanja biomase i produkciju nekog od metabolita. Kada je u pitanju formulacija
mikrobioloskih dubriva, takvo Svojstvo se smatra pozeljnom s obzirom da metaboliti B. subtilis
imaju dokazano biopesticidno i fitostimulatorno dejstvo (Fabio et al., 2008; Su et al., 2020).

4.1.2. Visefaktorska optimizacija uslova rasta primenom metode
odzivne povrSine

Istrazivanja uticaja procesnih uslova na broj vegetativnih ¢elija i spora, modelovanje dobijenih
odgovora i utvrdivanje optimalnih uslova za kultivaciju B. subtilis NCIM 2063 izvrSena su
primenom multifaktorske optimizacije metodom odzivna povrSine. Tri nezavisna faktora
(temperatura, brzina prenosa mase kiseonika i poc¢etna koncentracija glukoze) varirana su na tri
nivoa primenom Boks-Benkenovog eksperimentalnog dizajna, a njihov uticaj na ukupan broj
vegetativnih Celija i ukupan broja spora, posle 24 h kultivacije prikazan je u tabeli 12.
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Tabela 12 Matrica eksperimentalnog plana sa pra¢enim odzivnim veli¢inama

Nekodirane vrednosti faktora Prac¢ene odzivne veli¢ine
Ukupan broj ¢elija, Broj spora,
Broj eksperimenta POéetﬂa__ LOG(CFU/mI) LOG(CFU/ml)
Temperatura, °C (A)  OTR, mol/m*h (B) koncentracija
glukoze g/l () pkgp, PRED. EKSP. PRED.
1 25,00 2,00 10,00 8,69+0,01 8,66 8,46+0,00 8,69
2 37.00 2,00 10,00 8.80+0.07 8.71 8.54+0,06 8.70
3 25,00 10,00 10,00 9.23+0.04 9,32 7.90+0.13 7.74
4 37.00 10,00 10,00 9,72+0.06 9.8 9.33+0.04 9,10
5 25,00 6.00 0.00 8.72+0.08 8.78 8.52+0.10 8.62
6 37.00 6.00 0.00 9.10+0,07 9,17 8.76+0,07 8.93
7 25,00 6.00 20,00 7.93+0,06 7.86 5.70+0,07 5,53
8 37.00 6.00 20,00 8.10+0.1 8.04 6.69+0.06 6.59
9 31,00 2,00 0,00 9.08+0,03 9,1 8.75+0,08 8,42
10 31.00 10,00 0.00 9.34+0,06 9,19 9.29+0,13 9,36
11 31.00 2,00 20,00 7.10+£0,14 7,25 7.00+0,13 6.93
12 31,00 10,00 20,00 9.00+0.11 8.98 5.10+0.14 543
13 31,00 6,00 10,00 9.09+0.01 9,01 8.03+0,03 7,91
14 31,00 6,00 10,00 8.95+0.06 9,01 7.84+0,00 7,91
15 31.00 6.00 10.00 8.85+0.00 9,01 7.56+0,08 791
16 31.00 6.00 10.00 9.06+0.01 9,01 7.88+0,05 791
17 31.00 6 10,00 9,08+0.11 9,01 8.24+0.06 791

59



Kultivacija B. subtilis NCIM 2063 u Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici

4.1.2.1. Uticaj procesnih uslova na broj vegetativnih ¢elija B. subtilis

Primenom metode nelinearne regresije na podatke predstavljene u matrici eksperimentalnog
dizajna (tabela 12), predlozen je slede¢i matamaticki model za ukupan broj vegetativnih ¢éelija B.
subtilis izrazen kao LOG (CFU/mlI) u funkciji od temperature (A), brzine prenosa mase kiseonika
(B) i pocetne koncentracije glukoze (C):

Ukupan broj éelija = 9,04 + 0,014 — 0,298 + 0,02C + 6,04+ 1073AB — 8,75 - 10™*AC +
0,01BC — 81,87 - 107#A4% + 0,01B% — 5,36 - 1073C2  (18)

Tabela 13 Analiza varijanse modela za predvidanje ukupnog broja viabilnih ¢elija

Parametar k\?; dnr]:ta Br;joztsgsni F vrednost p vrednost
Model 6,22 9 41,32 < 0,0001
A 0,23 1 13,62 0,0078
B 1,82 1 109,04 <0,0001
C 2,11 1 126,23 < 0,0001
AB 0,084 1 5,03 0,0599
AC 0,011 1 0,66 0,4436
BC 0,67 1 40,2 0,0004
A2 1,9-10% 1 0,011 0,9177
B2 0,11 1 6,5 0,0381
c2 1,21 1 75,52 <0,0001
Ostatak 0,12 7
(zgsx;;j; 0,074 3 2,3 0,2186
Cista greska 0,043 4
kltJ)lr(:Ifcr;?a 6.34 16
R? Adj R? Pred R? CV.,% PRESS MRPD, %
0,982 0,958 0,802 1,47 1,25 0,1
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Poredenjem predvidenih i eksperimentalnih vrednosti i nizom statistickih testova (ANOVA)
ocenjena je znacajnost i pouzdanost modela. Moze se uociti da je svaki od pojedina¢nih faktora
statisti¢ki znacajan sa stepenom pouzdanosti 99% (tabela 13). Najveéu znacajnost za ukupan broj
¢elija imaju pocetna koncentracija glukoze i brzina prenosa mase kiseonika (i kao individualni i
kao kvadratni c¢lan), praceni faktorom interakcije ova dva c¢lana, individualnim faktorom
temperature i interakcijom temperature i brzine prenosa mase kiseonika. S obzirom da su brzina
prenosa mase kiseonika i pocetna koncentracija glukoze znacajni na kvadratnom nivou, mala
varijacija u njihovim vrednostima ¢e u velikoj meri uticati na brzinu rasta i konacan broj ¢elija
(Sen i Babu, 2005). lzra¢unata p-vrednost za odstupanje od modela (0,219) je statitisticki
neznacajna i ukazuje na dobro fitovanje eksperimentalnih podataka.

Vrednosti R2, Adj R? i Pred R? (0,982, 0,958 i 0,802, redom) su u saglasnosti sa zahtevima da R? i
Adj R? teze jedinici, kao i da razlika izmedu Adj R? i Pred R? ne bude veca od 0,2. Ove vrednosti
impliciraju da razvijena regresiona jednacina ima dobro fitovanje, da moze uspesno da predvidi
odgovore sistema i objasni vise od 98,15 % varijacija u broju ¢elija B. subtilis. Pored toga,
koeficijent varijacije, suma reziduala predikcijske greske i srednje relativno odstupanje (C.V. =
1,47%, PRESS = 1,25, MRPD = 0,1) indikuju visok stepen preciznosti i pouzdanosti
eksperimentalnih rezultata. Poredenjem stvarnih vrednosti odziva i vrednosti izraCunatih
primenom regresionog modela dolazi se do zaklju¢ka o dobrom slaganju predvidenih i
eksperimentalno dobijenih vrednosti (Slika 8).

Predvideni broj ¢elija

T T T T
Stvarni broj celija

Slika 8 Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti ukupnog broja vegetativnih ¢éelija
izrazenih kao LOG (CFU/ml)
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Slika 9 Odzivne povrsine i konturni dijagram za ukupan broj vaibilnih ¢elija u funkciji brzine

prenosa mase kiseonika, temperature i poc¢etne koncentracije glukoze 0 g/L (a, b), 10 g/L (c,d),
20 g/l (e, f)
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Regresiona jednaCina je, takode, graficki predstavljena trodimenzionalnim prikazom odzivne
povrsine, koja oslikava dvodimenzionalne konture (slika 9), ¢ime je vizuelizovan odnos odziva i
svake od nezavisno promenljivih u sistemu. Analizom 3D grafika moze se zakljuciti da pri vis$im
pocetnim koncentracijama glukoze, povecanje brzine prenosa mase kiseonika pozitivno uti¢e na
ukupan broj viabilnih vegetativnih Celija, dok temperatura nema znacajan uticaj. Smanjenjem
koncentracije glukoze uticaj temperature postaje izrazeniji, pri ¢emu Se najveci broj celija postize
u podlozi sa 10 g/l glukoze. Suprotno tome, u podlozi bez glukoze povecanje brzine prenosa mase
kiseonika ima neznatan uticaj na povecanje broja ¢elija. Ovaj efekat biva ublaZzen povecanjem
temperature, slicno kao $to u podlogama sa ve¢im pocetnim koncentracijama glukoze povecanje
temperature dobija na znacaju pri viSim vrednostima brzine prenosa mase kiseonika. Umerena
interakcija brzine prenosa mase kiseonika i temperature je, takode, prethodno potvrdena kroz
izraCunatu p-vrednost, a uticaj kombinacije ovih faktora je jasno primetan i na osnovu elipti¢ne
prirode konturnih grafika. Znacajnost ovog interakcionog ecfekta je, takode, primecena u
istrazivanju u kojem je optimizovan rast Bacillus coagulans primenom RSM metode, pri ¢emu je
maksimalni prinos biomase dobijen kombinacijom visokih vrednosti temperatura i specificnog
protoka vazduha (Sen i Babu, 2005). Graficka analiza je potvrdila znacajnost dostupnosti
kiseonika, a vaznost ovog fenomena objaSnjava se Cinjenicom da nedostatak kiseonika uti¢e na
smanjenje pH vrednosti podloge, §to dovodi do brzog liziranja Celije 1 pokretanja novih
metabolickih puteva (Sarrafzadeh et al., 2014).

4.1.2.2. Uticaj procesnih uslova na ukupan broj spora

Pouzdanost i dugotrajnost preparata za biokontrolu i stimulaciju rasta biljaka u velikoj meri zavisi
od broja spora, zbog Cega je bitno omoguciti da mikroorganizam sporuli$e. Optimalni uslovi za
produkciju spora utvrdeni su primenom Boks-Benkenovog eksperimentalnog dizajna i metodom
odzivne povrsine (tabela 12). Metodom linearne regresije odreden je slede¢i kvadratni polinomni
model za ukupan broj spora u funkciji od temperature (A), brzine prenosa mase kiseonika (B) i
pocetne koncentracije glukoze (C):

Broj spora = 17,55 — 0,514 — 0,68 + 0,01C + 0,014B + 3,12-1073AC — 0,01BC +
7,36 -10734% 4+ 0,02B%* — 7,57 - 1073C? (19)

Znacajnost faktora razvijenog modela i njegova pouzdanost procenjeni su primenom ANOVA
metode (Tabela 14). Prema ANOVA rezultatima, F- i p-vrednosti modela (21,01 i 0,0002, redom)
ukazuju da je model statisticki znac¢ajan, dok p-vrednost za odstupanje od modela (0,203) sugerise
da takvo odstupanje nije znacajno U poredenju sa Cistom greskom. Medu faktorima, statisticki
znacajan uticaj na sporulaciju B. subtilis imaju pocetna kocentracija glukoze (individualni i
kvadratni ¢lan), temperatura, kvadratni ¢lan brzine prenosa mase kiseonika i interakcija brzine
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prenosa mase kiseonika i pocetne kocentracije glukoze, dok brzine prenosa mase Kkiseonika,
kvadratni ¢lan temperature i interakcija temperature sa ostalim faktorima nisu statisticki znacajni.

Tabela 14 Analiza varijanse modela za predvidanje ukupnog broja spora

Parametar Suma kvadrata Broj stepeni F vrednost P vrednost
modela slobode
Pre Posle Pre Posle  Pre Posle  Pre Posle*

Model 21,01 20,12 9 6 22,85 20,86 0,0002 <
0.0001

A 0,94 094 1 1 9,18 5,84 0,0191 0,0363

B 0,16 016 1 1 1,56 0,99 0,2515 0,3425

C 14,66 1466 1 1 143,49 91,22 <0.0001 <
0.0001

AB 0,46 - 1 - 4,46 - 0,0726 -

AC 0,14 - 1 - 1,38 - 0,2791 -

BC 1,49 149 1 1 14,57 9,26 0.0066 0,0124

A2 0,30 - 1 - 2,89 - 01327 -

B2 0,62 066 1 1 6,03 4,13 0,0438 0,0696

c2 2,42 233 1 1 23,65 1452 0.0018 0,0034

Ostatak 0,72 161 7 10

Odstupanje 0,46 1,36 3 6 2,46 359 0,2027 0,1182

od modela

Cista greska 0,25 025 6 4

Ukupna 21,72 21,72 16 16

korekcija

*Pre redukcije modela i posle redukcije modela
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lako vrednosti R? i Adj R? ukazuju na dobro fitovanje, razlika izmedu Pred R? i Adj R? (koja ne bi
trebala da bude veca od 0,2) ukazuje na potrebu redukovanja modela. Zbog toga su iz jednacine
modela izbageni statisti¢ki neznacajni ¢lanovi: A%, AC i AB. Ponovljena statisti¢ka analiza utvrdila
je dodatno poboljsanje vrednosti svih parametara (tabela 14) ukljuéujuéi i Pred R? koji je sada u
razumnom slaganju sa Adj R? (Tabela 15). Ovako dobijen model ocenjen je kao pouzdan i
reporduktivan s obzirom na zadovoljavujuce vrednosti koeficijenta varijacije (C.V. = 4,07 %) i
sume reziduala predikcijske greske (PRESS = 6,59). Svi rezultati su pokazali dobro slaganje
eksperimentalnih i predvdenih vrednosti (slika 10), sto uz malu MRPD vrednost (1,52%) takode
govori o adekvatnosti matematickog modela za simulaciju sporulacije B. subtilis.

940 —

830 —

Q
B
B
|

Predvideni broj spora
[

5.00 —

| T I T T
510 6.16 723 829 9.36

Stvarni broj spora

Slika 10 Slaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti ukupnog broja spora B. subtilis
NCIM 2063

Tabela 15 Parametri koji ukazuju na adekvatnost modela

Pre redukcije modela Posle redukcije modela
R? 0,967 0,926
Adj R? 0,925 0,882
Pred R? 0,640 0,697
CV.% 4,07 5,10
PRESS 7,81 6,59
MRPD, % 2,34 1,52
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Konacna jednacina razvijenog modela, koja uklju¢uje samo znacajne ¢lanove, ima sledeci oblik:

Broj spora = 7,05 + 0,064 — 0,188 + 0,105C — 0,01BC + 0,02B% — 7,43-1073C2  (20)

Broj spora LOG(CFU/mIl)

T

T
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Temperatura, °C

d
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E
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Slika 11 Odzivne povrsine i kontur dijagram za broj spora u funkciji brzine prenosa mase

kiseonika, temperature i pocetne koncentracije glukoze 0 g/L (a, b), 10 g/L (c,d), 20 g/l (e ,f)

Vizualizovana veza zavisnih i nezavisnih promenljivih je prikazana trodimenzionim povrSinama
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odgovora i kontur graficima baziranim na polinomnoj regresionoj jedna¢ini modela (slika 11). Sa
slike 10, moze se zakljuciti da se maksimalni broj spora dobija u podlozi bez glukoze pri vrednosti
OTR = 10 mol/m?, dok je uticaj temperature neznatan. Uticaj temperatura veéih od 30 °C je
najizrazeniji pri maksimalnoj primenjenoj pocetnoj koncentraciji glukoze. U podlozi bez glukoze,
povecéanje brzine prenosa mase kiseonika povecava broj sporulisanih ¢elija. Porastom pocetne
koncentracije glukoze uticaj brzine prenosa mase kiseonika na sporulaciju se menja, pa tako
pocetne koncentracije glukoze veée od 10 g/l smanjuju uticaj ovog faktora na sporulaciju.
Kultivacijom na ve¢im temperaturama, ovakav efekat glukoze se umanjuje, sto se moze objasniti
¢injenicom da se povecanjem pocetne koncetracije glukoze povecava viskozitet podloge, ¢ime se
stvara veci otpor te¢nog filma i samim tim smanjuje realna vrednost prenosa kiseonika iz podloge
do ¢elije mikroorganizma. Povecanjem temperature povecava se rastvorljivost komponenti
hranljive podloge, sto ublazava negativni efekat glukoze u ovoj interakciji (Limpaiboon, 2013).

Literaturni podaci se slazu sa ovde postignutnim eksperimentalnim rezultatima. Utvrdeno je da se
maksimalni prinos spora ostvaruje pri niskim pocetnim koncentracijama glukoze i da bakterijska
kultura zapo¢inje sporulaciju kada je éelijska gustina oko 108 CFU/ml (Khardziani et al., 2017).
Razlog tome je svojstvo ¢elija da sporulisu u nepovoljnim uslovima sredine, odnosno u uslovima
kada nutrijenti nisu dostpuni u visku. Samim tim se i predstavljeni postupak za dobijanje spora
sastoji od kultivacije vegetativnih celija do rane eksponencijalne faze u podlozi sa glukozom,
nakon cega se iscrpljivanjem glukoze prouzrokuje sporulacija (Abhyankar et al., 2011).

Potvrda validnosti eksperimentanih rezultata optimizacije uslova rasta za dobijanje maksimalnog
broja spora moze se izvrSiti i poredenjem sa uslovima rasta za dobijanje nekog od korisnih
metabolita. Naime, znajué¢i da su sporulacija i produkcija metabolita usko povezani procesi, s
obzirom da je njihova biosinteza regulisana zajedni¢kim faktorima, moze se zakljuciti da postoji
podudaranje optimalnih uslova za produkciju nekog od metabolita i produkciju spora (Stein,
2005). Literaturni podaci potvrduju da je dostupnost i koncentracija kiseonika izuzetno znac¢ajna
za produkciju metabolita. Za sintezu ribloflavina u bioreaktoru koris¢enjem rekombinantne B.
subtilis RF1, neophodna je brzina meSanja u opsegu 600-900 o/min, kako bi se postigla
maksimalna specificna brzina rasta c¢elija (Man et al., 2014). U procesu optimizacije produkcije
iturina A primenom B. subtilis i RSM metode zakljuceno je, takode, da linearni ¢lanovi pocetne
koncentracije glukoze, brzine meSanja i povrSine aeracije imaju statisticki znacajan efekat na
produkciju iturina, pri ¢emu je evidentan pozitivan uticaj brzine mesanja i povrSine aeracije i
negativan uticaj pocetne koncentracije glukoze (Shih et al., 2009). Ipak, u mnogim slucajevima
uslovi za gajenje spora u velikoj meri zavise od njihovih karakteristika, tako da svakoj bakterijskoj
vrsti treba pristupititi pojedinicno i sprovesti preliminarna istrazivanja pre donosenja odluke o
optimalnim uslovima. Cesto je potrebno obezbediti uslove koji ¢e najpre omoguéiti umnozavanje
¢elija u dovoljnom broju, kako bi one u kasnijim fazama mogle da sporulisu (Brul et al., 2011).
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4.1.2.3. Visekriterijumska optimizacija primenom Derignerove funkcije

Polinomni model drugog reda dobijen u regresionoj analizi koriS¢en je za izraCunavanje
optimalnih procesnih faktora za rast B. subtilis NCIM 2063. Kako bi se naslo kompromisno resenje
medu faktorima koje ¢e istovremeno omoguciti 1 uspeSnu sporulaciju, neophodno je primeniti
statistiCke metode koje omogucavaju procesuiranje viSe promenljivih istovremeno. Primenom
Deringerove funkcije pozeljnosti, a na osnovu ciljeva predstavljenih u tabeli 16, izvrSena je
visekriterijumska optimizacija procesnih parametara kojom se istovremeno dobijaju maksimalne
vrednosti za sve pra¢ene odzivne veli¢ine.

Tabela 16 Kriterijumi i ciljevi optimizacije za svaki faktor i odziv

R, E o 2 .

Faktori i odzivne veli¢ine = k= = Kriterijum

- o — >Q

N e s

z > S
Temperatura, °C 25 37 3 U opsegu
OTR, mol/m®h 2 10 3 U opsegu
Koncentracija glukoze, g/l 0 20 3 U opsegu
Ukupan broj ¢elija, LOG(CFU/ml) 7,1 9,72 5 Maksimalan
Broj spora, LOG(CFU/ml) 51 9,15 3 Maksimalan

Na osnovu visekriterijumske optimizacije, predlozen je veéi broj kombinacija procesnih uslova
kojima se dobija maksimalna vrednost funkcije pozeljnosti. Uzimajuéi u obzir analize odzivnih
povrsina i znajuci da porast temperature ne utice presudno na porast ukupnog broja éelija, odlu¢eno
je da se optimizacija izvrsi kako bi se istovremeno omogué¢io maksimalan rast ¢elija i obezbedio
uslov neophodan za sporulaciju, a da se pri tom ostvari usteda energije. Kao jedinstveno resenje
predlozena je slede¢a kombinacija analiziranih faktora: T = 33 °C, OTR = 10 mol/m3h i pocetna
koncentracija glukoze 4,89 g/l. Pod ovim uslovima, model predvida maksimalnu koncentraciju
vegetativnih ¢elija 9,66 LOG (CFU/ml) i spora 9,19 LOG (CFU/ml) uz visoku vrednost funkcije
pozeljnosti (0,931). Eksperimentalna celijska gustina za ukupan broj ¢elija i spora pod datim
uslovima iznosila je 9,51+£0,09 LOG(CFU/ml) i 9,084+0,06 LOG(CFU/mI), respektivno.
Eksperiment je raden u triplikatu, a relativna greska izmedu predvidene i dobijene vrednosti kod
vegetativnih ¢elija i spora iznosila je 1,5 % i 1,2 %, redom §to potvrduje da postoji dobro slaganje
predvidenih i eksperimentalnih vrednosti.

Oskudan broj ranije objavljenih istrazivanja je posveéen tematici visekriterijmske optimizacije
proizvodnje celijske biomase, odnosno broja c¢elija ili spora B. subtilis. Veéina dostupnih
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istrazivanja bavi se optimizacijom sastava podloge (Anh, 2010; Cheng et al., 2011; Cho et al.,
2009; Eswari et al., 2016; Singh et al., 2014), dok mali broj njih optimizuje uslove rasta. Posada-
Uribe et. al. (2015) su sproveli skrining uticaja zapreminskog protoka vazduha i brzine mesanja
na celijsku gustinu i sporulaciju B. subtilis EA-CB0575 primenom centralnog kompozitnog
eksperimentalnog dizajna. Kao optimalni uslovi, navedeni su brzina mesanja od 432 o/min i
zapreminski protok vazduha od 12 I/min pri temperaturi 30 °C(Posada-Uribe et al., 2015). Takode,
primenom istog eksperimentalnog dizajna, optimizovana je sporulacija B. subtilis tokom gajenja
na ¢vrstoj podlozi. Utvrdeno je da, izmedu ostalog, temperatura i zapreminski protok vazduha
imaju uticaj na sporulaciju, pri ¢emu se kao optimalne vrednosti preporucuju 27 °C i 1,2 I/min,
respektivno (Pryor et al., 2007). Kada je u pitanju produkcija metabolita, Shih et. al. (2009) su
primenom centralnog kompozitnog dizajna utvrdili da su optimalni uslovi za proizvodnju iturina
A kor$éenjem B. subtilis brzina mesanja od 180 o/min, povrsina aerisanja od 4,35 cm? i 1,11 %
glukoze.
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4.2. Povetanje razmere procesa

Zapreminski koeficijent prenosa mase (kLa) izabran je za osnovni kriterijum poveéanja razmere
procesa na nivo laboratorijskog bioreaktora. kia je kljuéni parametar za poveéanje razmere i
optimizaciju u sistemima sa mehani¢kim mesSanjem, kod kojih je brzina prenosa mase kiseonika
izmedu gasne i teCne faze bitan fenomen za kontrolu procesa (Petiicek et al., 2018). Potrebe
mikroorganizma za kiseonikom odredene su kultivacijom u Erlenmajerovim sudovima preko
vrednosti brzine prenosa mase kiseonika. Zakljuceno je da optimalna vrednost brzine prenosa mase
kiseonika u Erlenmajerovim sudovima sa mesanjem iznosi 10 mol/m®h, $to odgovara vrednosti
kia od 45,8 h'! (izradunato na osnovu jednacine 9).

4.2.1. Uticaj brzine mesanja na specificnu brzinu prenosa mase
kiseonika

Zapreminski koeficijent prenosa mase kiseonika odreden je primenom apsorpcione metode pri
razli¢itim brzinama mesanja (tabela 17). Ocekivano, manje brzine obrtanja mesalice uslovljavaju
sporiji prenos mase kiseonika. Sa povecenjem brzine obrtanja mesalice sa 100 o/min na 400 o/min
uocava se eksponencijalni rast zapreminskog koeficijenta prenosa mase kiseonika, pri ¢emu je ovaj
porast relativno mali sa pove¢anjem brzine meSanja od 100 o/min na 200 o/min. Takav rezultat je
u skladu sa literaturnim podacima, s obzirom da je u podlozi sa glukozom, koncentracije 10 g/I,
pri specificnom protoku vazduha 1 vvm, detektovano povecanje vrednost kia sa 25,2 hlna 104,4
h" kada je brzina mes$anja poveéana sa 300 o/min na 600 o/min (Limpaiboon, 2013). Do poveéanja
vrednosti kia dolazi jer se pri ve¢im brzinama mesanja mehuri¢i vazduha razbijaju u sitne mehure,
¢ime se povecava medufazna povrSina gas-tecno za prenos mase kiseonika u podlozi (Suresh et
al., 2009Db).

Tabela 17 Uticaj brzine meSanja na vrednosti k.a u bioreaktoru

Brzina meSanja, rpm 100 200 300 400
kra, ht 5,2620,02 6,51+0,11 11,88+0,15 45,35+0,25
OTR, mmol/m3h 1,15 1,42 2,59 9,88

Primenom regresione analize na eksperimentalne podatake dobijene apsorpcionom metodom
izvedena je empirijska korelacija koja povezuje brzinu mesanja (N) i k.a:

koa =exp(7,1-1073N + 0,7) (21)
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Na osnovu korelacije 19. odreduje se brzina mesanja koju je potrebno primeniti u bioreaktoru
radne zapremine 2,5 | pri konstantnim uslovima temperature i protoka vazduha. Dok je vrednost
temperature (33 °C) izabrana na osnovu visekriterijumske optimizacije, specifi¢ni protok vazduha
je odrzavan na optimalnom nivou koji ne prouzrokuje stvaranje pene (0,3 vvm). Izracunato je da
je u zadatim uslovima bioreaktora, neophodno podestiti brzinu obrtanja mesalice na 440 rpm, kako
bi se postigao zahtevani koeficijent prenosa mase kiseonika od 45,8 ht.

4.2.2. Kultivacija u bioreaktoru

Efekat povecanja razmere na rast B. subtilis NCIM 2063 utvrden je odredivanjem ukupnog broja
viabilnih ¢elija u bioreaktoru na kraju kultivacionog perioda kada je ostvareno 4,57-10° CFU/ml
Sto je 1,41 puta vise u odnosu na broj ¢elija postignutom u Erlenmajerima pod istim uslovima
(3,24-10° CFU/ml). Sli¢no tome, poveéanje razmere procesa sa Erlenmajera na bioreaktor
zapremine 2 | je uticalo na ¢etvorostruko uvecanje biomase B. circulans (De Souza et al., 2009).
Veca celijska gustina na kraju kultivacije u bioreaktoru moze se objasniti boljom zasi¢enoscu
podloge kiseonikom. Naime, u Erlenmajerovim sudovima sa meSanjem indukcija gasa desava se
samo na osnovu povrSinske aeracije. U pocetku je koli¢ina kiseonika dovoljna za rast
mikroorganizma s obzirom na to da je podloga zasi¢ena vazduhom, ali nakon eksponencijalne faze
dolazi do naglog pada koncentracije kiseonika. . U slu¢aju bioreaktora, mesanje i stalno dovodenje
svezeg vazduha osiguravaju dovoljne nivoe kiseonika, §to moze doprineti ve€em umnozavanju
¢elijske mase, odnosno dovesti do produzenja eksponencijalne faze. Time se jo$ jednom potvrduje
da aeracija i meSanje imaju jako vaznu ulogu za metaboli¢ku aktivnost mikroorganizama (Shukla
et al., 2001). S obzirom na to da je u bioreaktoru postigut zadovoljavaju¢i broj ¢elija na kraju
kultivacionog perioda, izvodi se zakljucak da je proces povecanja razmere uspesno sproveden, $to
je stvorilo osnovni usov za dalje povecanje razmere na poluindustrijski nivo.
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Slika 12 Kinetika rasta B. subtilis NCIM 2063 na DSM podlozi sa 4,89 g/L glukoze u
bioreaktoru sa mesanjem pod optimalnim uslovima: 33 °C i 440 o/min
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Promena koncentracije biomase i rastvorenog kiseonika pod optimalnim uslovima u bioreaktoru
sa meSanjem prikazani su na slici 12 dok je u tabeli 18 dat pregled kineti¢kih parametara rasta.
Maksimalna koncentracija biomase (7,24 g/l) dostignuta je nakon 24 h pri specifi¢noj brzini rasta
od 0,44 hl, Najveca potreba za kiseonikom, a samim tim i najveca specifi¢na brzina potrosnje
kiseonika zabelezena je u ranoj eksponencijalnoj fazi. Nakon 8-10 h kultivacije sistem ulazi u fazu
limitiranu kiseonikom kada je brzina potrosnje kiseonika veca od brzine prenosa mase kiseonika
(OUR > OTR), §to rezultira sporijim ¢elijskim rastom. S obzirom da u uslovima limitiranim
kiseonikom mikroorganizam prelazi na anaerobnu respiraciju, o¢ekivano je da u ovoj fazi dolazi
do stvaranja proizvoda metabolizma. Kako se koncentracija biomase priblizava svojoj
maksimalnoj vrednosti, brzina potro$nje Kiseonika se smanjuje, tako da je OUR < OTR i
koncentracija rastvorenog kiseonika se povecava.

Tabela 18 Specifi¢na brzina rasta (um ), generacijsko vreme (tq), finalna koncentracija biomase
(X) B. subtilis NCIM 2063, specifi¢na brzina potro$nje kiseonika (roz), koeficijent prinosa
biomase u odnosu na kiseonik (Yxio) tokom kultivacije u bioreaktoru

roz,
mmol/gh
45,8 0,44 1,57 7,24 2,47 1.58

kea, ht sim () to,h X, giL Yy, 9/g

Uspesnost strategije povecanja razmere procesa bazirane na kia prikazana je ranije u literaturi. kra
je koriscéen kao kriterijum povecanja razmere proizvodnje fenil acetil karbinola primenom kvasca
Saccharomyces cerevisiae. U tom istrazivanju je prvo vrednost ki a procenjena u Erlenmajerovim
sudovima sa me$anjem primenom apsorpcione metode, na osnovu ¢ega su razvijene odgovarajuce
korelacije i ostvarene sli¢ne vrednosti kia i vecéi prinos zeljenog proizvoda u bioreaktoru
zapremine 5 1. (Shukla et al., 2001). Sli¢na strategija za povecanje razmere primenjena je u procesu
kultivacije Corynebacterium glutamicum i proizvodnje mleéne kiseline kori§¢enjem prilagodenih
empirijskin modela dobijenih sulfitnom metodom (Seletzky et al., 2007). Takode, u slucaju
proizvodnje biomase Azospirillum brasilense optimalna vrednost k.a (31 ht) predstavljala je
vodeci parametar za podeSavanje brzine mesanja i zapreminskog protoka vazduha kako bi se i na
poluindustrijskom nivou dobio kvalitetan proizvod za biokontrolu patogena (Trujillo-Roldan et
al., 2013)
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4.3. Formulisanje mikrobioloSkog preparata

Metoda suSenja rasprSivanjem izabrana je za dobijanje suvog, praskastog mikrobioloSkog
preparata za biokontrolu fitopatogena i stimulaciju rasta biljaka, sa ciljem mikroinkapsulacije
¢elija B. subtilis NCIM 2063. Na osnovu pretrage literaturnih podataka odluc¢eno je da se
maltodekstrin koristi kao nosa¢ u formulaciji. Njegova koncentracija, kao i optimalne vrednosti
ostalih parametara suSenja rasprSivanjem (temperatura, protok) procenjeni su primenom metode
odzvinih povrSina i viSekriterijumske optimizacije. Nakon formulisanja preparata pracena je
njegova mikrobioloska stabilnost i utvrden je potencijalni biopesticidni i fitostimulatorni efekat.

4.3.1. Optimizacija uslova suSenja rasprSivanjem primenom metode
odzivnih povrsina

U cilju matematickog modelovanja, procene individualnih i kombinovanih uticaja variranih
faktora i optimizacije procesa suSenja rasprSivanjem primenjen je Box-Behnken dizajn sa 17
eksperimenata i pet ponavljanja u centralnoj tacki, kao i metoda odzivnih povrsina.

Ispitan je uticaj tri procesna faktora (nezavisne promenljive): koncentracije maltodekstrina (A, 10,
301 50, % viw), temperature (B, 110, 125 i 140 °C), i protoka (C, 6; 8 i 10 ml/min). Kao odzivne
veli¢ine sistema odabrane su: viabilnost, prinos i sadrzaj vlage u finalnom proizvodu. Primenom
nelinearne regresione analize dobijene su odgovarajuce jednacine odziva za pracene zavisno
promenljive veli¢ine. Puna matrica eksperimentalnog plana sa pra¢enim odzivnim veli¢inama i
predvidenim vrednostima odzivnih veli¢ina prikazana je u Tabeli 19.
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Tabela 19 Matrica eksperimentalnog plana sa pra¢enim odzivnim veli¢inama

Nekodirane vrednosti faktora Pracene odzivne veli¢ine
Rb. Koncentra}cija Protok L\ggb(lcl;r;ojé) Prinos, % Sadrzaj vlage, %
maltodekstrina, %  Temperatura, °C (B) .
ml/min (C)
(A)
EXP PRED EXP PRED EXP PRED
1 50 140 8 8.83+0.06 8.83 93.51+1.13 94.35 2.43+0.13 240
2 50 125 6 9,19+0,13 8,97 96,80+2,26 97,20 3,20+0,1 3,01
3 30 125 8 8.70+0.1 8.68 75.83+0.99 77.62 3.5140.18 3.46
4 30 125 8 8.55+0.08 8.68 81.38+0 .85 77.62 3.60+0.04 3.46
5 30 125 8 8.79+0.07 8.68 80.65+0.57 77.62 3.01+03 3.46
6 10 140 8 7.90+0.00 7.94 80.35+0.99 80.25 2.40+0.19 2.18
7 30 110 6 8.56+0.07 8.67 86.09+1.27 85.59 5.30+1.13 5.12
8 30 125 8 8.69+0.05 8.68 77.70+1.98 77.62 3.51+0.14 3.46
9 50 110 8 9.30+0.00 9.41 68.36+0.99 68.46 5.88+0.12 6.48
10 10 125 6 8.04+0.14 8.08 89.1140.55 90.46 4.13+0.14 4.33
11 30 140 6 8.30+0.07 8.38 95.16+1.27 93.92 1.44+0.07 0.58
12 50 125 10 8.93+0.07 8.96 86.15+0.85 84.80 8.90+0.64 9.86
13 10 110 8 8.65+0.12 852 47 33+021 46 .48 6.30+0.16 6.37
14 10 125 10 8.09+0.11 8.07 55.87+1.27 55.47 5.19+0.07 5.52
15 30 110 10 8.9440.13 8.95 39.15+0.10 40.39 9.10+1.29 8.46
16 30 125 8 8.69+0.06 8.68 72.53+0.28 77.62 3.71+1.03 3.46
17 30 140 10 8.10+0.11 8.08 91.23+2.26 91.73 3.42+0.14 354
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4.3.1.1. Uticaj uslova suSenja rasprsivanjem na prinos proizvoda

Prinos suvog praha mikrobioloSkog preparata nakon susenja rasprsivanjem varirao je od 39,15
do 96,8 %. Metodom odzivnih povrsina utvrden je uticaj odabranih parametara (koncentracija
maltodekstrina, protok tecnosti i ulazna temperatura) na prinos proizvoda. Regresionom
analizom eksperimentalnih podataka predstavljena je jednacina odziva:

Prinos = 109,53 + 0.23-A+3.5-B — 74,73-C + 6.55-1073AB — 0,14 - AC — 0,36 -
BC +1,47-1073- A% - 0,02+ B? + 1,23 - C? (22)

Tabela 20 Analiza varijanse modela za predvidanje prinosa nakon susenja rasprsivanjem

Suma Broj :
Parametar modela kvadrata stepeni  F-vrednost p-vrednost
slobode
Model 4344,26 9 54,99 <0,0001
A 452,01 1 51,50 0,0002
B 815,11 1 92,86 <0,0001
C 1531,15 1 174,44 <0,0001
AB 15,47 1 1,76 0,2260
AC 127,59 1 14,54 0,0066
BC 462,48 1 52,69 0,0002
A2 1,41 1 0,16 0,7005
B2 9,18 1 10,39 0,0146
C? 102,85 1 11,72 0,0111
Cor Total 4405,70 16
Ostatak 61,44 7
Odsr::f;;j: od 8,99 3 0,23 0,8724
R? Adj R? Pred R? CV.% PRESS MRPD, %
0,9861 0,9681 0,9488 3,82 225,76 1,79
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Analizom varijanse (Tabela 20) ustanovljeno je da je prikazan model statisticki znacajan (F
vrednost 54,99) i da ima statisti¢ki neznacajano odstupanje od modela (F vrednost 0,23). Pri
stepenu poverenja 99% statisti¢ki znacajni ¢lanovi jedna¢ine modela su protok i temperatura.
Izrazen uticaj na prinos imaju i njihovi kvadrati i medusobna interakcija, kao 1 samostalni ¢lan
koncentracije maltodekstrina. Medu njima, najveci uticaj na posmatrani odziv imaju protok
suspenzije i temperatura. Na osnovu R? vrednosti dolazi se do zaklju¢ka da se 98,61% varijacija
vrednosti odziva moze objasniti modelom, Sto je dodatno potvrdeno vrednostima prilagodenog
1 korigovanog koeficijenta determinacije koji su medusobno adekvatno uskladeni. Na osnovu
slike 12 i vrednost koeficijenta varijacije (C.V.= 3,82%) se moze zakljuciti da su razlike izmedu
eksperimentalnih i modelom predvidenih vrednosti odziva male $to takode potvrduje
adekvatnost modela za simulaciju prinosa mikrobioloskog preparata B. subtilis.

98.00 —

8325 —

68.50 —

Predvideni prinos, %

5375 —

39.00 —

I T I I T
39.15 53.66 68.17 8269 97.20

Stvarni prinos, %

Slika 12 Uskladenost predvidenih i stvarnih vrednosti prinosa proizvoda

Na osnovu 2D i 3D grafika (slika 13) moze se zakljuciti da se maksimalni prinos postize
istovremenim porastom koncentracije maltodekstrina i temperature. Veca koncentracija nosaca
u ulaznoj suspenziji uti¢e na povecanje viskoznosti, a samim tim i na smanjenje radijalne brzine
Cestica, ¢ime se umanjuje mogucnost sudaranja sa zidovima komore za susenje i stvaraju uslovi
da veéi broj Cestica dode do sabirne posude (Schuck, 2009). Uticaj koncentracije maltodekstrina
je najizrazeniji na najviSim testiranim temperaturama, dok na nizim temperaturama Uz
istovremeno smanjenje protoka uticaj koncentracije maltodekstrina slabi. Poveéanje protoka
generalno smanjuje prinos proizvoda, ali se porastom temperature umanjuje uticaj protoka na
prinos. Povecanje temperature Uz istovremeno smanjenje protoka omogucava bolje susenje
proizvoda i smanjenje sadrzaja vlage ¢ime se umanjuje verovatnoca da dode do aglomeracije
mikrocestica i stvaranja depozita na zidovima komore za susenje, ¢ime se direktno utice na
povecanje prinosa (Adhikari et al., 2005; Amiet-Charpentier et al., 1998). Ovakav zakljucak je
u skladu sa prethodnim rezultatima suSenja rasprSivanjem Lactobacillus acidophilus
(Behboudi-Jobbehdar et al., 2013) i Pseudomonas putida (Amiet-Charpentier et al., 1998) gde
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je zabelezeno visestruko povecanje prinosa nakon istovremenog povecanja ulazne temperature
vazduha i smanjenja protoka suspenzije.
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Slika 13 Odzivne povrsine i kontur dijagram za prinos formulacije nakon susenja
rasprsivanjem u funkciji koncentracije maltodekstrina, protoka suspenzije i temperature 110
°C (a, b), 125 °C (c,d), 140 °C (e, f)
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4.3.1.2. Uticaj uslova suSenja rasprsivanjem na viabilnost preparata

Uticaj odabranih parametara suSenja rasprSivanjem na viabilnost analiziran je primenom
metode odzivnih povrSina. Zavisnost viabilnosti proizvoda od parametara susenja
rasprsivanjem predstavljena je redukovanim kvadratnim polinomnim modelom uz prethodnu
modifikaciju odziva primenom funkcije dekadnog logaritma. Jedna¢ina modela za predvidanje
viabilnosti ¢elija B. subtilis NCIM 2063 nakon procesa susenja rasprsivanjem ima sledeci oblik:

Viabilnost = 3,01 + 0,024 + 0,02B + 1,25C — 4,86 - 1073BC — 0,04C* (23)

Analiza varijanse (Tabela 21) pokazala je da je usvojeni model ima statisticki znacaj, na $ta
ukazuje visoka F vrednost modela (40,80), mala p vrednost (<0,0001) i zanemarljivo
odstupanje od modela (F vrednost odstupanja od modela izosi 1,99). Postoji dobro fitovanje
modela sa eksperimentalnim podacima koji su adekvatno uklopljeni i minimalno odstupaju od
izraCunatih podataka (Slika 14). Pri stepenu poverenja 99% koncentracija maltodekstrina i
ulazna temperatura imaju statisticki znacajan uticaj na viabinost mikroorganizama u kranjem
proizvodu. To potvrduju i visoke F vrednosti za ova dva parametara. lako protok tecnosti nije
pokazao statistiCku znacajnost kao samostalni faktor, kvadriran i u interakciji Sa temperaturom,
ovaj faktor ipak pokazuje statisticki znacaj pri stepenu poverenja 95%. Ostali kvadratni i faktori
interkacije su eliminisani iz jednafine modela, s obzirom da nisu pokazali statisticku
znacajnost. 94,88 % varijacija vrednosti odziva moZe se objasniti tako redukovanim modelom
(R?=0,9488), a njegova adekvatnost potvrdena je uskladeno$éu korigovanog i predvidenog
koeficijenta determinacije ¢ija je medusobna razlika manja od 0,2 (Pred R?=0,8527; Adj
R?=0,9256) i malom vrednos$éu koeficijenta varijacije (C.V.=1,28%). Svi statisti¢ki znacajni
faktori predloZenih modela, osim kvadratnog ¢lana i ¢lana interakcije, imaju pozitivan uticaj na
pracene odzivne veli¢ine, §to ukazuje na to da se porastom vrednosti nezavisno promenljive tj.
faktora, povecava vrednost odziva. Sli¢no tome, rezultati prethodnog istraZivanja, koje se
bavilo susenjem rasprSivanjem B. thuringiensis, ukazuju da statisticki znacajan pozitivan
efekat na viabilnost imaju linearni ¢lanovi temperature i protoka, negativan efekat imaju njihovi
kvadratni ¢lanovi dok €lanovi interakcije faktora nisu bili statisticki znacajni (Adjallé et al.,
2011). Sli¢ni rezultati objavljeni su i kod susenja raspr$ivanja Sphingomonas sp. gde takode
ulazna temperatura vazduha i protok suspenzije najviSe uticu na preZivljavanje mikroorganizma
u formulaciji (Hui Wang et al., 2018).
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Tabela 21 Analiza varijanse modela za predvidanje ukupnog broja viabilnih ¢elija nakon

suSenja rasprsivanjem

Formulisanje mikrobioloskog preparata

Suma Broj
Parametar modela kvadrata stepeni F-vrednost p-vrednost
slobode
Model 2,46 5 40,8 <0,0001
A 1,59 1 132,10 <0,0001
B 0,67 1 55,84 <0,0001
C 0,037 1 31 0,106
BC 0,085 1 7,06 0,0223
C? 0,11 1 9,01 0,0120
Cor Total 2,59 16
Ostatak 0,13 11
modhorFy 00T 1SS 02643
R? Adj R? Pred R? CV, % PRESS MRPD, %
0,9488 0,9256 0,8527 1,28 0,38 0,6
P
- o
s

820 —

Predvidena viabilnost , LOG(CFU/g)

780 —

Slika 14 Poredenje predvidene i stvarne viabilnosti ¢elija B. subtilis NCIM 2063 nakon

T T T
823 860 897

Stvarna viabilnost , LOG(CFU/g)

suSenja rasprsivanjem

9.34
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Da bi se odredile vrednosti nezavisno promenljivih veli¢ina koje ¢e rezultirati maksimalnim
odzivom zavisno promenljivih, jednacine modela su graficki prikazane 2D i1 3D dijagramima
koji vizuelizuju ove relacije (Slika 15). Sa prikazanih 2D i 3D dijagrama moze se uociti da
povecanje koncentracije maltodekstrina i smanjenje ulazne temperature pozitivno uti¢e na
viabilnost mikroorganizama u finalnom proizvodu. lako u vec€ini slucajeva temperatura utice
na smanjenje Celijske viabilnosti, istrazivanja su pokazala da povecanje protoka te¢nosti moze
da smanji negativan uticaj temperature. Naime, povecanjem protoka tecnosti dolazi do
smanjenja temperature na povrsini kapljica §to prouzrokuje promene u prenosu toplote
smanjujuci fizicka osteénja celijskih membrana bakterija (Behboudi-Jobbehdar et al., 2013).
Ova tvrdnja dokazana je i u ovom doktoratu, pri ¢emu je primeceno da je uticaj protoka
izrazeniji na nizim i srednjim temperaturama u okviru ispitivanog opsega, dok na viSim
temperaturama protoci iz opsega 6-8 ml/min praktiéno nemaju uticaja na prezivljavanje
mikroorganizama u formulaciji. Maskimalna viabilnost u ispitivanom opsegu (1,99-10° CFU/g)
ostvarena je na najnizoj temperaturi (110 °C), pri srednjem protoku (8 ml/min) i maksimalnoj
koncentraciji maltodekstrina (50 g/L). Ovakav rezultat u skladu je se prethodnim istraZivanjem
susenja rasprSivanjem B. subtilis CPA-8 kada je na 150 °C, pri protoku suspenzije 8 ml/min i
uz dodatak MgSOQ4 postignuta viabilnost od 3,3-10° CFU/g (Y4nez-Mendizabal et al., 2012).
Razlika u broju prezivelih ¢elija se moZe pripasati koriS¢enim nosacima, uslovima kultivacije i
starosti ¢elija pre suSenja rasprSivanjem (Peighambardoust et al., 2011).
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Slika 15 Odzivne povrsine i kontur dijagram za vibilnost ¢elija nakon susenja raspr§ivanjem u
funkciji temperature, protoka suspenzije i koncentracije maltodekstrina 10 g/L (a, b), 30 g/L
(c,d), 50 g/L (e, f)

4.3.1.3. Uticaj parametra susenja rasprsivanjem na sadrzaj vlage

Primenom RSM i Box-Benkhen eksperimentalnog dizajna anliziran je i uticaj parametra spej
suSenja na sadrzaj vlage u finalnom proizvodu. S obzirom na prirodu proizvoda, kombinacija
faktora koja smanjuje sadrzaj vlage se smatra najpozeljnijom za kvalitet proizvoda. Nakon
suSenja rasprsivanjem preparat bi trebao da sadrzi manje od 5 % vlage.
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Analizom eksperimentalnih podataka i primenom metode odzivnih povrSina predstavljen je
empirijski kvadratni model. S obzirom da je primarna ANOVA analiza utvrdila da takav model
nije odgovarajuci, s obzirom na loSe slaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti i
statisticki znacCajno odstupanje od modela (p=0,174), predloZena je njegova transformacija
primenom funkcije prirodnog logartima.

Tabela 22 Analiza varijanse modela za predvidanje sadrzaja vlage u formulaciji

Suma Broj :
Parametar modela kvadrata stepeni  F-vrednost p-vrednost
slobode
Model 3,51 9 40,85 <0,0001
A 9,53-10* 1 0,1 0,76
B 0,33 1 35,02 0,0006
C 0,33 1 22,57 0,0010
AB 0,33 1 34,26 0,0006
AC 1,64-103 1 0,17 0,6909
BC 0,026 1 2,77 0,1401
A? 0,12 1 12,67 0,0092
B2 0,019 1 1,94 0,2059
C? 0,16 1 16,47 0,0048
3,58 16
Ostatak 0,067 7
S]‘;Zt:lga”je od 0,041 3 2,06 0,2477
R? Adj R? Pred R? C\V, % PRESS MRPD, %
0,9813 0,9573 0,8069 7,08 0,69 4,63

Ponovljena ANOVA analiza (Tabela 22) pokazala je da je novi model statisticki znacajan (F
vrednost 48,67) dok je odstupanje od modela u ovom slucaju statisticki neznacajno (p=0,3133).
Na adekvatnost modela dodatno ukazuju dobra uskladenost vrednosti R, Adj R?, pred R?i C.V.
(%) koje iznose 0,9843, 1,964, 0,8499 1 7,68, respektivno. Dobro slaganje stvarnih 1 predvidenih
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vrednosti dodatno je prikazano na slici 16. Statisticki znacaj ¢lanova modela se takode
procenjuje na osnovu F i p vrednosti. Pri stepenu poverenja 99% temperatura, protok i kvadrat
protoka imaju znacajan uticaj na sadrzaj vlage. Koncentracija maltodekstrina nije statitisticki
znacCajan Clan, dok medu faktorima interakcije statisticki znacaj imaju interakcije koncentracije
maltodekstrina sa temperaturom i protokom, i to pri nivou statisti¢ke znacajnosti 95%. Ovakvi
rezultati potvrdeni su i na osnovu analize apsolutnih vrednosti koeficijenata u samoj polinomnoj
jednacini. Usvojena jednacina modela ima slede¢i oblik:

InY = 7,19 — 0,072A4 + 0,168 — 1,09C + 6,75 - 10™°AB + 4,96 - 1073AC +
2,71-1073BC + 4,23 -107*A? — 2,95-10"*B? + 0,05C? (24)

gde je Y — sadrzaj vlage, %.

230 —

I

130 —

Predvideni sadrZaj vlage, %

|
0

030 —

I I I I I
0.36 083 129 175 221

Stvarni sadrzaj vlage, %

Slika 16 Poredenje stvarnog i softverski predvidenog sadrzaja vlage u formulaciji B. subtilis
NCIM 2063

Analizom 2D 1 3D grafika potvrdeno je da na smanjenje sadrzaja vlage utiCe povecanje
temperature 1 smanjenje protoka, dok je uticaj maltodekstrina neznatan. Znacajnost uticaja
ulazne temperature vazduha na sadrzaj vlage je posledica stvaranja veceg temperaturnog
gradijenta izmedu atomizovanih Cestica i1 vrelog vazduha na viS§im temperaturama, S$to
omogucava vecu pogonsku silu za uklanjanje vlage. S druge strane povecanje protoka utice na
stvaranje vecih kapljica, $to oteZava isparavanje, pa je samim tim rezidualni sadrzaj vlage veci
(Seth et al., 2017). Takode na slici 17. se moze uociti da pri manjim vrednostima protoka u
ispitivanom opsegu uticaj maltodekstrina postaje izrazeniji tako da se povecanjem njegove
koncentracije postepeno smanjuje sadrzaj vlage. Pri ve¢im vrednostima protoka maltodestrin
nema presudnu ulogu za ovaj odziv sistema. Najsuvije formulacije dobijene su kombinacijom
najvise temperature 1 najnizeg protoka. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnim istrazivanjem
koje se bavilo susenjem rasprSivanjem L. acidophilus koriste¢i maltodekstrin kao nosac
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(Behboudi-Jobbehdar et al., 2013). Seth i sar. su takode dosli do zakljucka da u procesu susenja
rasprSivanjem Streptococcus thermophilus i L. delbrueckii bulgaricus, najveci uticaj na sadrzaj
vlage imaju upravo temperatura i protok, ¢iji su linearni, kvadratni i interakcioni efekat bili
statisticki znacajni (Seth et al., 2017). Druga grupa autora je ispitivala uticaj razli¢itih nosaca
(obrano mleko i MgSOs) na sadrzaj vlage formulacije B. subtilis CPA 8 dobijene metodom
susenja rasprsivanjem. Najnizi sadrzaj vlage (6%) postignut je primenom 10% obranog mleka
u prahu i 10% MgSOs (Yanez-Mendizabal et al., 2012). S obzirom da je u ovom doktoratu
najnizi postignuti sadrzaj vlage 1,4 % izvodi se zaklju¢ak da maltodekstrin u kombinaciji sa
visokom temperaturom ulazne struje vazduha postiZe znatno bolji efekat.

a) b)
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Slika 17 Odzivne povrsine i kontur dijagram za prinos formulacije nakon susenja
rasprsivanjem u funkciji protoka suspenzije, koncentracije maltodekstrina i temperature 110
°C (a, b), 125 °C (c, d), 140 °C (e, f)
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4.3.1.4. Visefaktorska optmizacija uslova SuSenja rasprsivanjem primenom
Deringerove funkcije

U cilju dobijanja mikrobioloskog preparata maskimalne viabilnosti i prinosa uz minimalnu
koli¢inu zaostale vlage, parametri suSenja rasprSivanjem optimizovani su primenom
Deringerove funkcije pozeljnosti. Definisani su ciljevi i kriterijumi optimizacije kao i nivoi
njihove znacajnosti (tabela 23). Pored nivoa znacajnosti faktora, definisani su i nivoi
znacajnosti odzivnih veli¢ina shodno postavljenim kriterijumima optimizacije.

Tabela 23 Kriterijumi i ciljevi za svaki faktor i odziv

Faktori i odzivne veli¢ine '% % é Kriterijum
S z ¢
z > S
Temperatura, °C 110 140 3 U opsegu
Koncentracija maltodekstrina, g/l 10 50 3 U opsegu
Protok te¢nosti, ml/min 6 10 3 U opsegu
Viabilnost , CFU/g 79 9,3 5 Maksimalna
Prinos, % 39,15 96,8 3 Maksimalan
Sadrzaj vlage, % 1,43 9,03 3 Minimalan

Kao jedinstveno reSenje sa kombinovanom funkcijom pozeljnosti od D = 0,87 za parametre
suSenja rasprsivanjem, predloZeno je: temperatura 130 °C, koncentracija maltodekstrina 50 g/l
i potok te¢nosti 6,1 ml/min. PredloZzeno optimizovano resenje verifikovano je u laboratorijskim
uslovima (tabela 24) minimalnim odstupanjem eksperimentalnih i predvidenih vrednosti, kao i
visok stepen prezivljanja enkapsuliranih bakterija nakon ¢uvanja na sobnoj temperaturi u
periodu od 6 meseci i godinu dana.
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Tabela 24 Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti istrazivanih parametara nakon
suSenja rasprsivanjem pod utvrdenim optimalnim uslovima

Promenljiva Eksperimentalna vrednost Predvidena vrednost
VlaE)llr?ost odmah nakon 9.18 + 0,01
suSenja, LOG(CFU/g)
9,07 CFU/g
Viabilnost posle 6 meseci,
+
LOG (CFU/qg) 8,93 0,03
Viabilnost posle godinu
45+ 0,21
dana LOG (CFU/qg) 8450,
Prinos, % 92,6 +1,98 96,8
Sadrzaj vlage, % 2,90 £0,28 2,53

Visekriterijumska optimizacija procesa suSenja rasprSivanjem razli¢itih mikroorganizama je
bila predmet istrazivanja veéeg broja istrazivackih grupa. Grupa istrazivata bavila se
optimizacijom suSenja rasprSivanjem B. thuringiensis koriste¢i RSM metodu i centralni
kompozitni dizajn. Pod utvrdenim optimalnim uslovima (protok 0,29 g/min, ulazna temperatura
vazduha 180 °C), dobili su 2,2-108 viabilnih éelija u suvoj formulaciji (Adjallé et al., 2011). U
drugom istrazivanju susenja rasprSivanjem L. Acidophilus, pri ¢emu je kao nosa¢ koris¢en
maltodekstrin u kombinaciji sa glukozom i proteinima surutke, maksimalna pozeljnost
Deringerove funkcije prilikom postignuta je na 133,54 °C pri protoku od 7,14 ml/min. Pod tim
optimalnim uslovima, postignuta je viabilnost od 8,59 CFU/g i aktivnost vode od 0,171
(Behboudi-Jobbehdar et al., 2013). Razlike u optimizovanim vrednostima susenja se pripisuju
na prvom mestu razlici u kori§¢enim sojevima i njihovim svojstvima, zbog ¢ega je potrebno da
se optimizaciju uslovi susenja za svaku mikrobnu vrstu ponaosob. Kada je u pitanju B. subtilis,
primenom jednofaktorskih metoda optimizovana je mikroinkapsulacija tehnikom suSenja
rasprS$ivanjem sa maltodekstrinom i gumiarabikom. Pri predloZzenim optimalnim uslovima
(temperatura 140 “C i protok suspenzije 9,1 ml/min), dostignuta je koncentracija ukupnog broja

. 4,83-535-108 CFU/g (Ma et al., 2015). Jo§ jedno istrazivanje se bavilo suSenjem
rasprsivanjem biosurfaktanata dobijenih od B. subtilis LBBMA RI4914, gde je kao nosac
koris¢en maltodekstrin u koncentraciji 250 g/l (Barcelos et al., 2014). U ovom doktoratu,
pokazano je da je moguce koriséenje nizih temperatura ulaznog vazduha u kombinaciji sa
manjim protokom suspenzije za postizanje bolje viabilnosti bakterijske kulture. Takode,
znacajne ustede mogu da se ostvare sa aspekta utroSenog materijala, jer se i sa znatno manjim
koncentracijama maltodekstrina postizu zadovoljavajuci efekti.
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4.3.2. Biopesticidni i fitostimulatorni efekat formulacije

Veliki broj PGPB ima sposobnost da §titi biljke od patogena ili da pozitivno uti¢e na njihov
rast. Ipak, efikasno biodubrivo bi trebalo da sadrzi izolat kome se oba ova atributa pripisuju
istovremeno, odnosno Koji, uz izrazenu bioloSku aktivnost, blagotvorno uti¢u i na biljku. Zbog
toga je, u poslednjoj fazi istraZivanja ove disertacije, istrazen potencijalni biopesticidni i
fitostimulatorni efekat formulacije B. subtilis NCIM 2063 dobijene metodom suSenja
rasprSivanjem.

4.3.2.1. Biopesticidni efekat formulacije B. subtils NCIM 2063 na
odabrane fitopatogene gljive

Biljni patogeni su, s obzirom na njihovu Siroku rasprostranjenost, uzrocnici velikih ekonomskih
gubitaka u poljoprivredi. Fitopatogene gljive poseduju veliki spektar enzima koji razaraju
¢elijski zid, zbog cega biljna ¢elija umire i gubi imunoloska svojstva. Znaju¢i da bakterije roda
Bacillus imaju izraZzena antimikrobna svojstva, testirano je in vitro antagonisticko delovanje
mikrobne formulacije izolata 2063 na odabrane fitopatogene gljive (tabela 25). Fitopatogene
gljive odabrane za testiranje napadaju Sirok spektar useva izazivajuci bolesti poput trulezi,
krastavosti, plamenjace, pegavosti plodova ili raka stabiljke (Ajayi-Oyetunde i Bradley, 2018;
Khosro Issazadeh, 2012; Shafi et al., 2017), a takode produkuju mikotoksine koji zaostaju u
biljci i predstavlaju opasnost po ljudsko zdravlje (lwamoto et al., 2019).

Antagonisticko dejstvo izolata NCIM 2063 prema fungalnim patogenima istrazen je metodom
dvojne kultivacije in vitro. Rezultati su pokazali postojanje izrazene antagonisticke aktivnosti
dobijene formulacije prema svim testiranim fitopatogenim gljivama (tabela 25). Procenat
inhibicije rasta kretao se u opsegu 66,6 - 86,6 %. Najosetljivija na dejstvo izolata bila je S.
sclerotiorum, dok je najvecu otpornost pokazala R. solani. Inhibiciona zona bila je jasno
uocljiva kod svih testiranih fitopatogenih gljiva nakon 5 dana inkubacije. U slucaju gljive A.
alternata antifugalni efekat izolata B. subtilis je poceo da slabi, tako da je posle desetodnevne
inkubacije ova gljiva prerasla koloniju bakterije.

Antagonisticka aktivnost izolata B. subtilis prema fitopatogenim gljivama i bakterijama je bila
predmet velikog broja istrazivanja, €iji su rezultati u saglasnosti sa zaklju¢cima izvedenim u
ovom doktoratu. Izolati B. subtilis uspesno vrse supresiju rasta R. solani (Madhi i Jumaah,
2020), F. solani (Madhi i Jumaah, 2020), S. sclerotiorum (Li et al., 2020), A. alternata
(Swiontek Brzezinska et al., 2020), Fusarium proliferatum (Bjelic et al., 2017) i L. maculans
(Lahlali et al., 2013). Ovakav ucinak pripisuje se sposobnosti izolata B. subtilis da proizvodi
veliki spektar metabolita, poput antibiotika (Ben Khedher et al., 2021; Madhi i Jumaah, 2020),
enzima (Huang et al., 2020; Nakkeeran et al., 2020; Swiontek Brzezinska et al., 2020),
lipopetida (Asaka i Shoda, 1996; Ben Khedher et al., 2021; de Souza Freitas et al., 2020;
Hinarejos et al., 2016), siderofora, amonijaka, cijanovodoni¢ne i salicilne kiseline (Swiontek
Brzezinska et al., 2020). U jednom od istrazivanja antifugalno dejstvo B. subtilis B3 i B5 na
gljivu A. alternata povezano je sa sposobnos$cu stvaranja hitanaze. Hitanaze vrSe degradaciju
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¢elijskog zida patogenih gljiva i1 bakterija, inhibiraju germinaciju spora i elongaciju
filamentoznih nastavaka koji inficiraju biljku, pa samim tim ucestvuju u stvaranju
odbrambenog mehanizma biljaka (Swiontek Brzezinska et al., 2020). Antagonisticki efekat
komercijalnog preparata B. subtilis na R. solani i F. solani se, takode, objasnjava dejstvom
hitanaze, ali i sintezom glukanaze, subtilina, bacitracina i bacilomicina (Madhi i Jumaah, 2020).
U jednom drugom istrazivanju, navodi se da je supresija rasta R. solani posledica dejstva
lipopeptida iz porodice iturina, pri ¢emu je utvrdeno da izolat B. subtilis RB14 produkuje iturine
u zemlji nakon inokulacije biljke (Asaka i Shoda, 1996). Jedan ili viSe ovih mehanizama
delovanja doprineo je i izrazenom antimikrobnom efektu izolata NCIM 2063 testiranog u ovoj
disertaciji.

Tabela 25 Procenat inhibicije rasta (PGI) testiranih fitopatogena pod dejstvom resuspendovane
formulacije izolata B. subtilis NCIM 2063

Fitopatogen PGI, %
S. sclerotiorum 83,7+ 1,28
R. solani 68,5 +£2,31
A. alternata 85,5+ 1,11
F. proliferatum 77,4+ 1,70
L. maculans 822 +222

4.3.2.2. Fitostimultorni efekat izolata B. subtilis NCIM 2063 na seme
paprike

Efekat tretmana semena paprike mikrobnom formulacijom B. subtilis NCIM 2063 na parametre
rasta prikazan je u tabeli 26. Koris¢enje formulacije dovelo je do viSestrukog poveéanja sveze
mase lista, kao i jasnog porasta biljke u visinu, dok se masa korena i broj listova nije zna¢ajno
razlikovala u odnosu na kontrolu. Sli¢no tome, izolat B. subtilis SL-13 doprineo je znacajnom
povecanju povrsine listova, ali ne i duzine korena (Tao et al., 2019). Povecanje prinosa, visine
i sveze mase paprike postignuto je i primenom izolata B. subtilis CAS 15 (Yu et al., 2011), a
slicni rezultati primeceni su i primenom izolata B. subtilis V26 na sadnice krompira (Ben
Khedher et al., 2021). Smatra se da pozitivan uticaj izolata soja B. subtilis na rast biljaka potice
od njegove sposobnosti da proizvodi hormone rasta i1 siderofore, uti¢e na fiksaciju azota i
solubilizaciju fosfora (Ben Khedher et al., 2021; Khatoon i Khan, 2020).
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Tabela 26 Fitostimulatorni efekat tremtana izolatom B. subtilis NCIM 2063 na seme paprike

.. Masa
Visina Broj Masa sveze Ukupni
Tretman stabiljke . J svezeg g Hlorofil a  Hlorofil b p_
listova . korena, hlorofil
(cm) lista, mg
mg
B.
subtilis 100,47
14,662,888 3,66+0,58 3,03+0,3 10,2+1,85 3,66+0,57 13,66+3,05
NCIM
+20,7
2603
38,33
Kontrola 11,97+2,41 3,33+0,57 4,86+1,60 5,77+0,46 2,9+0,65 8,67+1,53
+12,58

Poznato je da u procesu fotosinteze klju¢nu ulogu ima hlorofil, a da je njegov sadrzaj indikator
kapaciteta fotosinteze i zdravlja biljke. Dobijeni rezultati ukazuju na jasan pozitivan uticaj
izolata NCIM 2069 na sadrzaj hlorofila u tretiranim sadnicama paprike. U poredenju sa
kontrolom, primena formulacije uticala je na povecéanje sadrzaja hlorfila a (za 76,8%), hlorofila
b (za 52,5%) i ukupnog hlorofila (57,7%), §to je gotovo 3,5 puta bolji u¢inak u odnosu na izolat
B. subtilis SL-13 koji je kod paprike doprineo poveéanju ukupnog sadrzaja hlorofila za 16% u
odnosu na kontrolu (Tao et al., 2019). Kod biljne vrste Moringa Oleifera pored hlorofila
primecéeno je povecanje sadrzaja a-tokoferola i -karotena (Sonbarse et al., 2020). Pozitivan
uticaj na koli¢inu hlorofila se objasnjava sposobno$c¢u ovog izolata da moduliSe endogenim
signalnim molekulima za glukozu i absicinsku kiselinu, koji imaju regulatornu ulogu u procesu
fotosinteze (Zhang et al., 2008). Mehanisticka studija je potrvrdila da se primenom B. subtilis
na seme paprike poboljSava efikasnost fotosistema II 1 pozitivho utiCe na fotosintezu
povecanjem koli¢ine hlorofila 1 brzine asimilacije ugljen dioksida. Takav efekat objaSnjen je
povecanjem brzine prenosa elektorna u tilakoidnoj membrani usled dejstva bakterije (Yesenia
Samaniego-Gamez et al., 2016).
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Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu moze se zakljuciti sledece:

Jednofaktorskim istrazivanjem uticaja procesnih uslova na rast B. subtilis NCIM 2063
u Erlenmajerovim sudovima na rotacionoj muckalici utvrdeno je da ovaj izolat pokazuje
brz rast na predlozenoj DSM podlozi ¢ak i bez prisustva glukoze, iako se najveci prinos
biomase ostvaruje u podlozi sa glukozom. Povecanje pocetne koncentracije glukoze
iznad 5 g/l ne dovodi do znacajnog povecanja prinosa biomase na kraju kultivacionog
perioda. Vrednosti specificne brzine rasta se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale, dok
je specifi¢na brzina potro$nje varirala u opsegu 0,09-0,19 g/l. Najveéi koeficijent
prinosa biomase (1,35 g/g) ostvaruje se pri pocetnoj koncentraciji od 5 g/l glukoze, kada
je sva glukoza potrosena na kraju procesa. Poveéanje pocetne koncentracije glukoze u
podlozi povecalo je brzinu potroS$nje supstrata, ali i smanjilo koeficijent prinosa
biomase, §to navodi na zakljucak da se glukoza, osim za stvaranje biomase, trosi i za
proizvodnju nekog od metabolita

Brzina prenosa mase kiseonika nema uticaj na specifi¢nu brzinu rasta i generacijsko
vreme, ali ima znacajan uticaj na prinos biomase. Pove¢anje OTR sa 2 mol/m°h na 10
mol/m3h poveéava prinos biomase sa 2,15 g/l na 6,20 g/l (2,9 puta). S druge strane,
brzine prenosa mase kiseonika od 6 mol/m?h, ili manje, daluju limitiraju¢e na mikrobni
rast. Kultivacija B. subtilis u uslovima limitirane dostupnosti kiseonika aktivira aerobnu
respiraciju koju karakteriSe redukcija nitrata uz povecanje kolicine NADH i NADPH, i
smanjenje koli¢ine ATP.

Sa ciljem dodatne optimizacije uslova rasta, a sa posebnim osvrtom na viabilnost i
sporulaciju ispitivanog izolata, primenjena je metoda odzivne povrsine u kombinaciji sa
Deringerovom funkcijom pozeljnosti. Predlozeni modeli za sve odzive su statisticki
znacajni i adekvatni sa statisticki neznacajnim odstupanjem od modela dok
eksperimentalni podaci minimalno odstupaju od izrac¢unatih podataka.

Za broj viabilnih ¢elija najvedéi statisti¢ki znacaj imaju koncentracija glukoze i OTR (i
kao individualni i kao kvadratni ¢lan), praceni faktorom interakcije ova dva ¢lana,
individualnim faktorom temperature i interakcijom temperature i OTR. Pri viSim
koncentracijama glukoze, povecanje OTR pozitivno uti¢e na ukupan broj viabilnih
vegetativnih cCelija, dok temperatura nema znacajan uticaj. Smanjenjem koncentracije
glukoze uticaj temperature postaje izrazeniji, pri ¢emu se najveci broj celija primecuje
kada u podlozi ima 10 g/l glukoze. Suprotno tome, u podlozi bez glukoze povecanje
OTR ima neznatan uticaj na povecanje broja cCelija.

Kada je u pitanju ukupan broj spora, medu faktorima statisticki znacajan uticaj na
sporulaciju B. Subtilis NCIM 2063 imaju kocentracija glukoze (individualni i kvadratni
¢lan), temperatura, kvadratni ¢lan OTR i interakcija OTR i glukoze, dok OTR, kvadratni
Clan temperature i interakcija temperature sa ostalim faktorima nisu bili statisti¢ki
znacajni. Utvrdeno je da nezavisno od koncentracije glukoze, povecanje OTR pozitivno
uti¢e na sporulaciju. S druge strane, uticaj temperatura vecih od 30 °C je najizrazeniji
pri maksimalnim primenjenim koncentracijama glukoze.
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Utvrdeni su sledec¢i optimalni uslovi za kultivaciju B. subtilis NCIM 2063: T=33 °C,
OTR=10 mol/m?h i koncentracija glukoze 4,89 g/L. Pod ovim uslovima predvidena je
maksimalna koncentracija vegetativnih ¢elija 9,66 LOG (CFU/ml) i spora 9,19 LOG
(CFU/mlI) uz visoku vrednost funkcije pozeljnosti (0,931). Eksperimentalna ¢elijska
gustina za ukupan broj celija i spora pod datim uslovima iznosila je 9,51+0,09
LOG(CFU/mI) i 9,08+0,06 LOG(CFU/mI), respektivno.

Kao kriterijum za povecanje razmere procesa sa Erlenmajerovih sudova na bioreaktor
zapremine 2,5 L izabran je zapreminski koeficijent prenosa mase (kia). Primenom
aposorpcione metode izraCunate su vrednosti Ka pri razli¢itim brzinama meSanja.
Povecanjem brzine meSanja u bioreaktoru dolazi do eksponencijalnog povecanja
vrednosti kLa, dok je u slu¢aju Erlenmajera ova zavinost linearna. Ova razlika dolazi do
izrazaja pri brzinama obrtanja ve¢im od 400 rpm, kada je u bioreaktoru moguce ostvariti
znacajno vece vrednosti kLa u odnosu na Erlenmajerov sud.

Sa ciljem povecanja razmere procesa izvedena je korelacija za proracun brzine mesanja
kojom se postize zeljena vrednost kia. Izracunato je da je u zadatim uslovima
bioreaktora, kada se sve ostale veli¢ine drze na konstantnom nivou (nepromenjen sastav
podloge, T=33 °C, specifi¢ni protok vazduha 0,3 vvm), neophodno podestiti brzinu
obrtanja meSalice na 440 rpm, kako bi se postigla zahtevana brzina prenosa mase
Kiseonika.

Efekat povecanja razmere na rast B. subtilis NCIM 2063 pracen je kultivacijom u
bioreaktoru. Dok je nakon 48 h kultivacije u Erlenmajeru je ostvareno 9,51+0,09
LOG(CFU/ml) ¢elija i 9,08+0,06 LOG(CFU/ml) spora, u bioreaktoru je ukupan broj
¢elija iznosio 9.66+0.13 LOG (CFU/ml), od ¢ega 9,11+£0,19 LOG (CFU/ml) spora. S
obzirom da je u bioreaktoru postigut zadovoljavajuci broj €elija i da je proces povecanja
razmere uspesno sproveden, stvoren je preduslov da se u daljim istraZivanjima razmere
procesa povecaju na poluindustrijski i industrijski nivo.

Metoda su$enja rasprSivanjem, tj. mikroinkapsulacija ¢elija B. subtilis NCIM 2063 sa
maltodekstrinom kao nosa¢em izabrana je kao metoda za formulaciju suvog, praskastog
mikrobiolo§kog preparata za biokontrolu fitopatogena i stimulaciju rasta biljaka. Proces
je optimizovan primenom metode odziva povrSine. Rezultati ANOVA analize su i u
ovom slucaju pokazali da su modeli za sve odzive statisticki zna¢ajni 1 adekvatni, kao 1
da postoji dobro slaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti.

Povecanje koncentracije maltodekstrina i smanjenje ulazne temperature pozitivno utice
na viabilnost mikroorganizama u finalnom proizvodu. Povecéanje protoka te¢nosti moze
da smanji negativan uticaj temperature. Maskimalna viabilnost (1,99-10° CFU/g) u
ispitivanom opsegu ostvarena je na najnizoj temperaturi (110 °C), pri srednjem protoku
(8 ml/min) i maksimalnoj koncentraciji maltodekstrina (50 g/L).

Prinos suvog praha mikrobiolos§kog preparata nakon suSenja rasprSivanjem varirao je
od 39,15 do 96,8 %. Najveci uticaj na posmatrani odziv imaju protok i temperatura.
Pored toga izrazen uticaj imaju i njihovi kvadrati i medusobna interakcija, kao i
samostalni ¢lan koncentracije maltodekstrina. Maksimalni prinos postize se
istovremenim porastom koncentracije maltodekstrina i temperature i smanjenjem
protoka suspenzije. Porastom temperature uticaj protoka na prinos se smanjuje, dok je
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uticaj koncentracije maltodekstrina najizraZeniji na najvisim testiranim temperaturama.
Na smanjenje sadrzaja vlage utie povecanje temperature i smanjenje protoka, dok je
uticaj maltodekstrina neznatan. Pri manjim vrednostima protoka u ispitivanom opsegu
uticaj maltodekstrina postaje izrazeniji tako da se povecanjem njegove koncentracije
postepeno smanjuje sadrzaj vlage. Pri ve¢im vrednostima protoka maltodekstrin nema
presudnu ulogu za ovaj odziv sistema. Najsuvije formulacije dobijene su kombinacijom
najvise temperature 1 najnizeg protoka

Kao jedinstveno resenje sa kombinovanom funkcijom pozeljnosti D=0,87 za parametre
suSenja rasprSivanjem predlozeno je: temperatura 130 °C, koncentracija maltodekstrina
50 g/L 1 potok te¢nosti 6,1 ml/min. PredloZzeno optimizovano resenje verifikovano je u
laboratorijskim uslovima ¢ime je potvrdeno minimalno odstupanje eksperimentalnih i
softverski predvidenih vrednosti, kao i visok stepen prezivljanja enkapsulisanih
bakterija nakon ¢uvanja na sobnoj temperaturi u periodu od 6 meseci i godinu dana.
Metodom dvojne kultivacije ispitano je potencijalno antifugalno dejstvo preparata B.
subtilis NCIM 2063 dobijene metodom susenja rasprSivanjem. Procenat inhibicije rasta
kretao se u opsegu 66,6 - 86,6 %. Najosetljivija na dejstvo izolata bila je S. sclerotiorum,
dok je najvecu otpornost pokazala R. solani.

Fitostimulatorni efekat dobijenog mikrobiolo§kog preparata testiran je na semenu
paprike. Nakon 40 dana, koris¢ena formulacija dovela je do visestrukog poveéanja
sveze mase lista kao i jasnog porasta biljke u visinu, dok se masa korena i broj listova
nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolu. Takode, dobijeni rezultati ukazuju na
jasan pozitivan uticaj izolata NCIM 2069 na sadrzaj hlorofila u tretiranim sadnicama
paprike. Naredni korak istrazivanja je potvrda fitostimulatornog destva u realnim
uslovima polja.
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Tabela PT1. Promena koncentracije biomase u vremenu pri razli¢itim koncentracijama glukoze u Erlenmajerovim sudovima

t, h 0 2 4 6 8 10 12 24 48
Og/l

glukoze  0,26+0,12  0,29+0,17 0,730,009  2,02+0,11  2,45+0,15 2,60+0,14 3,00+0,019  4,42+0,19 4,33+0,13
59/L

glukoze 0,270,016  0,36+0,19 1,16+0,25 2,80+0,099  4,13+£0,19 5,31+0,115  5,50+0,06 6,02+0,009 6,06+0,05
10 g/L

glukoze 0.29+0,095 0.34+0,046  0.99+0,13  1.45+0,11 3.80+0,015 4.30+0,021 4.90+0,033 6.17+0,14 6.00+0,17
15 g/L

glukoze  0.294+0,15 0.61+0,086 0.91+0,075 3,53+0,023 4,22+0,082 5,02+0,071 5,23+0,017 6,09+0,013 5,95+0,23

Tabela PT2. Promena koncentracije biomase (g/L) u vremenu pri razli¢itim vrednostima OTR u Erlenmajerovimsudovima

t,.h 0 2 4 6 8 10 12 24 48
OTR=10
mol/méh  0,2940,17 0,34+0,296 0,99+0,056 1,45+0,081 3,10+0,013 4,10+£0,029  4,60+0,14  6,17+0,17  6,20+0,13
OTR=6

mol/m*h  0,2840,06  0,30+0,02 0,80+£0,1 2,59+0,028 2,56+0,049 2,50+0,14 247+0,059 247+0,15 2,47+0,19
OTR=4
mol/m*h  0,2940,005 0,34+0,015  0,65+0,16 2,1540,026  2,25+0,11  2,30+£0,17 2,294+0,013 2,20+0,017 2,2340,078
OTR=2
mol/m*h  0,28+0,018 0,39+0,055 0,83+0,098 2,08+0,056  2,13+0,08 2,15+0,043 2,15+0,1  2,10+0,17 2,15+0,2
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Tabela PT3. Potrosnja glukoze (g/L) u vremenu pri razli¢itim pocetnim kocentracijama glukoze
u Erlenmajerovim sudovima

t,h 12 24 36 48
5 g/L glukoze 3,7+0,17 2,2+0,19 1,5+0,11 0,7+0,27
10g/L 5,92+0,23 5,19+0,27 440,17 2,9+0,09
glukoze
15 glL 10,5+0,19 8,93+0,33 7,18+0,085 5,01+0,23
glukoze

Tabela PT4. Promena % zasi¢enja kiseonikom tokom vremena pri razli¢itim brzinama mesanja

(apsorpciona metoda) u bioreaktoru
s/ Brzina 10 20 30 40 50 60 70 80 90 180
mesanja, rpm
serija 1 1,8 3,1 44 57 7 8,3 9,5 10,8 12,3 234
100  serija2 1,5 3,5 4,5 57 7,2 8,5 9,7 11,1 124 23,3
serija 3 19 3 4,3 58 6,9 8,2 9,4 10,7 122 235
serija 1 2,1 3,9 5,6 7,2 8,8 105 12,1 13,7 15,2 28
200  serija?2 19 4 54 7,1 8,9 11,2 119 14 154 28,3
serija 3 2,2 4 57 7,3 8,6 10 123 136 151 278
serija 1 3,2 6 8,6 118 145 171 195 223 248 448
300 serija?2 3,5 58 9 115 14,7 165 193 224 235 446
serija 3 3,3 6,1 8,5 118 144 17,3 19,7 222 25 45
serijal 21,7 271 349 421 485 56,1 68 76,1 825 88,2
400 serija2 193 275 323 489 50,2 57 67,1 76,6 84 88,3
serija 3 20 26,9 35 439 499 593 66,2 78 85,3 88
serijal 26,7 40 45,2 50,9 60 76,8 822 891 90,7 96,2
500 serija2 23,7 38 48 50,1 60,3 76,7 824 86 91 97
serija3 27,8 421 42 48 51,2 743 835 899 88 95

Tabela PT 5. Uticaj brzine meSanja na vrednost k.a u bioreaktoru (apsorpciona metoda) i erlenmajeru
sa meSanjem (empirijska jednacina)

Brzina meSanja, rpm k.a (bioreaktor) kra (erlenmajer sa
mesanjem)

100 5,26+0,02 9,38

200 6,51+0,11 18,81
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300 11,88+0,15 28,25
400 45,35+0,25 37,61
500 68,4445,28 47,25

Tabela PT6. Odredivanje karakteristika kiseoni¢ne elektrode primenom apsorpcione metode

t,s 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% 347 714 84  88.7 90 955 966 971 974 98

Tabela PT7. Promena koncentracije biomase pri optimalnim uslovima u biorekatoru

t,h 0 2 4 5.5 6 6.5 8 10 12 16 24 48

X, g/L 0.1 01 048 113 1.77 28 4.05 59 657 671 759 7.24

T T T T T T
0 20 40 60 80 100
t,s

Slika PS1. Odredivanje karakteristika kiseoni¢ne elektrode primenom apsorpcione metode
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Slika PS 2. Antifugalno dejstvo preparata B. subtilis na odabrane fitopatogene
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Slika PS 3. Fitostimulatorno dejstvo preparata B. subtilis 40 dana nakon inokulacije semena
paprike a) kontrola, b)tretaman
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N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBspyjemM 1a je TOKTOpCKa JUcepTaIyja, Mo HaCI0BOM

OIITMU3ALINJA ITIOCTYIIKA JOBUJAIbA MUKPOBHE BHUOMACE 1
OOPMYJIALNUJE MUKPOBUOJIOHIKOI ITPEITAPATA CA IOTEHIIUJAJTHUM
BUOINNECTHUIIMIHUM U PUTOCTUMYJATOPHUM JAECJTBOM

Koja je onOpameHa Ha TexHonomkoM akynrery YHuBep3uTera y Humry:
*  Pe3yaTaT COINCTBEHOT UCTPAXKMBAYKOT PaJIa;

« J1a OBY JAWCEpTalHjy, HA y IETUHH, HUTH y JAEJIOBHMA, HUCAM IPHjaBJbUBaja HA IPYTUM
(bakynTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

+ Jla HMCaM MOBpEAMJIa ayTOpCcKa IpaBa, HUTH 3J0YNOTpeOusia MHTEICKTYadHy CBOJUHY
JPYTUX JINLIA.

Jlo3BosbaBaM n1a ce o0OjaBe MOjU JIMYHM TOJAIM, KOJU Cy Yy BE€3M ca ayTOPCTBOM M
no0ujameM aKaJeMCKOI 3Bama JIOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UME M Mpe3uMe, FoJIMHAa U MECTO
pohemwa u marym onbpaHe pana, u To y karajory bubmmoreke, JurutaqiHoM perno3uUTOPHjyMy
VYHuuBep3utera y Humry, kao u y nyonukamujama YHusepsurera y Humry.

Y Humy, 21.06.2021.

[Tornuc ayropa aucepraruje:

Cannpa CramenkoBuh CtojanoBuh
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N3JABA O UICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' OBJIMUKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIUMJE

HacnoB nucepranuje:

OIITMU3ALINJA TIOCTYIIKA TOBUJAIbA MUKPOBHE BUOMACE "
OOPMYJIAHUJE MUKPOBHOJIOHIKOI' ITPEITAPATA CA IOTEHHHUJAJTHUM
BUOINNECTHUIUIHUM 1 PUTOCTUMYJATOPHUM AECJTBOM

U3jaBspyjem 1a je eIeKTpOHCKH 0OJIUK MOje TIOKTOPCKE AMcepTallyje, Kojy caM mpejaania 3a
yHOIIEHE y JIuruTaianu peno3uropujym YHusBep3utera y Huury, ucToBeTaH mraMnanom
00JIHKY.

VY Humy, 21.06.2021.

[ToTnuc ayropa nucepraruje:

Canpgpa CramenkoBuh CrojanoBuh
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N3JABA O KOPUIIREBY

Osnamthyjem YHuBep3uTeTCKYy OMOnMMoTeKy ,,Hukoma Tecma™ na y JlururamHu pemno3uTopujym
YuuBepsutera y Hunry yHece MOjy TOKTOPCKY TUCEPTAIIH]y, 10T HACTIOBOM:

ONITMU3AIINJA TIOCTYIIKA TOBUJAIbA MUKPOBHE BUOMACE "
OOPMYJIAIUJE MUKPOBHOJIOIIKOI ITPEITAPATA CA HIOTEHIHUJA/THUM
BUOINNECTHIUIHUM U PUTOCTUMYJATOPHUM AECJTBOM

Jucepraiyjy ca CBUM MPUIIO3UMa TIPelajia caM y eJIEKTPOHCKOM OOJIUKY, TIOTOJTHOM 32 TPajHO
apXUBUpAmbE.

Mojy IOKTOpCKY aucepTanujy, yHery y Jururanau penosuropujym YHuBep3utera y Humry,
MOTY KOPUCTHUTH CBH KOjH TIOIITY]y OJIpe0e caipkane y ogadbpanoM Tuny jurerie Kpeatusae
3ajequuue (Creative Commons), 3a KOjy caM ce OJTyduia.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AyrtopctBo — HekomepirrjanHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBo — HekomepijaiaHo — 6e3 npepaje (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUjaIHOo — AenuTh nox uctuM yeioBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 nipepaze (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutH noq uctuM ycnosuma (CC BY-SA)

Y Humy, 21.06.2021.

[Tornc ayropa aucepranyje:

Cannpa CramenkoBuh CtojanoBuh
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