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Single spore (engl.) — monosporijalno

Sum of squares (engl.) — suma kvadrata

Sterigmatocystin (engl.) — sterigmatocistin

Threonine (engl.) — treonin

Volume of air per volume of liquid per min (engl) -
zapremina vazduha po zapremini te¢nosti u min
Versicolorin A (engl.) — versikolorin A

X-ray diffraction analysis (engl.) — rendgenostrukturna
analiza

X-ray fluorescence spectrometry (engl) — rendgenska
fluorescentna spektrometrija
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1. Uvod

Konstantni rast svetske populacije za koju se oc¢ekuje da ¢e do 2050.
godine dosticl broj od gotovo 10 miljardi ljudi, dovodi u rizik zadovoljavanje
potreba za hranom 1 odrzavanje stabilnosti sistema poljoprivredne proizvodnje.
Cinjenica da su agrarni resursi ogranieni i dodatno eksploatisani u druge svrhe,
govorl u priog izazovima postizanja odgovarajuceg nivoa prehrambene
sigurnostt u skladu s raspolozivim svetskim kapacitetima proizvodnje.
Urbanizacija 1 stanje svetske ekonomije takode diktiraju tempo proizvodnje
stavljajuci pred poljoprivredne proizvodace visoke zahteve u smislu dobianja
zadovoljavajucih prinosa u $to je moguce kracem vremenskom periodu. Izazovi
savremene poljoprivrede odnose se 1 na borbu sa Steto¢inama koje ugrozavaju
proizvodnju 1 neophodnost primene razlicitth vidova agrotehnickih mera, ne bi
i se minimizovao njithov negativni uticaj. Poseban akcenat vec¢ dugi niz godina
stavlja se na sve opsezniju upotrebu hemijskih pesticida, $to se manifestuje
nizom sporednih efekata, koji mogu izazvati dodatne probleme znacajnih
razmera. Rezistencya prema aktivnim komponentama pesticida je pojam koji
datira od pocetka proslog veka, a do danasnjeg dana razvio se do, gotovo,
neresivog problema. Ovaj fenomen nastaje kao rezultat evolucije Stetnih vrsta u
pogledu osetljivosti prema sredstvima za zastitu bilja, a jedan od glavnih uzroka
pronalazi se u njihovoj neadekvatnoj 1 prekomernoj upotrebi. Dramati¢ni efekti
prekomerne upotrebe hemijskih sredstava na biodiverzitet biljnih 1 Zivotinjskih
vrsta kao 1 na celokupan ekosistem, 1 alarmantni podacl o prisustvu njithovih
rezidualnih koli¢ina u hrani, prouzrokovali su potrebu za pronalaskom reSenja
koja ¢e omoguciti redukciju primene pesticida.

Pored velikog broja patogenih vrsta gljiva 1 bakterjja koje dovode do
opseznih gubitaka u poljoprivrednoj proizvodnji 1 problema sa aspekta
bezbednosti hrane, vodecu poziciju zauzimaju aflatoksigeni predstavnici vrste
Aspergillus flavus. Distribucija aflatoksigenih gljiva u pogledu ekoloSkih niSa
vezuje se za tropske regione u temperaturnom opsegu 28 °C do 37 °C 1 visoke
vrednosti relativne vlaznosti, oko 95%. Medutim, klimatske promene koje se
desavaju na globalnom nivou, uslovile su pojavu aflatoksigenih vrsta u regionima
za koje je vazila niska incidenca njithovog razvoja. Medu zemljama koje su
pretrpele velike ekonomske gubitke od posledica pojave aflatoksigenih gljiva
na poljima 1 ulazak aflatoksina u lanac ishrane, nalazi se 1 Republika Srbija.
Tokom 2012. godine, vremenske prilike koje pogoduju razvoju aflatoksigenih
sojeva vrste Aspergillus flavus dovele su do masovnog zarazavanja useva
kukuruza 1 stete do tada nezabelezenih razmera. Procene Prognozno-izvestajne
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sluzbe zastite bilja, govore u prilog tome da 1 tokom 2021. proizvodne sezone
postoji visok rizik od pojave aflatoksina.

Odgovor naucne javnostli na ovakve sluCajeve zasniva se na upotrebi
agenasa bioloske kontrole, kao alternativnog 1 ekoloski prihvatljvog pristupa u
borbi sa postojecim problemom. Poseban fokus stavlja se na znacaj nacionalnih
1 medunarodnih istrazivackih projekata, kao 1 edukaciju poljoprivrednih
proizvodaca 1 podizanje opste svestl javnosti o ekonomskom 1 socijalnom
aspektu upotrebe agenasa bioloske kontrole. Kao vodedi kandidati na polju
benefitnih mikroorganizama sa potencijalom primene u poljoprivrednoj praksi,
1zdvajaju se pripadnici roda Bacillus.

[pored brojnih istrazivackih projekata, objavljenih nau¢nih radova i studija
o efikasnosti bioloskih agenasa na bazi Bacillus spp, potpuni potencijal njihove
komercyalne primene 1 dalje nije dosegnut. Strogo akademski pristup
Istrazivackih timova, stavlja u drugl plan razmatranja koja se ticu razvoja
biotehnoloskog proizvodnog postupka koji ¢e odgovoriti na potrebe
industrijskog nivoa proizvodnje, formulacije proizvoda 1 na kraju njegove
komerciyjalizacije. U strucnoj literaturi, navode se brojni primerl agenasa
bioloSke kontrole visoke efikasnosti, koji nikada nisu pronaslh put do trzista 1
prakticne primene. IstraZivanja koja se ticu selekcye proizvodnih
mikroorganizama 1 definisanja uslova proizvodnje, ograni¢ena su na 1zvodenje
kultivacije u malim zapreminama, isklju¢ivo na laboratorijskom nivou. Skaliranje
proizvodnje sa nivoa erlenmajera, koje karakteriSe eksterno mesSanje 1 spontana
aeraclja, na nivo laboratorijskog bioreaktora, s Internim meSanjem 1
kontrolisanom aeracijjom, je limitirajuci faktor razvoja tehnologije proizvodnje
agenasa bioloske kontrole.

IstraZzivanja u okviru doktorske disertacije obuhvatila su celokupan tok
razvoja bloprocesnog resenja, od detaljnog postupka selekcije proizvodnog
1zolata, preko optimizacije uslova proizvodnje u pogledu sastava kultivacionog
medijjuma 1 procesnih parametara, do definisanja finalne forme preparata 1
Ispitivanja mogucnosti komercijalizacyje. Klju¢na razlika 1 originalni doprinos
dizajniranog bioprocesnog resenja lezl u mogucnosti njegove primene na visim
skalama proizvodnje 1 potencijalu koji izlazi 1z okvira akademskog dostignuca.
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2. Ciljevi istrazivanja

Osnovni cilj istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije
odnosi se na definisanje idejnog resSenja razvoja tehnologije proizvodnje
agenasa bioloske kontrole efikasnih u suzbijanju aflatoksigenih gljiva iz roda
Aspergillus. Motiv za bavljenje ovom tematikom temeljl se na teznjl za
pronalaskom biotehnoloskog odgovora na jedan od vodecih 1zazova danasnjice
u domenu poljoprivredne delatnosti 1 bezbednosti hrane. Alarmantni podaci o
kontaminaciji useva aflatoksigenim gljivama, koja posledi¢no vodi drasticnim
ekonomskim gubicima 1 predstavlja ozbiljan rizik za zdravlje Jjudi kao krajnjih
potrosaca, namecu potrebu za iznalazenjem efikasnog resenja primenljivog u
sistemu odrzive poljoprivredne proizvodnje. Definisanje klju¢nih elemenata
biotehnoloskog postupka dobijjanja proizvoda efikasnog u suzbilanju
aflatoksigenih izolata je neophodan preduslov za implementaciju reSenja u
uslovima industrijske proizvodnje 1 komercijalizacije preparata.

U skladu sa osnovnim ciljem istrazivanja 1z okvira doktorske disertacije,
definisani su slededi specificni ciljevi:

Analiza zastupljenosti aflatoksigenih sojeva vrste Aspergillus flavus na
poljima kukuruza u Republici Srbiji, formiranje kolekcije izolata, identifikacija
1zolata na osnovu makroforfoloskih i mikromorfoloskih karakteristika;

Definisanje genetskog potenciala aflatoksigenih sojeva vrste Aspergillus
flavus prisutnih na poljima kukuruza u Republici Srbiji, odredivanje ekspresie
gena u uslovima koji favorizuju razvoj ciljanih fitopatogena;

Izolacija novih sojeva Bacillus spp. kao potenciyalnih proizvodnih
mikroorganizama 1z rizosfere poljoprivrednih kultura uzgajanih na teritoriji
Republike Srbije;

Evaluacija antagonisticke aktivnosti novoizolovanih sojeva Bacillus spp.
prema odabranim predstavnicima fitopatogene vrste Aspergillus flavus;

Definisanje genetskog potencijala odabranih sojeva Bacillus spp. u
pogledu produkcije antimikrobnih komponenti znacajnih za supresivno
delovanje protiv fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus;

Odabir proizvodnog izolata Bacillus sp. sa najvecim potencijalom primene
u bioloskoj kontroli aflatoktoksigenih sojeva Aspergillus flavus 1 njegova
molekularna identifikacija sekvenciranjem regiona 165 rRNK;
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Odabir optimalnih izvora ugljenika 1 azota kao komponenti hranljivog
medijuma za proizvodnju agenasa bioloSke kontrole, Bacillus sp, efikasnih u
suzbijanju fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus;

Modelovanje uticaja koncentracyja odabranih komponenti hranljivog
medjuma za prolzvodnju agenasa bioloske kontrole efikasnih u suzbijanju
fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus na antimikrobnu aktivnost
primenom metodologije odzivne povrsine kao 1 metodologie vestackih
neuronskih mreza;

Optimizaclja sastava hranljivog medjuma za proizvodnju agenasa
bioloSke kontrole efikasnih u suzbijanju fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus
flavus primenom metode Zeljene funkcije;

Analiza toka kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru sa ciljem validacye
definisanog optimalnog sastava hranljivog medijuma 1 ispitivanja uticaja
Intenziteta aeracije 1 brzine meSanja na proizvodnju agenasa bioloske kontrole;

Optimizacija procesnih parametara za proizvodnju agenasa bioloske
kontrole efikasnih u suzbijjanju fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus.

Definisanje mehanizma delovanja agenasa bioloske kontrole efikasnih u
suzbijanju fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus 1 1dentifikacia
antimikrobnih komponenti odgovornih za supresivno delovanje primenom
analitickih metoda HPLC-MS 1 MALDI-TOF MS;

Ispitivanje mogucnosti formulacije agenasa bioloSke kontrole na bazi
proizvodnog soja Bacillus sp. BioSol021 za suzbijanje aflatoksigenih sojeva vrste
Aspergillus flavus primenom tehnike imobilizacije na ¢vrste nosace;

Analiza stanja trzista (bio)pesticida u Republici Srbiji 1 stavova
poljoprivrednih proizvodaca u pogledu njihove primene.
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3. Pregled literature

3.1. Aspergillus flavus kao fitopatogena gljiva

Oboljenja biljaka 1 smanjenje kvaliteta poljoprivrednih proizvoda
uzrokovani fungalnim patogenima, dovode do znacajnih materijjalnih gubitaka
koji se mere miljardama americkih dolara (Shuping 1 Eloff, 201 7).

Za relativno mall broj gljiva se moze reci da poseduju ekonomski uticaj
uporedivih razmera kao vrsta Aspergillus flavus (Klich, 2007). Ipak, u kontekstu
destruktivnog delovanja na biljke 1 smanjenja prinosa useva, Aspergillus flavus
pokazuje daleko manji negativni uticaj u poredenju sa efektima koje ispoljava
usled kontaminacije aflatoksinima (Savic¢ 1 sar., 2020).

Kao humani patogen, dovodi do pojave akutnih oboljenja usled unosenja
vece koli¢ine kontaminirane hrane jednokratno, ili pak uzastopnih manjih doza,
u kratkom vremenskom periodu (Massomo, 2020). Imunokompromitovane
osobe pokazuju izrazenu osetljivost prema infekcijama izazvanim ovim gljivama,
koje vode cak 1 letalnom ishodu, a znacajne probleme izazivaju 1 kao alergeni i
uzrocnicl alergijske bronhopulmonalne aspergiloze (Klich, 2007). Vazno je istaci
da, pored akutnih oboljenja, hronic¢ne subletalne doze toksigenih agenasa koje
produkuju Aspergillus vrste, su takode veoma Stetne, 1 dugorocno mogu da
rezultiraju pojavom malignih oboljenja 1 skrac¢enju zivotnog veka (Massomo,
2020).

S druge strane, Cinjenica da pojava Aspergillus flavus na usevima ne vodi
nuzno velikim gubicima, ukoliko nije rec¢ o toksigenim izolatima, iskoriS¢ena je s
aspekta bioloSke kontrole. Rec je o inovativnoj strategiji u ¢ijoj osnovi se nalazi
kompetitivna aktivnost atoksigenih izolata kao ubiokontrolnih agenasa, ¢ime se
obezbeduje njihova dominacija nad toksigenom populacijom 1 istovremeno
smanjuje mogucnost kontaminacije aflatoksinima (Savic¢ i sar., 2020).
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3.1.1. Ekonomski zna&aj kukuruza i uticaj kontaminacije aflatoksinima

Kao rezultat klimatskih promena =zabelezenih poslednjih godina, 1
posledicno ¢esce pojave uslova koji pogoduju razvoju vrsta Aspergillus, a to su
dugl susni periodi 1 visoke temperature, aspergiloze predstavljaju rastuci
problem poljoprivredne proizvodnje kukuruza u Republici Srbii (Kos 1 sar.,
2014).

Ucesce poljoprivredne proizvodnje u BDP-u Republike Srbije iznosi u
proseku 10%. Znacaj poljoprivrede za ekonomiju 1 privredni razvoj zemlje je
utoliko vedi ako se uzme u obzir da poljoprivredni proizvodi ujedno
predstavljaju 1 predmet ftrgovine 1 sirovinu za prehrambenu ndustrju
(Novakovic, 2019).

Tokom 2020. godine drugi izvozni artikal u Republici Srbiji bio je kukuruz,
Sto neminovno potvrduje strateski znacaj ove kulture za koju se vezuje duga
tradicyja uzgajanja na nasim prostorima. Govorecl na globalnom nivou, kao tri
vodece poljoprivredne kulture navode se psSenica, pirina¢ 1 kukuruz.
Objasnjenje zasto se kukuruz ovako visoko pozicionira, lezi u samim
karakteristikama biljke 1 ¢injenici da su gotovi svi delovi upotrebljivi za preradu,
kao 1 raznovrsnostl upotrebe koja prevazilazi okvire prehrambene industrije
(Novakovic, 2019).

.....

beleze najvisi procenat ucesca sa prosecnom vrednoscu od 42,5% za period
2007-2018. godine. Dominantu poziciju medu Zitaricama zauzima kukuruz sa
60% ucesca, Sto dodatno potvrduje njegov ekonomski znacaj. U tabell 3.1.1
navedeni su podaci koji upucuju na ucesce vrednosti proizvodnje kukuruza u
odnosu na biljnu proizvodnju, 1 ukupnu poljoprivrednu proizvodnju u Republici
Srbijl (Statisticki godiSnjact, 2000-2019; Mili¢ 1 sar, 2020).
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Tabela 3.1.1. Apsolutne vrednosti (izrazene u milionima evra, u teku¢im cenama) i
ucesce (izrazeno u %) vrednosti proizvodnje kukuruza u ukupnoj vrednosti 1 vrednosti
biljne proizvodnje u Republici Srbiji za period 2007-2018. godine.

Godina Ukupno Biljna Kukuruz Udeo vrednosti Udeo vrednosti
(million (million (million kukuruza u kukuruza u biljnoj

evra) evra) evra) ukupnoj (%) (%)
2007. 4011,3 2717,1 604,9 15,1 22,3
2008. 5002,5 3423,17 152,17 15,0 22,0
2009. 4217,3 2821,1 622,1 14,8 22,0
2010. 4422,9 3192,7 970,3 21,9 30,4
2011. 4993,9 3522,3 1100,0 22,0 31,2
2012. 4345,5 2868,0 687,0 15,8 24,0
2013. 4879,7 3348,4 857,9 17,6 25,6
2014. 4852,9 3331,0 972,2 20,0 29,2
2015. 4315,0 29149 704,4 16,3 24,2
2016. 4668,8 3406,5 926,8 19,9 21,2
2017. 4367,1 2942,1 552,8 12,7 18,8
2018. 4859,2 3369,5 813,5 18,0 25,9
Prosek 4578,0 3154,9 802,1 17,4 25,2

Oscilacije u pogledu proizvodnje kukuruza na teritoriji Srbije su indirektan

pokazatel] znacaja pravovremene 1 adekvatne primene agrotehnickih mera,

posebno sa aspekta zaStite bilja. Prema podacima izveStaja Departmana za

poljoprivredu Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. United States Department of
Agriculture, USDA) 1z 2013. godine, opsezni ekonomski gubicl u proizvodnji
kukuruza vezuju se za period kada je detektovana znacajna kontaminacija useva

aflatoksinima. U prilog tome govore podacl da je samo u 2012. godini vrednost

proizvodnje kukuruza redukovana za oko 520 miliona evra, Sto je rezultovalo 1

smanjenjem izvoza tokom 2013. godine za ¢ak oko 50% u odnosu na prosecne

vrednosti za posmatrani period. Tabela 3.1.2 ukazuje na podatke koji se odnose

na uceSc¢e vrednosti izvezenog kukuruza u vrednosti izvezenih poljoprivrednih
proizvoda, prehrambenih proizvoda 1 ukupnog izvoza (Mili¢ 1 sar., 2020).
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Tabela 3.1.2. Apsolutne vrednosti (izrazene u milionima evra, u teku¢im cenama) i
ucesce (1zrazeno u %) vrednosti izvezenog kukuruza u vrednosti izvezenih
poljoprivrednih proizvoda, prehrambenih proizvoda i1 ukupnog 1zvoza u Republici
Srbiji za period 2007-2018. godine.

I7voz Udeo Udeo
Ukupan Izvoz olioorivred Izvoz vrednosti vrednosti  Udeo vrednosti
Codina 1zvoz hrane POy I]'iﬁw kukuruza 1zvoza 1zvoza 1zvoza kukuruza u
© (million  (million roizvoda (million  kukuruza kukuruza  poljoprivrednim
evra) evra) (p'll'o evra) evra) u hrani u hrani proizvodima (%)
million evr %) %)
2007. 6439,1 988,0 259,7 62,1 1,0 6,3 23,9
2008. 7410,9 1016,2 266,4 88,7 1,2 8,7 33,3
2009. 5958,9 1076,0 384,2 206,9 3.8 19,2 53,9
2010. 7404 .4 1338,0 5497 245,17 3,3 18,4 447
2011. 8436,3 1504,0 675,1 327,71 3,9 21,8 48,5
2012. 8756,8 1636,1 751,4 442 2 5,0 27,0 58,8
2013. 11001,0 1579,1 651,1 158,4 1,4 10,0 24,3
2014. 111491 17891 741,6 383,1 3,4 21,4 51,7
2015. 12038,8 1877,1 851,4 BSOS 2,9 18,7 41,3
2016. 13432,3 2048,2 850,8 346,71 2,6 16,9 40,8
2017. 15064,6 2039,9 892,6 278,17 1,9 13,7 31,2
2018. 16283,2 2052,1 999,9 226,2 14 11,0 22,6
Prosek 10281,3 1578,7 656,2 259,8 2,6 16,1 39,6

Ekonomski znacaj kukuruza posmatra se 1 sa aspekta spoljne trgovine.

Ucesce vrednostl izvezenih koli¢ina kukuruza za posmatrani period 2007-2018.
godine, iznosli 39,6% (Mili¢ 1 sar., 2020).

3.1.2. Uticaj klimatskih uslova na proizvodnju kukuruza i razvoj aflatoksina

Tokom 2013. godine zemlje balkanskog regiona, narocito Republika
Srbija, suodile su se sa velikim problemom kontaminacije mleka 1 mle¢nih
proizvoda aflatoksinom. Ovakav ishod navodi se kao direkina posledica
nepovoljnih klimatskih uslova koji su uslovili rast toksigenih Aspergillus vrsta na
poljima kukuruza (Kerschke-Risch, 2014). Iako geografski polozaj Republike
Srbije odreduje umereno kontinentalnu klimu, oc¢ekuje se da c¢e globalne
promene vremenskih prilika uslovitl rast temperature 1 suSnih perioda. Ovakav
scenario povecava mogucnost pojave aflatoksigenih gljiva na kukuruzu 1
ponovni nastanak problema koji je obelezio 2012. godinu. Iz svega navedenog
jasna je potreba za intenziviranjem aktivnosti na polju razvoja strategije kontrole
useva kukuruza kao preduslova za unapredenje kvaliteta i bezbednosti hrane za
animalnu 1 humanu upotrebu (Kos 1 sar., 2018).
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Slika 3.1.1. Mape rizika kontaminacije kukuruza aflatoksinima u slu¢aju 3 razlicita
klimatska scenarija a) trenutno; b)+2 °C; ¢)+5 °C. Skala od 0-200% predstavlja indeks
rizika pojave aflatoksina definisanog predikcionim modelom (Battilani 1 sar., 2016).

Klimatske promene na globalnom nivou ispostavile su se kao uzroc¢nik
brojnih problema u oblasti bezbednosti hrane, a jedan od vodecih se odnosli na
pojavu mikotoksina u usevima. Ovakvi izgledi zahtevaju dodatna razmatranja u
pogledu preduzimanja preventivnih mera. Oko devet miliona hektara kukuruza
1 26 miliona hektara pSenice se uzgaja godisnje u Evropi. Imajuc¢i u vidu da
zitarice doprinose prosec¢no 30% ljudskoj 1 50% animalnoj ishrani, razmere
problema do kojih bl promene klimatskih prilika mogle da dovedu su gotovo
nemerljive, kako sa ekonomskog tako 1 sa zdravstvenog aspekta (Battilani 1 sar.,
2016). Na slici 3.1.1 data su predvidanja rizika pojave mikotoksina u tri verzije
scenarija koji podrazumevaju odrzavanje trenutne temperature, porast
temperature za 2 °C, 1 porast temperature za 5 °C na podruc¢ju Evrope. Rezultati
Istrazivanja ukazuju da se u oba slucaja temperaturnih promena, najvece
posledice ocekuju na teritoriji Istocne Evrope, Balkanskog poluostrva 1
mediteranskog regiona (Battilanii sar., 2016).

3.1.3. Opéste karakteristike vrste Aspergillus flavus

Diverzitet u pogledu morfoloskih karakteristika pripadnika roda
Aspergillus odrazava se na slozenu klasifikaciju koja je 1 dalje predmet
Istrazivanja naucne zajednice. Prema poslednjim podacima, rod Aspergillus
broji preko 200 vrsta (Amaike 1 Keller, 2011). Sekcya Flavi je vazna grupa roda
Aspergillus, u okviru koje c¢ak 18 sojeva pokazuje sposobnost proizvodnje
aflatoksina (Massomo, 2020). S druge strane, varijabilnost je evidentna 1 unutar

sekcije buduc¢i da su odredeni sojevi atoksigeni, nasuprot pojedinim sa
12
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lzrazenim prolzvodnim kapacitetom koji prevazilazi 10 mg/kg. ObjasSnjenje
postojece razlike pronalazi se u aberativnim promenama gena odgovornih za
biosintezu aflatoksina (Massomo, 2020).

Najistaknutiji predstavnik roda Aspergillus je vrsta Aspergillus flavus koju
¢ine saprofiti zemljiSta prisutni Sirom sveta, takode poznati kao uzrocnici
oboljenja nekoliko vaznih poljoprivrednih useva, pre svega kukuruza, kikirikijja 1
semena pamuka (Amaike 1 Keller, 2011; Abd El-Aziz, 2021). Invazija ovim
patogenima desava se u razlicitim fazama poljoprivredne proizvodnje, tokom
rasta useva, zetve, susenja nakon zetve, transporta 1 skladiStenja (Abd El-Aziz,
2021).

U pogledu rasprostranjenosti vrste Aspergillus flavus, moze se recl da
nastanjuju razlicite ekoloSke niSe, sa optimalnim rastom u uslovima visoke
temperature izmedu 27 °C 1 38 °C, 1 visoke relativne vlaznosti, oko 95%. Poput
ostalih gljiva, pripadnici vrste Aspergillus flavus sintetiSu Sirok spektar
sekundarnih metabolita, a pored aflatoksina, to su aspergilicna kiselina,
nitropropionicna kiselina 1 koji¢na kiselina. Produkovani metaboliti imaju ulogu
viruletnih faktora patogenosti ovih sojeva, sluze kao komunikacioni signall 1
omogucavaju prilagodavanje uslovima sredine kako bi obezbedili opstanak
vrste (Okayo, 2020).

Aspergillus flavus je morfoloSki kompleksna grupa gljiva ¢iji se pripadnici
dele u dve grupe na osnovu veli¢ine sklerocija: L sojeve sa veli¢inom sklerocija
preko 400 mm u precniku, 1 S sojeve sa veli¢inom precnika sklerocija ispod 400
mm. [ za jednu 1 za drugu grupu se vezuje produkcija aflatoksina Bl 1 B2, ali ono
Sto dodatno karakteriSe predstavnike S grupe je takode sinteza aflatoksina G1 1
G2 (Amaike i Keller, 2011). Cetiri grupe aflatoksina su nazvane prema boji koju
emituju nakon izlaganja ultravioletnim zracima, plava (blue) odnosno zelena
(green), dok brojevi ukazuju na relativne distance kretanja u tankoslojnoj
hromatografiji (Klich, 2007). Vazno je napomenuti da su aflatoksini supstance
bez boje, ukusa 1 mirisa, Sto onemogucava 1 poljoprivrednim proizvodacima 1
potrosacima da primete njihovo prisustvo na proizvodima (Massomo, 2020).
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3.2. Aspergillus flavus kao producer aflatoksina

[ako se za produkciju mikotoksina vezuje Sirok opseg temperatura 1
vlaznostl, odnosno a, vrednost], idealna temperatura pri kojoj dolazi do sinteze
aflatoksina je 28-30 °C. Produktivnost znacajno opada ispod 25 °C 1
priblizavanjem vrednosti koja 1znosi 37 °C. Intenzivniji rast, kao 1 proizvodnja
toksina vezuje se za viSse a, vrednosti, dok se znacajnijl pad belezl pri
vrednostima 1spod 0,85 (Casquete 1 sar., 2019).

Procenjena veli¢ina genoma Aspergillus flavus 1znosl 36,8 Mb sa
aproksimativno 12000 funkcionalnih gena. Genetskom potencijalu produkcie
sekundarnih metabolita svedoci prisustvo 56 klastera gena predodredenih za
obavaljanje ove funkcije (Amare 1 Keller, 2014).

Proizvodnja aflatoksina nastaje kao rezultat ekspresije gena ukljuc¢enih u
njihov biosinteticki put (Casquete 1 sar., 2019). Aflatoksin klaster sacinjava
ukupno 25 gena u okviru sekcije DNK veli¢ine 70 kb, medu kojima su geni
odgovorni za biosintezu kao 1 specifini regulatorni geni koji diktiraju put sinteze
jedinjenja (engl. pathway-specific reqgulatory genes). Klaster je smeSten blizu
telomere hromozoma 1 okruzen sa Cetirl gena kojl su odgovorni za usvajanje
Secera na distalnom kraju 1 klasterom ciklopiazonicne kiseline na proksimalnom
kraju. Najvazni strukturni geni koji kodiraju klju¢ne enzime za produkciju
aflatoksina su afID, aflO, aflQ, aflM 1 aflP (Okayo 1 sar., 2020). Biosinteza
aflatoksina zahteva slozen regulatorni mehanizam kojim diriguju kljuc¢ni geni
ovog procesa, aflR 1 aflS. Dva regulatorna gena su odvojena malim intergenskim
regionom, sa nezavisnim promotorima ali zajednickom regulacijom
transkripcionih faktora i drugih regulatornih elemenata. Prvi gen, afIR kodira
protein koji je odgovoran za transkripcionu aktivaciju vecine strukturnih gena
biosintetickog puta aflatoksina, na Sta ukazuje 1 Cinjenica da bl delecyja ovog
gena uslovila kompletan gubitak sposobnosti sinteze aflatoksina. S druge strane,
funkcija aflS gena je jos uvek nedovoljno razjaSnjena buduci da ne utice na
ekspresiju gena za sintezu, a opet, Aspergillus flavus nema mogucnost
produkcyje aflatoksina u njegovom odsustvu (Casquete 1 sar., 2019; Amare 1
Keller, 2014). Potencyjalno, afiS gen utice na biosintezu aflatoksina ponaSajuci se
kao transkripcioni pojac¢ivac ili koaktivator afIR gena, s obzirom na to da je
dokazana njithova medusobna interkacija (Amare i Keller, 2014).

Na ekspresyu gena koj su odgovorni za sintezu aflatoksina uticu 1
odredeni faktori sredine. Konkretno, medusobni uticaj uslova u pogledu aw
vrednosti 1 temperature odrazava se na nivo ekspresije klju¢nih regulatornih
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gena, aflS'1 afIR, Sto direktno upucuje na intenzitet produkcije aflatoksina (Tal 1
sar., 2020).

3.2.1. Opéta svojsta aflatoksina

U Sirem smislu reci, mikotoksini predstavljaju sekundarne proizvode
metabolicke aktivnosti filamentoznih gljiiva (Zain, 2011). S aspekta producera,
osnovna funkcija ovih komponentl vezuje se za sticanje kompetitivne prednosti
u odnosu na konkurentne organizme ekosistema koji nastanjuju, bez znacajnog
biohemijskog uticaja na rast 1 razvoj samih gljiva (Krulj, 2018). Okarakterisani su
kao jedinjenja male molekulske mase, izrazito termostabilna, sa znacajnim
razlikama u pogledu hemijske strukture 1 toksigenosti koju ispoljavaju. Trenutne
procene govore o postojanju nekoliko hiljada mikotoksina, dok je broj
1dentifikovanih vrsta negde oko 400 (Krulj, 2018). Iz potpuno jasnih razloga, u
fokusu naucne javnosti, najznacajnije mesto zauzimaju mikotoksini sa izrazenim
toksigenim 1 kancerogenim efektom (Zain, 2011).

Prema Kklasifikaclji Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl.
International Agency for Research on Cancer, IARC), aflatoksin Bl (AF Bl)
rasporeden je u la grupu kancerogenih jedinjenja za ljude 1 zivotinje (Ostry 1
sar., 2017; Savi¢ 1 sar., 2020; Khan 1 sar., 2021). Aflatoksin Bl se definise kao
najpotentniji prirodni kancerogen 1 jedan od svega nekoliko mikotoksina koji su
koriS¢eni za proizvodnju bioloskog oruzja (Amare 1 Keller, 2014).

Prema hemijskom sastavu, aflatoksini su difuranokumarinski derivati
nastall kao proizvodi polketidnog puta sinteze (Klich, 2007). Proces dobijanja
alfatoksina zahteva formiranje heksaonat jedinica (acetil-CoA 1 malonil-CoA)
kako bi doslo do incjacije kaskadne reakcije u ¢ije odvijanje je ukljuc¢eno
najmanje 27 enzima. Prvi stabilni prekursor metaboli¢kog puta je norsolorinska
kiselina (NOR) koja nastaje transformacijom pocetnih jedinica. Sledeci koraci
podrazumevaju transformaciu intermedijera u versikolorin A (VERA) koji se
dalje konvertuje u sterigmatocistin (ST), dok je finalni proizvod reakcije
aflatoksin Bl (Caceresisar., 2020; Yu, 2012).

Aflatoksini se najc¢esSce javljaju na usevima koji su bogati uljima kao Sto su
kukuruz, pamuk, kikiriki 1 oraSasti plodovi. Razlozi za ovo su delom
blogeografski, imajuc¢i u vidu da se upravo ovi usevi uzgajaju na geografskim
Sirinama gde je Incidenca pojave vrste Aspergillus flavus najveca. S druge
strane, objasnjenje se pronalazi u nutritivnim aspektima, bududi da Aspergillus
flavus usvaja najpre proste saharide, nakon toga ulja, pa tek onda skrob (Klich,
2007).
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Dostupnost 1 vrsta izvora ugljenika u veliko] merl uticu na produkciju
sekundarnih metabolita. Prosti Seceri kao Sto su saharoza, glukoza, fruktoza,
sorbitol favorizuju sintezu aflatoksina kod vrste Aspergillus flavus. lzvor azota je
takode bitan faktor koji se odrazava na produkciju aflatoksina, imajuci u vidu da
neki supstrati pogoduju sintezi, ukljucujuél asparagin, amonijjumove soll 1
glutamat, za razliku od natrijjum-nitrata 1 triptofana koji ispoljavaju suprotan efekat
(Caceresisar., 2020).

Kontaminacija aflatoksinima je sloZen 1 sistematski proces kojl zapocinje
na polju zarazavanjem useva toksigenim vrstama, nastavlja se tokom njihovog
rasta 1 sazrevanja, a potom produzava 1 u periodu skladiStenja, pogotovo u
uslovima koji favorizuju razvoj gliva (Massomo, 2020). Pored neminovnih
zdravstvenih posledica, kontaminacija useva za proizvodnju hrane za ljude 1
zivotinje ugrozava bezbednost hrane 1 medunarodnu trgovinu (Focker 1 sar.,
2021).

Podaci Clobalnog monitoringa zastite Zivotne sredine — monitoring
kontaminacije hrane 1 program procene rizika od mikotoksina (FAO/WHO -
Global Environment Monitoring System — Food Contamination Monitoring and
Assessment Programme — GEMS/Food, Joint Food and Agriculture Organization
of the United Nations, World Health Organization) kao 1 nacionalnih agencija,
mikotoksini se po ucCestalosti pojavljivanja, zdravstvenim 1 reporduktivnim
poremecajima 1 ekonomskim posledicama, kategorisu kao jedan od vodecih
problema u sistemu snabdevanja hranom, narocito kada je re¢ o zemljama u
razvoju (Milicevi¢, 2014).

Procene Evropske komisije ukazuju da gubici nastali kontaminacijom
useva iznose 5-10%. Otuda proizilazi ocena da su gubici prihoda Zitarica na
nivou Evropske unije 1,2-2,4 miljardi evra, na osnovu godiSnje proizvodnje
pSenice koja 1znosi 133 miliona tona, kukuruza 68 miliona tona 1 ovsa 8 miliona
tona (Focker 1 sar., 2021).
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3.2.1.1. Zakonska regulativa u pogledu kontrole sadrzaja aflatoksina

Evropska unija definise striktnu kontrolu sirovina za proizvodnju hrane
kao 1 gotovih proizvoda koji se koriste u animalnoj 1 humanoj ishrani (Focker 1
sar., 2021). Mikotoksini zauzimaju prvo mesto po prioritetu u okviru mreze za
1zvestavanje o direktnom odnosno indirektnom riziku po zdravlje, gde se kao
uzrok definiSe hrana za lJjude 1 zivotinje - Sistem brzog obavestavanja 1
uzbunjivanja (engl. Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF) (Milicevic,
2014; Focker 1 sar.,, 2021). Prema podacima godisnjeg izveStaja Evropske
komisije 1z 2011. godine, upravo se mikotoksini navode kao najzastupljeniji
razlog za obavestavanje o odbljanju na grani¢nim prelazima 1 aktivaciji Sistema
brzog obavestavanja 1 uzbunjivanja.

Potentnost aflatoksina kao humanog kancerogena 1 toksina, uz ¢injenicu o
visokoj incidencl pojave u lancu ishrane, prepoznata je u zemljama Sirom sveta.
U skladu s tim, regulacija dozvoljenih koli¢ina u hrani namenjenoj ishrani Jjudi 1
zivotinja je striktno definisana. Maksimalno dozvoljene koli¢ine koje propisuje
Agencija za hranuilekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) u usevima
1znose 20 ppb (pg/kg) odnosno 0,5 ppb (pg/kg) u mleku za Jjudsku upotrebu, s
tim da Je za primenu u animalnoj ishrani nesto viSa grani¢na vrednost. U
pojedinim evropskim zemljama vazi Cak 1 striktnija regulativa, dok u slu¢aju
zemalja u razvoju cesto postoji slabija ili gotovo nikakva kontrola (Amare 1 Keller,
2014). Legislativa Evropske unijje jedinstvenim pravilnikom (European
Commisssion, EU/574/2011, 2006/1881/EC 1 amandmani) determiniSe
dozvoljene koncetracije (Battilani i1 sar., 2016), dok je u naSoj zemlji propisani
dokument delimi¢no uskladen sa evropskim normama 2011. godine uz izmene
u verzljama koje su nakon toga usledile (,,Sluzbeni glasnik RS”, 28/2011, 20/13,
29/14, 317/14, 39/14, 31/14-ispravka, 39/14, 72/14, 80/15, 84/15, 35/16, 81/16,
21/17, 81/17) (Nikoli¢ 1 sar, 2018). Maksimalno dozvoljene koli¢ine za aflatoksin
Bl 1 ukupne aflatoksine u kukuruzu, prema odredbama zakonske regulative u
Republici Srbiji, zemljama Evropske unije 1 Sjedinjenim Americkim Drzavama,
date suutabeli 3.2.1.
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Tabela 3.2.1. Maksimalno dozvoljene koli¢ine za AFBI1 1 ukupne aflatoksine u kukuruzu
prema odredbama zakonske regulative u Republici Srbiji, zemljama Evropske unije 1

SAD.

Drzava Kukuruz namenjen za humanu Kukuruz namenjen za animalnu

ishranu ishranu
AFBI Ukupni AFLA (ng/kg) AFBI Ukupni AFLA (ng/kg)

(ng/kg) (hg/kg)
Srbija 5 10 50
EU 5 10 20
SAD 20 20-300
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3.3. Opéti aspekti bioloSke kontrole

Porast globalne svesti 0 negativnim posledicama primene sintetski
dobyjenih preparata za zastitu bilja uslovio je rastuci trend interesovanja za
biopesticide kako poljoprivrednih proizvodaca tako 1 Sire javnosti. Dodatni
pritiscl poticu od promena na polju legislative koja se menja u smeru
favorizovanja primene ekoloskih alternativa, a jedan od dobrih primera je
direktiva Evropske unije koja odreduje okvire odrzive primene sredstava za
zastitu bilja (EU Directive 2009/128/EC) (Damalas 1 Koutroubas, 2018). Upotreba
biopesticida u zastiti bilja rezutovala bi nizom pozitivinih ishoda, a medu
prioritetnim se smatra smanjenje koli¢ina rezudualnih ostataka pesticida u hrani,
¢ime se smanjuje rizik od njihovog negativnog uticaja na ljude kao krajnje
konzumente (Czaja 1 sar., 2015). lako ne postojl uniformna definicya,
opsteprihvacen pojam biopesticida podrazumeva Zive organizme 1 komponente
prirodnog porekla koje imaju funkciju sredstva za zaStitu bilja. Americka
agenclja za zaStitu zivotne sredine (engl. EPA — The U.S. Environmental
Protection Agency) prepoznaje tr1 kategorije bioptestcida, ukljucujuci
biohemijske biopesticide, transgene biljke koje poseduju inkorporirane gene za
zastitu od Stetnih vrsta 1 Zive organizme kao biokontrolne agense (Seiber 1 sar.,
2014). Kategorizacya prema ciljanim fitopatogenim vrstama za Clje suzbijanje se
koriste, podrazumeva podelu na biofungicide, biobaktericide, bionematocide,
bioinsekticide, biokaricide 1 repelente. Odredeni biopesticild moze Imatl
viSestruko delovanje koje se odnosl na organizme koji pripadaju razli¢iim
targetnim grupama. Bioloski aktivne komponente koje se klasifikuju kao
biopestici odlikuju se narocito izrazenim varietetom. U praksi to dovodi do
komplikacya prilikom provere bezdbednosti upotrebe sredstava kako sa
ekoloSkog aspekta tako 1 u pogledu zastite zdravlja konzumenata, te se kao
resSenje namece potreba da se svaki pojedinacni slu¢aj razmatra zasebno (Czaja
1sar., 2019).

3.3.1. Komercijalizacija 1 svetsko trziste biopesticida

Ulaganje kompanija u komercializacju novih bioloskih preparata
direktno je vezano za mogucnost ostvarivanja profita, odnosno uslovljeno je
rezultatima analiza ekonomske isplativostti njithove primene ali 1
zainteresovanosti potroSaca da prednost daju novim u odnosu na
konvencionalne tehnologije. Cesto je averzija od, uslovno re¢eno, nepoznatod,
u oblasti poljoprivredne proizvodnje odlucujuci faktor koji iznova osnazuje
ustaljeni pristup zastiti bilja, oslanjajuci na sredstva dobijena hemijskim putem.
Biopesticidi obuhvataju Sirok spektar zivih organizama dijametralno razlicitih
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karakteristika 1 delovanja u konkretnim ekosistemima, Sto potvrduje potrebu za
opseZnim naucnim istrazivanjima kako bi se stvorili uslovi za prelazak u fazu
komercijalizacie 1 Sire upotrebe ovakvih preparata
(https://www .fortunebusinessinsights.com, Damalas 1 Koutroubas, 2018). Usko
grlo komercijalizacije biopesticida jesu strikini regulatorni propisl koji se ticu
plasmana na trziste. Dugotrajne 1 finansijski zahtevne procedure sa nedovoljno
definisanim odnosno neprilagodenim nacelima su osnovna prepreka ozbiljnjem
razvoju Industrije bioloskih preparata za zastitu bilja. Imperativ je pronaci
optimlano resenje koje bl omogucilo Sto br7i izlazak prepatata na trziste sa
konkurentnom cenom prihvatljivom poljoprivrednim proizvodacima (Damalas i
Koutroubas, 2018).

Vrednost svetskog trzista biopesticida procenjuje se na oko 3,36 miljardi
americkih dolara prema podacima 1z 2017. godine a projekcije rasta do 2025.
godine dostizu brojku od gotovo 10,19 milijardi, uz slozenu godisnju stopu rasta
koja se procenjuje na oko 14,3%. Sli¢ni podaci objavljeni su u junu 2020. godine
sa predvidenim maksimumom vrednostli trzista u 1znosu od 8,5 miljardi
americkih dolara (slika 3.3.1). (https://www.marketsandmarkets.com). Prema
podacima Naucnog instituta organske poljoprivrede (engl. Research Institute of
Organic Agriculture), gotovo 50,9 miliona hektara obradive povrsine koristl se
za potrebe organske poljoprivredne proizvodnje, uz slozenu godisnju stopu
rasta u periodu od 2010. do 2015. godine koja 1znosi 7,4%. Sve vecl udeo
obradivih povrSina na kojima se uzgajaju organski proizvodi odrazi¢e se
direktno 1 na porast trzisne vrednosti biopesticida. Drugl klju¢ni faktor koji
favorizuje rast svetskog trziSta preparata za zastitu bilja jeste sve intenzivniji
angazman startap kompanija u razvojnom sektoru njihove proizvodnje
(https://www .startus-insights.com).
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Slika 3.3.1. Projekcije rasta svetskog trzista biopesticida po regionima izrazeno u
milijardama americkih dolara (https://www.marketsandmarkets.com).

Projektovani rast udela biopesticida na trzistu govori o njihovoj izvesnoj
dominaciji u odnosu na hemijska sredstva za zastitu bilja u buduc¢nosti. To
potvrduju 1 procene da ¢e u kasnim Cetrdesetim ili ranim pedesetim godinama
ovog veka udeli bioloskih i sintetstki dobijenih preparata na globalnom trzistu
postati ekvivalentni (Damalas 1 Koutroubas, 2018).

3.3.2. MikrobioloSki biopesticidi

Mikrobioloski biopesticidi predstavljaju bioloska sredstva efikasna u
suzbijanju biljnih patogena ¢iju osnovu ¢ine bakterije, plesni, protozoe, kvasaci
1 virusl uobicajeno prisutni u prirodi. Ovi preparati ujedno sacinjavaju bitan
segment industrije biopesticida sa najvecem stopom rasta na svetskom trzistu u
oblasti biokontrole (Arthurs 1 Dara, 2019). Ukupno posmatrano, biopesticidi jos
uvek imaju mali udeo na globalnom trzistu sredstava za zaStitu bilja sa svega 5%,
Sto je procenjeno na oko trl milijjarde americkih dolara (Damalas 1 Koutroubas,
2018).

Biopesticidi mikrobioloSkog porekla pokazali su veliki potencijal u borbi
protiv Stetocina 1 bolesti biljaka, imajuci u vidu ¢injenicu da su visoko efikasni,
selektivnog delovanja 1 ekoloski povoljni za zivotnu sredinu u kojoj se primenjuju
(Glare i sar., 2012; Kumar i Singh, 2015). Cak oko 90% trziéta biopesticida ¢ine
preparati na bazl mikroorganizama (Koul, 2011). Razvo] mikrobioloSkih
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preparata direkino je uslovljen dostupnoScu adekvatnog izolata kao kandidata
za primenu u zastiti odredenih biljnih vrsta, Sto se smatra daleko specificnijim
pristupom u odnosu na sredstva hemijskog porekla iste namene. [zolaciyom
sojeva 1z definisanog okruzenja 1li sa zarazenih domacina vrsl se preliminarni
skrining za odabir izolata. Od velikog broja izololovanih mikroorganizama koji
se nakon preliminarnog skrininga odaberu za dalja ispitivanja, manje od 1%
preraste u uspesan krajnji proizvod (Glare i sar., 2012).

Pored primarnog efekta suzbijanja Stetocina 1 bolesti biljaka, veliki broj
mikroorganizama pokazuje dodatna svojstva koja se pozitivno odrazavaju na
biljne vrste, kao $to su promocija rasta 1 poboljSana ishrana koja je obezbedena
stimulacjjom usvajanja mikro 1 makro elemenata dostupnih u zemljistu (Clare 1
sar., 2012). Bakterijski biopesticidi mogu se podeliti u Cetirl kategorije: sojeve
koji poseduju sposobnost sporulacije, obligatne patogene, potenicijalne
patogene, fakultativhe patogene. Predstavnicli prve grupe su ujedno 1
najzastupljeniji u komercijalnoj upotrebi uzimajuci u obzir sigurnost 1 efikasnost
njihove primene, medu kojim su naj¢esce primenjivani izolati roda Bacillus
(Chen 1 sar., 2020, Rong 1 sar., 2020; Aliye 1 sar., 2008; Kumar 1 sar., 2012;
Rajkumar 1 sar., 2018; Bharose 1 Gajera, 2018; Siahmoshteh 1 sar., 2018).
Genetske modifikacije sojeva koji su se pokazali kao uspesni u bioloskoj kontroli,
usmerene su ka poboljSanju njihove efikasnosti podizanjem stope reprodukcije,
brzine transmisije, infektivne sposobnosti 1 vec¢e produktivnosti metabolita od
znacaja (Koul, 2011).

3.3.3. Mehanizam delovanja bakterijskih biopesticida

Ozblljnost oSte¢enja uzrokovanog biljnim patogenima posmatra se kroz
sinergisticki efekat faktora koji Cine takozvani trougao oboljenja: osetljivost
domacina, virulentnost patogena 1 uslove orkuzenja. Bakterijski biopesticidi, sa
naglaskom na pripadnike roda Bacillus, pokazuju intenzivnu aktivnost na relaciji
biljka-okruzenje-patogen, kroz visestruki mehanizam delovanja ukljucujuci
promocijurasta, indukovanje sistemske otpornosti biljaka, formiranje biofilmova,
kompeticiju za nutrijente 1 prostor, liticki efekat 1 produkciju antibiotika (Cawoy 1
sar., 2011) (slika 3.3.2)
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Slika 3.3.2. Pregled faktora koji definisu aktivnost agenasa bioloske kontrole
(prilagodena Sema) (Legein i sar., 2020).

3.3.3.1. Kompeticija za nutrijente 1 prostor

U uslovima nutritivno siromasnog okruzenja, efikasnost u pogledu
usvajanja hranljivih materija 1 katabolizma mikroorganizama, je kljucni faktor sa
aspekta kompeticije (Cawoy1isar., 2011). Utom pogledu bakterijski sojevi u ulozi
agenasa bioloSke kontrole pokazuju dominaciju u odnosu na patogene vrste,
bolju adaptaciju uslovima okruzenja, brze usvajanje dostupnih nutrijenata i rast
(Sharma 1 sar., 2009). Epilog ove aktivnosti je nedostatak esencijalnih faktora
rasta, osnovnih nutrijenata, kao sto je ugljenik, mineralnih materija kao sto je
gvozde 1 prostora, ¢ime se stvaraju uslovl nepogodni za razvo] patogenih
mikroorganizama (Prashar 1 sar., 2013).

3.3.3.2. Antibioza

Posmatrano sa stanovista biotehnoloSke proizvodnje, najbitnije
karakteristke sojeva roda Bacillus odnose se na visok stepen diverziteta
metabolicke aktivnosti 1 sposobnost produkcije niza komponenti sa
antagonistickim delovanjem. Gotovo 4-5% genoma predstavnika vrste Bacillus
subtilis, odnosno preko 8% u slucaju Bacillus amyloliquefaciens, ukljuc¢eno je u
sintezu sekundarnih metabolita (Caulier i sar., 2019; Chen 1 sar., 2008).
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Ribozomalno sintetisani peptidi se uglavnom dobjaju 1z kratkih
prekursora koji se prevode u aktivha jedinjenja nakon post-translacionih
modifikacija (Caulier 1 sar., 2019), dok neribizomalno sintetisani peptidi ¢ine
vaznu grupu bioaktivnih jedinjenja koja se dobiaju aktivnoscu velikog
multienzimskog kompleksa, neribozomalne peptid sintetaze (engl. Non-
Ribosomal Peptide Synthetase, NPRS) (Luo 1 sar., 2015). Osnovna klasifikacija
jedinjenja podrazumeva podelu na ciklicne 1 linearne peptide, dok se dalja
diferencyacija vrsi na osnovu gradivnih jedinica koje se razlikuju u smislu vrste 1
sekvence aminokiselinskih jedinica, kao 1 prirode peptidne ciklizacije, prirode,
duzine 1 nac¢ina grananja lanaca masnih kiselina. Visok diverzitet u pogledu
strukturnih karakteristika, rezultuje dobyanjem citavog niza bioaktivnih
jedinjenja koje odlikuje razlic¢iti kapacitet antagonisticke aktivnosti (Biniarz i sar.,
2017; Penha1sar., 2020).

U kontekstu bioloSke kontrole, kao najznacajnije, izdvajaju se tr1 klase
lipopeptida: surfaktin, iturin 1 fengicin (slika 3.3.3). Primena lipopetidnih
komponenti u borbi protiv fitopatogenih sojeva razmatra se kao potencijalno
resenje problema rastuce rezistencije prema konvencionalnim antibioticima. U
konkurenciji ostalih lipopeptidnih komponenti, pripadnici familije surfaktina se
1zdvajaju kao najvise usmereni ka komercialnoj eksploataciyl za potrebe
prehrambene 1 kozmeticke industrije, u oblasti biomedicine 1 zastite Zivotne
sredine, kao 1 poljoprivrede (Hazarika 1 sar., 2019; Meena 1 sar., 2021).

Struktura lipopeptida sastoji iz peptidnog fragmenta koji ¢ini sedam u
slu¢aju surfaktina 1 iturina, odnosno deset a-aminokiselina kada je rec¢ o
fengicinima. Lipidni deo molekula iturina ¢ini B-amino, tj. B-hidroksi masna
kiselina u sluc¢aju surfaktina 1 fengicina. Strukturne razlike takode upucuju na
diverzitet u pogledu antimikrobne aktivnosti molekula. Baktericidna aktivnost
lipopeptida raste s povecanjem velicine lipidnog fragmenta, obi¢no izmedu 101
12 atoma ugljenika, dok se antifungalno delovanje ispoljava kada lipopeptidne
komponente u strukturl lipidnog dela poseduju niz atoma ugljenika u opsegu 14
—16 (Hmidetisar., 2017).

U poredenju s ostalim predstavnicima lipopeptida, familju iturina ¢ine
molekuli male molekulske mase koja iznosi oko 1,1 kDa. Isticu se kao
biomolekuli od velikog znacaja usled izrazene farmakoloSke aktivnosti koja se
vezuje za antibakterijsko, antifungalno 1 antitumorsko delovanje. Po prirodi su
cikli¢ni lipopeptidi koji sadrze -amino masnu kiselinu sa u proseku od 14 do 17
ugljenikovih atoma 1 heptapeptidni segment sa D-Tyr kao drugom
aminokiselinom u nizu, i dve dodatne D-aminokiseline koje se nalaze na

24



Doktorska disertacija Vanja Vlajkov

pozicjama tri 1 Sest. Ovakva struktura jasno ukazuje na amfifilni karakter
jedinjenja, Sto se odrazava 1 na mehanizam delovanja ovih biomolekula. U grupu
iturina uvrstavaju se iturini A, C, D 1 E, bacilomicini D, F 1 L, bacilopeptin,
mikosubtilin, miksirin, subtulen, 1 mohavenzin (Dimkic, 2015). U strukturi iturina
A razlikuje se peptidni segment koji ¢inl sedam aminokiselinskih ostataka 1
ugljenic¢ni hidrofobni rep od 11 do 12 C atoma. Iturin operon je veli¢ine od 38—
40 kb 1 sastojl se od Cetirl otvorena okvira Citanja [tuA, ItuB, ItuC, ItuD (Meena 1
Kanwar, 2015).

Familju surfaktina ¢ine cikliéni lipopeptidi koje se sastoje iz sedam
aminokiselina (Clu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu) vezanih za karbokisilne 1
hidroksilne grupe lanca [-hidroksi masne kiseline koj ¢ini od 12 do 16
ugljenikovih atoma. Razliciti oblici surfaktina variraju u smislu redosleda amino
kiselina 1 velic¢ine lipidne frakcije prisutne u molekulu. Dokazano je da uticaj na
oblik sintetisanog molekula pokazuje, ne samo odabir proizvodnog soja, vec 1
uslovi kultivacije. Na osnovu aminokiselinske sekvence, molekuli sufraktina se
Klasifikuju u cetiri izoforme: surfaktin A, B, C1D (Meena 1 Kanwar, 2015; Romero
1sar., 2007). Surfaktin se svrstava medu najefikasnije biosurfaktante sa znac¢ajnim
potencijalom primene kao zamena za ekoloski nepovoljnije hemijski sintetisane
surfaktante. U koncentraciji od 20 pM, surfaktin smanjuje povrsinski napon vode
sa 712 na 27 mN/m, Sto u velikoj merl premaSuje mogucnosti ostalih
biosurfaktanata. Surfaktin je, takode, klju¢ni faktor u pogledu formiranja stabilnih
biofilmova. S druge strane, protektivnoj ativnosti ove grupe lipopeptida upravo
doprinosi inhibicija stvaranja biofilmova drugih sojeva. Predstavnici familije
surfaktina odlikuju se antiviralnom, antibakterijskom, umerenom antifungalnom
aktivnoScu 1 snaznim sinergistickim delovanjem u kombinaciji sa iturinom A
(Romero1sar., 2007).

Fengicini su bioaktivni lipopeptidi sa 1zrazenim antifungalnim delovanjem
protiv filamentoznih gljiva. Molekul fengicina formira peptidni segment koji
sacinjava deset aminokiselina, od kojith osam (Tyr, Thr, Glu, Ala, Pro, Cln, Tyr ,
lle) formira cikli¢ni prsten vezan za lanac masne kiseline, ¢ija duzina varira od
14 do 17 ugljenikovih atoma (Deleu 1 sar., 2008). U strukturi ovih biomolekula
nalazi se laktonski prsten u lancu (-hidroksi masne kiseline koji moze biti 1
zasi¢en 1 nezasicen. Pored broja ugljenikovih atoma lipidnog dela molekula,
heterogenost predstavnika familije fengicina ogleda se u aminokiselini
smestenoj na Sestoj poziciji u peptidnom prstenu, na osnovu ¢ega se klasifikuju
u dve grupe: fengicin A 1 B. Dalji diverzitet molekula fengicina odnosi se na
varjabilnost duzine lanca B-hidroksi masne kiseline (Meena 1 Kanwar, 2015; Fan

isar., 2017%).
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Mehanizam delovanja lipopetidnih komponenti definisan je amfifilnom
prirodom njthove strukture 1 sposobnos¢u da interaguju sa celijskom
membranom cilljanih organizama. Lipopeptidi 1z familije surfaktina su veoma
efikasni biosurfaktanti koji vrlo lako interaguju sa lipidnim dvoslojem 1
posledi¢no interferiraju sa strukturom membrane. Krajnji ishod ove interakcije
uslovljen je koncentracijom surfaktina. Tako ¢e, na primer, visoke koncentracije
dovesti do stvaranja ireverzibilnih formacija u vidu pora, ili ¢ak, izazvati potpuni
prekid lipidnog dvosloja membrane ciljanih organizama. Integracija surfaktina u
¢eljjsku membranu zapocinje hidrofobnim interakcljjama izmedu masnih kiselina
1 ugljovodonic¢nih lanaca fosfolipida membrane, Sto dovodi do destabilizacije
njene struktuture. Korak koji prethodi intergacii u samu strukturu membrane
Ispracen jJe konformaciskim promenama ciklicnog peptidnog regiona
surfaktina. Rezultati joS jedne studije ukazuju da proces destabilizacie
membrane ukljucuje integraciju dimera surfaktina u dvosloj membrane. Ovakav
mehanizam delovanja dovodi do strukturnih promena u vidu dehidracie
polarnih glava membrane fosfolipida, proprac¢enu dezintegracijom membrane 1
1zlivanjem celijskog sadrzaja. Antagonisticka aktivnost lipopetida 1z familije
lturina ostvaruje se na nesto drugacijl nacin, 1 zasniva se na formiranju jonskih
kanala 1 promena u permeabilnosti membrane (Fira 1 sar., 2018). Mehanizam
delovanja fengicina nije detaljno razjasnjen kao sto je to slu¢aj sa ostalim
lipopeptidnim komponentama, ali se takode vezuje za interakcije sa
membranom clljanog patogena (Ongena 1 Jacques, 2008).
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Slika 3.3.3. Pregled bitnih interakcija sa aspekta bioloske kontrole koje ostvaruju
lipopeptidi produkovani od strane bakterija roda Bacillus (prilagodena Sema) (Ongena
1Jacques, 2008).

3.3.3.3. Indukovana sistemska otpornost

Biljke poseduju razvijen sofisticiran imuni sistem za detekciju 1 formiranje
odgovora prema potencijalnim neprijateljima (Yu 1 sar., 2019). Odbrambeni
mehanizam biljke se definiSe kao pasivan, odnosno aktivan, u zavisnosti od
prirode odgovora u smislu toga da li je standardno prisutan ili indukovan
abiotskim 1 biotskim faktorima. Znac¢ajnu ulogu u definisanju drugog tipa
odgovora lmaju benefitne rizosferne bakterije koje dovode do aktivacie
indukovane sistemske otpornosti (engl. Induced Systemic Resistance, ISR). U
poredenju sa sistemskl stecenom otpornoscu (engl. Systemic Acquired
Resistance, SAR), sli¢nost postoji sa fenotipskog aspekta, buduci da se 1jedan 1
drugi mehanizam ispoljava nespecificno prema Sirokom spektru patogenih
vrsta. Indukovanje sistemske otpornosti uslovljeno je odnosom same biljke 1
benefitnog soja 1 koncentracyjom bakterija koja mora preci definisani prag kako
bi doslo do aktivacije odgovora (Gasic¢ 1 Obradovi¢, 2012; Wang 1 sar., 2009).
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3.3.3.4. Rizobakterije promotori rasta biljaka — PGPR

Rizobakterije promotorl rasta biljaka (engl. Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria, PGPR) su pripadnici mikrobne zajednice sloja rizosfere zemljista
koje karakteriSe sposobnost kolonizacije korena 1 benefitno delovanje na razvoj
billnth vrsta. Region rizosfere je bogat nufritivnim materijjama kao rezultat
ekskrecije korenova biljaka sto se direktno odrazava na visok stepen aktivnosti
1 diverzitet populacije mikroorganizama u okruzenju (Singh i sar., 2018; Grover
1sar., 2021). Sastav mikrobne zajednice rizosfere je specifican za biljku, Sto je u
direktnoj vezi sa kolicinom 1 vrstom materijja koje koren ekskretuje u razlicitim
fazama rasta. Populacije mikroorganizama izolovane 1z rizosfere razlicitih biljnih
vrsta, a da pri tome pripadaju istom rodu, u velikoj meri divergiraju u pogledu
fenotipskih 1 genotipskih karakteristika (Mrkovacki, 2012).

Na osnovu tipa interakcije, PGPR bakterije se mogu podeliti na simbiotske
1 slobodne. Prvu ¢inil grupa organizama koja nastanjuje unutrasnjost biljaka 1
ostvaruje neposredan kontakt, dok se u drugoj nalaze organizmi slobodni u
zemljistu. Rizobakterije ostvaruju ulogu promotora rasta biljaka na direktan ili
indirektan nacin kroz nekoliko mehanizama delovanja ukljucujuci fiksaciju azota,
solubilizacyju nutrijjenata 1 biosintezu fitohormona, antibiotika, hidrolitickih
enzima, siderofora kao 1 kroz indukciju sistemske otpornosti biljaka (Aloo 1 sar.,
2019).

3.3.3.5. Fiksacija azota

Vise od 80% ukupne koli¢ine azota na Zemlji nalazi se u molekulskom
obliku kao nertni gas u atmosferi (Aloo 1 sar., 2019). Kao bitan aspekt 1 ujedno
Iimitirajuc¢i faktor poljoprivredne proizvodnje, navodi se dostupnost azota u
obliku koji omogucava asimilaciju od strane biljaka (Mantelin 1 Touraine, 2004).
Kako bi se obezbedile dovoljne koli¢ine nutrijenta, esencijalnog za razvoj biljnih
vrsta, uobicajena praksa podrazumeva primenu vestackih azotnih dubriva.
Nedostatak ovakvog pristupa je Sto biljke usvajaju svega 50% dodatog azota.
Preostalih 50% je gubitak usled isparavanja ili ispiranja 1z zemljiSta, Sto
predstavlja ekoloski rizik. Klju¢nu ulogu u snabdevanju biljaka azotom igraju
biocloSki azotofiskatorli. Njithova uloga ogleda se u sposobnosti vezivanja
atmosferskog azota, odnosno omogucavanju njegove redukcije do amonijaka,
koji potom biljke usvajaju. Bioloska fiksacija molekulskog azota se ujedno smatra
najvaznjom karikom u ciklusu kruzenja azota u prirodi, narocito sa aspekta
poljoprivredne delatnosti (Di Benedetto i sar., 2017).
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3.3.3.6. Fiksacija fosfora

Fosfor je jedan od glavnih konstituenata energetskog metabolizma,
biosinteze nukleinskih kiselina 1 celyskih membrana, sa bimom ulogom u
regulaciji funkcije niza enzima (Singh 1 sar., 2011). [ako je klju¢ni makronutrijent
za rast1razvoj biljaka, veliki udeo ukupnog sadrzaja fosfora je nedostupan usled
brze imobilizacyje organskih 1 neorganskih komponenti zemljista. Fosfor
predstavlja limitirajuci faktor u biljnoj proizvodnji 1 trenutne procene govore u
prilog tome da ce se zalihe fosfatnog kamena kao prirodnog resursa u
potpunosti iscrpett do 2050. godine. Ovakav scenario prepoznaje se kao
potencijalni uzroc¢nik krize u buducnosti poljoprivredne proizvodnje (Hakim 1
sar., 2021; Singhisar., 2011; Mogollon 1 sar., 2018; Olenska 1 sar., 2020).

Organski fosfor ¢ini oko 30 do 80% ukupnog sadrzaja fosfora prisutnog u
zemljiStu, 1 kao takav, ima bitnu ulogu u ciklusu fosfora (Singh 1 sar., 2011).
Dominantne forme organskog fosfora, sa zastupljenoS¢u od ¢ak 60%, odnose se
na fitate (inozitol heksa- 1 penta-fosfate), koji su ujedno oblik koji biljke tesko
usvajaju. Solubilizacija fitata je bitan faktor za mobilizaciju fosfora a aktivnost
fosfataza (fitaze, fosfataze) kljucni korak koji prethodi asimilaciji od strane biljaka
(Singhisar., 2011).

3.3.3.7. Proizvodnja litickih enzima

Pored eksploatacije enzima od industrijskog znacaja dobijenih primenom
bakterijskih sojeva, znacaj ove metabolicke aktivnosti ogleda se u mogucnosti
hidrolize 11skoriS§¢enja nutrijenata sadrzanih u slozenim supstratima, Sto dodatno
upucuje na dominaciju ovih organizama u odnosu na ostale ¢lanove mikrobne
zajednice datog okruzenja. Rizobakterjje roda Bacillus najcesSce se javljaju kao
produceri hitanaza, glukanaza 1 hitozanaza (Miljakovi¢ i sar., 2020). Proizvodnja
litickih enzima doprinosi moguc¢nosti primene ovih organizama u borbi protiv
biljnih bolesti, imajuci u vidu da ucestvuju u dezintegraciji gradivnih komponentl
Celyskog zida patogenih vrsta (Aloo 1 sar., 2019). Sadrzaj hitina u fungalnim
¢eljama 1znosi 22-44%, te njegov bioloski znacaj kao strukturne komponente
rezultuje interesovanjem naucne zajednice za nacine. kako sinteze, tako 1
degradacije ovog polisahardia (Manjula i Podile, 2005). Enzim (-1,4—glukanaza
jejos jedan vazan Cinilac 1z aspekta bioloske kontrole fitopatogenih gljiva imajuci
u vidu ulogu u razlaganju glukana, dok su proteaze uklju¢ene u dezintegraciju
proteina ¢elijskog zida (Ab Rahman i sar., 2018).
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3.3.3.8. Proizvodnja siderofora

Siderofore su helatna jedinjenja gvozda male molekulske mase koja
nastaju u uslovima njegovog limitiranog sadrzaja u okruzenju. Mehanizam
antagonisticke aktivnosti siderofora zasniva se na kompeticiji 1 ogranic¢avanju
kolicina dostupnog gvozda potrebnog za razvo] patogenih vrsta. Takode,
mikrobioloske siderofore ostvaruju bitnu ulogu u transportu potrebnih koli¢ina
gvozda do biljaka ¢ime se favorizuje njthov rast (Maksimov 1 sar., 2018;
Miljakovi¢ i sar., 2020).

3.4. Razvoj tehnologije proizvodnje mikrobioloskih biopesticida

Na slici 3.4.1 prikazana je Sema koja ukazuje na osnovne korake razvoja
tehnologije proizvodnje agenasa bioloske kontrole. U nastavku pregleda
literature istaknuti su najvazniji aspektl svake od pojedinac¢nih faza, sa posebnim
osvrtom na predstavnike roda Baciilus u ulozl proizvodnih mikroorganizama.

o e Izolacija sojeva kao o o
potencijalnih agenasa
bioloske kontrole

Skrinin - .
. g} Formulacija agenasa Izvodenje testova u Razvoj marketing
anfagonistickog bioloske kontrole olju trategij
potencijala - e
0 ) Selekceija 1zolata sa Razvej bioprocesa u
Izolacija fitopatogenih najvedim laboratorijskim Kontrela bezbednosti
sojeva antagonistickim uslovima primene preparata

potenciialom

Definisanje problema

Definisanje mehanizma Scale ub bioprocesa Registracija
bilinog oboljenja P Biop

delovanja preparata

Uzorkovanje polaznog

materijala za izolaciju
fitopatogena

Komercijalizacija
proizvoda i plasman

na trziste

Identifikacija 1

karakterizacija
odabranog izolata

Izvodenje In vitro, ex
VIvO, In vIvo bloeseja

Slika 3.4.1. Osnovni koraci razvoja tehnologije proizvodnje agenasa bioloske kontrole
(Montesinos, 2003).

3.4.1. Odabir odgovaraju¢eg biokatalizatora

Razvoj proizvodnje novog mikrobioloskog biopesticida, od definisanja
koncepta do komercijalne proizvodnje, obuhvata niz koraka. Pored fokusa na
biocloSke aspekte potencialnog biokontrolnog agensa, strukturirana Sema
razvoja proizvoda podrazumeva evaluaciju tehnickih aspekata proizvodnje
industrijskih razmera, mogucnosti formulacije 1 komercijalnih kriterijuma
plasmana preparata na trziste. Centralnu ulogu u odvijanju bioprocesa i polaznu
tacku razvoja tehnologie proizvodnje agenasa bioloSke kontrole, nosi
proizvodni soj, koji se na osnovu svojih bioloskih svojstava identifikuje kao
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kandidat pogodan za resavanje problema odredenog biljnog oboljenja (Pajcin 1
sar., 2020).

Predstavnici rizobakterija visestrukim mehanizmom delovanja, direkino 1
indirektno, dokazano ispoljavaju pozitivna svojstva na biljke, Sto 1h ujedno
kvalifikuje za vodece kandidate pri odabiru potencijalnih proizvodnih sojeva
(Motaisar., 2017).

[zolacija sa odabranih podrudja 1 formiranje zbirki novoizolovanih sojeva
predstavljaju prvi korak istrazivanja. Primena izolata iz zbirki kultura se
generalno smatra neodgovarajucom imajuci u vidu da su ovi mikroorganizmi
prilagodavanje nepovoljnim uslovima sredine, ¢ime se definiSu kao nepogodni
za komercyalizaciju. Odabir polaznog materijala za izolaciju sojeva vezuje se za
regije gde postoji veliki rizik od pojave oboljenja a biljke ne pokazuju simptome
bolesti. Upravo takvo okruZenje smatra se prirodnim izvorom potencijalnih
mikroorganizama efikasnih u bioloskoj kontroli. Kao dobar pristup pronalasku
odgovarajuceg resenja, navodi se 1zolaclja mikroorganizama iz agroekosistema
koje karakterise primena razlicitih agrotehnickih mera pri uzgoju istth useva. Na
ovaj nacin, obezbeduje se dodatna pomoc¢ pri odabiru mikroorganizama koji su
kompatibilni primenjivanoj poljoprivrednoj praksi 1 adaptirani uslovima sredine
u koji ¢e se kasnije vrsiti aplikacija preparata (Pliego 1sar., 2011).

Selekcija biokontrolnih agenasa u in vivo uslovima je kompleksan zadatak
Imajuci u vidu diverzitet samih agenasa 1 interakcije koje ostvaruju sa biljkama.
Nephodno je definisati efikasnu strategiju selekcije organizama koji se mogu
koristiti za industrijski nivo proizvodnje na ekonomski prihvatljiv nac¢in. Postupak
selekcije moze se podeliti u tr1 osnovne faze, koje podrazumevaju odabir
patosistema, opredeljivanje za odgovarajuce metode selekcije, karakterizaciju
1zolata 1 procenu njihove efikasnosti (Mota 1 sar., 2017).

Skrining antagonisticke aktivnosti protiv ciljanih patogena je kriti¢an korak
na kome se bazira odabir najpotentnijeg soja za daljl razvoj bioprocesa. Inicijalni
skrining podrazumeva in vitro testove 1 smatra se optimalnim pristupom kojim
se ostvaruje mogucnost evaluacije potencijala vec¢eg broja mikroorganizama
(Mota 1 sar., 2017). Efikasnost izolata odreduje se izvodenjem bioeseja u malim
razmerama, u strogo kontrolisanim laboratorjjskim uslovima. Odabir nacina
evaluaclje antagonistickog potencijala 1zolata, odnosno izvodenje nekog od
mogucth testova, dovodi se u vezu sa mehanizmom delovanja biokontrolnog
agensa: antiboza, kompeticija, indukcija imunog odgovora biljaka. Noviji pristup
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skrininga obuhvata sagledavanje genetskog profila odabranog soja primenom
molekularnih markera (Frikha-Gargouri 1 sar., 2017). Analizom sekvencl
odgovaraju¢ih gena 1 identifikacjom mehanizma delovanja novoizolovanih
sojeva, dobija se jasnija slika njihovog potencijala kao biokontrolnih agenasa 1
bolja efikasnost faze skrininga.

Tokom postupka selekcije izolata uzimaju se u obzir 1 dodatni kriterijumi,
kojl nisu u direktnoj vezi sa efikasnoScu 1 konzistentnoscu rezultata bioeseja, a
ticu se odredivanja najmanje inhibitorne koncetracie, proizvodnje specificnih
antimikrobnih metabolita protiv ciljanih patogena 1 tolerancije na uobic¢ajeno
primenjivane pesticide u poljoprivredi. Ukupno gledano, manje od 1% sojeva
zadovoljava sve pomenute kriterjjume usled Cinjenice da je kapacitet bioloske
kontrole subspecificna, karakteristika vrste. Oc¢ekivano je da svega nekoliko
sojeva unutar vrste poseduje ovakvu prirodno razvijenu sposobnost
(Montesinos, 2003).

Radi boljeg sagledavanja potencijala primene odredenog soja u bioloskoj
kontroli viSestruke kriterjjume koji ga determinisu nije dovoljno sagledavati kao
pojedinacne faktore. Odsustvo in planta ogleda u inicijjalnim fazama istrazivanja
onemogucava determinaciju sposobnosti stimulativnog dejstva na rast
delovanjem odabranog biokontrolnog agensa 1 ispoljavanje protektivnog
delovanja u realnim uslovima aplikaciyje (Pliego 1 sar., 2011; Besset-Manzoni 1
sar., 2019). Izvodenje in planta testova je neophodan korak razvoja tehnologije
proizvodnje agenasa bioloSle kontrole koji omogucava eliminaciju uticaja
kontrolisanih uslova okruZzenja 1 adekvatnu procenu efikasnosti preparata
(Parikhisar., 2018).

Klju¢ni zadatak biotehnoloske proizvodnje odnosi se na dobijanje visokog
prinosa krajnjeg proizvoda standardnih karakteristika (Yezza 1 sar., 2004).
Detaljno razmatranje 1 optimizacija pojedinacnih faza proizvodnog postupka
imaju za cllj definisanje parametara okruzenja, koji ¢e omogucditi ispoljavanje
maksimalne efikasnosti proizvodnog soja (Stamenkovi¢-Stojanovic i sar., 2019).

3.4.2. Optimizacija uslova proizvodnje mikrobioloSkih biopesticida

Osnovu optimizacije bioprocesa Cini statisticki eskperimentalni dizajn,
faktorijalni dizajn, odnosno dizajn eskperimenata (engl. Design of experiments,
DoE), sto su sve 1zrazi koji se odnose na koncept ispitivanja matematicke relacije
1zmedu ulaznih 1 izlaznih varyabli posmatranog sistema. [nicyalni korak
podrazumeva odabir klju¢nih varjabli sistema od interesa, koji ¢e doprineti
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njegovom boljem sagledavanju 1z definisanog ugla eskperimentalnog prostora
(Mandenius 1 Brundin, 2008).

Ako se govorl o kreiranju optimalnih uslova kojl ispunjavaju potrebe
definisanog soja, prvi korak podrazumeva zadovoljavanje njegovih nutritivnih
zahteva. Sinteza sekundarnih metabolita uslovljena je proizvodnim
sposobnostima odredenog soja, ali neminovno 1 uslovima u kojima se odvija
kultivacya. Nutritivni aspekt, uzimajuci u obzir 1 minimalne promene u sastavu
kultivaclonog medijuma, rezultuje znacajnim promenama u pogledu
kvalitatativnih 1 kvantitativnih svojstava sekundarnih metabolita 1 opsteg
metabolickog profila mikroorganizma (Yan 1 sar., 2018). Vrsta 1 koncentracija
nutrijjenata koji ulaze u sastav kultivacionog medijuma, igraju bitnu ulogu u
Inicyjacyji proizvodnje primarnih 1 sekundarnih metabolita. Limitirana dostupnost
esencijalnih nutrjjenata ograni¢ava rast 1 ¢elija 1 formiranje proizvoda (Sunisar.,
2019).

Ugljenik je najbitnjja komponenta hranljive podloge, kao osnovni izvor
energyje 1 uyjedno faktor odgovoran za rast celija 1 metabolicku aktivnost. U
procesima fermentacije, gde komponente medijuma pokrivaju znacajan deo
troskova, koji 1znosi ¢ak 1 70%, 1zbor izvora ugljenika postaje kritican parametar
proizvodnje. Pored nivoa asimilaclje ugljenika, priroda izvora takode
determinise vrstu 1 kolicinu proizvoda (Singh, 2017). Takode, selekcija 1zvora
azota 1 njegove koncentracije u medijumu je bitan faktor bioprocesa.
Mikroorganizmi poseduju sposobnost usvajanja 1 organskih 1 neorganskih izvora
azota. Upotreba specificnih aminokiselina ¢esto povecava produktivnost, dok
sasvim suprotno tome, nepogodan odabir aminokiseline rezultira inhibicijom
sinteze sekundarnih metabolita (Singh, 2017). Fosfor je jo$ jedna bazi¢na
komponenta kultivacionog medijuma ¢ija se uloga vezuje za sintezu osnovnih
¢elyjskih konstituenata, ukljucujuci fosfolipide membrane 1 nukleinske kiseline,
kao 1 kofaktora enzima oksidativnog (energetskog) metabolizma (ATP, NADP).
Potrebna koli¢ina fosfora zavisi od zahteva proizvodnog soja 1 prirode zeljenog
proizvoda. Veliki broj bioprocesa karakteriSe potreba za niskom
koncentracijom izvora fosfora kako bi se inicirala sinteza metabolita, dok sve
koncentracye iznad grani¢ne vrednosti dovode do supresije sekundarnog
metabolizma (Singh, 2017).

Skaliranje proizvodnje do industrijskog nivoa zahteva znac¢ajnu redukciju
proizvodnih troskova u vidu primene kompleksnih hranljivih podloga kao
adekvatne zamene za komercijalne medijume ¢lja primena nije ekonomski
opravdana. Primena alternativnih supstrata bogatih ugljenim hidratima je
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perspektivno resenje koje omogucava proizvodnju zeljenih preparata na odrziv
1 ekonomski prihvatljiv na¢in (Lima 1 sar., 2020). U centru interesovanja nalazi se
Ispitivanje mogucnostl primene otpadnih tokova industrije, u cilju valorzacie u
proizvode sa jedne strane, uz Istovremeno reSavanje pitanja njihovog
osiromasenja 1 zbrinjavanja na ekoloski podoban nacin (Banat 1 sar., 2014).

Adekvatna kontrola vancelijskog okruzenja, pored sadrzaja nutritivnih
materija, ukljucuje 1 nivo rastvorenog kiseonika, neophodnog za usmeravanje
bioprocesa ka dobijanju Zeljenog proizvoda 1li povecanju njegovog prinosa.
Dostupnost kiseonika se navodi kao kritiéni parametar za rast, sporulaciju 1
produkciju sekundarnih metabolita (Mounsefi sar., 2015). Za razliku od strikinih
aeroba 1 anaeroba kojl opstaju iskljucivo u prisustvu, odnosno odsustvu
kiseonika, fakultativni anaerobi odolevaju promenama u pogledu dostupnosti
kiseonika adaptaciom celijskog metabolizma. Kao odgovor na promenu nivoa
dostupnog kiseonika, dolazli do modulacija u pogledu proteinske aktivnosti
regulacyjom ekspresije gena odgovornih za odvianje odredenih biosintetickih
reakcija (Nakano 1 Zuber, 1998). Prenos kiseonika je direktno uslovljen
procesnim parametrima koji uklju¢uju mesanje 1 areaciju. Specificnost uslova
potrebnih za odvijanje odredenih metabolickih puteva 1 sintezu proizvoda od
interesa varira od minimalnih, do okruZenja sa maksimalnim vrednostima
zasicenostl kiseonikom (Rangarajan 1 Clarke, 2015). [z navedenog proizilazl
neophodnost optimizacije uslova aeracije 1 mesanja u laboratorijskoj fazi razvoja
tehnologye konkretnog biotehnoloskog reSenja (Chribi 1 Ellouze-Chaabouni,
2011). U tabeli 3.4.1 dat je pregled primera optimizovanih uslova u pogledu
Intenziteta aeracije 1 brzine meSanja za proizvodnju antimikrobnih komponenti
primenom predstavnika roda Bacillus kao proizvodnih 1zolata.
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Tabela 3.4.1. Pregled uslova proizvodnje antimikrobnih agenasa primenom

predstavnika roda Bacillus kao proizvodnih izolata.

Izvor

. . Tehnika Radna o Mesanje Aeracija
Proizvod ug?;/r;;ka Kultivacije V (ml) T (°C) PH (o/min) ( ) Referenca
. L Submerzno .
Iturin, fengicin i Akpaisar.,
surfaktin 20 = | lobml S0 T 10 2001,
erlenmajer
Submerzno
) - Chenisar.,
Surfaktin 0,25-2 Kontinualni 1000 30 7 200 0,4 2006.
bioreaktor
Slouaeise Chenisar
Surfaktin 2 — Sarzni 1000 30 7 200 v
. 20086.
bioreaktor
Submerzno
Mikosubtilin 10 ~dolvno ) 5000 | 30 | 65 | 200-s00 | 075 | Chemikher:
Sarzni I/min sar., 2010.
reaktor
Lipopeptid 40 Subm_e:rzno 295 30 150 Fernandes i
biosurfaktant . sar., 2007.
erlenmajer
Submerzno Davisi sar
Surfaktin 10 — Sarzni 1000 32 7 300 1 B
. 1999.
bioreaktor
. . Submerzno ..
Lipopetid 40 —garmi | 1500 | 30 | 68 300 01,1 | Mmlisar,
biosurfaktant . 1997.
bioreaktor
Nedefinisani Submerzno Suwansukh
biosurfakstant 5-25 — Sarzni 1000 30 200 1 oisar.,
bioreaktor 2008.

. . Submerzno ..
Nedefinisani - o 6,8 Joshiisar.,
biosurfaktant &0 - sarzm SO0 0 72 00 ! 2008.

bioreaktor
Submerzno Guez isar
Mikosubtilin 40 — Sarzni 5000 30 6,5 200-400 0,25 h
. 2007.
bioreaktor
Submerzno Weii
Surfaktin 40 - 200 30 200 bt
. 1998.
erlenmajer
Submerzno Yeh i sar
Surfaktin 40 — Sarzni 2000 30 200-350 0,5-1,5 v
. 20086.
bioreaktor
Submerzno
o — dolivno Saturacija kiseonika Ohisar.,.
Subtilizin S Sarsni 000 e 89 iznad 20% 2002.
bioreaktor
Tturin A1 Solid state — 2348 0 Ohnoisar.,
surfaktin erlenmajer 1995.
Submerzno
Komponenta sa — dolivno Matar i sar
antagonisti¢kim 10 o .. 1900 30 7 150-900 0,5-1,0 v
. Sarzni 2009.
delovanjem .
bioreaktor

*eksterno mesanje i aeracija
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3.4.3. Formulacija mikrobioloskih biopesticida

Naucna literatura obiluje podacima o mikroorganizmima kojl poseduju
znaCajan potencyal primene u biolosko] kontroli. S druge strane broj
komerciyjalnih preparata na trzistu ne prati ovaj trend. Veliki broj preparata ne
postize podjednako dobru efikasnost u laboratorijskim 1 kontrolisanim uslovima
(plastenicl) 1 na polju, a razlog tome nalazl se u neadekvatnim pristupima
formulacyi preparata. Uloga formulacije u biotehnoloSkom postupku
proizvodnje mikrobioloSkih pesticida odnosi se na stvaranje pogodnog mikro
okruzenja za aktivne komponente, odnosno celije mikroorganizma, ukljucujuci
njihovu fizicku 1li hemijsku zastitu tokom vremena. Bitna funkcija podrazumeva i
favorizaciju aktivnosti proizvoda 1 kompetitivnost mikroorganizma u odnosu na
druge prirodne sojeve bolje adaptirane uslovima u kojima se preparat aplikuje
(Stamenkovi¢-Stojanovic 1 sar., 2019;Vassilev 1 sar., 2020; Schisler 1 sar., 2004).

Karakteristike proizvodnog soja u velikoj meri diktiraju potencijalne
pristupe u formulacii krajnjeg proizvoda, pri ¢emu posebno mesto zauzimaju
predstavnici roda Bacillus. Usled svojih specificnih svojstava definiSu se kao
pogodniji kandidati u poredenju sa velikim brojem konkuretnih sojeva. To se pre
svega odnosl na sposobnost produkcije endospora koje se odlikuju 1zuzetnom
stabilnoscu, samim tim 1 moguc¢noscu primene hemijskih 1 fizickih tehnika koje
bi bile neprihvatliive u sluc¢aju nestabilnijih oblika mikroorganizama
(Stamenkovi¢-Stojanovic 1 sar., 2019).

Mogudi tipovi formulacija se dele na teCne 1 ¢vrste. Kao komponente
gotovih proizvoda navode se razli¢ita pomocna sredstva (tabela 3.4.2) kao 1
tecni 1li ¢vrsti nosacl neorganskog odnosno organskog porekla (Vassilev 1 sar.,
2020; Schisler 1 sar., 2004). Najc¢esci ¢vrsti oblicl proizvoda podrazumevaju
praskastu konzistenciju, preparate u formi mikro granula 1 kvasljivog praska.
Tecni oblici proizvoda obuhvataju emulzije, uljane disperzije, koncentrate
suspenzla 1 hidrosulubilnih granula (Gasi¢ 1 Tanovi¢, 2013, Grahovac 1 sar.,
2009). Posebnu grupu proizvoda ¢ine preparati koji podrazumevaju bescelijske
formulacije, odnosno filtrat kultivacionih te¢nosti. U oblasti razvoja tehnologije
¢vrstih formi preparata, sve vece interesovanje privlace tehnike imobilizacije
Celja primenom polisaharida, ali 1 preparati dobijeni izvodenjem solid state
kultivacyje primenom agroindustrijskog otpada. Ovakav vid proizvodnje otvara
mogucnost primene ko-kultivacije vise benefitnih sojeva kao 1 mogucnost
primene cvrstih supstrata samostalno ii u kombinacyl sa tecnim otpadom
(Vassilev 1 sar., 2020).
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Tabela 3.4.2. Vrste pomocnih sredstava i1 primeri materijala koris¢enih u formulaciji
preparata mikrobioloskih biopesticida na bazi biomase Baciilus vrsta
(Schisler i sar., 2004).

Pomo¢no sredstvo

Materijal

Tecéni nosadi
Mineralni nosaci
Organski nosaci

Stabilizatori
Nutrjenti
Veziva
Desikanti
Uguscivaci
Surfaktanti
Disperzanti

UV protektanti

Lepiva

Biljna ulja
Dijatomejska zemlja, kaolin
Brasno
Laktoza, natrijum benzoat
Melasa, pepton
Guma arabika, karboksimetil celuloza
Silika gel, anhidrovane soli
Ksantan guma
Tween 80
Mikrokristalna celuloza
Oksibenzon, blankofor BBH, lignin

Prezelatinizirano kukuruzno brasno

Kako je formulaciya agenasa bioloske kontrole kriticni faktor u pogledu

njihove komercijalne upotrebe, osnovni zahtevi koji moraju biti zadovoljeni, pre

svega, odnose se na obezbedivanje vijabilnosti ¢elija 1 visoke koncentracie
aktivnih komponenti po jedinicl proizvoda. S druge strane, kao bitan faktor
navodi se 1 ekonomski aspekt postupka formulacije (Vassilev 1 sar., 2020).

Dodatni 1zazovi 1z ugla komercijalizacye, odnose se na rok trajanja bioloskih

preparata 1 definisanje postupka formulacije koji ¢e obezbediti stabilnost

proizvoda u Sto duzem vremenskom periodu (Yanez-Mendizabal 1 sar., 2012;
Schisler 1 sar., 2004). Rok trajanja bioloskih preparata na bazi spora u proseku

1znosi od 1-3 godine (Kumar 1 sar., 2012).
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3.4.4. Proizvodnja mikrobioloSkih biopesticida na industrijskom nivou

Uvecanje razmera proizvodnje obuhvata sukcesivno izvodenje setova
optimizacije na laboratorijskom nivou 1 definisanje kriterjjuma na osnovu kojih
¢e se omogucitli uspesno skaliranje 1 odvijanje bioprocesa u proizvodnim
razmerama (Rangarajan i Clarke, 2015). Korak koji tome prethodi je testiranje na
nivou pilot postrojenja koje ima za cilj priblizavanje komercijalnim uslovima 1
simulaciju industrijske proizvodnje bazirane na bioprocesnom resenju
definisanom u prethodnim koracima optimizacije (Montesinos, 2003). Skaliranje
tehnologije proizvodnje agenasa bioloske kontrole do industrijskog nivoa je
jedan od vodecih 1zazova kreiranja bioprocesnog reSenja. UspeSan transfer
tehnologye sa laboratorijske na viSu skalu koja ¢e omoguciti komercijalizaciju
preparata je odlucujuci aspekt proizvodnje koji ¢e definisati buducnost trzista
mikrobioloskih biopesticida. Pored pomenutih istrazivackih faza, masovnoj
proizvodnjl agenasa bioloske kontrole prethode dodatna ispitivanja u pogledu
toksikoloSkih studija 1 bioloske bezbednosti manipulacije preparatom
(Montesinos, 2003).

Vecina bakterijskih biokontrolnih agenasa, koji su dostupni na svetskom
trzistu, kao aktivne komponente sadrze celije 1li proizvode metabolizma
predstavnika roda Bacilus. Trenutno dominantnu ulogu bakterijskog
biopesticida zauzima soj Bacillus thuringensis, sa gotovo 90% ucesc¢a u ukupnom
broju dostupnih preparata (Kumar 1 Singh, 2015). Uspesna aplikacia proizvoda
na bazi drugih predstavnika ovog roda potvrduje znacaj njihovog potencijala za
antagonisticko delovanje prema Sirokom spektru fitopatogenih izolata. Pored
Bacillus spp., drugi sojevi bakterija od znac¢aja za biolosku kontrolu predstavljaju
odredene vrste rodova Streptomyces 1 Pseudomonas (Alizadeh 1 sar., 2020). U
tabell 3.4.3 nalazi se lista trenutno dostupnih komercijalnih preparata za zastitu
bilja baziranih na Bacillus vrstama.
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Tabela 3.4.3. Komercijalno dostupni preparati za zastitu bilja na svetskom trzistu, na
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4, Materijal i metode

Na slici 4.1.1 prikazan je Sematski prikaz plana izvodenja eksperimenata
u okviru doktorske disertacije, definisan u skladu s osnovnim 1 specificnim
cljevima istrazivanja. Na Semi su prikazane klju¢ne eskperimentalne faze sa
1staknutim potpoglavljima koja opisuju osnovne metode neophodne za njthovo
izvodenje. Detaljna objaSnjena primenjenih materijjala 1 metoda u okviru
doktorske disertacije, nalaze se u nastavku ovog poglavlja.

Test mikroorganizmi
Uzorkovanje Analiza sadrzaja - Identifikacija 9 Vestacka
kukarnza aflatoksina e Aflavus o el B inolmlacija
4.1.1. 4.13.14.13.2 i 4.1.3 S 4.3

QOdabir preoizvednog mikroorganizma

= : Preliminarni skrining Skrining
IZOIE.(.‘.I; BLEETE antagonisticke antagonisticke Ii tide
i aktivnosti aktivnosti e
= 4.14.5 4.14.5 o

Detekcija gena za

Definisanje gastava hranljivog medijuma Odabir pro: —
izolata
Oidatar et G Odabir organskog £141 —L Modelovanje Optimizacifa
4922 s 4142 4.14.3 . 4144
4.9.2.3 Molekularna

identifikacija

4.7.2

Definisanje optimalnih procesnih parametara

Analiza toka kultivacije u laboratorijskom

bioreaktoru Optimizacija p;o;::ssruh parametara
4.11 4.13.3 4.13.4 i

+

Formulacija agenasa biologke kontrole
Imobilizacija na estice évrstog nosaca
4.12

A4

Analiza trzista bio(pesticida) FrAT e e e

Republici Srbiji i stavova poljoprivrednih proizvodaca u pogledu

njihove primene
4.14.7 4.14.8

Slika 4.1.1. Sematski prikaz plana izvodenja eksperimenata u okviru doktorske
disertacije.
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4.1. Izolacijaiidentifikacija test mikroorganizama
4.1.1. Izolacija Aspergillus flavus iz uzoraka kukuruza

[zolacyja fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus vrSena je 1z uzoraka
kukuruza uzgajanog tokom proizvodne 2019. godine na 18 razli¢itih lokaliteta na
teritorii Republike Srbije (Panc¢evo, UzZice, Loznica, Subotica, Valjevo, Sirig, Novi
Sad, Bedej, Sombor, Magli¢, Karavukovo, Nadalj, Kulpin, Sivac, Sabanta, Stitar,
Lepojevi¢, Rogojevac), odnosno 2020. godine na 10 razlicitih lokaliteta na
teritoryji Republike Srbije (Rumenka, Opari¢, Kuzmin, Lepojevi¢, Martinci,
Krusedol, Valjevo, Beska, Becegj, Sombor). Uzorkovanje je vrseno na
uskladiStenom kukuruzu, u silosima 1li u skladistima u okviru domacinstava,
pomocu sonde za uzorkovanje. Prilikom uzorkovanja, formirani su prosecni
uzorcl koji oslikavaju stanje c¢itave kolicine uskladistenog kukuruza. Uzorcl su po
dospevanju u laboratoriju samleveni, spakovani u papirne kese 1 uskladiSteni na
4 °C do momenta izolacye.

Postupak 1zolacije je podrazumevao suspedovanje 5 g uzorka mlevenog
kukuruza u 25 ml sterilne destilovane vode. Pripremljena suspenzija inkubirana
je na horizontalnoj tresilici (Benchtop Shaking Incubator 222DS, Labnet
International, Inc, Edison, SAD) pri 175 o/min u trajanju od 20 minuta. Usledilo je
zasejavanje 100 pl supernatanta na speciyjalnu podlogu za izolacyu vrste
Aspergillus flavus, Clean up medijum sledeceg sastava: 3,0 g saharoze, 3,0 g
NaNOs, 0,75 g KH2PO4, 0,3 g K;HPO4, 0,5 g MgsSO. TH:O, 0,5 g KC1, 10,0 g
NaCl, 20 g Bacto agara, rastvor mikronutrijjenata (1 ml A&M), 5 mg/ml Rose
Bengal ekstrakta, | mg/ml dihlorana, 10 mg/ml hloramfenikola 1 10 mg/ml
streptomicina (Cotty, 1994)°. Supernatant je ravnomerno dispergovan po
povrsini podloge pomocu sterilne Drigalski Spatule. Izolacija je vrSena u tri
ponavljanja, a inkubacija je trajala tr1 dana na 31 °C.

Nakon perioda inkubacie izvrsen je pregled 1 utvrden ukupan broj
formiranih kolonija vrste Aspergillus flavus. U slu¢aju da je broj formiranih
kolonijja bio deset ii manji, 1zvrSeno je presejavanje neznim dodirom
konidiofore, pojedinacne diskretne kolonijje, pomocu sterilne bakterioloSke igle,
1 prenosenjem na srediSte prethodno pripremliene 5-2 podloge (5% soka
paradajza, 2% agara na 1000 ml destlovane vode, pH 5,2) (Cotty, 1989).
Inkubacija je trajala od sedam do deset dana na 31 °C. Iz razvijenih kolonija
gljiva, pripremljena je vodena kultura izolata, sacinjena od pet do Sest iseCaka
podloge precnika 3 mm na kojoj je plesan sporulisalai 1,5 ml sterilne destilovane
vode u Ependorf kivetl.
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Vodene kulture izolata su uskladiStene na temperaturi 20-22 °C 1 deo su
trajne kolekcye Laboratorije za detekcyu patogena, StetoCina 1 korova
Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.

Spisak izolata formirane kolekcije sa istaknutim lokalitetima na kojima je
vrseno uzorkovanje, prikazan je u tabeli 8.1.1 koja se nalazi u Prilogu 1.

4.1.2. Monosporijalna izolacija Aspergillus flavus

Monosporijalni izolati koriS¢eni u daljem radu, dobijeni su pripremom
serije ragredenja susengzije spora izolata kultivisanih na 5-2 podlozi u trajanju od
sedam do deset dana na 31°C. Suspenzije razblaZenja od 10° to 10 zasejavane
su (100 pl) na podlogu 1% maltozni agar (HiMedia Laboratories, Mumbaj, Indija)
1inkubirane u trajanju 24—48 h. Pr1i pojavi prvih diskretnih zvezdastih kolonija (do
deset) 1zvrSeno je presejavanje pojedinacnih kolonija metodom uboda na 5-2
podlogu. Nakon inkubacije u trajanju od sedam do deset dana na 31°C, 1 razvoja
pravilnih pojedinac¢nih kolonija, pripremljena je vodena kultura monosporijalnih
1zolata po istom postupku opisanom u potpoglavlju 4.1.1.

4.1.3. Identifikacija Aspergillus flavus na osnovu morfoloskih karakteristika

Identifikacija sojeva Aspergillus spp. 1zolovanih iz odabranih uzoraka
kukuruza sakupljenih tokom proizvodne 2019. godine do nivoa vrste, vrSena je
na osnovu makromorfoloskih 1 mikromorfoloSkih svojstava izolata. Observacia
morfoloSkih svojstva monosporijalnih izolata vrSena je nakon zasejavanja sojeva
na 5-2 podlogu.

Od makromorfoloskih svojstava posmatrane su boja, izgled 1 struktura
kolonjja, pigmentacyja podloge 1 brzina rasta micelje. U pogledu
mikromorfoloSkih karakteristika proucavani su izgled 1 oblik konidiofora,
konidija, vezikula 1 fijalida, prisustvo 11 odsustvo metula, nazubljenost
povrsinskog zida 1 oblik spora, obrazovanje 1 rast sklerocija.
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4.2. Izolacija genomske DNK i molekularne analize primenom test
mikroorganizama

4.2.1. Izolacija genomske DNK Aspergillus flavus

Monosporijalni izolati starosti osam do deset dana, kultivisani na 31 °C
upotrebljeni su za sprovodenje dalje molekularne analize. Ispitivanju genetskog
potencijala 1zolovanih sojeva za produkciju aflatoksina prethodila je izolacia
genomske DNK. Precisceni uzorci DNK koriS¢eni su kao matrica za amplifikaciju
u multipleks PCR reakcijama prilikom 1zvodenja analize CAP (engl. Cluster
Amplification Patterns, CAP).

Genomska DNK je izolovana po modifikovanom protokulu cetil-3-metil-
amonijum-bromid (CTAB) metode (Padmalatha 1 Prasad, 2006):

> U rashladene avane (avani su drzani u ledenom kupatilu) stavljeno je po
1,5 ul CTAB ekstrakcionog pufera, zatim dodati 20 pl proteinaze K1 dodata
micelija koja je skinuta sa podloge;

> Macerirano je dok nije dobijena homogena smesa;

> Maceriran materijal prebacen je u sterilne kivete od 1,5 pl;

> IzmesSano je na vorteksu 1 inkubirano 45 min na 65 °C (1 tokom inkubiranja
lzmeSano 1-2 puta);

> Dodato je 20 pl RnazeA (10 mg/ml), izmesano na vorteksu 1 inkubirano 10
min na 65 °C;
Centrifugirano 15 minuta na 14000 o/min;

> Supernatant (650 pl) je prenet u novu kivetu 1 dodata je ista zapremina
hloroforma (650 pl), meSano je 30 sekundi na vorteksu;

> Centrifugirano je 15 min na 14000 o/min dok nije doSlo do razdvajanja
faza;

> Prebaceno je 500 pl supernatanta (gornji bistri sloj) u novu kivetu 1 dodato
500 pl hloroforma, 1zmeSano na vorteksu 30 s, centrifugirano 10 min na
14000 o/min;

> Supernatant (350 pl) je prenet u novu kivetu 1 dodato je 2 volumena (700
ul) CTAB pufera za precipitaciju, blago izmeSano (okretanjem gore-dole);

> Inkubirano je 60 min na sobnoj temperaturi;
Centrifugirano je 10 min na 14000 o/min;

> Odbacen je supernatant (odlivanjem, skoro do kraja, ostavljeno malo
teCnosti), talog rastvoren u 350 pl NaCl (1,2 M);

> Dodato je 350 pl hloroforma 1 meSano 30 sekundi na vorteksu, a potom
centrifugirano 10 min na 14000 o/min;
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> Prenet je gornji sloj u novu kivetu (ako ima 300 pl) 1 dodato 60% prenete
zapremine izopropanola (180 pl), izmeSano okretanjem kivete gore-dole
nekoliko puta);
Centrifugirano 10 min na 14000 o/min;
Odbacen je gornji sloj (izlivanjem iz kivetice, all ne u potpunost,
ostavljeno malo tec¢nosti na dnu), talog ispran dodavanjem 500 pl 70%
etanola (uoc¢ena DNK u vidu pahulje nakon Sto je kivetica promuckana 1
okrenuta ka svetlosti);

> Pazljivo je izrotirano nekoliko puta 1 centrifugirano 10 min na 14000 o/min;

> Odliven je supernatant (DNK je istalozena na dnu kivete), talog ostavljen
da se osusi na sobnoj temperaturi najmanje 30 min;

> Talog je rastvoren u 15-20 pl vode;

> Izolovana DNK ¢uvana je na temperaturi na -20 °C duZzi period.

4.2.2. Detekcija delecija u okviru klastera gena za biosintezu aflatoksina - CAP
(Cluster Amplification Patterns)

CAP analiza (engl. Cluster amplification pattern markers, CAP) bazirana
je na 1zvodenju cCetirl multipleks PCR reakcije. Program 1zvodenja multipleks
PCR reakcya prikazan je u tabell 4.2.1. PCR reakcije su izvedene u reakcionoj
smesl zapremine 10 pl, upotrebom 6 ng DNK, 0,08 ymol svakog od prajmera
(tabela 4.2.2) 1 master miks (SuperHot MasterMix 2x, Bioron, Nemacka) na PCR
uredaju (Surecycler 8800 Thermocycler, Agilent Technologies, Santa Klara,
Kalifornija, SAD).

Tabela 4.2.1. Uslovi izvodenja multipleks PCR reakcija za CAP (engl. Cluster
amplification pattern markers, CAP) analizu.

Inicyjalna denaturacya 94 °C, 1 min
Denaturacija 94 °C, | min
30 ciklusa Hibridizacija prajmera 62 °C, 90 s
Elongacija 72 °C,90 s
Finalna elongacija 72 °C, 10 min
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Tabela 4.2.2. Lista prajmera korisc¢enih u ¢etiri multipleks PCR reakcije CAP (Cluster
amplification pattern markers) analize.

Prajmer Sekvenca forward prajmera (5°-3") Sekvenca reverse prajmera (5'-3") Veli¢ina
produkta
SCO1 ATACCTCATCGATCTCGCGTGCACCG  CCTTCGCAGCGACAATGATACCTC 883
ICO1 CGTCCCCAGGTACGATAGGTCTCT GCTGCGATATTCCAAGCAGTCGGCT 742
ACO01 GACTGCCACCCTATCACTCTTCC TCGCTCGACTGGGTATGAAATCC 613
ACO2 GCATTGCCAGCATCGCTTTCATA AGCGCAGACCGCTACTAACTGCGATGC 487
AC03 CATCGATGGAGCATGACATTCGGC GCGCCACCATATCTTCTCAGTCT 387
AC04 TTTAACCCTTCAYGCCTCGAACT TCGCCTARCTAATCTCATCGCGGTT 297
AC05 TGCTCGAGCCAGTAGGTAGTAGGCT CCGCGATCATCCCTCCAAATCTGCT 194
lac GCTAGGGCGGGCTCACGCTTTITGCG GGCGCTTCGTITAAGGGGAACCGACCC 115
ACO6 CCTGTGAGCCGACACAAAGCACACT AAGAATAGCGCGCTGCACATCCAGCCA 1427
AC07T GAGGACAGGCTTCTCTTGCTGTTG GTTCACGAGCTATCCTCAGCCAT 1092
AC08 GAACTCGAGCCATTTCCATCAGCG CGTCTTCTACAGCGAACGCGTGCTGA 897
AC09 AACGCGCTTCAACGCTGGAGGACATA AATAGCCTTGCGCGCGTTGAAGTCAC 136
ACI10 CCCGCATTTTTCTCGATCCCTTG GCCACGACCAGTCATTATGAAGC 633
ACI11 CCCGCATTTTTCTCGATCCCTTG GCCACGACCAGTCATTATGAAGC 536
ACl2 CCCCTCAACTTCTGTCCTCCTAC GCTCGCGTAGCGAACAATCCAATG 425
AC13 GCACACAGCAGAGGCATTTCTAC AATCTATCTAGCCATCGCCACCG 330
lac GCTACGGGCGCGGGCTCACCTTTITGCG GGCGCGTTGTITAAGGGGAACCGACCC 115
CCo0l GACACTCGCTACCATCTATGCACC GATCCCTGATCCATTCCACCTTG 1219
CC02 ACGATACCAGCTTTACGTGCAAGG GATATACACCTCAGGGTCGAGCA 925
CCO03 AGAGCTGCGCACTCCATTT TCGCCCAGGCGCAATAGGAAGTA 821
CC04 ACCTCAACAATTACACCGGATGG CGTTGTAGCTCAACGTCACTAGCA 648
STO1 TATCTATCTGGCGATACGGGCTGG TATGCCGTTGCTATCCAATGAGG 521
ST02  AAGTCAGATTCCGCGGTATGAAG TCATCGCATTAATCGAGGCAGCTT 416
STO3 CCTCCTCGCACAAAAATACTCCCA GATCAGATCTTTGAGCGTAGCGCT 320
ST04 TCATCTITCGCATCGGAGATTGCG TCATCGTTTCGGATCCGGAGATTGCG 234
lac GCTACGGCGCGGCTCACCTTTITCGCG GGCGCGCGTTCTITAAGGGGAACCGACCC 115
STO5 ACTCGCTGTTGCGATAGAGCTCAGA TCGAAGCGTTCTCCGGATACTTGA 908
STO6 TACTCCCTTGCTCGTCATTGCATG CGAATTCTTGCGTTGAGCAGCTTG 182
STOY TCCTCAATAACAACCTCGACCAG CAGGCTGGCGTATAGCACCAATCTT 684
STO8 GCTTTCGTCTTGCCTTCTTCTCA AGCAAAGTGATGCCGTTCAAATG 584
STO9 CCTACTTTCTTACCGCGTACATC GCTCTTTCCGCCTTAGTTGGCTAAC 512
STI0  GCCCGTAAATGAGGCTGCAGATAA TTTGCGCTCGTGCTTCTTCATGCTA 404
ST11 GCGCGCACTTAGTCGCGCGAATGCTTA  TATGAAGGCCACCAACTGAGGAC 285
AATGACCACACTTGAGGCACAG TCCGCTCCCGTGACACCATATTA 185

ST12
lac

GCTAGGGCGGGCTCACGTTTTGCG

GCGCGTTCTITAAGGGGAACCGACCC

115
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4.3. Procena aflatoksigenog potencijala Aspergillus flavus veStackom
inokulacijom

Vestacka inokulacija zdravih, neosStecenih, sterilnih zrna kukuruza je
1zvrsena prema delimi¢no modifikovano] metodi autora Probst 1 Cotty, 2012.
Ukupno 100 g zrna kukuruza je smesteno u staklene posude zapremine 1 1 sa
perforiranim poklopcem. Vlaznost zrna je izmerena 1 podeSena na 25%
dodavanjem destilovane vode. Zrna su prilikom ovog postupka energic¢no
protresana kako b1 upila vlagu, a potom su sterilisana autoklaviranjem u trajanju
od 20 min na 121 °C 1 pritisku 2,1 bar. Za pripremu inokuluma upotrebljene su
kulture vrste Aspergillus flavus stare Sest dana, kultivisane na 5-2 podlozi.
Sterilisan, prohladen kukuruz je inokulisan primenom 2 ml suspenzie
koncentracije 10° spora/ml i inkubiran pet do sedam dana na 30 °C.

4.4, Izolati Aspergillus flavus kroz faze istrazivanja

Tokom 1nicijjalne faze skrininga antagonisticke aktivnosti 76
novolizolovanih sojeva Bacillus spp. 1z rizosfere povrtarskih biljnih vrsta koriS¢en
je aflatoksigeni soj Aspergillus flavus SA2BSS 1zolovan sa kukuruza uzgajanog
tokom 2019. godine na lokaciji Sabanta.

Sledeca faza skrininga potencijala novoizolovanih sojeva Bacillus spp. za
antimikrobno delovanje podrazumevala je primenu ukupno 36 sojeva izolovanih
sa kukuruza uzgajanog na teritoriji Republike Srbije, uzorkovanog na 18
lokaliteta tokom 2019. godine. Spisak lokacija na kojima je vrseno uzorkovanje
datjeutabeli 8.1.1 u Prilogu 1.

U narednim fazama istrazivanja, uklju¢uju¢i optimizaciju sastava
hranljivog medijjuma, kao 1 izvodenje kultivacije na nivou laboratorijskog
bioreaktora, odnosno optimizacju procesnih uslova, ispitivanje mogucnostli
formulacije preparata imobilizacjom na c¢vrste nosace koriS¢ena su dva,
dokazano aflatoksigena soja, Aspergillus flavus SAZ2BSS 1 Aspergillus flavus
PAZ2DSS, 1zolovana sa kukuruza uzgajanog tokom 2019. godine na lokacijama
Sabanta 1 Panc¢evo, redom.
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4.5. Izolacija potencijalnih proizvodnih sojeva

Tokom 2020. godine 1zvrseno je uzorkovanje zemljiSta iz sloja rizosfere
razli¢itih biljnih vrsta sa nekoliko lokaliteta na teritoriji Autonomne Pokrajine
Vojvodine. Uzorci zemljista ¢uvani su u sterilnim uslovima na +4 °C do upotrebe.

Ukupno 76 proizvodnih sojeva bakterija izolovano je 1z rizosfere 12 biljnih
vrsta: luk, pasulj, grasak, boranija, paradajz, cvekla, krompir, kupus, paprika,
Sargarepa, pastrnak 1 krastavac. Postupak selektivne izolacye sojeva
podrazumevao Je prediretman u pogledu definisanja selektivnih uslova
inkubacije. Prvi korak obuhvatao je resuspendovanje 1 g uzorkovanog zemljsta
u 9 ml sterilnog fizioloSkog rastvora 1 inkubaciju na 28 °C 15 min uz eksterno
meSanje na laboratorijskoj tresilici (KS 40001 control, IKA® Werke, Staufen,
Nemacka), 150 o/min. Nakon homogenizacije, sa ciljem izdvajanja sporogenih
vrsta, usledio je termicki tretman na temperaturi 100 °C, u trajanju od 7 min.
Pripremljena je serija razblazenja od 10! do 103, od kojih je po 500 pl zasejavano
na ploc¢e sa Hranljivim agarom 1 inkubirano na 28 °C tokom 48 h. Uzastopno
presejavanje na nove ploce sa hranljivim agarom, morfoloSki razli¢itth sojeva
koji ukazuju na pripadnost rodu Bacillus, vr$eno je do dobijanja ¢istih kultura.

4.6. Potencijalni proizvodni mikroorganizmi Bacillus spp.

Tokom faze mnicyjalnog skrininga antagonisticke aktivnosti, korisc¢eno je
ukupno 76 novoizolovanih sojeva Bacillus spp. Za potrebe 1zvodenja genetske
karakterizacije potencyalnih proizvodnih sojeva koris¢eno je pet 1zolata:
Mahunarke la i Mahunarke 1b, Krompir 4a, Sargarepa 3a i Paradajz 3, dok je
tokom pocetnih koraka optimizacije sastava hranljivog medijjuma ispitivanje
vrseno primenom tri izolata: Mahunarke la 1 Mahunarke lb, Krompir 4a. U
daljem toku istrazivanja kao proizvodni mikroorganizam primenjivan je izolat
koji je na osnovu rezultata prethodnih koraka selekcije okarakterisan kao soj sa
najvecim potencijalom, Mahunarke la. Odabrani proizvodni mikroorganizam,
Bacillus sp. BioSol021, 1zolovan je 1z rizosfere biljne vrste Phaseolus vulgaris na
lokacyt  TovariSevo,  Autonomna  Pokrajina  Vojvodina.  Proizvodni
mikroorganizam Je deponovan u Medunarodnoj zbirci poljoprivrednih 1
industrijskih mikoorganizama (engl. National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganisms, NCAIM), Institut za prehrambene tehnologije,
Madarski univerzitet za poljoprivredu 1 prirodne nauke, Budimpesta, Madarska.
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4.1, Izolacija genomske DNK i molekularne analize Bacillus spp.

Fazi genetske karakterizacije potencijalnih proizvodnih 1zolata 1
molekularnoj identifikaciji odabranog soja prethodila je 1zolacyja genomske DNK
primenom komercialnog kita (Purelink Genomic DNA kit, Thermo Fisher

Scientific, Valtam, Masacusets, SAD) koja je 1zvedena po uputstvima
proizvodaca.

4.1.1. Detekcija gena za produkciju lipopeptidnih komponenti sa antimikrobnim
delovanjem

[zolovana genomska DNK korisc¢ena je kao matrica za amplifikaciju
sekvencl gena kojl kodiraju sintezu lipopeptidnih komponenti primenom
specificnih parova prajmera navedenih u tabeli 4.7.1.

Tabela 4.7.1. Lista prajmera koris¢enih za detekciju gena odgovornih za sintezu
lipopeptidnih komponent! sa antimikrobnim delovanjem.

Oznaka Ocekivana
aimera Sekvenca prajmera (5'-3") Gen veli¢ina
pre] produkta (bp)
SRFAF TCCGCGACAGGCAAGACATCAT
SrfAA 201
SRFAR CCACTCAAACGGATAATCCTGA
FENDF GCGCCCGTTCTCTAAATCCAT o .
en
FENDR GTCATGCTGACGAGAGCAAA
ITUD-F1 TTCGAAYGCTCAGYGCSCCTIT T 1505
itu
ITUD-R1 TCGCCMAAATAATGGSGTCGCT
[TUDIF GATGCGATCTCCTTGGATGCT T i
itu
ITUDIR ATCCGTCATCTGCTGCTTGAG
BACA-F TCGAAACAAAGGCATATGCTC e oo
ac
BACA-R AAAAATGCATCTGCCGTTCC
BACD-F1 TTCGAAYGCTCAGYGCSCCTIT P e
ac
BACD-RI TCGCCGMAAATAATGGSGTCGT

Metoda lancane reakcije polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR) izvedena je primenom PCR uredaja (Surecycler 83800 Thermocycler,
Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD) 1 sledeceg sastava PCR
smese ukupne zapremine 50 pl: 2 pl genomske DNK, 1 pl forward prajmera, 1 pl
reverse prajmera, 25 pl master miksa (AmpliTag Gold™ 360 Master Mix -
Thermo Fisher Scientific, Valtam, Masacusets, SAD ), 21 pl vode (UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen, Valtam, Masacusets, SAD).
Program 1zvodenja PCR reakcija definisan je u tabeli 4.7.2.
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Tabela 4.7.2. Uslovi izvodenja PCR reakcija za amplifikaciju gena odgovornih za
produkciju lipopeptidnih komponenti sa antimikrobnim delovanjem.

Prajmeri

SRFAF
SRFAR
FENDF
FENDR
[TUD-F1
[TUD-R1
[TUDIF
I[TUDIR
BACA-F
BACA-R
BACD-F1
BACD-RI

Uslovi PCR reakcije
Denaturacija H1br1d1za01]a Elongaciyja Broj ciklusa
prajmera
95°C, 30 s 46,8-58,8°C, 72 °C, 1min 30
30 s
95°C, 30 s E A 72 °C, 1min 30
30 s
95 °C, 1 min 52°C,1min  72°C, 1,5min 40
95°C, 30 s A 72 °C, 1min 30
30s
95°C, 30 s 43,2-55.2°C, 72 °C, 1min 30
30s
95 °C, 1 min 52°C, lmin 72 °C, 1,5 min 40

Inicijalna denaturacija odvijala se na 95 °C u trajanju od 2 min.

Finalna elongacija odvijala se na 72 °C.u trajanju od 8 min.

4.17.2. Analiza sekvence 16 S rRNK regiona proizvodnog soja Bacillus sp.

Izolovana genomska DNK koris¢ena je kao matrica za amplifikaciju
sekvence 16 S rRNK regiona primenom univerzalnog para prajmera 27f (5'-
AGCACTTTGATCCTGGCTCAG-3") i 1492r (8-GCGTTACCTTGTTACGACTT-

3.

PCR metoda i1zvedena je primenom PCR uredaja (Surecycler 8800
Thermocycler, Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD) 1 sledeceg
sastava PCR smeSe ukupne zapremine 50 pl: 2 pl genomske DNK, 1 ul forward
prajmera, 1 pl reverse prajmera, 25 pl Master miksa (AmpliTag Gold™ 360
Master Mix - Thermo Fisher Scientific, Valtam, Masacusets, SAD ), 21 ul vode
(UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen, Valtam, Masacusets,
SAD).. Program 1zvodenja reakcije definisan je u tabeli 4.7.3

Tabela 4.7.3. Uslovi izvodenja PCR reakcije za amplifikaciju 16 S TRNK regiona.

Inicijalna denaturacija

95 °C, 2 min

30 ciklusa

Denaturacija

Hibridizacija prajmera

Elongacija

95°C, 30 s
38,5-50,5°C, 30 s
72 °C, 1 min, 24 s

Finalna elongacija

72 °C, 8 min
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Amplifikovani fragmenti DNK sekvencirani su u oba smera (Macrogen
Europe, Amsterdam, Holandijja) koris¢enjem istih prajmera koji su upotrebljeni
u fazl umnozavanja. Dobjeni hromatogrami su vizualizovani koris¢enjem
softvera  FinchTV 140 (Geospiza, Inc., ©Syetl, VaSington, SAD;
http://www.geospiza.com). Sekvence (forward 1 reverse) su potom obradene
primenom softverskog paketa MECA 7 (Kumar 1 sar., 2016), 1 odredena je
konsenzus sekvenca ukupne duzine 1416 bp.

Primenom programa BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool,
BLAST;  http://blastncbinlm.nih.gov/Blast.cgl) dobyena  sekvenca je
uporedivana sa deponovanim sekvencama dostupnim u bazi podataka
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Fillogenetska analiza i1zvrSena Je koriS¢enjem dobiene sekvence
proizvodnog mikroorganizma 1 165 rRNK regiona srodnih Bacillus sojeva
primenom softvera MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Penn
State University, State College, Pensilvanija, SAD) (Kumar 1 sar., 2016). Prilikom
konstrukcije filogenetskog stabla koris¢ena je metoda maksimalne verovatnoce
(Maximum Likelihood) sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja. Pored toga, za
konstrukciju filogenetskog stabla koriS¢ena je 1 sekvenca 16s rRNK Streptomyces
albidoflavus kao outgroup mikroorganizam.

4.7.3. Horizontalna gel elekiroforeza amplifikovanih produkata PCR reakcija

Analiza amplifikovanih produkata PCR reakcie ukljucuju¢i genomsku
DNK, region 165 rRNK, fragmente gena odgovornih za produkciju lipopeptidnih
komponent, fragmente gena u okviru klastera za biosintezu aflatoksina, vrsena
je primenom horizontalne gel elektroforeze. Agarozni gel pripremljen je
rastvaranjem agaroze (Sigma-Aldrich, Misuri, SAD) u puferu natrijjum-borata,
1 x SB (engl. Sodium Borate Buftfer) (Brody 1 Kern, 2004). Koncentracija gela u
sluc¢aju elektroforetskog razdvajanja uzoraka genomske DNK 1 amplikona 165
rRNK regiona iznosila je 1%, dok je za gene odgovorne za produkciju
lipopeptida, odnosno biosintezu aflatoksina iznosila 1,5% 1 1,4%, redom.
Vizualizacya fragmenata DNK omogucena je dodatkom 10 pl etidijjum-bromida
koncentracye 0,5 pg/ml. Elektroforeza je vrsena u puferu natrijjum-borata, 1 x SB
puferu, pri konstantnom naponu 10 V/cm, na sobnoj temperaturi. Veli¢ina
amplifikovanih fragmenata DNK definisana je uporedivanjem sa DNK
standardima GeneRuler DNA Ladder 100 bp 1 GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder
(ThermoFisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD).
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4.8. Cuvanje i osveZavanje proizvodnih i test mikroorganizama
4.8.1. Cuvanje mikroorganizama

Potencyalni proizvodni 1 odabrani proizvodni mikroorganizam Bacillus
spp. ¢uvaju se na komercijalnoj sintetickoj polucvrstoj hranljivoj podlozi Hranljivi
agar (HiMedia Laboratories, Mumbaj, Indija). [zolovani sojevi ¢uvaju se na 4 °C
u zbirci kultura Laboratorije za biohemijsko inzenjerstvo Tehnoloskog fakulteta
Novi Sad, Univerziteta u Novom Sadu.

Test mikroorganizmi vrste Aspergillus flavus ¢uvaju se u formi vodene
kulture 1zolata na temperaturi 20-22 °C kao deo trajne kolekcije Laboratorije za
detekciju patogena, Stetocina 1 korova Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u
Novom Sadu.

4.8.2. OsveZavanje mikroorganizama

Potencijalni proizvodni 1 odabrani proizvodni mikroorganizam osvezavani
su presejavanjem na komercljalnu sinteticku polu¢vrstu hranljivu podlogu
Hranljivi agar (HiMedia, Laboratories, Mumbaj, Indja) 1 inkubaciyom na
temperaturi 28 °C u toku 48 h.

Radne kulture test mikroorganizama vrste Aspergillus flavus pripremljene
su presejavanjem fitopatogenih izolata na poluc¢vrstu 5-2 hranljivu podlogu
(Cotty, 1989) 1 inkubacijom na temperaturi 30 °C, u mraku, tokom sedam dana.

4.9. Hranljive podloge

U okviru doktorske disertacije koriS¢ene su razlicite hranljive podloge,
ukljucujudi sinteticke 1 polusinteticke, polucvrste 1 tecne odgovarajuceg sastava,
u zavisnosti od faze eksperimentalnog istrazivanja. Korekcija vrednosti pH
polusintetickih podloga vrSena je dodatkom odgovarajucih kiselina 1 baza.
Poluc¢vrste hranljive podloge pripremane su kuvanjem na 100 °C u trajanju od
40 min radl potpunog rastvaranja agara. Hranljive podloge sterilisane su u
autoklavuna 121 °C, pri pritisku 2,1 bar tokom 20 min.

4.9.1. Hranljive podloge u fazi pripreme inokuluma

U svim eskperimentalnim fazama istrazivanja obuhvacenim ovom
doktorskom disertacijjom, za pripremu nokuluma koriscena je tecna
komericyjalna sinteticka hranljiva podloga, Hranljivi buyon (HiMedia
Laboratories, Mumbaj, Indija).
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4.9.2. Hranljive podloge u fazama izvodenja kultivacije
49.2.1. Skrining potencijalnih proizvodnih 1zolata Bacillus spp.

Kultivacija potencijalnih proizvodnih izolata Bacillus spp. 1zvedena je
primenom tec¢ne komercijalne sinteticke podloge, Hranljivi bujon (HiMedia
Laboratories, Mumbaj, Indija).

4.9.2.2. Optimizacija hranljivog medijuma - odabir izvora ugljenika

Za 1zvodenje kultivacyje proizvodnih izolata u eksperimentalnoj fazi
odabira optimalnog 1zvora ugljenika koriscena je polusinteticka hranljiva
podloga sa razli¢itim izvorima ugljenika:

> gliceral,
skrob,
maltoza,
glukoza,
laktoza,
fruktoza,

VV VYV V VYV

celuloza.
Sastav tec¢nih polusintetickih podloga koriS¢enih u ovoj fazi istrazivanja
prikazan je u tabeli 4.9.1.

Tabela 4.9.1. Sastav hranljivih podloga za kultivaciju u eksperimentalnoj fazi odabira
optimalnog izvora ugljenika za proizvodnju agenasa bioloSke kontrole.

Komponenta Sadrzaj [g/l]

[zvor ugljenika 10
Ekstrakt kvasca 3
(NH4)2SOs4 3
KHPO, 1

MgSO4-7H20 0,3

Destilovana voda doll
pH 7,0£0,2
4.9.2.3. Optimizacija hranljivog medijuma — odabir 1zvora azota

Za 1zvodenje kultivacije proizvodnih izolata u eksperimentalnoj fazi
odabira optimalnog izvora azota koriS¢ena je polusinteticka hranljiva podloga
sa celulozom odnosno fruktozom kao izvorom ugljenika 1 sledec¢im izvorima
organskog azota:
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tripton,

urea,

glutaminska kiselina,

pepton,

ekstrakt kvasca.

Sastav tecnih polusintetickih podloga koriscenih u ovoj fazi istrazivanja
prikazan je u tabeli 4.9.2.

YV V VY V

Tabela 4.9.2. Sastav hranljivih podloga za kultivaciju u eksperimentalnoj fazi odabira
optimalnog izvora organskog azota za proizvodnju agenasa bioloske kontrole.

Komponenta Sadrzaj [g/l]

Izvor ugljenika (celuloza 1 fruktoza) 10
Izvor azota 3

(NH4)2SO4 3
KHPO, 1

MgsO4 TH:O 0,3

Destilovana voda doll
pH 7,0£0,2
4.9.2.4. Modelovanje 1 optimizacyja kvantitativnog sastava hranljivog
medijuma

Za generisanje eksperimentalnih podataka neophodnih za izvodenje faze
modelovanja 1 optimizacije hranljive podloge na bazi odabranih optimalnih
1zvora ugljenika 1 organskog azota za kultivaciju determinisanog proizvodnog
mikroorganizma  koris¢en Jje  Boks-Benkenov  (engl. Box-Behnken)
eksperimentalni plan sa 4 nezavisne promenljive varirane na 3 nivoa, sa 3
ponavljanja u centralnoj tacki (tabela 4.9.3).

Nezavisne promenljive 1 opsezl variranih vrednosti njihovih inicijjalnih
koncentracija su:

> celuloza (Avicell®): 5-35 g/l;

> urea: 0-5 g/l;

> amonijum-sulfat: 0 g/1-5 g/l;

> kalijum-hidrogenfosfat: 0,5-4,5 g/l.

Hranljive podloge =za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma
pripremljene su u skladu sa postavkom eksperimentalnog plana. U sastav svake
podloge, pored navedenih komponenti obuhvacenih eksperimentalnim
planom, ulazila je jednaka koli¢ina MgSO,. TH:O koja je iznosila O, 3 g/l.
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Tabela 4.9.3. Nezavisne promenljive 1 njihove varirane vrednosti u okviru Boks-
Benkenovog eksperimentalnog plana u fazi modelovanja 1 optimizacije sastava
hranljivih podloga na bazi odabranog optimalnog izvora ugljenika 1 organskog azota

za kultivaciju proizvodnog mikroorganizma.

Sadrzaj celuloze Sadrzaj uree Sadrzaj Sadrzaj K;HPO,

9V g/ (NH4)2S0: (g/) g/
5 0 2,5 2,5
35 0 2,5 2,5
5 5 2,5 2.9
35 5 2,5 2,5
20 2,5 0 0,5
20 2,5 5 0,5
20 2,5 0 4,5
20 2,5 5 4,5
5 2,5 2,5 0,5
35 2,5 2,5 0,5
5 2,5 2,5 4,5
35 2,5 2,5 4,5
20 0 0 2,5
20 5 0 2,5
20 0 5 2,5
20 5 5 2,5
5 2,5 0 2,8
35 2,5 0 2,5
5 2,5 5 2,8
35 2,5 5 2,5
20 0 2,5 0,5
20 5 2,5 0,5
20 0 2,5 4,5
20 5 2,5 4,5
20 2,8 4,5 2,5
20 2,5 2,5 2,5
20 2,8 4,5 2,5
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4.9.2.5. Validacija optimizovanog sastava hranljivog medijuma

U fazi validacye optimizovanog kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava
hranljivog medijuma (tabela 4.9.4), 1zvodena je kultivacja u uvecanim
razmerama, na nivou laboratorijskog bioreaktora ukupne zapremine 161 (EDF —
15.4_1, A/S Biotehniskais centrs, Riga, Letonija).

Tabela 4.9.4. Sastav hranljivih podloga za kultivaciju u eskperimentalnoj fazi validacije

optimizovanog kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava hranljivog medijuma izvodenjem
kultivacije na nivou laboratorijskog bioreaktora.

Komponenta Sadrzaj [g/l]

Celuloza 5
Urea 0

(NH4)2SO4 3,77
K;HPO, 0,3
MgsO, TH:O 0,3

Destilovana voda doll

pH 7,0+0,2
4.9.2.6. Optimizacija procesnih parametara proizvodnje u laboratorijskom

bioreaktoru

U fazi istrazivanja koja se odnosl na optimizaciju procesnih parametara,
aeracije 1 mesSanja, za prolzvodnju agenasa bioloSke kontrole na nivou
laboratorijskog bioreaktora ukupne zapremine 16 1 (EDF - 154_1, A/S
Biotehniskais centrs, Riga, Letonija) koriS¢ena je hranljiva podloga optimalnog
sastava definisanog u prethodnom koraku razvoja biotehnoloskog resenja.

4.9.2.1. Formulacija finalnog preparata imobilizacijom na ¢vrste nosace

U fazl istrazivanja koja se odnosl na formulaciju finalnog preparata
primenom ¢vrstog nosaca, koriS¢ena je hranljiva podloga optimalnog sastava
definisanog u prethodnom koraku razvoja biotehnoloskog resenja.

4.10. Priprema inokuluma i inokulacija

Postupak inokulacye hranljivih podloga za kultivacju u okviru
eksperimentalnih faza istrazivanja ove doktorske disertacije, podrazumevao je
pripremu inokuluma u koli¢ini koja ¢e omoguciti dodatak 10% (v/v) u odnosu na
zapreminu hranljivog medijuma.

Tokom skrininga potencijalnih proizvodnih izolata Bacilus spp. kao 1
tokom faza odabira optimalnog i1zvora ugljenika 1 organskog azota inokulum je
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pripreman u jednoj pasazl, zasejavanjem biomase osvezenih mikroorganizama
u 50 ml teCne komercijalne sinteticke podloge Hranljivi bujon (HiMedia
Laboratories, Mumbaj, Indija) 1 inkubacijom tokom 48 h na 28 °C uz eksterno
meSanje (150 o/min) na laboratorijskoj tresilici (KS 4000i control, IKA® Werke,
Staufen, Nemacka) 1 spontanu aeraciju.

U daljim eksperimentalnim fazama gde je koriS¢en odabrani proizvodni
1zolat Bacillus sp. BioSol021 priprema inokuluma je tekla u dve faze, odnosno
postupkom dvostrukog pasaziranja, radi generisanja dovoljne koli¢ine
inokuluma za odvianje bioprocesa u definisanim razmerama. Prvi korak
podrazumevao je  prenoSenje  blomase  osvezenog — prolzvodnog
mikroorganizma u 50 ml tec¢ne hranljive podloge hranljivi bujon (HiMedia
Laboratories, Mumbaj, Indija) 1 inkubacyu tokom 24 h na 28 °C uz eksterno
mesSanje (150 o/min) na laboratorijskoj tresilici (KS 40001 control, IKA® Werke,
Staufen, Nemacka) 1 spontanu aeraciju. Drugi korak je obuhvatao prenosenje
inokuluma 1z prve faze, u erlenmajer zapremine 500 ml sa 150 ml hranljive
podloge Hranljivi bujon (HiMedia Laboratories, Mumbaj, Indija) 1 inkubaciju pod
istim uslovima kao u prethodnom koraku. Inokulacija hranljivih podloga za
kultivacyju odabranog proizvodnog izolata Bacillus sp. BioSol021 izvedena je
dodatkom 10% (v/v) nokuluma u odnosu na ukupnu zapreminu hranljive
podloge u fazi kultivacije.
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4.11. Procesni uslovi tokom izvodenja kultivacije

U okviru eskperimentalnih faza istrazivanja doktorske disertacie,
kultivacja  potencyalnih  proizvodnih  mikroorganizama 1 odabranog
proizvodnog izolata, je 1zvodena pod razlic¢itim procesnim uslovima 1
razmerama proizvodnje. Uslovi pod kojima se odvijao bioproces u pojedinac¢nim
eksperimentalnim fazama definisani su u tabeli 4.11.1.

Tabela 4.11.1. Procesni uslovi tokom 1zvodenja kultivacije u razlic¢itim
eksperimentalnim fazama istrazivanja.

Trajanje Zapremina
bioprocesa hranljive podloge
(h) (ml)

Temperatur MeSanje Aeracija

Faza istraZivanja a (°C) (o/min) (vvm)

Skrining potencijalnih
proizvodnih izolata 28 180* spontana 96 50
Bacillus spp.
Optimizacija hranljive
podloge - odabir
1zvora ugljenika 1
azota
Optimizacija
procesnih uslova -
kultivacija u 28
laboratorijskom
bioreaktoru 161
Priprema smese
kultivacione te¢nosti 1
¢vrstog nosaca u fazi
formulacije preparata

28 180* spontana 96 50

Interno  prinudna

100-300  0,5-1,5 96 10000

28 180* spontana 96 30

*eksterno mesanje na laboratorijskoj tresilici (KS 40001 control, IKA® Werke, Staufen, Nemacka).

Kultivacija odabranog proizvodnog mikroorganizma Bacillus sp.
BiosSol021 u fazama optimizacije procesnih uslova, validacije optimizovane
hranljive podloge 1 optimizacije procesnih uslova, kao 1 pripreme kultivacione
teCnosti za fazu formulacije agenasa bioloske kontrole vrSena je u
laboratorijskom bioreaktoru standardnih geometrijskih odnosa ukupne
zapremine 16 1 (EDF — 15.4_1, A/S Biotehniskais centrs, Riga, Letonja). Radna
zapremina je maksimalnih 70% u odnosu na ukupnu zapreminu suda, a za
potrebe istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije iznosila je 11 L. Interno
meSanje je vrseno primenom tri koaksijalno postavljene Rustonove turbine sa
Sest propelera, u staklenom sudu sa tri odbojnika. Odnos prec¢nika mesaca 1
precnika suda iznosi 0,30. Aeracija je vrSena vazduhom koji je sterilisan
neposredno pred uvodenje u sud bioreaktora primenom filtera precnika pora
0,22 pm brzinom izraZenom u vvm (volume of air per volume of liquid per min —
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zapremina vazduha po zapremini tecnosti u min) jedinicama, zadatom
vrednoscu protoka na rotametru upravljacke jedinice uredaja.

Tokom kultivacije prac¢ena je temperatura primenom senzora (TP-206-
CF-H1141-1L450, Hans Turck GmbH & Co., Milhajm, Nemacka), nivo saturacije
kiseonika primenom elektrode (OxyFerm FDA 425 Hamilton, Crefelfing,
Nemacka) 1 vrednost pH primenom elektrode (EasyFerm Bio HB K8 425,
Hamilton, Crefelfing, Nemacka). Detektcija nivoa kultivacione tecnosti 1 pojave
pene u bioreaktorskom sudu vrSena je pomocu konduktometrijskih senzora.
Kontrola bioprocesa vrsena je pomocu BioRe SCADA (engl. supervisory control
and data acquisition, SCADA) softverskog paketa.

Pored in-line mernih instrumenata za prac¢enje bioprocesa koriS¢ene su 1
off-ine metode za koje je bilo potrebno vrsiti uzorkovanje u definisanim
vremenskim intervalima. Tokom prvog dana kultivacie (do 24 h), uzorkovanje je
vrseno na svaka 3 h, dok su uzorci nakon toga pa sve do kraja trajanja
bioprocesa, uzimani u vremenskim intervalima od 6 h.

4.12. Imobilizacija ¢elija proizvodnog mikroorganizma na biougalj

U finalnoj fazi eskperimentalnog istrazivanja u okviru doktorske
disertacije, ispitivana je mogucnost formulacije finalnog preparata za biolosku
kontrolu primenom ¢vrstih nosaca.

Kao ¢vrst nosa¢ za imobilizaciju celija proizvodnog mikroorganizma
Bacillus sp. BioSol021, koriscen je (sojin pepeo) biougalj. Preliminarna ispitivanja
biouglja obuhvatila su sledeca ispitivanja:

» Hemijsko-mineralosku analizu: rendgenostrukturna analiza (XRD) 1
rendgenska fluorescentna spektroskpija (XRF);

» Merenje vrednostti pH u vodenoj sredini (10 g pepela/100 ml
demineralizovane vode);

» Infracrvenu spektroskopiju sa Furijeovom transformacijom (FTIR);

» Jonsku hromatografiju (10 g pepela/100 ml demineralizovane vode).

Ispitivanja koje se odnose na karakterizacyju biouglja sprovedene su u saradnji
sa Laboratorjjom za ispitivanje materjala u kulturnom nasledu, Tehnoloskog
fakulteta Novi Sad, Univerziteta u Novom Sadu.

Postupak imobilizacyje uklju¢ivao je nameSavanje kultivacione tecnosti
dobijene nakon izvodenja bioprocesa na nivou bioreaktora pri vrednostima
procesnih parametara, brzina meSanja 300 o/min i intenzitet aeracije 1,5 vvimn, 1
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biouglja u definisanoj razmeri. Uslovi izvodenja ove faze eskperimentalnog
istrazivanja definisani su eksperimentalnim planom koji je podrazumevao
varjaciju duzine trajanja namesavanja c¢elija proizvodnog mikroorganizma 1
biouglja, 1 koli¢inu dodatog biouglja u odnosu na zapreminu kultivacione
tecnosti (koncentracija celija proizvodnog mikroorganizma 8,31 log CFU/ml).
Inkubacija je vrSena u Erlenmajer sudovima sa 30 ml kultivacione te¢nosti 1
eskperimentalnim planom definisanom koli¢inom biouglja na laboratorijskoj
tresilici (KS 40001 control, IKA® Werke, Staufen, Nemacka) uz eksterno mesanje
150 o/min na 28 °C.

Predvideni eksperimentalni plan podrazumevao je pun eksperimentalni
dizajn sa dve nezavisno promenljive, duzina trajanja namesavanja kultivacione
teCnostl 1 biouglja 1 koli¢ina biouglja u odnosu na zapreminu kultivacione
tecnostl, koje su varirane na tri nivoa (tabela 4.12.1).

Tabela 4.12.1. Eksperimentalni plan izvodenja faze formulacije prepata za biolosku
kontrolu imobilizacyjom ¢elija proizvodnog mikroorganizma na biougalj.
Broj eksperimenta Inkubacija (h) Koli¢ina biouglja (%)
1 24 1
24
24
48
48
48
12
12
12

© 00O N O 01 > W D
o W = 01 W —= 01 W

Nakon predvidenog vremena inkubacie, biougalj sa imobilisanim
¢elijama proizvodnog mikroorganizma je odvajan od ostatka kultivacione
te¢nosti dead end filtracijjom kroz filter-hartiju (Whatman #1, Whatman, UK) u
gravitacionom polju 1 susen na 40 °C tokom 24 h.

Sledeci korak podrazumevao je resuspendovanje 0,1 g biouglja u 10 ml
sterilnog fizioloskog rastvora 1 inkubaciju tokom 24 h na laboratorijskoj tresilici
(KS 40001 control, IKA® Werke, Staufen, Nemacka) uz intenzivno eksterno
meSanje 200 o/min.

Usledila je provera viabilnosti ¢elja oslobodenih 1z biouglja metodom
poseva 1 procena antagonisticke aktivnosti prema ispitivanim fitopatogenim
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aflatoksigenim predstavnicima vrste Aspergillus flavus 1zvodenjem difuzione
metode bunara.

4.12.1. SEM analiza

Skenirajuca elektronska mikroskopya (engl. Scanning Electron
Microscopy, SEM) koriS¢ena je za snimanje uzoraka celijja proizvodnog
mikroorganizma, slobodnih 1 vezanih na Cestice biouglja (sojin pepeo) kao
¢vrstog nosaca. Snimanje je 1zvedeno primenom skeniraju¢eg mikroskopa
(JEOL JoM 6460 LV) sa EDS detektorom (engl. The Energy Dispersive X-Ray
detector, EDS) (Oxford INCA) pri naponu 20 kV na radnoj udaljenosti 13 mm.
Pre snimanja, uzorak je fiksiran na SEM nosa¢ pomocu ugljeni¢ne trake 1
naparen zlatom radi formiranja elektroprovodljivog sloja.

4.13. Analiticke metode
4.13.1. Odredivanje sadrzaja aflatoksina ELISA metodom

Detekcija prisustva aflatoksina Bl u uzorcima kukuruza je izvrSena
primenom ELISA (engl. Enzyme-linked Immunoassay, ELISA) metode pomocu
komercyalnog seta AgraQuant® Aflatoxin Bl ELISA Test Kit (Romer Labs,
GmbH, Tuln, Austrija).

Ekstrakcya 1z 20 g mlevenog uzorka kukuruza sa 100 ml 70% metanola,
1zvrsena je uz energicno mesanje na horizontalnoj tresilici (Benchtop Shaking
Incubator 222DS, Labnet International, Inc, Edison, SAD) pr1 200 o/min u trajanju
od 5 min. Iz pripremljenih uzoraka je, nakon sedimentacie, supernatant
profiltriran kroz Whatman #1 filter papir. Filtrat (100 pl), je potom, rastvoren
primenom ese] pufera (engl. assay buffer), a potom je 100 pl ovako
pripremljenog rastvora pomesano sa 200 pl konjugata u bunarima, 1 zatim 100 pl
sadrzaja bunara preneto u mikrobunare sa antitelima (engl. antibody-coated
microwell). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturl u trajanju od 15 minuta,
ploca je isprana destilovanom vodom, a potom je 100 pl rastvora supstrata
(substrate solution) dodato u svaki bunar 1 inkubirano u trajanju od 5 minuta. Po
zavrSetku trajanja inkubacije, 100 pl stop rastvora (engl. stop solution) je dodatno
u svaki bunar. Apsorbancija svetlosti talasne duzine 450 nm merena je deset
minuta nakon dodavanja stop rastvora, pomocu uredaja za fotometrijsko
odredivanja sadrzaja aflatoksina (Microplate Photometer HiPo MPP-96, BioSan,
Letonija).

4.13.2. Odredivanje sadrZaja aflatoksina HPLC metodom

Hromatografsko odredivanje sadrzaja aflatoksina 1zvedeno je uredajem
HPLC sistem serijje 1260 (Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornjja, SAD),
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primenom detektora umrezenih dioda DAD (engl. Diode-Array Detector, DAD),
fluorescentnog detektora FLD (engl. Fluorescence Detector, FLD) (Agilent
Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD) 1 kolone Hypersil ODS (150 x 4,6
mm, veli¢ina Cestica 5 um) (Agilent Technologies, USA). Ta¢no 12,500 g uzorka
je ekstrahovano primenom 50 ml smeSe (84:16 v/v) acetonitrila (Sent Luis,
Misuri, SAD) 1 vode. Ekstrakti su precisceni primenom kolone MycosepTM 224
(Romer Labs. Inc., Union, Misuri, SAD), a potom je 3 ml upareno do suva na
60 °C pod parom azota. Ostatak je rastvoren u 300 pl mobilne faze. Uslovi
hromatografskog odredivanja definisani su prema uputstvima autora Olivelra 1
saradnici (2009).

4.13.3. Odredivanje koncentracije ¢elija proizvodnog mikroorganizma

Odredivanje sadrzaja biomase proizvodnog mikroorganizma, odnosno
broja vijabilnih ¢elija vr$eno je indirektno — metodom poseva. Hranljiva podloga
koriS¢ena za zasejavanje uzastopnih razredenja uzoraka kultivacione tecnosti je
Hranljivi agar (HiMedia Laboratories, Mumbaj, Indijja). Inkubacije je vrSena 48 h
na 28 °C, nakon c¢ega su brojane formirane kolonije 1 odreden broj vijabilnih
¢elja po mlispitivane tec¢nosti. Rezultat je izrazen u jedincama log CFU/ml, (engl.
Colony Forming Unit, CFU), a sve analize vrSene su u trl ponavljanja.

4.13.4. Odredivanje rezidualnih koncentracija nutrijenata

Odredivanje sadrzaja celuloze vrseno je gravimetrjskom metodom
(Malbasa i sar., 2021).

Sadrzaj ukupnog azota u supernatantu kultivacione tecnosti odredivan je
metodom po Kjeldalu (Buchu K-314 Kjeldahl Line Digestion Unit) (Herlich, 1990).

4.13.5. In vitro testiranje antimikrobne aktivnosti

[spitivanje antimikrobne aktivnosti uzoraka kultivacione tecnosti 1
supernatanta, vrseno je difuzionom metodom bunara. U inicyjalnim fazama
skrininga potencijalnith  proizvodnih mirkoorganizama 1 optimizacie
kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava hranljive podloge za kultivaciju, koriS¢eni
su uzorcl kultivacione tecnosti. U fazi 1zvodenja bloprocesa u uvecanim
razmerama, na nivou laboratorijskog bioreaktora pored uzoraka kultivacione
teCnosti ispitivano je 1 antimikrobno delovanje supernatanta. Bescelijski uzorci
dobijeni su centrifugiranjem kultivacione te¢nosti na 12000 o/min, 10 min (Z 326
K, Hermle LaborTechnik GmbH, Vehingen, Nemacka). Kao negativna kontrola
koriS¢ena je hranljiva podloga 1z iste faze istrazivanja.
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Priprema suspenzije test mikroorganizama podrazumevala Je
resuspendovanje biomase osvezenih ispitivanih 1zolata u sterilnom fizioloSkom
rastvoru do postizanja koncentracije spora 10° CFU/ml. Zasejavanju ispitivanih
1zolata prethodilo je otapanje 1 temperiranje ranijje pripremljenih komercyalnih
hranljivih podloga (engl. Sabouraud Maltose Agar — SMA) (HiMedia
Laboratories, Mumbaj, Indjja) u trajanju od 30 min na 501 °C. Nakon toga,
usledilo je unosSenje po 1 ml suspenzie ispitivanog izolata u otopljene 1
temperirane hranljive podloge, homogenizacija na vorteksu (IKA Vortex 1
Shaker, IKA® Werke, Staufen, Nemacka) iizlivanje pripremljenih smeSa na Petri
ploc¢e. Nakon oc¢vrscavanja hranljivih podloga, napravljeni su bunari precnika 8
mm, u koje je unoseno 100 pl ispitivanih uzoraka. Inkubacija je vrSena 5 dana na
temperaturi 30 °C, nakon ¢ega je 1zvedena evaluacija antagonisticke aktivnosti
merenjem precnika zone inhibicije.

4.13.6. Identifikacija lipopetidnih komponenti HPLC-MS metodom

Identifikacija komponenti koje nastaju metabolickom aktivnoScu
proizvodnog 1izolata Bacillus sp. BiosSolO21 izvedena je u Laboratoriji za
funkcionalnu genomiku 1 molekularnu biotehnologiju na Tehni¢kom univerzitetu
primenjenih nauka Vildau, Nemacka, analiziranjem supernatanta kultivacionih
teCcnosti dobijenih tokom 1zvodenja kultivacja na nivou laboratorijskog
bioreaktora zapremine 16 1 (EDF — 15.4_1, A/S Biotehniskais centrs, Riga,
Letonija). Primenjena analiticka metoda podrazumevala je visoko efikasnu tec¢nu
hromatografiju kuplovanu sa masenom spektrometrijom (engl. High Pressure
Liqiuid Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC-MS). Koris¢en je HPLC
sistem (Nexera, Shimadzu, Tokio, Japan) kuplovan sa masenim spektrometrom
(LCMS-8040, Shimadzu, Tokio, Japan) 1 1zvorom elekrosprej jonizacije (engl.
ElectroSpray Ionization, ESI). Primenjena je HPLC kolona (EC 128/3 Nucleodur-
C18, Macherey - Nagel, Nemacka) (Shimadzu, Tokio, Japan) sledecih
karakteristika: duzina 125 mm, unutra$nji precnik 4,6 mm, precnik Cestica
punjenja 3 uM. Uslovi izvodenja analize podrazumevaju temperaturu kolone od
40 °C. Kao mobilna faza koriS¢en je rastvor amonijum-acetata (5 mmol/l) koji je
sadrzao 0,1% (v/v) mravlje kiseline (A) 1 metanola (B). Elucyja sa linearnim
gradijjentom izvedena je na sledec¢i nacin: A:B=95:5 tokom prvog minuta,
povecavanje protoka faze B na 90% 1zmedu prvog 1 sedmog minuta, A:B=10:90
od sedmog do 16. minuta, smanjivanje protoka faze B na 5% izmedu 16.1 17.
minuta, A:B=95:5 do 20. minuta. Protok mobilne faze iznosio je 0,5 ml/min sve
vreme. Masena kalibracija uredaja radena je primenom standarda za
automatsku kalibraciju — autotune (smesSa koju ¢ine PEG, PPC, 1 rafinoza: m/z
65,08, 168,10, 256,15, 344,20, 652,40, 1004,60, 1 1224,75). Detekcija je vrSenaiu
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pozitivnom 1 negativnom modu jonizacie. Tehnicki parametri analize primenom
masenog spektrometra bili su sledec¢i: napon sprej kapilare 3 kV, napon
detektora 2,04 kV, napon komore pod atmosferskim pritiskom (interfejsa)
4,5 kV, temperatura desolvacie 250 °C, temperatura grejnog bloka 450 °C,
protok gasa za rasprsivanje 3 ml/min, protok gasa za susenje 15 ml/min. Signal
u pogledu vrednosti m/z je detektovan u vremenskim razmacima od 0,2 s.

4.13.1. Identifikacija lipopetidnih komponenti MALDI-TOF MS metodom

Masena spektrometrija zasnovana na jonizaciji potpomognutoj laserskom
desorpcyom 1z matriksa/analizator sa vremenom preleta (engl. Matrix-Assisted
Laser Desorptior/Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS)
koris¢ena je kao druga analiticka metoda za identifikacyju komponenti koje
nastaju metabolickom aktivnoscu proizvodnog izolata Bacillus sp. BiosSolO21
analiziranjem supernatanta kultivacionih tecnosti dobijenih tokom izvodenja
kultivacyja na nivou laboratorijskog bioreaktora zapremine 16 1 (EDF — 15.4_1,
A/S Biotehniskais centrss, Riga, Letonija). Analiza je 1izvedena u Laboratoriji za
funkcionalnu genomiku 1 molekularnu biotehnologiju na Tehni¢kom univerzitetu
primenjenih nauka Vildau, Nemacka. Koris¢en je maseni spektrometar (Axima
Confidence, Shimadzu Biotech, Mancester, UK). Postupak pripreme za
1zvodenje analize je podrazumevao mesanje jednakih zapremina uzoraka (1 pl)
1rastvora matriksa (10 pg/ml a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina u 0,1 % rastvoru
triufluorosircetne kiseline, 50% acetonitril) 1 nanosenje smese na ploce od
nerdajuceq Celika, gde se ostavljaju do suSenja. Desorpcija 1jonizacija su vrsene
primenom azotnog lasera koji emituje zracenje talasne duzine 337 nm. Maseni
spektar je sniman u pozitivnom modu refleksije visoke rezolucie pril
maksimalnoj brzini ponavljanja od 50 Hz u okviru masenog opsega 700-3000
Da. Kako b1 se generisall reprezentativni profili, akumulirano je ukupno 250
laserskih snimaka na osnovu kojih je definisan prosek za svaki uzorak. MALDI-
TOF maseni spekirometar je kalibrisan eksterno primenom smesSe standarda
peptida: bradikininski fragment 1-7 (757,40 Da), angiotenzin II (humani, 1 046,54
Da), P14R (sintetski peptid), 1533,86 Da 1 ACTH fragment 18-39 (humani,
2465,20 Da) i1z kalibracionog kita (ProteoMass Peptide&Protein MALDI-MS
Calibration Kit, Merck, Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD). Obrada podataka
dobyenih nakon izvodenja MALDI-TOF MS analize vrsena je primenom
softverskog paketa LaunchpadTM Software 2.9 (Shimadzu Biotech, Tokio,

Japan).
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4,14, Statisticka obrada podataka

4.14.1. Skrining potencijalnih proizvodnih izolata i optimizacija hranljive
podloge — odabir izvora ugljenika 1 organskog izvora azota

Eskperimentalni podaci su najpre podvrgnutl jednofaktorijalnoj analizi
varjjanse (engl. One-Way ANOVA), kao statistickom alatu za ispitivanje uticaja
jednog faktora, odnosno nezavisne promenljive, na zavisno promenljivu. Nakon
toga, vrsena je post-hoc analiza Dankanovim testom visestrukih poredenja
(engl. Duncan’s Multiple Range Test) radi definisanja homogenih grupa srednjih
vrednosti 1 nivoa znacajnosti ispitivanih faktora. Statisticke analize vrSene su
primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas,
SAD) prl nivou znacajnosti od 0,05. Srednje vrednosti 1 standardne devijacie
1spitivanih faktora izracunate su primenom softverskog paketa Microsoft Office
Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Vasington, SAD).

4.14.2. Modelovanje sastava hranljivog medijuma primenom metodologije
odzivne povrsine

Modelovanje eksperimentalnih podataka koji su dobijeni u skladu sa
eskperimentalnim planom datim u potpoglavlju 4.9.2.4, tabela 4.9.3, vrseno je
primenom metodologije odzivne povrSine (engl. RSM — Response Surface
Methodology).

Dobijjeni podaci eksperimentalnih istrazivanja u fazi definisanja
kvantitativnog sastava hranljivog medijuma modelovani su polinomom drugog
reda kojl opisuje ponasanje sistema u smislu uticaja Cetirl nezavisne promenljive
(inicyjalna kocentracija celuloze — X;, inicijjalna koncentracija uree — X;, inicijalna
koncentracyja (NH4)2504 — X5 1 1nicjjalna koncentracija K;HPO4 — X4) na zavisnu
promenljivu — precnik zone inhibicije. U definisanoj jednacini (1) be je odsecak,
b1, b2, bs 1 bs su linearni koeficijenti, biz, bis, bis, bas, bas 1 bas su koeficijenti
interakcije, a b1, b2z, bas 1 bas su kvadratni koeficijenti regresionog modela.

Y=bo+birXi+bsXo+bsXs+ bsXs+ bioXi Xo+ Dbi3XiXs+ bra Xy Xy + Doz Xo X3
by Xo Xy + bsaXsXg + by X2+ bog X2 + baz X2 + bas X& (1)

StatistiCka znacajnost koeficijjenata regresionih modela procenjena je
primenom njihovih p-vrednosti. Analiza varijanse dobijenih modela izvr$ena je
kako bi se procenio kvalitet fitovanja eksperimentalnih podataka dobijenim
matematic¢kim jednacinama (na osnovu koeficijenta determinacije, K?), kao i
statisticke znacajnosti dobijenih modela primenom p-vrednosti 1 F-vrednosti.
Statisticke analize vrSene su pri nivou znacajnosti 0,05 a za potrebe obrade
podataka koriscen je softverski paket Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock,
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Teksas, SAD). Sagledavanje uficaja Interakcije nezavisnih promenlih na
definisani odziv, omoguceno je 11z grafickog prikaza odzivnih povrsina (uticaj
dve nezavisne promenljive na zavisnu promenljivu, pri ¢emu su vrednosti
preostale dve nezavisne promenljive konstantne, 1 definisane kao vrednosti
centralne tacke eksperimentalnog dizajna).

4.14.3. Modelovanje sastava hranljivog medijuma primenom metodologije
vestackih neuronskih mreZa

Eksperimentalni podaci koji su dobijeni u skladu sa eskperimentalnim
planom datim u potpoglavlju 4.9.2.4, tabela 4.9.3, modelovani su primenom
metodologyje vestackih neuronskih mreza (engl. Artificial Neural Netwok, ANN).
Vestacke neuronske mreze su dizajnirane tako da nelinearno mapiraju odredeni
skup ulaza na skup i1zlaza (Karray 1 de Silva, 2004).

Princip primene vestackih neuronskih mreza temeljl se na ¢injenici da
predstavljaju skup medusobno povezanih procesnih elemenata Clja
funkcionalnost se zasniva na modelu bioloskog neurona (Bagheri 1 sar., 2019).
Osnovna prednost vestackih neuronskih mreza je u vezama izmedu pojedinih
neurona, do kojih se dolazi kroz postupak obucavanja mreze. Kako se
neuronske mreze sastoje 1z velikog broja povezanih elemenata, pri ¢emu svaki
od njih vrsl odredenu obradu ulaznih podataka, smatraju se 1zuzetno efikasnim 1
mocnim racunarskim alatom, dominantnim u odnosu na konvencionalne metode
(Abilodunisar., 2018).

Faza koja prethodi pocetku obucavanja neuronske mreze podrazumeva
pripremu eskperimentalnih podataka u smislu njihove normalizacije prema
sledecoj jednacini:

Jp = Jmin
]normal = (1 - AL - AU)p— + AL (2)

Jmax = Jmin

gde su:

Jnormai,[p — normalizovana vrednost odabranog odziva 1 izmerena vrednost
odabranog odziva;

Jmax,Jmn — maksimalna 1 minimalna vrednost odabranog odziva u seriji
eksperimentalnih podataka;

AV 1 A — gornja 1 donja vrednost granice normalizacije koje daju ogranic¢enu
ekstrapolacionu sposobnost mreze.

Kao merilo ta¢nosti predikcije odnosno reprodukovanja eksperimentalnih
podataka, svaki izlazni skup predikcija modela vestacke neuronske mreze,
uporeden Jje sa odgovarajucom eksperimentalno odredenom vrednosScu,
primenom koeficijenta determinacije (R?) 1 srednje kvadratne greske (MSE):
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_ E?:;l(]exp,i_]pred,i)z

Z_{l:l(]exp,i_]avg,i)z

R?=1 (3)

1
MSE = n ?zl(]exp,i _]pred,i)z (4)

gde su:

n — broj podataka,

Jexpi 1 Joreqs — I-ta eksperimentalna vrednost posmatranog odziva 1 vrednost
predikcije posmatranog odziva.

Primena metode vestackih neuronskih mreza u oblasti biotehnoloSkih
Istrazivanja Cesto nailazl na problem nedovoljne kolicine podataka =za
manipulacju (Unni 1 sar., 2017; Rafigh 1 sar., 2014; Yang 1 sar., 2015). Efikasan
nacin za prevazilazenje ovog ogranicenja, primenjen u konkretnom slucaju,
podrazumevao je prethodnu augmentaciju podataka pomocu autoenkodera.
Autoenkoder mreza podrazumeva dve povezane mreze koje ukljucuju enkoder
1 dekoder. Postupak je iniciran komprimovanjem originalnih podataka u kratak
kod ignoriSu¢i pozadinske signale pomocu enkodera. Nakon toga, dekoder
dekomprimuje dati kod, kako b1 se generisali podaci sto blizi ulaznim podacima.

Ovako istreniran autoenkoder, se zatim moze upotrebitl za generisanje
novih podataka koji prate statistiCke trendove originalnog skupa podataka, tako
Sto se na ulaz istreniranog dekodera dovode nasumicne vrednostl. Vrednost
1zlaza 1z enkoder sloja, odnosno ulaza u sloj dekodera, koji se simuliraju, se ni u
kom obliku ne moraju pronaci u originalnom skupu. Upotreba autoenkodera
mreze predstavlja 1 robustan nacdin eliminacije Suma kojl se moZe nacl u
podacima.

Modelovanje u kontekstu neuronskih mreza je 1zvrSeno primenom
programskih paketa Scikitbearn 0.24.2 (https://scikit-learn.org/stable/) 1
Tensorflow 2.5.0 (https://www.tensorflow.org/) u Python 3.8. okruZenju.

4.14.4. Optimizacija sastava hranljivog medijuma

Faza optimizacije hranljivog medijuma na bazl optimalnog izvora
ugljenika 1 organskog izvora azota primenom metode zeljene funkcije usledila
je nakon prethodnog utvrdivanja uticaja nezavisnih promenljivih, u vidu
inicijjalnih koncentracija celuloze, uree, (NH.).5Os i K:HPOs na zavisnu
promenljivu, odnosno precnik zone inhibicije. Metoda zeljene funkcye
podrazumeva dodeljivanje tezinskih koeficijenata svako] nezavisnoj i zavisnoj
promenljivo] koja figuriSe u matematickom modelu, uz postavljanje ciljeva
optimizacije u pogledu maksimizacije 1lI minimizaclje vrednosti definisane
nezavisne 1l zavisne promenljive, i pak odrzavanje u zadatom opsegu. U
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konkretnom slucaju optimizacije sastava hranljivog medijjuma, svim zavisnim 1
nezavisnim promenljivim, dodeljeni su isti tezinski koeficijenti, odnosno data
jednaka vaznost svih ispitivanih promenljivih. Postavljeni optimizacioni set imao
je za cij maksimizaciju zona inhibiclja za oba ispitivana fitopatogena soja
Asperqgillus flavus SAZBSS 1 Aspergillus flavus PA2DSS 1 minimizaciju inicjjalne
koncentracie 1zvora ugljenika 1 organskog 1zvora azota. Optimizacija sastava
hranljivog medijuma vrSena je primenom softverskog paketa Design-Expert 8.1
(Stat-Ease, Inc., Minneapolis, Minesota, SAD) (Singh 1 sar., 2017).

4.14.5. Optimizacija procesnih parametara proizvodnje

Nakon 1zvodenja Cetirl seta eksperimenata u uslovima laboratorijskog
bioreaktora, usledila je faza optimizacye klju¢nih procesnih parametara
proizvodnje agenasa bioloske kontrole — intentizeta aeracije, brzine mesanja 1
duzine trajanja kultivacije. Za pronalazenje optimalnih vrednosti 1 analizu uticaja
datih parametara na efikasnost bioprocesa, primenjena je Tagucl metodologija
(Singh 1 sar., 2017). Princip metode zasniva se na definisanju zbirne statisticke
ocene koja obuhvata srednje vrednosti 1 varjanse jedinstvenom merom
perfomanse koja se definiSe kao odnos signal/Sum S/N (engl. Signal to Noise,
S/N). Primena TM (engl. Taguchi method, TM) podrazumeva transformaciju
eksperimentalnih podataka u odnose signal/Sum, 1 definisanje tr1 funkcye cilja
koje se kategorisu u tr1 grupe: ,,Sto je manje, to je bolje” (engl. smaller is better)
;,,Sto Je vece to je bolje” (engl. larger is better); ,nominalno je najbolje” (engl.
nominal is the best) (Taguchi, 2005).

Postavljeni cilj optimizacije je postizanje maksimalnog nivoa antimikrobne
aktivnosti na koju direktno upucuje veli¢ina zone precnika inhibicie, koja je
samim tim 1 odabrana kao posmatrani odziv. Buduci da je kao cilj optimzacije
postavljena maksimizacija zona precnika inhibicije, odnos signal/Sum je

n
5— 101 ! ! 5
N_ 0g n yiz ()

i=1

definisan formulom:

gde su:

n — broj ponavljanja u eksperimentu

Vi —I-ta 1zmerena vrednost odziva u posmatranom eksperimentu
(Taguchi, 2005).

Statisticke analize vrSene su primenom softverskog paketa Minitab v17.1.
(Minitab, LLC, State College, Pensilvanija, SAD).
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4.14.6. Imobilizacija d¢elija proizvodnog mikroorganizma na destice
biouglja kao &vrstog nosaca

Eksperimentalni podacl su najpre podvrgnuti dvofaktorijalnoj analizi
varyjanse (Two-Way ANOVA) kao statistickom alatu za ispitivanje uticaja dva
faktora, odnosno nezavisno promenljivih, na zavisnu promenljivu. Nakon toga,
uradena je post-hoc analiza Dankanovim testom viSestrukih poredenja
(Duncan’s Multiple Range Test) radi definisanja homogenih grupa srednjih
vrednostl 1 nivoa znacajnostl ispitivanih faktora. Statisticke analize vrSene su
primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas,
SAD) pri nivou znacajnosti 0,05. Srednje vrednosti 1 standardne devijacie
1spitivanih faktora izrac¢unate su primenom softverskog paketa Microsoft Office
Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Vasington, SAD).

4.14.1. Analiza stanja trzista biopesticida u Republici Srbiji

Kao osnovni izvor podataka za analizu stanja trziSta biopesticida u
Republici Srbij, koris¢eni su zvanic¢ni podaci Uprave za zastitu bilja, dobijeni na
upit od strane autora, a odnose se na period od 2015. do 2020. godine. Imajuci
u vidu da za pojedine godine dobijeni podaci nisu kompletni, rezultati analize su
prilagodavani u skladu s raspolozivom vremenskom serjjom. Podacl su
analizirani osnovnim statistickim instrumentarijjumom deskriptivne statistike.

4.14.8. IstraZivanje stavova poljoprivrednih proizvodada o upotrebi
(bio)pesticida

Istrazivanje  stavova poljoprivrednih  proizvodaca o  upotrebi
(bio)pesticida podrazumevalo je sprovodenje ankete koja obuhvata 101
poljoprivrednog proizvodaca. Anketa je realizovana u saradnji sa Ministarstvom
poljoprivrede, vodoprivrede 1 Sumarstva, odnosno Poljoprivrednim stru¢nim 1
savetodavnim sluzbama (PSSS). Svaka PSSS na teritoriji Republike Srbije je u
saradnji sa poljoprivrednim proizvodacima realizovala od pet do deset upitnika,
¢ime je obezbedena reprezentativnost uzorka. U prvoj fazi analize, ispitani su
opsti podaci o ispitanicima oslanjajuci se na osnovne pokazatelje deskriptivne
statistike. U nastavku, su predstavljeni uproseceni odgovori sa Likertove skale
(Likert, 1932), odnosno odstupanje dobijenih odgovora od proseka u
pripadajucoj grupl. Metodom analize varijanse, post-hoc LSD testom (engl. Least
Significant Difference test, LSD), utvrdeno je da li postoje statisticki znacajne
razllke medu konkretnim grupama. Izracunavanje srednjih vrednosti 1
standardnih devijacija, vr§eno je primenom softverskog paketa Microsoft Office
Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Vasington, SAD). Postupak
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analiza varjanse, odnosno 1zvodenje LSD testa, sprovedeno je primenom
softverskog paketa SPSS (IBM, Njujork, SAD).
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5. Rezultatii diskusija

5.1. Izolacija, identifikacija i procena potencijala Aspergillus flavus za
produkciju aflatoksina

[zrada ove doktorske disertacije zasniva se na definisanju osnovnih
principa razvoja tehnologije za proizvodnju agenasa bioloske kontrole. Pocetak
rada na ovom zadatku obelezilo je prepoznavanje konkretnog problema u
uslovima poljoprivredne proizvodnje na lokalnom podrudju, a odnosl se na
potrebu za suzbjjanjem dominantne vrste aflatoksigenih izolata prisutnih u
poljima kukuruza na teritoriji Republike Srbije.

5.1.1. Uzorci za izolaciju Aspergillus flavus

Prvi korak istrazivanja u okviru doktorske disertacije obuhvatao je
prikupljanje uzoraka kukuruza uzgajanog tokom 2019. 1 2020. u Republici Srbiji.
Uzorkovanje je vrSeno na 18 odnosno 10 lokaliteta 1z proizvodne 2019. 1 2020.
godine.

Spisak lokaliteta na kojima je vrSeno uzorkovanje kukuruza prikazan je u
u tabeli 8.1.1 koja se nalazi u Prilogu 1.

5.1.2. Analiza sadrzaja aflatoksina primenom ELISA i HPLC metode

Prisustvo aflatoksina Bl (AF Bl) u nasumi¢no odabranim uzorcima
kukuruza uzgajanog tokom 2019. 1 2020 godine na razlicitim lokalitetima u
Republici Srbiji (tabela 8.1.1, Prilog 1) najpre je vrseno primenom metode ELISA
(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA). Rezultati analize prikazani
u tabeli 5.1.1 ukazuju na prisustvo aflatoksina Bl u samo jednom uzorku 1z
proizvodne 2019. godine sa lokaliteta Loznica (LO) (0,0046 mg/kg), odnosno
potpuno odsustvo kontaminacije uzoraka u slucaju 2020. godine (tabela 5.1.2).
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Tabela 5.1.1. Analiza prisustva aflatoksina Bl u uzorcima kukuruza proizvedenog
tokom 2019. godine na 10 razli¢itih lokaliteta u Republici Srbiji primenom ELISA

v metode.

Lokalitet Sifra izolata AF Bl (mg/kg)
Stitar ST 0,0000
Valjevo VA 0,0000
Pancevo PA 0,0000
Sabanta SA 0,0000
Subotica oU 0,0000
VrSac NA 0,0000
Loznica LO 0,0046
Bedej BC 0,0000
Sombor SO 0,0000
Rogojevac RO 0,0000

Tabela 5.1.2. Analiza prisustva aflatoksina Bl u uzorcima kukuruza proizvedenog
tokom 2020. godine na 10 razli¢itih lokaliteta u Republici Srbiji primenom ELISA

v metode.

Lokalitet Sifra izolata AF Bl (mg/kg)
Rumenka RU 0,0000
Opari¢ OP 0,0000
Kuzmin KU 0,0000
Lepojevic LE 0,0000
Martinci MC 0,0000
Krugedol KS 0,0000
Valjevo VA 0,0000
Begka BS 0,0000
Bedej BC 0,0000
Sombor SO 0,0000

Odredivanje sadrzaja ukupnih 1 AF Bl aflatoksina u nasumic¢no odabranim
uzorcima kukuruza uzgajanog tokom 2019. 1 2020 godine na razlicitim
lokalitetima u Republici Srbiyi (tabela 8.1.1, Prilog 1) takode je izvrseno 1
primenom HPLC metode. Dobijeni rezultati prikazani u tabelama 5.1.3 1 5.1.4,
upucuju na izostanak prisustva aflatoksina u ¢ak 95% ispitivanih uzoraka i u
potpunoj saglasnosti su sa rezultatima prethodno izvedenih analiza metodom
ELISA. Kontaminacija uzorka sa lokaliteta Loznica detektovana ELISA metodom
potvrdena je 1 HPLC analizom (0,002 mg/kg).
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Tabela 5.1.3. Analiza prisustva ukupnih aflatoksina 1 aflatoksina Bl u uzorcima
kukuruza proizvedenog tokom 2019. godine na 10 razlicitih lokaliteta u Republici Srbiji
primenom HPLC metode.

Lokalitet Sifra izolata AF Bl (mg/kg) Ukupni (mg/kg)
Loznica LO 0,002 0,002
Sombor SO <0,001 <0,001
Subotica SU <0,001 <0,001
Pancevo PA <0,001 <0,001
Bedej BC <0,001 <0,001
Sabanta SA <0,001 <0,001
Nadalj NA <0,001 <0,001
Valjevo VA <0,001 <0,001
Radojevac RO <0,001 <0,001
Stitar ST <0,001 <0,001

Tabela 5.1.4. Analiza prisustva ukupnih aflatoksina 1 aflatoksina Bl u uzorcima
kukuruza proizvedenog tokom 2020. godine na 10 razlicitih lokaliteta u Republici Srbiji
primenom HPLC metode.

Lokalitet Sifra izolata AF Bl (mg/kg) Ukupni (mg/kQg)
Rumenka RU <0,001 <0,001
Opari¢ OP <0,001 <0,001
Kuzmin KU <0,001 <0,001
Lepojevic LE <0,001 <0,001
Martinci MC <0,001 <0,001
Krugedol KS <0,001 <0,001
Valjevo VA <0,001 <0,001
Begka BS <0,001 <0,001
Bedej BC <0,001 <0,001
Sombor SO <0,001 <0,001

Analizom nivoa kontaminacije prikupljenth uzoraka izvedenom
primenom dve standardne metode za odredivanje sadrzaja ukupnih aflatoksina
odnosno aflatoksina Bl, ustanovljeno je da nie bilo kontaminacie kukuruza
uzgajanog tokom proizvodnih sezona 2019 1 2020, sa 1zuzetkom jednog uzorka
sa lokaliteta Loznica. Ipak, nivo kontaminaclije 1 tog uzorka je bio ispod
dozvoljenog limita definisanog legislativom Republike Srbije, te se 1 on smatra
Ispravnim sa aspekta zdravstvene bezbednosti hrane. Opsti zakljuc¢ak je da su
obe proizvodne sezone, koje su karakterisale slicne meteoroloSke prilike, toplo
vreme sa prosecnim nivoom padavina 1 izrazito kiSovitim prole¢nim danima
tokom maja 1 juna 2019. odnosno juna 2020. godine, pogodovale uzgoju
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zdravstveno bezbednog kukuruza na poljima Sirom Republike Srbije (RHMZ,
Godisnji bilten za Srbiju, 2019; RHMZ, Godisnji bilten za Srbiju, 2020; RHMZ,
Godisnja agrometeoroloSka analiza).

Veliki broj nauc¢nih studija usmeren je ka ispitivanju uticaja vremenskih
prilika na razvoj aflatoksigenih gljiva 1 produkcyju aflatoksina. Podaci za
Republiku Srbyu u periodu 2009-2011. godine ukazuju na odsustvo
kontaminacije kukuruza, dok je scenario samo godinu dana kasnije, bio bitno
drugaciji (Kos 1 sar., 2013). Promene vremenskih prilika tokom 2012. godine u
pogledu uslova okarakterisanih visokim temperaturama 1 lspodprosecnim
koli¢inama padavina sa izrazenim susSnim periodom Kkoji je trajao od juna do
septembra, uslovile su intenzivniji razvoj aflatoksigenih gljiva (Papi¢isar., 2013).
Nivo kontaminacye kukuruza kretao se u opsegu od 1,01 pg/kg do ¢ak 86,10
ug/’kg (Kos 1 sar., 2013). Sli¢ni vremenski uslovi, all uz odsustvo dugotrajanog
perioda suse, ponovili su se 1 u narednoj proizvodnoj sezoni. Ishod ovakvih
prilika bio je znac¢ajno nizi nivo kontaminacije proizvodnog kukuruza (24,7%) u
poredenju sa prethodnom sezonom (72,2%) (Kos 1 sar., 2018). Nasuprot
uslovima tokom 2012.12013. proizvodne godine, tokom 2014. dolazi do pojave
prekomernih padavina Sto rezultuje odsustvom aflatoksina na poljima kukuruza,
Godinu dana kasnije, opet se ostvaruju uslovi za ravoj aflatoksigenth gljiva (36,5
%), dok tokom proizvodne sezone 2016. velika koli¢ina padavina limitira njthovu
pojavu (5%) (Kos1sar., 2018). Toplija 1 suSnija sezona usledila je 2017. godine 1
rezultati analiza kukuruza proizvedenog na teritoriji Autonomne Pokrajine
Vojvodine, ukazuju na ponovni porast nivoa kontaminacije (67%) (Clamocic 1
sar., 2018). Prema navodima Pognozno-izveStajne sluzbe zaStite bilja, 2021.
proizvodna godina se smatra visoko rizicnom u pogledu pojave aflatoksina na
poljima kukuruza. Odsustvo padavina tokom letnjih meseci kao 1 1zrazito visoke
temperature sa maskimalnom dnevnom temperaturom iznad 30 °C, smatraju se
1dealnim uslovima za ravoj aflatoksigenih gljiva.

5.1.3. MakromorfoloSka 1 mikromorfoloska karakterizacija izolata Aspergillus
flavus

Nakon adekvatne pripreme, odabrani uzorci kukuruza iz proizvodne
2019. godine iskoriS¢eni su za 1zolacyu gljiva Aspergillus flavus primenom
selektivnog medijuma za datu vrstu (Cotty 1 sar., 1989). Dobijeni 1zolati koris¢eni
za formiranje kolekcije izolata koji su primenjivani u daljem toku istraZivanja.
Identifikacija izolovanih sojeva Aspergillus spp. do nivoa vrste vrSena je
analizom makroskopskih 1 mikroskopskih morfoloskih karakteristika (Mangal 1
sar., 2014; Khan 1 sar., 2020).
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Karakteristican i1zgled kolonija za predstavnike vrste Aspergillus flavus,
uocCava se na slici 8.2.1 u Prilogu 2. Svi 1zolatl zasejani na 5-2 medijumu nakon 24
h inkubacije obrazuju belicasti zacetak micelije vazduSaste forme precnika oko
3 mm. Promene konzistencije 1 boje micelje deSavaju se nakon tre¢eg dana
inkubacije, sa pocetkom sporulacije, koju karakteriSe radijalno Sirenje. Bele,
barSunaste kolonje prelaze u zute do finalnog formiranja zelene guste
vazduSaste micelije beliCasto-zuckastog oboda. Kolonije su ravnih ivica 1
1zdignute na sredini, a precnik varira u opsegu 3,5-4 cm nakon petodnevne
inkubacije. Nali¢je podloge je blago Zuckaste do braonkaste boje, a eksudati
koje proizvode izolati su braonkasti ili bezbojni.

Mikroskopskim pregledom kolonija novoizolovanih sojeva detektovane
su bezbojne glatke 1li blago hrapave nerazgranate 1 neseptirane konidiofore
debelih zidova, u C¢ijem nastavku su obrazovana prosirenja sfericnog 1ili
elipticnog tipa — vezikule. Na vezikule se nadovezuju metule 1 fijalide na kojima
su formirane egzospore - konidije sferi¢nog, ovalnog do elipti¢nog oblika tankih
zidova, blago nazubljene povrsine (slika 8.3.1, Prilog 3).

Izolacyjom Aspergillus spp. 1z odabranih uzoraka kukuruza primenom
selektivne podloge 5-2 (Cotty 1 sar., 1989) koja se u prethodnim studijama
pokazala kao pouzdan metod za 1zdvajanje predstavnika ove vrste, 1 na osnovu
definisanih morfoloskih karakteristika, 1zolati su identifikovani kao predstavnici
vrste Aspergillus flavus.

5.1.4. Analiza genetskog profila izolata Aspergillus flavus za produkciju
aflatoksina

Deset monosporijalnih izolata Aspergillus flavus (u daljem toku oznacenih
kao SS (engl. single spore, SS) koris¢eno je za odredivanje genetskog
potencijala za produkcyu aflatoksina primenom molekularne karakterizacije
koja se zasniva na izvodenju CAP analize (engl. Cluster Amplification Patterns,
CAP).

Primenjena molekularna tehnika podrazumeva skrining delecya unutar
klastera gena za biosintezu aflatoksina (Savic 1 sar., 2020). Ukupan broj od 32
markera kojl su udaljeni u proseku 5 kb duz regiona subtelomere veli¢ine 157
kb, amplifikuje se u okviru ¢etiri multipleks PCR reakcije (Callicott i Cotty, 2015).
Na slict 5.1.1 su prikazani dobieni paneli genetskih profila za deset
monosporjalnih izolata Aspergillus flavus 1zolovanh sa kukuruza uzorkovanog
na razlicitim lokalitetima u Republici Srbiji.
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Metode za monitoring nserclja 1 delecya u okviru klastera gena za
biosintezu aflatoksina 1 ciklopiazonicne kiseline (engl. Cyclopiazonic Acid, CPA)
obic¢no se koriste za detekciju varijjeteta medu vrstama Aspergillus flavus, kao 1
selekcyju atoksigenih 1zolata koji se definisu kao potencijalni biokontrolni agensi
(Savi¢1sar., 2020; Cotty 1 sar., 19949, Crubisha i sar., 2015; Dorner 1 sar., 2010).
Dostupni literaturni podaci ukazuju na sinergisticki efekat klastera gena za
biosintezu aflatoksina 1 ciklopiazonic¢ne kiseline na sintezu toksigenih metabolita.
Otuda proizilazi ¢injenica da se odsustvo delecija u okviru ova dva klastera gena
smatra kriterjjumom za selekciju toksigenih izolata (Smith 1 sar., 1992; Kumar 1
sar., 2009; Ostry isar., 2018).

Kako bi se identifikovali izolati sa najvecim kapacitetom sinteze aflatoksina
koji ¢e se u daljem toku istrazivanja koristiti kao test mikroorganizmi, izvrsena je
analiza usmerena prvenstveno na monitoring gena koji se nalaze u okviru dva,
prethodno pomenuta, klju¢na klastera. S druge strane klastera gena za
biosintezu aflatoksina nalazi se Secerni klaster, koji prema literaturnim podacima
nema direktan uticaj na ekspresiju gena odgovornih za produkciju aflatoksina.
Kako dosadasnja istraZzivanja ipak pokazuju posredno uceSc¢e ovih gena u
definisanju aflatoksigenog potencijala izolata (Yu, 2012), izvrSen je monitoring 1
gena u okviru Secernog klastera. Biosinteza aflatoksina uslovljena je izvorom
ugljenika u tom smeru da je prosti Secer1 favorizuju (glukoza, saharoza, fruktoza
1maltoza) dok s druge strane pepton, sorboza1laktoza pokazuju suprotan efekat.
Takode, istrazivanja su pokazala da je gen koji se definiSe kao deo Secernog
Klastera, nadA, uklju¢en u metabolicki put sinteze aflatoksina. Nova saznanja
bazirana na genskom profilisanju primenom mikroereja (engl. microarray)
dokazuju da ovaj gen 1pak pripada klasteru za biosintezu aflatoksina 1 ima ulogu
u dobjjanju aflatoksina G1 1 G2 (Ostry 1 sar., 2018; Price 1 sar., 2006).

Dobijeni rezultati ukazuju da ¢ak devet od deset 1zolata poseduje genetski
potencijal za sintezu aflatoksina. Varijacije u profilima dobijenim CAP analizom
potvrdile su postojanje razlika 1 u pogledu stabilnosti potencijala biosinteze
aflatoksina, kasnije dokazane vestackom inokulacijom uzoraka. Samo jedan
izolat, poreklom sa lokaliteta Rogojevac (ROZBSS), karakterise prisustvo
znacajnih delecyja u targetiranom regilonu 1 odsustvo sposobnostl sinteze
aflatoksina. Izolati koji ispoljavaju visok proizvodni potencijal aflatoksina
(VA1BSS, SAZBSS, PAZDSS) 1 oni sa detektovanim niZim nivoima aflatoksina
(LO1ASS, SOLIASS, SULIASS, NAZBSS) imaju slicne profile. Takode, sli¢nost u
CAP profilima (ACO01-AC13) pronalazi se kod izolata kod kojih nije detektovana
kontaminacija u uzorcima kukuruza (BC1CSS, ST2BSS). Ovakav rezultat moZe se

objasniti ¢injenicom da sinteza aflatoksina zavisi od razlicitth faktora koji
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ucestvuju u modulaciji ekspresije gena odgovornih za kodiranje enzima koji
kontroliSu put biosinteze (Caceres 1 sar., 2020).

Nemogucnost produkcije aflatoksina dovodi se u vezu sa delecijama koje
su uobicajene za gene odgovorne za odigravanje inicjjalnih faza sinteze. S druge
strane, gene odgovorne za odvijanje kasnijih faza sinteze aflatoksina karakterise
pojava polimorfizma pojedinacnih nukleotida (engl. Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) (Adhikari 1 sar., 2016). Generisani genetski profili upucuju
na postojanje razlika na nivou vrsta ispitanih izolata u okviru klastera gena za
sintezu aflatoksina, na osnovu kojih se 1zolati mogu diferencirati u ¢etirl grupe.
Genetski diverzitet medu predstavnicima vrsta Aspergillus flavus moze se
objasnitl sa nekoliko aspekata. Jedan od njih jesu razlike u proizvodnoj praksi
primenjivano] na odredenom polju, zatim uticaj transfera gena usled humane
aktivnosti ali takode 1 postojece razlike u strategiji pojedinacnih izolata u pogledu
kompetitivnih svojstava u okruzenju u kom se nalaze (Acur 1 sar., 2020).
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Slika 5.1.1. Produkti multipleks PCR reakcije— CAP analiza genetsikih profila deset
1zolata Aspergillus flavus. S - DNK merdevine - GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder
(Thermotisher Scientific, Waltham, Masacusets, SAD), 1 — VAIBSS, 2 -LO1ASS, 3 -
RO2BSS, 4 —BC1CSS, 5 - SO1ASS, 6 — SA2BSS, 7 - SULASS, 8 - PA2DSS, 9 — ST2BSS,
10 — NAZBSS. Prajmeri koriS¢eni za multipleks PCR: SCO01, IC01, ACO1, AC02, ACO0S3,
ACO04, ACO5, AC06, ACOT7, AC08, AC09, AC10, AC11, ACl12, AC13,IC0Z, Iac, CCO1,
CC02, CC03, CC04, STO1, STOZ, STO3, STO4, STOS, STO6, STO7, STO8, STO9, ST10,
ST11, ST12 (Callicott i Cotty, 2015).
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Dobijeni rezultati ukazuju na visok stepen distribucije pripadnika vrste
Aspergillus flavus (90% 1ispitanih uzoraka) izolovanih 1z uzoraka kukuruza
uzgajanih na podrucju Republike Srbie, za koje je molekularnim tehnikama
utvrden kapacitet za sintezu aflatoksina.

5.1.5. Procena potencijala izolata Aspergillus flavus za produkciju aflatoksina
vestackom inokulacijom

Kako bi se dokazala toksigenost izolata koji po 1zradenim genetskim
profilima ukazuju na prisustvo gena zaduzenih za sintezu aflatoksina, 1zvrsena je
vestacka inokulaciyja uzoraka semena kukuruza navedenim izolatima. Nakon
sedmodnevne inkubacije, HPLC metodom 1zvrSseno je merenje prisustva
ukupnih aflatoksina 1 aflatoksina Bl.

Na osnovu rezultata analiza nakon vestacke inokulacie utvrdeno je da,
pod simuliranim povoljnim uslovima za ispoljavanje potencijala za produkciju
aflatoksina, dolazi do ekspresije gena odgovornih za biosintezu aflatoksina 1
aktivacije odgovarajucih metabolickih puteva. Sadrzaj aflatoksina odreden
HPLC metodom prikazan je u tabeli 5.1.5 gde se moze uociti da je kod ¢ak
sedam od deset ispitanih sojeva detektovano prisustvo aflatoksina: VA1BSS,
LO1ASS, SO1ASS, SA2BSS, SULASS, PA2DSS, NAZBSS. S druge strane, kada je
re¢ o izolatima BCICSS, ST2BSS i RO2BSS, usled odsustva kontaminacije
aflatoksinima moze se izvesti zaklju¢ak da nije doSlo do ekspresije gena
odgovornih za biosintezu aflatoksina. U prethodnom koraku istrazivanja, izolat
ROZBSS je okarakterisan kao atoksigeni usled detekcije znacajnih delecija u
okviru klastera gena za biosintezu aflatoksina. Takode, ukazano je na visok nivo
poklapanja genetskih profila izolata BC1CSS i ST2BSS. Slinost ovih izolata
potvrdena je 1na osnovu rezultata vestacke inokulacije gde je dokazan evidentni
nedostatak genetskog potencijala za produkciju aflatoksina.
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Tabela 5.1.5. Nivo kontaminacije aflatoksinima u vestacki inokulisanom semenu
kukuruza primenom HPLC metode kao procena aflatoksigenog potencijala deset
1zolata Aspergillus flavus.

Lokalitet [zolat AF Bl (mg/kg) Total (mg/kg)
Stitar ST2BSS <0,001 <0,001
Valjevo VAI1BSS 9894 22117,6
Pancdevo PAZDSS 1281,3 1891,0
Sabanta SA2BSS 1354,4 2147,0
Subotica SULASS 4457 838,8
Vr8ac NA2BSS 102,7 321,8
Loznica LO1ASS 347,9 962,4
Bedej BC1CSS <0,001 <0,001
Sombor SO1ASS 330,4 564,6
Rogojevac RO2BSS <0,001 <0,001

Prema tvrdnjama drugih autora, klimatski uslovi ispostavili su se kao
presudan faktor za razvoj vrste Aspergillus flavus 1 za biosintezu aflatoksina
(Medina 1 sar., 2014). Proizvodna sezona 2019. godine u Republici Srbiji je
okarakterisana kao nepovoljna u pogledu vremenskih prilika za razvoj
aflatoksigenih gljiva, ¢emu u prilog govori 1 podatak da je samo 10% ispitanih
uzoraka kukuruza ukazivalo na kontaminaciju. S druge strane, dokazani genetski
potencijal 1 potvrda eskpresije gena u vestacki inokulisanom kukuruzu potvrduju
znaCajan kapacitet sojeva Aspergillus flavus prisutnih na poljima Republike
Srbije za produkciju aflatoksina.

Navedeni razlozi govore u prilog potrebi za kontrolom vrsta Aspergillus
flavus na lokalnom podrucju. Povoljni uslovi sredine, koji se pre svega odnose
na susne sezone, favorizuju razvoj toksigenih sojeva 1 produkciju aflatoksina u
maksimalnom kapacitetu, Sto rezultuyje visokim stepenom kontaminacije
kukuruza. Cledajuci na kukuruz kao usev od strategijskog znacaja za drzavnu
ekomoniju, posledice ovakvog scenarlja donele bi velike ekonomske gubitke ali
1 znaCajan zdravstveni rizik u Citavom lancu ishrane. Potencijalni gubici usled
pojave masovne zaraze kukuruza na poljima u Republici Srbiji podsetili bi na
2012. godinu kada su povoljne klimatske prilike, ali 1 izostanak preventivnih
mera u pogledu suzbijanja aflatoksigenih gljiva dovele do dramati¢nog ishoda
sa ekonomskog, ali 1 aspekta zdravstvene bezbednosti hrane za animalnu 1
humanu primenu (Kos1sar., 2014).

Ukoliko bi trend promena klimatskih uslova 15ao u smeru frekventnih
pojava kontaminacije kukuruza, procene za Sjedinjene Americke drzave, kao
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lidera na globalnom trzistu, govore o gubicima u industriji kukuruza u opsegu
od 52,1 miliona, pa sve do 1,86 milijjardi americkih dolara (Mitchell 1 sar., 2016).
Pored kontaminacija useva aflatoksinima kao dramati¢ne posledice prisustva
Aspergillus flavus, treba se osvrnutl 1 na neizbezne gubitke prinosa kojl se
javljaju usled razvoja fitopatogenih gljiva na poljima. Procene su da fungalna
oboljenja zitarica dovode do redukcije prinosa u proseku 15-20%, a u
ekstremnim slu¢ajevima 1 daleko vise, do 60 % (Rozewicz i sar., 2021).

5.2. Potencijal antagonistickog delovanja Bacillus spp. protiv
Aspergillus flavus

5.2.1. Izolati Bacillus spp. iz rizosfere razlic¢itih biljnih vrsta

Prvi korak razvoja tehnologie proizvodnje agenasa bioloSke kontrole
podrazumevao Je 1zolacyu potenclalnog proizvodnog mikroorganizma.
Pronalazak potentnog izolata koji resava problem odredenog biljnog oboljenja
je uyjedno 1 kriticna tacka dizajna bioprocesnog reSenja za proizvodnju
mikrobioloskih  biopesticida. Iz ove Cdinjenice proizilazl potreba za
sagledavanjem velikog broja kriterjjuma koji definisu mogucnost primene datog
biokatalizatora za konkretan bioproces. Uspesnost realizacije ove faze u velikoj
merl definise adekvatan odabir polaznog materijala za izolaciju potencialnog
proizvodnog soja, za kojl se vezuje velika verovatnoca prisustva prirodnih
benefitnih mikroorganizama (Pliego 1 sar., 2011; Mota 1 sar., 2017; Besset-
Manzoni i sar., 2019).

Rizosfera podrazumeva zonu zemljiSta koja se nalazi u neposrednom
okruzenju korenovog sistema biljaka (Zhou 1 sar., 2021). Mikrobiom rizosfere se
ujedno navodi kao bogat izvor razlicitth mikroorganizama sa bakterjskim
vrstama kao predominantnom grupom (Sehrawat 1 Sindhu, 2019). Bioloska
aktivnost ovog zemljisnog regiona ogleda se u intenzivnim interakcljama na
relaciji korenskih sistema okolnih biljaka, insekata prisutnih u datom okruzenju 1
mikrobne zajednice koju odlikuje visok divierzitet (Mrkovacki, 2012).

Predstavniciroda Bacillus su uobi¢ajeno ¢lanovi kompleksnog ekosistema
rizosfere 1 yjedno jedan od naj¢escih predmeta ispitivanja kada je re¢ o njthovom
benefitnom delovanju na biljke (Zhou 1 sar., 2021). Izolaca novih sojeva iz
regiona rizosfere vezuje se za lokalitete gde postoji dokazano prisustvo
benefitnih mikroorganizama. Ovakva struktura ¢lanova mikrobne zajednice,
obi¢no se prepoznaje u podrudjima gde dolazi do razvoja zdravih biljaka a pri
tome se nalaze u epidemioloskim regijama (Pliego1sar., 2011).
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U okviru inicijalne faze istrazivanja obuhvacene ovom doktorskom
disertacyom, 1z uzoraka rizosfere (slika 5.2.1) 12 povrtarskih biljaka, 1zvrSena je
1zolacya 1 dobijanje Cistih kultura ukupno 76 potencijalnih proizvodnih sojeva koji
su na osnovu morforloSkih svojstava svrstani u predstavnike roda Bacillus (Vos 1
sar., 2009).

Slika 5.2.1. Uzrkovanje rizosfere zemljista.

Lista novoizolovanih sojeva vrste Bacillus spp. sa istaknutim lokacijama na
kojima je vrSena izolacija 1z rizosfere naznacenih biljnih kultura, data je u tabeli
8.4.1 u Prilogu 4.

5.2.2. Preliminarni skrining antagonisti¢kog potencijala Bacillus spp.

Kontrola fitopatogenih gljiva delovanjem antagonistickih sojeva bakterija
smatra se neizostavnim segmentom odrzive strategije kontrole biljnih oboljenja.
Kako b1 se uzeli u razmatranje, potencijalni antagonisti moraju da ispunjavaju
odredene zahteve u pogledu genetske stabilnosti, netoksi¢nosti, niskih
nutritivnih zahteva, sposobnosti opstanka u nepovoljnim uslovima sredine 1 rasta
na ekonomski pristupacnim supstratima (Siahmoshteh 1 sar., 2018).

Bacillus vrste zauzimaju vodece mesto u pogledu opseznosti ispitivanja 1
karakterizacije medu predstavnicima Cram pozitivnih bakterija. ObjasSnjenje
zaSto predstavljaju prvi izbor kao potenciyalni agensl bioloSke kontrole,
pronalazi se u nizu karakteristika koje 1h ¢ine pogodnim za ovakav vid primene
(Mora 1 sar., 2015). Produkcya rezistentnih endospora koje su metabolicki
aktivne 1 u nepovoljnim uslovima okruzenja, predstavlja vaznu prednost ove
grupe bakterija u odnosu na nesporogene oblike bioloskih agenasa. Termicka 1
otpornost na isuSivanje sporogenih formi otvara mogucnost implementacije
novih energetski efikasnih tehnika za formulaciju proizvoda koje ¢e obezbediti
visoku vijabilnost koja je neophodna za dobijanje stabilnog komercijalnog
proizvoda (Yanez-Mendizabal i sar., 2012).
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Prirodno staniste ovih izolata, koje se u veliko] meri vezuje za sloj rizosfere
zemljista, dodatno upucuje na adaptiranost uslovima sredine u kojoj se kasnije
deSava aplikacija u vidu proizvoda. U proseku 2-5% bakterija rizosfere poseduje
svojstva promocije rasta biljaka (Kumar 1 sar., 2012). Bacillus vrste viSestrukim
mehanizmom delovanja, ukljucujuci produkcyju katalitickih enzima 1 lipopetidnih
antimikrobnih komponenti, indukciju sistemske otpornosti, solubilizaciju
nutrijjenata 1 proizvodnju siderofora, pokazuju visoko benefitno delovanje u
funkciji agenasa bioloske kontrole (MilyjaSevi¢c-Marcic, 2018, Chowdhury, 2015;
Wuisar., 2017; Chen1sar., 2018).

O aktuelnosti1znacaju teme, u prilog govorl veliki broj istrazivackih grupa
Sirom sveta kojl je usmerio svoj naucni rad ka evaluaciji biokontrolnih agenasa
baziranih na Bacillus vrstama za suzbijanje uzrocnika Sirokog spektra biljnih
oboljenja. Aspekti 1strazivanja pokrivaju kompletan tok razvoja biopesticida, od
1zolacye novih potentnih sojeva do iznalazenja reSenja formulacije proizvoda 1
testiranja na oglednim poljima (Paneisar., 2012; Mengisar., 2012; Siahmoshteh
1 sar., 2018). O efikasnosti njihove primene u bioloskoj kontroli govorl 1 rastuci
broj komercijalnih preparata koji kao aktivne komponente poseduju celije
odnosno proizvode metabolizma Bacillus vrsta (Cawoy 1 sar., 2011).

Preliminarni skrining potencijala antagonistickog delovanja na
aflatoksigene gljive vrste Aspergillus flavus, podrazumevao je kultivacyju ukupno
76 novoizolovanih sojeva koji su na osnovu morfoloSkih karakteristika u
prethodnoj fazi istrazivanja okarakterisani kao pripadnici roda Bacillus.
Kultivacija je vodena pod definisanim eskperimentalnim uslovima istaknutim u
prethodnom poglavlju doktorske disertacije (4.9.2.1 1 4.11). Nakon zavrsetka
inkubacije, ugzorci kultivacione tecnosti testirani su protiv odabranog
fitopatogena, Aspergillus flavus SAZBSS, koji je prethodno okarakterisan kao
1zolat sa najizrazenijim potencijalom produkcije aflatoksina Bl. Statisticka obrada
podataka vrSena je u ciju identifikacije proizvodnih sojeva sa najvecim
potencijalom primene za suzbijanje predstavnika fitopatigenih gljiva.

Kako bi se definisala statisticka znacajnost odabira izolata na
antagonisticko delovanje prema odabranom test mikroorganizmu, dobijeni
rezultati precnika zone inhibicije obradeni su jednofaktorjalnom analizom
varijanse, pri nivou znacajnosti od 95%. Rezultati izvrSene analize ukazali su da
postojl statisticki znacajan uticaj izolata na vrednosti precnika zone inhibicije, .
na antimikrobnu aktivnost koju ispoljavaju proizvodni sojevi prema ispitivanim
fitopatogenim vrstama, pri p-vrednosti koja je bila manja od grani¢ne, 0,05.
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Dankanovim testom viSestrukih poredenja, definisane su homogene
grupe proizvodnih izolata na osnovu statisticke znacajnosti razlike u stepenu
supresije test mikroorganizma odnosno precnika zone inhibicije (tabela 5.2.1).

Tabela 5.2.1. Jednofaktorjjalna analiza varijjanse precnika zone inhibicije dobijenih
testiranjem antagonistickog efekta uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnih izolata
protiv fitopatogenog predstavnika vrste Aspergillus flavus SA2BSS.

oS DF MS F-vrednost  p-vrednost
Odsecak 13678,75 1 13678,75 5142,219 0,00
[zolat 31264,41 75 416,86 156,09 0,00
Creska 404,33 152 2.66

SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Rezultati prikazani u tabeli 8.5.1 u Prilogu 5 ukazuju na intenzitet
supresivnog delovanja ispitivanih uzoraka kultivacione tec¢nosti novoizolovanih
sojeva protiv odabranog test mikroorganizma. Od ukupnog broja potencijalnih
proizvodnih sojeva, ¢ak 51, odnosno 67%, nije ispoljilo inhibitorni efekat prema
testiranom fitopatogenom izolatu. Rezultati skrininga antagonistickog potencijala
novoizolovanih sojeva takode su ukazali da je antimikrobno delovanje na
Ispitivane fitopatogene ispoljilo 83,33% 1zolata 1z rizosfere Sargarepe, 75%
paradajza, 60% pasttnaka, 42,86% krompira, 33,33% boranie, 28,57%
krastavca, 28,57% paprike, 25% pasulja, 20% kupusa, 16,67% luka, dok izolati
rizosfere grasSka 1 cvekle nisu pokazall inhibitorni efekat.

Nivo supresije fitopatogena medu izolatima koji su pokazali antimikrobno
delovanje znacajno varira, sto potvrduje 1 rezultat Dankanovog testa viSestrukih
poredenja 1 klasifikacyja potencialnih 1zolata u grupe sa istom statistickom
znacajnoscu. Izolati dobijeni iz rizosfere boranije, soj Mahunarke la (slika 5.2.2)
1 rizosfere krompira, soj Krompir 4a, pokazali su najintenzivniji inhibitorni efekat
prema testiranom predstavniku fitopatogenih gljiva, odnosno izmereni su
najvecl precnicl zona Inhibiclje koji se nalaze na istom nivou statisticke
znacajnosti. Primetni potencijal zabelezen je kod jos nekoliko 1zolata, 1zolovanih
iz rizosfere Sargarepe, Sargarepa 1, Sargarepa 3a, Sargarepa 3b, boranije,
Mahunarke 1b, paprike, Paprika 2a, Paprika 3, paStrnaka, Pastrnak 1b,
paradajza, Paradajz 3, kupusa, Kupus 4. Navedeni izolati izdvojeni su za naredni
korak skrininga antagonistickog potenciala protiv fitopatogenih sojeva vrste
Aspergillus flavus uzorkovanih sa kukuruza tokom 2019. godine.
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Slika 5.2.2. Zone 1nhibicije dobijene testiranjem uzorka kultivacione te¢nosti
proizvodnog izolata Mahunarke la protiv aflatoksigenog fitopatogenog izolata
Aspergillus flavus SAZ2BSS.

5.2.3. Skrining antagonisti¢kog potencijala Bacillus spp.

U nastavku istrazivanja ispitano je antagonisticko delovanje deset
odabranih novoizolovanih sojeva prema 36 1zolata Aspergillus flavus
uzorkovanih tokom 2019. godine sa kururuza uzgajanog na teritoriji Republike
Srbije. U ovom koraku istrazivanja, u obzir su uzetl 1 toksigeni 1 atoksigeni izolatl
kako bi se dobio sveobuhvatan skrining 1 uvidelo eventualno postojanje razlika
u antagonistickoj aktivnosti novoizolovanih sojeva Bacillus spp. prema
predstavnicima populacije Aspergillus flavus. Uzorcl kukuruza sakupljani su na
18 lokacija u Republici Srbiji: Panc¢evo, UZice, Loznica, Subotica, Valjevo, Sirig,
Novi Sad, Becej, Sombor, Magli¢, Karavukovo, Nadalj, Kulpin, Sivac, Sabanta,
Stitar, Lepojevi¢, Rogojevac. Sa svake lokacije koris¢ena su po dva izolata kao
test mikroorganizmi.

Kako bi se definisala statisticka znaCajnost odabira 1zolata na
antagonisticko delovanje prema 36 fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus,
dobyeni rezultati precnika zone inhibicije obradeni su jednofaktorijalnom
analizom varijjanse, prl nivou znacajnosti od 95%. Rezultati izvrSene analize
(tabela 5.2.2) ukazali su da postoji statisticki znac¢ajan uticaj izolata na vrednosti
precnika zone inhibicije, tj. antimikrobnu aktivnost koju ispoljavaju proizvodni
sojevl prema lIspitivanim fitopatogenim vrstama, pri p-vrednostl koja je bila
manja od granicne, 0,05.
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Tabela 5.2.2. Jednofaktorjjalna analiza varijjanse precnika zone inhibicije dobijenih
testiranjem antagonistickog efekta uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnih izolata
protiv fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

oS DF MS F-vrednost  p-vrednost
Odsecak 174074,1 1 174074,1 1422,828 0,00
[zolat 200611,7 9 22290,2 182,193 0,00
Creska 123567,2 1010 122,3

SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Dankanovim testom viSestrukih poredenja definisane su homogene grupe
proizvodnih 1zolata na osnovu statisticke znacajnosti razlike u stepenu supresije
test mikroorganizma odnosno precnika zone inhibicije (tabela 5.2.3).

Tabela 5.2.3. Srednje vrednosti pre¢nika zone inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnih izolata protiv
fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

Antagonist Precnik zone inhibicije (mm)
Sargarepa 3b 0,00+0,00°
Sargarepa 1 0,00+0,00°
Paprika 2a 0,00£0,00?
Paprika 3 0,00+0,00?
Pastrnak 1b 7,97%12,75°
Paradajz 3 11,27+16,74°

Sargarepa 3a
Krompir 4a
Mahunarke 1b
Mahunarke la

14,74+16,50¢

22,18%18,49¢°
36,96+9,81¢
37,5218,82!

Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli nalaze se na istom nivou statisti¢ke znac¢ajnosti sa intervalom
poverenja od 95%.

Radi boljeg vizuelnog prikaza razlika u ispoljenom anatagonistickom
efektu prema 1ispitivanim fitopatogenim izolatima, generisani su grafici (slika
5.2.3) sa prikazanim srednjim vrednostima precnika zone inhibicije dobijenih
testiranjem uzoraka kultivacione tecnosti deset razlicitih proizvodnjih izolata
primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas,
SAD). Najintenzivnije supresivno delovanje prema ukupnom broju od 36
fitopatogenih sojeva vrste Aspergillus flavus zabelezeno je kod sojeva izolovanih
1z rizosfere boranijje, Mahunarke la 1 Mahunarke 1b, praceno izolatima Krompir
4a, Sargarepa 3a i Paradajz 3. Ostali izolati nisu ispoljili antimikrobno delovanje
prema ispitivanim test mikroorganizmima. Ako se uporede rezultati prethodnog
1 ovog koraka skrininga sojeva koji ispoljavaju antimikrobnu aktivnost, uvida se
slicnost u poretku 1 potvrda potencijala najboljih izolata u oba sluc¢aja.
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Na osnovu dobijenih rezultata definisano je pet proizvodnh sojeva koji su
uzetl u razmatranje pri narednim koracima skrininga, dok su ostali iskljuceni iz
daljeg toka istrazivanja. Objasnjenje zaSto ve¢ u ovo] fazl istrazivanja nije
definisan proizvodni mikroorganizam, pronalazi se u Cinjenicl da 1zolat koji je
1spoljio najvecdl potencijal pod primenjenim eksperimentalnim uslovima, ne
mora nuzno pokazatl ista svojstva pri drugacijo] postavcl eksperimenta.
Promena uslova kultivacije se pre svega odnosi na sastav hranljivog medijuma
kojl je predmet ispitivanja narednih koraka razvoja tehnologije proizvodnje
agenasa bioloske kontrole. Uzimanjem u razmatranje veceg broja izolata u
narednim faza, ostavljena je mogucnost detekcie drugog proizvodnog
mikroorganizma sa joS 1zrazenijim potencijalom antagonisticke aktivnosti prema
fitopatogenim gljivama vrste Aspergillus flavus.

45

40 | }
35 | %
30 |

25t

%

T !

N I S B B B S

Mahunarke 1a Paradajz 3 Paprika 2a éargarega 1 Sargarepa 3b
Mahunarke 1b Krompir 4a Paprika 3 Sargarepa 3a Pastrnak 1b

Pregnik zone inhibicije {mm)

Antagonist

Slika 5.2.3. Srednje vrednosti precnika zone inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnih izolata protiv
fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

5.2.4. Skrining genetskog potencijala Bacillus spp. za produkciju antimikrobnih
komponenti

Znacajna uloga u supresiji fitopatogena pripisuje se aktivnosti cikli¢nih
lipopeptida koji pripadaju familji surfaktina, iturina 1 fengicina, a nastaju kao
proizvodi sekundarnog metabolizma Bacillus vrsta. U skladu s tim, dodatni
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kriterjum pri odabiru potentnog soja za dalji razvoj bioprocesa podrazumevao
je analizu genetskog profila 1zolata u pogledu potencijala produkcie
antimikrobnih komponenti.

Molekularna karakterizacija potencijalnih proizvodnih sojeva vrSena je na
osnovu detekclye prisustva gena odgovornih za biosintezu lipopeptdnih
komponenti primenom specificnih genetskih markera. Amplifikacijom gena od
interesa, identifikovani su sojevi kojl poseduju genetski potencijal sinteze
komponenti koje odlikuje antagonisticka aktivnost prema fitopatogenim
1zolatima. Na osnovu rezultata prethodnih koraka selekcije, za dalju evaluaciju
odabrano je ukupno 5 izolata.

Genetski potencijal 1zolata za produkcyu surfaktina ispitan je
amplifikacijom gena srfAA koji pripada srfA operonu. Nakon izvodenja PCR
reakcije pod uslovima definisianim u potpoglavlju 4.6.1. doktorske disertacie, u
sluc¢aju prisustva targetiranog gena, generisu se fragment velicine 201 bp.
Rezultati horizontalne elektroforeze za svih 5 sojeva prikazani su na slici 5.2.4.

Za produkcyju surfaktina zasluzna su tr1 esencijalna genska lokusa, srfA
operon, comA (prethodno srfB) 1 sfP. Biosinteza lipopeptida iz familije surfaktina
ukljucuje multienzimski tiokalup (engl. thiotemplate) mehanizam. Uloga comA 1
sfp odnosi se na kodiranje 4’ — fosfopanteteinil transferaze (aktivacijjom enzima
srfA multienzimskog kompleksa) 1 transkripcionalnog aktivatora srfA gena.

Neribozomalnu biosintezu surfaktina diktira srfaA operon velicine 25 kb
koji se sastoji 1z 4 okvira otvorenog Citanja. Funkcija gena srfAA, srtAB, srtAC
vezuje se za kodiranje kondenzacije 1 adenilacije domena velike peptidne
sintetaze odgovorne za sintezu peptidnog lanca, dok srfAD kodira domen
tioesteraze koji stimuliSe inicyjaciju procesa (Kim 1 sar., 2017; Zhao 1 sar., 2012).
Pored produkcye surfaktina, funkcya srfA operona se takode vezuje za
sposobnost sporulacije vrsta (Hsieh 1 sar., 2004). Uloga sfp gena vezuje se za
regulaciju eskpresije gena za biosintezu surfaktina 1 kodiranje 4’ -
fosfopanteteinil transferaze kao aktivirgju¢eg enzima multienzimskog
kompleksa. Gen sfp konvertuje neaktivan protein koji transformisSe surfaktin
sintetaza u aktivan oblik (Plaza 1 sar., 2015).

Prvi okvir otvorenog citanja srfAA operona srfA, kodira enzim kojl ima
sposobnost da aktivira prvu amino kiselinu, glutamat, 1 takode sadrzi domen koji
aktivira amino kiseline Leu 1 d-Leu peptidnog segmenta surfaktina. Preostala dva
otvorena okvira Citanja srfA sadrze domene koji aktiviraju razli¢ite amino
kiseline: srfAB Val, Asp1d-Leu; srfAC 1-Leu'lle (Irshad i sar., 2016.).
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Genetski potencijal izolata za produkciju lipopeptida koji pripadaju familiji
fengicina, definisan je ispitivanjem prisustva gena fenD kao jednog od klju¢nih
u okviru klastera odgovornog za njegovu sintezu. U slucaju prisustva ciljanog
gena, PCR reakcija rezultira amplifikacijom fragmenata veli¢ine 269 bp. Rezultati
horizontalne elektroforeze za svih pet sojeva prikazani su na slici 5.2.4.

Predstavnici familijje fengicina su antifungalni antibiotici u ¢ju sintezu je
uklju¢eno pet neribozomalnih sintetaza koje kodira operon sacinjen 1z pet okvira
otvorenog Citanja, fenA, fenB, fenC, fenD 1fenE gena (Plazaisar., 2015). Prvi gen
sadrzi jedan modul, drugi tr1, a poslednja tr1 dva modula (Tapi1sar., 2010). Gen
fenD kodira fengicin sintetazu koja aktivira tre¢u 1 Cetvrtu amino kiselinu
fengicina (Lin 1 sar., 2005). Region velicine 7,7 kb gena fenD koji je ukljuc¢en u
biosintezu dva modula fengicin sintetaze, iskoriS¢en je za dizajn specificnog
para prajmera FENDIF 1 FENDIR (Ramarathnam 1 sar., 2007). Fengicinima se
pripisyje primarna uloga u suzbianju Sirokog spekira pre svega filamentoznih
gliva (He1sar., 2017).

Genetski potenciyjal izolata za produkciju lipopeptida kao predstavnika
lturina ispitan je amplifikacyjom gena ituD 1 ituA, 1 gena bacD 1 bacA koji su
karakteristi¢ni za produkciju bacilomicina kao posebne grupe u okviru familje.
Velicine amplikona za ispitivane gene 1tuD, 1tuAl, bacD 1 bacA su 1203 bp, 647
bp, 875 bp, 482 bp, redom. Rezultati horizontalne elektroforeze za svih pet
sojeva, prikazani su na slici 5.2.4.

Nasuprot surfaktinima 1 fengicinima, derivati iturina sintetisani su
aktivnoSc¢u hibridnog kompleksa poliketid sintetaza 1 neribozomalnih peptid
sintetaza (Shii sar., 2018). Operon iturina je dugacak preko 38 kb 1 sastoji se 1z
Cetir1 okvira otvorenog Citanja itud, itub, 1tuC 11tuD (Plaza i sar., 2015). Gen 1tuD
kodira malonil-CoA transacilazu, dok preostala tr1 gena imaju funkciju kodiranja
neribozomalnih peptid sintetaza odgovornih za inkorporaciju prve
aminokiseline, 1tuA (Asn) naredne cetirl ituB (Tyr, Asn, Gln, Pro) 1 poslednje dve,
ItuC (Asn, Ser). Pored antimikrobnog delovanja, iturin A pokazuje visoki stepen
termostabilnosti. O tome svedoci podatak da se gotovo stoprocentna bioloska
aktivnost zadrzava nakon zagrevanja na 100 °C u trajanju od 30 min. Bacillus
vrste koje poseduju sposobnost produkcije iturina pokazale su znacajan
potencijal primene u bioloskoj kontroli (Stankovi¢isar., 2012; Knightisar., 2018;.
Arguelles-Arias isar., 2009; Pusey, 1989; Gong1isar., 2015; Yeisar., 2012).

Posebnu grupu lipopeptida u okviru familje iturina, ¢ine predstavnicl
bacilomicina. Pored izrazene antifungalne aktivnosti, bacilomiciini pokazuju
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znaCajan utica) na sposobnost Bacillus vrsta za produkcyu biofilmova 1
kolonizaciju biljaka, sto se smatra velikim doprinosom sa aspekta primene datih
1zolata kao agenasa bioloske kontrole (Xu 1 sar., 2013). Ispitivanja mehanizma
delovanja bacilomicina D kao antimikrobnog agensa u suzbijanju gljiva,
pokazuju znacajne morfoloske promene u plazmaticno] membrani 1 ¢elijskom
zidu fitopatogenih vrsta (Gu 1 sar., 2017). Poredenjem sekvenci bacilomicina D
sa ostalim predstavnicima Iturina, ustanovljeno je da varijacije pocinju sa
Cetvrtom aminokiselinom. Ono Sto je dodatno karakteristi¢no za bacilomicin D,
je potvrdeno sinergisticko delovanje u kombinaciji sa fengicinima (Koumoutsi 1
sar., 2004).

Skrining prisustva gena odgovornih za produkcyu lipopeptidnih
komponenti je znacajan kao metoda brze identifikacyje organizama kojl
poseduju potencijal biosinteze 1 takode definisanja komponenti koje su
odgovorne za biolosku aktivnost. Spoznaja o prisustvu odredenih gena je korak
koji prethodi identifikacyi aktivnih komponenti 1 njihovoj daljoj karakterizaciji
primenom analitickih metoda (Jasim 1 sar., 2016; Plaza 1 sar., 2015). Genetski
profil u pogledu kapaciteta produkcije lipopeptidnih komponenti, ispitan je kod
pet potencijalnih proizvodnih izolata, koji su selektovani na osnovu rezultata
prethodnih koraka istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije. Kod izolata
Mahunarke la dokazano je pristvo svih Sest ispitivanih gena (ituD, bacA, fenD,
bacD, srfAA, itudA) Mahunarke 1b pet (ituD, bacA, fenD, bacD, 1tuAl), Paprika 3
tri (jtuD, bacD, srfAA), Sargarepa 3a dva (ituD, bacD) i kod poslednjeg soja
Krompir 4a takode svih Sest (ituD, bacA, fenD, bacD, srfAA, ituA).

Literaturni podaci ukazuju na to da je otkriven limitiran broj sojeva koji
poseduju sposobnost koprodukcije veceg broja razli¢itih lipopeptida (Plaza 1
sar., 2015). Dok se komponente klasifikovane kao pripadnici familije iturina 1
fengicina svrstavaju u snazne biokontrolne agense aktivne protiv Sirokog
spektra fitopatogena, surfaktini ostvaruju ulogu pojacavaca antifungalne
aktivnosti lipopeptida iturin A (Li i sar., 2019; Guo i sar., 2014; Fan i sar., 2017%;
Arrebola 1 sar., 2010). Sojevi Bacillus vrsta koji pokazuju simultanu produkciju
razlicitih lipopeptidnih komponenti su od velikog interesa za polje bioloske
kontrole, imajuci u vidu da pored antimikrobnog delovanja ispoljavaju dodatne
benefitne aktivnosti. U tom kontekstu navode se sposobnost indukcije sistemske
otpornosti, kolonizacija korena biljaka 1 perzistentnost u sloju rizosfere zemljista
sa direktnim uticajem na medusobne interakcije na relaciji bakterije-biljke (Plaza
1sar., 2015; Shahid i sar., 2021; Lam 1 sar., 2021).
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U daljem toku istrazivanja u razmatranje su uzeta tri soja sa najizrazenijim
genetskim potencijalom za produkcyju antimikrobnih komponenti. Rezultati

dobyeni u ovom koraku istrazivanja potvrdill su prethodno generisane podatke
o0 nivou antagonisticke aktivnostl ispitivanih sojeva prema fitopatogenim
predstavnicima Aspergillus flavus, gde vodece poziclje zauzimaju 1zolatl
Mahunarke 1a, Mahunarke 1b 1 Krompir 4a.

a) ItuD b) bacA
b) fenD d) bacD
e) srfAA f) ituA

Slika 5.2.4. Produkti PCR reakcija za detekciju gena odgvornih za produkciju
lipopeptidnih komponentl: GeneRuler DNA Ladder 100 bp, 1 - Mahunarke 1a; 2 —
Mahunarke 1b; 3 - Paprika 3; 4 — Sargarepa 3a; 5 — Krompir 4a.
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5.3. Odabir optimalnih izvora osnovnih komponenti hranljivog
medijuma

Nakon 1zvrSene molekularne karakterizacije ispitivanih 1zolata, usledila je
naredna faza razvoja bioprocesnog resenja koja se odnosl na optimizaciju
sastava hranljive podloge. Razmatraju¢i rezultate prethodno izvedenih
eskperimenata, 1zbor potencijalnog proizvodnog izolata suzen je na tr1 soja koja
su se 1zdvojila na osnovu nivoa supresivinog delovanja na testirane fitopatogene
1 genetskog potencyala za produkcyu komponenti sa antimikrobnim
delovanjem.

Komercialna sinteticka podloga koris¢cena u 1Inicljalnim fazama
Istrazivanja smatra se nepogodnim odabirom medjuma za faze skaliranja
bioprocesa. Objasnjenje se nalazi u nepristupacnoj ceni koja samim tim limitira
mogucnost prelaska u razmere industrijske proizvodnje 1 komercializaciju
preparata. Otuda proizilazi potreba za ulaganjem dodatmih napora za
pronalaskom alternativnih izvora nutritivnih materija koje ¢e obezbediti uslove
za rast 1 odvianje metabolicke aktivnosti odabranih izolata. Korak dalje u
formulaciyi kompleksnih medijjuma na bazi prirodnih komponenti predstavlja
identifikacyja otpadnih tokova bogatih odgovaraju¢im hranljivim materjama
(Limaisar., 2020; Posada-Uribe1sar., 2015; Andrade i sar., 2016; Abdul Razack,
2013; Pajcin 1 sar., 2019; Soccol 1 sar., 2009). Vazno je istacl da se nutritivni
zahtevl mikroorganizama usko vezuju za odredeni s0j. Sposobnost asimilacije
nutrijenata u kvalitativnom 1 kvantitativnom smislu, prisutnih u hranljivoj podlozi,
je jedna od glavnih odrednica prirode ispitivanog soja 1 njegove metabolicke
aktivnosti (Singh 1 sar., 2017).

Na osnovu dostupnih literaturnih podataka, definisana je osnova za
formulaciju hranljive podloge. Prvi korak optimizacije podloge podrazumevao
je klasic¢an pristup (engl. One factor at a time, OFAT), odnosno varijaciju jednog
faktora, u ovom sluc¢aju izvora ugljenika, dok su ostale komponente podloge bile
nepromenjene (Singh 1 sar., 2017).

5.3.1. Odabir optimalnog izvora ugljenika

Odabir 1zvora uglienika kao kljuénog makronutrijenta za rast 1
razmnozavanje proizvodnog mikroorganizma 1 njegovu metabolicku aktivnost,
podrazumevana je faza optimizacije hranljivog medijjuma. Nivo asimilacije
1zvora ugljenika i njegova priroda uti¢u na vrstu 1 prinos proizvoda metabolizma,
sa mogucnoSc¢u kako represivnog uticaja tako 1 favorizaclje intenziteta
produkcyje (Singh, 2017).
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Generalno govoredi, bakterije roda Bacillus karakteriSe sposobnost
usvajanja velikog broja ugljenih hidrata kao glavnog izvora ugljenika 1 izvora
energye (Stulke 1 Hillen, 2000). Kao kriterjum za odabir potencyalnih izvora
ugljenika u razmatranje je uzet 1 ekonomski aspekt proizvodnje, te su nutrijenti
od izbora sagledani1iz ugla njihove zastupljenosti u otpadnim tokovima razlicitih
grana industrijske proizvodnje.

Glukoza je uobicajeno preferabilni izvor ugljenika vecine bakterijskih
vrsta (Stulke 1 Hillen, 2000). Istrazivanja koja se ti¢u procene uticaja razlicitih
1zvora ugljenika na efikasnost antimikrobne aktivnosti sojeva gotovo po pravilu
ukljucuju glukozu kao potencijalni izvor (Eswarl 1 sar., 2016; Zhang 1 sar., 2020;
Abdel-Mawgoud 1 sar., 2008; El-Banna, 2005). Clukoza je ujedno sastavna
komponenta otpadnih tokova prehrambene industrije sa akcentom na preradu
vina, voca 1 povrc¢a. Navedeni otpadni tokovi su takode znacajan 1zvor fruktoze,
koja se pored glukoze najceSc¢e uvrstava u ispitivanja optimizaclje sastava
hranljive podloge za kultivaciju Bacillus vrsta (Hmidet 1 sar., 2017).

Predstavnicima roda Bacillus pripisuje se 1zrazena sposobnost enzimske
aktivnosti 1 usvajanje nufrijenata 1z razli¢itth supstrata (Latorre 1 sar., 2016;
Danilova 1 Sharipova, 2020). U razmatranje kao potencijalni izvori ugljenika, uzeti
su u obzir celuloza (Amore 1 sar., 2013; Ahmad 1 sar., 2013), skrob, maltoza 1
laktoza. Celuloza je najrasprostranjeniji ugljeni hidrat u prirodi 1 istovremeno
najvazniji obnovljivi 1izvor. Od ekonomskog interesa je iznalazenje reSenja u
pogledu valorizacije znacajnih koli¢ina celuloze kao komponente
agroceluloznog otpada u proizvode sa dodatom trziSnom vrednoscu, kakvim se,
medu ostalim, smatraju 1 mikrobioloSki biopesticidi (Ventorino 1 sar., 2015;
Théatre 1 sar.,, 2021; Siu-Rodas 1 sar., 2018). Maltoza je bitna komponenta
otpadnih tokova proizvodnje piva (Moshtagh 1 sar., 2019) dok laktoza ulazi u
sastav otpadnih tokova mlecne industrije. Ujedno su maltaze 1 laktaze bitne
grupe ekstracelularnih hidrolitickih enzima koje produkuju izolati roda Bacillus
(Nawaz 1 sar., 2019; Venkateswarulu 1 sar., 2020) koje omogucavaju usvajanje
ugljenika 1z ovih supstrata. Analogno tome, otpadni tokovi proizvodnje brasna 1
pekarskih proizvoda obiluju skrobom, koji se takode moze uvrstiti kao
potencyalni izvor ugljenika 1zimajucl u obzir 1zrazenu amiloliticku aktivnost
predstavnika roda Bacillus (Kumar 1 sar., 2019). Sirovi glicerol je nusproizvod
industrije biodizela koju karakterise trend ekspanzije proizvodnje Sto dodatno
govorl o potrebi pronalaska reSenja za njegovu konverziju u vredne proizvode
(Saimmailisar., 2012; Sousa1sar., 2014).

95



Doktorska disertacija Vanja Vlajkov

Kultivacija proizvodnih sojeva vrsena je primenom sedam ragzlicitih
medijuma na bazi odabranih izvora ugljenika: glukoza, fruktoza, maltoza,
laktoza, celuloza, skrob 1 glicerol. Za svih sedam kombinacia, definisane su
ldenti¢ne vrednosti koncentracije izvora ugljenika 1 ostalih komponenti hranljive
podloge. Nakon izvedene kultivacije, evaluacija antimikrobne aktivnosti vrSena
je na 1stl nacin kao u prethodnim fazama istrazivanja, odnosno odredivanjem
precnika zone inhibicije testiranjem uzoraka kultivacione tec¢nosti difuzionom
metodom bunara.

Inicyalna faza optimizacije sastava hranljivog medjuma je ujedno
predstavljala 1 dodatni korak skrininga potencijala odabranih izolata za
antagonisticko delovanje prema ciljanim fitopatogenima. Odabir najpotentnijeg
soja suzen je na ftrl 1zolata koja su u prethodnim fazama pokazali najveci
potencijal antagonistickog delovanja.

Kako b1 se definisala statisticka znacajnost uticaja izvora ugljenika na
antimikrobnu aktivnost proizvodnih i1zolata, dobijeni rezultati precnika zone
inhibicije obradeni su jednofaktorjjalnom analizom varjjanse, pri nivou
znacajnosti od 95% (tabela 5.3.1). Rezultati izvrSene analize ukazall su da postoji
statisticki znacajan uticaj izvora ugljenika na vrednosti precnika zone inhibicije,
t]. antimikrobnu aktivnost koju ispoljavaju proizvodni sojevi prema ispitivanim
fitopatogenim vrstama, pri p-vrednosti koja je bila manja od granic¢ne, 0,05.

Tabela 5.3.1. Jednofaktorijalna analiza varijjanse precnika zone inhibicije dobijenih

testiranjem antagonistickog efekta uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnih izolata
protiv fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

oS DF MS F-vrednost p-vrednost
Odsecak 114660,2 1 114660,2 15857,40 0,000000
[zvor 304,9 6 50,8 7,03 0,000001
ugljenika
Creska 1467,8 203 7,2

SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Dankanovim testom viSestrukih poredenja definisane su homogene grupe
razlicitth 1zvora ugljenika na osnovu statisticke znacajnosti razlike u stepenu
supresije test mikroorganizma odnosno prec¢nika zone inhibicije (tabela 5.3.2).

96



Doktorska disertacija Vanja Vlajkov

Tabela 5.3.2. Srednje vrednosti prec¢nika zona inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnih izolata sa razlicitim
1zvorima ugljenika protiv fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

Izvor ugljenika Precnik zone inhibicije (mm)

Clicerol 22,000008

Skrob 22,06667¢
Maltoza 22,666672
Clukoza 23,133332
Laktoza 23,500002
Fruktoza 24,96667°
Celuloza 25 e

Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli nalaze se na istom nivou statistiCke zna¢ajnosti sa intervalom
poverenja od 95%.

Radi boljeg vizuelnog prikaza razlika u ispoljenom anatagonistickom
efektu prema ispitivanim fitopatogenim 1zolatima, generisani su graficl sa
prikazanim srednjim vrednostima prec¢nika zone inhibicije dobijenih testiranjem
uzoraka kultivacione tec¢nosti sa razliCitim izvorima ugljenika primenom
softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas, SAD). Sa slike
5.3.1 se jasno uocava da se najjace antagonisticko deovanje belezl u uzorcima
gde su kao izvorl ugljenika primenjeni fruktoza 1 celuloza.

27

26 |

24 |

23

Preénik zone inhibicije (mm)

2

21 ¢

20 . . . . . . .
Glukoza Fruktoza  Maltoza Laktoza Celuloza Skrob Glicerol

lzvor uglienika

Slika 5.3.1. Srednje vrednosti precnika zona inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnih izolata sa razlicitim
1zvorima ugljenika protiv fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.
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Objedinjeni rezultati za sva trl ispitivana soja u pogledu odabira
optimalnog 1zvora ugljenika, ukazali su na najveci potencijal antagonistickog
delovanja uzoraka dobijenih nakon kultivacije na hranljivom medijumu sa
celulozom 1 fruktozom.

5.3.2. Odabir optimalnog izvora organskog azota

Kao 5to je to sluc¢aj sa 1zvorom ugljenika, odabir 1zvora azota predstavlja
bazalni korak optimizacije hranljivog medijuma. Mikroorganizmi poseduju
sposobnost usvajanja 1 organskih 1 neorganskih 1zvora azota, Sto pruza osnovu
Ispitivanja mogucnosti primene komponenti 1 jednog 1 drugog porekla pri
formulaciji medijuma. Kako su u prethodnom koraku optimizacije sastava
kultivacionog medijuma definisani najpogodniji 1zvorl ugljenika, u narednoj fazi
Ispltivanja uzeto je u obzir ukupno pet razlicitih organiskih izvora azota, dok je
kao neorganski izvor ugljenika koris¢en amonijum-sulfat.

Kao naj¢esci neorganski 1zvor azota navode se nitratl 1 amonijumove soli,
i kombinacija jednog 1 drugog u opsegu kocentracija od 2—-12 g/l. Odabir soli
koja sadrzi azot igra odluc¢ujucu ulogu u definisanju respiratorne aktivnosti
fakultativnih anaeroba u koje se klasifikuju 1 predstavnici roda Bacillus
(Rangarajan 1 Clarke, 2016).

Kao potencijalni 1zvori azota, u skladu sa literaturnim podacima sli¢nih
Istrazivanja, uzetl su obzir pepton, tripton, eskirakt kvasca, urea, L-glutaminska
kiselina (Moghannem 1 sar., 2018; Zhu 1 sar., 2018; Liu 1 sar., 2012; Al-Ali i sar.,
2018; Chen1isar., 2018, Lal1isar., 2016).

Kultivacija proizvodnog soja, Bacillus sp. BioSol021, vrSena je primenom
deset razli¢itth medijuma koje ¢ine kombinacije dva odarana izvora ugljenika,
fruktoza 1 celuloza, 1 pet, prethodno navedenih, organskih izvora azota. Za svih
deset kombinacia, definisane su identi¢ne vrednosti koncentracije izvora
ugljenika, neorganskog izvora azota 1 ostalih komponenti hranljive podloge.
Nakon 1zvedene kultivacije, evaluacija antimikrobne aktivnosti vrSena je na isti
nacin kao u prethodnim koracima istrazivanja, odredivanjem precnika zone
inhibicijje testiranjem uzoraka kultivacione tecnosti difuzionom metodom
bunara.
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Kako bi se definisala statisticka znac¢ajnost uticaja izvora azota na
antimikrobnu aktivnost proizvodnog izolata, dobijeni rezultati precnika zone
inhibicije obradeni su jednofaktorijjalnom analizom varijanse, pri nivou
znacajnosti od 95% (tabela 5.3.3). Rezultati izvrSene analize ukazali su da postoji
statisticki znacajan uticaj izvora azota na vrednosti prec¢nika zone inhibicije, {j.
antimikrobnu aktivnost koju ispoljava proizvodni s0] prema ispitivanim
fitopatogenim vrstama, pri p-vrednosti koja je bila manja od grani¢ne, 0,08.

Tabela 5.3.3. Jednofaktorjjalna analiza varijjanse precnika zone inhibicije dobijenih
testiranjem antagonistickog efekta uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnih izolata sa
razli¢itim 1zvorima organskog azota protiv fitopatogenih predstavnika vrste

Aspergillus flavus.
oS DF MS F-vrednost p-vrednost
Odsecak 20 698,13 1 2 069,13 3110,942 0,000000
Izvor azota 15,53 4 3,88 0,584 0,677330
Creska 166,33 25 6,65

SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Dankanovim testom viSestrukih poredenja definisane su homogene grupe
razli¢itth 1zvora azota na osnovu statisticke znacajnosti razlike u stepenu
supresije test mikroorganizma, odnosno precnika zone inhibicije (tabela 5.3.4).

Tabela 5.3.4. Srednje vrednosti prec¢nika zone inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnih izolata sa razli¢itim
1zvorima organskog azota protiv fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

[zvor azota Prec¢nik zone inhibicije (mm)
Ekstrakt kvasca 25,333332
Pepton 25,500002
Tripton 26,50000%
Urea 27,00000°
Clutaminska kiselina 27,00000°

Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli nalaze se na istom nivou statisti¢ke znac¢ajnosti sa intervalom
poverenja od 95%.

Radi boljeg vizuelnog prikaza razlika u ispoljenom anatagonistickom
efektu prema ispitivanim fitopatogenim izolatima, generisani su grafici (slika
5.3.2) sa prikazanim srednjim vrednostima precnika zone inhibicije dobijenih
testiranjem uzoraka kultivacione tecnosti sa razlicitim kombinacijama 1zvora
azota 1 ugljenika, odnosno fruktoze i celuloze, primenom softverskog paketa
Statistica 13.1 (Dell Inc., Round Rock, Teksas, SAD). Objedinjeni rezultati koji
obuhvataju kombinacije 1 sa celulozom 1 fruktozom kao 1zvorom ugljenika,
ukazuju da je najintenzivnije antagonisticko delovanje zabelezeno u uzorcima
gde su kao izvori azota primenjeni urea 1 glutaminska kiselina. I pored dokazane
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statisti¢ke znacajnosti, vazno je napomenuti da su dobijene vrednostl zona
inhibicije vrlo bliske, te da ovakve razlike imaju manji uticaj u prakticnom smislu.

30

29

25

27

26

Freénik zone inhibicije (mm)

24 1

23

Ekstrakt kvasca Peptan Triptan Urea  Glutaminska kiselina

lzvor azota

Slika 5.3.2. Srednje vrednosti precnika zona inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione tecnosti proizvodnih izolata sa razlic¢itim
1zvorima azota protiv fitopatogenih predstavnika vrste Aspergillus flavus.

Poredem maksimalnih vrednosti pre¢nika zone inhibicije u setovima
eksperimenata izvedenih na podlozi sa celulozom 1 fruktozom, za dalje faze
optimizacije hranljive podloge, odabrana je kombinacija gde se kao 1zvor
ugljenika koristi celuloza, a 1zvor azota urea.

Ovakav odabir predstavlja dobru polaznu osnovu kreiranja skalabilnog
bioprocesnog reSenja primenljivog u uslovima proizvodnje koja nadmasuje
laboratorijske kapacitete. Biokonverzija celuloznog materijala i uloga celulitickih
mikroorganizama u recirkulacyi celuloze kao vaznog biopolimera,
okarakterisani su kao fenomen od izrazitog ekoloSkog 1 ekonomskog znacaja
(Das 1 Singh, 2004; Kim i sar., 2012; Ma 1 sar, 2020). Uzimajuci u obzir udeo cene
hranljivog medijuma u strukturi troskova biotehnoloske proizvodnje, alternativni
1 finansijski pristupacni izvori ugljenika 1 azota su preduslov stvaranja efikasnog
biloprocesnog resenja 1 sa ekonomske tacke gledista. Celuloza je razmatrana
kao 1zvor ugljenika za produkciju razlicitih bioproizvoda primenom proizvodnih
1zolata koji pripadaju rodu Bacillus. Zhang 1 sar. su ispitivall mogucnost
proizvodnje laktata gde je kao proizvodni mikroorganizam korisc¢en genetski
modifikovan celuliticki soj Bacillus subtilis (Zhang1sar., 2011). Celulozni otpadni
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materijal takode je koriscen za dobijanje enzima celulaze primenom izolata roda
Bacillus (Orji 1 sar., 2013; Lee 1 sar., 2008; Rathnan 1 sar., 2013; Ahmad 1 sar.,
2013). Pored toga, urea je definisana kao lako dostupan 1 jedan od ekonomski
najisplativijih izvora azota. U nekoliko istrazivanja gde se kao proizvodni izolati
koriste pripadnici roda Bacillus, dokazano je da urea favorizuje kako rast celija
tako 1 metabolicku aktivnost mikroorganizama usmerenu ka prolizvodnjl
biosurfaktanata 1 biopolimera (Kulpreecha i sar., 2008; Ghribiisar., 2011; Zhang
1sar., 2016).

5.4. Odabir i filogenetska analiza 16S rRNK sekvence proizvodnog
izolata Bacillus sp.

Na osnovu rezultata prethodnih koraka istrazivanja kao proizvodni
mikroorganizam odabran je so] Mahunarke 1a, 1zolovan iz uzorka rizosfere biljne
vrste Phaseolus vulgaris, na lokacii TovariSevo, Republika Srbija. Izolati roda
Bacillus 1zolovani 1z rizosfere mahunarki, prvenstveno pasulja 1 boranije, su u
nekoliko naucnih studija okarakterisani kao sojevi od velikog znacaja sa aspekta
poljoprivrede u pogledu, kako benefitnih svojstava koje ispoljavaju prema
biljkama, tako 11zrazene antagonisticke aktivnosti prema fitopatogenim izolatima
(Shafi 1 sar., 2017; Pérez-Garcia 1 sar., 2011; Santoyo 1 sar., 2012). Ujedno su
predstavnici roda Bacillus definisani kao klju¢ni ¢lanovi mikrobioma rizosfere
Phaseolus vulgaris (Stopnisek 1 Shade, 2021). U odnosu na ostale pripadnike
mikrobne zajednice izdvajaju se po svom superioronom efektu promotora rasta
biljaka 1 potencijalu produkcije antimikrobnih metabolita (Nabti 1 sar., 2018;
Sendi 1 sar., 2020).

Identifikacija odabranog proizvodnog izolata molekularnim tehnikama
podrazumevala je amplifikaciju gena za 165 rRNK primenom PCR metode, 1
potom sekvenciranje umnozenog DNK fragmenta. Poravnavanje dobijene
parcijalne sekvence za 165 rRNK gen, koja se sastojala iz 1416 bp, 1zvedeno je
primenom BLAST softvera za pretrazivanje homologe nukleotidne sekvence
uporedivanjem sa bazom podataka banke gena (engl. GenBank ) NCBI (engl.
National Center for Biotechnology Information, NCBI).

Radi definisanja genetske srodnostl ispitivanog 1zolata sa referentnim
sojevima dostupnim u bazi podataka, izvrSena je filogenetska analiza
generisanjem filogenetskog stabla (slika 5.4.1). Za konstrukciju filogenetskog
stabla primenjena je metoda maksimalne verovatnoc¢e (engl. Maximum
Likelihood), kao uobicajeni statistiCki pristup za procenu nepoznatih parametara
modela verovatmoce koji se zasniva na Tamura-Nei modelu (Tamura 1 Nei, 1993).
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Kao outgroup 1zolat koji ne pripada rodu Bacillus korisc¢en je soj Streptomyces
albidoflavus.

—— Bacillus sp. BioSol021
Bacillus nakamurai NRRL B-41091
Bacillus halotolerans DSM 8802
Bacillus tequilensis NR 104919
Bacillus velezensis NR 075005.2
Bacillus subtilis NR 102783.2
92 | Bacillus vallismortis NR 113994.1
1 Bacillus vallismortis NR 024696.1
I— Bacillus siamensis NR 117274.1
Bacillus subtilis NR 113265.1
Bacillus amyloliquefaciens NR 112685.1
Bacillus halotolerans NR 115282.1
Bacillus halotolerans NR 115929.1
- Bacillus nematocida NR 1156325.1
Bacillus atrophaeus NR 112723.1
Bacillus xiamenensis NR 148244.1
Bacillus aerius NR 118439.1
99 | Bacillus stratosphericus NR 042336.1
Bacillus altitudinis NR 042337.1
Streptomyces albidoflavus NR 041095.1

wn
bl |

0.020
Slika 5.4.1. Filogenetsko stablo konstruisano primenom metode maksimalne
verovatnoce (Maximum likelihood) sa sekvencom gena za 16S rRNK proizvodnog
1zolata Bacillus sp. BioSolOz21.

Rezultati filogenetske analize ukazali su na najvecu bliskost ispitivanog
soja sa 1zolatima koji pripadaju operativnoj grupl Bacillus amyloliquefaciens 1joS
nekoliko predstavnika srodnih vrsta. Japanski nauc¢nik Jui¢iro Fukumoto prvi put
je 1zolovao Bacillus amyloliquefaciens 1z uzorka zemljiSta 1943. godine.
Zasnovano na filogentskim 1 fenetickim analizama, ova vrsta je, zajedno sa usko
srodnim Bacillus subitilis 1 Bacillus licheniformis, svrstana u kompleks vrsta
Bacillus subtilis. Dalje podgrupisanje podrazumeva postojanje operativiie grupe
Bacillus amyloliquefaciens koja obuhvata cetirl bakterijske vrste: Bacillus
amyloliquetaciens, Bacillus siamensis, Bacillus velezensis, 1 Bacillus nakamural
(Ngalimatisar., 2021; Fan1isar., 20179). Vrsta Bacillus atrophaeus koja se takode
uocCava na generisanom filogenetskom stablu je gotovo identi¢na vrsti Bacillus
subtilis uz jedinu razliku koja se odnosi na produkciju pigmenta na medijumu sa
organskim izvorom azota (Burke i sar., 2004). Kao bliski srodnici Bacillus subtilis

pojavljuju se vrste Bacillus vallismorits (Roberts i sar., 1996) 1 zemljiSni izolat
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Bacillus nematocida, za koji je dokazano da poseduje nematocidnu aktivnost (Lin
1 sar., 2008). Bacillus tequilensis je jo$ jedan soj blizak ¢lanovima operativne
grupe Bacillus amyloliquefacines sa lzrazenom celuliickom aktivnoScu 1
antifungalnim delovanjem (Fachrial 1 sar., 2020; Li1sar., 2019).

Predstavnici operativne grupe Bacillus amyloliquefaciens prisutnl su u
razli¢itim ekoloSkim niSama, prevashodno zemljistu, biljkama, hrani, akvati¢nim
sredinama 1 digestivnom traktu zivotinja 1 insekata. Ispitivanja na nivou genoma
ukazala su na veliki potencijal njihove primene sa biotehnoloskog aspekta.
Odatle proizilazi Sirok asortiman aplikacija ovih sojeva kao promotora rasta
biljaka, biokontrolnih agenasa, probiotika, agenasa za bioremedijaciju 1
producera komercijalnih enzima 1 antibiotika (Ngalimat 1 sar., 2021; Fan 1 sar.,
2017% Chenisar., 2020°; Palazzini sar., 2016; Kim i sar., 2021; Liuisar., 2019; Jiao
1sar., 2020; Dongisar., 2019; Xie 1 sar., 2021; Santoso 1 sar., 2021).

Bakterije  vrsta koje salinjavaju operativnu grupu  Bacillus
amzloliquefaciens su Gram pozitivne, pokretljive pomocu peritrihnih flagela, sa
1zrazenom sposobnoscu formiranja endospora. Prosecna veli¢ina celija 1znosi
0,7-0,9 x 1,8-3,0 um, spore su ovalnog oblika termicki rezistentne, takode
otporne na delovanje UV zracenja. Prosec¢an G + C sadrzaj (mmol%) je oko 45%.
Optimalni uslovi rasta u pogledu temperature su 28-40 °C, sa potpunom
inhibicyjom ispod 15 °C, odnosno 1znad 50 °C. Toleranti su na prisustvo natrijum-
hlorida u koncetracii do 10%, dok je otpimalni opseg vrednosti pH 6-9. U
pogledu metabolicke aktivnosti 1 sposobnosti usvajanja supstrata, ne usvajaju
tirozin, dok citrate, laktozu, trehalozu, kazein, Zelatin, skrob, fruktozu, celobiozu,
glukozu, glicerol, maltozu, manitol, rafinozu, salicin 1 saharozu metabolisu.
Produkuju acetoin 1 fosfataze, redukuju nitrate do nitrita (Priest 1 sar., 1987;
Ngalimat i sar., 2021).

Znacaj ovih vaznih predstavnika roda Bacillus kao biokontrolnih agenasa
lez1 u visestrukom mehanizmu delovanja u svojstvu benefitnih mikroorganizma
sa aspekta poljoprivredne proizvodnje. Usled izrazene sposobnosti kolonizacije
rizosfere, promocije rasta biljaka 1 efikasnosti u pogledu supresije fitopatogenih
vrsta nalaze primenu u ulozi biopesticida 1 biodubriva. Kompetitivna aktivnost
vrsta pripisuje se sposobnosti produkcije sekundarnih metabolita koji poseduju
Sirok spektar antimikrobne aktivnosti prema predstavnicima Cram pozitivnih,
Cram negativnih bakterija (Medeot 1 sar., 2020) 1 gljiva (Alvarez i sar., 2012).
Primena proizvoda koji nastaju kao rezultat metabolicke aktivnosti ¢lanova
operatvne grupe Bacillus amyloliquefaciens susrece se u oblasti prehrambene,
farmaceutske industrije, poljoprivredne proizvodnje 1 oblasti zastite Zivotne
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sredine. Pripadnici datih sojeva su agensl bioloSke kontrole od znacaja u
suzbjjanju zemljisnih patogena, patogenih vrsta koje ugrozavaju biljne vrste
nakon faze berbe 1 u skladiStima, insekata, nematoda 1 vasi.

Antagonisticko delovanje pripisuje se kompeticiji za esencijalne nutrijente
1 prostor, sintezi antimikrobnih komponenti 1 indukcijli ste¢ene sistemske
rezistencije, gde znacajan doprinos potice od isparljivih jedinjenja, kao Sto je
acetoin. Sposobnost kolonizacije biljaka formiranjem stabilnih biofilmova
dodatno uvecava znacaj u borbi protiv zemljisnih fitopatogena. Dodatni aspekt
primene ovih mikroorganizama u poljopriviednom sektoru odnosl se na
¢injenicu da ne ispoljavaju negativna svojstva na netargetirane organizme 1
karakteriSu se kao bezbedni agensi za optimizaciju uslova ekosistema (Mullins 1
sar., 2020; Putriisar., 2020; Dunlap i sar., 2019; Masum 1 sar., 2018).

Takode, za navedene predstavnike roda Bacillus vazi da su vredan 1zvor
komerciyalnih enzima, kao sto su a-amilaze, proteaze ilipaze. Americka agencija
za hranu 1 lekove (FDA) je 1999. godine 1znela odluku o GRAS (engl. Generally
Regarded As Safe, GRAS) standardu a-amilaza 1 proteaza koje nastaju
metabolickom aktivnoS¢u vrste Bacillus subtilis. Pored navedenih enzima,
predstavnici operativne grupe Bacillus amyloliquefaciens poseduju sposobnost
produkcije celulaza, ksilanaza, pektinaza, aminotransferaza, amilaza,
peroksidaza 1 lakaza (Ngalimat 1 sar., 2021; Abd-Elhalem 1 sar., 2015; Devaraj 1
sar., 2019; Debisar., 2013; Mazeed isar., 2012; Ghosh 1 sar., 2020).

Primena pripadnika operativne grupe Bacillus amyloliquefaciens kao
bakterija koje promovisu rast biljaka (PGPR) sa Sirokim spektrom metabolicke
aktivnosti, nalazi se bitnom 1 sa aspekta degradacije kontaminanata sa podrucja
visoko zagadenog zemljiSta. Ove vrste su Siroko koriS¢ene 1 za ekstrakciju lipaza
1z produkcije biodizela, kao biosorbent za uklanjanje 1 degradaciju polutanata.
Rezultati istrazivanja ukazali su na zdruzeno delovanje izolata Bacillus
amyloliquetaciens YP6, kao agensa koji promoviSe rast biljaka ali istovremeno
ima ulogu u uklanjanju Sirokog spektra organofosfornih pesticida (Ngalimat 1
sar., 2021; Cao1sar., 2018; Balderas-Ruiz 1 sar., 2020; Jiao 1 sar., 2021).

Poseban znacaj sa komercijalnog aspekta istice se na polju primene
biosurfaktanata, antimikrobnih lipopeptida, probiotika 1 sredstava za
prezervaciju hrane (Abdallah 1 sar., 2019; Liu 1 sar., 2010). Specifican kapacitet
sporulacije omogucava visok stepen rezistencie, sveprisutnost u razlicitim
stanistima 1 stabilnost u fomulisanim finalnim preparatima (Toral 1 sar., 2018). [
pored evidentnog potencijala za razliCite vidove primene, komercijalizacija
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preparata jos uvek nije podjednako aktuelna u ostalim sferama kao Sto je to
sluc¢aj sa proizvodima namenjenim primeni u oblasti poljoprivrede (Ngalimat 1
sar., 2021). Komercijalno dostupan soj Bacillus amyloliquefaciens FZB42 (FZB42;
RhizoVital®42, Abitep GmbH) je prepoznat kao tip podvrste plantarum. Takode
mesto na trzistu pronasao je 11zolat Bacillus amyloliquefaciens QST73 (Serenade,
Bayer Crop Science) (Kulimushi 1 sar., 2018). Bacillus amyloliquefaciens se
navodi kao dominantni producer lipopeptidnih komponenti familije fengicina,
kojl imaju znacajnu ulogu u supresiji filamentoznih gljiva (Kulimushiisar., 2018).
Efekat bioloSke kontrole se u slucaju fengicina postize antibiozom ali 1
indukovanjem imunog sistema biljke. Kao 1 ostali cikli¢ni lipopeptidi 1 fengicine
karakteriSe niska toksicnost, visok stepen biodegradabilnosti, visoka
rezistetnost na ekstremne temperature, pH, salinitet, Sto 1th ¢ini 1dealnom
zamenom za hemijska sredstva (Kaki1sar., 2020). S druge strane lipopeptidima
1z familje surfaktina se pripisuje limitirano delovanje kada je re¢ o
antagonisticko] aktivnosti prema fitoptaogenim gljivama. Znacaj surfaktina sa
aspekta bioloske kontrole se pripisuje intenzivnom delovanju kao
biosurfaktanta, formiranju biofilmova, 1 sinergistickom antimikrobnom delovanju
koje ispoljava u kombinacii sa iturinima. Nasuprot tome, iturini pokazuju
znacajan efekat kao antifungalni agensi (Alvarez 1 sar., 2012).

5.5. Modelovanje i optimizacija sastava hranljivog medijuma

Nakon faza odabira optimalnih izvora ugljenika 1 azota 1 definisanja
kvalitativnog sastava hranljivog medijuma, sledi naredni korak optimizacije koji
podrazumeva odredivanje kvantitativnog sadrzaja hranljivog medijuma na bazi
odabranith komponenti. Modelovanje uticaja koncentracija definisanih
komponenti hranljivog medijuma na odabrane odzive, vrsl se sa ciljem
generisanja matematickih modela koji opisuju ponasanje izlaznih parametara
bioprocesa sa promenom nezavisno promenljivih faktora. U konkretnom slucaju
radl se o Inicjalnim koncentracijama odabranih i1zvora nutrijjenata hranljivog
medijuma kao nezavisno promenljivim, dok je kao odziv odnosno zavisno
promenljiva, pra¢ena vrednost prec¢nika zone inhibiicije koja direktno upucuje
na nivo antagonisti¢ckog delovanja prema testiranim fitopatogenim izolatima. Kao
nezavisno promenlive definisane su Inicyjalne koncentracije osnovnih
komponent hranljivog medijuma u opsezima: 1zvora ugljenika (celuloza) 5-35
g/l, organskog izvora azota (urea) 0-5 g/l, neorganskog izvora azota ((INH4)250.)
0-5 g/l 1 izvora fosfora (K:HPO4) 0,5-4,5 g/l. Pored ovih komponent, u svakoj
kombinaciji hranljivi medijum je sadrzao i 0,3 g/l MgSO4 TH:O.
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Modelovanje je 1zvrSeno primenom metodologlja odzivne povrSine 1
vestackih neuronskih mreza. Modelovanjem primenom metodologije odzivne
povrsine definiSu se vrednosti odsecka, linearnih, kvadratnih 1 koeficijenata
interakcije koji odreduju utica) svake od nezavisnih promenljivih na definisani
odziv. Generisanl matematicki model u obliku jednacine polinoma drugog reda
oplsuje ponasanje jedne zalvisne promenljive u zavisnostli od odabranog broja
nezavisnih promenljivih. Za razliku od ovog pristupa, vestacke neuronske
mreze, Imaju sposobnost modelovanja podataka kompleksnijim krivama, dok se
sam model 1 njegovi unutrasnji parametrl posmatraju kao crna kutija (Krogh,
2008). Znaca] primene metodologye odzivne povrsine, kada je re¢ o
biotehnoloskoj proizvodnji u opstem slucaju, lezi u definisanju uticaja
pojedinacnih faktora 1 njihovih medusobnih interakcija na posmatrani odziv 1
bolje razumevanje slozenih odnosa unutar posmatranog sistema. S druge strane,
glavni nedostatak ove metode odnosi se na nemogucnost ekstrapolacie
dobyenih zavisnosti za vrednosti faktora 1zvan prethodno definisanog opsega.
Navedena limitacija, prevazilazi se generisanjem modela primenom
metodologie vestackih neuronskih mreza koja dolazi do podataka o dubokoj
staticko] zavisnosti podjednako dobro kao 1 o generalizovanoj zavisnostl.
Ovakav pristup je od narocitog znacaja kada je rec¢ o ispitivanju mogucnosti
valorizacije otpadnih tokova kao alternativnih komponenti kultivacionog
medijuma, koji bi potenciyalno sadrzali nutrijente u koncentracijama koje
prevazilaze okvire definisane RSM modelom. Dvostrukim pristupom
modelovanja posmatranog sistema, generiSu se podaci neophodni za njegovo
bolje razumevanje 1 manipulaciju u daljim fazama istrazivanja koje ukljucuju
optimizaciju 1 skaliranje bioprocesa (Lan i sar., 2015; Mohamed 1 sar., 2013;
Yadavisar., 2013; Mukherjee 1 sar., 2019).

Eksperimentalni podaci korisceni za izvodenje modelovanja generisani
su kroz 27 eksperimenata sa zadatim vrednostima nezavisnih promenljivih.
Eksperimentalni plan po kom su definisane kombinacije vrednosti nezavisnih
promenljivih podrazumevao je Boks-Benkenov eksperimentalni dizajn u kome
su varirana cetirl faktora na tri nivoa (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Nivoil
vrednosti nezavisnih promenljivih definisani su tako da poseduju ekvidistantne
vrednostl u odnosu na zadatu 1z centralne tacke eksperimentalnog plana za
svaki faktor. Znacaj primene redukovanog eksperimentalnog plana ogleda se u
osetnoj uStedl resursa uz listovremeno generisanje potrebnih podataka za
dobijanje statisticki validnog matematickog modela. U okviru eksperimentalnog
plana, izvedeno je 1 trostruko ponavljanje eskperimenta gde su sva Cetiri faktora
imala vrednosti koje odgovaraju centralnoj tacki radi utvrdivanja ponovljivosti
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eksperimenata pod istim eskeprimentalnim uslovima 1 dalje statisticke analize
znacajnosti dobijenih rezultata.

Odabrani proizvodni mikroorganizam Bacillus sp. BioSol021, kultivisan je
pod prethodno definisanim uslovima u 27 hranljivih medijuma sastava
odredenog datim Boks-Benkenovim eksperimentalnim planom. Nakon
zavrSetka kultivacye, evaluacia antagonisticke aktivnosti dobijenih uzoraka
kultivacione tecnosti prema aflatoksigenim fitopatogenim izolatima Aspergillus
flavus vrSena je odredivanjem precnika zone inhibicije.

5.5.1. Eksplorativna analiza eksperimentalnih podataka

Kao preduslov za dalje statisticko modelovanje, 1zvrsena je analiza
dobijenih eksperimentalnih vrednosti, radi utvrdivanja mogucih nedoslednosti,
eliminacye Suma 1 odredivanja konkretnih pristupa u modelovanju.

Prvi korak analize predstavlja odredivanje medusobne korelacie svih
atributa skupa podataka (slika 5.5.1).

-10

eluloze

-08

0.047 0.085

urea

KZHPO4  [NH4)2504

0.093

SAZBSS

PAZDSS

i
celuloze urea (NH4)2504  KZHPO4 SAZBSS PAZDSS

Slika 5.5.1. Matrica korelacije eksperimentalnih vrednosti koriS¢enih u fazi
modelovanja sastava hranljivog medijuma.

Dobijeni rezultati ukazuju na zanemarljivu korelaciju koncentracija
komponent hranljivog medijjuma, osim u slu¢aju medusobne zavisnosti izmedu
odziva za izolat Aspergillus flavus PAZ2DSS 1 celuloze. Ovaj koeficijent korelacije
implicira srednju statisticku zavisnost, 1 ukazuje na izvor ugljenika kao
potencijalno umereno vazan faktor za kultivaciju ovog izolata. Analiza korelacije,
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ne ukazuje na potrebu ignorisanja vrednosti 1z skupa podataka, 1 svi mereni
atributi su korisc¢eni u buduc¢em modelovanju.

5.5.2. Modelovanje sastava hranljivog medijuma primenom metodologije
odzivne povrsine

U narednom koraku istrazivanja, usledila je statisti¢ka analiza dobijenih
eksperimentalnih podataka, odnosno izmerenih vrednostli precnika zone
inhibicyje. Radi utvrdivanja statisticke znacajnosti dobiyenih modela, odnosno
kvaliteta fitovanja eksperimentalnih podataka polinomskom jednacinom drugog
reda izvrSena je analiza varijjanse (tabela 5.5.1 1 tabela 5.5.2). Dobiene p-
vrednosti upucuju na statisticku znacajnost modela (pri nivou znacajnosti od
95%). Takode, adekvatnost generisanih matematickih modela procenjena je na
osnovu Fiserovog testa (F-vrednosti). Poredenjem sa tabli¢nim vrednostima za
odgovarajucl stepen slobode primenjenog eksperimentalnog plana, uocava se
da su dobijene F-vrednosti vise, Sto ukazuje da su definisani modeli adekvatni
Za ponasanje posmatranog sistema, odnosno uticaja nezavisnih promenljivih na
odabrani odziv.

Tabela 5.5.1. Analiza varijjanse precnika zone inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog delovanja na 1zolat Aspegillus flavus SA2DSS u fazi modelovanja
sastava hranljivog medijuma.

Odziv sS DF MS - p- Re
vrednost vrednost
“ni 23139.19° 15,00° 1542613
Precnik zone 3525972 0,00 0,96
inhibicye 5}, 251" 12,00° 0,483

a —model; b —rezidual. SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 5.5.2. Analiza varijanse prec¢nika zone inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog delovanja na izolat Aspegillus flavus PA2DSS u fazi modelovanja
sastava hranljivog medijuma.

: F- p- )
Odziv S5 DF MS vrednost vrednost R
51 20035,228 15,002 1335,6812
Precnik zone 3518380 0,00 0.95
inhibicye 4 56 12,00 0,38

a—model; b —rezidual. SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Generisani matematicki modeli za odabrani odziv u slu¢aju oba
fitopatogena, Aspergillus flavus SA22BSS 1 Aspergillus flavus PA2DSS, prikazani
su u vidu vrednosti odsecCka, linearnih, kvadratnih 1 koeficijenata interakcije
izmedu nezavisnih promenljivih. Statisticka znacajnost uticaja nezavisnih
promenljivih prikazana je u vidu p-vrednosti za odgovarajuce koeficijente.
Statisticki znacajni koeficijenti definisanih matematickth modela 1 njihove p-

108



Doktorska disertacija Vanja Vlajkov

vrednosti osenceni su u tabelama 5.5.315.5.4. Pozitivan predznak kod linearnih
1 kvadratnih koeficijenata upucuje na direkinu vezu ispitivane nezavisne 1
zavisne promenljive, dok suprotno tome, negativan predznak govorl o reverznoj
korelacyl promenljive 1 odziva. Kada je re¢ o koeficijjentima interakcije koji
opisuju uticaj interakcije dve nezavisne promenljive, pozitivan predznak kod
koeficijenata interakcije govorl o sinergistickom delovanju, dok negativan
predznak ukazuje na antagonisticko delovanje nezavisnih promenljivih.

Matematicki model za zone inhibicije u slucaju fitopatogenog izolata
Aspergillus flavus SAZBSS (tabela 5.5.3) govorl o statisticki zna¢ajnom uticaju
linearnih koeficijenata inicijalnih koncentracija nutrijjenata. Linearni efekat
pocetne koncentracije svih komponenti definise se kao reverzan uticaj usled
postojanja negativnog predznaka ispred koeficljenata. Statisticku znacajanost
pokazuju 1 koeficijenti interakcije medu inicijalnim koncentracijama celuloze 1
kaljum-hidrogenfosfata, uree kao organskog 1 amonjum-sulfata kao
neroganskog izvora azota, 1 amonijum-sulfata i kalijjum-hidrogenfosfata. U sva trl
slu¢aja radi se o direktnom uticaju interakcije medu nezavisno promenljivim,
odnosno njihovom sinergistickom delovanju. Statisticku znacajnost, sa takode
pozitivnim predznakom, odnosno direktnim uticajem, pokazuju 1 kvadratni
koeficyjentl inicijalnih koncentracija celuloze, uree 1 kaljum-hidrogenfosfata.
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Tabela 5.5.3. Koeficjjenti regresione jednacine 1 njihove p-vrednosti za prec¢nik zone
inhibicije u slucaju fitopatogenog izolata Aspergillus flavus SA2BSS u fazi modelovanja
sastava hranljivog medijuma.

Koeficijent Vrednost p-vrednost
o} 38,98960 0,000000
p! -0,33876 0,000287
b? -1,49165 0,001542
b? -1,59720 0,000931
b? -3,70852 0,000007
b!? 0,00000 0,999989
b!? 0,00667 0,464301
b 0,05218 0,000442
b2 0,25333 0,000443
ol -0,01667 0,805301
b 0,15000 0,042610
b 0,00512 0,001688
b?2 0,17111 0,002853
b3 0,03111 0,510096
b 0,52719 0,000009

1 — celuloza; 2 — urea; 3 — amonijum-sulfat; 4 — kalijjum-hidrogenfosfat.

Matematicki model za zone inhibicije u slu¢aju fitopatogenog izolata
Aspergillus flavus PAZ2DSS (tabela 5.5.4) govorl o statisticki znacajnom
direktnom uticaju linearnog koeficyjenta koji se odnosi na inicjjalnu koncentraciju
1zvora neorganskog azota. Statisticku znacajnost pokazuje 1 antagonisticki efekat
interakcije inicijalnih koncentracija celuloze 1 uree, kao 1 interakcije izvora azota,
odnosno uree 1 amonijum-sulfata. Takode antagonisticki efekat ispoljava
interakcija pocetnih koncentracija amonijum-sulfata 1 kaljum-hidrogenfosfata,
dok suprotno tome sinergisticki efekt ostvaruje interakcia celuloze 1 kalijjum-
hidrogenfosfata. Efekat kvadratnih koeficijenata modela ukazuje na direktan
uticaj 1zvora ugljenika 1 reverzibilan utica] amonijum-sulfata.
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Tabela 5.5.4. Koeficjjenti regresione jednacine 1 njihove p-vrednosti za prec¢nik zone
inhibicije u sluc¢aju fitopatogenog izolata Aspergillus flavus PA2DSS u fazi modelovanja
sastava hranljivog medijuma.

Koeficijent Vrednost p-vrednost
o} 24,21942 0,000000
p! -0,10015 0,134429
b? 0,48611 0,179911
b? 1,52500 0,000769
b? 0,23958 0,609578
b!? -0,02000 0,031472
ol 0,00222 0,791376
b 0,02500 0,031472
b2 -0,12000 0,031472
ol 0,05000 0,432879
b -0,25000 0,001589
b 0,00414 0,004481
b?2 0,00222 0,959338
b3 -0,10444 0,030777
b -0,01736 0,799053

1 — celuloza; 2 — urea; 3 — amonijum-sulfat; 4 — kalijjum-hidrogenfosfat.

5.5.3. Modelovanje sastava hranljivog medijuma primenom metodologije
vestackih neuronskih mreZa

Clavni nedostatak vestackih neuronskih mreza, tokom obudavanja, je
zavisnost naspram kvantiteta raspolozivih podataka. U opStem slucaju za
pokusaj dubokog u¢enja, neophodan je velik skup podataka, u ¢iju svrhu se pre
obucavanja prediktivnog modela, dobijeni eksperimentalni podaci augmentuju
za nekoliko redova veli¢ine (Culilsar., 2014)

Proces augmentacije podataka zapodinje normalizacijom podataka na
opseg [0, 1] na osnovu predodredenih eksperimentalnih ograni¢enja
koncentracyje komponenti hranljivog medjuma kao 1 mogucih vrednosti
odzivne povrSine u instrumentima (tabela 5.5.5). Uvodenje normalizacije donosi
ekstrapolativno ogranic¢enje modela, ali takode 1 znac¢ajno smanjuje mogucnost
pojave pristrasnosti modela ka vec¢im vrednostima atributa (engl. bias) kao 1
problema eksplodirajucih 1 nestajucih gradijenata tokom optimizacije.
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Tabela 5.5.5. Opsezl za normalizaciju vrednostl u fazi augmentacije podataka za
modelovanje primenom vestac¢kih neuronskih mreza.

Atribut Opseg vrednosti za normalizaciju
celuloza 0-50 (g/1)
urea 0-10 (g/n)
(NH4):50, 0-10 (g/)
KHPO, 0-10 (g/l)
Aspergillus flavus SAZ2BSS 10 - 40 (mm)
Aspergillus flavus PA2DSS 10 -40 (mm)

Optimalna arhitektura mreze autoenkodera je dobiena pretragom
prostora parametara za broj neurona u izlaznom sloju enkodera, odnosno sloju
ugradnje (engl. embedding layer) [2-5], odabira aktivacione funkcie u
skrivenim slojevima enkodera 1 dekodera [elu, relu, sigmoid], brzine ucenja
[0,01-0,03] 1 stope degradacije brzine u¢enja [0,5-0,95]. Broj epoha je postavljan
na maksimalno 50000 iteracya, uz omoguc¢eno prevremeno zaustavljanje za
slucaj 1zuzetno malog variranja greske.

Odabrana arhitektura predstavlja model viSeslojnog perceptrona za
enkoder 1 dekoder, sa slojem ugradnje od cetirl neurona. Mere performanse
odabranog modela su odredene srednjom kvadratnom greSkom 1 koeficijentom
determinacije (tabela 5.5.6). Optimalne vrednosti parametara obucavanja,
odredene u prethodnom koraku su 0,03 za brzinu obucavanja sa stopom
degradacye od 0,8, elu (engl. Exponantial Linear Unit) aktivaciona funkcija u
svim slojevima osim izlaznog, na kojem je postavljen sigmoid.

Tabela 5.5.6. Rezultat obucavanja vestacke neuronske mreze u fazi modelovanja
sastava hranljivog medijuma primenom odabrane arhitekture.

[zolat Metrika Vrednost
_ MSE 0,0016
Aspergillus flavus SAZ2BSS
R? 0,969
. MSE 0,0015
Aspergillus flavus PA2DSS
R? 0,974

Tokom obucavanja je koris¢ena znacajnija regularizacija podataka, u vidu
odustajanja od veza u slojevima (engl. dropout) sa verovatnoc¢om od 5% kao 112
regularizacijom sa ja¢inom koeficijenta 0,01. Upotrebom jace regularizacije je
pospeSena sposobnost generalizovanja modela 1 smanjena mogucnost
preteranog uklapanja (engl. overfitting), sto predstavlja znacajan rizik pogotovo
u slu¢aju malog broja podataka.
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Obucavanje je sprovedeno nad ¢itavim skupom podataka, dovodenjem
istih podataka na ulaz 1 izlaz autoenkodera, za oba izolata zasebno. Nakon Sto je
model obuden, dekoderska mreza se i1zdvaja i1z arhitekture 1 uz pomoc
nasumicnog uzorkovanja brojeva 1z opsega (-1, 2,5], kojl odgovara malo
prosirenom opsegu koji se vidi na sloju ugradnje u originalnom skupu podataka.
Na ovaj nacin, skup podataka na izlazu iz dekodera nosi statisticke karakteristike
originalnog skupa podataka, ali uz mogucnost da se generiSe proizvoljan broj
novih podataka. Za potrebe obucavanja daljeg prediktora, generisano je 10000
novih uzoraka za svaki i1zolat. Nakon dobijanja novih uzoraka, postavljeni su
uslovi za obucavanje prediktivnog modela zasnovanog na neuronskim
mrezama. Definisan je eksperiment za pronalazenje optimalne arhitekture ovog
modela, nalik na onaj 1z prethodnog koraka.

Za ahitekturu neuronske mreze prediktivnog modela uzet je viSeslojni
perceptron sa tr1 skrivena sloja. Radi optimizacije modela za oba 1zolata,
upotrebljena je metodologyja unakrsne validacije (Mosier, 1951) [5-10],
aktivacione funkcije u skrivenim slojevima [elu, relu, sigmoid], brzine ucenja
[0,01-0,04] 1 stope degradacije brzine ucenja [0,3-0,95]. Kao skup za konac¢nu
validacyju, upotrebljen je originalni skup eksperimentalnih vrednost, koji postoji
samo u implicitnom obliku u podacima za obucavanje. Na ovaj nacin, validacija
prediktivnog modela, ujedno validira 1 uspesnost augmentacije podataka.

Rezultati obucavanja najboljih modela, kao 1 njthovi hiperparametri
prikazani su u tabeli 5.5.7. Performanse modela koje se uzimaju u obzir su
1zracunate nad validacionim skupom.

Tabela 5.5.7. Hiperparametri 1 rezultati obucavanja modela metodologijom vestackih
neuronskih mreza.

; S : Degradacija
Izolat Broj AktlvaC}pna Blv'zm.a Fr7ine MSE =
neurona  funkcija ucenja U
ucenja
Aspergillus flavus
SA2ZBSS ! elu 0,02 0,85 0,00092 | 0,86
Asperqgillus flavus
PA2DSS 10 elu 0,035 0,7 0,00073 | 0,84

Iako su koeficyjent determinacije 1 srednja kvadratna greska nad skupom
za obucavanje reda 0,98 1 10° respektivno, visoka tacnost nad validacionim
skupom pokazuje da je model uspeo dobro da predstavi originalne podatke.
Malo odstupanje od originalnog skupa, ukazuje na moguce poboljSanje u
generalizaciji modela, te ostaje za buduci eksperimentalni dokaz.
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5.5.4. Poredenje modela generisanih metodologijom odzivne povrsine i
metodologije vestackih neuronskih mreZa

Eksperimentalni podaci generisani Po Boks-Benkenovom
eksperimentalnom dizajnu u kome su varirana Cetirl faktora na tr1 nivoa (27
eksperimenata) (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4), 1skoriS¢eni su za definisanje
modela primenom metodologije odzivne povrsSine 1 metodologije vestackih
neuronskih mreza. Primenom metodologie odzivne povrSine, modell koji
opisuju ponaSanje sistema dobijeni su fitovanjem eskperimentalnih podataka
polinomom drugog reda. S druge strane, vestacke neuronske mreze koriste se
kao alternativa metodologljama koja podrazumeva generisanje modela
bazirano na polinomskoj regresiji, 1 omogucava modelovanje kompleksnih
nelinarnih odnosa (Rafigh i sar., 2014; Yang 1 sar., 2015).

Sagledavanje uticaja interakcije nezavisnih promenljivih (inicijalne
koncentracye celuloze, uree, amonijum-sulfata 1 kalijum-hidrogenfosfata) na
precnik zone inhibicije, na osnovu prethodno generisanih modela primenom
dve metodologije modelovanja, omoguceno je kontruisanjem odzivnih povrsina
koje ilustriju ponasanje posmatranog sistema (slike 8.6.1 —8.6.4).

Prvi set prikazan na slici 8.6.1 A 1slici 8.6.3 A u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicljalne koncentracije 1zvora ugljenika (celuloza) 1 inicijalne koncentracie
organskog 1zvora azota (urea) na precnik zone inhibicije izolata Aspergillus
flavus SAZBSS, pri srednjoj vrednosti 1z ispitivanog opsega Inicijalnih
koncentracyja izvora neorganskog azota, amonijum-sulfat, 1 fosfora, kaljum-
hidrogenfosfat (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Model dobijen metodologijom
odzivne povrsine predvida visoke vrednosti precnika zone inhibicijle u
kombinaciji maksimalnih ispitivanih inicjjalnih koncentracija izvora ugljenika 1
organskog azota, kao 1 u slu¢aju potpunog odsustva uree 1 vrednostima bliskim
minimalnim odnosno maksimalnim inicjjalnim koncentracya celuloze u okviru
definisanog opsega. Model dobijen metodologiyjom vestackih neuronskih mreza
ukazuje da se maksimizacija prec¢nika zone inhibicije belezi u sluc¢aju poslednje
navedene kombinacije predvidene modelom dobijenim primenom
metodologije odzivne povrsine, odnosno maksimalne inicijalne koncentracije
celuloze 1 niske vrednosti koncentracije uree (0-0,5 g/l).

Drugi set prikazan na slici 8.6.1 Bislici 8.6.3 B u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
inicijalne koncentracije izvora ugljenika (celuloza) 1 inicijalne koncentracije
neorganskog izvora azota (amonijum-sulfat) na precnik zone inhibicije 1zolata
Aspergillus flavus SAZBSS, pri srednjoj vrednostl 1z ispitivanog opsega inicijalnih
koncentracija izvora organskog azota, urea, 1 izvora fosfora, kaljum-
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hidrogenfostfat (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Modeli dobijeni metodologijom
odzivne povrsine 1 metodologyom vesStackih neuronskih mreza ukazuju na
gotovo 1denticnu zavisnost. Predvidena maksimizacija vrednosti precnika
inhibicije postize se u opsegu Inicijalne koncentracije amonijum-sulfata 0O-1 g/lu
kombinaciji sa minimalnim, odnosno 0-2 g/l sa maksimalnim koncentracjjama
celuloze u okviru ispitivanog opsega. Posmatrajuci odzive dobiene u prethodna
dva seta, zakljucuje se da je odlucujuci faktor za dobijanje efikasnog agensa
bicloSke kontrole, adekvatmo definisan odnos koli¢ina osnovnih komponentl
hranljivog medijuma, 1zvora ugljenika 1 azota. Kako se antagonisticka aktivnost
proizvodnog mikroorganizma pripisuje dvostrukom mehanizmu delovanja, koji
ukljucuje 1 biomasu 1 sekundarne metabolite, pored izvora ugljenika, neophodno
je prisustvo 1zvora azota kao klju¢nog nutrijenta za ostvarivanje obe funkcije. Sa
jedne strane se nalazi potreba za generisanjem velike koli¢ine biomase za Ciji
rast je potreban azot, a s druge, sinteza jedinjenja koja ispoljavaju antimikrobno
delovanje a pri tome su peptidne prirode (Singhisar., 2017; Medeotisar., 2017;
Fonseca1sar., 2007).

Tredi set prikazan na slic1 8.6.1 C1islici 8.6.3 C u Prilogu 6 ukazuju na uticaj
Inicyjalne koncentracije i1zvora ugljenika (celuloza) 1 inicijalne koncentracie
1zvora fosfora (kaljum-hidrogenfosfat) na prec¢nik zone inhibicije 1zolata
Aspergillus flavus SAZBSS, pri srednjoj vrednostl 1z ispitivanog opsega inicjjalnih
koncentracija izvora organskog 1 neorganskog azota, urea 1 amonijum-sulfat
(tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Model dobijen metodologijom odzivne povrsine
ukazuje da se maksimalna vrednost precnika inhibicije postize u opsegu
koncentracyja celuloze 30-35 g/l 1 kaljum-hidrogenfosfata 4-4,5 g/l. Pored
definisane relacye, u slucaju modela generisanog metodologijom vestackih
neuronskih mreza, maksimizacija precnika inhibicije dobija se 1 kombinacijom
minimalnih koncentracija 1 izvora ugljenika 1 izvora fosfora.

Cetvrti set prikazan na slici 8.6.1 D i slici 8.6.3 D u Prilogu 6 ukazuje na
utica) inicyjalne koncentracije izvora neorgasnkog azota (amonijum-sulfat) 1
inicijalne koncentracije izvora organskog azota (urea) na precnik zone inhibicije
izolata Aspergillus flavus SA2BSS, pri srednjoj vrednostl iz ispitivanog opsega
Inicyalnih koncentracya 1zvora uglienika, celuloza 1 fosfora, kaljum-
hidrogenfosfat (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Maksimalan prec¢nik inhibicije
predviden modelima generisanim primenom 1 metodologije odzivne povrsine 1
metodologye vesStackih neuronskih mreza, postize se pri minimalnim
vrednostima 1 organskog 1 neorganskog izvora azota u okviru ispitivanih opsega.
Ovakav rezultat potvrduje prethodno definisanu tvrdnju o znacaju odnosa

dostupnih koli¢ina osnovnih komponenti podloge, 1 ukazuju na negativan uticaj
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prisustva maksimalnih koncentracya 1 organskog 1 neorganskog izvora azota
(Rangarajan 1 Clarke, 2016).

Peti set prikazan na slici 8.6.1 E 1 slici 8.6.3 E u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicyalne koncentracije izvora organskog azota (urea) 1 inicijalne koncentracie
1zvora fosfata (kaljum-hidrogenfosfat) na precnik zone inhibicije 1zolata
Aspergillus flavus SAZBSS, pri srednjoj vrednostl 1z ispitivanog opsega inicijalnih
koncentracija 1zvora ugljenika, celuloza, 1 neorganskog azota, amonijjum-sulfat
(tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Model generisan primenom metodologije
odzivne povrsine ukazuje da se maksimizacija vrednostl precnika zone
inhibiclje postize pri  maksimalno] inicljalno] koncentracyi kaljum-
hidrogenfosfata 1 minimalnoj 1 maksimalnoj koncentraciji uree u okviru
Ispitivanog opsega. S druge strane, model vestackih neuronskih mreza
predvida maksimizaciju prec¢nika zone inhibicije u slu¢aju maksimalne odnosno
minimalne koncentracije kaljum-hidrogenfosfata u kombinaciji sa citavim
Ispitivanim opsegom 1nicijalne kocentracije uree. Dostupnost fosfora u
kultivacionom medijumu definiSe trajanje eksponencijalne faze rasta. Limitiranje
niskom koncentracyjom 1zvora fosfora rezultuje brzim ulaskom u stacionarnu
fazu rasta tokom koje nastaju sekundarni metaboliti. Odatle proizilazi
pretpostavka da su zone u tom slucaju bile vece kao posledica intenzivnije
produkcije lipopeptidnih jedinjenja. S druge strane, u sluc¢aju visih koncentracia
1zvora fosfora favorizuje se generisanje biomase proizvodnog mikroorganizma,
a samim tim 1 drugi mehanizam antagonisti¢kog delovanja (Cal i sar., 2019).

Sesti set prikazan na slici 8.6.1 F i slici 8.6.3 F u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicyjalne koncentracije 1zvora neorganskog azota (amonijum-sulfat) 1 inicjalne
koncentracije 1zvora fosfata (kalijum-hidrogen fosfat) na precnik zone inhibicije
1zolata Aspergillus flavus SAZ2BSS, pri srednjoj vrednosti iz ispitivanog opsega
Inicyalnih koncentracija izvora ugljenika, celuloza 1 organskog azota, urea
(tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4).

Maksimalna vrednost precnika inhibicije prema modelu dobijenim
metodologyom odzivne povrSine postize se u Cltavom ispitivanom opsegu
koncentracya amonijum-sulfata u kombinaciji sa maksimalnom koncentracijom
kaljum-hidrogenfosfata kao 1 u opsegu koncentracija amonijum-sulfata 0-1 g/lu
kombinaciji sa minimalnom koncentracijom kalijjum-hidrogenfosfata. Model
vestackih neuronskih mreza predvida maksimizaciu precnika zone inhibicije
kombinacijom minimalnih koncentracija 1 1zvora neorganskog azota 1 fosfora.
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Prvi set prikazan na slici 8.6.2 A 1slici 8.6.4 A u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicyjalne koncentracije i1zvora ugljenika (celuloza) 1 inicijalne koncentracie
organskog 1zvora azota (urea) na precnik zone inhibicije izolata Aspergillus
flavus PAZDSS, pri srednjo] vrednostl iz Ispitivanog opsega Inicjjalnih
koncentracija 1zvora neorganskog azota, amonijum-sulfat, 1 fosfora, kaljum-
hidrogenfosfat (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Prema predvidanjima modela
dobyenih primenom metodologije odzivne povrsine 1 metodologije vestackih
neuronskih mreza visoke vrednosti precnika zone inhibicije beleze se u opsegu
inicyjalnih koncentracija izvora ugljenika 30-35 g/l 1 organskog azota 0-2 g/l.
Dobijanje maksimalnih zona inhibicije pri minimalnim koncentracijama
organskog azota ukazuju da je neorganski izvor azota u prisutnoj koli¢ini
dovollan =za rast 1 metabolicku aktivnost primenjenog proizvodnog
mikroorganizma. Takode, ovakav rezultat potvrduje neophodnost definisanja
odgovarajuc¢eg odnosa izvora ugljenika 11zvora azota (Heryani 1 Putra, 2017).

Drugi set prikazan na slici 8.6.2 B1islici 8.6.4 B u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicljalne koncentracije 1zvora ugljenika (celuloza) 1 inicijalne koncentracie
neorganskog 1zvora azota (amonijjum-sulfat) na precnik zone inhibicije 1zolata
Aspergillus flavus PA2DSS, pri srednjoj vrednostl 1z ispitivanog opsega inicijalnih
koncentracja 1zvora organskog azota, urea, 1 izvora fosfora, kaljum-
hidrogenfosfat (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Oba modela, dobijena primenom
metodologle odzivne povrSine 1 metodologije neuronskih mreza, ukazuju na
maksimizaciju vrednosti pre¢nika zone inhibicije u gotovo Citavom opsegu
ispitivanih koncentracija amonijum-sulfata u kombinacii sa maksimalnim
koncentracijama celuloze.

Tredi set prikazan na slici 8.6.2 Cislici 8.6.4 C u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
inicyjalne koncentracije izvora ugljenika (celuloza) 1 inicijalne koncentracije
1zvora fosfora (kaljum-hidrogenfosfat) na precnik zone inhibicie 1zolata
Aspergillus flavus PA2DSS, pri srednjoj vrednostl 1z ispitivanog opsega inicijalnih
koncentracya 1zvora organskog 1 neorganskog azota, urea 1 amonijum-sulfat
(tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Prema predvidanju modela dobijenih primenom
metodologlye odzivne povrsine, maksimalna vrednost prec¢nika inhibicie
postize se u opsegu koncentracia celuloze 30-35 g/l 1 kaljum-hidrogenfosfata
4-4.5 g/l, dok je u slucaju modela vestackih neuronskih mreza definisan isti
opseg koncentracija celuloze 1 nesto Sirl opseg inicjjalnih koncentracija izvora
fosfata 2-4,5 g/l.

Cetvrti set prikazan na slici 8.6.2 D i slici 8.6.4 D u Prilogu 6 ukazuje na
uticaj inicijalne koncentracije izvora neorganskog azota (amonijum-sulfat) 1

117



Doktorska disertacija Vanja Vlajkov

Inicyalne koncentracije 1zvora organskog azota (urea) na precnik zone inhibicije
1zolata Aspergillus flavus PAZ2DSS, pri srednjoj vrednostl 1z 1spitivanog opsega
inicyalnih koncentracyja 1zvora ugljenika, celuloza, 1 fosfora, kaljum-
hidrogenfosfat (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Maksimalan precnik zone
inhibicyje, prema predvidanju modela generisanog primenom metodologije
odzivne povrsine, dobijen je u opsegu koncentracija organskog 1zvora azota
0-2 g/l 1 neorganskog izvora azota 3-5 g/l. Drugl model, zasnovan na
metodologyl vestackih neuronskih mreza, podrazumeva 1isti opseg =za
neorganski izvor azota ali u kombinacyli sa minimalnim koncentracijama
organskog izvora azota.

Peti set prikazan na slici 8.6.2 E 1 slici 8.6.4 E u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicyjalne koncentracije 1zvora organskog azota (urea) 1 inicjjalne koncentracie
1zvora fosfora (kaljum-hidrogenfosfat) na prec¢nik zone inhibicije 1zolata
Aspergillus flavus PA2DSS, pri srednjoj vrednostl 1z ispitivanog opsega inicijalnih
koncentracia 1zvora ugljenika, celuloza 1 neorganskog azota, amonijum-sulfat
(tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Model generisan primenom metodologije
odzivne povrsine predvida maksimizaclju vrednostl precnika zone inhibicjje u
Citavom opsegu 1nicijalnih koncentracija uree u kombinacii sa odgovarajucim
vrednostima Inicijalne koncentracyje kalijum-hidrogenfosfata. Adekvatne
kombinacyje podrazumevaju maksimalne inicijalne koncentracije uree 1
inicyjalne koncentracije kaljum-hidrogenfosfata u opsegu 3,5-4,5 g/l. Opseg
optimalnih vrednosti se Siri sve do kombinacije koja podrazumeva minimalne
inicjalne koncentracije uree 1 ¢itav ispitivani opseg koncentracija kalijum-
hidrogenfosfata. U sluc¢aju modela veStackih neuronskih mreza, maksimalan
precnik zone inhibicyje postize se pri kombinacijama maksimalne inicijalne
koncentracije organskog izvora azota 1 kaljum-hidrogenfosfata u opsegu 3—
5 g/l. Dobyeni rezultati upucuju na visoke nutritivnhe zahteve proizvodnog
mikroorganizma u pogledu 1 organskog izvora azota 1 izvora fosfata, za
ostvarivanje prvenstveno rasta 1 razmnozavanja celija, a nakon toga 1 njihove
metabolicke aktivnosti, $to zajedno rezultuje Intenzivnim supresiviim
delovanjem (Chiang i sar., 2012).

Sesti set prikazan na slici 8.6.2 F i slici 8.6.4 F u Prilogu 6 ukazuje na uticaj
Inicyalne koncentracije 1zvora neorganskog azota (amonijum-sulfat) 1 inicjalne
koncentracije izvora fosfata (kalijjum-hidrogen fosfat) na precnik zone inhibicije
1zolata Aspergillus flavus PAZ2DSS, pri srednjoj vrednosti 1z ispitivanog opsega
inicyalnih koncentracyja izvora organskog azota, urea, 1 1zvora ugljenika,
celuloza (tabela 4.9.3, Poglavlje 4.9.2.4). Maksimalna vrednost precnika

inhibicjje prema modelu dobijjenom metodologijom odzivne povrsine postize se
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pri inicjjalnim vrednostima koncentracije bliskim centralnoj tacki eksperimenta,
kao 1u kombinacii minimalnih inicyjalnih koncentracia kaljum-hidrogenfosfata 1
opsegu amonjum-sulfata 4-5 g/l, 1 kombinacyi maksimalnih inicijalnih
koncentracija kalijjum-hidrogenfosfata 1 opsegu amonijum-sulfata 0-2 g/l. Kada
je re¢ o modelu koji je generisan primenom metodologije vestackih neuronskih
mreza, predvidanja ukazuju da je optimalan opseg pomeren ka kombinaciji
maksimalnih vrednosti inicijalnih koncentracija izvora fosfata 1 minimalnih
koncentracija 1zvora neorganskog azota.

Poredenjem rezultata za modele generisane primenom metodologije
odzivne povrsine 1 metodologije vestackih neuronskih mreza, gde su vrednosti
koeficijenta determinacije iznosile za testirani 1zolat Aspergillus flavus SAZ2BSS
0,96 (RSM), 1 0,86 (ANN) odnosno izolat Aspergillus flavus PA2DSS 0,95 (RSM) 1
0,84 (ANN), zakljuc¢eno je da se u konkretnom slucaju eksperimentalni podaci
bolje fituju polinomom drugog reda. Na osnovu dobijenih rezultata, odlu¢eno je
da se u daljoj fazi optimizacyje bioprocesa koristti model generisan
metodologyom odzivne povrsine. Dobijeni RSM model bolje opisuje postojece
eksperimentalne podatke 1 to matematickim relacijama koje omogucavaju
dublje razumevanje uticaja definisanih promenljivih 1 njihovih medusobnih
interakclja na posmatrane odzive. Negativan aspekt primene metodologije
odzivne povrsine koji se odnosi na ogranic¢en eksperimentalni prostor 1 variranje
promenljivih u isklju¢ivo zadatom opsegu uz nemogucnost ekstrapolacije.
Analiza posmatranog sistema upotpunjena je generisanjem modela primenom
metodologije vestackih neuronskih mreza koji pruza informacie o uticaju
vrednosti faktora koji izlaze van opsega vrednosti zadatih eksperimentalnim
planom (Nor1sar., 2017; Lan1sar., 2015).
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5.5.5. Optimizacija sastava hranljivog medijjuma primenom metodologije
Zeljene funkcije

Nakon modelovanja prec¢nika zone inhibicije kao kljuénog odziva
posmatranog sistema, usledila je faza optimizacije sastava hranljivog medijuma
u pogledu odredivanja inicijalnih koncentracija nutrjenata. Definisanje uticaja
nezaivisnih promenljivih odnosno inicijalnih koncentracija nutrijenata na
posmatrani sistem generisanjem matematickih modela predstavlja osnov za
simulaciju bioprocesa. Dobijjenim matematickim relacijama moguce je odrediti
potrebne vrednosti nezavisnih promenljivih u ispitivanom opsegu kako bi se kao
krajnji rezultat dobio Zeljeni odziv. Na datom principu se zasniva optimizacija
bioprocesa kroz definisanje optimalnih vrednosti ulaznih parametara sa ciljem
postizanja optimalnih vrednosti zavisnih promenljivih od znacaja.

Kao jedno od najucestalijih reSenja namece se primena metode zeljene
funkcye kao softverskog reSenja koje podrazumeva primenu niza nelinearnih
algoritama radi pronalazenja optimalnog reSenja definisanog postavljenim
cljevima optimizacije (Costa 1 sar., 2011). Prvi korak podrazumeva odredivanje
zellenih ciljeva optimizacije kojl se odnose na ciljani opseg vrednosti
posmatranih odziva. Pored toga, nezavisno promenljivim se dodeljuju tezinski
koeficyjenti koji definisu znacajnost uticaja odredenog ulaznog parametra na
posmatrani odziv. Kao cilj optimizacije moze se takode postavitl 1 ciljana
vrednost odredenih nezavisno promenljivih. Naredni korak je konvertovanje
vrednosti odziva koje su dobijene unoSenjem pojedinac¢nih vrednostl nezavisno
promenljivih u definisane matematicke modele generisane metodologijom
odzivne povrsine u individualne Zeljene funkcije. Vrednosti Zeljenih funkcia
krecu se u opsegu od 0 do 1. U skladu sa odredenim ciljem optimizacije,
minimalna vrednost (0) podrazumeva najmanje pozelno, a nasuprot tome
maksimalna vrednost (1) oznacava najpozeljnije reSenje. Vrednost zZeljene
funkcije predstavlja geometrijsku sredinu vrednosti pojedinac¢nih Zeljenih
funkcyja (Costa1sar., 2011; Ferreira1sar., 2007).

Optimalno reSenje u pogledu sastava hranljive podloge za produkciju
agenasa bioloSke kontrole, definisano je setom optimizacije koji je
podrazumevao maksimizaciju prec¢nika zona Inhibicije za oba ispitivana
fitopatogena soja Aspergillus flavus SAZBSS 1 Aspergillus flavus PA2DSS 1
minimizaciju inicijjalne koncentracije izvora ugljenika i organskog izvora azota.
Maksimizacija prec¢nika zona inhibicije dovodi se u vezu sa maksimalnom
efikasnoSc¢u agensa bioloske kontrole u pogledu supresivnog delovanja na
Ispitivane fitopatogene. S druge strane, minimizacija koncentracija osnovnih
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komponent kultivacionog medijuma doprinosi snizavanju troskova proizvodnje
1 ekonomskoj isplativosti celokupnog bioprocesa. Istovremeno svim nezavisnim
1 zavisnim promenljivim je dodeljen jednak tezinski koeficijent 3 (raspon 1-5).

Tabela 5.5.8. Optimizovane vrednosti variranih faktora 1 predvidene vrednosti
precnika zone inhibicije kao rezultat optimizacije sastava hranljivog medijuma.

Faktor C1jj Optimizovana vrednost
Celuloza minimalan 5
Urea minimalan 0
(NH4).504 (g/l) u opsegu 3,17
K:HPO, (g/) u opsegu 0,5
Odziv Cilj Predvidena vrednost

Precnik zone inhibicije (mm)
Aspergillus flavus SAZ2BSS
Precnik zone inhibicije (mm)
Aspergillus flavus PAZDSS

maksimalan 30,66

maksimalan 27,84

Oslanjajucl se na dobijene rezultate prikazane u tabeli 5.5.8 postavljeni
cljevi optimizacionog seta ostvaruju se definisanjem sledeceg sastava
hranljivog medijuma: celuloza 5 g/l, urea O g/l, amonijum-sulfat 3,77 g/1, kalijum-
hidrogen fosfat 0,3 g/l1 magnezijum-sulfat heptahidrat 0,3 g/l. Vrednost dobijene
ukupne Zeljene funkcije iznosi 0,75. Rezultati optimizacije sastava hranljivog
medijuma potvrduju prethodno ustanovljenu relacju izmedu nezavisno
promenljivih varijabli 1 njihov uticaj na odabrani odziv zasnovanu na rezultatima
dobijenim primenom metodologije odzivne povrsine. Ukljucivanjem dobienih
vrednosti nezavisnih promenljivih u matematicke modele dobijene u fazi
modelovanja definiSu se predvidene vrednosti odziva. Pri rezultatima
optimizacionog seta predvidaju se vrednosti odziva u vidu precnika zone
inhibicije za soj Aspergillus flavus SAZ2BSS 30,66 mm, odnosno 27,84 mm za soj
Asperqgillus flavus PAZ2DSS.

Osnovni preduslov za komercijalizacju agenasa bioloske kontrole je
definisanje ekonomski pristupac¢nog medijuma koji ¢e omoguciti proizvodnju
dovoljne koli¢ine proizvoda na industrijskom nivou uz minimalne troskove 1
Istovremeno obezbedivanje maksimalnog nivoa antagonisticke aktivnosti.
Konstituenti medijjuma moraju da zadovoljavaju zahteve u pogledu podmirivanja
nutritivnih potreba proizvodnog izolata za umnozavanje biomase, snabdevanje
energyom 1 obavaljanje metabolicke aktivnosti. Predstavnici roda Bacillus
pokazali su se kao pogodni kandidati za skaliranje proizvodnog postupka do
industryjskih razmera uzevSi u obzir sposobnost usvajanja nutrijenata 1z

alternativnih 1 ekonomski podobnih supstrata (Yanez-Mendizdbal i sar., 2012).
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Pripadnici roda Bacillus sa akcentom na vrste Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus pumilus 1 Bacillus subtilis izdvajaju se po 1zrazenoj celulitickoj aktivnosti
(Siu-Rodas 1 sar., 2018; Ye 1 sar., 2018; Olanbiwoninu 1 Fasiku, 2015). Ovakvo
svojstvo proizvodnog 1zolata, koje se pripisuje 1 soju primenjivanom u okviru
doktorske disertacije pruza odlicnu osnovu za razmatranje primene razlicitth
1zvora lignoceluloznog materjjala kao sastavne komponente medijuma za
kultivacyju pogodnog za upotrebu 1 uvecanim razmerama proizvodnje (Jo 1 sar.,
2008; Kim1isar., 2012; Lin1sar., 2012; Manhar 1 sar., 2016).

5.6. Analiza toka bioprocesa u laboratorijskom bioreaktoru

Nakon definisanja optimalnih uslova proizvodnje agenasa bioloske
kontrole primenom Bacilus sp. BiosSol0Z2l u pogledu kvalitativnhog 1
kvantitativnog sastava hranljivog medijuma za kultivaciju, usledila je faza
1zvodenja bloprocesa u uvecanim razmerama, na nivou laboratoryskog
bioreaktora. U okviru ove faze istrazivanja izvrSena je validacija prethodno
definisanog optimalnog sastava kultivacionog medijuma ali 1 ispitivanje uticaja
Intenziteta aeracije 1 brzine meSanja kao klju¢nih parametara bioprocesa.
Eksperimentalni plan je podrazumevao varijjaciju dve nezavisne promenljive,
Intenziteta areacije 1 intenziteta mesanja, na dva nivoa u defnisanim opsezima 05
—1,5vvm1i 100 - 300 o/min.

Izvodenje bioprocesa na nivou laboratorijskog bioreaktora je vazan korak
razvoja tehnologie proizvodnje agenasa bioloske kontrole koji omogucava
simulaciju produkcyje u wuslovima Sto pribliznijim polu-industryskim 1
industrijskim razmerama. Transfer tehnologije sa laboratorijske na visu skalu
proizvodnje koja ¢e omoguciti komercijalizaciju preparata, oslanja se na
prethodno definisanje optimalnih uslova procesnih parametara koji favorizuju
rast 1 metabolicku aktivnost odabranog proizvodnog mikroorganizma (Pajcin 1
sar., 2020; Grahovac 1 sar., 2020; Montesinos, 2003). MeSanje je klju¢an
parametar izvodenja mikrobioloskih procesa u opstem slucaju, ¢ja se uloga
ogleda u obezbedivanju homogene sredine sa odlu¢ujuc¢im uticajem na stepen
promena hidrodinamickih uslova, razmenu toplote 1 prenos mase. S druge
strane, aeraclja definiSe nivo oksigenacije bioprocesa 1 dodatno doprinosi
homogenizaciji kultivacionog medijuma (Zhou 1 sar., 2018, Baras i sar., 2009).

Kultivacija proizvodnog mikroorganizma Bacillus sp. BioSol0Z21 vrSena je
u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 16 1, odnosno radne
zapremine 11 |, primenom hranljive podloge optimalnog sastava definisanog u
prethodnom koraku istrazivanja. Tokom kultivacije primenom in-line mernih
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Instrumenata praceni su sledeci parametri bioprocesa: temperatura, pH
vrednost, sadrzaj kiseonika. KoriS¢enjem off-line metoda za koje je bilo
potrebno vrsiti uzorkovanje u definisanim vremenskim intervalima tokom
trajanja kultivacije pracene su promene: sadrzaja biomase, sadrzaja celuloze,
sadrzaja ukupnog azota, antimikrobna aktvnost uzoraka kultivacione tecnosti 1
supernatanta protiv aflatoksigenih fitopatogenih izolata Aspergillus flavus
SAZBSS 1 Aspergillus flavus PAZDSS.

5.6.1. Analiza toka bioprocesa u laboratorijskom bioreaktoru pri intenzitetu
aeracije 0,5 vvm 1 brzini meSanja 100 o/min

Pracenje promene sadrzaja biomase tokom trajanja kultivacije
proizvodnog mikroorganizma Bacillus sp. BioSol021 vrseno je odredivanjem
broja vijabilnih ¢elija indirektno, metodom poseva. Trend prikazan na slici 5.6.1
je tipi¢an izgled krive rasta ¢elja proizvodnog mikroorganizma koju karakterise
prisustvo tri faze. Prva se odnosi na period adaptacije ¢elija uslovima kultivacije
— lag faza, koja se u konkretnom sluc¢aju deSava tokom prva 2 h izvodenja
bioprocesa. Ovako kratka 1 minimalno izrazena lag faza ukazuje na dobru
prilagodenost celija prolzvodnog mikroorganizma uslovima u bioreaktoru.
Ocigledno je da visSestruko pasaziranje koje je odabrano kao tehnika pripreme
inokuluma rezultuje ne samo uvecanjem zapremine inokuluma koje je kod
skaliranja neophodno, vec¢ i postizanjem vrhunskog kvaliteta. Nakon toga, dolazi
do intenzivnog umnozavanja biomase odnosno eksponencijalne faze rasta koja
se odigrava do 30. ¢asa kultivacije. Ipak, 1 tokom trajanja eksponencijalne faze,
uvida se razlika u brzini umnozavanja, pri ¢emu je ono intenzivnije tokom prvih
10 h kultivacye. Zakrivljenje krive 1 faza umnoZavanja celijja umerenieg
intenziteta oznacava ulazak u stacionarnu fazu rasta koja se odrzava sve do kraja
trajanja  kultivacye.  Maksimalna  koncentracyja  celja  proizvodnog
mikroorganizma Bacillus sp. BioSol021 7,83 log CFU/ml dostize se nakon 96 h
kultivacyje.
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Slika 5.6.1. Trend promene sadrzaja biomase tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 0,5 vvm 1 brzini mesSanja 100 o/min.

Promena vrednosti pH tokom trajanja kultivacije pracena je kontinualno, a
odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Na slici 5.6.2 je prikazan trend
promene vrednostli pH, gde se uocavaju varljjacije u pogledu povecanja 1
smanjenja vrednosti pH tokom prvih 12 h kultivacyje. Nakon dostizanja
maksimale vrednosti pH koja je iznosila 7,92, sledi kontinuirani pad do kraja
trajanja bioprocesa. Promene vrednosti pH objaSnjavaju se metabolickom
aktivnoscu proizvodnog mikroorganizma 1 produkcyom baznih 1 kiselih
metabolita. Tokom 1zvodenja kultivacije nije ukazana potreba za korekcijom
vrednosti pH, buduc¢i da su nekorigovane vrednosti sve vreme bile u
optimalnom opsegu. (Pajc¢in i sar., 2020; Okaiyeto 1 sar., 2016)
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Slika 5.6.2. Trend promene vrednosti pH tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus
sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu aeracije 0,5
vvm 1 brzini mesSanja 100 o/min.

Promena sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije pracena je
kontinualno, a odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Promene uslova
odvyanja bioprocesa u pogledu intenziteta aeracije 1 brzine meSanja se u
najveco] meri odrazavaju na sadrzaj kiseonika rastvorenog u kultivacionom
medijumu. Prva postavka eksperimenta u serijl izvodenja bioprocesa u
uvecanim razmerama, odnosno na nivou laboratorijskog bioreaktora,
podrazumevala je minimalne uslove intenziteta aeracije 1 brzine meSanja, 0,5
vvm 1 100 o/min. Na slici 5.6.3 je prikazan trend promene sadrzaja rastvorenog
kiseonika tokom trajanja kultivacije, kojl ne ukazuje na znacajnije promene u
kolicini dostupnog kiseonika. Razlika u maksimalnoj vrednosti koli¢ine
dostupnog kiseonika u pocetnoj tacki bioprocesa 1 minimalnoj vrednosti koja se
belezi na kraju izvodenja kultivacije je manja od 8%.
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Slika 5.6.3. Trend promene sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 0,5 vvm i brzini meSanja 100 o/min.

Promene koncentracije nutrijjenata (izvor ugljenika 1 izvor azota) tokom
trajanja bloprocesa primenom proizvodnog 1zolata Bacillus sp. BioSolO21
pracene su odredivanjem sadrzaja celuloze 1 ukupnog azota izvodenjem
standardnih analitickth metoda. Usled potroSnje nutrijenata na rast 1
razmnozavanje kao 1 metabolicku aktivnost, belezi se kontinuirani pad
rezidualnih koncentracija tokom ¢itavog trajanja kultivacije (slika 5.6.4). Ukupna
potrosnja celuloze, odnosno ukupnog azota, 1znosi 30% 1 49%. Visoke rezidualne
koncentracije ukazuju na potrebu daljeg poboljSanja parametara bioprocesa
kako bi se obezbedila bolja potrosnja nutrijjenata primenom istog inicljalnog
sastava hranljive podloge.
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Slika 5.6.4. Trend promene rezidualnih koncentracija nutrijjenata tokom trajanja
kultivacije primenom Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine
16 1 pri intenzitetu aeracije 0,5 vvm 1 brzini meSanja 100 o/min.

Procena nivoa antagonisticke aktivnosti agenasa bioloSke kontrole tokom
trajanja kultivacije pracena je testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka
kultivacione tecnosti 1 supernatanta protiv fitopatogenih izolata Aspergillus flavus
SA2DSS 1 Aspergillus flavus PAZDSS. Testiranje je vrseno difuzionom metodom
bunara, dok je inkubacija Petrl ploca sa zasejanim test mikroorganizmima 1
nanetim uzorcima trajala 96 h. Srednje vrednosti prec¢nika zone inhibicije
(podrucja gde nije doslo do rasta fitopatogenih gljiva) dobijenih testiranjem
antagonisticke aktivnostt uzoraka kultivacione tecnosti 1 supernatanta na
fitopatogene izolate Aspergillus flavus SA2DSS 1 Aspergillus flavus PA2DSS
tokom trajanja kultivacije prikazane su na slici 5.6.1. Dobijeni rezultati ukazuju na
dvostruki mehanizam delovanja agenasa bioloSke kontrole, imajuci u vidu da
antagonisticko delovanje ispoljavaju 1 uzorci kultivacione tecnosti gde su aktivne
komponente prevashodno celije proizvodnog soja ali 1 supernatant gde se
antimikrobno dejstvo pripisuje sintetisanim ekstracelularnim metabolitima.
Promena nivoa antagonistickog delovanja uzoraka kultivacione tecnosti tokom
trajanja kultivacije moze se dovestli u vezu sa Intenzitetom umnozavanja
proizvodnog 1zolata, prikazanim na slici 5.6.1, gde se evidentni porast zona
inhibicije belezi tokom eksponencijalne faze rasta. S druge strane ulazak
proizvodnog mikroorganizma u stacionarnu fazu rasta tokom koje dolazi do
1zrazaja metaboli¢ka aktivnost soja oznacava 1 porast zona inhibicije koje nastaju
delovanjem supernatanta. Osetljivost oba 1spitivana fitopatogena prema
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primenjenim agensima bioloske kontrole je priblizna, s tim da su ipak nesto vece
zone Inhibicije dobiene u sluc¢aju 1zolata Aspergillus flavus SA2DSS, za
kultivacionu tec¢nost 47 mm dok je za supernatant maksimalna vrednost 44 mm.
U slu¢aju drugog fitopatogenog izolata, Aspergillus flavus PAZDSS, maksimalna
zona Inhibicije za uzorak kultivacione tecnosti je 47 mm, a za supernatant 41 mm.
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Slika 5.6.5. Trend promene prec¢nika zone inhibicije testiranjem uzoraka kultivacione
teCnostli 1 supernatanta dobijenih tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus sp.
BioSol021 pri intenzitetu aeracije 0,5 vvim 1 brzini mesanja 100 o/min.

5.6.2. Analiza toka bioprocesa u laboratorijskom bioreaktoru pri uslovima
aeracije 0,5 vvin i meSanja 300 o/min

Trend prikazan na slici 5.6.6 ukazuje na dinamiku rasta proizvodnog
mikroorganizma karakteristicnu za bakterijske celije. Period adaptacije
proizvodnog mikroorganizma, pri definisanim eksperimentalnim uslovima,
odigrava se tokom prvih 5 casova 1zvodenja bioprocesa. Ukoliko se vrsi
poredenje sa prethodnom postavkom eskperimenta gde je primenjivan
trostruko manji intenzitet mesanja, lag faza u ovom slu¢aju ima nesto duZze
trajanje, Sto se moze objasnitl vecim stresom celija usled intenzivnijeg mesanja
(Wu 1 sar., 2019). Nakon lag faze, dolazi do perioda intenzivnog umnozavanja
biomase koji se odigrava do gotovo 20. ¢asa kultivacie. Na eksponencijalnu,
nastavlja se faza umerenijeg rasta celija bez izrazene stacionarne faze, kao
posledica primene wuslova koji pogoduju umnozavanju proizvodnog
mikroorganizma. Maksimalna koncentracija ¢eljja proizvodnog mikroorganizma
Bacillus sp. BioSol021 8,20 log CFU/ml dostize se nakon 96 h kultivacije.
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Slika 5.6.6. Trend promene sadrzaja biomase tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri uslovima
intenzitetu 0,5 vvm 1 brzini mesanja 300 o/min.

Promena vrednosti pH tokom trajanja kultivacije prac¢ena je kontinualno, a
odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Na slici 5.6.7 je prikazan trend
promene vrednosti pH, gde se uocCava porast u poc¢etnim c¢asovima kultivacije
koji ukazuje na metabolicku aktivnost proizvodnog soja koja rezultuje
dobijanjem proizvoda baznog karaktera. Nakon 3. ¢asa kultivaciyje zapodinje
kontinuirani pad vrednosti pH koji se nastavlja sve do kraja trajanja bioprocesa.
Finalna vrednost koja iznosi 7,54, 1 dalje se nalazi u okviru optimalnog opsega za
1zvodenje kultivacije.
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Slika 5.6.7. Trend promene vrednosti pH tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus
sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu aeracije 0,5
vvm 1 brzini mesSanja 300 o/min.

Promena sadrzaja rastvorenog kiseonika tokom trajanja kultivacie
pracena je kontinualno, a odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Druga
postavka eksperimenta u seriji izvodenja bioprocesa u uvecanim razmerama, u
laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 16 1, podrazumevala je
minimalne uslove intenziteta aeracije 0,5 vvim 1 maksimalnu vrednost brzine
meSanja prethodno definisanu eksperimentalnim planom, 300 o/min. Na slici
5.6.8 je prikazan trend promene sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije, pri
Cemu se uocCava kontinuirani pad koli¢ine dostupnog kiseonika tokom citavog
trajanja bioprocesa. Razlika u maksimalnoj vrednosti koli¢ine dostupnog
kiseonika u pocetnoj tacki bioprocesa 1 minimalnoj vrednosti koja se belezi na
kraju 1zvodenja kultivacije iznosi 15%. U poredenju sa prethodnom postavkom
eskperimenta sa trostruko manjim intenzitetom meSanja beleZzl se gotovo
duplirana potrosnja kiseonika Sto je u skladu sa cinjenicom da je u ovom
eksperimentu 1 koli¢ina umnoZzene biomase veca (Shih 1 sar., 2009).
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Slika 5.6.8. Trend promene sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 0,5 vvm 1 brzini mesSanja 300 o/min.

Promene koncentracije nutrijjenata (izvor ugljenika 1 izvor azota) pracene
su tokom ukupnog trajanja bioprocesa. Pocetne faze odvijanja kultivacye
prolzvodnog mikroorganizma vezuju se za Intenzivan rast 1 razmnozavanje
odakle potice neophodnost za usvajanjem hranljivih materjja. Dalji utroSak
nutrijjenata vezuje se za ostvarivanje metabolicke aktivnosti 1 sintezu proizvoda.
Pr1 definisanim uslovima bioprocesa zabelezZen je kontinuirani pad rezidualnih
koncentracya tokom citavog trajanja kultivacye (slika 5.6.9). Porast ukupne
potrosnje nutrijenata javlja se kao direktna posledica intenzivnijeg umnozavanja
biomase, §to se moze objasniti pozitivnim uticajem mesSanja na snabdevanje
¢elja proizvodnog mikroorganizma nutrijjentima (Tian 1 sar., 2016).
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Slika 5.6.9. Trend promene rezidualnih koncentracija nutrijjenata tokom trajanja
kultivacije primenom Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine
16 1 pri uslovima aeracie 0,5 vvm 1 inteziteta mesanja 300 o/min.

Procena nivoa antagonisticke aktivnosti agenasa bioloSke kontrole tokom
trajanja kultivacije pracena je testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka
kultivacione tecnosti 1 supernatanta protiv fitopatogenih izolata Aspergillus flavus
SA2DSS 1 Aspergillus flavus PAZDSS (slika 5.6.10). Testiranje je vrseno na
istovetan nacin kao u prethodnom setu eskperimenta, 1 u ovom slu¢aju dobijeni
rezultati ukazali su na dvostruki mehanizam delovanja agenasa bioloske
kontrole, budud¢i da antagonisticko] aktivnosti doprinosl 1 kompetitivha
sposobnost ¢elja proizvodnog soja ali 1 antibloza. Porast zona inhibicije kao
pokazatelja supresivnog delovanja desava se nakon 40. ¢asa kultivacije Sto je u
direktnoj vezi sa fazom rasta 1 nivoom metabolicke aktivnosti. Nivo inhibitorne
aktivnosti prema ispitivanim fitopatogenima se ne menja bitno do kraja trajanja
kultivacije kada se dostizu 1 maksimalne zone inhibicije u slu¢aju oba i1zolata.
Vrednostl za 1zolat Aspergillus flavus SAZ2DSS u slu¢aju uzoraka kultivacione
teCnosti 1 supernatanta iznose 41 mm 1 34 mm. Kada je re¢ o izolatu Aspergillus
flavus PA2DSS, pre¢nik zone inhibicije dobijen testiranjem kultivacione te¢nosti
je 41 mm, odnosno supernatanta 35 mm. Pri definisam eksperimentalnim
uslovima ne postojl znacajna razlika u osetljivostl testiranih fitopatogenima
prema primenjenim agensima bioloSke kontrole.
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Slika 5.6.10. Trend promene precnika zone inhibicije testiranjem uzoraka kultivacione
teCnosti 1 supernatanta dobijenih tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus sp.
BioSol021 pri intenzitetu aeracije 0,5 vvm 1 brzini mesanja 300 o/min.

5.6.3. Analiza toka bioprocesa u laboratorijskom bioreaktoru pri uslovima
aeracije 1,5 vvm i meSanja 100 o/min.

Trend prikazan na slici 5.6.11 ukazuje na promenu koncentracije c¢eljja
proizvodnog mikroorganizma tokom izvodenja bioprocesa. Pri definisanim
eksperimentalnim uslovima, uocava se gotovo potpuni izostanak lag faze,
odnosno perioda prilagodavanja celija. Kao Sto je sluc¢aj u prethodnom
eksperimentalnom setu, eskponencijalna faza rasta se uoc¢ava tokom prvih 20 h
kultivacye, bez izrazene stacionarne faze. Pozitivan trend rasta nastavlja se sve
do kraja trajanja bioprocesa, a maksimalna koncentracija c¢elja proizvodnog
mikroorganizma Bacilus sp. BioSol021 8,21 log CFU/ml, bliska vrednosti
prethodnog eksperimentalnog seta, dostize se nakon 96 h kultivacije. Finalna
vrednost koncentracije proizvodnog mikroorganizma je veca u odnosu na
Inicyalnu za red velicine.
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Slika 5.6.11. Trend promene sadrzaja biomase tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesSanja 100 o/min.

Promena vrednosti pH tokom trajanja kultivacije pracena je kontinualno, a
odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Na slici 5.6.12 je prikazana trend
promene vrednostl pH, pri ¢emu se je uocljiv inicijalni porast vrednosti pH tokom
prvih 8 h kultivacyje. Dalje promene vrednosti pH prati kontinuirani pad sa nesto
lzrazenijim varjjacama oko 20. Casa kultivacije. Ovakva dinamika promene
vrednosti pH dovodi se u vezu s rastom proizvodnog mikroorganizma 1
metabolickom aktivnoscu koja vodi produkcii komponenti pretezno kiselog
karaktera, karakteristicnim za energetski metabolizam. Finalna vrednost pH na
kraju kultivacye iznosila je 7,04, sto predstavlja optimalnu vrednost za odabrani
proizvodni mikroorganizam.

134



Doktorska disertacija Vanja Vlajkov

7.9
7.8
7.7
7.6
7.5
74
7.3
7.2
7.1

6.9
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Slika 5.6.12. Trend promene vrednosti pH tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus
sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu aeracije 1,5
vvm 1 brzini meSanja 100 o/min.

Promena sadrzaja rastvorenog kiseonika tokom trajanja kultivacie
pracena je kontinualno, a odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Uslovi
definisani u okviru trec¢eg seta eskperimenta koji je 1zveden u laboratorijskom
bioreaktoru podrazumeva maksimalan intenziteta aeracije 1,5 vvim 1 minimalnu
vrednost brzine mesSanja 100 o/min. Na slici 5.6.13 je prikazana je promena
sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije, pri ¢emu se uocava osetniji pad
koli¢ine dostupnog kiseonika u poredenju sa rezultatima za prethodno izvedene
kultivacyje u okviru eksperimentalnog plana. Drasti¢niji pad vrednosti sadrzaja
kiseonika deSava se oko 20. ¢asa kultivacije $to se povezuje sa vecim potrebama
proizvodnog mikroorganizma usled ulaska u fazu rasta koju karakterisSe
intenzivnija metebolicka aktivnost. Razlika u maksimalnoj vrednosti koli¢ine
dostupnog kiseonika u pocetnoj tacki bioprocesa 1 minimalnoj vrednosti koja se
belezi na kraju izvodenja kultivacije 1znosi nesto manje od 30%. U poredenju sa
prethodnom postavkom eskperimenta gde su uslovi odgovarali minimalnoj
vrednosti intenziteta areacije 1 maksimalnoj vrednosti intenziteta meSanja gotovo
je udvostruc¢ena potrosnja kiseonika, Sto je omogucilo 1 generisanje vece
koli¢ine biomase.
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Slika 5.6.13. Trend promene sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesSanja 100 o/min.

Promene koncentracije nutrijjenata (1zvor ugljenika 1 izvor azota) tokom
trajanja bloprocesa primenom proizvodnog 1zolata Bacillus sp. BioSolO21
pracene su odredivanjem sadrzaja celuloze 1 ukupnog azota 1zvodenjem
standardnih analitickih metoda. Kao §to je sluca) u prethodna dva
eksperimentalna seta, tokom Ccitavog trajanja kultivacije zabelezen je
kontinuirani pad rezidualnih koncentracija celuloze 1 ukupnog azota (slika
5.6.14). Uslovi mntenzivnog meSanja uslovljavaju bolju distribucyju hranljivih
materija u zapremini kultivacione tecnosti Sto rezultuyje 1 njihovom vecom
ukupnom potrosnjom (Dey 1 sar., 2017). Dobijeni rezultati su u skladu sa
podacima za koli¢inu generisane biomase 1 izmerenim zonama precnika zone
inhibicyje. Intenzivnije supresivno delovanje nastaje kao rezultat kompetitivne
aktivnosti visoke koncentracije ¢elja proizvodnog mikroorganizma 1 produkcije
visih prinosa antimikrobnih komponenti (Stamenkovi¢-Stojanovic¢ i sar., 2019).
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Slika 5.6.14. Trend promene rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom trajanja
kultivacije primenom Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine
16 1 pri intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini meSanja 100 o/min.

Procena nivoa antagonisticke aktivnosti agenasa bioloSke kontrole tokom
trajanja kultivacije pracena je testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka
kultivacione tecnosti 1 supernatanta protiv fitopatogenih izolata Aspergillus flavus
SA2DSS 1 Aspergillus flavus PAZDSS. Testiranje supresivnog delovanja
proizvedenih agenasa bioloSke kontrole ponovljeno je na isti nac¢in kao u slu¢aju
prethodne dve postavke eksperimenta. Trend promene vrednosti izmerenih
precnika zone inhibicije za uzorke kultivacione tec¢nosti ukazuje na kontinuirani
porast antagonisticke aktivnosti (slika 5.6.15). Supresivno delovanje zasniva se
na delovanju celija proizvodnog mikroorganizma ali 1 aktivnosti proizvoda
metabolizma. ViSestruki mehanizam delovanja u svojstvu agenasa bioloske
kontrole je uobicajena karakteristika pripadnika roda Bacillus Sto 1th ujedno ¢ini 1
jednim od vodecih kanidata za ovakav vid primene (Shafi1sar., 2017; Ongena 1
Jacques, 2008). U konkretnoj eksperimentalnoj postavci, rezultati merenja zona
inhibicije dobijeni testiranjem antagonisti¢ke aktivnosti na oba predstavnika
aflatoksigenih Aspergillus flavus gljiva, upucuju na vecu osetljivost 1zolata u
odnosu na prethodne setove eksperimenata. Ovakav ishod upucuje na pozitivan
utica] intenzivne aeracije tokom izvodenja kultivacije, kako na rast celija
proizvodnog soja tako 1 njegovu metabolicku aktivnost. Maksimalne zone
inhibicije dobijene nakon 96 h kultivacije su iznosile, za izolat Aspergillus flavus
SAZBSS testiranjem kultivacione tecnosti 1 supernatanta 54 mm 1 48 mm, redom.
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Zaizolat Aspergillus flavus PA2DSS, dobijena vrednost za kultivacionu tecnost je
50 mm, a za supernatant 40 mm.
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Slika 5.6.15. Trend promene precnika zone inhibicije testiranjem uzoraka kultivacione
teCnosti 1 supernatanta dobijenih tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus sp.
BioSol021 pri intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesanja 100 o/min.

5.6.4. Analiza toka bioprocesa u laboratorijskom bioreaktoru pri uslovima
aeracije 1,5 vvm i meSanja 300 o/min.

Trend prikazan na slici 5.6.16 ukazuje na promenu sadrzaja biomase
proizvodnog mikroorganizma tokom 1zvodenja bioprocesa. Pri definisanim
eksperimentalnim uslovima, koji su podrazumevali maksimalan intenzitet
aeracije 1 brzine meSanja, uoCava se 1zostanak lag faze, uz Iizrazen
eksponencijalni rast koncentracije c¢elja. Ako se uporede rezultati sa drugom
postavkom eksperimenta sa istim uslovima mesanja gde je oc¢igledno postojanje
lag faze, stres celija u ovom eksperimentu ne dolazl do i1zrazaja usled boljeg
snabdevanja kiseonikom 1 njegovom intenzivnijjom potroSnjom u prvim
¢asovima kultivacije (Shih 1 sar., 2009). Uvecanje sadrzaja biomase za Citavu
logaritamsku jedinicu postize se vec nakon 40. ¢asa kultivacije, sto je duplo veca
koncentracyja u odnosu na vrednost postignutu za isto vreme u prvom
eksperimentalnom setu. Bitna razlika u odnosu na krive rasta generisane u
prethodnim setovima eskperimenata jeste o¢igledno prisustvo stacionarne faze
rasta. U periodu kada se odigrava stacionarna faza nastavlja se pozitivan trend
umerenijeg Intenziteta u pogledu uvecanja sadrzaja biomase sve do kraja
trajanja  bloprocesa. Maksimalna koncentracya celija  proizvodnog
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mikroorganizma Bacillus sp. BioSol021 8,31 log CFU/ml dostize se nakon 96 h
kultivacije.
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Slika 5.6.16. Trend promene sadrzaja biomase tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesSanja 300 o/min.

Promena vrednosti pH tokom trajanja kultivacije pracena je kontinualno.
Na slici 5.6.17 je prikazan trend promene vrednosti pH sa karakteristi¢nim
porastom u toku prvih ¢asova izvodenja kultivacije. Dalje promene teku u smeru
kontinuiranog smanjenja do minimalne vrednosti koja se dostize na samom kraju
kultivacye 1 1znosli 7,03. [ pored evidentnog pada, krajnja vrednost pH nalazi se
u optimalnom opsegu. Trend smanjenja vrednostti pH objasnjava se
metabolickom aktivnoS¢u proizvodnog mikroorganizma koja se bazira na
produkciji metabolita kiselog karaktera. Pored odgovarajuceg odabira
komponenti kultivacionog medijjuma, adekvatnog nivoa oksigenacie
bioprocesa, vrednost pH se navodi kao bitan faktor koji odreduje nivo
produkcije lipopeptidnih komponenti, kao vaznih ¢inilaca koji definisu potencijal
biokontrolnih agenasa. Razlika izmedu inicijjalne 1 finalne vrednosti pH tokom sve
Cetirl eksperimentalne postavke nije prelazila jednu pH jedinicu. Ovakav opseg
vrednosti pH odgovara idealnim uslovima za rast 1 Zeljenu metabolicku aktivnost
proizvodnog mikroorganizma (Satapute i sar., 2012; Yaseenisar., 2017).
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Slika 5.6.17. Trend promene vrednosti pH tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus
sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu aeracije 1,5
vvm 1 brzini mesSanja 300 o/min.

Promena sadrzaja rastvorenog kiseonika tokom trajanja kultivacie
pracena je kontinualno, a odziv je detektovan na svakih 60 sekundi. Uslovi
definisani poslednjim setom eskperimenta kojl je 1zveden u laboratorijskom
bioreaktoru podrazumevali su maksimalan intenzitet aeraciye 1,5 vvm, 1
maksimalnu brzinu mesanja 300 o/min. Na slici 5.6.18 je prikazana promena
sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije, koja ukazuje na ujednacen pad
vrednosti tokom ¢itavog trajanja bioprocesa. Ovako postavljeni eskperimentalni
uslovi favorizovali su homogenizaciju kultivacionog medijuma, prenos mase
nutrijjenata, 1 snabdevanje celija dovoljnom koli¢inom kiseonika. Intenzivna
aeracija u kombinaciji sa intenzivnim mesanjem takode obezbeduje efikasno
dispergovanje mehurica vazduha 1 transfer kiseonika do ¢elija proizvodnog
mikroorganizma, na Sta upucuju 1 dobijeni rezultati u smislu visoke potrosnje
koja rezultuje smanjenjem sadrzaja dostupnog kiseonika tokom izvodenja
bioprocesa koje iznosi gotovo 70% (Mounsef 1 Lteif, 2015). Pored pomentih
uloga, Intenzivna aeraclja olakSava eliminaciju gasovitih produkata nastalih
tokom kultivacije, ¢ime se dodatno postize bolja produktivnost bioprocesa (Wu
1sar., 2019).
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Slika 5.6.18. Trend promene sadrzaja kiseonika tokom trajanja kultivacije primenom
Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine 16 1 pri intenzitetu
aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesSanja 300 o/min.

Promene koncentracije nutrijjenata (1zvor ugljenika 1 izvor azota) tokom
trajanja bloprocesa primenom proizvodnog 1zolata Bacillus sp. BioSolO21
pracene su odredivanjem sadrzaja celuloze 1 ukupnog azota 1zvodenjem
standardnih analitickih metoda. U poslednjem eksperimentalnom setu koji
karakteriSu maksimalan intenzitet aeracije 1 brzine meSanja, beleZi se 1 najveca
potro$nja 1zvora ugljenika 1 azota. Definisani eksperimentalni uslovi
omogucavaju bolje snabdevanje celja proizvodnog mikroorganizma
nutrijjentima Sto uslovljava 1 intenzivnijl rast 1 razmnozavanje kao 1 produkciju
sekundarnih proizvoda metabolizma (Tzengisar., 2008). Tokom ¢itavog trajanja
kultivacyje zabeleZeno je kontinuirano smanjenje rezidualnih koncentracija
celuloze 1 ukupnog azota (slika 5.6.19).
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Slika 5.6.19. Trend promene rezidualnih koncentracija nutrijenata tokom trajanja
kultivacije primenom Bacillus sp. BioSol021 u laboratorijskom bioreaktoru zapremine
16 1 pri intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini meSanja 300 o/min.

Procena nivoa antagonisticke aktivnosti agenasa bioloSke kontrole tokom
trajanja kultivacije pracena je testiranjem antimikrobne aktivnosti uzoraka
kultivacione tecnosti 1 supernatanta protiv fitopatogenih izolata Aspergillus flavus
SA2DSS 1 Aspergillus flavus PAZ2DSS. Poslednji  eksperimentalni  set
podrazumevao je maksimalne uslove intenziteta aeracije 1 brzine mesSanja.
Ovakvi uslovi 1spostavili su se najpogodnim sa aspekta nivoa antagonistiCke
aktivnosti prevashodno uzoraka kultivacione tec¢nosti. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa odredenim vrednostima koncentracije biomase, koje su prl
definisam eksperimentalnim uslovima dostigle maksimum (slika 5.6.20). S druge
strane, uoCava se osetnija razlika u supresivnom delovanju uzoraka supernanta
kada je rec o testiranim fitopatogenim 1zolatima. Soj Aspergillus flavus PAZ2DSS
pokazuje manju osetljivost prema primenjenim agensima bioloske kontrole sa
maksimalnom zonom inhibicije koja iznosi 43 mm, nasuprot izolatu Aspergillus
flavus SA2DSS sa zonama koje dostizu 58 mm. Ovakav ishod upucuje na razliku
u osetljivosti test mikroorganizama na delovanje metabolita ¢ija se produkcija
favorizuje u konkretnim eksperimentalnim uslovima. Dobijeni rezultati takode
ukazuju da je antimikrobna aktivnost posledica delovanja veceg broja
komponenti, 1 da je pri tome prisutna razlic¢ita osetljivost testiranih fitopatogena
na one koje su u vecim koli¢inama produkovane pri vec¢em intenzitetu aeracije 1
mesSanja. Vrednostl zona inhibicje za oba 1zolata su imale maksimalne 11stovetne
vrednosti, 60 mm.
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Slika 5.6.20. Trend promene precnika zone inhibicije testiranjem uzoraka kultivacione
teCnosti 1 supernatanta dobijenih tokom trajanja kultivacije primenom Bacillus sp.
BioSol021 pri intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesanja 300 o/min.

5.7. Optimizacija procesnih parametara

Faza koja je usledila nakon izvodenja kultivacija u uvec¢anim razmerama,
odnosno u laboratorijskom bioreaktoru ukupne zapremine 16 1 (EDF — 15.4_1,
A/S Biotehniskais centrs, Riga, Letonija) primenom proizvodnog soja Bacillus sp.
BiosSol021, podrazumevala je optimizacyu klju¢nih procesnih parametara
bioprocesa: intenzitet aeracije, brzina mesanja 1 vreme kultivacije. U prethodno
1zvedenim eksperimentalnim setovima vrsena je varijacija parametara zadatim
vrednostima a generisani podacl su potom iskoriS¢eni za dalji korak
optimizacije. Kao statisticki pristup koji pogoduje obradi konkretnih
eksperimentalnih podataka izabran je Taguci (engl. Taguchi) metod.

U osnovi Taguc¢i metodologije je optimizacija procesa na osnovu jedne
karakteristike kvaliteta. Optimizaciona metoda je bazirana na formiranju
optimalnog skupa vrednosti parametara procesa koji zadovoljava nominalnu,
maksimalnu ili minimalnu vrednost odabrane karakteristike kvaliteta u zavisnosti
od potreba krajnjeg cilja posmatranog procesa (Kuguk 1 sar., 2017). Ovakav
pristup Cesto se pronalazi kao reSenje pri optimizaciji uslova biotehnoloske
proizvodnje, ukljucujuci vrednost pH, temperaturu, vreme kultivacije, sastav
hranljivog medijuma, ali 1 intentizet aracye 1 brzinu meSanja (Singh 1 sar., 2017;
Mazeed 1 sar., 2012; Suwanmanon i Hseih, 2014; Makowski i sar., 2017).
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Za postupak optimizacije koriscen je Tagucijev Ly ortogonalni niz, kojt
podrazumeva varijjaciju tr1 faktora na dva nivoa. Kao faktori definisani su
intenzitet areacie (0,5 vvm, 1,5 vvim), brzina mesanja (100 o/min, 300 o/min) i
vreme trajanja kultivacyje (72 h, 96 h). Posmatrani odziv je precnik zone inhibicije
1zolata Aspergillus flavus SAZBB 1 Aspergillus flavus PA2DSS kao direktan
pokazatel] supresivnog delovanja proizvodnog mikroorganizma Bacillus sp.
BioSol021. Budud¢i da jJe postavljeni cij optimizacije podrazumevao
maksimizaciju precnika zone inhibicije, definisana je funkcija odnosa S/N ,,Sto je
vece to je bolje”.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.7.1 a) gde je izvrSena analiza S/N
vrednosti za tr1 poredena faktora u slucaju izolata Aspergillus flavus SA2BB
zakljucuje se da najveci uticaj na odabrani odziv pokazuje intenzitet aeracie.
Izvodenjem bioprocesa pri uslovima intenzivne aeracije obezbeduje se bolje
snabdevanje celija proizvodnog mikroorganizma molekulima kiseonika kao 1
dodatno meSanje kultivacionog medijuma. Adekvatna homogenizacia
doprinosi boljoj potro$nji nutrijenata sto deluje stimulativno kako na rast celija
tako 1 njihovu metabolicku aktivnost (Amaniisar., 2010; Shihisar., 2009). Gotovo
identi¢an sluc¢aj uocava se na slici 5.7.1 b) gde su prikazani rezultati za izolat
Aspergillus flavus PAZDSS.
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Slika 5.7.1. Uticaj faktora na vrednost S/N za precnik zone inhibicije za testirane
fitopatogene izolate: a) Aspergillus flavus SAZ2BSS 1 b) Aspergillus flavus PAZDSS. C1 —
intengzitet areacije; C2 — brzina mesanja; C3 — kultivaciono vreme.

Craficki prikazi interakcija medu ispitivanim faktorima daju odgovore o
njihovom medusobnom odnosu, tj. da li uticaj jednog faktora na odabrani odziv
zavisl od nivoa drugog faktora. Ukoliko su linjje medusobno paralelne, to znaci
da ne postoji medusobni odnos faktora, dok suprotno tome, drugaciji polozaj
linijja upucuje na njihovu interakciju.
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Analizom grafickih prikaza interakcya ispitivanih faktora, kao 1
pojedinacnih efekata faktora na ispitivani odziv (slika 5.7.1 1 slika 5.7.2) moze se
1zvestl zaklju¢ak da optimalni uslovi za izvodenje bioprocesa podrazumevaju
maksimalne ispitivane vrednosti intenziteta aeracije 1,5 vvm, brzine meSanja
300 o/min, 1 trajanja kultivacije 96 h.

Interaction Plot for SN ratios Interaction Plot for SN ratios
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Slika 5.7.2. Uticaj interakcije faktora na vrednost S/N za prec¢nik zone inhibicije za
testirane fitopatogene izolate: a) Aspergillus flavus SAZ2BSS 1b) Asperqgillus flavus
PAZDSS. Cl —intenzitet areacije; C2 — brzina meSanja; C3 — kultivaciono vreme.

Detaljnom analizom eksperimentalnih podataka dobijenih pra¢enjem toka
kultivacye u laboratorijskom bioreaktoru, kao 1 generisanih rezultata nastalih
njihovom statistickom obradom dolazi se do zaklju¢ka da dostupnost kiseonika 1
nivo homogenizacije kultivacione tecnosti definiSu uspesSnost konkretnog
bioprocesa. Dobijeni rezultati jasno upucuju da vecdi intenzitet aeracije 1 brzine
meSanja uti¢u na pojacanu akumulaciju biomase. Ovakav ishod objasnjava se
boljim snabdevanjem c¢eljja proizvodnog soja kiseonikom 1 nutrjjentima tokom
Citavog trajanja kultivacije, ukljuc¢ujuci 1 terminalne faze kada dolazi do znacajne
promene viskoziteta kultivacione tecnosti. Nivo potroSnje nutrijenata takode
raste intenzifikacijom uslova meSanja 1 aeracije kao posledica boljeg prenosa
mase (Cromwick 1 sar., 1996; Bajaj 1 Singhal, 2010; Abdella 1 sar., 2020).

Adekvatna kontrola vancelyjskog okruzenja, ukljucujuci 1 nivo rastvorenog
kiseonika, neophodna je za usmeravanje bioprocesa ka dobiljanju zeljenog
proizvoda 1l povecanju njegovog prinosa. Prisustvo kiseonika pokazuje razlicite
efekte na sintezu proizvoda u aerobnim procesima usmeravanjem metabolickih
puteva 1 promenom metabolickog fluksa. Izbor bioreaktora 1 optimalnih
parametara proizvodnje u uvecanim razmerama, podrazumeva razmatranje
nekoliko vaznih aspekata bioprocesa ukljucuju¢i energetske zahteve
konkretnog postupka, hidro-mehanicki stres i ponasanje fluida, kao 1 c¢elijski
odgovor uzrokovan disipacijom energije meSanja (Sarrafzadeh i sar., 2014).
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U skladu sa uslovima rasta ¢eljja 1 na osnovu analize metabolickih puteva,
dokazano je da odvijanje odredenih bioprocesa zahteva viSe vrednosti brizine
transfera kiseonika, dok je za pojedine klju¢an parametar kontrolisan nivo
dostupnog kiseonika. Kada je re¢ o bakterjjama roda Bacillus u kontekstu odnosa
sa spoljasnjom sredinom, kompleksnost ovih interakcija Cesto se ogleda u
posledi¢nim reakcyama koje se javljaju kao odgovor na odredenu metabolicku
aktivnost (Sarrafzadeh 1 sar., 2014).

Maksimalan nivo sinteze proizvoda sekundarnog metabolizma
karakteristi¢nih za predstavnike roda Bacillus deSava se nakon stadijuma
Intenzivnog rasta c¢elja kada nastupaju uslovi koji limitiraju dalje generisanje
biomase. Ovo objaSnjava definisano optimalno vreme trajanja kultivacija od
96 h, kao neophodno za postizanje maksimalne efikasnosti proizvedenih
agenasa bioloske kontrole (Korenblum 1 sar., 2005; Li1sar., 2021; Perumal i sar.,
2019). Sinteza metabolita kontrolisana je mehanizmima koji su takode uklju¢eni
u Inicijaciju sporulacyje, 1ako se ne radi o medusobno uslov]jenim procesima.
Poznato je da se sporulacija javlja kao metabolicki fenomen medu sporogenim
vrstama 1 da se procesl uklju¢eni u njeno odigravanje razlikuju od onih koji se
odnose na vegetativni rast ¢elja. Sporulacija je Inicirana stresom 1zazvanim
uticajima okruZenja pod kojima nije moguc¢ vegetativni rast ¢elija (Sarrafzadeh 1
sar., 2014). SuocCeni sa iscrpljenjem nutrijenata predstavnici roda Bacillus
razvijaju neki od odgovora medu kojima su 1 produkcija antibiotka 1 fenomen
sporulacije. U zavisnostl od signala iz okruZenja u kom se nalaze, stimuliSe se
odnosno inhibira neka od navedenih aktivnosti. Dobijanje sporogenih oblika kao
1 produkcija antimikrobnih metabolita su od klju¢nog znacaja za razvoj agenasa
biocloSke kontrole. Biotehnolosko reSenje produkcije biokontrolnih agenasa
usmerava se ka maksimizacyl koncentracije  sporogenih  oblika
mikroorganizama, lako je fiziologija vegetativnih celija zapravo odgovorna za
aktivnost biokontrolnih agenasa u uslovima polja (Lacerda 1 sar., 2010). Razlog
ovakvog pristupa objaSnjava se pogodnoscu primene sporogenih oblika pri
razlicitim tehnikama formulacije finalnog preparate kao 1 boljom stabilnoScu 1
duzim rokom trajanja proizvoda.
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5.8. Identifikacija antimikrobnih komponenti dobijenih izvodenjem
bioprocesa u laboratorijskom bioreaktoru

Pripadnici roda Bacillus prepoznati su kao znacajni producerl bioloski
aktivnih molekula sa 1zrazenim inhibitornim delovanjem prema fitopatogenim
vrstama. Ciklicni lipidi klasifikovani u tr1 familije kao predstavnici surfaktina,
fengicina 1 iturina, izdvajaju se po svom potencijalu antimikrobne aktivnosti 1
ujedno su komponente od velikog znacaja 1z ugla biotehnoloske proizvodnje.
Pored cinjenice da se ponasaju kao antagonistl prema fitopatogenim vrstama,
istrazivanja su ukazala na dodatni uticaj lipopetidnih komponenti na sposobnost
kolonizacye korena biljaka 1 ispoljavanje uloge imuno-stimulatora (Ongena 1
Jacques, 2008).

Sinteza lipopeptida uslovljena je sastavom hranljivog medijuma ali 1
fizicko-hemijskim uslovima proizvodnje koji se odnose na temperaturu,
dostupnost kiseonika 1 vrednost pH. Produkcija razlicitth lipopeptidnih
komponenti vezuje sa odredene faze rasta, pa jJe tako sinteza surfaktina
najintenzivnija u tranziciji izmedu eksponencijalne 1 stacionarne faze, fengicini
se produkuju u ranoj stacionarnoj fazi dok se kao poslednja desava akumulacia
iturina (Ongena 1 Jacques, 2008). Produkcia lipopeptida je vazan segment
bioloske aktivnosti antagonistickih sojeva roda Bacillus (Rodriguez-Chéavezisar.,
2019). S druge strane, veliko interesovanje 1 potencijal komercijalne primene
samih bioloSki aktivnih jedinjenja limitirano je kompleksnosc¢u 1 visokim
troskovima postupka prec¢isc¢avanja. Uobi¢ajeno primenjivane analiticke metode
za karakterizaciju lipopeptidnih komponenti podrazumevaju nuklearnu
magnetnu rezonancu (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) 1nfracrvenu
spektroskopiju sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR), masenu spekirometriju zasnovanu na Jonizaciji
potpomognutoj laserskom desorpcijom iz matriksa/analizator sa vremenom
preleta (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of Flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF MS), masenu spekirometriju sa elektrospre]
jonizacyom (engl. Electrospray I[onisation Mass Spectrometry, ESI-MS),
hromatografiju pod visokim pritiskom (engl. High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) (Rodriguez-Chavez 1 sar., 2019; Jasim 1 sar., 2016;
Zhangisar., 2011; Price 1 sar., 2007; Biniarz 1 sar., 2017).

Identifikacija antimikrobnih komponenti sintetisanih tokom kultivacija
1zvedenih u bioreaktoru ukupne zapremine 161 (EDF - 15.4_1, A/S Biotehniskais
centrs, Riga, Letonija) primenom proizvodnog soja Bacillus sp. BioSol021 vrsena
je 1zvodenjem HPLC-MS 1 MALDI-TOF MS metode. Analizirani uzorcl su
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supernatanti dobijeni nakon 96 h kultivacije u cCetirl eksperimentalna seta
1zvedena pod razli¢itim uslovima aeracije 1 meSanja. Poredenjem dobijenih
vrednosti odnosa molekulske mase 1 naelektrisanja jedinjenja, m/z, sa dostupnim
literaturnim podacima 1zvrsena je identifikacija 1 klasifikacyja produkovanih
antimikrobnih komponenti na osnovu pripadnosti trl1 osnovne familije
lipopeptida (tabele 5.8.1-5.8.4).

Pripadnici familje surfaktina detektuju se u opsegu vrednosti m/z
994,6-1036,7 (Toral i sar., 2018), 994,6-1058,7 (Mejrii sar., 2018), 995,2-10858,2
(Dengisar., 2017), 1008-1074 (Athukorala 1 sar., 2009). Maseni spektar dobijen
ESI metodom ukazao je na prisustvo predstavnika surfatkina u vidu jedinjenja sa
vrednostima m/z 1022, 1036, 1044 1 1058. Takode u okviru ispitivanog spektra
uoceno je prisustvo protonizovanih molekula [M+H]* 1008, 1022, 1036 (m/z) 1
njihovih proizvoda adicije [M+Na]* 1044, 10581 [M+K]* 10461 1060 (m/z) (Faria
1sar., 2011). Proizvodireakcije adicije predstavnika surfaktina i natrjjumovih jona
takode su identifikovani u opsegu 1030,8-1058,8 m/z (Jha i sar., 2016; Arguelles-
Ariasisar., 2009), odnosno 1030,8-1074,8 m/z (Adenijiisar., 2019). Surfaktin A,
dobijen metabolickom aktivnosc¢u soja Bacillus subtilis NH-100 detektovan je
primenom metode ESI-MS/MS u pozitivnom 1 negativnom jonizacionom modu.
Deprotonizovani molekuli [M-H]  surfaktina A sa vrednostima m/z 992, 1006,
1020, 1034, 10481 1052 detektovani su u negativnom rezimu merenja. [zomerl
surfaktina A sa dodatkom Na* 1 razlikom jedne CH; grupe mase 14 Da
detektovani su u pozitivnom modu na 1016, 1030, 1044, 1058, 1072 11086 m/z
(Sarwar 1 sar., 2018).
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Tabela 5.8.1. Sadrzaj lipopeptida 1z familije surfaktina u supernatantima kultivacionih

tecnostl proizvodnog mikroorganizma (HPLC-MS analiza).

m/z Uzorak Vliiflzc(lfn?% Povrsina pika Konc?;(ljt)racua
Bioproces 1 10,758 741,270 37,165
996.9 Bioproces 2 10,743 610,848 30,626
Bioproces 3 10,748 686,558 34,422
Bioproces 4 10,733 1,994,540 100,000
Bioproces 1 7,258 27,906 93,402
Bioproces 2 7,290 32,2718 108,037
10029 Bioproces 3 7,287 9,594 32,111
Bioproces 4 1,292 29,871 100,000
Bioproces 1 9,743 3,492,741 53,598
1008.7 Bioproces 2 9,736 3,556,582 54,578
Bioproces 3 9,737 3,453,124 52,99
Bioproces 4 9,728 6,516,552 100,000
Bloproces 1 7,295 27,906 93,402
Bioproces 2 7,290 32,218 108,037
1020.0 Bioproces 3 7,287 9,594 32,111
Bioproces 4 1,292 29,877 100,000
Bioproces 1 7,283 3,154,807 17,460
1021.7 Bioproces 2 71,277 3,763,703 92,410
Bioproces 3 7,280 2,577,258 63,280
Bioproces 4 7,274 4,072,811 100,000
Bioproces 1 7,451 721,605 77,130
10347 Bioproces 2 7,448 984,537 105,234
Bioproces 3 7,445 240,629 25,720
Bioproces 4 7,449 935,566 100,000
Bioproces 1 10,988 1,591,955 34,567
1035.7 Bioproces 2 10,984 1,054,238 22,891
Bioproces 3 10,972 1,550,433 33,665
Bioproces 4 10,972 4,605,436 100,000

Bioproces 1: 0,5 vvim, 100 o/min; Bioproces 2: 0,5 vvm, 300 o/min;
Bioproces 3: 1,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 4: 1,5 vvm, 300 o/min.

Radi poredenja akumuliranih koli¢ina pojedinac¢nih molekula u cCetirl

eksperimentalna seta izvedena u biorektoru pri razli¢itim uslovima aeracije 1

mesSanja, lzrazene su relativizovane koncentracije lzrazene u odnosu na

maksimalnu vrednost dobijene koncentracije koja se definise kao 100% (tabela

5.8.1). Najveca koli¢ina molekula surfaktina dobijena je pri maksimalnim
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uslovima u pogledu intenziteta aeracije 1 mesanja, 1,5 vvim 1 300 o/min. [zuzetak
se javlja u tr1 pojedinacna slucaja, za lipopetidne komponente sa vrednostima
m/z 1004,9 1 1020, 1034,7 gde je najveca koncentracyja dobijena u trecem
eksperimentalnom setu pri uslovima aeracije 1,5 vvim 1 mesanja 100 o/min.

Jedinjenja sa molekulskim masama u opsegu 1051-1093 m/z,
1044,3-1057,3 (Deng 1 sar., 2017) odnosno 1070-1150 m/z (Athukorala 1 sar.,
2009) definisana su kao pripadnici familje iturina. Pikovi koji odgovaraju
vrednostima m/z 1046,48, 1060,558, 1074,58 1 1088,51 predstavljaju
protonizovane oblike iturina A sa lancima masnih kiselina duzine 14,15, 16117
ugljenikovih atoma, redom. Proizvodi adicije jedinjenja sa 17 C atoma 1jona Na*
detektuju se na 1109,602 m/z, dok se pikovina 1095,551 1125,59 m/z vezuju za
adukte reakcije sa Na*1K*1jedinjenja sa 16 1 17 ugljenikovih atoma (Rodriguez-
Chavez 1 sar., 2019). Primenom HPLC 1 ESI masene spektrometrije detektovani
su pikovi pri vrednostima m/z 1043 1 1057 identifikovani kao lipopeptidi 1z
familije iturina (Gong1isar., 2015).

Tabela 5.8.2. Sadrzaj lipopeptida 1z familije iturina u supernatantima kultivacionih
teCnosti proizvodnog mikroorganizma (HPLC-MS analiza)..

m/z Uzorak ij_iflrelc(lfn?g) Povrsina pika Konc?;ljt)racua
Bioproces 1 1,285 1,475,332 65,499
Bioproces 2 1,216 1,684,708 14,794
1043.6 Bioproces 3 7,281 1,328,659 58,987
Bioproces 4 7,271 2,252,458 100,000
Bioproces 1 7,443 2,698,898 54,048
10576 Bioproces 2 7,434 3,866,922 77,439
Bioproces 3 7,439 2,915,614 58,388
Bioproces 4 7,431 4,993,518 100,000

Bioproces 1: 0,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 2: 0,5 vvm, 300 o/min;
Bioproces 3: 1,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 4: 1,5 vvim, 300 o/min.

Na isti na¢in kao u sluc¢aju prethodno analiziranih koli¢ina sintetisanih
surfaktina, 1zvrSeno je poredenje koncentracija dobijenih lipopeptida 1z familije
iturina (tabela 5.8.2). U oba slucaja, maksimalna vrednost dobija se pri uslovima
areacije 1,5 vvm, 1 brzine meSanja 300 o/min. Takode visok prinos belezi se u
drugoj postavcl eksperimenta prl intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini mesanja
100 o/min, Sto implicira pozitivan utica] intenzivnog snabdevanja celja
kiseonikom 1 favorizaciju produkcije iturina.
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Lipopeptidi koji se identifikuju kao posebna grupa u okviru familjje iturina,
bacilomicini, detektovani su u opsegu 1030-1111 m/z (Athukorala 1 sar., 2009),
1031,5-1059,6 m/z (Toral i sar., 2018), 1031,7-1543,8 (Adeniji i sar., 2019).
Molekuli bacilomicina javljaju se u obliku masnokiselinskog lanca duzine 14, 15
1 16 ugljenikovih atoma sa vrednostima m/z 1032 [M+H]*, 1046 [M+H]*, 1060
[M+H]* (Adenijiisar., 2019).

Poredenjem dobijenih koncentracija bacilomicina na istovetan nacin kao
u sluc¢aju surfaktina 1 iturina, beleZi se slican trend 1 maksimalna produkcija u
Cetvrtom eksperimentalnom setu pri uslovima aeracije i brzine mesanja, 1,5 vvin
1300 o/min (tabela 5.8.3).

Tabela 5.8.3. Sadrzaj lipopeptida iz familije iturina, grupe bacilomicina u
supernatantima kultivacionih teé¢nosti proizvodnog mikroorganizma (HPLC-MS

analiza).
m/z Uzorak Retenciono Povrsina pika Koncentracija
vreme (min) (%)

1045,6 Bioproces 1 10,779 2122,689 44 351
Bioproces 2 10,773 1901,065 39,720
Bioproces 3 10,770 1754,862 36,665
Bioproces 4 10,758 4786,140 100,000

1052,7 Bioproces 1 1,443 943,666 59,729
Bioproces 2 7,433 1429,512 90,481
Bioproces 3 7,437 917,186 58,053
Bioproces 4 7,433 1579,910 100,000

Bioproces 1: 0,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 2: 0,5 vvm, 300 o/min;
Bioproces 3: 1,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 4: 1,5 vvm, 300 o/min.

Maseni opseg fengicina podrazumeva vrednosti izmedu 1047 1 1543 m/z
(Athukorala 1 sar., 2009) odnosno 1435,8-1505,8 m/z (Mejriisar., 2018). Maseni
pikovi m/z 1449,8, 1461,8, 1463,8, 1475,8, 1477,8, 1491,81 1505,8 okarakterisani
su kao protonizovani oblici C15-Cl17 fengicina (Athukorala 1 sar., 2009).
Prisustvo pikova za vrednostti m/z 1452,24, 1466,33, 1480,34 1 149537,
okarakterisano je kao frakcya lipopepetida koji pripadaju grupl fengicina A sa
B-hidroksi masnim kiselinama duzine 15, 16, 17 1 18 ugljenikovih atoma.
Jedinjenja sa vrednostima odnosa molekulskih masa 1 naelekirisanja 1488,23,
1503,36 1 1517,44 se karakteriSu kao Cl16, Cl17 i C18 Na* adukti. Jedinjenja
1508,42 1 1523,47 m/z predstavljaju fengicin B izoforme sa masnokiselinskim
lancem duzine 171 18 ugljenikovih atoma. Proizvodi adicije Na* sa 1zoformima
fengicina B detektuju se na 1532,47 1 1544,43 m/z (Rodriguez-Chavez 1 sar.,
2019). Podela na fengicin A 1 B izvrSena je na osnovu prisustva aminokiselinskih
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ostataka (alanin 1 valin) na poziciji Sest peptidnog prstena. Istrazivanja novijeg
datuma ukazuju na postojanje novih varjanti fengicina, A2 ili B2, koje odlikuje
prisustvo razli¢itih aminokiselina na pozicii 10 (valin umesto izoleucina) (Lin 1
sar., 2020).

Tabela 5.8.4. Sadrzaj lipopeptida 1z familije fengicina u supernatantima kultivacionih
tecnosti proizvodnog mikroorganizma (HPLC-MS analiza)..

m/z Uzorak Vl-\;iizc(l;?% Povrsina pika Konc?;t)racua

Bioproces 1 10,779 2122,689 44 351

1461 8 Bioproces 2 10,773 1901,065 39,720
Bioproces 3 10,770 1754,862 36,665
Bioproces 4 10,758 4786,140 100,00
Bioproces 1 7,443 943,666 59,729
Bioproces 2 7,433 1429,512 90,481

1489.1 Bioproces 3 1,437 917,186 58,053
Bioproces 4 7,433 1579,910 100,000
Bioproces 1 8,851 1870,000 12,360

1490.9 Bioproces 2 8,325 1729,000 11,429
Bloproces 3 8,887 1576,000 10,418
Bioproces 4 1,822 15125,000 100,00

Bioproces 1: 0,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 2: 0,5 vvm, 300 o/min;
Bioproces 3: 1,5 vvm, 100 o/min; Bioproces 4: 1,5 vvm, 300 o/min.

Na osnovu vrednosti generisanih relativizovanih koncentracija dobijenih
lipopeptidnih komponenti iz familijje fengicina (tabela 5.8.4) uocava se
maksimalna produkcija svih identifikovanih formi molekula pri uslovima aeracije
1,5 vvm 1 brzine mesanja 300 o/min.

Dobijeni rezultati semikvantifikacije identifikovanih molekula lipopeptida
1z familija surfaktinag, iturina 1 fengicina potvrduju rezultate prethodno 1zvedenih
testiranja antimikrobne aktivnostt gde se maksimalna nhibicija belezi
Ispitivanjem uzoraka poslednjeg eksperimentalnog seta 1zvedenog u uslovima
proizvodnje na nivou bioreaktora. Maksimalna produkcija biomase pracena je 1
najintenzivnijom metabolickom aktivnoscu ispitivanog proizvodnog izolata koja
rezultuje generisanjem lipopeptidnih komponenti koje se klasifikuju u sve tr1
najvaznije familije jednjenja sa antimikrobnim delovanjem.

Pored HPLC-MS metode, analiza sadrzaja lipopeptida u supernatantima
kultivacionih tecnosti dobienih kultivacijom proizvodnog mikroorganizma
Bacillus sp. BiosSol021 na nivou laboratorisikog bioreaktora u navedenim
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eksperimentalnim setovima sa variranim procesnim uslovima vrSena je 1
primenom MALDI-TOF masene spektrometrije. Dobijeni rezultati prikazani u
vidu masenih spektara na slikama 8.7.1-8.7.4 u Prilogu 7, ukazuju na dominantno
prisutsvo klastera lipopeptidnih komponentl 1z familja iturina, sa vrednostima
m/z 1043,57, 1057,63 1jedinjenjem m/z 1073,64 koje se definise kao predstavnik
familije surfaktina (Perez 1 sar., 2017; Bernat 1 sar., 2016). U slu¢aju rezultata
analize supernatanta 1z poslednjeg eskperimentalnog seta gde je prethodno
dokazana najintenzivnija produkcija lipopeptidnih komponenti detektovan je
vecdl broj molekula koji se klasifikuju kao ¢lanovi familje fengicina 1489,09,
1486,14,1501,13,1502,11, 1503,14,1516,13,1517,12, 1518,14 m/z) uispitivanom
opsegu merenja 1480-1540 m/z (slika 8.7.5 u Prilogu 7) (Kim 1 sar., 2010).

Dvostrukim pristupom karakterizacije sadrzaja lipopeptida nastalih kao
rezultat metabolicke aktivnosti proizvodnog izolata Bacilus sp. BioSol021,
primenom dve analiticke tehnike visoke osetljivosti, utvrdeno je prisustvo
Sirokog spektra jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem. Determinisani uslovi
produkcije na nivou laboratorijskog bioreaktora omogucavaju ispoljavanje
prethodno dokazane genetske predispozicije soja za sintezu lipopeptidnih
komponenti iz familija surfaktina, iturina 1 1 fengicina. Dobieni rezultati
semikvantifikacije identifikovanih molekula lipopeptida potvrduju rezultate
prethodno 1zvedenih testiranja antimikrobne aktivnostti gde se maksimalna
inhibicja belezl ispitivanjem uzoraka poslednjeg eksperimentalnog seta
1zvedenog u uslovima proizvodnje agenasa bioloske kontrole na nivou
bioreaktora (1,5 vvim, 300 o/min). Na ovaj nacin potvrden je znacaj produkovanih
metabolita u pogledu sinergistickog delovanja 1 njihov doprinos sveukupnom
supresivnom delovanju prema Ispitivanim fitopatogenim gljivama vrste
Aspergillus flavus. Sumirajucl rezultate 1z ovog 1 prethodnih koraka istrazivanja
zakljuCuje se da je maksimalna produkcija biomase pracena 1 najintenzivnijom
metabolickom aktivnos¢u ispitivanog proizvodnog izolata koja rezultuje
generisanjem lipopeptidnih komponenti. Poredenjem koli¢ina dobienih
lipopeptidnih komponenti kroz Cetirl eksperimentalna seta koja su karakterisali
razliciti uslovi u pogledu intenziteta aeracije 1 brzine mesSanja, sa minimalnim
1zuzecima, uvida se maksimizacija produkcije u poslednjem eksperimentu (1,5
vvm 1 300 o/min). Rezultati su ukazali na dobijanje vecih zona inhiibicije koje
direktno upucuju na bolju efikasnost agenasa bioloske kontrole u slucaju
1zvodenja kultivacije u uslovima bioreaktora u odnosu na nize razmere
proizvodnje. Ovakav rezultat objasnjava se obezbedivanjem boljih uslova
kultivacyje u pogledu meSanja 1 aeracije, Sto se direktno odrazava na prenos
mase kiseonika do celijja proizvodnog mikroorganizma 1 stimulaclja njegovog
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rasta 1 metaboli¢ke funkcije (Amaniisar., 2010). Oksidativni zahtevi proizvodnih
sojeva kojl se koriste za dobijanje lipopeptidnih komponenti su predmet
Ispitivanja nekoliko 1strazivackih grupa. Rezultati istrazivanja koja su
podrazumevala izvodenje kultivacije u bioreaktoru 1 varijaciju aeracionog profila
u opsegu od 10% do 60%, ukazali su na rast koncentracije umnozenih celja 1
povecanje prinosa biosurfaktanata do vrednosti saturacije kiseonika od 30%.
Dalje povecanje koncentracije dostupnog kiseonika uslovilo je pad produkcije
biosurfaktanata, sa minimalnim prinosom ostvarenim pri vrednostl saturacije od
60% (Chribi 1 Ellouze-Chaabouni, 2011). Istrazivanjem nauc¢nog tima Amani 1
saradnici, definisani su, kao najpogodniji uslovi za proizvodnju biosurfaktanata
na nivou laboratorijskog bioreaktora, brzina meSanja 300 o/min 1 aeracija 1,5
vvin, Sto je u potpuno] saglasnosti sa dobienim rezultatima u okviru ove
doktorske disertacije.

Predmet nekoliko nauc¢nih studija je 1zucCavanje uticaja razlicitih faktora
sredine na nivo produkcije lipopeptidnih komponenti pri ¢emi je ustanovljeno
dajejedan od klju¢nih koji uti¢u na produktivnost soja nivo dostupnog kiseonika.
Nekoliko istrazivanja je obuhvatalo analizu ovog problema sa razli¢itih aspekata.
Izvodenjem kultivacije na nivou erlenmajera 1 bioreaktora, insuficijencia
rastvorenog kiseonika nije pokazala negativan uticaj] na produkciju iturina
(Fahim 1 sar., 2012). Nizak nivo aeracije 1 meSanja u bioreaktoru stimulativno su
delovali na biosintezu surfaktina (Sen 1 Swaminathan, 2005), dok je zaklju¢ak
drugog nauc¢nog tima da se intenzivnim meSanjem erlenmajera favorizuje
proizvodnja ukupne koli¢ine lipopeptidnih komponenti (Jacques 1 sar., 1999).
Yeh 1 saradnici su u svom radu prepoznali efikasnost primene inovativnog
modela bioreaktora sa kolektorima pene 1 mogucnost recirkulacye celja.
[spitivanjem uticaja vrednosti zapreminskog koeficjenta prenosa mase
kiseonika na produkciju lipopeptidnih komponenti dokazano je da su nize
vrednostli pogodovale proizvodnji mikosubtilina, kao 1 da povecan intenzitet
aeraclje lma nepovoljan uticaj na sintezu 1turina. Za razliku od prethodno
navedenih predstavnika lipopeptidnih komponenti, u nauc¢noj literaturi gotovo
da se ne mogu pronaci podaci o uticaju prenosa mase kiseonika na proizvodnju
fengicina (Yehisar., 2006).

Jo§ jedan naucni tim istrazivao je proizvodnju surfaktina 1 fengicina u
erlenmajerima pri razlicitim uslovima u pogledu koli¢ine dostupnog kiseonika.
Kultivacija proizvodnog soja vrSena je u erlenmajerima zapremine 1000 ml pri
dva nivoa meSanja, 150 o/min 1 250 o/min, a kinetika proizvodnje lipopeptidnih
komponenti analizirana je tokom 96 h. Rezultati inicijjalnih ispitivanja ukazali su

na potpuno oprecni odgovor u smislu produkcije surfaktina 1 fengicina na
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promenu Intenziteta mesanja. Veci broj obrtaja pogodovao je sintezi surfaktina,
Sto jJe 1istovremeno uslovljavalo smanjenje prinosa fengicina. Takode,
maksimalne vrednosti koncentracia jednog 1 drugog proizvoda zabelezene su
prirazlic¢itim uslovima kultivacyje (Fahim 1 sar., 2012).

5.9. Formulacija preparata za biolosku kontrolu

Kao limitirajuci faktor u razvoju mikrobioloskih preparata za zastitu bilja
Cesto se navode striktni zahtevi u pogledu uslova njihovog skladistenja 1
transporta. Potencijalno resSenje za prevazilazenje navedenih ogranicenja
pronalazi se u primeni biokompatilbilnih nosaca koji ulaze u sastav finalnog
proizvoda (Tao1sar., 2019).

Biougalj (pepeo) je ¢vrst materijal koji nastaje pirolizom (karbonizacijom)
biomase, vecinski biljnih ostataka. Znac¢aj biouglja uz ugla poljoprivredne
proizvodnje lezi u Cinjenicl da se smatra najperspektivnijim dugorocnim
resenjem za povecanje kvaliteta zemljista (Zhu i sar., 2017; Zivanov i sar., 2016).
S druge strane, tipi¢na struktura materijala koja podrazumeva postojanje Siroke
raspodele veli¢ine pora, predstavlja idealno okruzenje za mikroorganizme.
Biougalj karakteriSe visok kapacitet zadrzavanja vode, dostupnost kiseonika, a
takode 1 uloga i1zvora ugljenika 1 mineralnih materja, ¢ime se omogucava
dugorocniji opstanak bakterija (Lebrun 1 sar., 2020). Imobilizacija bakterija
predstavnika roda Bacillus na ¢estice biouglja, pokazala je pozitivan efekat kako
na kvalitet samog zemljista, takode 1 na prinos uzgajanih kultura. Rec¢ je o
sinergistickom delovanju bakterija okarakterisanih kao promotori rasta biljaka 1
benefitnim efektima koje ispoljava prisustvo biouglja u zemljiStu, u smislu
njegove regeneracije 1 poboljsanja fizickih svojstava, strukture, sposobnosti
zadrzavanja nutrijenata 1 opste produktivnosti (Zhu 1 sar., 2017; Azeem 1 sar.,
2021).

U okviru istrazivanja ove doktorske disertacije, kao finalni korak razvoja
tehnologye proizvodnje agenasa bioloske kontrole efikasnih u suzbijanju
aflatoksigenih vrsta Aspergillus flavus, ispitana je mogucnost iskoriS¢enja
biouglja (sojin pepeo) kao nosaca c¢elja proizvodnog mikroorganizma, njthova
sposobnost prezivljanja u datom okruZenju 1 efekat antimikrobnog delovanja na
ispitivane fitopatogene izolate.

Rezultati preliminarnog ispitivanja koje je podrazumevalo karakterizaciju
koris¢enog biouglja, prikazani su u prilogu 8. U nastavku istraZivanja ispitivani
su uslovi pri kojima se odigrava vezivanje c¢elijja proizvodnog mikroorganizma
za Cestice Cvrstog nosaca, pri ¢emu Je kao polazni materjjal koris¢ena
kultivaciona smeSa dobijena nakon 96 h kultivacije u bioreaktoru sa optimalnim
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procesnim parametrima koji odgovaraju brzini mesanja 300 o/min 1 intenzitetu
aeracije 1,5 vvm.

Kako bl se definisala statisticka znacajnost primenjene koncentracije
biouglja 1 duzine adhezije, dobieni rezultati za broj celja proizvodnog
mikroorganizma obradeni su dvofaktoryjalnom analizom varijjanse, pri nivou
znacajnosti od 95%. Rezultati 1zvrsene analize ukazali su da postoji statisticki
znaCajan uticaj koncentracyje biouglja 1 duzine adhezije kao 1 medusobne
interakcije ispitivanih parametara na koncentraciju vezanih ¢elija proizvodnog
mikroorganizma, pri p-vrednosti koja je bila manja od grani¢ne, 0,05 (tabela
5.9.1).

Tabela 5.9.1. Dvofaktorijalna analiza varijanse dobijenih koncentracija ¢elija
proizvodnog mikroorganizma vezanih na biougalj variranjem koncentracije dodatog
biuglja 1 viemena adhezije.

SS DF MS F-vrednost p-vrednost
Odsecak 1111,675 1 1111,675 554338,6 0,000000
Koncentracya 0,139 2 0,069 34,7 0,000001
biouglja
Vreme adhezije 0,141 2 0,071 35,3 0,000001
Koncentracija
biouglja* Vreme 0,117 4 0,029 14,6 0,000017
adhezije
Creska 0,036 18 0,002

SS — suma kvadrata; DF — broj stepeni slobode; MS — suma srednjih kvadrata

Dankanovim testom viSestrukih poredenja definisane su homogene grupe
primenjenih koncentracija bouglja 1 vremena, na osnovu statisticke znac¢ajnosti
razlika u vrednostima koncentracija vezanih ¢elja proizvodnog mikroorganizma
(tabela 5.9.2). Najefikasnijim pristupom za imobilizaciju c¢elijja proizvodnog
mikroorganizma Bacillus sp. BioSol0Z21, ispostavila se primena biuglia u
koncentracii 0,01 g/ml 1 maksimalno vreme vezivanja, odnosno 72 h. Ovakav
rezultat objasSnjava se boljom disperzijom bouglja u celokupnoj zapremini
kultivacione tec¢nosti pri dodatim manjim koli¢inama kao 1 duzim vremenom
interakcije tokom kog dolazi do adhezije ¢elja na ¢vrsti nosac (Tao 1 sar., 2018).
Kao dodatna potvrda mogucnosti formulacije agenasa bioloske kontrole
vezivanjem prolzvodnog izolata za Cestice primenjenog ¢vrstog nosaca, ispitana
je antimikrobna aktivnost uzoraka za svih devet kombinacija u in viiro uslovima.
Zadovoljavajuci rezultati usmerili su planove za buduca istrazivanja u uslovima
In planta, planirana za narednu proizvodnu sezonu.
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Tabela 5.9.2. Srednje vrednosti dobijenih koncentracija ¢elija proizvodnog
mikroorganizma vezanih na biougalj.

Koncentracija biouglja Inkubacija (h) Broj éelija (log CFU/g)
(g/mi)

0,05 24 8,204667°
0,01 24 8,336333F
0,05 48 8,343667°
0,05 72 8,409667°
0,03 72 8,428333°
0,03 48 8,44°

0,01 48 8447667
0,03 24 8,452667°
0,01 72 8,686667¢

Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli nalaze se na istom nivou statisticke znacajnosti sa intervalom
poverenja od 95%.

Uzorak biouglja sa imobilisanim celijama proizvodnog mikroorganizma
dobijen nameSavanjem c¢vrstog nosaca u koncentracii 0,01 g/ml tokom 72 h,
analiziran je primenom skenirajuce elektronske mikroskopie (engl. Scanning
Electron Microscopy, SEM).

Na slici 5.9.1 a—b, prikazani su SEM snimci slobodnih ¢elija proizvodnog
mikrorganizma. Na SEM snimcima c—f nalaze se prikazi mikroskopiranih
uzoraka biouglja sa imobilisanim ¢elijama pri razlicitim uvecanjima. Morfologija
Celja proizvodnog mikroorganizma je tipi¢nog izgleda za predstavnike roda
Bacillus. Stapicaste ¢elije, pojedinacne ili rasporedene u parovima, proseénog
precnika 0,5 pm 1 duzine oko 1,5 pm (Ngalimat 1 sar., 2021). Imobilisane
bakterijske celije vezane su za strukturu poroznog materijala. Smestene su
unutar pora 1 na zidovima c¢vrstog nosaca, Cime je potvrdena sposobnost
imobilizaclje proizvodnog mikroorganizma primenom Ispitivanog uzorka
biouglja.
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Slika 5.9.1. SEM snimci ¢elija proizvodnog mikroorganizma — slobodne, uvecanje:
a)5000 b)1000; — imobilisane na biougalj, uvecanje: c) 5000; d), ) 10000; f) 20000.
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Znacaj integrisane primene biouglja 1 bakterija promotora rasta biljaka
medu kojima vodece mesto zauzimaju Bacillus vrste, ogleda se u dodatnom
potencijalu  ovako formulisanih preparata kao ekoloske zamene za
konvencionalno primenjivana sredstva za poboljSanje kvaliteta zemljista.
ViSestruki mehanizam delovanja koji potice od mikrobne aktivnosti, odnosno
zivih celija korisnih mikroorganizama u pogledu solubilzaclje nutrjenata,
produkcyje biljnih hormona, siderofora, egzopolisaharida 1 fitoremedijacye
polutanata, spregnut sa svim aspektima pozitivnog uticaja biouglja rezultuje
ukupnom poboljSanju aspekata poljoprivredne proizvodnje (Tao 1 sar., 2019;
Azeemisar., 2021; Saxenalisar., 2013).

U centru interesovanja ispitivanja uticaja ovakvih preparata na kvalitet
zemljista 1 rast useva nasao se 1 problem uzgoja kukuruza u uslovima limitirane
dostupnosti vode. Ono §to je karakteristi¢éno za proizvodnju kukuruza jesu visoki
nutritivni  zahtevi u poredenju sa ostalim usevima 1 problem njihove
insuficyencije u zemljistu usled intenzivne potroSnje. Rezultati istrazivanja
druguh autora potvrdili su potencijal kombinovane primene korisnih sojeva
mikroorganizama 1 biouglja, doprinoseci kako poboljSanju kvaliteta zemljiSta kao
osnovnog resursa proizvodnje ,tako 1 prinosu 1 kvalitetu dobijenih useva (Ahmad
1sar., 2020).

Mogucnost formulacije agenasa bioloske kontrole aflatoksigenih
predstavnika Aspergillus flavus primenom biouglja kao ¢vrstog nosaca smatra
se odlicnim izborom sa nekoliko aspekata. Aplikacija finalnog proizvoda koji
igra ulogu bioloskog agensa efikasnog u suzbijanju aflatoksigenih gljiva vezuje
se za preventivno 1 pravovremeno delovanje mikroorganizama kao aktivnih
komponenti. Vezivanjem celija benefitnih mikroorganizama za ¢vrsti nosac
ostvaruje se visoka koncentracija aktivnih komponenti po jedinici mase finalnog
proizvoda, ¢ime se istovremeno postize visoka efikasnost preparata na mestu
aplikacije. Svojom specificnom strukturom, cestice biouglja ispoljavaju
protektivnu ulogu prema bioloSkim agensima, ostvarujuci dodatnu stimulaciju
njihovog benefitnog delovanja ali 1 visoku vijabilnost Sto je presudno u pogledu
mogucnostl komercijalizacije preparata (Tu 1 sar., 2020; Saxena i sar., 2013;
Maftuah i sar., 2020; Ahmad 1 sar., 2020).
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5.10. Analiza stanja trzista biopesticida u Republici Srbiji

Prema podacima Uprave za zaStitu bilja, u okviru Ministartsva
poljoprivrede, vodoprivrede 1 Sumarstva Republike Srbije za 2020. godinu, na
teritoriyl nase zemlje registrovano je ukupno 1076 preparata za zastitu bilja, sa
sledecom podelom prema kategorijama: 433 herbicida (40,3%), 380 fungicida
(35,3%), 181 insekticid (16,8%) 1 68 ostalilh preparata. U ukupnom broju
preparata dostupnih na trzistu biopesticidi zauzimaju svega 1,3% (slika 5.10.1).
Dodatni znacaj biopesticida ogleda se u mogucnosti primene ovih preparata u
organskoj poljoprivredi, kao ekoloSki podobnih sredstava za zaStitu bilja. Od
ukupnog broja preparata koji su dostupni za primenu u organskoj poljoprivredi
na teritoriji Republike Srbije biopesticidi pokrivaju 22%
(https://www.uzb.minpolj.gov.rs/).

Minorno uc¢esce biopesticida u ukupnom trzistu sredstava za zaStitu bilja
u Republici Srbiji dovodi se u vezu sa merama agrarne politike 1 socijalno-
ekonomskim aspektom poljoprivrednog sektora. Promene u odnosu na
postojecl scenario ocekuju se kao posledica podizanja svesti kako
poljoprivrednih proizvodaca tako 1 krajnjih potroSaca u vezl sa Stetnoscu
hemijskih pesticida 1 zdravstvene bezbednosti proizvoda. Regulativa drzavnih
organa koja podstiCe preorijjentacju nacina proizvodnje u smeru odrzive
poljoprivrede 1 striktne odredbe koje se tice organske poljoprivredne prakse su
»alatl” koji bi podstakli znac¢ajne promene u nacinu obavljanja ove delatnosti.
Kako je Republika Srbijja zemlja koja se nalazi na putu integracija u Evropsku
unju, zakonodavne odredbe nacionalnog nivoa wuskladuju se sa
zakonodavstvom EU. Direktiva EU 2009/128/CE predvida smanjenje upotrebe
hemijskih pesticida na teritoriji zemalja ¢lanica 1 ujedno je odredba na kojoj ¢e
se zasnivatl promene 1 u Republici Srbiji (Official Journal of the European Union,
2009; http://www .parlament.gov.rs).
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Slika 5.10.1. Struktura registrovanih pesticida u Republici Srbiji u 2020. godini.

Svetskl trendovi rasta upotrebe sredstava za zastitu bilja oslikavaju se 1 na
trenutne prilike u naSoj zemlji, gde je u poslednjih 20 godina zabelezen uzlazni
trend uvoza biopesticida. Podaci koji govore o uvozu biopesticida u Republiku
Srbijju se odnose na poslednjih Sest godina, tacnije period 2015-2020. godine.
Najveca koli¢ina uvezenih biopesticida se odnosi na bioinsekticide, zatim
biofungicide, bioakaricide, 1 biobakterocide. Uvoz bioherbicida nije zabelezen.
U tabeli 5.10.1 prikazane su uvezene koli¢ine biopesticida u Srbiju za period od
2015-2020. godine (Mili¢ 1 sar., 2021; Uprava za zastitu bilja Republike Srbije).

Tabela 5.10.1. Podaci o koli¢inama biopesticida uvezenim u Republiku Srbiju za
period 2015-2020. godine.

Godina Bioinsekticidi (t) Biofungicidi (1) Ostali biopesticidi ()
2020 8,00 - -
2019 4,62 4,87 1,13
2018 2,00 - 1,00
2017 0,16 7,55 0,30
2016 - 0,04 0,14
2015 0,36 - 0,18
Ukupno 15,14 12,46 2,15
Prosek 3,03 4,15 0,55
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Trend porasta organske poljoprivrede ukazuje na sve Intenzivnju
potraznju za bioloskim preparatima, medu kojima dominantnu ulogu zauzimaju
biopesticidi. Zvani¢ni podaci ukazuju da su u poslednjih deset godina povrsine
namenjene organskoj proizvodnji u Republici Srbiji uvecane ¢ak Sest puta,
medutim, smatra se da su potencyali 1 dalje nedovoljno iskoris¢eni. Dalja
perspektiva razvoja ovog sektora poljoprivrede zavisice u veliko] meri od broja
1 koli¢ine preparata dozvoljenih za primenu u organskoj poljoprivredi, imajuci u
vidu striktnu legislativu 1 dosadaSnju limitiranu dostupnost ovih preparata za
poljoprivredne proizvodace. U periodu 2010-2019. godine obradive povrsine
pod organskom proizvodnjom povecale su se sa 2784 ha na 15915 ha, dakle
skoro Sest puta. Slican trend prati povecanje udela povrsina pod organskom
proizvodnjom u odnosu na ukupnu obradivu povrsinu, sa 0,18% na 0,61%. Broj
organskih poljoprivrednih proizvodaca u istom periodu povecan je sa 137 na
6261 (https://serbiacrganica.info).

5.10.1. IstraZivanje stavova poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi
(bio)pesticida

[strazivanje stavova poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi sredstava za
zastitu bilja sprovedeno je anketiranjem ciljne grupe ispitanika sa teritorije
Republike Srbije (101). Kao osnovni cllj istrazivanja postavljen je dolazak do
odgovora na nekoliko klju¢nih pitanja koja se odnose na stepen edukacije
poljoprivrednih proizvodaca o pesticidima 1 biopesticidima, miSljenje o
posledicama smanjenje upotrebe pesticida, nacin 1zbora pesticida,
najpouzdanijl izvor nformisanja, spremnost na povecanje troSkova za zastitu
bilja, ocenu kvaliteta prodaje, poverenje u prodaju, kao 1 ocenu rada odnosno
poverenje u zvani¢ne institucije. Kao poseban cilj istrazivanja izdvaja se
sagledavanje razmiSljanja poljoprivrednih proizvodaca po pltanju primene
biopesticida kao ekoloske alternative bezbedne za zdravlje ljudi 1 Zivotinja,
takode znacajne u pogledu doprinosa u o¢uvanju zivotne sredine.

Celokupan upitnik nalazi se u Prilogu 9. Broji 73 pitanja koja se mogu
podeliti u 12 grupa. Prvih 12 pitanja se odnosi na socioekonomska pitanja koja
pruzaju osnovne informacije o ispitanicima. Sledecih 58 pitanja je predstavljeno
u formi stavova gde se od ispitanika zahtevalo da zaokruZe jednu ocenu od
jedan do pet, pri ¢emu navedene ocene predstavljaju ocenu stava koji je
prethodno naveden (Likertova skala) (Likert, 1932). Poslednja tri pitanja se
odnose na upotrebu biopesticida, gde su ispitanici dali odgovor na pitanje: ,Da
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11 koriste biopesticide?" 1 ako 1h ne koriste da i su spremni da ih koriste ukoliko
b1 1m bile poznate prednosti njihovog koriS¢enja.

Od ukupnog broja ispitanika, najvedi broj je sa teritorije Sumadije i
Zapadne Srbije (39,6%), dok je najmanyji broj ispitanika iz Beogradskog regiona.
Teritorjjalna raspodela ispitanika predstavljena je na slici 5.10.2

Vojvodina
m Beogradski region
m Sumadija i Zapadna Srbija

B Juzna 1 Isto€na Srbija

Slika 5.10.2. Teritorijalna raspodela ispitanika koji su uc¢estvovali u istrazivanju stavova
poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi (bio)pesticida.

Prema rezultatima sprovedenog istrazivanja, ratarska proizvodnja u
najveco] merl obezbeduje prihod gazdinstvima. Ucesce ispitanika cija
proizvodnja se bazira na ratarskim kulturama iznosi ¢ak 46,5%, sa najmanjim
ucescem figuriSu gazdinstva specijalizovana za povrtarsku proizvodnju (11,9%),
dok se stocarstvo 1 vocarstvo 1 vinogradarstvo pojavljuju sa relativno slicnim
udelom, oko 20%. Proizvodna struktura gazdinstava u vlasniStvu ispitanika
prikazana je na slici 5.10.3.
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Ratarstvo

21,8%

m Povrtarstvo

m Vocarstvo 1
vinogradarstvo

B Stocarstvo

Slika 5.10.3 Proizvodna struktura gazdinstava u vlasniStvu ispitanika koji su ucestvovall
u istrazivanju stavova poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi (bio)pesticida.

Kada je re¢ o polnoj strukturi ispitanika, priblizno 80% proizvodaca je
muskog pola, dok je preostalih 20% zenskog pola. Polna struktura ispitanika
prikazana je na slici 5.10.4.

= Mugko
m Zensko

Slika 5.10.4. Polna struktura ispitanika koji su u¢estvovali u istrazivanju stavova
poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi (bio)pesticida.

Dominantna stru¢na sprema ispitianika je srednje obrazovanje sa 55,4%
ucesca. Relativno visok procenat ispitanika ima zavrSen visi stepen studija,
38,6%, dok je u¢esce ispitanika sa osnovnom Skolom na niskom nivou, koji iznosi

5,9%. Obrazovna struktura ispitanika je prikazana na slici 5.10.5.
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5,0% 5,9%

5,9%

Vanja Vlajkov

Osnovna Skola
m Srednja Skola
H Visa skola
m Fakultet

m Magistar/master

Slika 5.10.5. Obrazovna struktura ispitanika koji su uc¢estvovali u istrazivanju stavova
poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi (bio)pesticida.

Najveci deo ispitanika (30,7%) poseduje radno iskustvo u poljoprivrednoj
proizvodnji koje se krec¢e u intervalu od 11 do 20 godina. Najmanji udeo
poseduje radno iskustvo koje je manje od 5 godina, Sto govorl u prilog
reprezentativnosti uzorka sa tog aspekta. Struktura radnog iskustva u
poljoprivrednoj proizvodnji ispitanika prikazana je na slici 5.10.6.
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Manje od 5 godina
m 6-10 godina
m 11-20 godina
m 21 1 viSe godina

Slika 5.10.6. Struktura radnog iskustva u poljoprivrednoj proizvodnji ispitanika koji su
ucestvovall u istrazivanju stavova poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi

(bio)pesticida.

21
20
19
184
174

154
145
13-
12+
114
107

Broj ispitanika

Godine starosti

Slika 5.10.7. Starosna struktura ispitanika koji su u¢estvovali u istrazivanju stavova

poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi (bio)pesticida.

Najvedi udeo ispitanika ¢ine proizvodaci izmedu 45 1 55 godina starosti
(37,6%). Znacajan deo prelazi starosnu grupu od 65 godina (10,9%), dok tek
5,9% proizvodaca ima manje od 30 godina. Histogram na kojem je predstavljena

starosna struktura ispitanika je prikazan na slici 5.10.7.
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Vazan podatak odnosl se na to da se medu ispitanicima svega dvoje
proizvodaca bavi organskom proizvodnjom pri ¢emu jedan od njih najveci deo
prihoda ostvaruje od stocarske proizvodnje a drugli od povrtarstva. Od
preostalih 99 proizvodaca kojl su usmereni na konvencionalan nacin
proizvodnje, 16 ispitanika (16,2%) je istaklo da im je u planu preorijentacija na
organsku proizvodnju.

U nastavku analize ankete istaknuti su odgovori ispitanika na pitanja koja
su dobijena Likertovom skalom (Likert, 1932). U tabelama su iskazane srednje
vrednosti dobijenih ocena u rangu od jedan do pet, kao 1 standardne devijacie
koje predstavljaju odstupanje u odgovorima ispitanika u skladu sa pripadajucom
grupom. Takode, metodom analize varjjanse su utvrdene statistickl znacajne
razlike 1zmedu posmatranth grupa ispitanika koje su formirane prema
preovladujucem tipu poljoprivredne proizvodnje. U analizu je uklju¢eno ukupno
10 grupa odgovora koji se odnose na: znanje O pesticidima, znanje o
biopesticidima, posledice smanjenja upotrebe pesticida, izbor pesticida, izvor
informisanja, spremnost na povecanje troSkova za zastitu bilja, kvalitet prodaje,
poverenje u prodaju, rad zvanicnih institucija 1 poverenje u zvanicne institucije.
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Tabela 5.10.2. Statisticka analiza odgovora (aritmeticka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na znanje o pesticidima.

Ratarstvo  Povrtarstvo vigscjgizz tlvo Stocarstvo
Stavovi proizvodada (n=47) (n=12) ?n: 20) (n=22)

Prosek+SD Prosek*SD Prosek+SD Prosek+SD
Posedwjemn odgovaraueinive | 5 g, 40 g4:  392+079% 345089  3,09%102
Znanja o pesticidma.

Instrukcije za koriS¢enje pesticida

sa ambalaZe su mi jasne.
Nakon koriS¢enja pesticida
ambalazu odlazem prema upustvu | 4,26+0,87 3,83%1,11 3,80£1,01 4.00x1,15
sa ambalaze.

Znam zasto su pojedini pesticidi
zabranjeni za koriS¢enje.
Pesticidi ostavljaju Stetne posledice
na kvalitet poljoprivrednih 3,70+1,21  3,67%£1,15  3,95%+0,89 3,41+0,96

proizvoda.

Zivotna sredina je ugrozena usled
upotrebe pesticida.
Poznate su mi negativne posledice

korisc¢enja pesticida po zdravlje 4.34+0,79 4.25+0,75 4,50+0,61 4.23%0,69

rukovaoca preparatima.

Poznate su mi negativne posledice

koriSc¢enja pesticida po zdravlje 4,32+0,89  4,50£0,67 4,20+1,01 4,09+0,68
potroSaca.

Poznate su mi negativne posledice

korisc¢enja pesticida po zdravlje 4,30+0,88 4,33+0,718 4,15%£0,81 4,14+0,71
Zivotinja.

Umem da prepoznam posledice
trovanja pesticidima na svom telu.
Poznat mi je period trajanja
karence pesticida koje koristim.

4,38+0,85 4,42%£0,67 4,05%+0,89 4,05+0,90

3,70x1,25 3,671£0,89  3,75%+0,97 3,68+1,17

4,041,110 3,83%1,27 4,35+0,75 3,95+1,00

4,11+0,96  4,33£0,78  3,90%1,07 3,64%1,18

4,45+0,85 4,58%£0,67 4,65%0,59 4,36+0,85

Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izradunata za vrednosti od 1 do 5: 1 —uopéte se ne slazem; 2 —ne
slazem se; 3 — ne znam; 4 — slaZzem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli
nalaze se na istom nivou statisticke zna¢ajnosti sa intervalom poverenja od 95%

Dobijeni rezultati prikazani u tabeli 5.10.2 ukazuju na statisticki znac¢ajnu
razliku u odgovorima ispitanika kod prvog stava koji se odnosi na ocenu znanja
o pesticidima. Proizvodaci ¢lja gazdinstva su specijalizovana za ratarsku 1
povrtarsku proizvodnju u najvec¢oj meri vrednuju svoje znanje o pesticidima. S
druge strane, iako proizvodaci usmereni na proizvodnju voca 1 grozda u manjoj
merl vrednuju svoje znanje o pesticidima od ratara, nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika lzmedu njih 1 povrtara. Proizvodaci c¢ija gazdinstva su
specijalizovana za stoCarsku proizvodnju vrednuju svoje znanje na slicnom

nivou kao i proizvodadi voca i grozda, ali ga procenjuju na nizem nivou od ratara
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1 povrtara. Kod preostalih ispitanih stavova nije utvrdena statisti¢ki znacajna
razlika izmedu razlic¢itih tipova poljoprivredne proizvodnje.

Tabela 5.10.3. StatistiCka analiza odgovora (aritmeticka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na znanje o biopesticidima.

fars 1 .
Ratarstvo  Povrtarstvo Vocarstvo Stocarstvo

Stavovi proizvodada (n=47) n=12) Vmo?ﬂfgg)r SO n=22)

Prosek+SD  Prosek+SD Prosek+SD Prosek+SD
Posedujem odgovarajuci nivo 2,83+0,99  3,25+0,97 3,05+1,05 2,95+1,05
znanja o biopesticidima.
Biopesticidi nemaju negativan
uticaj na kvalitet poljoprivrednih 3,57+0,99  3,00%£0,85 3,75+0,97 3,45+1,01
proizvoda
Blopesticidi nemaju negativan
uticaj na zivotnu sredinu.
Biopesticidi nemaju negativan
uticaj na zdravlje rukovaoca 3,567+0,88  3,75%0,75 3,90+1,02 3,8210,85
preparatima.
Blopesticidi nemaju negativan
uticaj na zdravlje potroSaca.
Biopesticidi nemaju negativan
uticaj na zdravlje Zivotinja.
Poznato mi je vreme trajanja
karence prilikom primene 3,30£1,08  3,75%*0,87 3,60%1,10 3,59+0,96
biopesticida.

3,57+0,95  3,75%0,62 3,90+0,97 3,13%0,88

3,640,817  3,67%0,78 3,95+0,76 3,59£0,85

3,60+0,92  3,58%0,67 3,90+0,72 3,68£0,84

Napomena: prose¢na vrednost u tabeli je izradunata za vrednosti od 1 do 5: 1 —uop$te se ne slazem; 2 —ne
slaZem se; 3 — ne znam; 4 — slaZem se; 5 — u potpunosti se slaZem. Vrednosti ozna¢ene istim slovima u tabeli
nalaze se na istom nivou statisticke zna¢ajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Prilikom 1ispitivanja stavova proizvodaca poO pitanju znanja o
biopesticidima nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika izmedu razli¢itih tipova
gazdinstava. U proseku, znanje o biopesticidima je ocenjeno sa ,ne znam”.
Dobijeni rezultati prikazani u tabeli 5.10.3 ukazuju na ¢injenicu da je potrebno
dodatnu paznju posvetiti edikuacii 1 unapredenju znanja poljoprivrednih
proizvodaca u pogledu upotrebe bioloskih preparata.
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Tabela 5.10.4. StatistiCka analiza odgovora (aritmeticka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na posledice smanjenja upotrebe pesticida.

Ratarstvo Povrtarstvo .Vocarstvo ' Stocasrtvo
Stavovi proizvodada (n=47) (n=12) Vmo?;fgg)r VO (n=22)
Prosek+SD  Prosek#SD Prosek+SD Prosek+SD
Smanjenje upotrebe pesticida | 5 95,095 350+0,90 3,65+1,39  3,45+1,01
¢e ugroziti prinos.

Smanjenje upotrebe pesticida

¢e ugroziti finansijski rezultat 3,91+1,00 3,15+0,97 4,0010,92 3,5510,96

proizvodnje.

Smanjenje upotrebe pesticida

¢e doprineti boljem kvalitetu 3,51+1,25 3,75%0,75 3,60%1,05 3,50+1,10

poljoprivrednih proizvoda.

Smanjenje upotrebe pesticida

¢e doprineti o¢uvanju zivotne 4,17%+0,92 4,17+0,83 4.40x0,75 4.321+0,78

sredine.

Smanjenje upotrebe pesticida

¢e poboljsati zdravstvenu 4,09+1,02 4,00+0,85 4,30+0,80 4,3210,72

bezbednost proizvoda.

Smanjenje upotrebe pesticida

¢e doprineti boljem zdravlju 4,19+0,85 3,9210,90 4,40+0,75 4,23+0,15

zivotinja.

Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izracunata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopste se ne slaZem; 2 — ne
slazem se; 3 — ne znam; 4 — slaZem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznac¢ene istim slovima u tabeli
nalaze se na istom nivou statisticke zna¢ajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Kao 1 u sluc¢aju prethodne grupe pitanja, nije utvrdena statisticki znac¢ajna
razlika u odgovorima izmedu razlicitih tipova poljoprivrednih proizvodaca po
pitanju posledica smanjenja upotrebe pesticida. Rezultati ankete prikazani u
tabell 5.10.4 su pokazali da ispitanici nisu upoznatl sa posledicama smanjenja
upotrebe pesticida koje se odnose na bolji kvalitet poljoprivrednih proizvoda. S
druge strane, u najvecoj merl se slazu sa stavovima koji se odnose na o¢uvanje
zivotne sredine 1 poboljSanje zdravstvene bezbednosti [judi 1 Zivotinja.
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Tabela 5.10.5. Statisticka analiza odgovora (aritmeticka sredina i standardna

devijacija) na pitanja koja se odnose na izbor pesticida.

Stavovi proizvodaca

Cena najvise uti¢e na izbor
koris¢enih pesticida.

Savet prodavca najvise uti¢e na
1zbor koris¢enih pesticida.
Savet stru¢njaka (savetodavac,
profesori sa fakulteta i sl.) najvise
utice na izbor koriscenih pesticida.
Sopstveno iskustvo u
poljoprivrednoj proizvodnji najvise
uti¢e na izbor koriS¢enih pesticida.
Iskustvo drugih proizvodaca
najvise utic¢e na izbor koriS¢enih
pesticida.

Ratarstvo  Povrtarstvo vir\l/—c?;j;izz tlvo Stocarstvo
(n=47) (n=12) (0=20) (n=22)
Prosek*=SD Prosek*+SD Prosek*=SD Prosek*=SD
3,28+1,35 3,33%+1,15 3,30%1,22 3,68+1,04
3,04+128 3,17%1,11 3,15+0,75 3,55+1,14
4,2610,922 4,67+0,49% 4,6510,59° 4, 5540,51%
4.26+0,67 3,92+0,79 4,10+0,79 4,18+0,59

3,43+1,10  3,25+0,97 3,50+1,15 3,68+0,84

Napomena: prose¢na vrednost u tabeli je izracunata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopéste se ne slazem; 2 — ne

slaZem se; 3 — ne znam, 4 — slaZzem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli

nalaze se na istom nivou statisti¢ke znacajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Odgovorl na pitanja koja se ticu izbora pesticida u najvecoj meri ukazuju
na nepostojanje statisticki znacajne razlike medu ispitanicima. Ipak, statisticki
znacCajna razlika zabelezena je izmedu ratara 1 vocara, pri ¢emu je utvrdeno da
proizvodacl voca 1 grozda u veco] merl vrednuju savet struc¢njaka. Savet
prodavca, uz cenu, je najnize ocenjen faktor od uticaja prilikom izbora pesticida.
Takode, rezultati prikazani u tabeli 5.10.5 pokazuju da proizvodaci najvise cene
savet stru¢njaka 1 sopstveno iskustvo (viSe nego iskustvo drugih).

Tabela 5.10.6. Statisticka analiza odgovora (aritmeti¢ka sredina i standardna

devijacija) na pitanja koja se odnose na izvor informisanja.

Ratarstvo  Povrtarstvo Vir\lfci)cj;cizz tlvo Stocarstvo
Stavovi proizvodaga (n=47) (n=12) 81: 20) (n=22)
Prosek*SD Prosek*+SD Prosek*=SD Prosek*=SD
Internet 3,23+1,352 2,25+0,87*° 3,15+0,992 3,18+1,182
Televizija 2,87+1,50 2,25+0,97 2,80%+1,11 2,86+1,25
Radio 1,98+1,29 2,17£0,94 2,20%x1,11 1,95+0,90
Poljoprivredne savetodavne | 4 go.656 4 8340 39 4,65+0,59 4,68+0,48
sluzbe
e . . o + b
Strucnjaci sa Poljoprivrednog ili 3.89+1 15 4,33+0,89° 3.90+1 29% 3,41%1,26
nekog drugog fakulteta ¢
Prodavel prek]i)izzata 2azaSlu | 3351115 3254114 3304086  3.50+1,14
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Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izra¢unata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopste se ne slaZzem; 2 —
ne slazem se; 3 — ne znam, 4 — slazem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznacene istim slovima u
tabeli nalaze se na istom nivou statisticke znacajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

[spitivanjem stavova koji se odnose na 1zvore informisanja utvrdeno je da
Ispitanicl pokazuju najvece poverenje u poljoprivredne savetodavne sluzbe,
dok su najslabije ocenjeni televizija 1 radio (tabela 5.10.6). Statisticki znacajna
razlika 1zmedu proizvodaca prema preovladuyjucem tipu poljoprivredne
proizvodnje, je utvrdena u slucaju interneta 1 saveta strucnjaka sa
Poljoprivrednog 1i nekog drugog fakulteta, u korist naucno-obrazovanih
institucija. Proizvodaci koji su usmereni na stoc¢arstvo u najmanjoj meri vrednuju
savet struc¢njaka sa Poljoprivrednog fakulteta 1 taj stav se statisticki znac¢ajno
razlikuje od povrtara koji u najvecoj meri vrednuju ovakav vid informisanja. S

druge strane, povrtari koji u navecoj meri vrednuju savet stru¢njaka sa fakulteta,

najmanje od svih proizvodaca vrednuju internet kao izvor informisanja.

Tabela 5.10.7. StatistiCka analiza odgovora (aritmeti¢ka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na spremnost na povecanje troskova za zastitu

bilja.

Stavovi proizvodaca

Spreman sam da izdvojim vise
novca za zastitu bilja ukoliko bih
time povecao prinose
poljoprivrednih proizvoda.
Spreman sam da izdvojim vise
novca za zastitu bilja ukoliko bih
time poboljsao kvalitet
proizvedenih poljoprivrednih
proizvoda.

Spreman sam da izdvojim vise
novca za zastitu bilja ukoliko bih
time doprineo ocuvanju zlvotne
sredine.

Spreman sam da izdvojim viSe
novca za zastitu bilja ukoliko bih
time doprineo ocuvanju zdravlja
ljudi.

Spreman sam da izdvojim viSe
novca za zastitu bilja ukoliko bih
time doprineo ocuvanju zdravlja
Zivotinja.

Ratarstvo
(n=47)

Povrtarstvo

n=12)

Vocarstvo 1
vinogradarstvo
(n=20)

Stoc¢asrtvo
(n=22)

Prosek*+SD Prosek*+SD

4,30+0,93

4,2610,90

4,21+0,91

4,36+0,85

4,26+0,90

3,83%1,19

4,08+0,90

3,67+0,98

4,08+0,90

3,83%1,03

Prosek+SD Prosek+SD

3,95+1,23 4,41+0,73

4,3010,92 4,41+0,73

4,15+0,88 4,14+1,08

4,45+0,76

4,45+0,67

4,35+0,81 4,36+0,79

Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izracunata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopSte se ne slaZem; 2 — ne
slazem se; 3 — ne znam; 4 — slazem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli

nalaze se na istom nivou statisti¢ke znac¢ajnosti sa intervalom poverenja od 95%.
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Rezultati ankete prikazani u tabeli 5.10.7 govore u prilog tome da su svi
proizvodaci bez statisticki znacajnih razlika u stavovima izmedu posmatranih
grupa ispitanika, iskazali visoku spremnost na povecanje troSkova ukoliko bi to
poboljSanje doprinelo boljem prinosu, poboljsanju kvaliteta, ocuvanju zZivotne
sredine, kao 1 ocuvanju zdravlja [judi 1 Zivotinja.

Tabela 5.10.8. StatistiCka analiza odgovora (aritmeticka sredina i standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na kvalitet prodaje.

Ratarstvo  Povrtarstvo Xf;f;g:;gz; Stocasrtvo
Stavovi proizvodaca (n=47) (n=12) stvo (n=20) (n=22)

Prosek®#SD Prosek®#SD  Prosek*SD  Prosek®+SD
Prodavei su spremni dapreporuce | 1o 01 4004095 4054094  3.68+1,13
nov pesticid na trzistu.

Prodavci daju upustvo za upotrebu
pesticida prilikom kupovine.
Prodaveci su spremni da ukazu na

Stetnost prekomerne upotrebe 3,26%1,33 2,92+1,51 3,15+1,04 3,55+1,14
pesticida.
U paleti svojih proizvoda, prodavci
nude 1 biopesticide.

3,94+£1,05 3,92£0,79 3,95+x1,00 3,86%0,99

2,12+*1,23  3,08£1,08 3,25%1,25 2,95%1,00

Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izradunata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopéte se ne slazem; 2 — ne
slaZzem se; 3 — ne znam, 4 — slazem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti ozna¢ene istim slovima u tabeli
nalaze se na istom nivou statisti¢ke znac¢ajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Kada je rec¢ o kvalitetu prodaje rezultati ankete prikazani u tabeli 5.10.8
ukazuju da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika medu ispitanicima Sto implicira
ujednacenost stavova proizvodaca o kvalitetu prodaje. OpSsti utisak je da u
proseku ispitanici daju odgovor da se ,ne slazu” il ,ne znaju” da i prodavci
nude bioloske preparate. Ovakvl podacl ukazuju na potrebu za dodatnom
saradnjom sa sektorom prodaje u vidu informisanja o kvalitetima biopesticida 1
znacCaju njihove primene.
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Tabela 5.10.9. StatistiCka analiza odgovora (aritmeticka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na poverenje u prodaju.

Vodarstvo i .
Ratarstvo  Povrtarstvo Stoc¢asrtvo

Stavovi proizvodada (n=47) (n=12) ;’;\?g?;i%%g (n=22)

Prosek+SD Prosek*SD Prosek+SD  Prosek*SD
veryemupreporukuprodavea | g 0,49y 3174111 3554004  3,50+0,74
prilikom kupovine pesticida.
Uvazavam preporuke prodavca
vezano za koli¢ine korisc¢enih 3,64+1,17 3,42+0,90 3,90+0,72  3,86%0,94
pesticida.

Uvazavam preporuke prodavca
vezano za mere zastite prilikom 396x1,16 3,50£1,31 3,70£0,92  3,91%+0,92

rukovanja pesticidima.

Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izradunata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopste se ne slaZzem; 2 —
ne slazem se; 3 — ne znam, 4 — slazem se; 5 — u potpunosti se slaZzem. Vrednosti oznacene istim slovima u
tabeli nalaze se na istom nivou statisti¢ke znacajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Po pitanju stavova koji se tic¢u poverenja u prodaju nije utvrdena statisticki
znaCajna razlika medu ispitivanim proizvodacima (tabela 5.10.9). Ipak,
poverenje je na najvisem nivou u pogledu saveta vezanih za mere zaStite, dok
Su na nizem nivou kada je re¢ o koriS¢enim kolicinama 1 samim preporukama
prodavaca.

Tabela 5.10.10. Statisti¢ka analiza odgovora (aritmeti¢ka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na rad zvanic¢nih institucija.

Vodarstvo i .
Ratarstvo  Povrtarstvo Stoc¢asrtvo

Stavovi proizvodaca (n=47) (n=12) g?g%;ig%; (n=22)

Prosek®*SD Prosek*SD Prosek*SD Prosek*SD
ZvaniCne institucije pruzaju
potrebne informacije o
karakteristikama pesticida na
nasSem trzistu.
Zvanic¢ne institucije preporucuju
nove vrste pesticida na trzistu.
ZvaniCne institucije pruzaju
potrebne informacije o
prednostima koriS¢enja
biopesticida.

ZvaniCne institucije pruzaju
potrebne informacije o uticaju
pesticida na ocuvanje zivone
sredine.

Zvanicne institucije pruzaju
potrebne informacije o uticaju 4,19x1,06 3,92+1,31 4,20x0,95 4,36%0,79

pesticida na zdravlje Jjudi.

4,36+0,94 4,00£0,85 4,25+0,72  4,27x0,77

4,32+0,93 3,83%1,03 4,30x0,73  4,09%0,87

3,63+1,30 3,88£1,08 3,85%1,23 3,95%1,13

413%x1,10 3,83%1,11 4,150,938 4,27+0,88
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Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izra¢unata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopste se ne slaZzem; 2 —
ne slazem se; 3 — ne znam, 4 — slazem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznacene istim slovima u
tabeli nalaze se na istom nivou statisticke znacajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Iskazani stavovl ispitanika (tabela 5.10.10) upucuju da je rad zvanic¢nih
Intitucija ocenjen relativno visokom ocenom, sa izuzetkom pruzanja potrebnih
informacyja o prednostima korisc¢enja biopesticida. Ovakav epilog govorl o
potrebl za dodatnom edukacijom predstavnika zvani¢nih institucija po pitanju
opstih svojstava 1 narocito prednosti bioloskih preparata. Stavovi po pitanju
svega navedenog su ujednaceni medu anketiranim poljoprivrednim
proizvodacima.

Tabela 5.10.11. Statisti¢ka analiza odgovora (aritmeti¢ka sredina 1 standardna
devijacija) na pitanja koja se odnose na poverenje u zvanicne institucije.

Ratarstvo  Povrtarstvo Vocarstvo 1 Stoc¢asrtvo

Stavovi proizvodaca (n=47) (n=12) ;Sg%;i%%g (n=22)

Prosek+SD Prosek*SD Prosek+SD Prosek+SD
Verujem zvani¢nim institucijama u
vezl sa informacijama o
karakteristikama pesticida na
nasSem trzistu.

Verujem u preporuke zvanic¢nih
Institucija u vezl sa
karakteristikama novih pesticida na
trzistu.

Preporuke zvanic¢nih institucija
doprinose povecanju prinosa.
Preporuke zvanic¢nih institucija

doprinose boljem finansijskom 4,11+0,98 3,58+1,00 3,95x0,76 4.05%+0,90
rezultatu.

Preporuke zvanic¢nih institucija

doprinose boljem o¢uvanju zZivotne | 4,02+1,07 4,17+0,83 4.00+0,97 4,45+0,60
sredine.

Preporuke zvani¢nih institucija

doprinose boljem o¢uvanju 409+1,12 3,92+1,08 4,05£1,00 4,41+0,67

zdravlju Jjudi.

4,11+1,01  4,08%£1,08 4,30£0,92  4,45%+0,51

4,282095 4,17£1,11  4,30x0,86  4,32%0,65

4,13+0,88  4,17£0,83  4,10x0,79  4,23%0,69

Napomena: prosecna vrednost u tabeli je izradunata za vrednosti od 1 do 5: 1 — uopSte se ne slazem; 2 — ne
slaZzem se; 3 — ne znam; 4 — slaZem se; 5 — u potpunosti se slazem. Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli
nalaze se na istom nivou statisti¢ke znac¢ajnosti sa intervalom poverenja od 95%.

Poverenje u zvani¢ne institucije je ocenjeno relativno visokom ocenom,
pri Cemu ne postojl statisticki znacajna razlika i1zmedu razlicitth tipova
proizvodaca sto ukazuje na ujednacenost stavova po ovom pitanju (5.10.11).

Opsti zaklju¢ak na koji navode rezultati sprovedene ankete govori o
zadovoljavaju¢em nivou edukacije poljoprivrednih proizvodaca kada je rec¢ o
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pesticidima. Potpuno drugaciji scenario uvida se po pitanju bioloskih sredstava
za zastitu bilja. Ovakve prilike javljaju se kao posledica limitirane primene
biopesticida ali 1 nedovoljnih saznanja poljoprivrednih proizvodaca o pozitivnim
aspektima njihove upotrebe. Kako su rezultati ankete ukazali na visok nivo
poverenja proizvodaca u savetodavnu aktivnost strucnih lica u pogledu izbora
sredstava za zastitu bilja, namece se potreba za intenziviranjem promotivnih 1
edukativnih programa u organizacil stru¢nih sluzbi 1 zvani¢nih institucja. S
druge strane, nasuprot vaznosti edukacije, rezultati ankete su pokazali da
prodaja zasicena strogo komercijalnim pristupom, nijje adekvatan put izgradnje
pozitivnog stava poljoprivrednih proizvodaca prema bioloSkim sredstvima za
zastitu bilja.

Bitnu ulogu u daljem razvoju scenarija na polju implementacije bioloskih
sredstava za zastitu bilja u tekucoj poljoprivrednoj praksi, igraju strucnjacl 1z
oblasti kako proizvodnje tako 1 primene ovih preparata. Poverenje
poljoprivrednih proizvodaca koje ukazuju stru¢nim licima je bitna osnova za
promene dugogodiSnje ustaljene proizvodne prakse 1 stvaranje prostora za
nove preparate. Buducnost poljoprivredne proizvodnje temeljl se na reSenjima
koja povezuju nauku sa jedne strane 1 potrebe 1 iskustva Jjudi koji su direktno
uklju¢eni u sam proizvodni sistem. lako je trziste biopesticida u osetnom porastu
u nasSoj zemljl, a naroSito u inostranstvu, razvoj efikasnih bioloskih preparata 1
dalje predstavlja ozbiljan zadatak. Dalja perspektiva razvoja poljoprivrede u
smeru odrzive 1 ekoloski podobne proizvodnje zavisi¢e u veliko] meri od broja 1
koli¢ine dostupnih bioloSkih preparata za zastitu bilja ali 1 izgradenog pozitivhog
stava proizvodaca u pogledu njihove primene (Bailey 1 sar., 2010; Samada 1
Tambunan, 2020; Kumar 1 sar., 2021; Fenibo 1 sar., 2021).

Komunikacyja 1 dobro osmiSljen program edukacija koji omogucava
neposrednu interakciju 1 saradnju obe strane, predstavnika nauke 1
poljoprivrednih proizvodaca, je klju¢an segment kreiranja atmosfere koja vodi
razvoju odrzive 1 profitabilne poljoprivredne proizvodnje. Pored naucnih
publikacya, rezultati istraZivanja sprovedenog u okviru ove doktorske
disertacije, podeljeni su 1 na edukativnim freninzima organizovanim za
poljoprivredne proizvodace kao 1 organizovanim susretima sa zalnteresovanim
licima koja su ukljuc¢ivala vlasnike 1 radnike na porodi¢nim gazdinstvima, vece
poljoprivredne proizvodace, proizvodace sredstava za biolosku zastitu bilja,
diplomirane inzenjere poljoprivrede 1 tehnologije, kao 1 pripadnike 1z strukture
vlasti.
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6. Zakljudci

Osnovni cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bio je razvoj
tehnologye proizvodnje agenasa bioloske kontrole toksigenih izolata roda
Aspergillus. Kako bi se sagledala mogucnost resavanja konkretnog 1 aktuelnog
problema toksigene populacije roda Aspergillus prisutnih na teritoriji Republike
Srbyje, efikasnost biokontrolnih agenasa proveravana je testiranjem njihove
aktivnosti protiv izolata gljiva uzorkovanih sa kukuruza uzgajanog na lokalnom
podru¢ju. Odabir potentnog biokatalizatora kao nosioca bioprocesa
podrazumevao je nekoliko koraka koji su se temeljill na ispitivanju genetskog
potencijala novoizolovanih sojeva Bacillus spp. za produkcju antimikrobnih
komponenti 1 antagonisticke aktivnostl prema izolatima vrste Aspergillus flavus.
Dalji koraci razvoja bioprocesnog resenja obuhvatali su definisanje kvalitativnog
1 kvantitativnog satava hranljivog medijuma za produkciju biokontrolnih agenasa
pripemenom odabranog proizvodnog mikroorganizma. U narednoj fazi
Istrazivanja proizvodnja agenasa bioloske kontrole skalirana je do nivoa
laboratorijskog bioreaktora kako bi se izvrsila optimizacija klju¢nih procesnih
parametara 1 definisalo 1dejno reSenje primenljiivo 1 na viSim proizvodnim
skalama. Dizajn bioprocesnog reSenja zaokruzen je ispitivanjem mogucnosti
formulacyje krajnjeg proizvoda primenom cestica biokompatibilnog c¢vrstog
nosaca. Poslednji korak istrazivanja u okviru ove doktorske disertacie bio je
usmeren na sagledavanje stanja lokalnog trziSta 1 ispitivanje stavova
poljoprivrednih proizvodaca o primeni (bio)pesticida u Republici Srbiji.

Realizacijom navedenih specifi¢nih ciljeva istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije, definisani su sledeci specificni zakljucct:

Analizom rasporostranjenosti aflatoksigenih gljiva na poljima kukuruza u
Republici Srbiji 1 identifikacijom izolata 1zdvojenih iz zrna kukuruza uzgajanog
tokom 2019. 1 2020. proizvodne godine, 1zveden je zaklju¢ak o visokom nivou
distribucije sojeva koji pripadaju vrsti Aspergillus flavus na razli¢itim lokalitetima
Sirom zemlje. Genetska predispozicija ispitana primenom molekularne tehnike
koja podrazumeva monitoring delecija u okviru klastera gena za biosintezu
aflatoksina 1 potom ispitana eskpresija gena u uslovima koji favorizuju razvoj
gliiva 1 sintezu mikotoksina, doveli su do zakljucka o visokom potencialu
pojedinih 1zolovanih predstavnika Aspergillus flavus za produkciju aflatoksina,
kojl su odabrani kao test organizmi za dalja istrazivanja. Takode, potvrden je
znaCajan utica] mikroklimatskih uslova na produkciju mikotoksina, te je
utrvrdeno da, uprkos prisustvu toksigenih sojeva Aspergillus flavus na njivama,
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vremenski uslovi nisu omogucili visok stepen kontaminacije kukuruza
aflatoksinima u 2019. 1 2020. godini. Medutim, u ovoj vegetacionoj sezoni se,
usled vremenskih prilika, o¢ekuje visi stepen kontaminacije.

[zolacijom 76 predstavnika roda Bacillus 1z rizosfere 12 biljnih vrsta 1
skriningom njihove antagonisticke aktivnosti prema pripadniciama Aspergillus
flavus odabran je uzl 1izbor izolata kao potencialnih proizvodnih
mikroorganizama. Za narednu fazu evaluacyje potenciyala 1zolata kao
biokontrolnih agenasa efikasnih u suzbijajnu aflatoksigenih Aspergillus flavus
odabrani su: Mahunarke 1a, Mahunarke 1b, Krompir 4a, Sargarepa 3a i Paradajz
3. Dalji kriterjum za selekcyju podrazumevao Je lsplfivanje genetske
predispozicije 1zolata za produkciju antimikrobnih komponenti. Analiziranjem
prisustva gena odgovornih za sintezu lipopeptida, zaklju¢eno je da se izolatl
Mahunarke la 1 Krompir 4a 1zdvajaju u odnosu na ostale, po prisustvu svih Sest
ispitivanih gena. Na ova] nacin potvrden je znacCajan potencial 1zolata za
produkciju lipopeptidnih komponenti koje su okarakterisane kao pripadnici
familija surfaktina, iturina 1 fengicina. U narednom koraku evaluacije potencijala
odabranih 1zolata kao biokontrolnih agenasa ispitivana Je Sposobnost
Ispoljavanja supresivnog delovanja na testirane predstavnike Aspergillus flavus
nakon kultivacyje u hranljivim medjumima sa razli¢iim izvorima ugljenika 1
azota. I ovom sluc¢aju kao najbolji izbor pokazao se soj Mahunarke la.
Sumiranjem rezultata 1z prethodno definisanih faza zaklju¢eno je da najveci
potencijal kao biokontrolni agens efikasan u suzbijajnu aflatoksigenih sojeva
Aspergillus flavus poseduje izolat poreklom 1z rizosfere Phaseolus vulgaris
(Mahunarke la). Filogenetskom analizom odabranog izolata, Bacillus sp.
BioSol021, sekvenciranjem 165 rRNK regiona utvrdena je najveca bliskost sa
1zolatima 1z operativne grupe Bacillus amyloliquefaciens.

Optimizacyja sastava hranljivog medjuma za proizvodnju agenasa
bioloske kontrole aflatoksigenih predstavnika Aspergillus flavus zapoceta je
odabirom optimalnog 1zvora ugljenika 1 azota, pri ¢emu su kao najboolji 1zbor
definisani celuloza 1 urea. Modelovanje uticaja inicijalnih koncentracia
komponenti hranljivog medijuma na odabrani odziv — precnik zone inhibicije,
vrseno je metodologyom odzivne povrSine 1 veStackih neuronskih mreza.
Poredenjem rezultata za modele generisane primenom dve metodologye, gde
su vrednosti koeficijenta determinacije iznosili za testirani izolat Aspergillus
flavus SAZBSS 0,96 (RSM), 10,86 (ANN) odnosno izolat Aspergillus flavus PA2DSS
0,95 (RSM) 1 0,84 (ANN), zakljuc¢eno je da su generisane matematicke relacije
definisane primenom metodologije odzivne povrsine adekvatnije za simulaciju

posmatranog sistema. Dalji korak podrazumevao je primenu metodologie
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zeljene funkcije radi definisanja optimalnih vrednosti inicijalnih koncentracija
osnovnih nutrjenata medjuma za prolzvodnju agenasa bioloske kontrole
efikasnih u suzbjjanju aflatoksigenih izolata Aspergillus flavus. Definisano je
optimalno reSenje u pogledu sastava podloge: celuloza, 5 g/l, (NH.)2SO4 3,77 g/,
K:HPO,4 0,3 g/11 MgSO47H,0O 0,3 g/l.

Validacyja optimalnog resenja u pogledu sastava hranljivog medijuma za
proizvodnju agenasa bioloske kontrole primenom Bacillus sp. Blosol021
1zvrsena Je 1zvodenjem bloprocesa u uvecanim razmerama, na nivou
laboratorjskog bioreaktora ukupne zapremine 16 1. Rezultati eksperimenata
ukazali su na zadovoljavajuci stepen korelacije izmedu odziva predvidenih
modelom 1 realnih vrednosti. Vise vrednosti precnika zone inhibicije u ovoj fazi
razvoja tehnologije proizvodnje agenasa bioloSke kontrole pripisuju se boljim
uslovima u laboratorijskom bioreaktoru za rast proizvodnog mikroorganizma 1
metabolicku funkciyju u pogledu sinteze antimikrobnih komponenti. Dodatno,
ova faza kreiranja bioprocesnog resSenja podrazumevala je optimizaciju
osnovnih procesnih parametara: Intenzitet aeraclje, brzina meSanja 1
kultivaciono vreme. Eksperimentalni podaci generisani izvodenjem bioprocesa
u laboratoriskom bioreaktoru iskoriS¢eni su za optimizaciju primenom Taguci
metolodologije. Rezultati statisticke analize ukazali su da je za maskimizaciju
antagonisticke aktivnosti agenasa bioloske kontrole protiv aflatoksigenih izolata
Aspergillus flavus optimalno reSenje 1zvodenje bioprocesa tokom 96 h pri
Intenzitetu areacije 1,5 vvm 1 brzini mesanja 300 o/min.

Pored dokazane kompetitivne aktivnosti proizvodnog soja, detekcijom
antimikrobnih komponenti odgovornih za supresivno delovanje proizvodnog
mikroorganizma primenom analitickth metoda HPLC-MS 1 MALDI-TOF MS
definisan je dodatni mehanizam delovanja agenasa bioloske kontrole (antibioza)
efikasnih u suzbjanju aflatoksigenih pripadnika Aspergillus flavus. Takode,
1dentifikacijom lipopeptida i1z familijja surfaktina, iturina 1 fengicina potvrden je
prethodno utvrden genetski potencial proizvodnog izolata Bacilus sp.
BioSo0l021 za njihovu produkciju.

Kao finalmi korak razvoja tehnologije proizvodnje agenasa bioloske
kontrole aflatoksigenih 1izolata Aspergillus flavus 1spltana je mogucnost
formulacije preparata primenom biokompatiblnih ¢vrstih nosaca. Vezivanjem
benefinih mikroorganizama =za Cestice biouglja ostvarena Jje visoka
koncentracya celya kao aktivnih komponenti po jedinici mase finalnog
proizvoda. Ovakav rezultat, upotpunjen ¢injenicom o ulozl ¢vrstog nosaca u
oCuvanju viabilnosti agenasa bioloSke kontrole pruza odli¢nu osnovu za
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definisanje formulacije koja bl pogodovala dobijanju preparata s dobrim
prilikama za Siru komercijalizaciju.

Nakon definisanja klju¢nih koraka razvoja bioprocesnog reSenja za
proizvodnju agensa bioloSke kontrole efikasnih u suzbijjanju aflatoksigenih
predstavnika Aspergillus flavus, u istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije
uklju¢ena je analiza domaceg frziSta biopesticida 1 ispitivanje stavova
poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi (bio)pesticida. Zaklju¢ak izveden nakon
sumiranja rezultata ankete uputio je na potrebu o ulaganju dodatnih napora
stru¢nih lica iz oblasti u pogledu edukacie poljoprivrednih proizvodaca o
aspektima primene bioloskih sredstava za zaStitu bija. S druge strane,
celokupan utisak o perspektivama daljeg razvoja trzista biopesticida govorl o
pozitivnom stavu poljoprivrednih proizvodaca prema promenama u trenutno
aktuelnoj poljoprivrednoj praksiibitnom mestu koje ¢e zauzeti bioloSka sredstva
za zastitu bilja u buducnosti.
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8. Prilozi
8.1. Prilog1
Tabela 8.1.1. Uzorci kukuruza uzgajanog tokom 2019. 1 2020. na razli¢itim lokalitetima
u Republici Srbijl.
Redni broj Uzorci roda kukuruza
uzorka Lokalitet Sifra uzorka Sezona

1. Pancevo PA

2. UZice UE

3. Loznica LO

4, Subotica SU

5. Valjevo VA

6. Sirig Sl

1. Novi Sad NS

8. Bedej BC

9. Sombor SO

10. Magli¢ MA 2019,
11. Karavukovo KA

12. Vrsac NA

13. Kulpin KU

14. Sivac SC

15. Sabanta SA

16. Stitar ST

17. Lepojevic LE

18. Rogojevac RO

L. Rumenka RU

2. Opari¢ OP

3. Kuzmin KU

4, Lepojevic LE

5. Martinci MA

6. Krugedol KR 2020.
1. Valjevo VA

8. Begka BS

9. Becej BC

10. Sombor SO
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8.2. Prilog 2

PAZ2DSS

LOIASS BC1CSS SO SS
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ROZBSS

Slika 8.2.1. Makromorfoloske karakteristike izolata Aspergillus flavus 1zolovanih 1z
kukuruza uzorkovanog na razlic¢itim lokalitetima u Republici Srbiji.
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8.3. Prilog 3

ST2BSS, VAI1BSS PAZ2DSS

SAZBSS SUIASS NAZBSS

LO1ASS BCICSS SO1ASS
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RO2Z2BSS

Slika 8.3.1. Mikromorfoloske karakteristike 1zolata Aspergillus flavus izolovanih 1z
kukuruza uzorkovanog na razli¢itim lokalitetima u Republici Srbiji.
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8.4. Prilog 4

Vanja Vlajkov

Tabela 8.4.1. Spisak novoizolovanih sojeva Bacillus spp. sa Istaknutim biljnim vrstama 1
lokalitetima na kojima je vrSeno uzorkovanje rizosfere.

BSOS DS WO WO WWWOWOWOWWWDNDDMNDDMNDMDMDMDIMNDDMNDDMNDDND o
MO ODIONEDRD—OOMNMAO NS WO OOMADOIE WNE— O ©0 N3O s DR —

Pisum sativum

Brassica oleracea var.
capitata

Pastinaca sativa

Daucus carota subsp.
sativus

Redni broj Uzorcl rizosfere Lokacija [zolat
koris¢eni za izolaciju
Alllum cepa Magli¢ Luk la
Luk 1b
Luk 2
Luk 3
Luk 4a
Luk 4b
Beta vulgaris subsp. Selenca Cvekla 1
vulgaris Cvekla 2a
Cvekla 2b
Cvekla 3
Cvekla 4
Cucumis sativus Bac¢ Krastavac la

Backo Novo Selo

Futog

Glozan

Begec

Deronje

222

Krastavac lb
Krastavac 2a
Krastavac 2b
Krastavac 2¢
Krastavac 3
Krastavac 4
Crasak 1
Crasak 2a
Crasak 2b
Crasak 3a
Crasak 3b
Crasak 4a
Crasak 4b
Kupus 1
Kupus 2
Kupus 3a
Kupus 3b
Kupus 4
Pastrnak la
Pastrnak 1b
Pastrnak 2
Pastrnak 3
Pastrnak 4
Sargarepa 1
Sargarepa 2a
Sargarepa 2b
Sargarepa 3a
Sargarepa 3b
Sargarepa 4
Paradajz 1
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43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
12
13
14
75
76

Solanum
lycopersicum

Solanum tuberosum

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Capsicum annuum

Vanja Vlajkov

Paradajz 2
Paradajz 3
Paradajz 4
Krompir la
Krompir 1b
Krompir 2
Krompir 3a
Krompir 3b
Krompir 4a
Krompir 4b
Pasulj 1a
Pasulj 1b
Pasulj 2a
Pasulj 2b
Pasulj 3a
Pasulj 3b
Pasulj 4a
Pasulj 4b
Mahunarke la
Mahunarke 1b
Mahunarke 2a
Mahunarke 2b
Mahunarke 3a
Mahunarke 3b
Mahunarke 3c
Mahunarke 4a'
Mahunarke 4b
Paprika la
Paprika 1b
Paprika 2a
Paprika 2b
Paprika 3
Paprika 4a
Paprika 4b
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8.5. Prilog5

Tabela 8.5.1. Srednje vrednosti pre¢nika zone inhibicije dobijenih testiranjem
antagonistickog efekta uzoraka kultivacione te¢nosti proizvodnih izolata protiv izolata
Aspergillus flavus SA2BSS.

Antagonist Prec¢nik zone inhibicie
Cvekla 2b 0,00£0,00¢2
Luk 1b 0,00£0,0082
Luk 2 0,00x0,0082
Luk 3 0,00£0,0082
Luk 4a 0,00x0,0082
Luk 4b 0,00£0,0082
Krastavac 3 0,000,002
Pasulj 1b 0,00£0,0082
Pasulj 2a 0,00£0,0082
Pasulj 2b 0,00£0,0082
Pasulj 3a 0,00£0,0082
Krastavac 2c¢ 0,000,002
Pasulj 4a 0,00£0,0082
Pasulj 4b 0,00£0,0082
Crasak 1 0,00x0,0082
Crasak 2a 0,00£0,0082
Crasak 2b 0,00£0,0082
Crasak 3a 0,00£0,0082
Crasak 3b 0,00£0,0082
Grasak 4a 0,000,002
Crasak 4b 0,00£0,0082
Krastavac 2b 0,00x0,002
Krastavac 2a 0,000,002
Mahunarke 2a 0,000,002
Mahunarke 2b 0,00x0,002
Mauhunarke 3a 0,000,002
Mauhunarke 3b 0,00x0,002
Pastrnak 3 0,00£0,0082
Mahunarke 4a 0,000,002
Mahunarke 4b 0,00x0,002
Pastrnak la 0,00£0,0092
Sargarepa 2a 0,00x0,002
Paprika 4b 0,000,002
Paprika 4a 0,000,002
Paprika 2b 0,000,002
Paprika 1b 0,000,002
Cvekla 1 0,000,002
Cvekla 2a 0,00£0,0082
Krastavac 4 0,000,002
Cvekla 3 0,00£0,0082
Cvekla 4 0,00£0,0082
Krompir la 0,000,002
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Krompir 1b
Krompir 2
Paprika la
Paradajz 4
Kupus 3b
Krompir 4b
Kupus 1
Kupus 2
Kupus 3a
Paradajz 1
Krastavac la
Sargarepa 2b
Krastavac 1b
Krompir 3a

0,000,002
0,00%+0,00?
0,000,002
0,000,002
0,00%0,00?
0,000,002
0,00%0,00?
0,000,002
0,000,002
17.00£0,00°
17,33%1.52P¢
18,0041,00¢
18,33%0,57Pcd
19,0040,00Pcde

Paradajz 2 19,0041,73bcde
Pastrnak 2 19,67£0,57bcdet
Pastrmak 4 19,67£0,57bcdet
Mauhunarke 3c 20,00£0,00pedet
Luk la 20,00+£1,00pedetg
Pasulj 1a 20,17£0,76%
Krompir 3b 20,33+0,57¢dea
Pasulj 3b 20,67+0,76%f9
Kupus 4 20,83+1,15%%f
Sargarepa 4 21,33+2.30¢f"
Paradajz 3 22,67%0,570M
Pastrnak 1b 23,00+1,009M
Paprika 3 24,001,000
Sargarepa 3b 25,33%4,50"
Sargarepa 1 25,33£7,81
Paprika 2a 29,6712 54
Mahunarke 1b 30,005,00
Sargarepa 3a 35,00£4,50%
Mahunarke la 40,00£0,00!
Krompir 4a 42,3316,80!

Vanja Vlajkov

Vrednosti oznacene istim slovima u tabeli nalaze se na istom nivou statisticke zna¢ajnosti sa intervalom

poverenja od 95%.
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8.6. Prilog6

(o) ST TRCT AP

(o SRS, TRSTOSERR L

(o) GRS, DT SRR EIL
(o) QTN BRSSP 0L

)
B
# %
% S 2
% ' g
. 2 :
g 5 = oS
g 5 ““
s R S
g op & SRS
H a ANANAWR VA
26 — A
% : g/
3
Z

Slika 8.6.1. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih
nutrjenata na precnik zona inhibicyje za 1zolat Aspergillus flavus SA2BSS tokom faze
modelovanja sastava hranljivog medijuma (RSM): A — celuloza 1 urea; B — celuloza 1

(NH4)250s; C — celuloza 1 K;HPOy; D —urea i (NH)2SO4; E —urea 1 K3HPOy; F —
(NH4)2SO4 i K;HPO..
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Slika 8.6.2. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih

nutrijenata na prec¢nik zona inhibicije za 1zolat Aspergillus flavus PA2DSS tokom faze
modelovanja sastava hranljivog medijuma (RSM): A — celuloza 1 urea; B — celuloza 1

(NH4)250s; C — celuloza 1K;HPOy; D —urea i (NH)250,4; E —urea 1 K3HPOy; F —
(NH4)2S04 1 KeHPOq.
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Slika 8.6.3. Odzivne povrsSine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih
nutrjenata na precnik zona inhibicye za 1zolat Aspergillus flavus SA2BSS tokom faze
modelovanja sastava hranljivog medijuma (ANN): A — celuloza 1 urea; B — celuloza 1
(NH4)2SOy4; C — celuloza 1 K;zHPO4; D —urea i (NH4)2SO4; E —urea 1 K;HPO4; F —
(NH.)2S0O4 1 KeHPOq.
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Zona inhibicije izolata PA2DSS (mm)
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Slika 8.6.4. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj inicijalnih koncentracija odabranih

nutrijenata na prec¢nik zona inhibicije za 1zolat Aspergillus flavus PA2DSS tokom faze
modelovanja ANN sastava hranljivog medijuma (ANN): A — celuloza 1 urea; B —
celuloza i (NH4)2SOy; C — celuloza i Ko2HPO4; D —urea i (NH4)2SO4; E —urea 1 K3HPOy,; F —
(NH4)2S0O4 1 KHPO..
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Slika 8.7.1. MALDI-TOF maseni spektar supernatanta kultivacione tecnosti
proizvodnog mikroorganizma nakon kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru pri
intenzitetu aeracije 0,5 vvm 1 brzini meSanja 100 o/min.
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Slika 8.7.2. MALDI-TOF maseni spektar supernatanta kultivacione te¢nosti
proizvodnog mikroorganizma nakon kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru pri
intenzitetu aeracije 0,5 vvm 1 brzini meSanja 300 o/min.
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Slika 8.7.3. MALDI-TOF maseni spektar supernatanta kultivacione tecnosti
proizvodnog mikroorganizma nakon kultivacije u laboratorijskom bioreaktoru pri
intengzitetu aeracije 1,5 vvim 1 brzini mesanja 100 o/min.
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Slika 8.7.4. MALDI-TOF maseni spektar (opseg 1010-1090 m/z) supernatanta
kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma nakon kultivacije u laboratorijskom
bioreaktoru pri intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini meSanja 300 o/min..
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Slika 8.7.5. MALDI-TOF maseni spektar (opseg 1480-1540 m/z) supernatanta
kultivacione tecnosti proizvodnog mikroorganizma nakon kultivacije u laboratorijskom
bioreaktoru pri intenzitetu aeracije 1,5 vvm 1 brzini meSanja 300 o/min..
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8.8. Prilog 8
Frakcija 63—-125 pm

———— ——
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Uocgava se dominantno prisustvo Cestica ostrih ivica (Slika 1A, crveno), dok se u manjoj
merl zapazaju forme nastale ugljenisanjem biljnih ostataka (Slika 1A 1 1B, zeleno). Uo¢avaju
se 1 oble Cestice pepela karakteristi¢ne za visoke temperature (posledica topljenja), Slike
2A i 2B (narandZasto). Sto se ti¢e EDS analize, ona pokazuje visok sadrzaj Si, K, Cai O za
oble ¢estice i i visok sadrzaj Ca, C i O za &estice sa oftrim ivicama. Cestice nastale
ugenianje biljnih ostataka pokazuju dominantno prisustvo ugljenika-C.

" . T A g

v
w3 rn LA o

Zastupljenost oblih formi je je takode mala u ovoj frakciji (slike 3A, 3B 1 4A,
narandzasto), dok su dominantne Cestice ostrih ivica (crveno) i ¢estice nastale
ugljenisanjem biljnih ostataka (zeleno). Na slici 4B prikazana je uvecana obla
Cestica na kojoj se uocavaju pore precnika oko 10 pm. EDS analiza je pokazala
sli¢ne rezultate, s tim Sto oble ¢estice sadrze 1 Cl.
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Frakcya iznad 1000 pm (1 mm) sadrzl veoma heterogen sastav Cestica 1 po
morfologiji1po veli¢ini, ali se takode uocavaju tri osnovne forme — ¢estice sa oStrim
lvicama, ugljenisana biomasa 1 oble cCestice. Rezultati EDS analize razlicitih
morfologija Cestica (oble, ostre 1 biomasa) odgovaraju frakciji 63 —125.

Slika 8.8.1. SEM/EDS ispitivanja tri frakclje pepela nakon spaljivanja biomase na bazi
soje.
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Tabela 8.8.1. Hemijsko-mineraloska analiza sojinog pepela

Uzorak Jedinica 1l mm 63 mm 125 mm
XRF
Suma 99,67 99,63 99,67
SiO; % 37,526 24,125 25,383
Al;Os % 4,549 3,417 3,406
Fe:Os % 2,294 1,864 1,87
CaO % 18,29 28,311 27,156
MgO % 10,04 13,987 13911
P20s % 5,9279 5,2561 5,5875
SOs3 % 0,641 1,556 1,034
K0 % 14,812 10,573 11,013
NaO % 0,653 0,522 0,516
TiO, % 0,2912 0,2438 0,2337
Cr203 % 0,0143 0,0076 0,0084
Mn;Os % 0,0976 0,0947 0,0981
Zn % 0,0096 0,01988 0,01279
ST % 0,083 0,133 0,127
LOI % 4,44 9,52 9,81
XRD
Halit % 15,980 12,070 17,690
Kalcit % 0,218 12,180 8,360
Kristobalit % 0,000 0,201 0,352
Amorfni pepeo % 34,080 0,000 0,000
Kre¢ (negaseni krec) % 0,714 16,650 15,760
Galenit % 9,200 5,490 5,660
Hematit % 2,990 5,130 5,840
K-feldspat % 0,796 0,352 0,000
Magnetit % 0,000 0,000 0,000
Mulit % 1,840 1,670 0,000
Periklas % 3,330 21,100 22,610
Plagioklas % 11,980 2,990 2,830
Kvarc % 10,610 10,720 7,600
Rutil % 0,290 0,000 0,000
Anhidrit % 0,000 0,002 0,000
Tabela 8.8.2. Vrednost pH u vodenoj sredini po frakcijama sojinog pepela
Veli¢ina Maseni procenat  pH (pepeo: voda =1 : 5)
frakcije (um) frakcije (w/w)
> 1000 23 % 11,64
710 - 1000 8 % 11,57
500-710 6 % 11,74
315 -500 9% 11,96
250-315 4% 12,16
125 - 250 15 % 12,61
63-125 16 % 13,10
<63 18 % 13,41
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8.9. Prilog9

Upitnik — IstraZivanje stavova poljoprivrednih proizvodaca o upotrebi
(bio)pesticida

Postovanali,

molimo Vas da ucestvujete u istrazivanju koje se odnosi na ispitivanje stavova
poljoprivrednih proizvodac¢a o primeni (bio)pesticida u Republici Srbiji.
[strazivanje se sprovodi u sklopu projekta pod nazivom , Bioprocess solution for
the production of biocontrol agent against aflatoxigenic Aspergillus species
(BioSolAfla)” kojl je finansiran od strane Fonda za nauku Republike Srbije.

C1lj ovog istrazivanja je sagledati znanja poljoprivrednih proizvodaca u vezi sa
koris¢enim pesticidima, ali 1 ispitati mogucnosti za uvodenje novih vrsta
pesticida koji za cllj imaju istovremeno ocuvanje zivotne sredine 1 zdravlja ljudi,
kao 1 poboljsanje kvaliteta poljoprivrednih proizvoda uz stabilne prinose.
Anketa je anonimna, a potrebno vreme za njeno ilspunjavanje je najvise 10
minuta.

Hvala Vam na odvojenom vremenu!

Opsti podaci o ispitaniku

1. Pol
a) musko
b) Zensko

2. Godina rodenja:

3. Stepen obrazovanja
a) osnovna Skola

b) srednja Skola

c) visa Skola

d) fakultet

e) magistar/master

f) doktor nauka

4, Radno iskustvo u poljoprivrednoj proizvodnji:
a) manje od 5 godina

b) 6 - 10 godina

c) 11 - 20 godina

d) 21 1viSe godina
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Opsti podaci o poljoprivrednom gazdinstvu

5. Naselje /1li opstina gde se nalazi gazdinstvo:
6. Tip poljoprivredne proizvodnje na gazdinstvu koji obezbeduje najveci
deo prihoda gazdinstva:

a) Ratarstvo

b) Povrtarstvo

C) Vocarstvo

d) Vinogradastvo
e) Stocarstvo

7. Navedite povrsinu koriscenog poljoprivrednog zemljista u poslednjoj
proizvodnoj godini:

8. Da li se bavite organskom proizvodnjom:

a) Da

b) Ne

9. Ukoliko je Vas odgovor na prethodno pitanje ,,Ne”, odgovorite da Ii
planirate da se bavite organskom proizvodnjom u buduc¢nosti:

a) Da

b) Ne

10.  Ocenite troSkove zastite bilja u poslednjoj proizvodnoj godini:

11. Dali posedujete adekvatnu mehanizaciju za primenu sredstava za zastitu
bilja?

a) Da

b) Ne

12. Ukom usevu/zasadu ste u toku ove proizvodne godine imall najvise
aplikacija pesticida 1 koliko je okvirno 1znosio njihov broj?
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Znanje o pesticidima

Ocenite VaSe znanje o pesticidima. Zaokruzite jednu ocenu od 1 do 5.
] —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Posedujem odgovarajudi nivo znanja o pesticidima.
1 2 3 4 5
Instrukcije za koriS¢enje pesticida sa ambalaze su mi jasne.
1 2 3 4 5
Nakon koriS¢enja pesticida ambalazu odlazem prema upustvu sa ambalaze.
1 2 3 4 5
Znam zasto su pojedini pesticidi zabranjeni za koriscenje.
1 2 3 4 5
Pesticidi ostavljaju Stetne posledice na kvalitet poljoprivrednih proizvoda.
1 2 3 4 5
Zivotna sredina je ugroZena usled upotrebe pesticida.
1 2 3 4 5
Poznate su mi negativne posledice koriS¢enja pesticida po zdravlje rukovaoca
preparatima.
1 2 3 4 5
Poznate su mi negativne posledice koriS¢enja pesticida po zdravlje potrosaca.
1 2 3 4 5
Poznate su mi negativne posledice koriS¢enja pesticida po zdravlje zivotinja.
1 2 3 4 5
Umem da prepoznam posledice trovanja pesticidima na svom telu.
1 2 3 4 5
Poznat mi je period trajanja karence pesticida koje koristim.
1 2 3 4 5

Znanje o biopesticidima

Ocenite VaSe znanje o biopesticidima. Zaokruzite jednu ocenu od 1 do 5.
] —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se
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5 —u potpunosti se slazem

Posedujem odgovarajuci nivo znanja o biopesticidima.
1 2 3 4 5
Blopesticidi nemaju negativan uticaj na kvalitet poljoprivrednih proizvoda.
1 2 3 4 5
Biopesticidi nemaju negativan uticaj na zivotnu sredinu.
1 2 3 4 5
Blopesticidi nemaju negativan uticaj na zdravlje rukovaoca preparatima.
1 2 3 4 5
Biopesticidi nemaju negativan uticaj na zdravlje potroSaca.
1 2 3 4 5
Biopesticidi nemaju negativan uticaj na zdravlje zivotinja.
1 2 3 4 5
Poznato mi je vreme trajanja karence prilikom primene biopesticida.
1 2 3 4 5

Posledice smanjenja upotrebe pesticida

Ocenite posledice smanjenje upotrebe pesticida. Zaokruzite jednu ocenu od 1
do 5.

] —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Smanjenje upotrebe pesticida ¢e ugroziti prinos.
1 2 3 4 5
Smanjenje upotrebe pesticida ¢e ugroziti finansijski rezultat proizvodnje.
1 2 3 4 5
Smanjenje upotrebe pesticida ¢e doprineti boljem kvalitetu poljoprivrednih
proizvoda.
1 2 3 4 5
Smanjenje upotrebe pesticida ¢e doprineti ocuvanju zivotne sredine.
1 2 3 4 5
Smanjenje upotrebe pesticida ¢e poboljsati zdravstvenu bezbednost
proizvoda.
1 2 3 4 5
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Smanjenje upotrebe pesticida ¢e doprineti boljem zdravlju Zivotinja.
1 2 3 4 5

[zbor pesticida

Ocenite faktore koji uticu na 1zbor koriS¢enih pesticida. Zaokruzite jednu ocenu
od 1 dob.

1 —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Cena najvise uti¢e na 1zbor koriS¢enih pesticida.
1 2 3 4 5
Savet prodavca najvise utice na izbor koriscenih pesticida.
1 2 3 4 5
Savet stru¢njaka (savetodavac, profesori sa fakulteta 1 sl.) najviSe utice na 1zbor
koris¢enih pesticida.
1 2 3 4 5
Sopstveno 1skustvo u poljoprivrednoj proizvodnjl najvise uti¢e na izbor
koris¢enih pesticida.
1 2 3 4 5
[skustvo drugih proizvodaca najviSe utice na 1zbor koriS¢enih pesticida.
1 2 3 4 5

[zvor informisanja

Prilikom izbora pesticida naj¢esce se informiSem putem sledecih izvora:
ZaokruZite jednu ocenu od 1 do 5.

1 —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 —slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Intenet

1 2 3 4 5
Televizija

1 2 3 4 5
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Radio
1 2 3 4 5
Poljoprivredne savetodavne sluzbe
1 2 3 4 5
Strucnjaci sa Poljoprivrednog ili nekog drugog fakulteta
1 2 3 4 5
Prodavci preparata za zastitu bilja
1 2 3 4 5

Spremnost na povecanje troskova za zastitu bilja

Ocenite spremnost za povecanjem troskova za zastitu bilja. Zaokruzite jednu
ocenuod 1 dob.

1 —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Spreman sam da izdvojim vise novca za zastitu bilja ukoliko bih time povecao
prinose poljoprivrednih proizvoda.

1 2 3 4 5
Spreman sam da 1zdvojim viSe novca za zastitu bilja ukoliko bih time poboljsao
kvalitet proizvedenih poljoprivrednih proizvoda.

1 2 3 4 5
Spreman sam da izdvojim viSe novca za zastitu bilja ukoliko bih time doprineo
ocuvanju zivotne sredine.

1 2 3 4 5
Spreman sam da izdvojim viSe novca za zastitu bilja ukoliko bih time doprineo
ocuvanju zdravlja Jjudi.

1 2 3 4 5
Spreman sam da izdvojim viSe novca za zastitu bilja ukoliko bih time doprineo
ocuvanju zdravlja zivotinja.

1 2 3 4 5
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Kvalitet prodaje

Ocenite kvalitet prodaje sredstava za zastitu bilja. Zaokruzite jednu ocenu od 1
do 5.
] —uopste se ne slazem
2 —ne slazem se
3 —ne znam
4 — slazem se
5 —u potpunosti se slazem
Prodavci su spremni da preporuce nov pesticid na trzistu.
1 2 3 4 5
Prodavci daju upustvo za upotrebu pesticida prilikom kupovine.
1 2 3 4 5
Prodavci su spremni da ukazu na Stetnost prekomerne upotrebe pesticida.
1 2 3 4 5
U paleti svojih proizvoda, prodavci nude 1 biopesticide.
1 2 3 4 5
Poverenje u prodaju

Ocenite stepen poverenja u prodavca sredstava za zastitu bilja. Zaokruzite
jednu ocenu od 1 do 5.

] —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Verujem u preporuku prodavca prilikom kupovine pesticida.
1 2 3 4 5
Uvazavam preporuke prodavca vezano za koli¢ine koris¢enih pesticida.
1 2 3 4 5
Uvazavam preporuke prodavca vezano za mere zastite prilikom rukovanja
pesticidima.
1 2 3 4 5
Rad zvanic¢nih institucija

Ocenite kvalitet rada zvani¢nih institucija (savetodavnih sluzbi, Ministarstva
poljoprivrede, Poljoprivrednog fakulteta i sl.) u pogledu pruzanja potrebnih
informacija o sredstvima za zastitu bilja. Zaokruzite jednu ocenu od 1 do 5.
1 —uopste se ne slazem
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2 —ne slaZem se

3 —ne znam

4 —slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Zvanicne institucije pruzaju potrebne informacije o karakteristikama pesticida
na nasem trzistu.

1 2 3 4 5
ZvaniCne institucije preporucuju nove vrste pesticida na trzistu.

1 2 3 4 5
ZvaniCne institucije pruzaju potrebne informacije o prednostima koriS¢enja
biopesticida.

1 2 3 4 5
ZvaniCne institucije pruzaju potrebne informacije o uticaju pesticida na
ocuvanje zivone sredine.

1 2 3 4 5
Zvanic¢ne institucije pruzaju potrebne informacije o uticaju pesticida na zdravlje
Jjudi.

1 2 3 4 5

Poverenje u zvani¢ne institucije

Ocenite stepen poverenja u zvanicne institucije. Zaokruzite jednu ocenu od 1
do 5.

1 —uopste se ne slazem

2 —ne slazem se

3 —ne znam

4 — slazem se

5 —u potpunosti se slazem

Verujem zvani¢nim institucljama u vezl sa informacijama o karakteristikama
pesticida na nasem trzistu.

1 2 3 4 5
Verujem u preporuke zvanic¢nih institucija u vezi sa karakteristikama novih
pesticida na trzistu.

1 2 3 4 5
Preporuke zvanic¢nih institucija doprinose povecanju prinosa.

1 2 3 4 5
Preporuke zvani¢nih institucija doprinose boljem finansijskom rezultatu.

1 2 3 4 5
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Preporuke zvani¢nih institucija doprinose boljem oc¢uvanju zivotne sredine.
1 2 3 4 5

Preporuke zvani¢nih institucija doprinose boljem oc¢uvanju zdravlju ljudi.
1 2 3 4 5

Upotreba biopesticida

Biopesticidi su sredstva za zastitu bilja bioloskog porekla. Mogu biti na bazi
biljnih ekstrakata, etarskih ulja ili korisnih mikroorganizama 1 koriste se u zastiti
bilja od bolesti, Stetocina 1 korova. Bezbedni su za zdravlje ljudi 1 zivotinja 1
doprinose o¢uvanju zivotne sredine. Karenca u slu¢aju biopesticida najcesce
1znosi od 1 do 2 dana 1li je uopSte 1 nema.

1. Da li koristite biopesticide:
a) Da
b) Ne

Ukoliko je Vas odgovor na prethodno pitanje ,Ne™:

2. Da li ste spremni da koristite biopesticide ukoliko Vam je poznato da
doprinose oc¢uvanju zivotne sredine, zdravlja ljudi 1 Zivotinja?

a) Da

b) Ne

3. Da li ste spremni da koristitie biopesticide ukoliko su Vam poznate
prednosti njihovog koriS¢enja uprkos povecanju troskova zastite bilja?

a) Da

b) Ne
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Osaj Obpazay uunu cacmasHu 0eo OOKMOpPcKe oucepmayuje, O0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEemMHU4UK02 npojekma xoju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. Ilonywen Obpaszay ykopuuumu uza mexcma OOKMOPCKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmad.

[liman TpeTMana nojaTaka

Ha3us npojexra/mcrpaxnBama

Pa3Boj TexHOIOTH]E IPOU3BOIH-E areHaca OMOJIOIIKE KOHTPOJIE TOKCUTCHUX n3osara poaa Aspergillus

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTUTYIHja y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAH MCTPA’KMBaHe

a) Texnomnomku ¢axynarer Hosu Cazn, Yausepsurer y HoBom Cany

0) [NosmonpuBpennu daxynret, Hoeu Can, Yausepsurer y Hosom Cany

B) Texnnuku ynusep3uret Bunnay, Hemauka

Ha3uB nporpama y OKBHpPY KOI' ce peajiu3yje HCTPaKUBabe

HUctpakuBame ce CIpoBOM Y CKIIOMY MPOjeKTa MoJ| Ha3uBOM ,,Bioprocess solution for the production of
biocontrol agent against aflatoxigenic Aspergillus species (BioSolAfla)” koju je punaHCHpaH o1 cTpaHe
donpa 3a Hayky PenyOnmke CpOuje y okBupy nosusa [IPOMUC. https://biosolafla.rs/

EBunennmonu 6poj npojexra: # 6064541

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu npukynvajy

JlokTOpCKa aucepranuja

1.2 Bpcre nonaraka
a) KBAHTUTATUBHU

0) KBAIUTATHBHH

1.3. Haune npukynbama nogaraka
a) aHKeTe, YIUTHULH, TECTOBU
0) KIMHUYKE TPOIEHE, MEJUIIMHCKH 3aITUCH, €IeKTPOHCKH 3/JpaBCTBECHHU 3aIIUCH

B) TEHOTHIIOBHU: HABECTH BPCTY

T') aAMHHACTPATUBHY TOJAIHN: HABECTH BPCTY
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) Y30pIlK TKMBA: HABECTH BPCTY 3pHA KYKypy3a

b) caummm, hoTorpaduje: HaBecTr BpeTy Qororpaduje y3opaka 1 MEKPOCKOIICKH ITPUKA3U y30paKa

€) TeKCT, HaBeCTH BPCTY JUTEepaTypa

) Mara, HaBeCTH BPCTY

3) OCTajo: omucaTH web canpixaj

1.3 ®opmart nogaraka, ymoTpedspeHe ckaje, KOIHIUHA [To1aTaka

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U opMar JaToTeKe:
a) Excel ¢ajn, naroreka xIsx.

b) SPSS ¢ajn, natoreka sav.

c¢) PDF ¢ajn, natoreka

d) Texcrt dajn, naroreka doc.

e) JPG ¢ajn, natoreka jpg. jpeg. tif.

f) Ocraino, naroreka crarucruuku codrrep Statistica 13, Design-Expert 8.1, FinchTV 1.4.0, MEGA 7,
Scikitl.earn 0.24.2, Tensorflow 2.5.0, Python 3.8., Minitab v17.1.

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBaHTUTATUBHUX TOAAaTaKa)

a) Opoj BapujabIin: BENHUKH Opoj.

0) Opoj Mepema (MCIUTaHUKA, IPOIICHA, CHUMAaKa U CJ1.): BEJIMKHU Opoj, Opoj MCIIUTAHUKA Y OKBHPY
ankere 101.

1.3.3. [loHoBJbEHA MEPEHA
a) na

0) He

Vkoauko je OATOBOP Ja, OATOBOPUTHU Ha cnez[eha IIuTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak U3Mejy IIOHOBJFEHUX MEpPa je 01 HeKOJIMKO MUHYTA JI0 HEKOJIHMKO JaHa.
0) Bapujabiie Koje ce BUILE IMyTa MEepPe OIHOCE CE Ha CBE EKCIIEPUMEHTAIHE aHAJIN3E.

B) HOBe Bep3Hje (ajiioBa KOjH caJipike MOHOBJEHA MEPEHha CY HIMEHOBaHE Kao

Hanomene:
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Ha nu gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy demerve u 0y20poyHy 8aruOHOCH nooamaxka?
a) la
6) He

Axo je 002080p He, 0bpaznodicumu

2. [Ipukynmbame nogaraka

2.1 Metoponoryuja 3a NpUKyJbambe/TeHEPHCahe MMoJaTaKa

2.1.1. Y oKkBHpPY KOT UCTPaXHBAYKOT HAI[PTa CYy MOl MPUKYTLJHEHN?

a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THIT: OMOJIOIIKA aHAIN3a, TeHeTCKa aHAIN3a, XeMH]CKa aHAIIN3a, CTATUCTHIKA
aHajansa.

0) KOpenaloHO NCTPAXUBAE, HAaBECTH TUI 00paja nmonataka ANOVA, RSM, ANN.

IT) aHAJIN3a TeKCTa, HABECTH TUII MPErIe JOCTYIIHE JIUTepaType us 00aacTu, neGuHnCcamhe HaYnHA
n3Bohema NCTpaKUBAKLA, JUCKYCH]a Pe3yJITaTa ¥ nopeheme ca IUTepaTypHUM [oaauMa, n3soheme

3aKJbyJaka.

) OCTaj0, HABECTH IIITa AHKETA.

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA ULU CMAaHOapoe noodamaxka cneyupuunux 3a oopehery
HAYYHY OUCYUNTUHY (aKo nocmoje).

PCR ypehaj (Surecycler 8800 Thermocycler, Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD),
Jlaboparopujcku 6mopeaktop 16 1 (EDF — 15.4 1. A/S Biotehniskais centrs, Riga, Letonija), ELISA
guta4 (Microplate Photometer HiPo MPP-96, BioSan, Letonija), 1abopatopujcke tpecunuiie (Benchtop
Shaking Incubator 222DS, Labnet International, Inc, Edison, SAD) (KS 4000i control, IKA® Werke,
Staufen, Nemacka), HPLC cucrem cepuje 1260 (Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD),
HPLC cucrem (Nexera, Shimadzu, Tokio, Japan), MALDI TOF wmacenn crnekrpomerap (Axima
Confidence, Shimadzu Biotech, Mancester, UK), rtearpudyra (Z 326 K, Hermle LaborTechnik GmbH,
Vehingen, Nemacka).

2.2 Kpanurer mojataka u CTaHIapIn

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nogaraka

a) [la mu marpuna caapxu Hegocrajyhe mogarke? Jla He
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AXO je 0JIroBOp Jia, OJrOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) Konukwu je 6poj mHenocrajyhux momaraka?
0) Jla mu ce KOPHCHUKY MaTpHIIe TIPeropydyje 3aMmena HepocTajyhux nogaraka? Jla He
B) AKO je 0JIrOBOp J1a, HABECTU CYTeCTHj€ 32 TPETMaH 3aMEeHE HeJ0cTajyhux nojgaraka

2.2.2. Ha xoju Ha4¥H je KOHTPOJIMCAH KBaJUTET nojgaraka? Omnucaru

KBanurer nomaraka ie KOHTPOJHMCaH I/I3B0heH:eM BUIICCTPYKHUX MCPCHA U ITPUMCHOM CTAaTHCTHYKHUX
ajjaTa 3a eBaJ'IVElLII/IiV BHUXOBOI" KBAJIUTCTA.

2.2.3. Ha xoju Ha4¥H je u3BpIIeHa KOHTPOJIA YHOCA [TO/IaTaka Y MaTpHUILy?

KonTposa yHOCa mmoaTaka je u3BplieHa yrnopejusameM n00H]EHNX HOAATAKA Ca JINTEPATYPHUM
[IOJalKMa.

3. Tperman nogaraka u npateha jokyMeHTaNuja

3.1. TpetmaH u gyBame MmojaTaKa

3.1.1. llooayu he bumu denonoganu y HayuonaiHom penozumopujymy oucepmauuja y

Cp6uiu U Y peno3sumopujymy HchopMauuouoe cucmema HayiHe deramnocmu Vuusepzumema y

Hosom Caoy.

Hooayu cy maxohe uysanu na Google Drive nanozy npojexma BioSolAfla

3.1.2. URL aopeca https://nardus.mpn.gov.rs, http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnostrada-
2/javni-uvid-doktorske

3.1.3. DOI

3.1.4. /la mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) la
0) la, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je o02080p He, Hasecmu pasnoe
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3.1.5. [looayu nehe 6umu denonosanu y penozumopujym, anu he 6umu wysamnu.

Obpasnoosicerve

3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAIIWja TogaTaKa

3.2.1. Koju crannapn 3a meranoaarke he OUTH mpuMereH?

3.2.1. HaBectn MeTaromaTke Ha OCHOBY KOjHX Cy HOJAIH JETIOHOBAHH y PETIOZUTOPH]YM.

Ako je nompebro, nasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxad, aHaiumuyxe u
npoyedypanne uHpopmayuje, UX080 KOOUparse, demasmsHe Onuce 8apujabuu, 3anuca umo.

3.3 Crparerdja v CTaHAApIU 3a YyBamkbE [10J1aTaKa

3.3.1. Ho xor nepuona he nogauyr OUTH UyBaHH y PENO3UTOPHjyMY?

3.3.2. Jla yiu hie nogaru outu nenonoanu nox mudpom? la He

3.3.3. Jla yiu he mmdpa Outu mocrynHa oapehenom kpyry uctpaxusada? Jla He

3.3.4. Jla i1 ce mopany MOpajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIIA MOCJIe U3BECHOT BpeMeHa?
Ha He

OO6paznoxuTu

4. be3deqHOCT MOIaTaKa M 3aIITUTA MOBEP/LUBUX HHpOPMALIHja

OBgaj oxesbaxk MOPA OutH nonymeH ako BallM NoJaly yKJby4yjy JMYHE MOJaTKe KOjH Ce OHOCE Ha
YYECHHKE y HCTPaKUBamY. 3a Jpyra HCTpakuBama Tpeda Takolhe pasMOTPUTH 3aIUTHTY U CUTYPHOCT
MoJaTaKa.
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4.1 ®opmanHu CTaHAAPIHU 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaIIHja/TToaTaKa

HcTrpakuBaun Koju CTIPOBOZIE HCITUTHBAKA C JbYIUMa MOPajy J1a ce MPUAPKaBajy 3aKoHa O 3aIITUTH
roj1aTaka o JUIHOCTH (https.//www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) n
oarosapajyher HHCTUTYIIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJIEMCKOM UHTETPUTETY.

4.1.2. Jla mu je uctpaxkuBame 0JJ0OpeHO 0] cTpaHe eTruke komucuje? [a He
Ako je onroBop [la, HaBecTH JaTyM U Ha3WB €THYKE KOMHUCH]E K0ja je 0100pHiia HCTPaKUBALE

09.02.2021. Ox60p 3a eTnyka nurama, YHusepsurer v HosoMm Cany, [TosbonpuBpeiu GakyiaTer,
HacraBHo-Hay4HoO Behe.

4.1.2. Jla m1 moary yKJbY4yjy JHYHE TIOAAaTKe YIeCHUKa y uctpaxusamy? Jla He

AKO je 0roBOp /1a, HaBeIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAJU IIOBEPJHPUBOCT M CUTYPHOCT HH(OpMaIirja
BE3aHMX 32 HCIHTaHUKE!

a) IMonaru HECY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0) [Momanu cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocrano, HaBeCTH IITa

5. JocTynHOCT mogaTaka

5.1. llooayu he 6umu
a) jasno oocmynuu
0) OoCmyYnHU camo YCKOM Kpy2y ucmpaxcugaya y oopehenoj Hayunoj oonacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 00Cmyntu camo YCKOM Kpyey UCHPAadiCU8aud, Hagecmu noo Kojum yCioguma Moy od ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 0oocmynHu camo yCKoMm Kpyay UCmpaxcuéaid, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
npUCmynumu nooayuma:
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5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmwenu nooayu Oumu apxueupaHi.

AvyTOpCTBO — HEKOMEPLM]AIIHO — 0e3 IIpepaae

6. Yiiore u 0ArOBOPHOCT

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

Bama Biajkos, vanja.vlajkov(@uns.ac.rs.

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja oopicasa mampuyy ¢ nooayuma

Bama Buajkos, vanja.vlajkov(@uns.ac.rs.

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omoeyhyje npucmyn nooayuma Opyum
ucmpaxcueauuma

Bama Buajkos, vanja.vlajkov(@uns.ac.rs
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