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ZAHTEYV
za davanje saglasnosti na predlog teme doktorske disertacije

Molimo da, shodno ¢lanu 46. st. 5. ta¢l. 3 Statuta Univerziteta u Beogradu (,,Glasnik Univerziteta®, broj
131/06), date saglasnost na predlog teme doktorske disertacije:
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1. Ime, ime jednog od roditelja i prezime kandidata:

SANJA (Zeljko) GRBAVCIC

2. Naziv i sediSte fakulteta na kome je stekao visoko obrazovanje: Univerzitet u Beogradu-TehnoloSko-

metalurski fakultet

3. Godina diplomiranja: 2006.

4. Naziv magistarske teze kandidata:

Skolske 2007/2008. godine, Odlukom Nastavno-nau¢nog ve¢a Fakulteta, presla je sa magistarskih na
doktorske studije.

5. Naziv fakulteta na kome je magistarska teza odbranjena: /

6. Godina odbrane magistarske teze: /

Obavestavamo Vas da je Nastavno-naucno vede,

(naziv nadleznog tela Fakulteta)

na sednici odrzanoj 26.09.2013. godine razmotrilo predlozenu temu i zakljucilo da je tema podobna za
izradu doktorske disertacije.

DEKAN FAKULTETA

Prof. dr Porde Janackovié¢

Prilog: 1. Predlog teme doktorske disertacije sa obrazlozenjem
2. Akt nadleznog tela fakulteta o podobnosti teme za izradu doktorske disertacije
3. Podaci o mentoru.



DII

Na osnovu ¢l. 30. stav 3. Zakona o visokom obrazovanju, ¢l. 76. stav 3. Statuta TMF-a i ¢l. 29.
Pravilnika o doktorskim studijama TMF, na sednici Nastavno-nau¢nog veca Tehnolosko-
metalurSkog fakulteta od 26.09.2013. godine, doneta je

ODLUKA

o prihvatanju IzveStaja Komisije za ocenu naucne zasnovanosti
teme i odobrenju izrade doktorske disertacije

Prihvata se IzvesStaj Komisije za ocenu nau¢ne zasnovanosti predlozene teme i odobrava izrada
doktorske disertacije SANJE GRBAVCIC, dipl. inZ, pod nazivom: , PROIZVODNJA
MIKROBNIH LIPAZA 1 PROTEAZA KAO ADITIVA U FORMULACIJAMA
DETERGENATA®¥, uz uslov da Vec¢e naucnih oblasti Univerziteta u Beogradu da saglasnost na
predlog teme.

Za mentora se odreduje dr Zorica KneZevi¢-Jugovi¢, vanredni profesor TMF.

Odluku dostaviti: Vecu nauc¢nih oblasti na saglasnost, kandidatu, mentoru, Sluzbi za nastavno
studentske poslove i arhivi Fakulteta.

DEKAN

Prof. dr Dorde Jana¢kovic



Honatak y3 obpazac 1.

MOJALIA O MEHTOPY

3a kaanuaara _Camy ['pbaBunh, TUTUI. WHXK TEXHOJOTH|E

Nwme u npe3ume meHTopa: _3opuna KnesxeBuh-Jyrosuh
3Bame: BaHpeIHU Ipodecop

Cncak pasoBa Koju KBaIH(PUKYjy MEHTOpa 3a BOheme JOKTOPCKE JrcepTachje:

1.

S. Grbav¢i¢, D. Bezbradica, L. Izracl-Zivkovié, N. Avramovié, N. Milosavié, 1.
Karadzi¢, Z. KneZevié-Jugovi¢, Production of lipase and protease from an indigenous
Pseudomonas _aeruginosa strain _and their evaluation as detergent additives:
Compatibility study with detergent ingredients and washing performance, Bioresource
Technology, 102(24) (2011) 11226-11233. (ISSN: 0960-8524; 1F(2011) 4,980; 20/158
Biotechnology & Applied Microbiology).

Z. KneZevié, N. Milosavi¢, D. Bezbradica, 7. Jakovljevi¢, R. Prodanovié,
Immobilization of lipase from Candida rugosa on Eupergit® C supports by covalent
attachment, Biochemical Engineering Journal, 30(3) (2006) 269-278. (ISSN: 1369-
703X IF(2007) 1.872: 14/114 Engineering, Chemical).

0. Moftah, S. Grbav&ié, M. ZuZa, N. Lukovié, D. Bezbradica, Z. KneZevié-Jugovié,
Adding value to the oil cake as a waste from oil processing industry: Production of
lipase and protease by Candida utilis in solid state fermentation, Applied Biochemistry
and_Biotechnology, 166(2) (2012) 348-364. (ISSN: 0273-2289. 1F(2010) 1.879;
79/160 Biotechnology & Applied Microbiology).

S. 7. Grbav¢ié, S. 1. Dimitrijevié-Brankovié, D. 1. Bezbradica, S. S. Siler-Marinkovié,
Z. D. Knezevié, Effect of fermentation conditions on lipase production by Candida
utilis, J. Serb. Chem. Soc., 72(8-9) (2007) 757-765. (ISSN: 0352-5139; IF(2008) 0.611;
91/127 Chemistry, Multidisciplinary).

A. Smelcerovi¢, Z. KneZevi¢-Jugovié, Z. Petronijevi¢, Microbial polysaccharides and
their derivatives as current and prospective pharmaceuticals, Review paper, Current
Pharmaceutical Design, 14(29) (2008) 3168-3195. (ISSN: 1381-6128; IF(2006)
5,270; 17/199 Pharmacology & Pharmacy).

3aokpyxutu oarosapajvhy omuujy (A, b, B unu IN):

A) VY ciydajy MEHTOpPCTBA JUCEpTalMje Ha JOKTOPCKUM CTyAdjama y TpyHamuju
TEXHUYKOTEXHOJIOIKUX, MPUPOIHO-MATEMAaTHUYKUX W MEIULMHCKUX HayKa MEHTOpP
Tpeba na uma Hajmame Tpu pana ca SCI, SSCI, AHCI wiu SCle nucte, kao u Math-
Net.Ru snucre.

b) V cinyuajy MeHTOpCTBa aucepTanMje Ha JOKTOPCKMM CTyIdjamMa y TpyNauju
JIPYIITBEHO-XyMAaHUCTUYKUX HayKa MEHTOp Tpeba Ja MMa HajMame TpU paja ca
pEJeBaHTHE JINCTE HAay4yHUX 4dacomnuca (PeneBaHTHA JMcTa HaydyHHMX 4acomuca oOyxBaTa
SCI, SSCI, AHCI u SCle nucre, kao u ERIH nucty, aucty yaconuca koje je MUHHCTapCTBO
3a HayKy KiIacupukoBano kao M24 u nomaTHy JMCTy yaconuca Kojy he, Ha mpemior



YHHBep3HUTeTa, NoHeTn HamumoHamHu caBeT 3a BUCOKO oOpas3oBame. [loceOHO ce BpeaHyjy H
MoHorpaduje koje MuHUCTapcTBO Hayke Kiacupukyje kao M11, M12, M13, M14, M41 u
M51.)

B) V cnywajy uspaze AOKTOpCKe OucepTalyje MpeMa paHHjuM INpoNHCcHMa 3a
KaHAMJaTe KOjU Cy CTEKJIHM aKaJeMCKH Ha3HB MarucTpa Hayka MEHTOp Tpeba 1a uma
ner pagoBa (pedepeHnn) Koje ra, no orneHn Beha Hayynux obnactu, kBanmupuKyjy 3a
MEHTOpa OJTHOCHE JIUcepTaluje.

I') V cnydajy na y yxoj Hay4HO] oOnacTd HeMa KBaTU(UKOBAHUX HACTABHHKA,
MPWIOKUTU OJNTyKy Beha mokTopckux cTyamja 0 MMeHOBamky pelnoBHOT mpodecopa 3a
MEHTOpA.

JNEKAH FAKVJITETA

Hatym: 29.09.2013 M.IL

ITpod. np Hophe Janahkosuh



NASTAVNO-NAUCNOM VECU
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Predmet: Podobnost teme i1 kandidata Sanje Grbav¢i¢ za izradu doktorske disertacije

Na sednici Nastavno-nau¢nog veca TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, odrzanoj 27.06.2013. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu nauc¢ne

zasnovanosti teme doktorske disertacije pod naslovom:

,Proizvodnja mikrobnih lipaza i1 proteaza kao aditiva u formulacijama detergenata*

koju je predlozila Sanja Grbavc¢i¢, dipl. inzenjer tehnologije. Na osnovu materijala priloZenog
uz Zahtev kandidata, Komisija Nastavno—nau¢nom vecéu podnosi slede¢i

IZVESTAJ
1. Podaci o kandidatu

1.1. Biografija kandidata

Sanja Z. Grbav¢i¢ je rodena 26.09.1980. godine u Beogradu gde je zavrsila osnovnu $kolu i V
beogradsku gimnaziju. Studije na Tehnolosko-metalurSkom fakultetu u Beogradu zapocela je
Skolske 1999/2000. godine, a diplomirala na smeru Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija
2006. godine sa prose¢nom ocenom 8,11. Diplomski rad pod nazivom "Optimizacija postupka

produkcije lipaza pomoc¢u kvasaca" odbranila je sa ocenom 10,00.

Skolske 2006. god. upisala je magistarske studije na Katedri biohemijsko inZenjerstvo

i biotehnologiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta. Odlukom Nastavno-nau¢nog veca
odrzanog 07.02.2008. prelazi sa magistarskih na doktorske studije Tehnolosko-metalurskog
fakulteta na Katedri za biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju. Polozila je sve ispite

predvidene planom i programom doktorskih studija, uklju¢ujuéi i zavr$ni ispit sa prose¢nom

ocenom 10,00.

Polozeni ispiti 1 ostvareni bodovi u toku doktorskih studija

Matematicka obrada eksperimentalnih podataka
Sanitarna mikrobiologija

Odabrana poglavlja biohemije-vitamini
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Industrijska mikrobiologija

Strukturna analiza organskih molekula
Imobilisani sistemi u biotehnologiji
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11. Biomasa kao izvor energije 10 4
12.  Zavrsni ispit 10 30

Od juna 2006. godine Sanja Grbav¢i€ je kao istrazivac-pripravnik bila zaposlena na
projektu BTH1008- ,,Dodaci hrani dobijeni biotehnoloskim putem* koji je u periodu 2004-
2007 godine finansiralo Ministarstvo nauke i zastite zivotne sredine Republike Srbije u okviru
,Nacionalnog programa biotehnologije i agroindustrije®. Od aprila 2008. je zaposlena na
projektu tehnoloskog razvoja TR 20064- ,,Razvoj biotehnoloskih postupaka za proizvodnju
aditiva 1 novih formulacija za prehrambenu industriju® koji finansira Ministarstvo za nauku 1
tehnoloski razvoj Republike Srbije. Zvanje istraZivaca saradnika sti¢e 2009. godine.

Od 01.01.2011. godine je zaposlena kao istraziva¢ saradnik u Inovacionom centru
Tehnolosko-metalurskog fakulteta na projektu Ministarstva za nauku i tehnoloski razvoj
Republike Srbije br. III 46010 pod nazivom "Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih
tehnologija zaproizvodnju biokatalizatora i1 bioloSki aktivnih komponenata hrane u cilju
povecanja njene konkurentnosti, kvaliteta i bezbednosti".

Cita, pise i govori engleski i francuski jezik.

1.2. Steceno naucnoistrazivacko iskustvo

Nacionalni projekti:

1. ,,Dodaci hrani dobijeni biotehnoloSkim putem”, Projekat bth1008, Nacionalni program
novih tehnologija u prehrambenoj industriji Ministarstva za nauku i zaStitu zivotne
sredine Republike Srbije, 2005-2008.

2. ,,Razvoj biotehnoloskih postupaka za proizvodnju aditiva i novih formulacija za
prehrambenu industriju”, Projekat u okviru programa za tehnoloski razvoj TR 20064,
MNTRS, 2008-2010.

3. ,,Razvoj novih enzimskih tehnologija za proizvodnju bioloski aktivnih komponenata
hrane* potprojekat u okviru projekta integralnih i interdisciplinarnih istrazivanja:
,,Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih tehnologija za proizvodnju biokatalizatora
i bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju povecanja njene konkurentnosti,
kvaliteta 1 bezbednosti", III 46010, Ministarstvo za prosvetu, nauku 1 tehnoloski razvoj
Republike Srbije 2011-2014.

Iz rezultata dosadasnjeg nauc¢no-istrazivackog rada kandidata proizaslo je 7 (sedam) radova
objavljenih u ¢asopisima medunarodnog znacaja (oznaka grupe M20: 1 rad M21, 1 rad M22,
5 radova M23), 5 (pet) radova objavljenih u zbornicima skupova medunarodnog znacaja
Stampana u celini (5 radova M33), 12 (dvanaest) radova objavljenih u zbornicima skupova
nacionalnog znacaja (12 radova M63) i jednog tehni¢kog reSenja (novi tehnoloski postupak
M83).

Objavljeni naucni i stru¢ni radovi i saopStenja na skupovima:
M 21 — rad u vrhunskom casopisu medunarodnog znacaja

1. S. Grbav¢ié, D. Bezbradica, L. Izrael-Zivkovié, N. Avramovié, N. Milosavi¢, 1. KaradZié,
Z. Knezevi¢-Jugovi¢, Production of lipase and protease from an indigenous Pseudomonas
aeruginosa strain and their evaluation as detergent additives: Compatibility study with



detergent ingredients and washing performance, Bioresource Technology, 2011, 102 (24),
11226-11233. ISSN: 0960-8524; 1F(2011) 4,980; 20/158 Biotechnology & Applied
Microbiology).

M 22 — rad u istaknutom Casopisu medunarodnog znacaja

1. O.A.S. Moftah, S. Grbav¢ié, M. Zuza, N. Lukovi¢, D. Bezbradica, Z. Knezevi¢-Jugovié,
Adding Value to the Oil Cake as a Waste from Oil Processing Industry: Production of Lipase
and Protease by Candida utilis in Solid State Fermentation®, Applied Biochemistry and
Biotechnology, 2012, 166 (2), 348-364. (ISSN: 0273-2289; IF(2010) 1,879; 79/160
Biotechnology & Applied Microbiology).

M 23 - radovi u casopisima medunarodnog znacaja

1. S.Z. Grbav¢ié, S.1. Dimitrijevié-Brankovié, D.I. Bezbradica, S.S. Siler-Marinkovié, Z.D.
Knezevi¢, Effect of fermentation conditions on lipase production by Candida utilis, Journal of
Serbian Chemical Society, 2007, 72 (8-9), 757-765. (ISSN: 0352-5139; 1F(2008) 0,611;
91/127 Chemistry, Multidisciplinary).

2. S.Z. Grbav¢ié, D.1. Bezbradica, M. Karadzi¢, Z. D. KneZevi¢-Jugovié, Lipaze i proteaze
dobijene iz ekstremofilne Pseudomonas aeruginosa vrste kao aditivi u formulacijama
deterdzenata, Hemijska industrija, 2009, 63 (4), 331-335. (ISSN: 0367-598X; IF(2010) 0,137;
123/135 Engineering, Chemical).

3. M.R. Bradi¢, N.D. Ognjanovi¢, D.I. Bezbradica, S.Z. Grbavéié, N. Avramovié, D.Z.
Mijin, Z.D. Knezevi¢-Jugovi¢, Enzimska sinteza monoacilglicerola, Hemijska Industrija,
2010, 64 (5), 375-388. (ISSN: 0367-598X; IF(2011) 0,205; 120/133 Engineering, Chemical).

4. 0.A.S. Moftah, S.Z. Grbav&ié, W.A.S. Moftah, N.D. Lukovié¢, O.L. Prodanovi¢, S.M.
Jakoveti¢, Z.D. Knezevi¢-Jugovié, Lipase production by Yarrowia lipolytica using olive oil
processing wastes as substrates, Journal of Serbian Chemical Society, 2013, 78 (6), 781-794.
(ISSN: 0352-5139; IF(2012) 0,912; 100/152 Chemistry, Multidisciplinary).

5. S.M. Jakoveti¢, Z.D. KneZevi¢-Jugovié, S.Z. Grbavéié, D.1. Bezbradica, N.S. Avramovié,
[.M. Karadzi¢, Rhamnolipid and lipase production by Pseudomonas aeruginosa san-ai: The
process comparison analysis by statistical approach, Hemijska industrija, 2013, 67 (4), 677-
685 (ISSN: 0367-598X; 1F(2012) 0,463; 104/133 Engineering, Chemical).

M 33 — radovi saopsteni na skupu medunarodnog znacaja Stampani u celosti

1. Grbav¢ié¢ Sanja, Dimitrijevié-Brankovié Suzana 1., Bezbradica Dejan, Siler-Marinkovi¢
Slavica S., Knezevi¢ Zorica, ,,Optimization of growth medium composition for lipase
production by Candida utilis using response surface methodology, 35" conference of Slovak
Society of Chemical Engineering, ISBN: 978-80-227-2903-1, High Tatras, Slovakia, 26-30
maj 2008.

2. Grbav€i¢ Sanja, Bezbradica Dejan, Izrael-Zivkovi¢ Lidija, Avramovi¢ Natasa,
Milosavi¢ Nenad, Karadzi¢ Ivanka, Knezevi¢-Jugovi¢ Zorica, ,, Lipase from Pseudomonas



aeruginosa as an additive in detergent formulations”, 36™ conference of Slovak Society of
Chemical Engineering, ISBN 978-80-227-3072-3, High Tatras, Slovakia, 25 - 29 maj 20009.

3. Jakoveti¢ Sonja, Bezbradica Dejan, Avramovi¢ NataSa, Milosavi¢ Nenad, Grbav¢i¢ Sanja,
Karadzi¢ Ivanka, KneZevi¢-Jugovi¢ Zorica, ,,Optimization of rhamnolipid production by
Pseudomonas aeruginosa using response surface methodology, 36" conference of Slovak
Society of Chemical Engineering, ISBN 978-80-227-3072-3, High Tatras, Slovakia, 25 - 29
maj 2009.

4. Sanja Grbavti¢, Nevena Ognjanovié, Milena Zuza, Omar Ali Saied Moftah, Dejan
Bezbradica, Zorica Knezevi¢-Jugovié, ,,Pseudomonas putida lipase: production, properties
and applicability as detergent additive®, 39™ conference of Slovak Society of Chemical
Engineering, ISBN: 978-80-89475-04-9, High Tatras, Slovakia, 21-25 maj 2012.

5. Zorica D. Knezevic-Jugovi¢, Sonja M. Jakoveti¢, Branimir Z. Jugovi¢, Milica M.
Gvozdenovi¢, Sanja Z. Grbavéi¢, Dejan 1. Bezbradica, Mirjana G. Antov, ,,Enzymatic
Synthesis of Aliphatic Esters of Phenolic Acids and Evaluation of Their Antioxidant
Properties®, 39" conference of Slovak Society of Chemical Engineering, ISBN: 978-80-
89475-04-9, High Tatras, Slovakia, 21-25 maj 2012.

M 63 - radovi saopSteni na skupu nacionalnog znacaja Stampani u celosti

1. Sanja Z. Grbav¢ié, Suzana 1. Dimitrijevi¢-Brankovié, Dejan 1. Bezbradica, Slavica S.
Siler-Marinkovié, Zorica D. KneZevi¢, “Optimization of growth medium composition for
lipase production by Candida utilis”, 45. Savetovanje Srpskog hemijskog drustva,
Tehnoloski fakultet, Novi Sad, 25.126. januar 2007.

2. Sanja Z. Grbavéié, Suzana 1. Dimitrijevié-Brankovié, Dejan I. Bezbradica, Slavica S.
Siler-Marinkovié, Zorica D. KneZevié, “Uticaj sastava fermentacione podloge na prinos
produkovanih lipaza pomoc¢u kvasca Candida utilis”, VI simpozijum ”Savremena tehnologija
i privredni razvoj”, Tehnoloski fakultet, Leskovac, 19. 1 20. oktobar 2007.

3. Sanja 7. Grbav¢ié, Lidija Izrael-Zivkovié, Dejan 1. Bezbradica, Ivanka Karadzi¢, Slavica
S. Siler-Marinkovi¢, Zorica D. Knezevié¢, “Uticaj sastava fermentacione podloge na prinos
produkovanih lipaza pomocéu Pseudomonas aeruginosa san-ai”’, 46. Savetovanje Srpskog
hemijskog drustva, Beograd, 21. februar 2008.

4. Dejan Bezbradica, Sonja Jakoveti¢, Sanja Grbav¢i¢, Natasa Avramovi¢, Nenad Milosavic,
Zorica KneZevi¢-Jugovi¢, Ivanka Karadzi¢, “Optimizacija proizvodnje biosurfaktanata
pomoéu Pseudomonas aeruginosa”, 47. Savetovanje Srpskog hemijskog drustva,
Tehnolosko-metalurski fakultet, Beograd, 21. mart 2009.

5. Sanja 7. Grbav¢ié, Milena R. Bradié, Dejan 1. Bezbradica, Natasa S. Avramovi¢, Ivanka
M. Karadzi¢, Zorica D. Knezevi¢-Jugovi¢, “Sinteza aroma estara lipazom iz Pseudomonas



aeruginosa san-ai”, 48. Savetovanje Srpskog hemijskog drustva, Novi Sad, 17. i 18. april
2010.

6. Sanja Grbav¢i¢, Omar Ali Saied, Jelena Jovanovi¢, Nevena Lukovié¢, Milena Zuza, Dejan
Bezbradica, Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, “Proizvodnja lipaza i proteaza iz Candida utilis
tehnikom gajenja na c¢vrstoj podlozi”, Konferencija Biotehnologija za odrzivi razvoj,
Tehnolosko-metalurski fakultet, Beograd, 24-26. Novembar 2010.

7. Nevena D. Lukovi¢, Sanja 7. Grbavéié, Milena G. ZuZa, Zorica D. Knezevi¢-Jugovic,
Dejan 1. Bezbradica, ,,Primena modifikacije nosaca Eupergit® C 250L -cisteinom i
glutaraldehidom u imobilizaciji lipaze iz C. rugosa“, Konferencija Biotehnologija za odrzivi
razvoj, Tehnolosko-metalurski fakultet, Beograd, 24-26. Novembar 2010.

8. Zorica D. Knezevi¢-Jugovi¢, Branimir Z. Jugovi¢, Dejan 1. Bezbradica, Milena G. Zuza,
Sanja Z. Grbavédié, Milica M. Gvozdenovi¢, “Imobilizacija glukozo-oksidaze na
elektroprovodne polimere na bazi polianilina 1 razvoj biosenzora”, Konferencija
Biotehnologija za odrzivi razvoj, Tehnolosko-metalurski fakultet, Beograd, 24-26. Novembar
2010.

9. Sonja Jakoveti¢, Dejan Bezbradica, Natasa Avramovi¢, Nenad Milosavi¢, Sanja
Grbav¢ié¢, Ivanka Karadzi¢, Zorica Knezevi¢-Jugovié, ,,Kinetika produkcije ramnolipida iz P.
aeruginosa san-ai“, Konferencija Biotehnologija za odrzivi razvoj, TehnoloSko-metalurski
fakultet, Beograd, 24-26. Novembar 2010.

10. Omar Ali Saied, Sanja Grbav¢ié, Nevena Lukovi¢, Milena Zuza, Dejan Bezbradica,
Zorica Knezevi¢-Jugovié, ,,Karakterizacija lipaze iz Candida utilis dobijene tehnikom gajenja
na ¢vrstoj podlozi koriS¢enjem uljane pogace maslina kao supstrata®, 49. Savetovanje Srpskog
hemijskog drustva, Tehnolosko-metalurski fakultet, Beograd, 21. mart 2009.

11. Sonja Jakoveti¢, Milica Carevi¢, Sanja Grbavci¢, Marija Stojanovi¢, Nevena Lukovic,
Milena Zuza, Mladen Mihailovi¢, "Esterification of phenolic acid catalyzed by lipase B from
Candida antarctica", Prva konferencija mladih hemicara Srbije, 19. 1 20. oktobra 2012,
Beograd, XC I10S, 54-57

12. Vladimir Paunovi¢, Sanja Grbavcié, ,Ispitivanje moguénosti primene mikroemulzija i
mikroemulzija sa inkorporiranim lipazama kao detergenata za uklanjanje fleka trigliceridnog
porekla®, Prva konferencija mladih hemicara Srbije, 19. 1 20. oktobra 2012, Beograd

M 83 - novo laboratorijsko postrojenje, novo eksperimentalno postrojenje. novi
tehnoloski postupak

1. D. Mijin, D. Bezbradica, S. Grbav¢i¢, R. Pjanovi¢, N. Boskovi¢-Vragolovi¢, Z. Knezevi¢-
Jugovi¢, ,,Biotehnoloski postupak za dobijanje geranil-butirata primenom imobilisane lipaze®,
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1.3. Ocena podobnosti kandidata za rad na predloZenoj temi

Na osnovu dosadasnjeg rada i pokazanih rezultata tokom poslediplomskih studija i u okviru
naucno-istrazivackog rada na projektima Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
Republike Srbije, Sanja Grbavci¢, dipl. inZenjer tehnologije, pokazala je interes, sklonost i
sposobnost za bavljenje nauc¢no-istrazivackim radom. Posebno je pokazala veliku sklonost za
eksperimentalni rad tako da je samostalno uvela u proceduru nekoliko novih laboratorijskih
postupaka vezanih za identifikaciju producenata lipoliticke aktivnosti, kao i izolovanje i
pre¢iS¢avanje enzima. Tema doktorske disertacije pripada oblasti iz koje je do sada objavila
Cetiri naucna rada, kao 1 viSe saopStenja na medunarodnim skupovima.

Na osnovu dosada$nje saradnje sa kandidatom kao i objavljenih nau¢nih radova, Komisija
smatra da kandidat ispunjava sve potrebne uslove za rad na predloZenoj temi.

2. Predmet i cilj istrazivanja

Sve vece potrebe za novim proizvodima koji se mogu dobiti enzimskim putem zahtevaju
pronalaZenje novih biokatalizatora sa tacno odredenim karakteristikama za specifi¢ne procese.
Trenutno, velika veéina komercijalno koriS¢enih enzima su ekstracelularni enzimi dobijeni
pomocu razli¢itih bakterijskih ili drugih mikrobnih vrsta. Raznovrsnost prirodnih oblika
omogucava da se odabere mikroorganizam koji produkuje enzim sa ta¢no odredenim
svojstvima za datu namenu 1 u zadovoljavaju¢em prinosu.

Iako se odredena svojstva enzima u skladu sa namenom mogu dobiti razli¢itim
metodama genetskog inZenjeringa, joS uvek je aktuelno u savremenim istrazivanjima
pronalaZzenje novih enzima sa specificnim svojstvima koje produkuju mikroorganizmi
izolovani iz njihovih prirodnih stanista. Medutim, ovo je veoma zametan posao jer je
potrebno testirati veliki broj mikroorganizama na efikasnost proizvodnje odredenog enzima, a
zatim, 1 ispitati njihova svojstava od znaaja za datu namenu. Posebnu paznju privace enzimi
dobijeni pomocu ekstremofilnih mikroorganizama, budué¢i da ti enzimi prirodno (per se)
imaju niz posebnih svojstava, a pre svega izrazitu stabilnost, bez ikakavih dodatnih
modifikacija (genetskih modifikacija soja ili hemijskih modifikacija enzima).

Primena enzima u industriji detergenata predstavlja najznacajniju komercijalnu
primenu enzima danas sa preko 30% udela u ukupnoj vrednosti proizvoda dobijenih
enzimskim putem. Zabrinutost zbog nerazgradivosti hemijskih komponenti detergenata i
njihovog zagadenja podzemnih voda i izvora, kao i pitanja u vezi sa njihovim uticajem na



ljudsko zdravlje, delovala su kao podsticaj razvoja ekoloskih detergenata koji sadrze enzime
kao osnovne aktivne komponente. Enzimi deluju na specificne necistoce koje je tesko
otkloniti pri blagim uslovima pranja. Medutim, nisu svi enzimi koji imaju sposobnost
uklanjanja razli¢itih tipova oneciS¢enja podesni za upotrebu kao aditivi u detergentima.
Enzimi koji se koriste u formulacijama detergenata moraju da budu stabilni u prisustvu
agenasa koji Cesto imaju inhibitorno ili dezaktivirajuée dejstvo. Takode, proces pranja se
¢esto vrsi pri poviSenim temperaturama (iznad 40 °C) i u izrazito alkalnoj sredini (pH 9-12).
Pored toga, njihova proizvodnja mora biti ekonomi¢na i pozeljno je da isti proizvodni
mikroorganizam istovremeno produkuje stabilne proteaze i lipaze koje inace predstavljaju dva
osnovna aktivna sastojka u enzimskim formulacijama detergenata.

Predmet rada ove doktorske disertacije je proizvodnja lipaza i proteaza pomocu
razli¢itih mikroorganizama 1 ispitivanje njihovih karakteristika sa stanoviSta njihove
potencijalne primene u industriji detergenata.

Lipaze su jedna od najvaznijih klasa hidroliti¢kih enzima koji katalizuju hidrolizu, kao
1 sintezu velikog broja estara karboksilnih kiselina. Veliki broj reakcija koje katalizuju, 1 to
uglavnom uz visoku regio- i enantioselektivnost, ¢ini ih izuzetno vaznim biokatalizatorima u
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji. Ipak, visoka cena proizvodnje lipaza
Cesto je razlog njihove ogranicene industrijske primene. Kako svaka eventualna industrijska
primena zahteva koriS¢enje lipaza ta¢no odredenih karakteristika, na osnovu pokazanih
svojstava dobijeni enzimi bice ispitani sa aspekta eventualne industrijske primene, gde ¢e se
posebna paznja posvetiti primeni dobijenih enzima kao aditiva u industriji detergenata.

Funkcija lipaza u detergentima je razlaganje masnih mrlja na hidrofilnija jedinjenja
koja se pri alkalnim uslovima koji vladaju u procesu pranja lako uklanjaju. Na taj nacin,
supstanci u procesu CiS¢enja kao i zagadivanje zivotne sredine, a sam proces pranja s€ moze
izvoditi na nizim temperaturama smanjujuci potro$nju energije.

Prvi komercijalni lipoliticki preparat namenjen primeni u detergentima-Lipolase,
dobijen je tehnikom genetskog inZenjeringa kako bi se enzim proizveo u dovoljnim
koli¢inama i kako bi njegovo koris¢éenje bilo ekonomski opravdano. Ovaj enzim je prirodno
izolovan iz Thermomyces lanuginosus (stari naziv Humicola lanuginosa), dok je tehnikom
rekombinacije gena izvrSena njegova ekspresija u domacinu Aspergillus oryzae. Ovaj preparat
razvio je Novo Nordisk 1987. godine, a vodeci svetski proizvodaci detergenata 90-tih godina
pocinju njegovo koriS¢enje u ve¢oj meri. Istovremeno pocinje i intezivni razvoj istrazivanja sa
ciljem pronalaZenja novih lipaza boljih svojstava za upotrebu u detergentima.

Pored lipaza, detergentima se kao aditivi dodaju i1 drugi hidroliticki enzimi i to
proteaze, amilaze i1 celulaze. Proteaze se dodaju detergentima radi pospesenog uklanjanja
mrlja na bazi proteina kao Sto su krv i neki tipovi hrane. Komercijalno kori§¢eni enzimi ove
grupe su serinske proteaze dobijene iz razliitih Bacillus vrsta. Primera radi, Novo Industri
A/S proizvodi komercijalne enzimske preparate Alcalase® i Esperase® iz Bacillus
licheniformis vrste i Savinase” iz alkalofilne Bacillus amyloliquefaciens vrste. Gist-Brocades
je proizvoda& enzimskog preparata Maxatase” (Bacillus licheniformis). Kako su proteaze
najviSe koriS¢eni enzimi u industriji detergenata, usled njihovog dejstva moZe do¢i do
dezaktivacije drugih enzima prisutnih u formulaciji detergenta. Zbog toga je za uspeSnu



inkorporaciju drugih tipova enzima u formulaciju koja sadrzi proteaze potrebno selektovati
enzime manje podlozne proteolizi i preduzeti razli¢ite mere njihove zastite.

Razvoj proizvodnje enzima za primenu u detergentima odvija se u dva pravca i postoji
veliki broj publikacija koje opisuju nove enzime poboljSanih svojstava za primenu u
detergentima (enzimi koji su aktivni na niZim temperaturama, u prisustvu veceg broja
agresivnih supstanci-posebno u prisustvu oksidujucih materija, enzimi koji su manje podlozni
proteolizi, enzimi koji pokazuju veliku aktivnost ve¢ u prvom ciklusu pranja i dr.). Jedan od
nacina podrazumeva razvoj rekombinantnih enzima ¢ija se svojstva prilagodavaju potrebama
procesa pranja. Ipak, kako najve¢i broj prirodnih oblika mikrobnih enzima jo$§ uvek nije
ispitan, testiranje velikog broja (tzv. skrining) mikroorganizama i ispitivanje svojstava enzima
koje proizvode je i dalje jedan od osnovnih nac¢ina pronalazenja enzima za odredenu namenu.

U ovom radu e se izvrsiti ispitivanje razliCitih mikrobnih sojeva sa aspekta produkcije
ekstracelularnih lipaza i proteaza. U tom smislu bice ispitan veliki broj kvasaca i bakterija iz
kolekcije kultura na Tehnolosko-metalurSkom 1 Medicinskom fakultetu u Beogradu, kao i
komercijalnih lipolitickih sojeva iz ARS (NRRL) kolekcije kultura (SAD). Medu ispitivanim
sojevima je i ekstremofilni soj Pseudomonas aeruginosa san-ai izolovan iz izrazito alkalnog
masinskog ulja.

Nakon S§to bude izvrSen odabir proizvodnih mikroorganizama, pristupi¢e se
optimizaciji proizvodnje enzima. Proizvodnja mikrobnih enzima moZe biti poboljSana
izborom sastava fermentacione podloge i uslovima kultivacije koji pokazuju pozitivan efekat
na geneticku regulaciju sinteze enzima. Kako su lipaze inducibilni enzimi, ispitace se uticaj
razli¢itih induktora, kao i uticaj vrste i koli¢ine izvora azota i1 ugljenika na prinos proizvednih
lipaza. StatistiCka obrada dobijenih rezultata pruzice kvantitativni uvid u uticaj svakog od
ispitivanih parametara na biosintezu enzima, kao 1 njthovu medusobnu interakciju.

Dobijene lipaze i proteaze bice izolovane i preciS¢ene sa ciljem da se dobijeni enzimi
okarakteriSu. Dobijeni enzimi ¢e se ispitati sa aspekta temperaturne i pH aktivnost/stabilnosti
1 specificnosti za supstrat. Takode, ispitace se stabilnost dobijenih lipaza u prisustvu razli¢itih
inhibitora lipaza, kao i1 u organskim rastvaracima.

Na osnovu utvrdenih svojstava dobijenih lipaza i proteaza, razmotrie se njihova
primena u industrijskim procesima, odnosno ispitaée se njihova aktivnost i stabilnost u
uslovima relevantnim za konkretan proces gde ¢e se najve¢i deo paznje posvetiti moguénosti
primene ovih enzima kao aditiva u industriji detergenata. U tom smislu najve¢i deo
istrazivanja bic¢e posvecen ekstremofilnom soju Pseudomonas aeruginosa san-ai koji, pored
lipaza, proizvodi 1 proteaze. Identifikacija ovog mikroorganizma bife izvrSena
sekvencioniranjem 16S ribozomalne RNK na osnovu ¢ega ¢e ovaj mikroorganizam biti u
potpunosti genetski determinisan. Kao ekstremofilni soj, izolovan iz otpadnog maSinskog
ulja, ovaj mikroorganizam opstaje pod izuzetno nepovoljnim uslovima (pH, temperatura, mali
sadrzaj vode), pa je pretpostavljeno da su i hidroliticki enzimi koje produkuje stabilni u
prisustvu detergenata, na povisenim temperaturama u alkalnoj sredini, Sto su karakteristi¢ni
uslovi za proces pranja. Ovaj soj je posebno interesantan sa aspekta primene u detergentima
jer pored lipaza proizvodi i ekstracelularne proteaze odgovarajuéeg temperaturnog i pH
profila aktivnosti i1 stabilnosti pa se istovremenim postupkom i na ekonomican nacin
potencijalno mogu dobiti dva osnovna sastojka u enzimskim formulacijama detergenata.



Mogucénost primene dobijenih enzima kao aditiva u detergentima ¢e obuhvatiti
ispitivanja aktivnosti i stabilnosti dobijenih enzima u prisustvu razli¢itih povrsinski aktivnih
materija, oksidujucih agenasa i dezinficijenasa pri razli¢itim koncentracijama i temperaturama
sa ciljem razvoja novih enzimskih formulacija detergenata. Takode, utvrdi¢e se i podloznost
proteolizi proizvedene lipaze koegzistiraju¢im nativnim proteazama sa ciljem utvrdivanja
mogucnosti dugotrajnog skladiStenja enzimske formulacije za ¢iS¢enje koja bi sadrzala oba
proizvedena enzima. PredloZene formulacije bi¢e okarakterisane i1 sa aspekta kvaliteta
otpadnih voda nakon pranja (HPK i BPK) na osnovu cega ¢e biti predlozeno nekoliko
enzimskih formulacija za ¢iS¢enje razli¢itih namena kao ekoloskih proizvoda koji zadrzavaju
visoku efikasnost pranja pri manjem sadrzaju toksi¢nih hemijskih supstanci.

Poslednjih decenija vrSena su intezivna ispitivanja koja su imala za cilj pronalaZenje
novih enzima poboljSanih svojstava pogodnih za komercijalnu primenu u detergentima i
publikovan je veliki broj radova i patenata koji se bavi ovom tematikom.

Ovde su navedeni samo neki radovi koji su povezani sa selekcijom i proizvodnjom mikrobnih
lipaza i proteaza koji su okarakterisane kao potencijalni aditivi u industriji detegenata:

1. Limpon Bora, Mohan C Kalita, ,Production of thermostable alkaline lipase on
vegetable oils from a thermophilic Bacillus sp. DH4, characterization and its potential
applications as detergent additive®, J. Chem. Technol. Biotechnol., 83 (2008) 688—693.

2. K. Thirunavukarasu, N.G. Edwinoliver, S. Durai Anbarasan, M.K. Gowthaman, H.
Iefuji, N.R. Kamini, ,,Removal of triglyceride soil from fabrics by a novel lipase from
Cryptococcus sp. S-2%, Process Biochem., 43 (2008) 701-706.

3. Jurado, E., Bravo, V., Luzon, G., Fernandez-Serrano, M., Garcia-Roman, M.,
AltmajerVaz, D., Vicaria, J.M., ,Hard-surface cleaning using lipases: enzyme-—
surfactant interactions and washing tests* J. Surfact. Deterg., 10 (2007) 61-70.

4. Gaur, R., Gupta, A., Khare, S.K., ,Lipase from solvent tolerant Pseudomonas
aeruginosa strain: production optimization by response surface methodology and
application® Bioresource Technol., 99 (2008) 4796-4802.

5. Nerurkar, M. , Joshi, M., Pariti, S., Adivarekar, R. ,,Application of Lipase from Marine
Bacteria Bacillus sonorensis as an Additive in Detergent Formulation® J. Surfact.
Deterg., 16 (2013) 435-443.

6. Uppada, S.R., Gupta, A.K., Dutta, J.R., ,,Statistical optimization of culture parameters
for lipase production from Lactococcus lactis and its application in detergent industry*
International Journal of Chem Tech Research, 4 (2012) 1509-1517.

7. Wang, H., Zhong, S., Ma, H., Zhang, J., Qi, W., ,,Screening and characterization of a
novel alkaline lipase from Acinetobacter calcoaceticus 1-7 isolated from Bohai Bay in
China for detergent formulation Brazilian Journal of Microbiology, 43 (2012) 148-
156.

8. Khoramnia A., Ebrahimpour A.,Beh B.K., Lai O.M., ,Production of a solvent,
detergent, and thermotolerant lipase by a newly isolated Acinetobacter sp. in
submerged and solid-state fermentations Journal of Biomedicine and Biotechnology
2011 Article number702179.

9. Lund H., Kaasgaard S.G., Skagerlind P., Jorgensen L., Jorgensen C.I., Van De Weert
M., ,,Correlation between enzyme activity and stability of a protease, an alpha-amylase


http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=42561815700&amp;eid=2-s2.0-84872044078
mailto:madhura4_s@yahoo.com
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=55206292100&amp;eid=2-s2.0-84872044078
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=14833322600&amp;eid=2-s2.0-84872044078
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=6602369678&amp;eid=2-s2.0-84872044078
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/record/display.url?eid=2-s2.0-84872044078&amp;origin=resultslist&amp;sort=plf-f&amp;src=s&amp;st1=lipase+detergent&amp;sid=5D94B07024783C9F3158C81122BC9A70.WlW7NKKC52nnQNxjqAQrlA%3a20&amp;sot=b&amp;sdt=b&amp;sl=31&amp;s=TITLE-ABS-KEY%28lipase+detergent%29&amp;relpos=3&amp;relpos=3&amp;searchTerm=TITLE-ABS-KEY%28lipase+detergent%29#corrAuthorFooter
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=55446789700&amp;eid=2-s2.0-84868317165
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=26643430600&amp;eid=2-s2.0-84868317165
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=7101645069&amp;eid=2-s2.0-84868317165
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/source/sourceInfo.url?sourceId=19700175055&amp;origin=recordpage
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/source/sourceInfo.url?sourceId=130143&amp;origin=recordpage
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=36863781800&amp;eid=2-s2.0-81555212589
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=23469125000&amp;eid=2-s2.0-81555212589
mailto:a_ebrahimpour@yahoo.com
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=36993580400&amp;eid=2-s2.0-81555212589
mailto:boonkee06@gmail.com
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/authid/detail.url?authorId=55270564000&amp;eid=2-s2.0-81555212589
http://www.scopus.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/source/sourceInfo.url?sourceId=15850&amp;origin=recordpage

and a lipase in a simplified liquid laundry detergent system, determined by differential
scanning calorimetry*, J. Surfact. Deterg., 15 (2012) 9-21.

10. Romdhane 1.B.B., Fendri A., Gargouri Y., Gargouri A., Belghith H., ,,A novel
thermoactive and alkaline lipase from Talaromyces thermophilus fungus for use in
laundry detergents®, Biochem.Eng. J., 53 (2010) 112-120.

11. Wang H.K., Shao J., Wei Y.J., Zhang J., Qi, W., ,,A novel low-temperature alkaline
lipase from Acinetobacter johnsonii LP28 suitable for detergent formulation, Food
Technol. Biotechnol., 49 (2011) 96-102.

12. Haddar, A., Agrebi, R., Bougatef, A., Hmidet, N., Sellami-Kamoun, A., Nasri, M.,
,Iwo detergent stable alkaline serine-proteases from Bacillus mojavensis A2l:
purification, characterization and potential application as a laundry detergent additive*
Bioresource Technol. 100 (2009) 3366-3373.

13. Hmidet N., Ali N.E.H., Haddar A., Kanoun S., Sellami-Kamoun A., Nasri M.,
,Alkaline proteases and thermostable a-amylase co-produced by Bacillus licheniformis
NHI1: characterization and potential application as detergent additive Biochem.Eng. J.,
47 (2009) 71-79.

14. Jain D., Pancha 1., Mishra S.K., Shrivastav A., Mishra S., ,Purification and
characterization of haloalkaline thermoactive, solvent stable and SDS-induced protease
from Bacillus sp.: A potential additive for laundry detergents®, Bioresource Technol.,
15 (2012) 228-236.

15. Kanchana, R., Jadhav, S., Goletikar, Y., Manerekar, G., ,,Production of alkaliphilic
protease(s) by enterobacter sp for application in biodetergent formulation Industrial
Biotechnology, 8 (2012) 31-35.

3. Polazne hipoteze

U prvom delu ove doktorske disertacije ispitace se lipoliticka priroda velikog broja
mikroorganizama iz kolekcije kultura Katedre za Biohemijsko inzenjerstvo i1 biotehnologiju,
Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, kao i ekstremofilnog soja
Pseudomonas aeruginosa san-ai iz kolekcije kultura Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Medu ispitivanim kulturama nalazi se veliki broj kvasaca poput Kloeckera sp.,
Hansenula sp., Schizosaccharomyces sp., Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis sp., Candida
utilis, Pichia sp. Rhodotorula sp., Candida rugosa NRRL Y 1496, Yarrowia lipolytica NRRL
Y-1095, kao 1 bakterija Pseudomonas putida NRRL B-21 1 plesan Rhizopus oryzae NRRL
1526.

U ovom radu ¢e se utvrditi moguénost primene proizvedenih enzima u formulacijama
detergenata na osnovu pokazane stabilnosti enzima u prisustvu razli¢itih povrSinski aktivnih
materija, dezinficijenasa 1 oksidacionih agenasa. Pretpostavka je da ekstremofilni
mikroorganizmi koji su dobar izvor hidrolitickih enzima i rastu u ekstremnim uslovima (pH,
temperatura, pritisak, mali sadrzaj vode), produkuju enzime koji su stabilniji nego enzimi
mezofilnih mikroorganizama. Pretpostavka je, dakle, da ¢e u fermentacionim tecnostima
razli¢itih vrsta Pseudomonas sp. biti nadene proteaze i lipaze koje ¢e imati povecanu
stabilnost na poviSenim temperaturama u alkalnoj sredini, Sto su karakteristicni uslovi za
procese pranja. Na bazi ovih istrazivanja bi¢e predlozene nove formulacije ekoloskih
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detergenata razli¢itih sastava i namena. Ove formulacije ¢e biti okarakterisane sa stanovista
efikasnosti odmas¢ivanja i sastava otpadnih voda od pranja.

Odabrane su sledece hipoteze sa kojima se zapoc€inje istrazivanje u ovoj disertaciji i to:

e Testiranje velikog broja mikroorganizama omoguci¢e pronalazenje enzima tacno
odredenih karakeristika za primenu u detergentima;

e Enzimi produkovani iz prirodno stabilnih sojeva i sami treba da budu stabilni u
nepovoljnim uslovima poput onih u procesu pranja;

e Postupak proizvodnje enzima moZe se viSestruko pospeSiti pazljivim izborom
komponenata hranljive podloge i parametara procesa;

e Enzimi stabilni u alkalnoj sredini u prisustvu surfaktanata i oksidacionih agenasa
mogu imati industrijsku primenu kao aditivi u formulacijama detergenata;

e Primenom enzima omoguéava se povecana efikasnost cCiS¢enja pa je moguce
smanjenje koli¢ine agresivnih supstanci u formulacijama za ¢iS¢enje kao i uSteda
energije jer se proces pranja moze vr$iti pri niZzim temperaturama u skladu sa
principima zaStite Zivotne sredine i prirodnih resursa.

4. Metode istraZivanja

Produkcija lipaza pomoc¢u navedenih mikroorganizama bife ispitana uzgajanjem na
selektivnom medijumu-tributirin agru sa i1 bez dodatka fluorescentne boje Rhodamine B.
Mikroorganizmi producenti lipaza ¢e biti selektovani na osnovu veli¢ine prozirne zone oko
izraslih kolonija nakon 72 h, odnosno na osnovu veli¢ine fluorescirajue zone nakon
osvetljavanja UV svetlos¢u u podlozi sa dodatkom Rhodamine B. Takode, bice ispitana i
mogucnost prizvodnje proteaza istim mikroorganizmima, na osnovu pokazane aktivnosti na
kazein agru.

Proizvodnja lipaza pomocu izabranih mikroorganizama bi¢e vrSena tehnikom
submerznog gajenja u osnovnim i obogac¢enim podlogama kako bi se Zeljeni enzim dobio u
odgovaraju¢em prinosu. Optimizacija postupka proizvodnje lipaza u tecnim podlogama ¢e se
zasnivati na inducibilnoj prirodi ovih enzima. Pored kvalitativnog sastava podloge, utvrdeno
je da na prinos utiCu koncentracije svih komponenti fermentacione tecnosti i njihovi
medusobni odnosi. Uticaji najvaznijih procesnih parametara ispitace se primenom metode
planiranih eksperimenata kako bi se postupak proizvodnje optimizovao sa stanovista prinosa i
sastava smeSe enzima. Dobijeni enzimi ¢e po potrebi biti pre€iS¢avani frakcionim taloZenjem
amonijum-sulfatom 1 izvr§i¢e se njihova primarna karakterizacija sa ciljem odredivanja
optimalnih temperatura i pH, kao i temperaturnog i pH profila stabilnosti. Naime, da bi enzim
mogao biti upotrebljen kao aditiv u formulacijama detergenata, njegov pH optimum bi se
morao nalaziti u alkalnoj sredini (pH>8,5). Dalje, proizvedeni enzim bi morao da bude
stabilan 1 aktivan na poviSenim temperaturama na kojima se ¢esto vr$i proces pranja, iako se
usled povecanja efikasnosti ¢iS¢enja dodatkom enzima postupak pranja moZe vr$iti i pri nizim
temperaturama a u skladu sa novim tendencijama ustede energije.

Pored toga, enzim mora biti stabilan u prisustvu velikog broja povrSinski aktivnih
materija koje najcesée imaju denaturiSuce ili dezaktivirajuée dejstvo na enzim. U ovoj



doktorskoj disertaciji ¢e se ispitati uticaj nekoliko anjonskih i nejonskih povrSinski aktivnih
materija na lipoliticku i proteoliticku aktivnost sirovih enzimskih preparata. Medu ispitivanim
surfaktanitima su i natrijum dodecil benzol sulfonat (SDBS) i natrijum dodecil sulfat (SDS)
koji se smatraju najagresivnijim agensima u formulacijama detergenata i koji pokazuju snazno
dezaktiviraju¢e dejstvo na enzime, a koji su najceS¢a komponenta savremenih formulacija
detergenata. Takode, ispitace se i razli¢ite komercijalne nejonske povrSinski aktivne materije
na bazi estara polialkohola koje se koriste u modernim formulacijama detergenata.

Takode, da bi enzim mogao da bude upotrebljen kao aditiv u detergentima, neophodno
je da poseduje 1 oksidativnu stabilnost. Naime, oksidaciona sredstva poput vodonik-peroksida
ili natrijum-hipohlorita, iako se ne nalaze u samoj formulaciji detergenta, cesto dodaju u toku
samog procesa pranja. Aktivnosti enzima u prisustvu oksidacionih sredstava je veoma
znacajno svojstvo za njihovu primenu u industrijskim sredstvima za ¢iS¢enje jer veliki broj
nativnih enzima ga ne poseduje. Veca stabilnost enzima u prisustvu oksidacionih agenasa se
najcesce postize konstrukcijom novih enzima metodama molekularnog inZenjerstva, Sto je
dosta zametno i skupo. Fermentacioni procesi za proizvodnju enzima podrazumevaju
kultivaciju aktivnog soja izabranog mikroorganizma, koji ¢e proizvoditi enzim sa dobrim
komercijalnim prinosom i sa pozeljnim karakteristikama u pogledu pH i temperaturnog
profila, kao 1 specifi¢nosti za supstrat. Proizvodnja mikrobnih enzima mozZe biti optimizovana
izborom sastava fermentacione podloge i uslovima kultivacije koji pokazuju pozitivan efekat
na geneticku regulaciju sinteze enzima.

Nakon preliminarnih ispitivanja koja imaju za cilj izbor promenljivih koje pokazuju
najve¢i uticaj na proizvodnju lipaza, uslovi fermentacije bie optimizovani metodom
statistiCke obrade podataka.

Izabrace se centralni kompozitni rotatabilni dizajn sa 4 faktora i na 5 nivoa. Na ovaj
nacin ¢e se kvantitativno utvrditi uticaj svakog faktora na proizvodnju lipaze, kao i njihova
medusobna korelacija. Ispitae se moguénost matematickog opisivanja dobijenih rezultata
regresionim modelom drugog reda koji ukljucuje interakciju izmedu faktora:

4 4 4
y=bo + Zbixi T Zbiixii2+ sz‘j‘xi‘xj
i=1 i=1 i), i<
gde je y ocekivani odziv (lipoliticka aktivnost), by odsecak, b; linearni koeficijent, b;;
koeficijent interakcije izmedu varijabli. Regresionom i disperzionom analizom ispitace se
adekvatnost regresionih modela koriS¢enjem odgovaraju¢ih kompjuterskih programskih
paketa (Matlab). Adekvatnost modela bi¢e ocenjena na osnovu FiSerovog koeficijenta.
Signifikantnost koeficijenata regresije ispitace se primenom Studentovog testa.

Svi postupci utvrdivanja enzimske aktivnosti vrSiCe se prema originalnim ili
modifikovanim procedurama iz literature. =~ Aktivnosti enzima bi¢e odredivane
spektrofotometrijski, pra¢enjem brzine hidrolize p-nitrofenilpalmitata za lipaze i azo-kazeina
za proteaze. Sadrzaj proteina odredivace se standardnom spektrofotometrijskom metodom po
Lowry-ju. Dobijeni enzimski preparati bi¢e koncentrisani i prec¢is¢eni metodom frakcionog
taloZzenja amonijum-sulfatom, kao 1 razli¢itim hromatografskim metodama (gel-filtraciona
hromatografija, jonoizmenjivacka hromatografija), a tok precisavanja kao 1 Cistoca finalnog
preparata bice praceni elektroforetski (nativna i SDS-PAGE elektroforeza).



Mogucénost primene dobijenih enzimskih preparata kao aditiva u detergentima bice
ocenjena na osnovu stabilnosti proizvedenih enzima u prisustvu razlicitih povrsinski aktivnih
materija, dezificijenasa i oksidacionih agenasa. Na osnovu ovih istrazivanja bi¢e osmisljene
razliCite formulacije ¢ija ¢e se efikasnost uklanjanja masnoc¢a ocenjivati spektrofotometrijski
na osnovu promene refleksije tkanina zaprljanih obojenim trioleinom (primenom ,,Sudan red*
boje) pre i nakon pranja.

5. Ocekivani nau¢ni doprinos

Kao osnovni nau¢ni doprinos doktorske disertacije ocekuje se razvoj originalnog tehnoloskog
postupka za proizvodnju enzimskih formulacija detergenata zasnovanog na primeni enzima
proizvedenih iz vlastitih sojeva po sopstvenoj tehnologiji. Kao rezultat predloZenih
istrazivanja oCekuju se sledeci pojedinacni naucni doprinosi:

e razvoj mikrobioloske proizvodnje novih enzima na laboratorijskom nivou kao osnovnih
bioaktivnih komponenti novih formulacija detergenata. U tom smislu ¢e se izvrSiti odabir
proizvodnih sojeva koji produkuju hidroliticke enzime poboljSanih svojstava za primenu u
detergentima;

e optimizacija procesnih parametara 1 sastava hranljive podloge pri mikrobioloskoj
proizvodnji lipaza i proteaza pomocu nekoliko odabranih proizvodnih sojeva;

e utvrdivanje regulatornih mehanizama biosinteze lipaza i proteza pri kultivaciji odabranih
proizvodnih sojeva;

e utvrdivanje kinetike proizvodnje enzima i ¢elijskog rasta pri optimalnim uslovima;
¢ razvoj efikasnih postupaka izolacije i pre¢iS¢avanja enzima iz fermentacionih tecnosti;
e detaljna karakterizacija proizvedenih lipaza i proteaza;

e formulacija nekoliko novih proizvoda na bazi lipaza i proteaza koji pokazuju
zadovoljavajuca svojstva sa stanovista efikasnosti ¢i§¢enja u procesu pranja, stabilnosti pri
skladiStenju 1 sastava otpadnih voda od pranja u poredenju sa komercijalnim hemijskim
detergentima;

Ocekuje se da ¢e se primenom enzimskih formulacija za ¢iS¢enje postici isti efekti u
pranju, dezinfekciji i odmas¢ivanju kao i sa agresivnim hemijskim detergentima uz znacajno
smanjenje toksi¢nih i korozivnih materija pa se novi preparati za ¢iS¢enje tkanina, kao i radnih
povr§ina u prehrambenoj industriji zbog svojih svojstava mogu smatrati ekoloSkim
proizvodima.

6. Plan istraZivanja i struktura rada

Predmet rada ove doktorske disertacije je proizvodnja novih enzimskih preparata koji mogu
imati komercijalnu primenu kao aditivi u industriji detergenata. U toku rada na disertaciji
predvidene su sledece faze i aktivnosti u istrazivanju:



Izvrsice se testiranje veceg broja mikroorganizama sa ciljem pronalaZenja lipolitickih
mikroorganizma koji produkuju enzim Zeljenih karakteristika.

Ispitace se uticaj osnovnih parametara na biosintezu enzima kao $to su sastav podloge,
temperatura, uticaj dodatka induktora, uticaj veli¢ine inokuluma i sl., pri ¢emu ¢e biti
primenjene metode planiranog eksperimenta 1 matematicko-statisticka obrada
eksperimentalnih podataka.

U cilju odredivanja potencijalne primene proizvedenih enzima, ispita¢e se i uticaj
temperature, pH 1 razli¢itih jona na aktivnost i stabilnost dobijenih lipaza. Takode,
ispitace se 1 mogucnost proizvodnje proteolitickih enzima pomocu istih proizvodnih
sojeva, kao i karakteristike proizvedenih proteaza.

U drugom delu rada ¢e se dobijeni enzimi ispitati sa aspekta primene u detergentima,
pa Ce se sa tim ciljem pratiti stabilnost ovih enzima u prisustvu razli¢itih povrsinski
aktivnih materija, oksidacionih agenasa i komercijalnih detergenata pri razli¢itim
koncentracijama i na razli¢itim temperaturama u blago alkalnoj sredini.

U poslednjem delu rada ¢e se na osnovu dobijenih rezultata formulisati nekoliko
preparata za ciS¢enje razli¢itih namena koje ¢e biti ocenjene na osnovu sposobnosti
uklanjanja masnih oneciS¢enja, stabilnosti pri skladiStenju, kao i sastava otpadnih voda
nakon pranja (HPK i BPK).

Predvida se da ¢e u doktorskoj disertaciji biti obradena sledeca poglavlja: Uvod, Teorijski deo,

Eksperimentali deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura.

U poglavlju Uvod bice definisani glavni ciljevi disertacije, predmet istraZzivanja i doprinos
disertacije.

Teorijski deo doktorske disertacije obuhvatice analizu prethodnih istrazivanja koja se odnose

na:

savremena sredstva za Cis¢enje;

enzimi kao aditivi u detergentima;

lipaze i njihova svojstva;

proteaze i1 njihova svojstva;

mikrobioloska proizvodnja enzima (osnovni principi proizvodnje, regulatorni
mehanizmi, uticaji razliCitih procesnih parametara i sastava hranljive podloge na
proizvodnju enzima);

pregled proizvodnje enzima kao aditiva u detrgentima u literaturi.

U Eksperimentalnom delu bi¢e navedene metode koriS¢ene u eksperimentalnom radu:

Materijali 1 hemikalije koriS¢ene u radu;

Opis eksperimentalnih tehnika za ispitivanje lipoliticke i proteoliticke aktivnosti
mikroorganizama;

Opis eksperimentalnih tehnika identifikacije mikroorganizama izolovanih iz prirodnih
stanista;

Opis eksperimentalnih tehnika za izolaciju 1 prec¢i§¢avanje enzima;

Opis tehnika za biohemijsku karakterizaciju lipaza 1 proteaza;

Eksperimentalni plan optimizacije produkcije enzima;

Eksperimentalni plan optimizacije formulacije detergenta.



Poglavlje Rezultati i diskusija sadrza¢e detaljan prikaz svih dobijenih rezultata kao i njihovu
diskusiju. Detaljno ¢e biti prodiskutovani rezultati vezani za optimizaciju proizvodnje lipaza i
proteaza pomoc¢u nekoliko prethodno odabranih sojeva. Kvantitativno ¢e se razmatrati uticaji
procesnih parametara na koli¢inu proizvedenih enzima i njihove medusobne interakcije. Na
osnovu dobijenih rezultata o uticajima dodatka odredenih supstanci u hranljivu podlogu na
koli¢inu proizvedenog enzima, razmatraée se regulatorni mehanizmi njihove biosinteze.
Posebno ¢e biti diskutovani uticaji razli€itih jonskih i nejonskih povrSinski aktivnih materija,
kao 1 oksidacionih agenasa, na aktivnost lipaza i proteaza i svojstva proizvedenih enzima sa
aspekta njihove primene kao aditiva u detregentima. Na osnovu dobijenih rezultata primenom
eksperimentalnog plana i statisticke regresije predlozi¢e se formulacije detregenata sa
optimalnim sastavom.

U Zakljuc¢ku ¢e biti sumirani dobijeni rezultati, izvedeni na osnovu izvrSenih ispitivanja.
Literatura ¢e sadrzati navode citirane u disertaciji, kao i radove proistekle istrazivanjem u
okviru ove doktorske disertacije.

7. Zakljucak i predlog

Na osnovu izloZzenog Komisija smatra da je tema predlozene doktorske disertacije pod
naslovom: ,Proizvodnja mikrobnih lipaza 1 proteaza kao aditiva u formulacijama
detergenata®, koju je predlozila Sanja Grbav¢i¢ dipl. inZ., nau¢no zasnovana i da predstavlja
znac¢ajan nau¢ni doprinos naucnoj oblasti TehnoloSko inZenjerstvo za koju je Tehnolosko-
metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu mati¢na ustanova.

Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Tehnolosko-metalur§kog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da kandidatu Sanji Grbav¢i¢ odobri izradu doktorske disertacije pod navedenim
naslovom. Za mentora pri izradi doktorske disertacije predlaze se dr. Zorica KneZevi¢-
Jugovi¢, vanredni profesor TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
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