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Predmet: Podobnost teme kandidata Sonje Jakoveti¢ dipl.inz. za izradu doktorske disertacije

Na sednici Nastavno-nau¢nog ve¢a Tehnolosko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu
odrzanoj 26.09.2013.godine, odredeni smo za ¢lanove Komisije za ocenu nau¢ne zasnovanosti
teme doktorske disertacije pod naslovom:

»Razvoj enzimskih procesa za proizvodnju estara fenolnih kiselina*

koju je predlozila Sonja Jakoveti¢, dipl. inz. Na osnovu materijala priloZenog uz zahtev
kandidata, komisija Nastavno—nauc¢nom vecu podnosi slede¢i

IZVESTAJ

1. Podaci o kandidatu
1.1. Biografski podaci

Sonja Jakoveti¢ rodena je 11.12.1984. godine u Kraljevu, gde je zavrSila osnovnu $kolu
Dimitrije Tucovi¢ i gimnaziju Mirko Lukovi¢, i za uspehe tokom Skolovanja nagradena
Vukovom diplomom. Studije na Tehnolosko-metalurSkom fakultetu, Univerziteta u Beogradu,
upisala je Skolske 2003/2004. Tokom studiranja tri puta je nagradena diplomom Panta S.
Tutundzi¢ za izuzetan uspeh na studijama u redovnom roku. Diplomirala je na TMF-u na Katedri
za biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju 30.12.2008. sa ocenom 10 na diplomskom radu i
prose¢nom ocenom 9,72 u toku studija. Dobitnik je priznanja Srpskog hemijskog drustva za
ukupan izuzetan uspeh u toku studiranja. Doktorske studije na Katedri za biohemijsko
inzenjerstvo 1 biotehnologiju pod mentorstvom dr Zorice KneZevi¢-Jugovi¢, van. prof, upisala je
2009. godine. Polozila je sve ispite predvidene planom i programom doktorskih studija sa
prose¢nom ocenom 10,0, ukljucujuéi i zavrsni ispit:

Predmet Ocena ESPB
1.0dabrana poglavlja matematicke 10 5
analize

2. Hemijska kinetika 10 5
3. Odabrana poglavlja biohemije - 10 5
vitamini

4. Biohemijska kinetika 10 5
5. Industrijska mikrobiologija 10 5
6. Sanitarna mikrobiologija 10 4
7.Vi§i kurs elektrohemijskog 10 6
inzenjerstva

8.Imobilisani biokatalizatori:

tehnike imobilizacije, bioreaktori i 10 6
primena




9.Elektrohemijski i alternativni
: ) . . 10 4
izvori elektricne energije
10. Bioaktivne materije u
oy s . ) 10 4
kozmeti¢kim proizvodima
11. Engleski jezik 10
12. Zavrsni ispit 10 30

Od januara 2010. godine do februara 2011. godine bila je stipendista Ministarstva za
nauku i tehnoloski razvoj u okviru projekta ,,Razvoj biotehnoloskih postupaka za proizvodnju
aditiva 1 novih formulacija za prehrambenu industriju® ev. Broj 20064 koji je finansiralo
Ministarstvo za nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije. Od februara 2011. zaposlena je na
projektu ,,Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih tehnologija za proizvodnju biokatalizatora i
bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju povecanja njene konkurentnosti, kvaliteta i
bezbednosti ev. br.IlI 46010, koji finansira Ministarstvo za nauku i tehnoloski razvoj. Od jula
2013. godine angazovana je na bilateralnom naucnoistrazivatkom projekatu izmedu Republike
Srbije 1 Narodne Republike Kine, pod nazivom ,,Primena poljoprivrednog otpada za proizvodnju
enzima®.

Koautor je Sest (6) radova u medunarodnim casopisima (oznaka grupe M20: 1 rad M21, 1 rad
M22, 3 rada M23 i 1 rad M24 odlukom maticnog odbora), i 12 saopStenja na domacéim i
medunarodnim skupovima (3 rada M33, 4 rada M34, 4 rada M63 i 1 rad M64). Uradila je i jednu

recenziju za ¢asopis Hemijska industrija.

Spisak objavljenih i saopStenih naucnih i stru¢nih radova
Naucni rad objavljen u vrhunskim ¢asopisima medunarodnog znacaja (M;;)

1. Jakoveti¢ S, Lukovi¢ N, Boskovi¢-Vragolovi¢ N, Bezbradica D, Picazo-Espinosa R &
Knezevi¢-Jugovi¢ Z (2013) Comparative study of batch and fluidized bed bioreactors
for lipase-catalyzed ethyl cinnamate synthesis. Industrial and Engineering Chemisty
Research, Accepted for publication, DOI: 10.1021/ie402069¢c, ISSN 0888-5885, IF
(2011) 2,237; 30/133, oblast: Engineering/Chemical.

Naucni rad objavljen u istaknutim ¢asopisima medunarodnog znacaja (M,;)

1. Bezbradica D, Jugovi¢ B, Gvozdenovi¢ M, Jakoveti¢ S & Knezevi¢-Jugovi¢ Z (2011)
Electrochemically synthesized polyaniline as support for lipase immobilization. Journal
of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 70 (1-2), 55-60. ISSN 1381-1177; IF (2011) 2,823;
48/135, oblast: Chemistry, Physical.

Naucni rad objavljen u ¢asopisima medunarodnog znacaja (M,3)

1. Jakoveti¢ S, Jugovi¢ B,. Gvozdenovi¢ M, Bezbradica D, Antov M, Mijin D & Knezevi¢-
Jugovi¢ Z (2013) Synthesis of Aliphatic Esters of Cinnamic Acid as Potential Lipophilic
Antioxidants Catalyzed by Lipase B from Candida antarctica. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 170 (7), 1560-1573. ISSN: 0273-2289, IF (2011) 1,943, 84/158, oblast:
Biotechnology & Applied Microbiology


http://www.kobson.nb.rs.proxy.kobson.nb.rs:2048/servisi/pretrazivanje_casopisa.84.html?cat=55

2. Jakoveti¢ S, Knezevi¢-Jugovi¢c Z, Grbavéi¢ S, Avramovi¢ N & Karadzi¢ 1 (2013)

Rhamnolipid and lipase production by Pseudomonas aeruginosa san-ai: the process
comparison analysis by statistical approach. Hemijska industrija, 67 (4), 677-685. ISSN
0367-598X, IF (2012) 0,463, 104/133, oblast: Engineering, Chemical.

Moftah O, Grbavci¢ S, Moftah W, Lukovi¢ N, Prodanovi¢ O, Jakoveti¢ S & Knezevic-
Jugovi¢ Z (2013) Lipase production by Yarrowia lipolytica using olive oil processing
wastes as substrates. Journal of the Serbian Chemical Society, 78 (6), 781-794. ISSN
0352-5139, IF (2012) 0,912, 100/152, oblast: Chemistry, Multidisciplinary.

Naucni rad objavljen u medunarodnom c¢asopisu verifikovan odlukom Mati¢nog odbora

(M,4)
1.

Knezevi¢-Jugovi¢ Z, Stefanovic A., ZuZza M, Milovanovi¢ S, Jakoveti¢ S, Manojlovi¢ V
& Bugarski B (2012) Effects of sonication and high-pressure carbon dioxide processing
on enzymatic hydrolysis of egg white proteins. Acta Periodica Technologica, 43, 33-41,
ISSN 1450-7183

Naucni rad saopsSten na skupu medunarodnog znacaja Stampan u celini (M33)

1.

Knezevi¢-Jugovi¢c Z, Jugovi¢c B, Jakoveti¢ S, Bezbradica D, Antov M, Moftah &
Gvozdenovi¢ M, ,.Design of a polyaniline based biosensor electrode for glucose: A
comparative study of two immobilized systems®, 38th conference of Slovak Society of
Chemical Engineering, High Tatras, Slovakia, 23-27. May 2011, CD Proceedings, ISBN
978-80-227-3503-2, pp. 1519-1525.

Jakoveti¢ S, Knezevi¢-Jugovi¢ Z, Jugovi¢c B, Gvozdenovic M & Bezbradica D,
,Synthesis of ethyl cinnamate catalyzed by lipase B from Candida antarctica®, 6th
Central European Congress on Food, CEFood2012, Novi Sad, Srbija, 23-26. May 2012,
CD Proceedings, ISBN 978-86-7994-027-8, pp. 1110-1114.

Knezevic-Jugovi¢ Z, Jakoveti¢ S, Jugovi¢ B, Gvozdenovi¢ M, Grbav¢i¢ S, Bezbradica D
& Antov M, ,.Enzymatic Synthesis of Aliphatic Esters of Phenolic Acids and Evaluation
of Their Antioxidant Properties®, 39th conference of Slovak Society of Chemical
Engineering, High Tatras, Slovakia, 21-25. May 2012, CD Proceedings, ISBN 978-80-
89475-04-9, pp. 1426-1432.

Naucni rad saopSten na skupa od medunarodnog znacaja, Stampan u izvodu (M34)

1.

Jakoveti¢ S, Lukovi¢ N, Grbav¢i¢ S, Jugovi¢ B, Gvozdenovi¢ M, Grgur B & Zorica
Knezevi¢-Jugovié, ,,Enzymatic hydrolysis of egg-white proteins in a membrane reactor,
8th International Conference of the Chemical Societies of the South-East European
Countries, Beograd, Srbija, 27-29. June 2013, CD Proceedings, ISBN 978-86-7132-053-
5.



2. Jakoveti¢ S, Lukovi¢ N, Grbav¢i¢ S, Jovanovié¢ J, Stefanovi¢ A, Carevic M & Zorica

Knezevi¢-Jugovié, ,,The kinetic study of oleylcinnamate synthesis“, 8th International
Conference of the Chemical Societies of the South-East European Countries, Beograd,
Srbija, 27-29. June 2013, CD Proceedings, ISBN 978-86-7132-053-5

Carevi¢ M, Vukasinovi¢-Sekuli¢ M, Stojanovi¢ M, Mihailovi¢ M, Jakoveti¢ S Grbavci¢
S & Bezbradica D, ,,Production and characterization of extracellular a-galactosidase from
Aspergillus oryzae DSM 1862, 8th International Conference of the Chemical Societies
of the South-East European Countries, Beograd, Srbija, 27-29. June 2013, CD
Proceedings, ISBN 978-86-7132-053-5.

Stefanovi¢ A, Jovanovié J, Gluvié A, Jakoveti¢ S, Lukovi¢ N, Zuza M & KneZevié-
Jugovi¢ Z, ,Kinetic model of the hydrolysis of egg white proteins by Alcalase®, 8th
International Conference of the Chemical Societies of the South-East European
Countries, Beograd, Srbija, 27-29. June 2013, CD Proceedings, ISBN 978-86-7132-053-
5.

Naucni rad saopSten na skupu nacionalnog znacaja Stampani u celini (Mg3)

1.

Jakovetié¢ S, Picazo-Espinosa R, Manzanera M, Stojanovi¢ 7, Prodanovi¢ R, Miladinovi¢
R & Knezevi¢-Jugovi¢ Z, ,Jmmobilization of Candida antarctica lipase B on supports
with epoxy groups via covalent attachment®, 50. savetovanje SHD, Beograd, 14-15. jun
2012., CD radova u celosti, ISBN: 978-86-7132-049-8, str. 203-207.

Jakoveti¢ S, Carevi¢ M, Grbavéié S, Stojanovié M, Lukovié N, Zuza M & Mihailovié M,
,Esterification of phenolic acids catalyzed by lipase B from Candida antarctica®, Prva
konferencija mladih hemicara Srbije, Beograd, 19-20. oktobar 2012, CD Knjiga radova,
ISBN: 978-86-7132-051-1, str. 54-57.

Stojanovi¢ M, Carevi¢ M, Jakoveti¢ S, Dimitrijevi¢c A, Trbojevi¢ J, Mihailovi¢ M &
Velickovi¢ D, ,,Enzymatic synthesis of L-ascorbyl linoleate®, Prva konferencija mladih
hemicara Srbije, Beograd, 19-20. oktobar 2012, CD Knjiga radova, ISBN: 978-86-7132-
051-1, str. 64-67.

Mihailovi¢ M, Banjanac K, Stojanovi¢ M, Prlainovi¢ N, Jakoveti¢ S & Carevi¢c M,
,Stabilizacija imobilisane lipaze iz Candida rugosa tretmanom imobilizata
aminokiselinama®, Prva konferencija mladih hemicara Srbije, Beograd, 19-20. oktobar
2012, CD Knjiga radova, ISBN: 978-86-7132-051-1, str. 82-85.

Naucni rad saopSten na skupu od nacionalnog znacaja, saopSten u izvodu (Me4)

1.

Carevi¢ M, Stojanovi¢ M, Jakoveti¢ S, Mihailovi¢ M, Dimitrijevi¢ A, Trbojevi¢ J &
Velickovi¢ D, ,,Proizvodnja sirovog ¢elijskog ekstrakta f-galaktozidaze pomocu bakterija
mlecne kiseline®, Prva konferencija mladih hemicara Srbije, Beograd, 19-20. oktobar
2012, CD Knjiga radova, ISBN: 978-86-7132-050-4, str. 74.



1.2. Ocena podobnosti kandidata za rad na predlozenoj temi
Na osnovu dosadaS$njeg rada i rezultata ostvarenih tokom poslediplomskih studija, i u okviru
naucno-istrazivackog rada na projektu 11146010 (2011-2014) Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja Republike Srbije, Sonja Jakoveti¢ dipl.inz. pokazala je interes, sklonost i
sposobnost za bavljenje nauc¢no-istrazivackim radom. To se pre svega ogleda u samostalnom
kreiranju 1 realizaciji istrazivanja vezanih za temu doktorske disertacije, kao i u radu u drugim
oblastima istrazivanja zastupljenim na Katedri za biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju. Iz
oblasti istrazivanja, iz koje se predlaze tema doktorske disertacije, do sada je objavila dva nau¢na
rada Stampana u Casopisima od medunarodnog znacaja, kao i viSe saopStenja na medunarodnim 1i
nacionalnim skupovima. Kandidat poseduje i odli¢no znanje engleskog i nemackog jezika, a ima i
iskustva u koriS¢enju razli¢itih softverskih paketa za obradu podataka.

Na osnovu iznetih podataka moze se zakljuciti da Sonja Jakoveti¢, dipl.inz. ispunjava sve
potrebne uslove za rad na predlozenoj temi doktorske disertacije.

2. Predmet i cilj istraZivanja

Predmet rada ove doktorske disertacije je razvoj i optimizacija enzimskog postupka sinteze
estara fenolnih kiselina, bioloski aktivnih prirodnih antioksidanasa, u cilju poboljSanja njihovih
fizicko-hemijskih karakteristika 1/ili funkcionalnosti. Interes za razvoj enzimskih procesa sinteze
prirodnih antioksidanasa proizaSao je iz sve vece svesti potroSaca o nezeljenim efektima
vestackih dodataka hrani, kao i sve strozih zakonskih mera koje reguliSu njihovu primenu.
Implikacije da kao proizvodi razgradnje butil-hidroksi-toluena (BHT) i butil-hidroksi-anizola
(BHA), lipofilnih aditiva koji se koriste kao antioksidansi u kozmetici i hrani, nastaju toksi¢ne i
kancerogene materije, dovele su do potrebe za pronalaskom adekvatne zamene u vidu prirodnih
antioksidanasa.

Fenolna jedinjenja su veoma rasprostranjena grupa proizvoda sekundarnog metabolizma biljaka,
za Cije se prisustvo vezuje antioksidativno delovanje biljnih ekstrakata. U poslednjih nekoliko
godina ova jedinjenja zaokupljuju paznju naucne javnosti, kako zbog niza bioloskih dejstava
(antimikrobna, antikancerogena, antiimflamatorna, antikoagulaciona), tako i1 zbog svojih uticaja
na kvalitet proizvoda, poput boje 1 arome. Medutim, i pored niza prednosti fenolnih kiselina u
poredenju sa sintetiCkim antioksidansima, hidrofilna priroda ih ¢ini nepogodnim za koriS¢enje u
uljanim formulacijama i1 emulzijama. Uvodenjem alifaticnog boc¢nog niza, esterifikacijom
fenolnih kiselina, povecava se njihova rastvorljivost u nepolarnim sredinama, a samim tim i
mogucénost njihove primene u industriji hrane, kao i farmaceutskoj industriji.

Proizvodnja estara na idustrijskom nivou oslanja se na hemijsku sintezu, koja se zasniva na
primeni kiselih katalizatora. U manjoj meri estri se proizvode enzimskom sintezom i
ekstrakcijom iz biljaka. Sinteza estara hemijskom metodom ima nekoliko znacajnih nedostataka:
neselektivnost reakcije koja dovodi do stvaranja velikog broja nezeljenih proizvoda, toksi¢nost
nekih sporednih proizvoda za Zivotnu sredinu, primena koncentrovanih kiselina komplikuje
rukovanje reaktantima i upotreba kiselih katalizatora dovodi do povecanih troSkova za opremu
zbog korozivnog dejstva. Zahvaljuju¢i velikoj specificnosti i aktivnosti enzima pod blagim
procesnim uslovima, primenom enzimskih procesa mogu se prevazi¢i nedostaci hemijski
katalizovane sinteze estara. Estri dobijeni na ovaj nacin svrstavaju se u prirodne proizvode, a sam
postupak sinteze spada u “zelene” postupke. S druge strane, nedovoljna primena enzimskih
postupaka posledica je kompleksnosti enzimske sinteze estara koja zavisi od velikog broja



reakcionih uslova, §to otezava optimizovanje reakcije, a pored toga i cene samog enzimskog
preparata.

U ovoj disertaciji izvrSi¢e se optimizacija sinteze alifati¢nih estara fenolnih kiselina. U pocetnim
fazama fokus ¢e biti na sintezi estara cimetne kiseline, koja ¢e se zbog najjednostavnije strukture
koristiti kao model sistem. U tom cilju ispitace se kataliticko dejstvo nekoliko lipaza iz razli¢itih
izvora, pre svega lipaze tipa B iz Candida antarctica, lipaze iz Rhizomucor miehe 1 lipaze iz
Thermomyces lanuginosus. U poCetnim eksperimentima bice koris¢eni komercijalni preparati sa

imoblilsanim lipazama: Novozyme 435, preparat koji sadrzi lipazu iz C. antarctica (tip B)
imobilisanu na makroporozni poliakrilni nosa¢, Lipozyme IM 20 preparat sa lipazom iz R.
miehei imobilisanom na Duolite ES 562 i Lipozyme TLIM preparat sa lipazom iz 7. lanuginosus
imobilisanom na silika gel, dok ¢e se u daljem radu raditi na razvijanju sopstvenih imobilizata s
ciljem povecanja ekonomicnosti procesa. Ispitace se uticaj acil-akceptora razliite duZzine
ugljeni¢nog niza (C2-C18) na brzinu enzimske reakcije sinteze estara cimetne kiseline, kao i na
antioksidativne i antimikrobne karakteristike dobijenih estara. Nakon toga ¢e se na odabranim
model sistemima, sintezi etil-, butil- 1 oleil-cinamata, izvrSiti optimizacija reakcionih parametara
s ciljem povecéanja koncentracija estara, za Sta ¢e biti koriS¢en eksperimentalni dizajn (centralni
kompozitni rotatabilni dizajn CCRD), dok ¢e se za analizu dobijenih rezultata koristiti metoda
odzivnih povrsina (RSM). Ispitace se uticaji temperature, molskog odnosa supstrata, intenziteta
mesSanja, koncentracije biokatalizatora i vrste organskog rastvaraca na brzinu enzimske sinteze
alifati¢nih estara cimetne kiseline. Nakon dobijanja optimalnih parametara za sintezu estara
cimetne kiseline ispitace se 1 uticaj razli¢itih supstituenata na aromati¢nom prstenu acil-donora
na brzinu enzimske reakcije, kao i na bioloska i funkcionalna svojstva dobijenih estara.

Pored sinteze estara fenolnih kiselina u SarZznom reaktoru, ispitaée se moguénost sinteze estara
fenolnih kiselina u proto¢nim reaktorima: reaktoru sa fluidizovanim i reaktoru sa pakovanim
slojem, koriste¢i sintezu etil-cinamata kao model reakciju. Proto¢ni reaktori omogucavaju vecu
produktivnost sistema po masi primenjenog biokatalizatora, pa ¢e se u ovoj fazi istraZivanja
vr§iti optimizacija procesnih parametara sinteze etil-cinamata u reaktoru sa fluidizovanim 1
reaktoru sa pakovanim slojem. To ¢e ukljuciti ispitivanje uticaja razliitih protoka reakcione
smese, kao 1 uticaja koncentracije enzima i koncentracije limitiraju¢eg supstrata na prinos etil-
cinamata. Ispitace se i uticaj razli¢itih koncentracija etanola i cimetne kiseline na pocetnu brzinu
sinteze etil-cinamata u SarZnom i u reaktoru sa fluidizovanim slojem, s ciljem dobijanja
kinetickih modela neophodnih za povecanje razmera procesa.

Problem visoke cene enzima u industrijskim enzimskim procesima najefikasnije se reSava
primenom imobilisanih enzima koji omogucuju viSestruku primenu i razvoj kontinualnih
postupaka proizvodnje. Stoga ¢e drugi deo rada biti fokusiran na imobilizaciju lipaze tipa B iz
C. antarctica 1 R. miehei s ciljem dobijanja jeftinijih biokatalizatora kako bi se doprinelo
povecanju ekonomicnosti procesa. Ispitace se moguénost imobilizacije lipaze adsorpcijom na
neorganski nosac, kaolin, i rezultati ¢e se uporediti sa adsorpcijom na komercijalni hidrofobni
nosa¢ Diaion. Ispitace se kinetika i mehanizam vezivanja lipaze na nosace primenom razli¢itih
modela adsorpcionih izotermi i na osnovu utvrdenih kinetickih i termodinamickih parametara
uporedice se uticaji povrSine navedenih ¢vrstih nosaca na vezivanje lipaze.

Pored adsorpcije, bife ispitana i moguénost kovalentne imobilizacije lipaze na nosace sa
epoksidnim grupama, poput komercijalnog Eupergit C 250, ali i sintetisanih makroporoznih
nosaca. S ciljem povecanja efikasnosti procesa, nosaci ¢e se hemijski modifikovati sa 1,2-
dietanolaminom i glutaraldehidom, radi uvodenja novih funkcionalnih grupa na nosa¢ $to ¢e
doprineti vezivanju enzima preko veceg broja aminokiselinskih ostataka i time omoguditi



dobijanje stabilnijih biokatalizatora. Ispitace se i moguénost povecanja prinosa imobilizacije
lipaze primenom perjodatne metode, koja se zasniva na prethodnoj oksidaciji ugljeno-hidratne
frakcije enzima i imobilizaciji preko karbonilnih grupa. Svi imobilisani sistemi bi¢e uporedeni sa
aspekta specificne aktivnosti imobilizata, procenta vezivanja i prinosa imobilizacije. Dobijeni
imobilizati ¢e takode biti okarakaterisani u pogledu pH optimuma, termostabilnost, a bice
ispitana i njihova specifi¢nost i uporedena sa nativnim enzimom.

Osnovni cilj ove disertacije je da se doprinese razvoju enzimskog procesa sinteze alifaticnih
estara fenolnih kiselina. Ciljevi istrazivanja obuhvaéeni ovom doktorskom disertacijom mogu se
podeliti u nekoliko celina:

1. PronalaZenje lipaze iz prirodnih izvora, koja ¢e u visokom prinosu sintetisati estre
fenolnih kiselina, i odredivanje njene specifi¢nosti prema razli¢itim acil-akceptorima na
primeru sinteze estrara cimetne kiseline;

2. Odredivanje uticaja duzine uvedenog bo¢nog niza na bioloska svojstva dobijenih estara 1
to antioksidativnu aktivnost u vodenim rastvorima i emulzijama, antimikrobnu i
antikoagulacionu aktivnost;

3. Utvrdivanje optimalnih procesnih parametara enzimski katalizovane sinteze selektovanih
fenolnih estara i odgovaraju¢ih kinetickih parametara u sistemima sa komercijalnom
imobilisanom lipazom;

4. Ispitivanje specifi¢nosti primenjene lipaze prema razliCitim acil-donorima i1 odredivanje
antioksidativnih osobina dobijenih estara;

5. Razvoj originalnih metoda i1 postupaka imobilizacije nativnih lipaza na netoksi¢nim i
dostupnim nosacima, koje su se pokazale kao efikasne u sintezi bioaktivnih estara
fenolnih kiselina.

6. Optimizacija konfiguracije i operativnog reZima rada bioreaktora sa imobilisanom lipazom u
cilju efikasne sinteze nekoliko odabranih bioaktivnih estara fenolnih kiselina.

U poslednjih 15 godina publikovan je niz radova koji se bavi tematikom enzimske sinteze estara
fenolnih kiselina, koji sa razli¢itih aspekata tretiraju datu problematiku. Ovde su navedeni samo
neki radovi koji su povezani sa enzimskom sintezom estara fenolnih kiselina, kao i
imobilizacijom lipaza, a koji predstavljaju polaznu osnovu za dalje istraZivanje u ovoj disertaciji:
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3. Polazne hipoteze

Sve veca primena enzima u biotehnoloSkim procesima i razvoj novih komercijalnih enzimskih
procesa u svetu nedvosmisleno pokazuje da su enzimi biokatalizatori izuzetnih osobina i da u
svetlu razvijanja novih tehnoloSkih postupaka baziranih na strogim principima vezanim za
ocuvanje zivotne sredine oni postaju nezamenljivi. Na osnovu pregleda velikog broja radova i
patenata moze se zakljuciti da se enzimi, danas uspe$no koriste kao katalizatori u farmaceutskoj,
prehrambenoj, industriji koze, kao i u bioremedijaciji.

Rad na ovoj doktorskoj disertaciji osmisljen je pod pretpostavkom da se lipaze mogu uspesno
implementirati kao biokatalizatori u procesima sinteze lipofilnih antioksidanasa, pre svega
alifati¢nih estara fenolnih kiselina zahvaljujuéi Cinjenici da pored reakcija hidrolize mogu
efikasno katalizovati i reakcije esterifikacije pod blagim procesnim uslovima. Pretpostavka je da
se pomocu lipaze mogu ostvariti visoki prinosi estara u energetski manje zahtevnim procesima u
odnosu na hemijski katalizovane. U radu ¢e se uzeti u obzir i moguénost izvodenja reakcije
sinteze etil-cinamata u viSe bioreaktorskih sistema, kao i pronalazenje adekvatnih kinetic¢kih
modela neophodnih za povecanje razmera procesa.

Da bi se postigao efikasan sistem, koji bi omogucio dobijanje lipofilnih antiosidanasa u visokim
prinosima, enzimski katalizovana reakcija sinteze estrara mora biti pazljivo optimizovana. Pre
svega treba izvrsti selekciju odgovaraju¢eg biokatalizatora koji moze efikasno da sintetiSe ove
potencijalne lipofilne antioksidanse. 1z literature je poznato da samo nekoliko lipaza (lipaza tipa
B iz C.antarctica, lipaza iz R.miehei i lipaza i T. lanuginosus) ima mogucnost da koristi fenolne
kiseline kao supstrate, pa ¢e paznja biti usmerena prvenstveno na pomenute enzime, ali ¢e se
ispitati 1 nekoliko lipaza izolovanih iz prirodnih izvora na katedri za biohemijsko inZenjerstvo i
biotehnologiju.

Nakon odabira odgovarajuéeg biokatalizatora pristupi¢e se optimizaciji procesa s ciljem
poboljSanja efikasnosti esterifikacije fenolnih kiselina s aspekta dobijanja veceg prinosa, ali i
produktivnosti celog procesa. Za optimizovanje ¢e biti primenjeni viSefaktorni eksperimentalni
planovi 1 metod odzivnih povrSina, koji omogucavaju detektovanje interaktivnih efekata izmedu
faktora. Bice ispitan uticaj razli¢itih acil-akceptora na esterifikaciju cimetne kiseline, a zatim 1
odabir odgovarajuce reakcione sredine, koncentracije limitiraju¢eg supstrata, molskog odnosa
supstrata, kao 1 odabir najboljeg reaktorskog sistema. Nakon toga ¢e se pristupiti optimizaciji
operativnih parametara za primenjenje reaktorske sisteme, poput pronalaZzenja odgovarajuceg
protoka reakcione smeSe, visine pakovanog sloja, temperature, brzine meSanja i1 koncentracije
biokatalizatora. Antioksidativna aktivnost dobijenih estara bi¢e ispitana standardnom
spektrofotometrijskom difenilpikrilhidrazil (DPPH) metodom, ali i savremenim metodama
ciklicne voltametrije. Za neke estre ¢e se ispitati i dodatna fizioloska dejstva, kao Sto su
antimikrobna i antikoagulaciona aktivnost. U nastavku ¢e biti ispitana moguc¢nost primene drugih
fizioloSki aktivnih acil-donora kao Sto su ferulna, p-metoksi cimetna, p-kumarinska kiselina, s
ciljem dobijanja lipofilnih estara poboljsanih fizioloskih svojstava.

Primena imobilisanih lipaza moZe da doprinese poboljSanju ukupnih tehnoloskih performansi 1
ekonomicnosti procesa, jer se omogucava viSekratna upotreba enzima, stabilizacija enzima 1
kontinualno izvodenje reakcije u protocnim reaktorima. S druge strane, neophodno je dobiti



biokatalizator koji bi bio aktivan i stabilan u dovoljno dugom periodu skladistenja, da bi
imobilizacija enzima bila tehnoloski i ekonomski opravdana. Polazeé¢i od ove hipoteze pristupice
se pronalasku imobilisanih enzima, superiornih karakteristika, koji ¢e omogucéiti sniZzavanje
ukupnih procesnih troSkova u odnosu na procese sa komercijalnim enzimima. Zbog toga e se,
pre svega, ispitati mogucnost imobilizacije lipaze adsorpcijom na kaolinu, s obzirom da se radi o
jednostavnoj tehnici i pristupacnom, netoksiCnom materijalu, koji se moze koristiti u
prehrambenoj industriji. Ispitace se i moguénost kovalentne imobilizacije enzima na druge
komercijalne nosace primenom razli¢itih postupaka.

Osnovne hipoteze koje se mogu izdvojiti kao polazna osnova za zapocinjanje naucno-
istrazivackog rada u okviru ove disertacije su sledece:

Estri fenolnih kiselina su prirodni lipofilni antioksidansi koji mogu da se koriste kao
suplementi hrani, jer pored poboljSanja funkcionalnih karakteristika hrane uticu i na
kvalitet hrane daju¢i joj boju, ukus i aromu. Estri fenolnih kiselina se dobijaju
konvencionalnim hemijskim sintezama koje podrazumevaju rad sa agresivnim
kiselinima, ¢ine¢i ih nepozeljnim za ljudsku upotrebu. Enzimska sinteza bi omogucila
dobijanje ovih estara u ve¢em prinosu pod blagim reakcionim uslovima, olakSavaju¢i na
taj nacin prec¢iS¢avanje finalnog proizvoda, $to bi uz veliku specifi¢nost enzima doprinelo
poboljsanju ekonomicnosti ove tehnologije.

FizioloSka svojstva estara fenolnih kiselina u mnogome zavise od strukture same fenolne
kiseline, tj. od prirode supstituenata na aromaticnom prstenu, dok uvodenje alifaticnog
bo¢nog niza najviSe utie na promenu rastvorljivosti ovih kiselina u nepolarnim
sredinama. Zbog toga ¢e se prvo pristupiti odredivanju specifi¢nosti primenjenje lipaze
prema razli¢itim acil-akceptorima, a kasnije ¢e biti ispitan i uticaj razliitih supstituenata
na aromaticnom prstenu na specifi¢nost primenjene lipaze u reakciji sa razli¢itim acil-
donorima. Pretpostavka je da ¢e lipofilni estri fenolnih kiselina sintetisani u velikom
prinosu zadrzati, ili ¢ak imati poboljSanu bioloSku aktivnost, u poredenju sa
neesterifikovanim fenolnim kiselinama.

Primena savremenih statistickih metoda planiranih eksperimenata bi omogudila
optimizaciju procesnih parametara i uvide u medusobni odnos izmedu ispitivanih
parametara, $to bi dovelo do poboljSanja produktivnosti procesa, Sto bi kasnije 1 bilo
verifikovano eksperimentom izvedenim pod optimalnim uslovima.

Izvodenje reakcije sinteze bioaktivnog estra u reaktorima sa pakovanim i fluidizovanim
slojem imobilisanog biokatlizatora pri odgovaraju¢em reZimu rada i procesnim uslovima
bi omogucéilo vece prostorno-vremenske prinose reaktora.

Utvrdeni kineti¢ki modeli enzimskih dvosupstratnih reakcija u odabranim bioreaktorima
bi ukazali na mehanizme odvijanja enzimskih reakcija sa razli¢itim acil-donorima i
potencijalnu inhibiciju nekim od supstrata na osnovu ¢ega bi se predlozilo unapredenje
sistema 1 nacina izvodenja reakcije.

Kako cena komercijalnih imobilisanih enzimskih praparata znaCajno utiCe na
ekonomicnost celokupne proizvodnje, znacajan istrazivacki rad ¢e se usmeriti na razvoj
imobilisanih lipaza na pristupacnim, jeftinim nosac¢ima, koji ¢e omoguciti sintezu estara
sa nepromenjenom efikasnoscéu.



4. Naucne metode istraZivanja

Za odredivanje koncentracije, preciS¢avanje i karakterizaciju dobijenih estara fenolnih kiselina
koristice se savremene instrumentalne metode, kao S$to su metode reverzno-fazne te¢ne
hromatografije visokih performansi (RP-HPLC), NMR spektralne analize i druge.

Antioksidativna svojstva dobijenih estara odrediva¢e se pomocu DPPH metode, zasnovane na
sposobnosti jedinjenja da redukuje stabilan organski DPPH radikal. Rezultati dobijeni DPPH
metodom bi¢e provereni elektrohemijski, metodom ciklicne voltametrije. Eksperimenti ¢e se
izvoditi u elektrohemijskoj ¢eliji na sobnoj temperaturi. Kao radna elektroda koristi¢e se staklena
ugljeni¢na elektroda, kao kontra elektroda koristice se elektroda od platine, dok ¢e se kao
referentna elektroda korsititi zasi¢ena kalomel elektroda.

Za dobijanje i karakterizaciju imobilisanih enzima koristi¢e se savremene hemijske i instrumentalne
metode. Svi postupci hemijske modifikacije enzima kao i nosaca izvodi¢e se prema originalnim ili
modifikovanim metodama iz literature. Dobijeni imobilisani enzimi ¢e se okarakterisati prema
standardnim metodama za odredivanje termostabilnosti i operativne stabilnosti, pH i temperaturnog
profila, dok ¢e se obrazovanje hemijskih veza izmedu enzima i nosaca potvrditi FT-IR
spektroskopijom. Standardna aktivnost lipaza ¢e se odredivati spektrofotometrijskom metodom pri
c¢emu Ce se kao koristiti p-nitrofenil-butirat kao supstrat, dok ¢e se sadrzaj proteina odredivati
standardnom spektrofotometrijskom metodom po Bradfordu. Hidroliticka aktivnost imobilizata
odredivace se 1 titrimetrijski, koriS¢enjem emulzije maslinovog ulja kao supstrata. Imobilizati sa
najvecom hidrolitickom aktivno$¢u bice ispitani i u reakciji sinteze estra fenolnih kiselina prema
ve¢ odredenim optimalnim uslovima za odgovarajuce estre.

5. Ocekivani nau¢ni doprinos

Rezultati dobijeni u toku rada na ovoj doktorskoj disertaciji mogu predstavljati znacajan naucni
doprinos na polju primene lipaza kao biokatalizatora u reakcijama dobijanja netoksi¢nih i efikasnih
liposolubilnih antioksidanasa — alifatinih estara fenolnih kiselina, koji bi kao bioaktivne
komponente mogli da se koriste u razli¢itim formulacijama hrane kao funkcionalni dodaci. U okviru
istraZivanja potencijalno se o¢ekuju nekoliko osnovnih doprinosa, i to:

Razvoj originalnog biotehnoloskog postupka dobijanja alifaticnih estara fenolnih kiselina, $to
podrazumeva nekoliko pojedinac¢nih nauénih i stru¢nih doprinosa:

e doprinos razumevanju uticaja vrste i poloZaja supstituenta u aromaticnom prstenu
cimetne kiseline na biolosku aktivnost i specificnost odabranih lipaza;

¢ doprinos razumevanju uticaja vrste i duzine lanca acil-donora na biolosku aktivnost
dobijenih fenolnih estara na model reakciji sa cimetnom kiselinom kao i na brzinu
enzimske reakcije esterifikacije;

e optimizacija procesnih parametara u reakciji sinteze nekoliko bioloski aktivnih
estara fenolnih kiselina u sistemima sa slobodnom i imobilisanom lipazom;

e doprinos razumevanju mehanizama 1 kinetike enzimske sinteze estara cimetne i
drugih fenolnih kiselina u razliitim sistemima sa slobodnom i imobilisanom
lipazom ¢ime bi se omogucili uvidi u prisustvo 1ili jaCinu inhibicije enzima
supstratima u ovim sistemima;



e razvoj originalnih imobilisanih sistema sa lipazama koje su se pokazale kao efikasne
u sintezi bioaktivnih estara ¢ija bi upotreba dovela do smanjenja troskova procesa;

e izbor odgovarajuceg bioreaktorskog sistema i optimalnog operativnog rezima rada
za primenjeni sistem;

e utvrdivanje kinetickih modela za opisivanje reakcije sinteze nekoliko odabranih
estara fenolnih kiselina pod prethodno optimizovanim reakcionim uslovima i
konfiguracijama reaktora, ¢ime bi se dobile projektne jednacine neophodne za
predvidanje toka reakcije u duzem vremenskom periodu i za uvecanje razmera
procesa.

6. Plan istraZivanja i struktura rada

Predmet rada ove doktorske disertacije je razvoj enzimskog postupka sinteze alifati¢nih estara
fenolnih kiselina. Ispitae se uticaj osnovnih parametara na prinos sinteze estara kao Sto su
temperatura, molski odnos supstrata, koncentracija enzima, koncentracija limitirajuéeg supstrata,
broj obrtaja, pri ¢emu ¢e biti primenjena metoda planiranog eksperimenta i matematicko-
statisticka obrada eksperimentalnih podataka. Ispitae se i mogucénost poveéanja ukupne
efikasnosti procesa sintezom estara u proto¢nim reaktorima, i to reaktoru sa fluidizovanim i
reaktoru sa pakovanim slojem. Takode, ¢e se ispitati i procesni parametri i nacini izvodenja
procesa kao i rezimi rada bioreaktora. Odredi¢e se i kineticki model sinteze etil cinamata u
Sarznom i u reaktoru s fluidizovanim slojem, neophodan za povecanje razmera procesa.

U poslednjem delu rada analizirae se moguénost primene nekoliko novih i konvencionalnih
tehnika imobilizacije lipaza koje se zasnivaju na adsorpciji lipaze kao i na kovalentnoj
imobilizaciji na hemijski modifikovane epoksidne nosace u cilju uvodenja novih funkcionalnih
grupa na nosac¢ ¢ime bi se omogucilo dobijanje stabilnijih biokatalizatora u procesu sinteze estara
fenolnih kiselina.

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 prikazan kratak osvrt na oblast istrazivanja i definisani predmet istrazivanja,
kao 1 glavni ciljevi disertacije.

Poglavlje Teorijski deo obuhvatice pregled dosadasnjih istrazivanja koji se odnose na:

e Znacaj fenolnih kiselina i1 njihovih estara posmatran kroz njihova fizioloska svojstva;

e Struktura 1 mehanizam delovanja lipaza koje mogu da katalizuju reakciju sinteze estara
fenolnih kiselina i metode njihove imobilizacije;

e Enzimski katalizovane sinteze estara fenolnih kiselina (uticaj reakcionih faktora)

e Enzimsku kinetiku bisupstratnih reakcija;

e Poredenje Sarznih i proto¢nih reaktora u enzimski katalizovanim reakcijama;

U Eksperimentalnom delu bie navedeni materijali i metode primenjeni u eksperimentalnom
radu:

e Materijali
e Instrumenti
e Metode



U poglavlju Rezultati i diskusija bi¢e prikazani i diskutovani dobijeni rezultati. Ovo poglavlje
sadrzace prikaz i diskusiju slede¢ih eksperimenata:

Uticaj vrste lipaze na prinos estara fenolnih kiselina

Uticaj duzine ugljeni¢nog niza alifatiCnih alkohola na prinos enzimske sinteze estara
cimetne kiseline katalizovan lipazom tipa B iz Candida antarctica

Optimizacija procesnih parametara sinteze etil i butil 1 oleil cinamata

Odredivanje specifi¢nosti lipaze tipa B iz C.antarctica 1 lipaze iz R.miehei prema acil-
donorima sa razli¢itim supstituentima na aromati¢nom prstenu

Optimizacija rezima rada i1 konfiguracije protocnih reaktorskih sistema u sintezi etil
cinamata i poredenje sa Sarznim reaktorom

Poredenje antioksidativnih svojstava dobijenih estara

Imobilizacija lipaze adsorpcijom

Kovalentna imobilizacija lipaze na modifikovane i nemodifikovane nosace

U Zakljucku ¢&e biti sumirani dobijeni rezultati i izvedeni zaklju¢cei na osnovu uporedivanja sa
literaturnim podacima.

U delu Literatura bi¢e navedene reference citirane u disertaciji, uklju¢ujuci i nau¢ne publikacije
proistekle iz istrazivanja u okviru ovde disertacije.
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