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Predmet: Referat o uradenoj doktorskoj disertaciji kandidata Mr. Omar Ali Saied Moftah
Odlukom br. 30/128 od 26.05.2014. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za pregled, ocenu

1 odbranu doktorske disertacije kandidata Mr. Omar Ali Saied Moftah, pod naslovom

»Proizvodnja proteaza i lipaza fermentacijom sporednih proizvoda i otpadnih tokova
industrije maslinovog ulja*
(""Protease and lipase production by fermentation of byproducts and wastes from the olive oil
industry")

Posle pregleda dostavljene Disertacije i drugih prate¢ih materijala i razgovora sa Kandidatom Mr.
Omar Ali Saied Moftah, Komisija je sacinila slede¢i

REFERAT

1. UVOD

1.1. Hronologija odobravanja i izrade disertacije

Resenjem broj (resSenje br 06-613-283/3-10) od 2010. godine doneto je ResSenje rektora Univerziteta
u Beogradu kojim se Omaru Ali Said Moftah priznaje strana visokoSkolska isprava stecena u
inostranstvu, €ijim priznavanje sti¢e pravo na nastavak obrazovanja na Tehnolosko-metalur§kom
fakultetu Univerziteta u Beogradu-prijava doktorske disertacije.

27.09.2013. — Kandidat Mr. Omar Ali Saied Moftah predlozio je temu doktorske disertacije pod
naslovom ,,Proizvodnja proteaza i lipaza fermentacijom sporednih proizvoda i otpadnih tokova
industrije maslinovog ulja“, a Nastavno-nau¢no vece TehnoloSko-metalurskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu usvojilo je Komisiju za ocenu nau¢ne zasnovanosti predloZene teme
(odluka od 21.11.2013. godine).

03.03.2014.— Na sednici Nastavno-nau¢nog veca Tehnolosko-metalur§kog fakulteta, na osnovu
podnetog izveStaja Komisije, doneta je Odluka o prihvatanju predloga teme doktorske disetacije
Omara Ali Saied Moftah pod nazivom ,,Proizvodnja proteaza i lipaza fermentacijom sporednih
proizvoda i otpadnih tokova industrije maslinovog ulja“ i za mentora ove doktorske disertacije
imenovana je dr Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, redovni profesor TMF-a.

31.03.2014.— Na sednici Veca naucnih oblasti tehnickih nauka Univerziteta u Beogradu data je
saglasnost na predlog teme doktorske disertacije Mr. Omara Ali Saied Moftah pod naslovom
,Proizvodnja proteaza i lipaza fermentacijom sporednih proizvoda i otpadnih tokova industrije
maslinovog ulja®.

22.05.2014.— Na sednici Nastavno-nau¢nog veca Tehnolosko-metalurskog fakulteta doneta je
Odluka o imenovanju Komisije za ocenu i odbranu doktorske disertacije Omara Ali Saied Moftah
pod naslovom ,,Proizvodnja proteaza i lipaza fermentacijom sporednih proizvoda i otpadnih tokova
industrije maslinovog ulja“ (odluka br, 30/128 od 26.05.2014.).



1.2. Naucna oblast disertacije

Istrazivanja u okviru ove disertacije pripadaju naucnoj oblasti TehnoloSko inzenjerstvo (uza nauc¢na
oblast Biotehnologija i biohemijsko inZenjerstvo) za koju je mati¢na ustanova TehnoloSko-
metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu. Za mentora je izabrana dr Zorica Knezevi¢-Jugovic,
redovni profesor TMF-a, koja je na osnovu objavljenih publikacija i iskustva kompetentna da
rukovodi izradom ove doktorske disertacije. Prema SCOPUSU mentor je publikovao 65 radova u
casopisima sa SCI liste, koji su citirani 670 puta (522 bez autocitata i citata koautora), vrednost 4
indeksa je 13. Rukovodila je i izradom dve odbranjene doktorske disertacije.

1.3. Biografski podaci o kandidatu

Mr. Omar Ali Saied Moftah je roden 11.02.1970 u Tripoliju, gde je zavrSio osnovnu (76/77 —
81/82), pripremnu (82/83 — 84/8) i srednju $kolu (85/86 — 87/88). Skolske 88/89 god. upisao se na
studije na ,,Faculty of Technology and Engineering Sciences®, Univerzitet u Tripoliju, i diplomirao
iz oblasti Tehnologije hrane 1992. godine sa prose¢nom ocenom 80,96%.

Skolske 98/99. god. upisuje se na magistarske studije na Al-Fatah Univerzitetu, Tripoli, koje
zavrSava 2003. godine (prosecna ocena 3,43). Magistarski rad pod naslovom "Estimated daily
intake of lead and cadmium in Libyan Jamahyria" odbranio je maja 28.07.2003. godine i stekao
diplomu magistra nauka, koja je priznata od strane Univerziteta u Beogradu (reSenje br 06-613-
283/3-10). Skolske 2009/2010. god. upisuje se na doktorske studije na Katedri za biohemijsko
inzenjerstvo 1 biotehnologiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Bio je
zaposlen kao asistent na Aljabl Algarbi Univerzitetu u Libiji u periodu od 2003-2009. god. Cita,
piSe 1 govori engleski jezik.

2. OPIS DISERTACIJE

2.1. Sadrzaj disertacije

Doktorska disertacija Mr. Omara Ali Saied Moftah napisana je na 190 strana, sa ukupno 9
poglavlja, 50 grafickih prikaza, 9 tabela i 411 literaturnih navoda. Doktorska disertacija sadrzi
slede¢a poglavlja: Uvod, Fermentacija na ¢vrstim podlogama, MikrobioloSka proizvodnja lipaza,
Mikrobioloska proizvodnja proteaza, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak,
Literatura. Pored toga, Disertacija sadrzi izvode na srpskom i engleskom jeziku i prilog.

2.2. Kratak prikaz pojedina¢nih poglavlja

U uvodnom poglavlju data su osnovna razmatranja o znacaju razvoja novih biotehnoloskih procesa
na obnovljivim sirovinama kao i znacaju iskoriS¢enja nusproizvoda ili otpada prehrambene
industrije i1 poljoprivrede. Narocito je istaknuta potreba za iskoriS¢enjem otpada iz uljne industrije
jer je poznato je da je industrija maslina i maslinovog ulja od velikog znacaja za mediteranske
zemlje. U toku proizvodnje ulja generiSu se velike koli¢ine te¢nog i ¢vrstog otpada. Po nekim
podacima, preradom 1 tone svezih maslina dobija se 210-215 kg maslinovog ulja, 490-550 kg
uljane pogade (&vrsti otpad) i 1-1,65 m’ otpadne vode iz mlina (te¢ni otpad). Prikazane su osnovne
prednosti uljane pogace i otpadne vode iz industrije ulja kao sirovina za proizvodnju enzima kao §to
su relativno visok sadrzaj nutritivno vrednih supstanci ukljucujuéi jednostavne i kompleksne
ugljene hidrate, proteine, masti i ulja koji mogu posluziti kao dobar izvor azota, ali i induktor
biosinteze lipaza i/ili proteaza. Predstavljeno je trenutno trziSno i industrijsko stanje u ovoj oblasti.
Na kraju poglavlja dati su ciljevi rada sa planom istrazivanja.



U Teorijskom delu dati su osnovni principi tehnoloskih procesa pri kultivaciji razli¢itih
mikroorganizama na otpadnim ¢vrstim i te¢nim hranljivim podlogama, istaknute su njihove
prednosti i nedostaci na konkretnim primerima. Detaljno je dat pregled proizvoda, narocito enzima,
koji se mogu dobiti primenom tradicionalnih i razvojem novih biotehnoloSkih postupaka na
obnovljivim sirovinama i ¢vrstom/tecnom poljoprivrednom otpadu ali i otpadu iz drugih industrija.
Posebna paznja u teorijskom delu je usmerena na fermentaciju na ¢vrstom otpadu. Ovakav vid
fermentacije je jednostavan u pogledu procesne opreme kao i kontrole parametara procesa,
ekonomski je opravdan i dobijaju se veci prinosi u poredenju sa fermentacijom u te¢noj podlozi,
naroCito kada su proizvodni mikroorganizmi plesni. U tre¢em i Cetvrtom poglavlju detaljno su
opisani enzimi ¢ija je proizvodnja predmet rada disertacije, i to mikrobne lipaze i proteaze. Opisana
su osnovna svojstva ovih enzima koja se razlikuju kada su u pitanju razli¢iti mikroorganizmi koji ih
sintetiSu, ukljucujuéi specificnost prema supstratu, strukturu enzima i mehanizam delovanja.
Izlozene su i oblasti njihove industrijske primene pri ¢emu je naglaseno da je oblast primene
odredena svojstvima enzima. Zbog toga je veoma vazno izvrsiti karakterizaciju biosintetisanih
lipaza 1 proteaza kada se koriste novi mikroorganizmi izolovani iz prirodnih stani§ta. Dat je
detaljniji pregled literature koji opisuje trenutno stanje u oblasti proizvodnje lipaza i proteaza
specifi¢nih svojstava na obnovljivim i otpadnim sirovinama pomocu razli¢itih vrsta.

Eksperimentalni deo se sastoji od dva potpoglavlja: Materijali i Metode. U prvom
potpoglavlju navedeni su svi materijali koji su koriS¢eni u istrazivanjima, dok su u drugom date
metode 1 uslovi koji su koriS¢eni u eksperimentalnom radu. Prvo su opisane metode za odredivanje
hemijskog sastava supstrata koji su koriS¢eni u radu i to uljane pogace, koja se dobija nakon
ekstrakcije maslinovog ulja, i otpadne vode iz mlina. Opisane su metoda po Soksletu (Soxhlet) za
odredivanje sadrzaja masti i ulja, metoda po Kjeldalu (Kjeldahl) za odredivanje sadrzaja proteina,
metoda Karl FiSer-ove titracije za odredivanje sadrZaja vlage i1 aktivnosti vode u ¢vrstom supstratu,
metoda po Folin-Ciocalteu za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola, dinitrosalicilna (DNS)
metoda za odredivanje sadrzaja redukujucih Secera i druge. Isto tako, opisane su metode za grubu
ocenu lipoliticke i1 proteoliticke aktivnosti razli¢itih mikrobnih vrsta u cilju primarne selekcije
proizvodnih mikroorganizama i odmah, zatim, uslovi i metode za izolovanje mikrobnih vrsta koje
proizvode Zeljene enzime tehnikom uzgajanja na selektivnim podlogama. Navedeni su i1 standardni
mikrobioloski testovi i procedure po kojima je izvrSena identifikacija izolata mikroorganizama, koji
su pokazali dobru produktivnost. Dalje su opisani procesni parametri i podloge koje su koriS¢ene u
radu da bi se povecala sposobnost proizvodnog mikroorganizma da sintetizuje i produkuje odredene
lipaze i/ili proteaze. Opisane su metode za kvantitativno odredivanje lipoliticke i proteoliticke
aktivnosti, kao 1 procedure za utvdivanje pH i temperaturnog profila proizvedenih enzima. Velika
paznja u radu je posvecena ispitivanju uticaja razliCitih pretretmana supstrata kao §to su alkalni
pretretman, tretman ultrazvukom visokog intenziteta i drugi na mikrobni rast i biosintezu enzima,
pa su opisani i nacini izvodenja pretretmana u eksperimentalnom delu, kao 1 metode za utvrdivanje
¢elijskog rasta na osnovu opti¢ke gustine 1/ili brojanjem ¢elija pod mikroskopom.

Poglavlje Rezultati i diskusija obuhvata prikaz rezultata dobijenih u eksperimentalnom
literature u razli¢itim ili slicnim sistemima. Rezultati i diskusija se sastoje od 9 potpoglavlja i to: 1)
Hemijski sastav uljane pogace; 2) Hemijski sastav otpadne vode iz mlina; 3) Proizvodnja lipaza i
proteaza pomoc¢u Candida utilis fermentacijom na uljanoj pogaci; 4) Proizvodnja lipaza i proteaza
pomoc¢u Candida utilis iz otpadne vode submerznim postupkom; 5) Proizvodnja lipaza i proteaza
pomocu Yarrowia lipolytica fermentacijom na uljanoj pogaci; 6) Proizvodnja lipaza i proteaza
pomocu Yarrowia lipolytica iz otpadne vode submerznim postupkom; 7) Proizvodnja lipaza i
proteaza pomoc¢u Candida rugosa fermentacijom na cvrstoj podlozi; 8) Proizvodnja lipaza i
proteaza iz Candida rugosa fermentacijom u otpadnoj vodi iz mlina primenom submerzne tehnike
gajenja 1 9) Poredenje razlicitih bioprocesa za proizvodnju lipaza i proteaza na otpadnim tokovima
iz uljne industrije. U prvom 1 drugom potpoglavlju prikazane su vrednosti koje se odnose na
hemijski sastav i osnovna svojstva uljane pogace i otpadne vode, odnosno dati su sadrzaj vlage



supstrata, sadrzaj redukujucih i ukupnih ugljenih hidrata, sadrzaj proteina, sadrzaj lipida, sadrzaji
pepela, kao 1 hemijska i bioloSka potrosnja kiseonika otpadne vode (HPK i BPK). Dobijeni rezultati
su diskutovani sa aspekta dalje primene uljane pogace i otpadne vode kao supstrata za fermentaciju
1 proizvodnju enzima.

U tre¢em potpoglavlju Rezultata i diskusije prikazani su rezultati koji se odnose na
optimizaciju procesa fermentacije uljane pogace pomocu kvasca C. utilis pri ¢emu su koriS¢ena dva
eksperimentalna pristupa: klasi¢an na¢in kada se ispituje uticaj jednog procesnog parametra, dok su
ostale vrednosti parametara konstantne, i statisticki pristup planiranih eksperimenata, kada se
istovremeno ispituje uticaj veceg broja procesnih parametara po utvrdenom eksperimentalnom
planu. U pocetnim ispitivanjima ispitana je kinetika mikrobnog rasta i kinetika biosinteze proteaza i
lipaza prilikom fermentacije neobogacene uljane pogace i utvrdeno je da je rast biomase pracen
biosintezom lipaze pri ¢emu se dotize njihov maksimum posle Cetiri dana fermentacije, dok je
maksimalni prinos proteaza postignut posle pet dana. Pokazano je da se moze posti¢i relativho
dobar prinos lipoliticke i proteoliti¢ke aktivnosti od 14,3 IU/g 1 58,0 [U/g ¢vrstog supstrata redom
cak 1 koriS¢enjem neobogacene pogace kao supstrata. U tre¢em potpoglavlju su zatim prikazani
rezultati vezani za ispitivanje uticaja obogacéivanja pogace razliCitim prostim i sloZenim ugljenim
hidratima, uljima, masnim kiselinama i organskim i neorgansikm izvorima azota, pri ¢emu je
pokazano da je biosinteza proteaza podloZzna snaznoj kataboli€koj represiji glukozom, skrobom,
laktozom i ostalim Secerima, dok je biosinteza lipaze manje podloZna. Interesantno da proizvodnja
lipaze iz C. utilis pod datim uslovima nije indukovana oleinskom kiselinom niti drugim masnim
kiselinama 1 uljima, dok je dodatak maltoze doprineo statisticki zna¢ajnom povecanju prinosa oba
enzima. Dodatna optimizacija sastava i veliine Cestica fermentacione podloge kao i parametara
procesa pokazala je da su vreme fermentacije, sadrzaj vlage i veli¢ina inokuluma jedni od
najvaznijih parametara koji uticu na proizvodnju oba enzima. Kvantitativho je razmatren uticaj
procesnih parametara na koli¢inu proizvedenih enzima i njihove medusobne interakcije. Pokazano
je da se maksimalni prinosi proteaza i lipaza dobijaju pri nekom optimalnom sadrzaju vlage od oko
55-60%, dok manje koli¢ine inokuluma pogoduju biosintezi lipaze. Uticaj veli¢ine inokuluma na
proizvodnju proteaza je nesto sloZeniji jer je u interakciji sa ostalim procesnim parametrima.

U tre¢em poglavlju prikazani su i rezultati uticaja alkalnog pretretmana supstrata na rast
biomase 1 proizvodnju enzima, kao i rezultati dobijeni prilikom izvodenja ferementacije na
mesSovitoj hranljivoj podlozi sastavljenoj od uljane pogace i mekinja je¢ma pri razliitim odnosima.
Posebno je diskutovana moguénost povecanja dodatne vrednosti uljane pogace fermentacijom sa
aspekta primene u ishrani stoke, odnosno odreden je hemijski sastav pogace nakon fermentacije pri
¢emu je potvrdeno da dolazi do povecanja sadrZaja proteina i smanjenja sadrZaja vlakana. Dakle,
primena C. utilis kao sto¢nog kvasca za ferementaciju uljane pogafe otvara mogucénost razvoja
integrisanog procesa u kojem ¢e se dobiti visoka vrednost produkovanih lipaza i proteaza uz
dobijanje nutritivno vredne biomase.

U cetvrtom potpoglavlju Rezultata 1 diskusije prikazani su rezultati koji se odnose na
optimizaciju proizvodnje lipaza 1 proteaza fermentacijom otpadne vode iz industrije ulja
definisanog sastava pomocu istog kvasca. Prikazani su rezultati ispitivanja uticaja dodatka razli¢itih
izvora azota i ugljenika u hranljivu podlogu na kinetiku rasta C. utilis i proizvodnju proteaza i
lipaza. lako je kvasac pokazao dobar rast i sposobnost biosinteze oba enzima na otpadnoj vodi iz
mlina, dodatak povrSinski aktivnih materija (Tween 80) kao i maltoze, amonijum-sulfata i
kvas¢evog ekstrakta je doprino zna¢ajnom povecanju proizvodnje oba enzima.

U petom i Sestom potpoglavlju Rezultata i1 diskusije prikazani su rezultati uticaja razli¢itih
procesnih parametara na proizvodnju lipaza i proteaza fermentacijom uljane pogace i otpadne vode
iz mlina pomoc¢u kvasca Yarrowia lipolytica. Optimizacija sastava hranljive podloge i procesnih
parametara je izvrSena na isti nacin kao i u slucaju koriS¢enja C. utilis. Ispitani su uticaji razlicitih
parametara, koji pokazuju pozitivne efekte na regulacijske mehanizme biosinteze enzima, kako bi
se odredili optimalni parametri produkcije enzima. Pokazano je da je proizvodnja lipaze i proteaze i
u ovom slucaju indukovana dodatkom odredenih supstanci, kao Sto su maltoza i1 kvaScev ekstrakt, u
hranljivu podlogu. Dodatna optimizacija procesnih parametara i na€ina izvodenja procesa pokazala



je da su, pored sastava hranljive podloge, veli¢ina inokuluma i sadrzaj vlage veoma vazni faktori
proizvodnje enzima, dok se znacajno veci prinosi oba enzima mogu posti¢i primenom supstrata koji
je prethodno tretiran alkalijama ili ultrazvukom visokog intenziteta pod odredenim uslovima. Nakon
pretretmana dolazi do promene kinetike mikrobnog rasta i biosinteze enzima zbog promene
hemijskog sastava supstrata i pove¢anja ukupnog sadrzaja lako iskoristivih ugljenih hidrata.

U sedmom potpoglavlju ispitana je mogucnost rasta kvasca Candida rugosa 1 biosinteze
enzima na uljanoj pogaci koja se dobija nakon ekstrakcije maslinovog ulja. Rezultati su pokazali da
1 u ovom slucaju alkalni pretretman uljane pogace doprinosi povecanju proizvodnje lipaza za 103%
1 proteaza 33% u odnosu na proizvodnju sa netretiranim supstratom. U osmom potpoglavlju dat je
prikaz rezultata vezanih za optimizaciju proizvodnje lipaza i proteaza pomocu C. rugosa pri
submerznom gajenju na otpadnoj vodi iz mlina. lako je kvasac iz C. rugosa pokazao dobar rast i
sposobnost biosinteze lipaza i proteaza u toku submerzne fermentacije, obogacivanje hranljive
podloge sa kvas€evim ekstraktom, maltozom, amonijum-sulfatom, maslinovim uljem i peptonom je
dovelo do povecanja proizvodnje lipaza i do sedam puta u odnosu na neobogacenu hranljivu
podlogu.

U devetom potpoglavlju napravljeno je poredenje svih ispitanih bioprocesa za proizvodnju
lipaza i proteaza sa aspekta prinosa enzima pod optimalnim uslovima. Diskutovani su regulatorni
mehanizmi biosinteze enzima u slucaju koriS¢enja razlicitih tehnika kultivacije 1 kvasaca. Na
osnovu dobijenih rezultata o uticajima dodatka odredenih supstanci u hranljivu podlogu na koli¢inu
proizvedenog enzima, utvrdeno je da mogu da se razlikuju regulatorni mehanizmi biosinteze lipaza
u slucaju istog proizvodnog mikroorganizma kada se primenjuju razlicite tehnike gajenja, kao i kod
razliCitih mikroorganizama u slucaju istih tehnika fermentacije. Tako, utvrdeno je da dodatak
maltoze ima pozitivan uticaj na biosintezu lipaze i proteaze u slucaju fermentacije C. utilis na
uljanoj pogaci, dok je biosinteza lipaze u slucaju iste tehnike gajenja za Y. lipolytica podlozna
katabolic¢koj represiji maltozom.

3. OCENA DISERTACIJE

3.1. Savremenost i originalnost

Nedostatak sirovina i sve veca svest o zastiti zivotne sredine stavila je u prvi plan potrebu
racionalnog koris¢enja obnovljivih sirovina i iskoriS¢enja nusproizvoda ili otpada prehrambene
industrije 1 poljoprivrede. Poljoprivredni i industrijski otpad je veliki zagadiva¢ Zivotne sredine.
Poznato je da je industrija maslina i maslinovog ulja od velikog znac¢aja za mediteranske zemlje. U
toku proizvodnje ulja generiSu se velike koli¢ine te€nog i ¢vrstog otpada. Po nekim podacima,
preradom 1 tone svezih maslina dobija se 210-215 kg maslinovog ulja, 490-550 kg uljane pogace
(vrsti otpad) i 1-1,65 m’ otpadne vode iz mlina (te¢ni otpad), dok se od jedne tone uljane repice
dobija 350 kg ulja i 650 kg uljane pogace (zbog poredenja). Uljana pogaca koja se dobija nakon
ekstrakcije ulja ima jo$ uvek visok sadrzaj nutritivno vrednih supstanci ukljucujuéi lipide, ugljene
hidrate i proteine, kao i znacajnu koli¢inu drugih vrednih supstanci (polifenola, nezasi¢enih masnih
kiselina), Sto je €ini odlicnim potencijalnim supstratom za fermentacione procese. Medutim, veoma
male koli¢ine ovog vaznog industrijskog sporednog proizvoda se valorizuju.

Brzi razvoj biotehnologije predstavlja moguénost za efikasnu eksploataciju ovih
nusproizvoda ili otpada tako Sto se biotehnoloski konvertuju u niz korisnih proizvoda ukljucujuci,
izmedu ostalih, i industrijske enzime. Posebna paznja u savremenim istrazivanjima je usmerena na
razvoj efikasnih fermentacionih procesa na ¢vrstim podlogama kao Sto je uljana pogaca. Ovakav vid
procesa je jednostavan u pogledu procesne opreme kao i kontrole parametara, ekonomican je i
potencijalno se mogu ostvariti ve¢i prinosi enzima u poredenju sa submerznim procesima ukoliko
se izvrsi pravilan odabir proizvodnog soja i optimizuju parametri procesa. Upravo je to bio predmet
rada ove doktorske disertacije, odnosno u radu su ispitane mogucénosti dobijanja industrijskih
enzima (lipaza i proteaza) fermentacijom uljane pogace i otpadne vode iz mlina, koji nastaju u toku
proizvodnje maslinovog ulja, pomocu razli¢itih mikroorganizama i tehnika gajenja.




Proizvodnja lipaza i proteaza pomocu razliCitih komercijalnih sojeva fermentacijom na
¢vrstm i tecnom otpadu svakako nije novi problem i u literaturi postoji veliki broj radova u kojima
su koriS¢eni razli€iti otpadni materijali i proizvodni mikroorganizmi, uglavnom plesni (Rhizhopus
sp., Aspergillus sp. and Penicillium sp.). Medutim, iako je utvrdeno da se i kvasci mogu uspesno
gajiti na ¢vrstim supstratima u uslovima bez slobodne vode, veoma mali broj istrazivanja se bavi
proizvodnjom ekstracelularnih enzima u ovim uslovima. Originalnost ideje koja je realizovana u
okviru istraZivanja u toku izrade ove doktorske disertacije je primena razli¢itih kvasaca (C. utilis, C.
rugosa i Y. lipolytica), od kojih je jedan izolovan iz prirodnog staniSta, za proizvodnju
ekstracelularnih lipaza i proteaza fermentacijom na uljanoj pogaci kao ¢vrstom supstratu. Pazljivom
optimizacijom sastava hranljive podloge i procesnih parametara pokazano je da je moguce postici
prinose enzima koji su uporedivi sa prinosima postignutim sa komercijalnim sojevima i zna¢ajno
skupljim supstratima. Isto tako, veoma malo radova u naucnoj literaturi se bavi problemom
valorizacije otpadne vode iz industrije ulja.

3.2. Osvrt na referentnu i koriS¢enu literaturu

U okviru Disertacije rezultati postignuti od strane drugih autora citirani su sa 411 literaturnih
navoda koji su omogucili da se prikaze stanje u datoj oblasti. Vidi se da se radi o izuzetno aktuelnoj
problematici jer su lipaze i proteaze industrijski vazni enzimi, a njihova proizvodnja pomocu
alternativnih sojeva i sirovina je naroCito znacajan predmet savremenih istrazivanja. Poslednjih
decenija vrSena su intenzivna ispitivanja koja su imala za cilj valorizaciju razli¢itih sporednih
proizvoda i otpadnih tokova industrije ulja 1 drugog poljoprivrednog materijala biotehnoloSkom
konverzijom u industrijski vazne proizvode, kao Sto su enzimi. Pri tome su koriS¢eni razliciti
prirodni i rekombinantni mikroorganizmi, uglavnom plesni. Medutim, kvasci i bakterije se sve vise
kultiviSu na ¢vrstim hranljivim podlogama, pa je doSlo do znafajnog napretka i u toj oblasti.
Pronalazenje novih prirodnih sojeva koji produkuju lipaze i proteaze poboljSanih svojstava
pogodnih za razli¢ite komercijalne primene, kao na primer, u detergentima, ili kao biokatalizatore
za razlicite biokatalitiCke procese u nevodenim sistemima je takode sve viSe predmet aktuelnih
istrazivanja. Za vec¢inu komercijalnih lipaza su literaturno poznati uslovi proizvodnje, dok je mali
broj radova posvecen dobijanju lipaze pomocu kvasaca C. utilis ili Y.lipolytica.

Iz popisa literature koja je data u ovoj doktorskoj disertaciji uocava se adekvatno
poznavanje aktuelnog stanja istrazivanja u ovoj oblasti u svetu, kao i poznavanja osnovnih
problema i spornih pitanja. Ovakav literaturni pregled je pruzio odlicnu bazu za kriticku analizu
rezultata postignutih u Disertaciji. Veliki znacaj Disertacije ogleda se u €injenici da se koriS¢enjem
sporednih proizvoda i otpadnih tokova industrije ulja i odabranih sojeva mikroorganizama u
optimizovanom tehnoloskom procesu moZe znafajno smanjiti cena koStanja enzima S$to Cini
enzimske procese konkurentne sa hemijskim.

3.3. Opis i adekvatnost primenjenih nau¢nih metoda

Hemijski sastav sirove i fermentisane uljane pogace kao i otpadne vode iz mlina odreden je
primenom standardnih metoda (AOAC). Sadrzaj ukupnih masti u uljanoj pogaci odreden je
metodom po Soksletu (Soxhlet) nakon ekstrakcije uzorka sa n-heksanom na 60 °C u toku 20 h,
sadrzaj vlage Karl-FiSerovom metodom, sadrzaj ukupnih polifenola metodom po Folin-Ciocalteu,
odredivanje sirovih belancevina po Kjeldalu (Kjeldahl), odredivanje redukuju¢ih Secera DNS
(dinitrosalicilnom) metodom 1/ili po Bertrand-u, odredivanje sadrzaja vlakana i celuloze u skladu sa
metodom Kurschner-Scharrer-a. Standardna aktivnost lipaza je odredivana spektrofotometrijskom
metodom pri cemu se koristio p-nitrofenil-palmitat kao supstrat. Aktivnost proteolitickih enzima je
takode odredivana spektrofotometrijskom metodom kojom je pracen tok hidrolize azokazeina, t;j.
kazeina hemijski modifikovanog sulfanilnom bojom.

U radu je ispitan veliki broj mikroorganizama sa aspekta proizvodnje lipaza i proteaza, pre
svega iz kolekcije kultura TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu kao i
komercijalnih lipolitickih sojeva iz ARS (NRRL) kolekcije kultura (SAD). Primarna selekcija je



izvrSena na osnovu pokazanih aktivnosti na tributirin agru kao selektivnom medijumu i kao dobri
producenti lipaza izdvojili su se sledeéi mikroorganizmi: Pseudomonas aeruginosa san-ai,
Pseudomonas putida NRRL B-21, Candida utilis TMF, Candida rugosa NRRL Y-95, Rhizopus
oryzae NRRL 1526 i drugi. Medu ispitivanim sojevima je i Yarrowia lipolytica NRRL Y-1095 za
koju je utvrdeno da sintetiSe lipazu u velikom prinosu kada raste na drugim otpadnim
poljoprivrednim materijalima. Nakon primarne selekcije soja producenta, izabrani sojevi su potom
uzgajani na uljanoj pogaci pri ¢emu je prac¢ena kinetika rasta i prinos lipoliticke aktivnosti. [zabrani
mikroorganizmi su zatim ispitani i sa aspekta proizvodnje ekstracelularnih proteaza, uzgajanjem
sojeva na mle¢nom kazein agru. Mikroorganizmi koji su pokazali dobar rast na uljanoj pogaci i koji
su ocenjeni kao potencijalni dobri producenti lipaza i proteaza izabrani su kao proizvodni
mikroorganizmi u daljim ispitivanjima (C. utilis, Y. lipolytica i C. rugosa). Kinetika biosinteze
enzima u toku submerzne fermentacije prac¢ena je preko ukupne lipoliticke i proteoliticke aktivnosti,
sadrzaja proteina (odredena metodom po Loriju (Lowry)) i1 pracena je kinetika rasta
mikroorganizma klasi¢énim mikrobioloskim metodama.

Proizvodnja lipaza i/ili proteaza pomoc¢u odabranih mikroorganizama vrSena je tehnikom
gajenja na ¢vrstim podlogama, odnosno bez prisustva slobodne vode, i submerznom fermentacijom.
U preliminarnim ispitivanjima odredeni su parametri koji imaju znacajan uticaj na proizvodnju
lipaza i1 proteaza u slucaju primene oba procesa, kao i intervali tih uticaja, a zatim su njihove
vrednosti optimizovati metodom planiranih eksperimenata u konkretnom procesu sa odabranim
mikroorganizmom 1 tehnikom gajenja. Stoga, nakon preliminarnih kvalitativnih odabira efikasnih
induktora i stimulatora proizvodnje lipaza i proteaza, izvr§ena je optimizacija procesnih parametara
primenom metoda planiranih eksperimenata. ViSeparametarska analiza dobijenih rezultata izvrSena
je koriS¢enjem statistiCkog 1 matematickog programskog paketa MATLAB. StatisticCkom obradom
dobijenih eksperimentalnih podataka procenjeni su uticaji pojedinacnih faktora, kao i njihovi
medusobni efekti na biosintezu lipaza i1 proteaza. Pored toga, statisticki metod omogucio je
dobijanje odgovaraju¢ih matemati¢kih modela na osnovu kojih moze da se predvidi ponasanje
sistema u zavisnosti od procesnih parametara i omoguci pouzdana kontrola i regulacija procesa.

Separacija proizvedenih ekstracelularnih enzima fermentisane pogace vrSena je
ekstrakcijom. Prilikom submerzne fermentacije, ekstracelularni enzimi su odvajani
centrifugovanjem. Dobijeni enzimi su se dalje u odbranim slu¢ajevima preciS¢avali frakcionim
taloZzenjem amonijum-sulfatom, organskim rastvara¢ima, kao i metodama jonoizmenjivacke i gel-
filtracione hromatografije. Cistoéa i molekulska masa proizvedenih lipaza/proteaza odredena je
metodom nativne 1 SDS-PAGE elektroforeze

3.4. Primenljivost ostvarenih rezultata

Na osnovu pregleda rezultata prikazanih u okviru ove Disertacije uoc¢ava se da je ostvaren znacajan
doprinos u razvoju novih biotehnoloskih procesa za proizvodnju lipaza i proteaza koriS¢enjem
otpadnih tokova iz industrije ulja. Koriste¢i ovakve podloge za gajenje odabranih sojeva
mikroorganizama, producenata enzima, moguce je da se smanji cena koStanja enzima S§to
potencijalno Cini industrijske enzimske procese konkurentne sa hemijskim. Pored toga, ovim se
potencijalno reSavaju problemi zagadivanja Zivotne sredine jer direktno odlaganje poljoprivrednih
nusproizvoda kao i otpada u Zivotnu sredinu doprinosi njenom velikom zagadenju.

Poslednjih decenija vrSena su intezivna ispitivanja koja su imala za cilj valorizaciju razlicitih
sporednih proizvoda i otpadnih tokova industrije ulja i drugog poljoprivrednog materijala
biotehnoloskom konverzijom u industrijski vazne proizvode, kao §to su enzimi. Pri tome su
koriS¢eni razli¢iti prirodni i rekombinantni mikroorganizmi, uglavnom kvasci i plesni. Medutim, i
bakterije se sve viSe kultiviSu na ¢vrstim hranljivim podlogama, pa je doslo do znac¢ajnog napretka u
toj oblasti. Pronalazenje novih prirodnih sojeva koji produkuju lipaze i proteaze poboljSanih
svojstava pogodnih za razli¢ite komercijalne primene, kao na primer, u detergentima, ili kao
biokatalizatore za razliCite biokatalitiCke procese u nevodenim sistemima je takode sve vise predmet
aktuelnih istrazivanja. Za ve¢inu komercijalnih lipaza su literaturno poznati uslovi proizvodnje, dok



je mali broj radova posveéen dobijanju i karakterizaciji lipaze pomocu kvasaca C. utilis ili Y.
lipolytica. Sa druge strane, dobro je poznata nutritivna vrednost ovih mikroorganizma, pa je
pokazano da se nakon fermentacije uljane pogace, pored proizvodnje enzima, povecala i dodatna
vrednost tog nusproizvoda kao sto¢ne hrane. U Srbiji nema podataka o proizvodnji enzima na bilo
kakvom poljoprivrednom otpadu ni na nivou pilot postrojenja. Stoga je ispitivanje novih
biotehnoloskih procesa i pravaca za sintezu enzima na poljoprivrednom otpadu ekonomski veoma
opravdano.

3.5. Ocena dostignutih sposobnosti kandidata za samostalni nau¢ni rad

Kandidat Mr. Omar Ali Saied Moftah je tokom izrade doktorske disertacije ispoljio zaista izuzetnu
strucnost u realizaciji eksperimenata i koriS¢enju razlicitih tehnika i metoda, a pri analizi rezultata je
pokazao samostalnost, sistemati¢nost 1 kreativnost. Kandidat ima izuzetnu sklonost ka
eksperimentalnom radu i racionalni pristup u razvoju i realizaciji eksperimenatalnih tehnika. Na
osnovu dosadasnjeg zalaganja i postignutih rezultata Komisija je miSljenja da kandidat poseduje sve
kvalitete neophodne za samostalni nau¢no-istrazivacki rad.

4. OSTVARENI NAUCNI DOPRINOS
4.1. Prikaz ostvarenih nau¢nih doprinosa

Naucni doprinos ove teze moze se posmatrati sa sledec¢ih stanovista:

e U okviru teze izabrani su novi mikroorganizmi koji proizvode lipaze i proteaze iz kolekcija
kultura Tehnolosko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu, medu kojima se nalaze prirodni
izolati, i koji pokazuju veliki potencijal za komercijalnu primenu u ovoj oblasti.

e Utvrdena je kinetika rasta i kinetika biosinteze ekstracelularnih lipaza i proteaza pri fermentaciji
uljane pogace 1 otpadne vode iz industrije ulja pomocu tri odbrana kvasca i to C. utilis, C. rugosa,
Y. lipolytica.

e Definisani su optimalni procesni parametri i sastavi hranljive podloge kojima se modifikuju
regulatorni putevi biosinteze enzima sa ciljem povecanja prinosa lipaza i proteaza pri koris¢enju tri
odabrana proizvodna mikroorganizma (C. utilis, C. rugosa, Y. lipolytica). Modifikacija regulatornih
puteva biosinteze enzima omogucila je dobijanje enzimskih preparata zadovoljavajucih prinosa i
sastava.

e Utvrdeni su uticaji tehnike gajenja na kinetiku celijskog rasta i regulatorne mehanizme
biosinteze lipaza i proteaza pri koriS¢enju odabranih proizvodnih sojeva kvasaca.

e IzvrSena je valorizacija pogaca koje zaostaju nakon ekstrakcije maslinovog ulja kao supstrata za
kultivaciju odabranih sojeva kvasaca u cilju proizvodnje industrijski vaznih enzima.

e IzvrSena je valorizacija otpadne vode iz mlina nakon prerade maslina kao supstrata za
kultivaciju odabranih sojeva kvasaca submernim postupkom u cilju proizvodnje industrijski vaznih
enzima.

4.2. Kriti¢ka analiza rezultata istrazivanja

Pregledom dostupne literature koja razmatra efikasnost i ekonomicnost proizvodnje lipaza i
proteaza pomocu razli¢itih fermentacionih procesa na razli¢itim poljoprivrednim otpadima kao $to
su ostaci Secerne trske, pSeni¢na sa¢ma, sojina sa¢ma, kukuruzni klipovi, voéne kaSe i otpad iz
prerade i proizvodnje ulja, kao i razmatranjem rezultata istrazivanja dobijenih primenom odabrane
metodologije u ovoj doktorskoj disertaciji, moze se uociti da nekoliko optimizovanih procesa u
potpunosti zadovoljavaju neophodne uslove za aplikaciju u ovoj oblasti. Imajuéi u vidu
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produktivnost procesa, postignute prinose lipaza i proteaza, ¢injenicu da se u Srbiji generiSu velike
koli¢ine otpada iz uljne industrije, od kojih su samo male koliine iskoris¢ene, netoksi¢nost i
nutritivou vrednost kvasaca koji su koriS¢eni kao proizvodni mikroorganizmi, kao i svojstva
proizvedenih enzima, rezultati ove doktorske disertacije daju nesumnjivi naucni i aplikativni znacaj
1 predstavljaju znaCajan korak ka valorizaciji otpadnih tokova iz industrije ulja. Narocito je
postignuta velika produktivnost lipaza i proteaza pri fermentaciji prethodno pretretirane uljane
pogace kvascima C. utilis i Y. lipolytica, kada se postizu prinosi lipaze od 33,3-40 IU g &vrstog
supstrata i proteaze od 110 IU/g $to je uporedivo sa prinosima postignutim sa komercijalnim
sojevima na dosta sloZenijim i skupljim hranljivim podlogama. Sa druge strane, dobro je poznata
nutritivna vrednost ovih mikroorganizma, pa bi se nakon fermentacije uljane pogace, pored
proizvodnje enzima, povecala i dodana vrednost tog nusproizvoda kao sto¢ne hrane.

4.3. Verifikacija nau¢nih doprinosa

Iz Disertacije su do sada objavljena dva rada: jedan u istaknutom medunarodnom casopisu M22 i
dva rada u medunarodnom ¢asopisu M23. Pored toga, kandidat Omar Ali Saied Moftah je rezultate
svog istrazivanja tokom izrade ove disertacije potvrdio saopStavanjem 4 rada na medunarodnim i
nacionalnim skupovima, koji su Stampani u celini.

Kategorija M22 Rad u istaknutom medunarodnom c¢asopisu

1. O. A. S. Moftah, S. Grbav¢i¢, M. Zuza, N. Lukovié¢, D. Bezbradica, Z. Knezevi¢-Jugovic,
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).

Kateropuja M23 Rad u medunarodnom ¢asopisu

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

2. S. Saponjic’, Z.D. Knezevi¢-Jugovi¢, D.I. Bezbradica, M.G. Zuza, O. A. Saied Moftah, N.
Boskovié-Vragolovi¢, D.Z. Mijin, Use of Candida rugosa lipase immobilized on sepabeads for the
amyl caprylate synthesis: Batch and fluidized bed reactor study, Electronic Journal of
Biotechnology, 13(6) (2010) (ISSN: 0717-3458; IF(2011) 0,968; 125/158 Biotechnology & Applied
Microbiology).

Kategorija M33 Radovi saopsteni na skupu medunarodnog znacaja Stampani u celosti

1. O. A. S. Moftah, S. Z. Grbavéi¢, W.A.S. Moftah, Z.D. KneZevi¢-Jugovié, Lipase production by
yeasts using olive mill wastewater, Proceedings of 40™ International Conference of SSCHE, I.
Markos, ed., May 27-31, 2013, Slovakia, pp. 1372-1378, ISBN 978-80-89475-09-4.

2. S. Grbavci¢, N. Ognjanovi¢, M. Zuza, O. Ali Saied Moftah, D. Bezbradica, Z. KneZevié-
Jugovi¢, Pseudomonas putida lipase: production, properties and applicability as detergent additive,
Proceedings of the 39" International Conference of SSCHE, J. Markos, ed., Tatranské Matliare,
Slovakia, May 21-25, 2012, pp. 1433-1438, ISBN 978-80-89475-04-9.

Kategorija M 63 Radovi saopsteni na skupu nacionalnog znacaja Stampani u celosti

1. Sanja Grbav¢i¢, Omar Ali Saied, Jelena Jovanovié, Nevena Lukovié¢, Milena ZuZa, Dejan
Bezbradica, Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, “Proizvodnja lipaza i proteaza iz Candida utilis tehnikom
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gajenja na Cvrstoj podlozi”, Biotehnologija za odrzivi razvoj, Tehnolosko-metalurski fakultet, 24-
26. Novembar 2010., Beograd, CD radova u celosti, [ISBN: 978-86-7401-269-7, str. 49-52.

2. O. A. S. Moftah, S. Grbav¢ié, N. Lukovié, M. Zuza, D. Bezbradica, Z. Knezevic¢-Jugovic,
"Karakterizacija lipaze iz Candida utilis dobijene tehnikom gajenja na ¢vrstoj podlozi koris¢enjem
uljane pogace maslina kao supstrata", 49. Savetovanje Srpskog hemijskog drustva, Tehnoloski
fakultet, Kragujevac, 2011, knjiga radova, str. 151-155.

5. ZAKLjUCAK I PREDLOG

Rezultati istrazivanja u okviru doktorske disertacije kandidata Mr. Omara Ali Saied Moftah
predstavljaju nau¢ni doprinos o razumevanju uticaja razli¢itih procesnih parametara, tehnika gajenja
1 vrste proizvodnog mikroorganizma na proizvodnju lipaza i proteaza ferementacijom sporednih
proizvoda i otpadnih tokova industrije maslinovog ulja. Optimizacija procesnih parametara je
omogucila sagledavanje zakonitosti koje imaju krucijalne efekte na regulatorne mehanizme
biosinteze enzima. Pored toga, rezultati imaju 1 prakticni doprinos u reSavanju problema
zagadivanja zivotne sredine preradom otpadnih tokova industrije maslinovog ulja u komercijalno
vazne proizvode.

Komisija je konstatovala da podneta doktorska disertacija ima sve neophodne sadrzaje i da
je napisana u skladu sa uobicajenim standardima. Na osnovu svega smaramo da su ispunjeni svi
ciljevi 1 zadaci rada na ovoj tezi i da ona svojim sadrzajem i kvalitetom znacajno dorinosi oblasti
Tehnolosko inZenjerstvo, §to je potvrdeno objavljivanjem radova u medunarodnim ¢asopisima kao i
saopStavanjam radova na medunarodnim i nacionalnim skupovima. Takode, Komisija je miSljenja
da je kandidat ispoljio nauc¢no-istrazivacku sposobnost u svim fazama izrade ove doktorske
disertacije. Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu TehnoloSkog-metalurskog fakulteta da se
doktorska teza pod nazivom ,,Proizvodnja proteaza i lipaza fermentacijom sporednih proizvoda
i otpadnih tokova industrije maslinovog ulja” kandidata Omar Ali Saied Moftah prihvati, izlozi
na uvid javnosti i uputi na kona¢no usvajanje Vecu nau€nih oblasti tehnickih nauka Univerziteta u
Beogradu. Takode, da se nakon zavrSetka ove procedure, kandidat pozove na usmenu odbranu
doktorske disertacije pred Komisijom u istom sastavu.
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