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1. Oblast na koju se tehnicko resenje odnosi

Tehnicko resenije je iz oblasti mikrobioloSke proizvodnje enzima. Odnosi
se na nov i ekonomican postupak fermentacije za proizvodnju lipaze. Tehnicko
reSenje omogucava proizvodnju enzima koji je stabilan i aktivan u organskim
rastvaraCima. Lipaza se moze primeniti u hidrolizi i sintezi (u nevodenoj sredini)

sloZenih lipidnih molekula.

2. Problem koji se tehnickim reSenjem resava

Interesovanje za mikrobne enzime, posebno za bakterijske lipaze je
veliko, jer je prepoznat njihov potencijal za promenu u biotehnologiji i
organskoj sintezi, kako u postupcima hidrolize u vodenoj sredini, tako i sinteze
razli¢itih lipidnih molekula u nevodenoj sredini. Osim S§to su reakcije
katalizovane lipazama u nevodenoj sredini pomerene u pravcu sinteze, dodatna
prednost je to Sto dodatak organskog rastvaraCa povecava rastvorljivost
hidrofobnog supstrata ¢ime se direktno povecana njegova dostupnost. Takode,
ukoliko je enzim prirodno stabilan u organskom rastvaracu on ima stratesSku
prednost u odnosu na modifikovane enzime, kod kojih se stabilizacija u
nevodenim sredinama postize hemijskim modifikacijma enzima ili metodama
genetskog inzenjeringa produktivhog soja. Do danas je izolovano svega
nekoliko enzima stabilnih u organskim rastvaracima.

Tehnicko resenje se odnosi na nov i ekonomian postupak za
mikrobiolosku proizvodnju lipaze pomocu soja Pseudomonas aeruginosa NCAIM
(P) B 001380 (ranije oznaten kao Pseudomonas aeruginosa san ai),
deponovanom u Budimpesti u kolekciji National Collection of Agricultural and
Industrial  Microorganisms (NACIM). Karakteristike lipaze ovog soja
omogucavaju Sirok spektar primene enzima. Kako je lipaza stabilna i aktivna u

razliCitim organskim rastvaraCima kao i sistemu bez rastvaraca, moguca je
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primena za selektivnhu transformaciju kompleksnih lipidnih  molekula

(lipofilizacija lekova, sinteza aromaestara, biodizela...)

3. Stanje tehnike

U biotehnologiji je posebna paznja posvecena mikrobnim lipazama. Ovi
enzimi predstavljaju odlicnu alternativu klasinim organskim tehnikama za
selektivnu transformaciju kompleksnih lipidnih molekula. Neke od prednosti koje
ih c¢ine pogodnim za industrijsku upotrebu su: specificnost reakcije,
netoksi¢nost, smanjenje nezeljenih reakcija, jednostavnija separacija proizvoda i
smanjenje troSkova proizvodnje.

Lipaze su postale neizostavan deo u procesima moderne prehrambene
industrije. Koriste se za modifikaciju ukusa sireva, interesterifikaciju masti i ulja
(kada se dobijaju modifikovani acilgliceroli koje je nemoguce proizvesti
koriS¢enjem konvencionalne hemijske interesterifikacije).(Novo patent 1985,
Veloso de Paula et al., 2009 ). Lipaze se primenjuju i u procesu proizvodnje
fermentisane (Rombouts i Naut 1995). Prednost fermentisanog voca i povréa
je mogucnost duzeg skladistenja, ali i lak3a svarljivost i veca nutritivha
vrednost.

Kako lipaze pokazuju specificnu enantioselektivnost u razlicitim
organskim rastvaraCima, one nalaze vaznu primenu u farmaceutskoj industriji.
Upotreba lipaze u enantioselektivnoj esterifikaciji, inter ili transesterifikaciji u
organskom rastvaraCu od velikog je znaCaja za prevazilazenje dobijanja
racemske smeSe razliCitih lekova i preparata (npr. dobijanje naproksena -
antiinflamantornog leka dCiji je S —enantiomer 28 puta aktivniji od R-
enantiomera) (Chang i Tsai 1997, Lafaquiere V, 2009.)

Razvijeni su, pored toga, modeli upotrebe lipaza u dijagnosticke svrhe,
kao biosenzora za odredivanje triglicerida( Schoemaker et a/., 1991, Kartal
F et al., 2007).
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Proizvodaci pesticida nastoje da smanje troskove, zagadenje Zzivotne
sredine, sintetiSu nove proizvode uz razvoj novih procesa njihovog dobijanja
koji ukljucuju lipaze. RazliCiti pesticidi (insekticidi, herbicidi i fungicidi) koji se
nalaze u upotrebi dobijeni su koriS¢em lipaza (Chisso 1991, Mestri i Pai
1995, Aleu et al., 2006, Krumlinde et al., 2009).

Upotreba lipaza (pored proteaza i celulaza) postala je nezaobilazna u
industriji deterdZzenata za kuénu i industrijsku upotrebu. (Genex 1986,
Misset et al., 1994, Fariha et al., 2010). Uklanjanje masti u koZarskoj
industriji bilo bi nemoguée bez lipaza i drugih hidrolaza (Haalck et a/., 1992).

Lipaze se primenjuju u tretiranju otpadnih voda (Dauber i Boehnke
1993, Kurita 1994).

Biodizel predstavlja znacajno alternativno gorivo na cijem dobijanju i
upotrebi se sve viSe radi. Kako su rezerve nafte ograniCene, proizvodnja
biodizela je od velikog znacaja. Nastavak i povec¢anje upotrebe nafte povecava
zagadenje i zagrevanje prouzrokovano emisijom CO, (Shay 1993). Biodizel ima
potencijal da umanji nivo zagadenja i produkciju potencijalnih kancerogenih
materija (Krawczuk 1996). Biodizel predstavlja monoalkil-estre viSih masnih
kiselina i kao “zeleno gorivo” moZe se koristiti sa ili bez dodatka “obi¢nog”
dizela, pri ¢emu nije potrebna modifikacije motora koji ga koristi. Biodizel se
proizvodi od biljnih  ulja  hemijskom ili lipazom katalizovanom
transesterifikacijom. Enzimski proces transesterifikacije ima nekoliko prednosti u
odnosu na hemijski (Shah et a/.,, 2003). Alkoholi koji se mogu Kkoristiti za
transesterifikaciju su metanol, etanol, propanol, butanol i amil-alkohol. Metanol
i etanol se najcesce upotrebljavaju, posebno metanol zbog nize cene procesa i
hemijskih prednosti (polarni najkraci alkil lanac). Stabilnost i aktivnost lipaza u
nevodenoj sredini predstavljaju prednosti koje se mogu iskoristiti tokom

enzimske transesterifikacije u proizvodnji biodizela (Shah et a/., 2003).
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4. Sustina tehnickog resenja

Lipaza iz soja Pseudomonas aeruginosa NCAIM (P) B 001380
je dobjena pri blagim uslovima, submerznom fermentacijom, u ekonomicnoj
podlozi. Temperaturni i pH optimum ove lipaze su 70 °C i 11, redom, a sam
enzim je stabilan u Sirokom opsegu pH vrednosti (pH 4,0-11,5) i stabilan i
aktivan u razliCitim organskim rastvaralima. Osobine izolovane lipaze

omogucavaju Sirok spektar primene.

5. Opis tehnickog resenja

Postupak se odnosi na mikrobiolosku proizvodnju lipaze. Kao Sto je
naznaCeno lipaza je dobijena fermentacijom pomocCu soja Pseudomonas
aeruginosa NCAIM (P) B 001380, koji nikada ranije u te svrhe nije
upotrebljavan. Kultura ovog soja je deponovana u National Collection of
Agricultural and Industrial Microorganisms u Budimpesti. Ovaj soj je
ekstremofilan, izolovan je iz sredine sa redukovanim sadrzajem vode cija je pH
10.

Za proizvodnju lipaze soj Pseudomonas aeruginosa NCAIM (P) B 001380
se gaji pod aerobnim uslovima u LB (Luria Bertani) podlozi koja sadrzi: pepton,
ekstrakt kvasca i natrijum-hlorid..

Kultura je aktivirana presejavanjem na cetrimid agar (inkubacija od 48h
na 30 °C), ili hranljvi agar (inkubacija od 24h na 30 °C) Inokulum je pripreman
tako Sto se viSestruko aktivirana kultura sa kosog agara suspenduje u tec¢noj LB
podlozi za predfermentaciju.

Predfermentacija i fermentacija pri kojoj se dobija lipaza se izvodi na
temperaturi od 30 °C. U erlenmajerima zapremine 0,5 L na rotacionoj muckalici
sa 250 tresaka u minuti. Optimalna produkcija lipaze se postize u stacionarnoj
fazi (3-4 dana). Produkcija lipaze se prati kao enzimska aktivhost na p

nitrofenil-palmitatu (oNP-palmitatu).
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Lipaza se dobija iz fermentacione teCnosti soja Pseudomonas aeruginosa
NCAIM (P) B 001380.

Preparat sirove lipaza se dobija odvajanjem biomase od fermentacione
tecnosti i liofilizacijom fermentacione tecnosti.

PreCiS¢ena lipaza se dobija iz fermentacione tecnosti taloZzenjem
amonijum-sulfatom i kombinacijom hidrofobne hromatografije i gel filtracije:
Nakon taloZenja amonijum-sulfatom (80% zasi¢enja) sirovi enzimski preparat je
nanet na Butyl Toyopearl kolonu. Rehromatografijom na istoj koloni, a zatim gel
filtracijom na koloni Toyopearl HW-55.

Masa lipaze iz P. aeruginosa NCAIM (P) B 001380 odredena SDS PAG
elektroforezom iznosi 54 kDa.

Uticaj pH na aktivnost i stabilnost lipaze
Uticaj pH na aktivnost lipaze prikazan je na slici 1. Maksimum aktivnosti lipaze
na pH 11 predstavlja najviSe alkalan pH optimum za lipaze roda Pseudomonas,

koji je do sada publikovan u literaturi.
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Slika 1. Uticaj pH na aktivnost lipaze.

Alkalna lipaza pokazala se kao stabilna posle 3 sata inkubacije u izuzetno
Sirokom opsegu pH vrednosti od 4,5 do 11,5 (slika 2). Jasno je da je lipaza
stabilnija u ekstremno alkalnoj sredini. Osim toga lipaza ima visoku stabilnost

na pH 5, $to je neuobitajena osobina za lipaze iz A. aeruginosa.
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Slika 2. pH stabilnost lipaze

Uticaj temperature na aktivnost i stabilnost lipaze

Kao $to se vidi na slici 3. temperaturni optimum lipaze je na 70 °C.
Dakle, lipaza je enzim sa neocekivano visokim temperaturnim optimumom za
lipaze roda Pseudomonas, Sto je joS jedna od prednosti ove lipaze dobijene

pomocu ekstremofilnog soja.
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Slika 3. Uticaj temperature na aktivnost lipaze

Ispitana je termostabilnost lipaze na temperaturama u intervalu od 60 do
80 °C. Kao $to slika 4. pokazuje, preostala aktivnost lipaze na 70 °C i 60 °C

posle 15 minuta inkubacije bila je 30 % i 75 %, redom.
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Slika 4. Temperaturna stabilnost lipaze

Uticaj razliitih reagenasa na aktivnost lipaze

Uticaj razliCitih reagenasa na aktivnost lipaze prikazan je u tabeli 1.
Inhibitori metalo enzima EDTA i o-fenatrolin, kao i S-S redukuju¢i agens DTT i
SH- redukujuci IAA nisu inhibirali lipazu. PMSF i DFP u koncentraciji od 5 mM
nisu inhibirali lipazu, dok je DFP u koncentraciji od 25 mM inhibirao lipazu
(preostala aktivnost je 40 %). Joni teskih metala Zn**, Hg*", Cu**, snazno su
inhibirali lipazu. Anjonski surfaktanti pokazali su veoma razliCit uticaj na

aktivnost lipaze. SDS je snazno inhibirao, a natrijum-deoksiholat je aktivirao

lipazu za 200 %. Nejonski detergenti su snazno aktivirali lipazu.
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Tabela 1. Uticaj reagenasa na aktivnost lipaze

Inhibitor/aktivator ~ Preostala aktivnost (%0)

Kontrola” 100
EDTA 130
o-fenantrolin 105
DTT 120
1AA 110
PMSF 81
DFP 70
DFP™ 40
zZn** 15
HgZ+

Cu2+

Mn®* 53
ca’* 50
Mg?* 68
SDS 7
Na-deoksiholat 300
Tween 80 200
Triton X-100 300

" Kontrola — enzimska aktivnost bez dodatka reagenasa navedenih
u tabeli

“"Koncentracija inhibitora 25 mM

Stabilnost u organskim rastvaracima

Ispitan je uticaj razlicitih organskih rastvaraCa u koncentraciji od 25 %
na lipazu. Stabilost enzima prikazana je u tabeli 2. Jasno je pokazano da je
lipaza stabilna u izabranim organskim rastvaraima sa izuzetkom n-butanola i
izopropanola. Organski rastvaraci koji se ne mesaju, (sa vecim log P), kao Sto
su hloroform (log P 2,0) i r~heksan (log P 3,5), u poredenju sa alkoholima

butanolom (log P 0,8) i izopropanolom (log P 0,28) imali su stabilizujuéi efekat

11
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na enzimsku aktivnost. Lipaza je bila potpuno aktivna posle dva dana inkubacije

u hloroformu i n-heksanu.

Tabela 2. Stabilnost lipaze u organskim rastvaracima

Preostala aktivnost (%)

Organski rastvarac

24 h 48 h
Metanol 80 42
Etanol 90 17
Aceton 95 33
Butanol 6 10
Izopropanol 65 16
Hloroform 130 140
n-Hexan 120 110
DMFA 100 64

Temperaturna stabilnost u organskim rastvaracima

Termostabilnost lipaze je odredena kao preostala aktivhost u 30 % 7+
heksanu, DMFA, etil-metil-ketonu, etanolu i metanolu na temperaturama 50 °C i
60 °C (Tabela 3.). Pokazano je da je lipaza zadrzala 100 % aktivnosti nakon 15
minuta inkubacije u /~heksanu na 60 °C, i 50 % aktivnosti nakon 30 minuta
inkubacije u mheksanu na istoj temperaturi. Enzim je zadrzao 100 % aktivnosti
nakon 30 minuta inkubacije u metanolu na 50 °C, i 75 % aktivnosti nakon 10
minuta inkubacije u etil-metil ketonu na 50 °C. Lipaza nije bila stabilna na 60 °C
u prisustvu DMFA, etil-metil ketona, metanola i etanola. Moze se zakljuciti da je
lipaza pokazala stabilnost u organskim rastvaraéima na 50 °C, i da je
termostabilnost ovog enzima u maloj meri poveéana u rastvoru n-heksana u

odnosu na vodeni rastvor.

12
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Tabela 3. Temperaturna stabilnost lipaze u organskim rastvaracima

Organski Preostala aktivnost (%)
rastvarac
50 °C 60 °C

Metanol 100 (10 min) -
Etanol 55 (10 min) -
Etil-metil keton 75 (10 min) -
DMFA 100 (30 min) -
n-Hexan 85 (30 min) 100 (15 min)

50 (30 min)

Aktivnost u organskim rastvarac¢ima

Enzimska reakcija u 95 % organskom rastvaracu

Ispitana je aktivnost lipaze u organskim rastvaralima sa 5 % vode.
Rezultati prikazani u tabeli 4. pokazali su da je lipaza aktivha u etanolu,
metanolu, etil-metil ketonu, acetonu i rm-heksanu. Aktivhost u etanolu i

metanolu je znacajno veca u odnosu na druge ispitane organske rastvarace.

Tabela 4. Aktivnost lipaze u 95 % organskom rastvaracu

Organski rastvarac Aktivnost
U/mg proteina

Etanol 5,22
Metanol 231,02
Etil-metil keton 0,12
Aceton 0,06
n-Heksan 0,13

Enzimska aktivnost u sistemu bez rastvaraca
Enzimska reakcija je izvedena u metanolu na pNP-palmitatu i pNP-

lauratu. Gasnom hromatografijom je potvrdena sinteza metil-estara.
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Na osnovu dobijene potvrde o sintezi metil-estara, jasno je da lipaza
predstavlja novu mogucnost na polju primenjene enzimske katalize, posebno

metanolize ulja za proizvodnju biodizela.

Tehnoloski postupak je ilustrovan, ali ne i ogranicen sledeéim primerima:
Primer 1.

Predfermentacija i fermentacija

Predfermentacija i fermentacija su radene u Erlenmajerovim bocama sa
Sirokim grlom zapremine 500 mL, na transferzalnoj tresilici (Kuhner, Svajcarska)
uz 250 tresaka u minuti na 30 °C.

Inokulum je pripreman na LB-te¢noj podlozi sledeeg sastava: pepton |
(10 g/L), ekstrakt kvasca (5 g/L) i NaCl (5 g/L). Kultura je prethodno aktivirana
presejavanjem na cetrimid agar (24 h , 35 °C), a zatim na LB-Cvrstu podlogu
(24 h, 35 °C). Jedna eza (1-2 % posev) u pripremljenom LB-tecnom medijumu
zapremine 50 mL. Predfermentacija je trajala 24h.

Fermentacija je uradena u Erlenmajerovim bocama sa Sirokim grlom
zapremine 500 mL, koje su zasejane 1%-nim posevom pri zapremini medijuma
od 50 mL. Fermentacija je trajala 144 h.

Primer 2.

Pracenje dinamike fermentacije

Dinamika fermentacije Pseudomonas aeruginosa je pracena odredivanjem
sledecih parametara: pH, koncentracija proteina i lipoliticka aktivnost.
Primer 3.

Dobijanje sirove lipaze

Nakon 96h fermentacije AP. aeruginosa na LB tecnoj podlozi
fermentaciona tec¢nost odvojena je od biomase centrifugiranjem na 10000
obrtaja /min u toku 20 minuta, nakon Cega je supernatant liofilizovan. Dobijeni
liofilizovani sirovi enzimski kompleks koris¢en je za reakcije u 95 % organskim

rastvaracima kao i u sistemima bez rastvaraca.
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Primer 4.
Izolovanije i preciscavanije lipaze

Fermentaciona tec¢nost je odvojena centrifugiranjem 10 minuta na 5000
obrtaja/min. Biomasa je odbacena a u supernatant je dodat amonijum-sulfat do
80 % zasicenja. TaloZzeno je na 4 °C u toku nodi. Dobijena suspenzija je
rastvorena u 50 mM Tris-HCI| puferu (pH 7,6) i dijalizovana naspram 20 %
amonijum sulfata u 50 mM Tris-HCI puferu (pH 7,6). Dobijeni preparat je dalje

preciS¢avan hidrofobnom hromatografijom i gel filtracijom.

Hidrofobna hromatografija na Butyl Toyopear! koloni.

Hidrofobna hromatografija je radena na koloni Butyl Toyopearl (Tosohas,
Tokyo, Japan). Kolona dimenzije 1,6 x 35 cm (LKB, Wiena, Austia) je
napakovana sa 20 mL Butyl Toyopearl i ekvilibrisana sa 40 mL rastvora 20 %
amonijum-sulfata u 50 mM Tris-HCI puferu (pH 7,6). Adsorbovani materijal
nanetog proteinskog rastvora je eluiran linearnim gradijentom (20-0 %)
amonijum-sulfata u istom puferu, pri protoku od 20 mL/h, a sakupljene su
frakcije zapremine 3 mL. Aktivne frakcije su skupljene i odsoljene dijalizom
naspram 50 mM Tris-HCI pufera (pH 7,6). Rehromatografija je radena na istoj

koloni.

Gel eksluziona hromatografija na koloni Toyopearl HW-55

Aktivne frakcije su nanete su na kolonu Toyopearl HW-55 (Tosohas,
Tokyo, Japan), koja je pethodno ekvilibrisana sa 400 ml 50 mM Tris-HCI pufera

(pH 7,6) sa 0,5 M NaCl. Sakupljane su frakcije od 3 mL pri protoku od 12 ml/h.

Aktivne frakcije su pulovane i nakon dijalize naspram vode liofilizovane.

15
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Tabela. PreciS¢avanje lipaze iz P. aeruginosa NCAIM (P) B 001380

Ukupni Ukupna Specifi¢na Prinos  PreciSéenost
Korak u prefi¢avanju™ proteini  aktivnost  aktivnost (%)
(mg) V) (U/mg)

Fermentaciona tecnost 63 2394 38 100 1
Talozenje amonijum- 13 1680 128 7 3.4
sulfatom

Butyl-Toyopearl 3 1170 390 48 10,3
Toyopearl HW-55 0,8 378 473 16 12,5

6. Nacin industrijske ili druge primene

Primena okarakterisane lipaze je u industriji detergenata, jer je enzim
termostabilan i aktivan u alkalnim uslovima uz prisustvo povrsinski aktivnih
supstanci (Grbavcic¢ et al., 2010).

Kako je lipaza stabilna i aktivna u razli¢itim organskim rastvaracima kao i
sistemu bez rastvarata, moguca je primena za selektivhu transformaciju
kompleksnih lipidnih molekula (lipofilizacija lekova, sinteza aromaestara,
biodizela...)

Takode, moguéa primene lipaze je u okviru konstruisanja inteligentnog
sistema za distribuiranje (doziranje, isporuku) lekova (intelligent drug delivery

system - DDS). (Karadzi¢ et al., 2006)
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Nauénom vecu Naucne ustanove
Institut za hemiju tehnologiju i metalurgiju, Univerzitet u Beogradu

Nauc¢no veée Instituta za hemiju tehnologiju i metalurgiju na sednici odrzanoj 13. 11. 2012. godine
svojom odlukom br. 1431 imenovalo me je za recenzenta Tehnitkog reSenja pod nazivom:

.,Novi tehnoloski postupak za dobijanje mikrobne lipaze pomoéu Pseudomonas aeruginosa
NCAIM(P)B 001380°°

Tehni¢ko resenje je uradeno u okviru projekta III 43004 koji finansira Ministarstvo prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja Republike Srbije.

Autori ovog resenja su: Lidija IZRAEL-ZIVKOVIC, Ivanka KARADZIC, Gordana GOJGIC-
CVIJOVIC, Milena RIKALOVIC i Miroslav VRVIC.

Nakon uvida u priloZenu dokumentaciju ovog tehni¢kog reSenja podnosim sledec¢i

IZVESTAJ

Predlozeno tehni¢ko reenje pod naslovom: ,,Novi tehnoloski postupak za dobijanje mikrobne lipaze
pomoéu Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380 napisano je na ukupno 19 strana A4 formata
(naslovna strana, strana sa administrativnim podacima, strana sa sadrzajem i 16 strana opisa tehnickog
reSenja).

Naslovi poglavlja ovog tehni¢kog reSenja su:

1. Oblast na koju se tehnic¢ko resenje odnosi
Problem koji se tehnickim reSenjem reSava
Stanje tehnike
Sustina tehnickog reSenja
Opis tehni¢kog reSenja
Nacin industijske ili druge primene
Literatura

N R WD

Poglavlje 1. Predmetno tehni¢ko reSenje je iz oblasti mikrobioloske proizvodnje enzima. Tehnicko
redenje omogucéava proizvodnju enzima koji je stabilan i aktivan u organskim rastvaraima i moze se
primeniti u hidrolizi i sintezi sloZenih lipidnih molekula.

Poglavlje 2. Problem koji se tehni¢kim re$enjem reSava sastoji se iz opisa razloga koji su doveli do
razvoja tehni¢kog reSenja a to su potreba za mikrobnim enzimima i njihov potencijal za primenu u
biotehnologiji i organskoj sintezi. Karakteristike lipaze soja Pseudomonas aeruginosa NCAIM (P) B
001380 omoguéavaju Sirok spektar primene enzima. Kako je lipaza stabilna i aktivna u razli¢itim
organskim rastvara¢ima kao i sistemu bez rastvarata, moguca je primena za selektivnu transformaciju
kompleksnih lipidnih molekula (lipofilizacija lekova, sinteza aroma-estara, dobijanje biodizela...).

Poglavlje 3. Stanje tehnike predstavlja opis reSenja iz oblasti prehrambene industrije, farmaceutske
industrije, industije deterdZenata, proizvodnje biodizela, pesticida, biosenzora u kojima autori nastoje
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da smanje troskove, zagadenje Zivotne sredine, razvoj novih procesa za sintezu proizvoda koji
ukljuéuju lipaze. Ovi enzimi predstavljaju odli¢nu alternativu klasi¢nim organskim tehnikama za
selektivnu transformaciju kompleksnih lipidnih molekula. Ukazano je na prednosti koje lipaze ¢ine
pogodnim za industrijsku upotrebu, kai $to su: specifi¢nost reakcije, netoksi¢nost, smanjenje nezeljenih
reakcija, jednostavnija separacija proizvoda i smanjenje troSkova proizvodnje.

Poglavlje 4. Sustina predlozenog reSenja ukratko opisuje dobijanje lipaze pri blagim uslovima.
Prikazane su i osnovne karakteristike ovog enzima koje omogucavaju Sirok spektar primene.

Poglavlje 5. Opis tehni¢kog reSenja detaljno opisuje uslove predfermentacije i fermentacije za
dobijanje lipaze pomocu soja Pseudomonas aeruginosa NCAIM (P) B 001380, koji nikada ranije u te
svrhe nije upotrebljavan. Opisano je dobijanje sirovog preparata lipaze kao i postupak preciscavanja
ovog enzima. Odredena je molekulska masa lipaze, pH stabilnost i pH optimum, temperaturna
stabilnost i temperaturni optimum. Odreden je uticaj razli¢itih reagenasa na aktivnost lipaze. Ispitana je
stabilnost u organskim rastvara¢ima, temperaturna stabilnost u organskim rastvaraima. Odredena je
aktivnost u razli¢itim organskim rastvaratima, kao i u sistemu bez rastvaraca (pri Cemu je supstrat
istovremeno rastvarac).

Poglavlje 6. Nagin industijske ili druge primene Primena okarakterisane lipaze je u industriji
deterdZenata, jer je enzim termostabilan i aktivan u alkalnim uslovima uz prisustvo povrSinski aktivnih
supstanci. Kako je lipaza stabilna i aktivna u razli¢itim organskim rastvaratima kao i sistemu bez
rastvaraéa, moguca je primena za selektivnu transformaciju kompleksnih lipidnih molekula, kako je
ve¢ navedeno. Takode, moguc¢a primena lipaze je u okviru konstruisanja inteligentnog sistema za
distribuiranje (doziranje, isporuku) lekova (intelligent drug delivery system - DDS).

Poglavlje 7. Literatura-Dat je prikaz literaturnih izvora koji su relevantni za predloZeno reSenje.
MISLIJENJE

Predlozenim tehni¢kim reSenjem autori Lidija Izrael-Zivkovié, Ivanka KaradZié¢, Gordana Gojgié-
Cvijovi¢, Milena Rikalovié i Miroslav Vrvié su jasno i detaljno opisali novi tehnoloski postupak za
dobijanje mikrobne lipaze pomoéu Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380 i ukazali na efekte
njegove primene u industriji deterdZenata kao i primene za selektivnu transformaciju kompleksnih
lipidnih molekula.

Na osnovu svega navedenog prtedlazem Nau¢nom vecu Instituta za hemiju tehnologiju i metalurgiju da
tehni¢ko resenje pod nazivom ,,Novi tehnoloki postupak za dobijanje mikrobne lipaze pomocu
Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380 prihvati kao Tehni¢ko reSenje — Novi tehnoloski
postupak (kategorija Mg3).

ecengent
Beograd, 21. Decembar 2012. P ” ¥ N~
Prof. dr Milan DABOVIC
Nau¢ni savetnik u penziji



Naucnom vecu Naucne ustanove

Institut za hemiju tehnologiju i metalurgiju

Odlukom Nauénog veda Instituta za hemiju tehnologiju i metalurgiju u Beogradu br. 1431 od
13.11.2012. godine imenovan sam za recenzenta Tehnickog resenja:

,,Novi tehnoloski postupak za dobijanje mikrobne lipaze pomocu
Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380

Autori tehni¢kog re$enja su: Lidija IZRAEL-ZIVKOVIC, Ivanka KARADZIC, Gordana GOJGIC-
CVIJOVIC, Milena RIKALOVIC i Miroslav VRVIC.

Tehnicko reSenje je uradeno u okviru projekta Ill 43004 koji finansira Ministarstvo prosvete,
nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije.

Na osnovu predloga ovog tehnickog resenja podnosim slededi

IZVESTAJ

Tehni¢ko reSenje: ,,Novi tehnoloski postupak za dobijanje mikrobne lipaze pomocu
Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380, autora Lidije Izrael-Zivkovi¢, Ivanke Karadzi¢, Gordane
Gojgi¢-Cvijovié¢, Milene Rikalovi¢ i Miroslava Vrvica napisano je na 19 strana A4 formata koje Cine
naslovna strana, strana sa administrativnim podacima, strana sa sadrzajem i 16 strana sa 7 poglavlja
tehnic¢kog resenja.

Naslovi poglavlja ovog tehnic¢kog resenja su:

Oblast na koju se tehnicko reSenje odnosi
Problem koji se tehni¢kim reSenjem resSava
Stanje tehnike

Sustina tehnickog resenja

Opis tehni¢kog resenja

Nacin industijske ili druge primene
Literatura
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Predmetno tehnicko reSenje ,,Novi tehnoloski postupak za dobijanje mikrobne lipaze pomodu
Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380 je iz oblasti mikrobioloSke proizvodnje enzima.

Problem koji se tehni¢kim reSenjem reSava opisuje razloge koji su doveli do razvoja tehnickog
reSenja kao $to su potreba za mikrobnim enzimima i njihov potencijal za primenu u biotehnologiji i
organskim sintezama. Karakteristike lipaze soja Pseudomonas aeruginosa NCAIM (P) B 001380, pre
svega stabilnost i aktivnost u razli¢itim uslovima (pH, organski rastvaraci), omogucavaju Siroku
primenu enzima koji su odlicna alternativa klasicnim tehnikama za selektivnu transformaciju
kompleksnih lipidnih molekula.



Stanje tehnike predstavlja opis razli¢itih reSenja u kojima autori nastoje da smanje troSkove i
zagadenje Zivotne sredine, sintetiSu nove proizvode uz razvoj novih procesa njihovog dobijanja koji
ukljuCuju lipaze. To su razli¢ita reSenja i patenti iz oblasti: prehrambene industrije, farmaceutske
industrije, industije deterdZenata, proizvodnje biodizela, pesticide i biosenzora. Neke od prednosti
koje enzime Cine pogodnim za industrijsku upotrebu su: specificnost reakcije, netoksi¢nost, smanjenje
nezeljenih reakcija, jednostavnija separacija proizvoda i smanjenje troSkova proizvodnje.

Sustina predloZenog reSenja opisuje blage uslove dobijanja lipaze. Prikazane su i osnovne
karakteristike ovog enzima koje omogucavaju Sirok spektar primene.

Opis tehni¢kog resenja prikazuje detaljne uslove predfermentacije i fermentacije za dobijanje
lipaze pomocu soja Pseudomonas aeruginosa NCAIM (P) B 001380. Opisano je dobijanje sirovog
preparata lipaze kao i procedura precis¢avanja ovog enzima. Odredene su osnovne karakteristike
ovog enzima (molekulska masa, pH stabilnost i pH optimum, temperaturna stabilnosti i temperaturni
optimum). Odreden je uticaj razli¢itih reagenasa na aktivnost lipaze. Ispitana je stabilnost i
termostabilnost lipaze u organskim rastvaracima kao i enzimska aktivnost u razliitim organskim
rastvara¢ima i u sistemu bez rastvaraca.

Nacin industijske ili druge primene podrazumeva primenu okarakterisane lipaze u industriji
deterdZenata, jer je enzim termostabilan i aktivan u alkalnim uslovima uz prisustvo povrsinski aktivnih
supstanci. Moguca je primena za selektivnu transformaciju kompleksnih lipidnih molekula, jer je lipaza
stabilna i aktivna u razli¢itim organskim rastvaracima kao i sistemu bez rastvaraca. Takode, moguca je
primena lipaze u okviru inteligentnog sistema za doziranje i isporuku lekova.

U poslednjem poglavlju , Literatura™ dat je prikaz literaturnih izvora koji su relevantni za
predloZeno resenje.

MISLJENJE

PredloZenim tehni¢kim redenjem autori Lidija IZRAEL-ZIVKOVIC, Ivanka KARADZIC, Gordana
GOJGIC-cVIIOVIC, Milena RIKALOVIC i Miroslav VRVIC su jasno i koncizno opisali novi tehnologki
postupak za dobijanje mikrobne lipaze pomoéu Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380 i ukazali
na efekte njegove primene.

Sa zadovoljstvom predlazem da se tehni¢ko reSenje ,,Novi tehnoloski postupak za dobijanje
mikrobne lipaze pomo¢u Pseudomonas aeruginosa NCAIM(P)B 001380” autora Lidije Izrael-Zivkovi¢,
Ivanke Karadzi¢, Gordane Gojgi¢-Cvijovi¢, Milene Rikalovi¢ i Miroslava Vrvica, prihvati kao Tehnicko
reSenje — Novi tehnoloski postupak (kategorija M83).

Beograd, 20. decembar 2012. godine
ALk

Doc. dr Vladimir P. BESKOSKI, dipl. biohem.

Recenzent
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NAUCNO VECE IHTM NA XI SEDNICI ODRZANOJ 29.1.2013.
PRIHVATILO JE RECENZIJE:

1. PROF. DR MILANA DABOVICA, NAUCNOG SAVETNIKA, U PENZIJI

2. DOC. DR VLADIMIRA BESKOSKOG

ZA TEHNICKO RESENJE KOJE JE PROIZASLO 1Z EKSPERIMENTALNOG
RADA U OKVIRU PROJEKTA III 43004.

NAZIV TEHNICKOG RESENJA JE:

NOVI TEHNOLOSKI POSTUPAK ZA DOBIJANJE MIKROBNE LIPAZE POMOCU

PSEUDOMONAS AERUGINOSA NCAIM(P)B 001380.

AUTORI SU: LIDIJA IZRAEL-ZIVKOVIC, IVANKA KARADZIC, GORDANA GOJGIC-
CVIJOVIC, MILENA RIKALOVIC I MIROSLAV VRVIC.
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