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OAKVYJITET
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(larym)
3AXTEB

3a 1aBalbe Car’JaCHOCTH Ha NMpPeaior TeMeE T0KTOPCKe zmcepTaunje

Monumo pa, cxomHo unany 46. cr. 5. Tau. 3. Craryra VYumusepsutrera y beorpany (,,['nmacHuk
VYuusepsurera”, 6poj 131/06), nate cariaacHOCT Ha MPEIOT TeMe JOKTOPCKE TUcepTalHje:

,ONTUMHU3a0Mja €eH3UMCKHMX MOCTyNakKa 3a J00Hjame XHUAPOJH3aTA NPOTEHHA
0elaHIIETAa KAa0 KOMIIOHeHaTa (YHKUMOHAJHE XpaHe IPHMEHOM TEXHOJIOTHje

YJTPa3ByKa BUCOKOI HHTEH3UTEeTa"
(myH HA3UB MPEJIOKEHE TEME JOKTOPCKE TUCEPTAIIH]e)

HAVYHA OBJIACT: TEXHOJOIKO HHXEWBEPCTBO

TTOJIAITM O KAHJIUJIATY:

1. ime, uMme jemHOT OJ1 pOAUTEIha U MPE3UME KaHIUATA.

AHAPEA (Bopusoje) CTE®@AHOBHUR, macTep HHK.

2. Ha3uB m cenmumre QakynreTa Ha KOME je CTEKao BHUCOKO 00pa3oBame. YHHBEpP3UTET Y
Beorpaay, TexH0J0IKO-MeTAJIYPIIKH (PaKyJITET

3. l'opuna pumomupama: 2010.

4, HaszuB m ceaummre (akyareTa Ha KOME je CTEKAo MacTep o0pa3oBame. YHHUBEP3UTET Y
Beorpaay, TexH0J10IKO-MeTAJIYPIIKH (PaKYyJITET

4. l'oguna qurmiomuparsa: 2011,

5. Ha3uB ¢akynrera Ha KOMe je Marucrapcka tesa onopamena; /
l'omuna oxOpane Marucrapcke tese: /
CTyJeHT je ynucaH Ha JOKTOpPCKe akageMcke cryamje mk. 2011/2012. rogune.

ObasemraBamo Bac na je HacraBHo-Hay4uHo Behe,
(nasuB HaIexHOT Teya PaxynreTa)

Ha ceaHMIU oapkaHo] 26.05.2016. roaMHe pa3MOTPUIIO MPEIJIOKEHY TEMY U 3aKJbYUHIIO J1a je
Tema moo0Ha 3a U3paay JOKTOPCKE AUCEepTaIlje.

JEKAH ®AKVIITETA

[Ipod. np HBophe Janahkosuh



Jlonarak y3 obpasac 1.

oAl O MEHTOPY

3a kaggunara Amnnapey bopusoja Credanosuh

Nwme u npesume meHTopa: 3opuiia Kaexxepuh-Jyrosuh
3Bame._penoBHU mpodecop

Crucak pasoBa Koju KBanupUKyjy MEHTOpa 3a BOl)eme JOKTOpCKe nucepracuje:

1. Jakoveti¢, S., Lukovi¢, N., Jugovi¢, B., Gvozdenovi¢, M., Grbavci¢, S.,
Jovanovi¢, J., Knezevi¢-Jugovi¢, Z., Production of Antioxidant Egg White
Hydrolysates in a Continuous Stirred Tank Enzyme Reactor Coupled with
Membrane Separation Unit (2015) Food and Bioprocess Technology, 8 (2), pp.
287-300. 1F(2014) 2,691; ISSN: 1935-5130; DOI: 10.1007/s11947-014-1402-y;

2. Stefanovié, A.B., Jovanovi¢, J.R., Grbav¢ié, S.Z., gekuljica, N.Z., Manojlovi¢,
V.B., Bugarski, B.M., KneZevié¢-Jugovié¢, Z.D., Impact of ultrasound on egg
white proteins as a pretreatment for functional hydrolysates production (2014)
European Food Research and Technology, 239 (6), pp. 979-993. 1F(2014) 1,559;
ISSN: 1438-2377; DOI: 10.1007/s00217-014-2295-8

3. Jakoveti¢, S.M., Lukovi¢, N.D., Boskovi¢-Vragolovi¢, N.M., Bezbradica, D.1.,
Picazo-Espinosa, R., Knezevic-Jugovic, Z.D., Comparative study of batch and
fluidized bed bioreactors for lipase-catalyzed ethyl cinnamate synthesis (2013)
Industrial and Engineering Chemistry Research, 52 (47), pp. 16689-16697.
IF(2014) 2,587; ISSN: 0888-5885; DOI: 10.1021/ie402069c

4. Milasinovi¢, N., KnezZevi¢-Jugovi¢, Z., Jakovljevic, 7., Filipovi¢, J.,
Kalagasidis Krusi¢, M. Synthesis of n-amyl isobutyrate catalyzed by Candida
rugosa lipase immobilized into poly(N-isopropylacrylamide-co-itaconic acid)
hydrogels (2012) Chemical Engineering Journal, 181-182, pp. 614-623. 1F(2013)
4,058; ISSN: 1385-8947; DOI: 10.1016/j.cej.2011.11.115.

5. Grbav¢ié, S., Bezbradica, D., Izrael-Zivkovié, L., Avramovié¢, N., Milosavié,
N., Karadzi¢, 1., Knezevic-Jugovic, Z., Production of lipase and protease from an
indigenous Pseudomonas aeruginosa strain and their evaluation as detergent
additives: Compatibility study with detergent ingredients and washing
performance (2011) Bioresource Technology, 102 (24), pp. 11226-11233.
IF(2011) 4,890; ISSN: 0960-8524; doi:10.1016/j.biortech.2011.09.076

3aokpyxutu onrosapajvhy ommjy (A, b, B mm I'):




A) VY ciydajy MEHTOPCTBA JHcepTalije Ha JOKTOPCKUM CTyAWjama y TpyHaiuju
TEXHUYKOTEXHOJIOUIKUX, HPUPOJHO-MATEMAaTHUYKAX W MEAMIMHCKHX HayKa
MeHTOp Tpeba na uma Hajmamwe Tpu paga ca SCI, SSCIl, AHCI unmu SCle nucre,
kao u Math-Net.Ru nucre.

b) V cnyuajy meHTOpCTBa nucepTaliyje Ha JOKTOPCKUM CTyJIWjaMa y TpyIaiuju
JPYIITBEHO-XYMaHUCTHYKUX HayKa MEHTOp Tpeba Ja mMa HajMame TPU paja ca
peneBaHTHE JMCTE HaydyHHUX daconuca (PeneBaHTHa JMCTa HaydHHMX 4acoluca
ooyxsara SCI, SSCI, AHCI u SCle aucre, kao u ERIH aucry, aucry gaconuca xoje je
MUHHCTapCTBO 3a HayKy KiacupukoBano kao M24 u nomatHy JUCTy dacomuca Kojy he,
Ha MpeJIOT YHUBEP3UTETa, TOHeTH HarmoHanHu caBet 3a BUCOKO oOpaszoBame. [ToceOHO

ce BpeAHyjy U MoHorpaduje koje MuHHCTapcTBO Hayke Kiacuukyje kao M11l, M12,
M13, M14, M41 u M51.)

B) V cnyuajy uspane DOKTOpCKe AucepTalyje MpemMa paHUjuM MpolucuMa 3a
KaH/JWJaTe KOjU Cy CTEKJIM aKaJeMCKH Ha3WB MarucTpa Hayka MEHTOp Tpeba 1a
uMa ner panoBa (pedepeHun) koje ra, mo orneHu Beha HayuHux obnactw,
KBATM(UKY]Yy 32 MEHTOpa OJTHOCHE JAMCEpPTaIIH]e.

I') V cayyajy na y y»oj HaydHO] 00JIaCTH HeMa KBaTM(PMKOBAHUX HACTaBHHKA,
OpUIOKUTH OanyKy Beha nokropckux cTyamja O MMEHOBaWwYy pPEJOBHOT
npodecopa 3a MEHTOpa.

JNEKAH FAKVIJITETA

Harym: 16.05.2016. M.IL

[Ipod. np Hophe Janahkoruh



hinii

Ha ocnoBy wun. 30. craB 3. 3akoHa o BHCOKOM oOpazoBamy, ui. 40. Craryra TM®-a u um 32.
[IpaBunauka o0 nokTOopckuM crtynujama TM®, na cemnunm HacraBHo-HayuHor Beha TexHomomiko-
MmeTtanypukor ¢akynrera ox 26.05.2016. ronqune, noHera je

ONNYKA

o nmpuxBaramy Pedepara Komucuje 3a orieHy nmogo0HOCTH TeMe U KaHIuaTa
3a U3pay JOKTOPCKE JUCEpTaIlHje

[IpuxBara ce Pedpepar Komucuje 3a oneHy mogoObHOCTH TeMe U KaHIUaTa U 0J100paBa u3paja TOKTOPCKE
muceprauuje AHJAPEE CTE®AHOBUh wmacrep uHX., moa HazuBoM: ,,OnNTHMHU3AIMja E€H3UMCKUX
MOCTyIaKa 3a Jo0Wjame XWApOoNH3aTa MpPOTeHHa OellaHIeTa Kao KOMIIOHEHaTa (YyHKIMOHAJTHE XpaHe
MPUMEHOM TEXHOJIOTH]j€ yATPa3ByKa BUCOKOT MHTEH3UTETA .

Onnyky 0 IaBamy CariacHOCTH Ha TPEIor TeMe JOKTOPCKE IucepTaldje JAOHOCH YHUBEP3UTET Y
beorpany.

3a menTopa ce oapehyje np 3opuna Kuexxesuh-Jyrosuh, penoBau npodecop YHupepsutera y beorpany,
TexHomomKo-MeTamypiku paKyaTer.

Onmnyky npocraButu: YHHUBep3uteTy y beorpamy Ha carmacHocT, kaHauaary, MeHTopy, CiyxOu 3a
HACTaBHO CTYJIEHTCKE NOCIOBE U apxuBH Pakyirera.

TEKAH

[Tpod. np HBophe Janahkopuh



NASTAVNO-NAUCNOM VECU
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Predmet: Podobnost teme i kandidata Andree Stefanovi¢, master inZenjera tehnologije, za
izradu doktorske disertacije

Odlukom Nastavno-nau¢nog vec¢a TehnoloSko-metalurSkog fakulteta br. 35/97 od 03.03.2016.
godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu podobnosti teme i kandidata Andree
(Borivoje) Stefanovi¢, master inzenjera tehnologije, za izradu doktorske disertacije i naucne
zasnovanosti teme pod nazivom:
,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina belanceta kao
komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta“

Na osnovu materijala priloZenog uz Zahtev kandidata, Komisija podnosi sledeci
REFERAT

1. Podaci o kandidatu

1.1. Biografski podaci

Andrea (Borivoje) Stefanovi¢, master inzenjer tehnologije, rodena je 5. januara 1987. godine u
Gradaccu. Osnovnu Skolu, gimnaziju i srednju muzicku Skolu zavrsila je u Bijeljini. Studije na
Tehnolosko-metalurSskom fakultetu (na studijskom programu Biotehnologija i biohemijsko
inzenjerstvo) Univerziteta u Beogradu upisala je 2006. godine. Diplomirala je na istom fakultetu
22.9.2010. odbranom diplomskog rada pod nazivom ,,Proizvodnja mleka bez laktoze pomocu
beta-galaktozidaze” sa ocenom 10 (deset) i prosecnom ocenom u toku studija 8,38, ¢ime je stekla
zvanje diplomirani inZenjer tehnologije. Master akademske studije, na studijskom programu
Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, upisala je 2010. godine. 26.9.2011. zavrsila je master akademske studije na istom
fakultetu odbranom master rada pod nazivom ,,Kovalentna imobilizacija penicilin acilaze iz
Escherichia coli na makroporoznom kopolimeru glicidilmetakrilata i etilenglikoldimetakrilata*
sa ocenom 10 (deset) i prosecnom ocenom tokom studiranja 9,25, ¢ime je stekla zvanje master
inZenjer tehnologije. Diplomski rad, kao i master rad, radila je na Katedri za biohemijsko
inzenjerstvo i biotehnologiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta.

Doktorske studije, na studijskom programu Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija
Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, upisala je 2011. godine. Polozila je
sve ispite predvidene nastavnim planom doktorskih studija sa prosecnom ocenom 9,82.

Clan je Srpskog hemijskog drustva od 2013. godine.



1.2. Steé¢eno naug¢no-istrazivacko iskustvo

Ispite na doktorskim studijama polozila je sa prosecnom ocenom 9,82, a 14. oktobra 2013.
godine odbranila je i Zavrsni ispit sa ocenom 10.

Spisak poloZenih ispita na doktorskim studijama:

Naziv predmeta ESPB Ocena

Hemijska kinetika 5 9
Imobilisani biokatalizatori: tehnike
. e A 6 10
imobilizacije, bioreaktori i primena
Odabrana poglavlja matematicke analize 5 10
Odabrana poglavlja biohemije - vitamini 5 10
Biohemijska kinetika 5 10
Biomasa kao izvor energije 4 10
Sanitarna mikrobiologija 4 10
Elektrohemijski i alternativni izvori

N . 5 10
elektricne energije
Odabrana poglavlja instrumentalne analize 7 9
Industrijska mikrobiologija 5 10
Engleski jezik 10
Zavrsni ispit 30 10
Ukupno 81 9,82

Od 1.1.2012. godine zaposlena je kao istrazivaé-pripravnik na TehnoloSko-metalurSkom
fakultetu Univerziteta u Beogradu na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog
razvoja Republike Srbije br. 11146010, pod nazivom ,,Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih
tehnologija za proizvodnju biokatalizatora i bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju
poveéanja njene konkurentnosti, kvaliteta i bezbednosti“. Od Skolske 2015/2016. godine
angazovana je na izvodenju eksperimentalnih vezbi iz predmeta Enzimsko inzenjerstvo na
osnovnim studijama. U zvanje istraziva¢ pripravnik izabrana je 10.7.2012. godine, a u zvanje
istrazivac saradnik 9.4.2015. godine.

Kao koautor objavila je dva rada u vrhunskom medunarodnom casopisu (M21), jedan rad u
istaknutom medunarodnom casopisu (M22), dva rada u medunarodnom casopisu (M23), jedan
rad u medunarodnom c¢asopisu odlukom Mati¢nog odbora (M24), jedan rad u vodeéem Casopisu
nacionalnog znacaja (M51), osamnaest saopStenje na skupovima i to: osam radova saopStenih na
medunarodnom skupu Stampana u celosti (M33), tri rada saopStena na nacionalnom skupu
Stampana u celosti (M63) u osam radova saopsStenih na medunarodnom skupu Stampana u izvodu
(M34). Svi publikovani radovi su proizasli kao rezultat angazovanja kandidata u okviru projekata
finansiranih od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije.
Uradila je i jednu recenziju za ¢asopis Hemijska industrija.

U citavom ovom periodu uéestvovala je u izvodenju i izradi 15 diplomskih i master radova
studenata 1 pokazala je takti¢nost, razumevanje i sposobnost da studente zainteresuje za
istrazivacki rad i1 sa njima uspostavi korektan odnos uz uzajamno postovanje.




Spisak objavljenih nau¢nih radova i saopstenja

Radovi objavljeni u ¢asopisima medunarodnog znacaja - M20

Rad u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu - M21

Natasa Z. gekuljica, Nevena Z. Prlainovié, Andrea B. Stefanovi¢, Milena G. ZuZa,
Dragana Z. Dragana Z. Ci¢kari¢, Du$an Z. Mijin and Zorica D. KneZevi¢-Jugovi¢,
»,Decolorization of Anthraquinonic Dyes from Textile Effluent Using Horseradish
Peroxidase: Optimization and Kinetic Study”, The Scientific World Journal, vol. 2015,
Article ID 371625, ISSN: 1532 2246, (IF(2013)=1,219; Multidisciplinary Sciences
16/55).

Zorica D. KneZevié-Jugovié, Milena G. ZuZa, Enis S. DZunuzovi¢, Sonja M. Jakoveti¢,
Andrea B. Stefanovi¢, Katarina B. Jeremié¢, Slobodan M. Jovanovié, ,,An approach for
the improved immobilization of penicillin G acylase onto macroporous
poly(glycidylmethacrylate-co-ethylenglycoldimethacrylate) as a potential industrial
biocatalyst”, Biotechnology Progress, 32 1 (2016) 43-53, ISSN: 1520-6033,
(IF(2014)=2,149; Food Science & Technology 30/123).

Rad u istaknutom medunarodnom ¢asopisu - M22

Andrea B. Stefanovi¢, Jelena R. Jovanovi¢, Sanja 7. Grbav¢ié, Natasa Z. gekuljia,
Verica B. Manojlovi¢, Branko M. Bugarski, Zorica D. Knezevi¢-Jugovié, , Impact of
ultrasound on egg white proteins as a pretreatment for functional hydrolysates
production”, European Food Research and Technology, 239 6 (2014) 979-993, ISSN:
1438-2377, (IF(2014)=1,559; Food Science & Technology 53/122).

- Rad u medunarodnom ¢asopisu - M23

1.

Nataga Z. Sekuljica., Nevena Z. Prlainovi¢, Jelena R. Jovanovié, Andrea B. Stefanovié,
Sanja Z. Grbav¢i¢, Dusan Z. Mijin, Zorica D. KneZevi¢-Jugovi¢, ,,Immobilization of
horseradish peroxidase onto kaolin by glutaraldehyde method and its application in
decolorization of anthraquinone dye”, Hemijska industrija, 2015, (1F(2014)=0,364;
Engineering, Chemical 121/134), doi:10.2298/HEMIND150220028S.

Jelena R. Jovanovié, Andrea B. Stefanovi¢, Milena G. ZuZa, Sonja M. Jakoveti¢, Natasa
7. Sekuljica, Branko M. Bugarski, Zorica D. KneZzevi¢-Jugovié, ,,Improvement of
antioxidant properties of egg white protein enzymatic hydrolysates by membrane
ultrafiltration”, Hemijska industrija, 2016, (IF(2014)=0,364; Engineering, Chemical
121/134), doi:10.2298/HEMIND150506047.J.

Naucni rad objavljen u medunarodnom ¢asopisu verifikovan odlukom Mati¢nog
odbora - M24

Zorica KneZevi¢-Jugovi¢, Andrea Stefanovi¢, Milena Zuza, Stoja Milovanovi¢, Sonja
Jakoveti¢, Verica Manojlovi¢, Branko Bugarski, ,,Effects of sonication and high-pressure
carbon dioxide processing on enzymatic hydrolysis of egg white proteins”, Acta
Periodica Technologica, 43, 2012, pp. 33-41, ISSN: 1450-7188.

Radovi objavljeni u vodeéim ¢asopisima nacionalnog znacaja - M51

1.

Dragana Mladenovi¢, Jelena Pejin, Suncica Koci¢-Tanackov, Andrea Stefanovié,



Aleksandra Puki¢-Vukovié, Ljiljana Mojovi¢, (2016), Potato stillage and sugar beet
molasses as a substrate for production of lactic acid and probiotic biomass, Journal on
Processing and Energy in Agriculture, 20 (1), 2016, pp. 17-20, ISSN 1821-4487.

Zbornici medunarodnih nauénih skupova - M30
- Saopstenja sa medunarodnog skupa Stampana u celini - M33

1. Zorica D. Knezevi¢-Jugovié, Andrea B. Stefanovié, Milena G. Zuza, Mirjana G. Antov,
Picazo Espinosa Rafael, Verica Manojlovi¢, Branko Bugarski, ,,Enzymatic Production of
Bioactive Protein Hydrolysates from Egg White: Effects of Egg White Protein Pretreatment”,
Proceedings of the 39th International Conference of Slovak Society of Chemical
Engineering, J. Markos, ed., Tatranske Matliare, Slovakia, 21-25. May, 2012, Proceedings, p.
1419-1425, ISBN 978-80-89475-04-9.

2. Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, Andrea Stefanovi¢, Milena ZuZa, Branimir Jugovi¢, Milica
Gvozdenovi¢, Mirjana Antov, Branko Bugarski, ,,Functionality and antioxidant properties of
hydrolysates of egg white proteins as influenced by type of protease™, Proceedings of the 3™
International Congress: “Engineering, Environment and Materials in Processing Industry ™,
M. Gligorié, ed., Jahorina, Bosnia and Herzegovina, 4-6. March, 2013, Proceedings, p. 678-
685, ISBN 978-99955-81-11-4.

3. Zorica KneZevic-Jugovic, Ana Gluvic, Milena Zuza, Andrea Stefanovi¢, Milica
Gvozdenovic, Branimir Jugovic, Mirjana Antov, ,,Effects of hydrolysis degree and type of
protease on antioxidant activity and functionality of egg white protein hydrolysates”,
Proceedings of the 40th International Conference of Slovak Society of Chemical
Engineering, J. Markos, ed., Tatranske Matliare, Slovakia, 27-31. May, 2013, Proceedings, p.
1432-1439, ISBN 978-80-89475-09-4.

4. Zorica Knezevic-Jugovic, Andrea Stefanovic, Jelena Jovanovi¢, Milena ZuZza, Sanja
Grbav¢i¢, Sonja Jakoveti¢, Marina Doj¢inovié, Nevena Lukovié, ,,Ultrasound-induced
changes in functional properties of egg white proteins and in their susceptibility to enzymatic
hydrolysis”, Editor: Markos, J., In Proceedings of the 41 International Conference of Slovak
Society of Chemical Engineering, Tatranské Matliare, Slovakia, p. 126-135, 26-30 May
2014, ISBN 978-80-89475-13-1.

5. Andrea Stefanovi¢, Jelena Jovanovi¢, Marina Dojcinovi¢, Steva Levi¢, Milena Zuza,
Viktor Nedovi¢, Zorica Knezevié-Jugovic, ,,Impact of high-intensity ultrasound probe on the
functionality of egg white proteins”, Journal of Hygienic Engineering and Design, Vol. 6,
2014, p. 215-224, UDC 637.413.054.

6. Zorica D. Knezevi¢-Jugovié, Jelena R. Jovanovi¢, Andrea B. Stefanovi¢, Milena G.
Zuza, NataSa Z. Sekuljica, Verica B. Manojlovi¢, Branko M. Bugarski, ,,Antioxidant activity
of peptide fractions obtained by membrane ultrafiltration of egg white protein enzymatic
hydrolysates”, Editor: Gligori¢, M., In Proceedings of the IV Congress: "Engineering,
Environment and Materials in Processing Industry’’, Jahorina, Bosnia and Herzegovina, 04-
06. march 2015, p. 278-287, CD Proceedings, ISBN 978-99955-81-18-3.

7. Natasa Z. gekuljica, Nevena Z. Prlainovié, Jelena R. Jovanovi¢, Andrea B. Stefanovié,
Dusan Z. Mijin, Zorica D. KneZevi¢-Jugovié, ,,Kaolin as a support for the immobilization of
horseradish peroxidase: application in anthraquinonic dyes decolorization from wastewater*,
Editor: Gligori¢, M., In Proceedings of the IV Congress: "Engineering, Environment and
Materials in Processing Industry’’, Jahorina, Bosnia and Herzegovina, 04-06. march 2015, p.
287-292, CD Proceedings, ISBN 978-99955-81-18-3.



8.

Jelena Jovanovi¢, Andrea Stefanovi¢, Sanja Grbav¢ié, Natasa Sekuljica, Mohamed

Elmalimadi, Branko Bugarski, Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, ,,Peptides with improved
antimicrobial activity screened by membrane ultrafiltration from egg white protein
hydrolysates”, Editor: Markos, J., In Proceedings of the 42nd International Conference of
Slovak Society of Chemical Engineering, Tatranské Matliare, Slovakia, p. 732-739, 25-29
May 2015, ISBN 978-80-89475-14-8.

- Saopstenja sa medunarodnog skupa Stampana u izvodu - M34

1.

Milica Carevi¢, Marija Stojanovi¢, Mladen Mihailovi¢, Andrea Stefanovi¢, Sanja
Grbavci¢, Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, Dejan Bezbradica, ,,The immobilization of B-
galactosidase on chemically modified immobilization supports“, 2nd FCUB Workshop
Food Technology and Biotechnology, 18.-19. oktobar 2011, Beograd, P-26

Andrea Stefanovié, Jelena Jovanovi¢, Ana Gluvié¢, Sonja Jakoveti¢, Nevena Lukovié,
Milena Zuza, Zorica Knezevié-Jugovié, ,.Kinetic model of the hydrolysis of egg white
proteins by Alcalase“, 8 ™ International Conference of the Chemical Societies of the
South-East European Countries, Beograd, 27-29. jun 2013., p. 235., CD Proceedings,
ISBN 987-86-7132-053-5.

Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, Milena Zuza, Ana Gluvié, Jelena Jovanovi¢, Andrea
Stefanovié¢, Verica Manojlovi¢, Branko Bugarski, ,,Biochemical and funcional properties
of egg white hydrolysates produced by different proteases”, 8" International Conference
of the Chemical Societies of the South-East European Countries, Beograd, 27-29. jun
2013., str. 232. CD Proceedings, ISBN 987-86-7132-053-5.

Sonja Jakoveti¢, Nevena Lukovi¢, Sanja Grbav¢i¢, Jelena Jovanovi¢, Andrea
Stefanovi¢, Milica Carevi¢, Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, ,,The kinetic study of oleyl
cinnamate synthesis”, 8" International Conference of the Chemical Societies of the
South-East European Countries, Beograd, 27-29. jun 2013., str. 246., CD Proceedings,
ISBN 987-86-7132-053-5.

Nevena Lukovié, Sonja Jakoveti¢, Sanja Grbavci¢, Jelena Jovanovi¢, Andrea
Stefanovié¢, Natasa gekuljica, Zorica Knezevi¢-Jugovié, ,,Production of antioxidative
egg-white hydrolysates in a circle batch membrane reactor*, 7" Central European
Congress Food-CEFood, Food Chain Intergadion, Ohrid, Macedonia, 21-24 May 2014,
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Tehnic¢ko-tehnoloSka reSenja i patenti
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Diana Bugarski, Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, Ivana Oki¢ Dordevi¢, Andrea Stefanovié,

Jelena Jovanovi¢, Sanja Grbavc¢i¢, Branko Bugarski, ,,Dijetetski supplement na bazi
bioaktivnih peptide sa antioksidativnom i antitumorskom aktivnosti”, Zavod za intelektualnu
svojinu, Beograd, Republika Srbija, patentna prijava P-2015/0361, 2015, u postupku
priznavanja.

1.3. Ocena podobnosti kandidata za rad na predlozenoj temi

Uzimaju¢i u obzir dosadasnji rad i rezultate ostvarene tokom poslediplomskih studija i u okviru
nauc¢no-istraziva¢kog rada na projektu 11146010 Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije pod rukovodstvom prof. dr Zorice Knezevi¢-Jugovi¢, Andrea Stefanovic¢, master
inZ., pokazala je interes, izrazitu sklonost i sposobnost za bavljenje nau¢no-istraziva¢kim radom. To
se pre svega ogleda u samostalnom kreiranju i realizaciji istrazivanja vezanih za temu doktorske



disertacije, kao i u radu unutar drugih oblasti istrazivanja zastupljenim na Katedri za biohemijsko
inZenjerstvo i biotehnologiju. 1z oblasti istraZivanja, iz koje se predlaZe tema doktorske disertacije,
do sada je objavila jedan naucni rad Stampan u istaknutom medunarodnom ¢asopisu, kao i vise
saopStenja na medunarodnim i nacionalnim skupovima, dok su dva rada u vrhunskom
medunarodnom c¢asopisu u pripremi. Kandidat poseduje i odlicno znanje engleskog i ima iskustva u
kori$¢enju razli¢itih eksperimentalnih tehnika vezanih za izolaciju i identifikaciju proteina/peptida
kao i nekoliko softverskih paketa za obradu podataka.

Na osnovu iznetih podataka moze se zakljuciti da Andrea Stefanovi¢, master inZ., ispunjava sve
potrebne uslove za rad na predlozenoj temi doktorske disertacije.

2. Predmet i cilj nau¢nog istrazivanja

Predmet naucnog istrazivanja u okviru predlozene teme ove doktorske disertacije je razvoj
novih enzimskih procesa za proizvodnju hidrolizata proteina belanceta kao visokokvalitetnih
proteinskih dodataka hrani i napicima sa novim funkcionalnim vrednostima.

lako proteini belanceta spadaju u veoma kvalitetne proteine zbog svog jedinstvenog
aminokiselinskog sastava i velike bioloSke vrednosti, njihova Sira komercijalna primena kao
proteinskih dodataka ishrani je ograni¢ena zbog alergenosti, nedovoljne digestivnosti,
termolabilnosti, velike viskoznosti 1 drugih [1]. Kontrolisanom i parcijalnom hidrolizom
prirodnih proteina mogu se unaprediti njihova fizicko-hemijska svojstva, smanjiti alergenost i
osloboditi bioaktivni peptidi koji im dodeljuju dodatna svojstva funkcionalne hrane [2,3].
Medutim, razvoj efikasnog enzimskog procesa za dobijanje bioaktivnih hidrolizata
odgovarajuc¢ih senzornih i funkcionalnih svojstava je slozen zadatak i zahteva izbor i
optimizaciju pretretmana supstrata, kao i adekvatni izbor jedne ili viSe proteaza, kao i
optimizaciju enzimskog postupka.
lakSe se umeSavaju, imaju vecu rastvorljivost u vodi i smanjen alergeni potencijal. Nutritivni
proteini dobijeni nakon parcijalne i kontrolisane enzimske hidrolize su nestabilna jedinjenja koja
mogu da promene hemijsku strukturu, a samim tim i fiziolosko dejstvo, tokom tradicionalne
termi¢ke obrade belanceta i same pripreme hidrolizata [4-6]. Cesto ovi proteini imaju gorak i
neprijatan ukus, a mogu da zadrze i alergenost nakon procesa. Zbog ovih ozbiljnih nedostataka,
proizvodnja hidrolizata sa potencijalnom funkcionalnom vrednosti zahteva primenu inovativnih
tehnologija koje omogucavaju zadrzavanje bioloske aktivnosti i odabranih svojstava zeljene
supstance tokom proizvodnje, bez obrazovanja nezZeljenih sporednih proizvoda i efekata.

Nove enzimske tehnologije zasnivaju se na primeni tehnologije ultrazvuka visokog
intenziteta i/ili proteolitickih enzima umesto klasi¢nog termic¢kog postupka tretiranja belanceta,
¢ime je izbegnuto stvaranje sporednih i drugih degradacionih nus proizvoda i omoguéeno
dobijanje proteina sa pobolj$anim funkcionalnim svojstvima i velikom nutritivnom vredno$¢u [7-
11]. Najveca prepreka za komercijalnu primenu hidrolizata proteina belanceta je, za sada,
neadekvatan procesni pretretman pri obradi i sterilizaciji belanceta, koji dovodi do znacajne
promene boje, ukusa, funkcionalnosti i nutritivnih svojstava proizvoda. To je razlog zbog Cega je
primena tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta postala fokus interesovanja poslednjih godina
[12-16]. Uticaju sonikacije na enzimsku hidrolizu proteina belanceta nije posveceno dovoljno
paznje u literaturi, ali se primena ultrazvucnih talasa smatra brzom, efikasnom i pouzdanom
tehnikom koja moze dovesti do poboljsanja funkcionalnih svojstava proizvoda [17].



Osnovni cilj ove disertacije je da se doprinese razvoju enzimskog procesa hidrolize proteina
belanceta i optimizaciji ultrazvuénog pretretmana kao adekvatnoj zameni za tradicionalni
termicki predtretman procesiranja proteina hrane u prehrambenoj industriji. Stoga se ciljevi
istrazivanja obuhvaceni ovom doktorskom disertacijom mogu podeliti u nekoliko celina:

1. Utvrdivanje optimalnih procesnih parametara i nacina izvodenja ultrazvucnog

pretretmana belanceta sa aspekta strukture i funkcionalnih svojstava tretiranih proteina;

2. Uticaj primenjenog ultrazvucnog pretretmana na denaturaciju proteina belanceta
pracenjem promene Strukture proteina, morfologije i veli¢ine agregiranih molekula
proteina nakon pretretmana;

3. Optimizacija procesa enzimske hidrolize proteina belanceta primenom razli¢itih vrsta
proteaza, kako visokoprecis¢enih, tako i komercijalnih smeSa proteaza;

4. Podesavanje odgovarajucih procesnih parametara enzimske hidrolize proteina belanceta u
cilju dobijanja hidrolizata sa poboljsanim senzornim, funkcionalnim i nutritivnim
svojstvima;

5. lIspitivanje kinetike enzimske reakcije hidrolize proteina u Sarznom reaktoru u cilju
dobijanja projektnih jedna¢ina neophodnih za projektovanje i dizajn enzimskih reaktora;

6. Karakterizacija dobijenih enzimskih hidrolizata proteina belanceta sa aspekta
molekulskih masa peptida i bioloske aktivnosti;

7. Ispitivanje uticaja primenjenih posthidrolitickih tehnoloskih postupaka (koncentrovanje,
suSenje, uklanjanje soli i goréine) na funkcionalna svojstva hidrolizata proteina belanceta;

8. Karakterizacija dobijenih hidrolizata sa aspekta hemijskog sastava, organoleptickih i
senzornih osobina.

Na osnovu dobijenih rezultata bi¢e moguce okarakterisati svojstva dobijenih hidrolizata
proteina belanceta koja ¢e biti objaSnjenja strukturnim promenama unutar molekula proteina
nastalim usled primene ultrazvucnog pretretmana. Analizom hemijskog sastava, organoleptickih
svojstava 1 mikrobioloSke ispravnosti bi¢e izvrSena selekcija hidrolizata koji u skladu sa vaze¢im
normama i standardima mogu imati potencijalnu primenu u prehrambenoj industriji.
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3. Polazne hipoteze

Prva polazna hipoteza od koje se polazi jeste ta da je ve¢a komercijalna primena hidrolizata
proteina belanceta za sada ogranicena usled neadekvatnog procesnog tretmana pri obradi i
sterilizaciji belanceta kao 1 hemijskoj hidrolizi proteina, koji dovede do znacajne promene boje,
ukusa, funkcionalnosti i nutritivnih svojstava proizvoda. Najvise negativnih propratnih efekata
ima termicCki pretretman belanceta na visokim temperaturama pri kojem se odvija sloZena
Majlardova i1 druge reakcije, §to dovodi do tamnjenja i nastajanja jedinjenja sa toksi¢nim,
mutagenim i teratogenim efektima. Takode, tokom termi¢kog postupka u blago alkalnoj sredini
dolazi do neselektivne i nekontrolisane hidrolize proteina, kao i njihove ireverzibilne
denaturacije, tako da se znacCajno smanjuje 1 nutritivna vrednost proizvoda. Dodatni problem je
Sto se u toku termickog postupka ne smanjuje alergenost ovalbumina i drugih proteina belanceta
(ovomukoid, lizozim ovotransferin), jer su alergeni hrane generalno rezistentni na toplotni
tretman. Zbog toga, kao alternativa tradicionalnoj termickoj obradi sve viSe se preporucuju
netermicki tretmani belanceta i enzimska hidroliza proteina, zbog velikog broja prednosti i



dugoro¢nih efekata proizvodnje koji se mogu posti¢i. Neophodno je posti¢i smanjenje
alergenosti 1 povecanje svarljivosti proteina belanceta, ali uz ocuvanje ostalih nutritivnih
svojstava.

Enzimska hidroliza proteina kao i primena netermickih tretmana poput tehnologije visokog
pritiska, mikrotalasa ili ultrazvuka svakako nije nov problem i u literaturi postoji veliki broj
radova 1 patenata koji razmatra ovu tematiku. Medutim, u navedenim radovima iz literature
uglavnom su kori$é¢eni model proteini belanceta (naj¢esée lizozim, ovalbumin i ovotransferin).
Na osnovu uvida u literaturu, nema mnogo radova koji se bave primenom netermickih
pretretmana i enzimskom hidrolizom smeSe svih proteina prisutnih u belancetu i upravo ¢e
istraZzivanja u okviru ove doktorske disertacije biti bazirana na ovom supstratu. Jedna od polaznih
hipoteza jeste ta da dobijanje hidrolizata koji ¢e istovremeno zadovoljiti vise zahteva kao, na
primer, zadrzati odgovaraju¢a nutritivha svojstva uz smanjenu antinutritivnu aktivnost i
poboljSana funkcionalna svojstva, nije jednostavan zadatak i zahteva primenu odgovarajuceg
netermickog tretmana kao 1 viSe od jedne proteaze u jednostepenom ili viSestepenom enzimskom
procesu. Stoga je najefikasnije proteine belanceta fizicko-hemijskim tretmanom ,,pripremiti* za
enzimsku hidrolizu, odnosno denaturisati, tako da se peptidne veze u unutrasnjosti molekula
izloze dejstvu proteaza. Prilikom optimizacije enzimskog procesa hidrolize treba imati u vidu da
su intaknti proteini belanceta nedostupni dejstvu proteaza bez prethodnog pretretmana koji moze
znacajno uticati na njihova funkcionalna svojstva. Pored toga, primena pretretmana moze dovesti
do usloZnjavanja i poskupljivanja celokupnog procesa. Zbog toga, treba da bude pazljivo
optimizovana kako sa aspekta funkcionalnih svojstava proteina, tako i sa aspekta efekta na samu
enzimsku hidrolizu i ukupne performanse procesa.

Tehnologija primene ultrazvuka srednjeg intenziteta (frekvenci od 16 do 100 kHz) moze biti
vrlo korisna kod minimalnog procesiranja proteinskih sirovina, jer se ograniava poviSenje
temperature tokom tretmana, i time omogucava ocCuvanje senzornih i nutritivnih svojstava
komponenata. Prenos akusti¢ne energije kroz proizvod je brz i celovit, Sto omogucava redukciju
ukupnog vremena obrade i manju potrosnju energije. Kada se putem tretiranja sirovine
ultrazvukom unese ta¢no definisana, optimalna, koli¢ina toplotne i mehanicke energije, dobice se
obradeni proteini rastvorljivi u vodi koji ¢e biti lakSe dostupni dejstvu proteolitickih enzima i
koji ¢e imati Zeljena funkcionalna svojstva. Mali broj radova koji se bave problematikom
tretiranja proteina belanceta ultrazvukom pre enzimske proizvodnje hidrolizata ne razmatraju
funkcionalna svojstva dobijenih proizvoda, kao ni uticaj pretretmana na strukturu i
funkcionalnost proteina belanceta. Veoma je vazno da u toku pretretmana ne dode do nezeljenih
promena funkcionalnih svojstava kao, na primer, do stvaranja zamucenog, neprovidnog gela
usled agregiranja molekula proteina, i usled toga smanjene rastvorljivosti proteina. Poznato je da
tretiranje proteina visokim pritiskom ili ultrazvukom mozZe dovesti do ovih neZeljenih promena
pod odredenim uslovima, ali je, generalno, mehanizam delovanja pritiska ili ultrazvuka na
proteine drugaciji nego mehanizam delovanja toplotom. Polaze¢i od hipoteze da ultrazvuk
znacajno uti¢e na sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu strukturu proteina, od kojih je tercijarna
izuzetno vazna za funkcionalnost proteina, kao i da dovodi do povecanja hidrofobnosti povrsine i
broja sulfhidrilnih grupa na povrSini molekula koje su odgovorne za veci broj disulfidnih
mostova i formiranje manjih agregata nego pod uticajem toplote, objasSnjava se zasto se pod
dostupnosti proteazama. Takode, neophodno je obratiti paznju na frekvenciju i jadinu
ultrazvuénih talasa, vrstu i konstrukciju uredaja za sonikaciju, kao i na vreme trajanja samog
pretretmana.



Sto se ti¢e funkcionalnih svojstva hidrolizata proteina, ona zavise od velikog broja faktora,
od kojih su najvazniji vrsta i koncentracija proteaze, priprema i koncentracija supstrata,
temperatura, pH, stepen hidrolize i na¢in izvodenja procesa. U nekoliko istrazivanja je pokazano
da ograni¢ena 1 kontrolisana hidroliza specificnim proteazama dovodi do povecanja
rastvorljivosti hidrolizata i sposobnosti penjenja, poboljSava emulgujuca i geliraju¢a svojstava,
ali i da prekomerna hidroliza pogorSava ova svojstva u poredenju sa nativnim proteinima. ISto
tako, usled dejstva proteaza mogu se poboljSati senzorna svojstva proteina, ali treba voditi ra¢ina
0 tome da prekomorna hidroliza dovodi do oslobadanja gorkih peptida, ¢ime se narusava ukus
proizvoda. Stoga, stepen hidrolize je jedan od najvaznijih parametara procesa, pri ¢emu njegova
optimalna vrednost zavisi od Zeljenog cilja i neophodno je optimizovati za svaki specifi¢an
protein/proteaza sistemu.

Vode¢i se gore pomenutim stavkama, u okviru ove doktorske disertacije definisace se
procesni parametri pri pretretmanu proteina belanceta ultrazvukom koji su optimalni sa aspekta
izvodenja enzimske hidrolize, ali i sa aspekta funkcionalnih svojstava nativnih proteina
belanceta, ali i njihovih hidrolizata.

4. Nauéne metode istrazivanja

Promene u strukturi proteina belanceta nakon ultrazvu¢nog pretretmana prati¢e se pomocu
Ramanove 1 FTIR spektroskopije. Kao kontrolni uzorak koristi¢e se osuSeni netretirani vodeni
rastvor proteina belanceta. Ramanova spektroskopija odli¢no detektuje cak i veoma male
promene u sekundarnoj strukturi proteina na osnovu promene intenziteta i poloZaja pikova,
narogito u oblasti amida I (1600-1700 cm™), amida Il (1510-1560 cm™) i amida 111 (1200-1300
cm™). U slucaju kori¢enja FTIR-spektroskopije potrebno je raditi u D,O zbog preklapanja
pikova u oblasti amida I i intenzivnog vibracionog pika vode na 1640 cm™.

Raspodela srednje veli¢ine cestica 1 polidesperzni indeks proteina belanceta nakon
odgovarajuceg ultrazvucnog pretretmana bic¢e odredeni pomocu Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, U.K.) uredaja. Zetasizer Nano ZS je uredaj kojim se vrsi analiza difrakcije svetlosti
u uzorku koji je pripremljen i kojim se moze odrediti raspodela veli¢ine Cestica suspenzija i zeta-
potencijal. Kao rezultat dobice se srednja vrednost veliine Cestica izrazena U nm, Kao i
polidisperzni indeks Pdl. Isti uredaj bi¢e koris¢en za odredivanje zeta-potencijala ultrazvu¢no
pretretiranih proteina belanceta daju¢i informaciju o meri stabilnosti Cestica unutar datog
sistema.

Hidrofobnost  ultrazvu¢no  pretretiranih  proteina  belanceta ¢e se  odredivati
spektrofluorometrijski pomoéu sprektrofluorimetra (Horiba FluoroMax®4) prema originalnoj ili
modifikovanoj metodi iz literature.

Enzimska reakcija hidrolize ultrazvuéno pretretiranih proteina belanceta ¢e se izvoditi u
Sarznom reaktoru sa automatskom kontrolom temperature +0,5 °C i pH vrednosti +0,1 uz
kontrolisano meSanje i ostale hidrodinamicke uslove. Napredovanje i tok enzimske reakcije
pratice se na osnovu stepena hidrolize koji je direktno proporcionalan koli¢ini a-amino grupa
koje se oslobode u toku reakcije i koli¢ini utroSene baze za odrzavanje konstantne vrednosti pH.
Koli¢ina oslobodenih a-amino grupa ¢e se kvantitativno odredivati spektrofotometrijskom
metodom uz korisc¢enje o-ftaldialdehida kao bojenog reagensa.

Uklanjanje soli iz hidrolizata nakon zavrSene hidrolize bi¢e obavljeno procesom dijalize
pomocu creva za dijalizu.



U cilju dobijanja praskastih proizvoda svi hidrolizati bi¢e osuSeni tehnikom sprej susenja i
liofilizacijom i bice ispitan uticaj sprej sudenja i suSenja liofilizacijom na funkcionalna svojstva
finalne formulacije proizvoda. Sva ispitivanja izvodice se prema originalnim ili modifikovanim
metodama iz literature.

Morfologija ultrazvucno pretretiranih proteina belanceta i njihovih hidrolizata bi¢e odredena
tehnikom skeniraju¢e elektronske mikroskopije pomocu elektronskog mikroskopa (TESCAN
MIRA3 XMU).

Od funkcionalnih i fizicko-hemijskih svojstava u okviru ove doktorske disertacije razmatrace
se: kapacitet i stabilnost pene, emulgaciona svojstva, rastvorljivost, turbiditet, odnos ukupnog
sadrzaja sulfhidrilnih grupa i grupa u unutradnjosti molekula, svarljivost, redukuju¢a moc¢.
Rastvorljivost 1 turbiditet proteina belanceta odredivace se spektrofotometrijski. Razblazeni
uzorci (10% v/v) ¢e se centrifugirati pri jako velikom broju obrtaja (15 minuta, 14,900 g na 4°C)
da bi se stalozili nerastvorni proteini. Nakon toga, analizirace se sadrzaj proteina u supernatantu i
pocetnom uzorku standardnom metodom po Loriju i na osnovu njihovih odnosa odredi¢e se
rastvorljivost proteina u tretiranom i netretiranom belancetu. Turbiditet rastvora ultrazvu¢no
pretretiranih proteina belanaceta (10% v/v) razblazenih demineralizovanom destilovanom vodom
meri¢e se na talasnoj duzini 650 nm. Kapacitet i stabilnost pene ultrazvucéno pretretiranih
proteina belanceta i njihovih odredivace se na uredaju Yellowline, DI 25 basis, Ica Works Inc.,
Wilmington, 600 W, 50 V, 8000-24000 rpm). Ovaj metod se sastoji u snaznom meSanju uzorka
na konstantnoj temperaturi i pri konstantnom velikom broju obrtaja, Sto prouzrokuje stvaranje
pene, i o€itavanju visine pene posle zaustavljanja meSanja. Kapacitet penjenja se izrazava kao
relativno povecanje zapremine odmah nakon zavrSetka meSanja, dok se stabilnost pene izrazava
kao relativno povecanje zapremine pene 30 minuta nakon zavrSetka meSanja. Emulgaciona
svojstva odredivace se sprektorofotometrijskom metodom i bi¢e izrazena kroz indekse
emulgacione aktivnosti i stabilnosti. Svarljivost i redukuju¢a mo¢ merice se spektofotometrijski
prema modifikovanim metodama iz literature.

Gorc¢ina hidrolizata koji su prethodno osuseni sprej susenjem i/ili liofilizacijom odredivace se
na osnhovu subjektivnog osecaja tri individue pri koncentraciji peptida 30 mg/cm? i izraZavati u
jedinicama koncentracije rastvora kofeina iste gor¢ine.

Merenje koordinata boje osuSenih i tabletiranih hidrolizata belanceta (CIE, L*, a*, b*) bice
odredene pomoc¢u Datacolor SF300 UV refleksionog spektrofotometra, koriste¢i izvor svetlosti
D65 pri standardnom uglu posmatra¢a od 10°.

SadrZaj pepela, lipida, proteina i ukupnih ugljenih hidrata odredivac¢e se pomocu AOAC
standardnih metoda. Distribucija molekulske mase hidrolizata odredice se pomocu gel-filtracione
preparativne hromatografije na (Omnifit®, Danberi,SAD, 250 mm i.d.x25 mm) koloni, kao i
metodom SDS-PAGE elektroforeze koja ¢e se izvoditi u jedinici za horizontalnu i vertikalnu
elektroforezu (Amersham Biosciences).

5. Ocekivani nau¢ni doprinos

Rezultati dobijeni u toku rada na ovoj doktorskoj disertaciji da¢e znacajan nau¢ni doprinos
objasnjenju mehanizma delovanja ultrazvucnih talasa na strukturu proteina i njihovu korelaciju sa
funkcionalnim svojstvima. Primena razli¢itih ultrazvuénih uredaja, sa opsegom frekvencija od 20-
40 kHz, kao 1 variranje uslova izvodenja samog pretretmana (snaga ultrazvu¢nih talasa, duzina
trajanja pretretmana, radna temperatura) dace znacajan naucni doprinos objasnjenju promene
strukture proteina nastale usled kavitacionog dejstva ultrazvu¢nih talasa, formiranja/razlaganja



agregata proteina, kao i promene morfologije i veliCine Cestica pretretiranih proteina. Na osnovu
uvida u literaturu, nema mnogo radova koji se bave primenom netermickih pretretmana i
enzimskom hidrolizom smeSe svih proteina prisutnih u belancetu, uglavnom su koris¢eni model
proteini belanceta (najéescée lizozim, ovalbumin i ovotransferin) i upravo je ovo jedan od nau¢nih
doprinosa u okviru ove doktorske disertacije. Sinergisticki efekat ultrazvucnog pretretmana i
naknadne enzimske hidrolize bi¢e detaljno objasnjen i njihov uticaj na poboljSana funkcionalna
svojstva proteina belanceta dace znacajan doprinos u razumevanju mehanizma delovanja
ultrazvucnih talasa na denaturaciju proteina. Dobijeni rezultati mogu posluZziti kao osnova za
uvodenje novih tehnoloskih postupaka proizvodnje pojedinih prehrambenih proizvoda sa svrhom
poboljSanja njihovih funkcionalnih, nutritivnih i organoleptickih svojstava.

U okviru istrazivanja moze se ocekivati nekoliko osnovnih doprinosa i to:

Razvoj originalnog tehnoloskog postupka dobijanja hidrolizata proteina belanceta, Sto podrazumeva
nekoliko pojedina¢nih doprinosa:

e Nova saznanja 0 mogucnosti primene alternativnih postupaka za obradu proteina
belanceta nasuprot konvencionalnom termickom tretmanu,

e Optimizacija procesnih parametara pri obradi belanceta ultrazvukom visokog
intenziteta;

e Uticaj ultrazvuc¢nog pretretmana na strukturu, morfologiju i karakteristike Cestica
proteina belanceta;

e Optimizacija enzimske hidrolize proteina belanceta izborom jedne ili viSe proteaza
kao biokatalizatora procesa;

e PodeSavanje procesnih parametara enzimske hidrolize ultrazvuéno pretretiranih
proteina belanceta u S8arZznom reaktorskom sistemu;

e Ispitivanje kinetike enzimske reakcije hidrolize proteina u cilju dobijanja projektnih
jednacina neophodnih za projektovanje i dizajn Sarznog enzimskog reaktora za
proizvodnju hidrolizata proteina belanceta;

e Funkcionalna karakterizacija dobijenih hidrolizata sa aspekta krajnje primene;

e Uspostavljanje korelacije izmedu veli¢ine Cestica ultrazvucno pretretiranih proteina
belanceta i njihovih funkcionalnih svojstava;

e Potpuno okarakterisan hidrolizat proteina belanceta u te¢noj formi i osuSen u vidu
praha.

6. Plan istrazivanja i struktura rada

Osnovni cilj ove disertacije je da se doprinese razvoju enzimskog procesa hidrolize proteina
belanceta i optimizaciji ultrazvu¢nog pretretmana kao adekvatnoj zameni za tradicionalni
termicki pretretman procesiranja proteina hrane u prehrambenoj industriji.

Predlozena disertacija bi¢e sacinjena iz Cetiri celine. Prva celina obuhvati¢e ispitavanje
uticaja osnovnih parametara ultrazvuc¢nog pretretmana kao Sto su frekvencije ultrazvucnih talasa,
snaga ultrazvuka, tip uredaja (ultrazvucno kupatilo, ultrazvuéna sonda, protocni sitem sa
ultrazvu¢nom sondom), temperatura i duZina trajanja pretretmana na stepen denaturacije proteina
belanceta. U drugom delu ispitace se mogucnost promene strukture proteina, morfologije Cestica,
kao 1 srednje raspodele veli¢ine Cestica usled primene odgovarajuceg ultrazvucnog pretretmana.
Posebna paznja bi¢e posveéena i odredivanju funkcionalnih svojstava u cilju pronalazenja
odgovarajuce korelacije izmedu primenjenog pretretmana i funckionalnosti proteina belanceta.



Treca celina bic¢e posvecena optimizaciji procesnih parametara i nac¢inima izvodenja enzimske
hidrolize ultrazvucno pretretiranih proteina belanceta. Takode, odredi¢e se i kineticki model
hidrolize proteina belanceta u Sarznom reaktoru, koji valjano opisuje tok reakcije i na osnovu
koga se mogu predvideti stepeni hidrolize i sastavi hidrolizata u duzem vremenskom periodu.
Poslednji deo ove doktorske disertacije bice posvecen dobijanju hidrolizata proteina u formi
praha zbog lakseg lagerovanja i vece stabilnosti pri skladiStenju. Optimizovace se proces susenja
razli¢itim postupcima (liofilizacija 1 sprej suSenje) i dobijeni prahovi ¢e se okarakterisati sa
aspekta organoleptickih, funkcionalnih, reoloskih i fizicko-hemijskih svojstava. Posebna paznja
bi¢e usmerena na ocuvanje funkcionalnih svojstava dobijenih hidrolizata u toku suSenja, jer je
upravo Citav enzimski proces, koji je prethodio suSenju, optimizovan sa ciljem dobijanja
hidrolizata sa poboljsanom funkcionalnoscu.

Predvida se da ¢e u doktorskoj disertaciji biti obradena sledeca poglavlja: Uvod, Teorijski deo,
Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura.

U poglavlju Uvod bi¢e prikazan kratak osvrt na oblast istrazivanja i definisate se predmet
istrazivanja i aktuelnost problematike u svetu, kao i glavni ciljevi disertacije.

Poglavlje Teorijski deo obuhvati¢e pregled literature u okviru dosadasnjih istrazivanja na temu
primene netermickih pretretmana obrade proteina hrane, prvenstveno proteina belanceta, kao i
istrazivanja koja se odnose na strukturne promene izazvane primenom odredenog pretretmana i
enzimsku hidrolizu proteina kao nacin poboljSana funkcionalnih svojstava pretretiranih proteina
belanceta. Takode, poseban osvrt ¢e biti dat na teorijski prikaz poznatih mehanizama delovanja,
svojstva i klasifikaciju proteaza koje mogu da katalizuju reakciju hidrolize proteina.

U Eksperimentalnom delu bi¢e navedeni materijali i metode primenjeni u eksperimentalnom
radu:

Materijali korisc¢eni u izradi doktorske disertacije;

Opis opreme koris¢ene za eksperimentalna istrazivanja,

Prikaz tehnika 1 metoda za izvodenje eksperimenta;

Metode za odredivanje strukture proteina, morfologije i karakterizacije Cestica (molekula
proteina razli¢itog stepena agregacije);

e Detaljan prikaz metoda za odredivanje funkcionalnih svojstava proteina;

e Izvodenje empirijskog kinetickog modela enzimske reakcije hidrolize u Sarznom reaktoru;

e Tehnike suSenja (sprej susenje i liofilizacija);

U poglavlju Rezultati i diskusija bi¢e prikazani i diskutovani dobijeni rezultati. Detaljno ¢e
biti uporedeni rezultati dobijeni primenom razli¢itih vrsta ultrazvucnih uredaja. Dobijeni rezultati
¢e se dalje uporedivati, a sve u cilju selekcije optimalne metode, tj. uslova pretretmana koji ¢e
najvise uticati na brzinu reakcije hidrolize i posledi¢no na funkcionalne i strukturne promene.
Rezultati predlozenog istrazivanja ¢e se porediti sa relevantnim rezultatima dostupnim u nauc¢noj
literaturi. U skladu sa tim, donece se zakljucci o potencijalnoj primeni ultrazvuéno pretretiranih
hidrolizata proteina belanceta u proizvodnji funkcionalnih proizvoda i dijetetskih suplemenata.

Ovo poglavlje sadrzace prikaz i diskusiju sledec¢ih eksperimenata:

e Primena razli¢itih vrsta ultrazvuénih uredaja u cilju denaturacije proteina belanceta;

e Uticaj duZine trajanja ultrazvuénog pretretmana na funkcionalna svojstva proteina

belanceta;

e Ispitivanje uticaja ultrazvu¢nog pretretmana na strukturu, morfologiju i karakteristike

proteina belanceta;

e Jednostepena 1 dvostepena enzimska hidroliza ultrazvuéno pretretiranih proteina

belanceta;



e Empirijski kineticki model hidrolize proteina belanceta u Sarznom reaktoru;
e Funkcionalna svojstva hidrolizata dobijenih razliCitim postupcima pretretmana proteina
belanceta i primenom razli¢itih proteaza,
e Optimizacija 1 izbor tehnike susenja ultrazvu¢no pretretiranih vodenih rastvora belanceta;
e Karakterizacija praSkastih hidrolizata sa aspekta organoleptickih, funkcionalnih i
senzornih svojstava.
U Zakljucku ¢e biti sumirani dobijeni rezultati 1 izvedeni zakljucci na osnovu uporedivanja sa
literaturnim podacima.
U delu Literatura bi¢e navedene reference citirane u disertaciji, ukljucujuc¢i i nauéne
publikacije proistekle iz istrazivanja u okviru ove disertacije.

7. Zakljucak i predlog

Na osnovu iznetog, Komisija smatra da je tema predlozene doktorske disertacije kandidata
Andree Stefanovi¢ pod nazivom ,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata
proteina belanceta kao komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka
visokog intenziteta“ nauc¢no zasnovana i predlaze Nastavno-nau¢nom veéu da je prihvati.
Komisija, takode smatra, da je kandidat podoban za realizaciju ove teze. Za mentora se predlaze
prof. dr Zorica KneZevi¢-Jugovié, redovni profesor Tehnolosko-metalurSskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije pripadaju naucnoj oblasti Tehnolosko
inZzenjerstvo, uza nauc¢na oblast Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija, za koju je
TehnoloSko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu mati¢na ustanova.

U Beogradu 16.05.2016.
Komisija:

Dr Zorica KneZevi¢-Jugovié¢, redovni profesor
Univerziteta u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

Dr Branko Bugarski, redovni profesor
Univerziteta u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet

Dr Marica Rakin, vanredni profesor
Univerziteta u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet

Dr Sanja Grbav¢ié¢, nauéni saradnik
Inovacioni centar TehnoloSko-metalurskog fakulteta u Beogradu d.o.o.

Dr Mirjana Antov, redovni profesor
Univerziteta u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet
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