Oopa3zan 1.

TEXHOJIOIIKO-METAJIYPUIKA YHUBEP3UTET Y BEOI'PALY
OAKVYJITET
35/27 BERE HAYYHUX OBJIACTU TEXHUYKHUX HAYKA
(Bpoj 3axTeBa) (Ha3uB Beha Hay4yHe o01acTH U KoMe ce 3axTeB ynyhyje)
13.03.2017.
(larym)
3AXTEB

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

Monumo pa, cxomuo unany 47. cr. 5. Tau. 3. Craryra VYuusepsutrera y beorpany (,,['nmacHuk
VYuusepsurera”, 6poj 131/06), nate cariaacHOCT Ha MPEIOT TeMe JOKTOPCKE TUcepTalHje:

,»YTHIA] PAa3IMYUTHX MOCTYNaKa EKCTPAKIMjE HA CaAp:Ka] W OHOJIOMIKA CBOjCTBA

nomQeHosa u NMPpOTEMHA U3 CEMEHA KYTE ¢0j€ Ppa3auYuTOr mopekJa‘
(yH Ha3UB MPEIOKEHE TEME TOKTOPCKE TUCEPTALIH)E)

HAYYHA OBJIACT: XEMWJA U XEMUJCKA TEXHOJIOI'HJA

[NOAAILI O KAHAMJATY:

1. ime, uMe jeqHOT O pOANTEIhA U MPE3UME KaHIHuIaTa.

CAIbA (Baaroje) BYPOBWH (poliena CrojakoBuh), TUIJI. MHK. TEXHOJIOTH]e

2. Ha3uB u cemuiute (akyarera Ha KOME je CT€Kao OCHOBHO oOpa3oBame. YHHMBEP3UTET Y
Beorpaay, Texnoaomko-MeTanypimku GpakyaTeT.

3. l'opuna pumomupama: _2005.

Oo6agemraBamo Bac na je HacraBHo-HayuHo Behe, Ha cennuiy oapxanoj 23.02.2017. roaune
PasMOTPUIIO TPEIOKEHY TeMy W 3aK/bydWjo JAa je TeMa momo0Ha 3a U3paay JOKTOPCKE
JICepTaIyje.

Ynanom 1. 3akoHna o u3MeHaMa u JonyHamMa 3akoHa 0 BUCOKOM oOpa3oBamy (CJl. IJIacHUK
PC“ op. 87/2016), mopen ocrtajor, mpomucano je: ,,CTyJleHTH YNHCAHH HAa TOKTOpPCKe
CTyaMje, OJHOCHO KaHIMIATH KOJH Cy NPHjaBHJIN JOKTOPCKY AMCEPTALHjY A0 CTyNama Ha
CHary OBOI 3aKOHa, MMajy MPaBo [a 3aBplle CTyAHje MO 3aMo4eToM IUJIaHy U Nporpamy,
yCJI0BMMA M NPaBUJIMMA CTYIHMja, OHOCHO [1a CTeKHY HAY4YHHU CTeleH J0KTOpa HaykKa,
HajKkacHHje 10 Kpaja mkoscke 2017/2018. ropnne.

JEKAH ®AKVIITETA

IIpod. ap Hophe Janahikosuh

Ipunor:
1. Tlpeasnor TeMe TOKTOPCKE AUCEPTAIIHjE ca 00Pa3I0KEHEM
2. AXT HajIe)KHOT Tena (akynreTa o Mof00HOCTH TeMe 3a H3paay JOKTOPCKE AUCEpTAIH]je
3. [omarm 0 MeHTODY.



il

Ha ocnoBy wun. 30. craB 3. 3akoHa o BHCOKOM oOpazoBamy, 4. 40. Craryra TM®-a u um 32.
[IpaBunauka o0 nOKTOpckuM ctynujama TM®, nHa cemnunm HacraBHo-HayuHor Beha TexHoomko-
metanypukor ¢akynrera ox 23.02.2017. ronune, noHeTa je

OONJTVYKA
o nmpuxBaramy Pedepara Komucuje 3a orieHy mogo0HOCTH TeMe U KaHIuaTa
3a U3pay JOKTOPCKE JUCEpTaIlHje

[IpuxBara ce Pedpepar Komucuje 3a oneHy mogoObHOCTH TeMe U KaHIUaTa U 0J100paBa u3paja TOKTOPCKE
mucepranuje CABbU BYPOBUR (pohena CrojakoBuh), qHUILI. HHXK. TEXHOJOTH]jE, TIOJ HA3UBOM: ,,Y TUIIA]
PA3IMUYMTHX IMOCTyNMaka EKCTPaKIMje Ha caap:kaj W OuOmomKka cBOjcTBA MONM(EHOIA W NPOTEHHA W3
CEMEHA JKyT€ COje pa3Iu4UTOr MOPEKIa‘.

Opnyky 0 JaBamy CarjlaCHOCTH Ha NPEIor TeMe JOKTOPCKE IucepTanuje JOHOCH YHHUBEP3UTET Yy
beorpany.
3a menTopa ce oapehyje np 3opunia Kuexxeruh-Jyrosuh, penosuau npodecop YHupepsutera y beorpany,

TexHomomKo-MeTamypiku haKyaTer.

Omryky nmoctaBUTH: YHUBEpP3UTETYy y beorpaay Ha carmacHocT, kKaHauaaTy, MeHtopy, CmyxOu 3a
HAaCTaBHO CTYJACHTCKC ITOCJIOBC U apXUBU d)aKynTeTa.

TEKAH

[Tpod. np HBophe Janahkopuh



Jlonarak y3 obpasac 1.

oAl O MEHTOPY

3a kagnunata Camy Byposuh

Nme n npesume mentopa: 3opuna Kue:xxeBuh-Jyrosuh
3Bame: peoBHU Npodecop, YHuBep3uTeT v beorpaay TexHo101IKO-MeTATYPIIKH

gzaK!.HTeT

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

1. S. Jakoveti¢, N. Lukovi¢, B. Jugovi¢, M. Gvozdenovié¢, S. Grbavci¢, J.
Jovanovi¢, Z. Knezevi¢-Jugovi¢, 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. (ISSN: 1935-5130; IF(2014) 2,691, Food Science & Technology
20/122).

2. A.A. Salim, S. Grbavéié, N. Sekuljica, A. Stefanovié, S. Jakoveti¢ Tanaskovié,
N. Lukovi¢ N., Z. Knezevi¢-Jugovi¢, Production of enzymes by a newly isolated
Bacillus sp. TMF-1 in solid state fermentation on agricultural by-products: The
evaluation of substrate pretreatment methods, Bioresource Technology, (2017)
228, pp. 193-200. (ISSN: 0960-8524, IF(2015) 4,917, Biotechnology & Applied
Microbiology 17/161).

3. S. Z. Grbav¢ié, D. I. Bezbradica, L. T. Izrael-Zivkovié, N. S. Avramovié, N. B.
Milosavi¢, 1. M. KaradZi¢, Z. D. Knezevi¢-Jugovié¢, Production of lipase and
protease from an indigenous Pseudomonas aeruginosa strain and their evaluation
as detergent additives: Compatibility study with detergent ingredients and
washing performance, Bioresource Technology, (2011), 102(24) (2011), 11226-
11233. (ISSN: 0960-8524; 1F(2010) 4,365; 19/160 Biotechnology & Applied
Microbiology).

4. S. M. Jakoveti¢, N. D. Lukovi¢, N. M. Boskovié-Vragolovi¢, D. 1. Bezbradica,
R. Picazo-Espinosa, Z. D. KnezZevié¢-Jugovi¢, Comparative Study of Batch and
Fluidized Bed Bioreactors for Lipase-Catalyzed Ethyl Cinnamate Synthesis,
Industrial & Engineering Chemistry Research, 52(47) (2013), 16689-16697
(ISSN: 0888-5885; IF(2011) 2,206; 30/133, Engineering, Chemical).

5. Z. KneZevié, N. Milosavié, D. Bezbradica, Z. Jakovljevi¢, R. Prodanovié,
Immobilization of lipase from Candida rugosa on Eupergit C supports by
covalent attachment, Biochemical Engineering Journal, 30(3) (2006) 269-278.
(ISSN: 1369-703X; IF(2007) 1,872; 14/114 Engineering, Chemical).




3aokpyxkutu oarosapajvhy ommijy (A, b, B wau I'):

A) VY ciydajy MEHTOPCTBA JHcepTallije Ha JOKTOPCKUM CTyaWjama y TpyHaruju
TEXHUYKOTEXHOJIOUIKUX, HPUPOJHO-MATEMAaTHUKAX W MEAMIMHCKHX HayKa
MeHTOp Tpeba na uma Hajmamwe Tpu paga ca SCI, SSCI, AHCI unu 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 HayYHHMX 4acoluca
ooyxsara SCI, SSCI, AHCI u SCle aucre, kao u ERIH mucry, nucry 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 Kiacupukyje kao M11l, M12,
M13, M14, M41 u M51.)

B) V cnyuajy uspane DOKTOpCKe AucepTalyje MpeMa paHUjuM MpolucuMa 3a
KaH/IUJaTe 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(PHKOBAHUX HACTaBHHKA,
OpUIOKUTH OanyKy Beha nokropckux cTyamja O MMEHOBaWwYy pPEJOBHOT
npodecopa 3a MEHTOpa.

JEKAH FAKVIJITETA

Harym: 07.02.2017. M.IL

[Ipod. np Hophe Janahkoruh



UNIVERZITET U BEOGRADU
TehnoloSko-metalurski fakultet

NASTAVNO-NAUCNOM VECU

Predmet: Podobnost teme i kandidata Sanje Purovi¢ (devojacko Stojakovi¢) za izradu doktorske
disertacije

Odlukom br 35/505 od 24.11.2016. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu
podobnosti teme i kandidata Sanje Purovi¢ (devojacko Stojakovi¢) za izradu doktorske disertacije i
naucne zasnovanosti teme: ,,Uticaj razliitih postupaka ekstrakcije na sadrzaj i bioloska
svojstva polifenola i proteina iz semena zute soje razlicitog porekla“.

Na osnovu materijala prilozenog uz Zahtev kandidata, Komisija podnosi sledeci

REFERAT
1.Podaci o kandidatu

1.1. Biografski podaci

Sanja Purovi¢ (rod. Stojakovi¢) rodena je 26.03.1979 g. u Osijeku, R. Hrvatska. Osnovnu $kolu
,Jovan Jovanovi¢-Zmaj“ i gimnaziju “Ivo Lola Ribar” zavrSila je u Sremskoj Mitrovici. Studije na
TehnoloSko-metalurSskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, upisala je Skolske 1997/1998 godine.
Diplomirala je na TMF-u na Katedri za biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologiju 19.05.2005.
godine sa ocenom 10 na diplomskom radu i prosecnom ocenom 8,44 u toku studija. Kandidatkinja
je 2005 g. upisala magistarske studije na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu, smer biotehnologija,
pod mentorstvom dr Zorice KneZevi¢-Jugovi¢, redovnog profesora. 2006 g. kandidatkinja je na
osnovu odluke TehnoloSko-metalurSkog fakulteta (zbog potrebe usaglaSavanja sa Bolonjskom
konvencijom), a posto je poloZila dovoljan broj ispita, preSla na doktorske studije. Polozila je sve
ispite predvidene planom i programom doktorskih studija, ukljucujuci i zavrsni ispit.

Predmet Ocena ESPB
1. Matematicka obrada 10 5
eksperimentalnih rezultata

2. Odabrana poglavlja biohemije- 10 5
vitamini

3. Industrijska mikrobiologija 10 5
4. Hemijska kinetika 10 5
5. Biohemijska kinetika 10 5
6. Hemija pesticida 10 5
7. Sanitarna mikrobiologija 10 4
8. Inzenjerstvo Celija i tkiva 8 4




9. Imobilisani sistemi u 10 6
biotehnologiji

10. Mikrobioloski procesi u zastiti | 10 4
Zivotne sredine
11. Zavrsni ispit 30 30

Pocev od 2005. g. Sanja Purovi¢ je zaposlena u Institutu za zaStitu bilja i zivotnu sredinu u
Beogradu, u Laboratoriji za fitofarmaciju i zastitu Zivotne sredine, na radnom mestu istrazivaca-
pripravnika, a od 17.03.2008. g. na radnom mestu istrazivaca-saradnika. 30.08.2016. godine
kandidatkinja je izbrana u zvanje stru¢ni saradnik, a 20.01.2017. godine u zvanje stru¢ni savetnik.
U periodu 2006-2007, ucesnik je na projektu ,,Razrada i uvodenje novih tehnologija u proizvodnji
visokokvalitetne hrane i suzbijanju novih nedovoljno poznatih Stetnih organizama u biljnoj
proizvodnji 2 BTN 006817 B, Dr Mira Starovi¢, Ministarstvo nauke i tehnoloskog razvoja.

U istom periodu ucesnik je i medunarodnog projekta ,,Valorization, sanitation and production of
local wines“, u okviru kojeg je od 17.09.2006. do 30.09.2006 g. boravila na stru¢noj praksi na
Institutu ,,Centro di Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura, Basile Caramia®, Bari, Italija, radi
usvajanja metodologije odredivanja okratoksina A (OTA) u vinu i soku od grozda.

U periodu 2008-2011, ucesnik je na projektu ,,Optimizacija primene hemijskih sredstava u zastiti
bilja povecanjem efikasnosti dijagnostickih metoda u proceni rizika pojave bolesti, StetoCina i
korova®“ TR 20051, Dr Mira Starovi¢, Ministarstvo nauke i tehnoloskog razvoja.

U periodu 2011-2017, ucesnik je na projektu ,,Integralni sistemi gajenja ratarskih useva: o¢uvanje
biodiverziteta i plodnosti zemljista® TR 31037, Dr Milena Simi¢, Ministarstvo nauke i tehnoloSkog
razvoja.

U periodu 2011-2017, ucesnik je na projektu ,Razrada integrisanog upravljanja i primene
savremenih principa suzbijanja Stetnih organizama u zastiti bilja*“ TR 31018, Dr Veljko Gavrilovi¢,
Ministarstvo nauke i tehnoloSkog razvoja.

Koautor je jednog (1) rada u medunarodnim ¢asopisima (oznaka grupe M20: 1 rad M24); deset (10)
radova u Casopisima nacionalnog znacaja (oznaka grupe M50: 5 radova M51, 3 rada M52, 2 rada
M53) i 18 saopstenja na domacim i medunarodnim skupovima (5 M33, 8 M34, 1 M63 i 4 M64).

Spisak objavljenih i saopStenih nauénih i stru¢nih radova

Rad u ¢asopisu medunarodnog znacaja verifikovanog posebnom odlukom (M24):

1. Nikoli¢, B., Dodig, D., Jovanovi¢, V., Janji¢ V., Purovi¢ S., Effects of Temperature and
light on induction of Chl a fluorescence in situ: An ecophysiological view, Arch. Biol. Sci.,
Belgrade, 2008, 60 (4): 567-572, ISSN:0354-4664; 1F(2009) 0,238, Biology (73/76).

Saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u celini (M33):

2. Nikoli¢ B., Drini¢ G., Jovanovi¢ V., Waisi H., Mili¢evi¢ Z. and Purovié¢ S., Influence of
Root Manipulation on Herbicide Sulphosate Induced Inhibition of Growth and
Photosynthesis in Maize (Zea mays L.), in Proceedings of International Symposium:
Current Trends in Plant Protection, ed. Institute for Plant Protection and Environment,
Belgrade , 25-28 September 2012, pp. 192-200, ISBN: 978-86-910951-1-6; UDK: 633.15-
295.024.

3. Nikoli¢ B., Dragic¢evi¢ V., Waisi H., Purovi¢ S., Mili¢evi¢ Z., Spasojevi¢ |., Brankov M.,
Impact of root manipulation and brassinosteroids on growth, photosynthesis and

2



thermodinamics of maize at lower temperatures, PHYSICAL CHEMISTRY 2014, 12th
International Conference on Fundamental and Applied Aspects of Physical Chemistry, eds.
7. Cupié and S. Ani¢; September 22-26, 2014, Belgrade, Serbia, pp. 477-481, ISBN: 978-
86-82475-31-6.

Milivojevi¢ D.B., Nikoli¢ B.R., Purovi¢ S., Waisi H., Dragic¢evi¢ V., Drini¢ G., Effect of
arsenic on phosphorus content in different organs and chlorophyll fluorescence in primary
leaves of soybean, in ,,WeBIOPATR2013 Particulate Matter: Researh and Management”,
Proceedings from the 4th WEBIOPATR Workshop and Conference,eds. Milena Jovasevic¢-
Stojanovi¢ and Alena Bartonova, Oktober, 2-4. 2013. Belgrade, Serbia, pp. 176-180, ISBN:
978-86-830.

Nikoli¢ B., Dragi¢evi¢ V., Stojiljkovi¢ M., Waisi H., Purovié¢ S., Spasojevi¢ I., Simi¢ M.,
Effect of different Mo fertilizers on vyield, chemical composition of seed and some
physiological parameters in two soybean (Glycine max. Merr.) cultivars, in Book of
Proceedings of ,,AGROSYM 2014“- Fifth International Scientific Agrucultural Symposium,
ed. Dusan Kovacevi¢, Oktober, 23-26. 2014, Jahorina Mountain (near Sarajevo), Bosnia and
Herzegovina, pp. 163-168, ISBN: 978-99955-751-9-9.

Dragic¢evi¢ V., Nikoli¢ B., Waisi H., Stojiljkovi¢ M., Purovié S., Spasojevi¢ I., Peri¢ V.,
Alterations in factors that affect availability of mineral nutrients in soybean grain induced by
foliar fertilising, Chemical and Biological Technologies in Agriculture, 2:12 (28 Apr 2015),
ed. Alessandro Piccolo, Special Issue dedicated to: CEFood 2014: “Food Chain
Integration®, 21 to 24 May 2014, Ohrid, Macedonia, ISSN: 2196-5641

(http://www.chembioagro.com/content/2/1/12; DOI: 10.1186/s40538-015-0034-4;).

Saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu (M34):

7.

10.

Nikoli¢ B., Dodig D., Jovanovi¢ V., Markovi¢ A. and Purovi¢ S., The Effect of Fast-
Changing Light and Temperature During Solar Eclipse on the Induction of Chla
Fluorescence In Situ in Wheat, in Book of Abstracts of 5th Balkan Botanical Congress, ed.
Vladimir Stevanovié¢, Faculty of Biology, University of Belgrade, Belgrade, 2009, pp. 118-
119, ISBN: 978-86-7078-056-9.

Marisavljevi¢ D., Pavlovi¢ D., Pfaf-Dolovac E., Purovi¢ S., Soil impoverishment caused by
weediness of invasive weed species lva xanthifolia (Giant sumpweed), 15th European Weed
Research Society (EWRS) Symposium, edited by Asszisztencia Congress Bureau Ltd. Szent
Istvan krt.7, H-1055 Budapest, Hungary, 12-15. Juli 2010, Kaposvar, Madarska,
Proceedings pp. 216, ISBN: 978-963-9821-24-8.

Dragicevi¢ V., Nikoli¢ B., Waisi H., Stojiljkovi¢ M., Spasojevi¢ I., Purovi¢ S., Variations
in some antioxidants in soybean grain affected by foliar fertilizers, in Book of Abstracts of
8th International Conference of the Chemical Societies of the South-East European
Countries (ICOSECS 8), organized by Society of Albanian Chemists et al., ed. Sofija Sovilj
and Aleksandar Dekanski, Serbian Chemical Society, Belgrade, 2013, pp. 259, ISBN: 978-
86-7132-053-5.

Waisi H., Nikoli¢ B., Dragi¢evi¢ V., Pavlovi¢ D.,Vuji¢i¢ M., Purovi¢ S., Influence of

brassinosteroid based fertilizer on the germination of two maize hybrids, in Book of
Abstracts of V Congress of the Serbian Genetic Society, ed. Branka Vasiljevi¢ and Snezana
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11.

12.

13.

14.

Mladenovi¢-Drini¢, 28 September-02 Oktober 2014, Belgrade (erlier Kladovo), Serbia, pp.
V11-69 Poster, ISBN: 978-86-87109-10-0.

Nikoli¢ B., Dragi¢evi¢ V., Waisi H., Stojiljkovi¢ M., Spasojevi¢ l., Purovi¢ S., Mili¢evi¢
Z., Influence of different non-standard fertilizers on yield and nutritive values of seeds of
two soybean genotypes, in COST Action Project FA 0905,,Mineral-Improved Crop
Production for Healthy Food and Feed* Final Conference Proceedings Book, ed. Levent
Ozturk, Sabanci University, Istanbul, Turkey, 17-19 March 2014, Ela Quality Resort,
Antalya-Belek, Turkey, pp. 112-113, ISBN: 978-605-4348-72-5.

Waisi H., Nikoli¢ B., Jovanovi¢ V., Purovi¢ S., Mili¢evi¢ Z., The impact of non-standard
fertilizers on yield, pomological and biochemical characteristics of apples, AGRORES 2015,
IV International Symposium and XX Scientific-Professional Conference of Agronomists of
Republic of Srpska, ed. Gordana Puri¢, etno willage Stanisici, Bijeljina, Republik of Srpska,
Bosnia and Herzegovina, 02 — 06. March 2015., pp. 108, ISBN: 978-99938-93-30-1.

Waisi H., Nikoli¢ B., Dragiéevi¢ V., Saponji¢ B., Jovanovi¢ V., Purovi¢ S., Some aspects
of mode of action of brassinosteroids in maize, in Proceedings of abstracts of 2nd
International Conference on Plant Biology and 21st Symposium of the Serbian Plant
Physiology Society ed. Serbian Plant Physiology Society and Institute for Biological
Research ,,SiniSa Stankovi¢®, University of Belgrade, Petnica, 2015, pp. 61-62, ISBN: 978-
86-912591-3-6.

Dragicevi¢ V., Nikoli¢ B., Zivkovi¢ S., Waisi H., Purovié¢ S., Jovanovi¢ V., Kravié¢ N.,
Dodig D., The effect of non-standard foliar fertilizers on harvest and quality of grain of
barley, 5th international symposium on agricultural sciences, ed.Gordana Puri¢, Banja
Luka, Bosnia and Herzegovina, February 29 — March 3, 2016., pp 63, ISBN: 978-99938-93-
37-0.

Rad u vodeéem ¢asopisu nacionalnog znacaja (M51):

15.

16.

17.

18.

Nikoli¢, B., Mili¢evi¢, Z., Purovi¢ S., Drini¢, G., Jovanovi¢, V., Janji¢, V., Razliciti aspekti
inhibicije rastenja i fotosinteze kukuruza (Zea mays L.) fosfonatnim herbicidom sulfosatom.
4. Dejstvo na biljke rasle u kontrolisanim uslovima, Zastita bilja, 2007, Vol. 58 (1-4): 105-
121, ISSN: 0372-7866, UDK: 632.9.

Stojakovi¢ S. (udato: Purovi¢), Bezbradica, D., Mijin, D., KneZevi¢ Z., Siler-Marinkovi¢
S., The effects of zeolite and silica gel on synthesis of amyl isobutyrate catalyzed by lipase
from Candida rugosa (Article), Hemijska Industrija, 2008, Vol. 62 (2): 64-68, ISSN: 0367-
598X, IF(2009) 0,117, doi:10.2298/HEMIND0802064S.

Nikoli¢ B., Drini¢ G., Stojakovi¢ S., Jovanovi¢ V., Dalovi¢ I., Mili¢evi¢ Z., Razliciti
aspekti inhibicije rastenja i fotosinteze kukuruza maize (Zea mays L.) uzrokovanih
fosfonatnim herbicidom sulfosatom. 5. Manipulacija statusom korena biljaka raslih u
kontrolisanim uslovima, Acta herbologica, Beograd 2011, Vol. 19, No 2, 57-63, ISSN:
0354-4311, UDK: 632.95.024.

Nikoli¢ B., Jovanovi¢ V., Stojakevi¢ S., Mili¢evi¢ Z., Janjic V. i Dodig D., Uticaj
fitohormona kinetina na razvoj fitotoksi¢nog procesa uzrokovanog fosfonatnim herbicidom
sulfosatom, Acta herbologica, Beograd, 2011, Vol. 19, No 2, 65-69, ISSN: 0354-4311,
UDK: 632.95.025.



19. Pavlovi¢ D., Nikoli¢ B., Purovi¢ S., Waisi H., Andelkovi¢ A., Marisavljevi¢ D.,
Chlorophyll as a measure of plant health: Agroecological aspects, Pestic. Phytomed,
Belgrade, 2014, 29(1): 21-34, |ISSN: 1820-3949, UDK: 581.132:632; DOI:
10.2298/P1F1401021P.

Rad u ¢asopisu nacionalnog znacaja (M52):

20. Pavlovi¢ D., Nikoli¢, B., Pfaf-Dolovac E., Marisavljevi¢ D., Mili¢evi¢, Z., Purovié S.,
Hlorofil kao indikator reakcije biljaka na herbicide, Zastita bilja, 2010, Vol. 61 (2): No 272,
67-86, ISSN: 0372-7866, UDK: 632.9.

21. Nikoli¢ B., Ugrinovi¢ M., Purovi¢ S., Zdravkovi¢ J., Mili¢evi¢ Z., Uticaj drugih dubriva i
specijalnih proizvoda na hortikulturne biljke. 1. Prinos i komponente prinosa jabuke i
paradajza, Zastita bilja, 2010, Vol 61(4), No 274: 301-313, ISSN: 0372-7866, UDK:
634/635]:631.811.

22. Pavlovi¢ D., Marisavljevi¢ D., Radivojevi¢ Lj., Nikoli¢ B., Waisi H., Andelkovi¢ A.,
Purovi¢ S., Answer of weed populations and crops to glyphosate, Zastita bilja, 2013 Vol.
64 (2), No 284: 82-89, ISSN: 0372-7866, UDK: 632.954.025.

Rad u nau¢nom casopisu (MS3):

23. Nikoli¢, B., Drini¢, G., Jovanovi¢, V., Janji¢ V., Stejakovi¢ S., Different aspects of
inhibition of growth and photosynthesis of maize (Zea mays L.) by the phosphonate
herbicide sulphosate 1. Root manipulation, Acta herbologica, 2007, Vol. 16 (1): 29-39,
ISSN: 0354-4311, UDK:58.

24. Waisi H., Nikoli¢ B., Jovanovi¢ V., Purovi¢ S., Mili¢evi¢ Z., Uticaj drugih dubriva i
specijalnih proizvoda na hortikulturne biljke. 2. Prinos, pomolodke i biohemijske
karakteristike plodova jebuka, Zastita bilja, 2014, Vol. 65(4): 170-175, ISSN: 0372-7866,
UDK: 634.11-181.1.

Saopstenje sa skupa nacionalnog znacaja Stampano u celini (M63):

25. Dinulovi¢ D., Stojakovi¢ S., Jovani¢ P., Analiza potencijala regeneracije akceptora Stetnih
materija, ,,Zbornik radova ll-og simpozijuma “Reciklazne tehnologije i odrZivi razvoj“,ed.
Rodoljub Stanojlovi¢ i Zoran Stirbanovi¢, Soko Banja-Beograd, 07-10. Oktobar 2007, str.
300-306, ISBN: 987-86-80987-53-8.

SaopStenje sa skupa nacionalnog znacaja Stampano u izvodu (M64):

26. Nikoli¢ B., Dodig D., Jovanovi¢ V., Purovié¢ S., Oro V., Mili¢evi¢ Z., The effect of diurnal
changes of temperature and light (PAR) on the induction of Chla fluorescence in situ, in
Proceedings of abstracts of 19th Symposium of the Serbian Plant Physiology Society, ed.
Serbian Plant Physiology Society and Institute for Biological Research ,,Sinisa Stankovic¢*,
University of Belgrade, Banja Vrujci 13-15 June 2011, pp. 93, ISBN: 978-86-912591-1-2.

27. Nikoli¢ B., Purovié¢ S., Milicevi¢ Z., Waisi H., Jovanovi¢ V., Inhibicija rastenja i
fotosinteze kukuruza fosfonatnim herbicidom sulfosatom u uslovima zasenjenog lisnog



pokrova, Zbornik rezimea radova XIV-tog Simpozijuma o zastiti bilja i IX Kongresa o
korovima, izd. DruStvo za zaStitu bilja Srbije i HerboloSko drustvo Srbije, Zlatibor 28-30
Novembar 2012, str. 174-175, ISBN: 978-86-83017-23-2.

28. Nikoli¢ B., Waisi H., Dragic¢evi¢ V., Marisavljevi¢ D., Pavlovi¢ D., Jovanovi¢ V., Purovié¢
S., The effect of different light and nitrogen growth regimes on brassinosteroid activity in
maize plants, in Proceedings of abstracts of 20th Symposium of the Serbian Plant
Physiology Society, ed. Serbian Plant Physiology Society and Institute for Biological
Research ,,Sinisa Stankovic¢*, University of Belgrade, Subotica, 2013, pp. 49-50, ISBN: 978-
86-912591-2-9.

29. Waisi H., Dragi¢evi¢ V., Nikoli¢ B., Pukanovié¢ L., Zivanovi¢ M., Jovanovié V., Purovié
S., Preliminary observation of the effect of different concentration of 24-epibrassinolide on
germination of seeds of two maize hybrids, in Proceedings of abstracts of 20th Symposium
of the Serbian Plant Physiology Society, ed. Serbian Plant Physiology Socie ty and Institute
for Biological Research ,,SiniSa Stankovic¢“, University of Belgrade, Subotica, 2013, pp. 33,
ISBN: 978-86-912591-2-9.

1.2. Ocena podobnosti kandidata za rad na predlozenoj temi

Na osnovu dosadasSnjeg rada i rezultata ostvarenih tokom poslediplomskih studija, i u okviru
naucno-istrazivatkog rada na gore navedenim projektima Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja Republike Srbije, Sanja Purovi¢ dipl.inz. pokazala je interes, sklonost i
sposobnost za bavljenje naucno-istrazivackim radom. To se ogleda u samostalnom kreiranju i
realizaciji istraZzivanja vezanih za temu doktorske disertacije, kao i u radu u drugim oblastima
istrazivanja zastupljenim na Institutu za zastitu bilja i zivotnu sredinu. Iz oblasti istrazivanja, iz koje
se predlaze tema doktorske disertacije, do sada je objavila jedan nau¢ni rad Stampan u vodecem
Casopisu nacionalnog znacaja, kao i viSe saopStenja na medunarodnim i nacionalnim skupovima
dok su dva rada u medunarodnom casopisu u pripremi. Kandidat poseduje i odlicno znanje
engleskog jezika.

Na osnovu iznetih podataka moze se zakljuciti da Sanja Purovi¢, dipl.inZ. ispunjava sve potrebne
uslove za rad na predlozenoj temi doktorske disertacije.

2. Predmet i cilj istraZzivanja

Predmet naucnog istrazivanja u okviru predlozene teme ove doktorske disertacije je, razvoj i
optimizacija postupka ekstrakcije polifenolnih kiselina i proteina iz samlevenog zrna Zute soje (od
biljaka soje razlicitih genotipova, izlaganih razli¢itim agrotehni¢kim praksama tokom gajenja), kao
I odredivanje profila polifenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti tako pripremljenih ekstrakata.
Polifenoli ¢ine jednu od najvecih, najrasprostranjenijih i bioloSki (fizioloski i medicinski)
najznacajnijih grupa proizvoda sekundarnog metabolizma biljaka. Fenolna jedinjenja su poznata
kao antioksidansi, i kao takvi imaju sposobnost neutralisanja slobodnih radikala, grupe jedinjenja sa
veoma Stetnim dejstvom po sve Zive organizme. Slobodni radikali su veoma reaktivni i imaju
sposobnost oksidacije biomolekula, $to dovodi do povratnih i nepovratnih oSteéenja celija i
patoloSkih promena na tkivima. Prisustvo antioksidanasa u hrani i suplementima pomaze organizmu
da smanji oksidativni stres. Antioksidansi razli¢itim mehanizmima delovanja sprecavaju stvaranje
slobodnih radikala, blokiraju razgradnju peroksida i hidroperoksida (kao produkata dejstva
primarnih slobodnih radikala) ili vrSe vezivanje metala (kao inicijatora stvaranja slobodnih radikala)
u helatne komplekse. Polifenolnim jedinjenjima se, pored antioksidativnog, pripisuje
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antiinflamatorno, antibakterijsko, antifungicidno i antitumorsko dejstvo, tako da imaju veliki znacaj,
kako u ishrani, tako i u medicini, ulaze¢i u sastav nekih lekova.

Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja iz biljnih materijala je prvi korak u upotrebi fitohemikalija kao
dodataka u proizvodnji dijetetskih suplemenata, sastojaka hrane, farmaceutskih i kozmeti¢kih
proizvoda. Prinos ekstrakcije zavisi od vrste rastvaraca razliCitih polariteta, vremena ekstrakcije i
temperature, odnosa uzorak-rastvara¢ kao i hemijskog sastava i fizickih karakteristika uzoraka.
Biljni materijal moze sadrzati niz fenolnih jedinjenja koja variraju od jednostavnih (npr. fenolne
kiseline, antocijani) do visoko polimerizovanih supstanci (npr. tanini) u razli¢itim koli¢inama. Zbog
svega navedenog ne postoji univerzalni postupak ekstrakcije pogodan za ekstrakciju svih biljnih
fenola. U okviru planirane disertacije bice ispitan uticaj pripreme (tretmana) uzorka u ultrazvu¢nom
kupatilu, kori$¢enjem ultrazvu¢ne sonde razli€itih frekvencija, kao i koriS¢enjem mikrotalasa na
brzinu i prinos ekstrakcije, ali i enzimskih pretretmana pomocu razli¢itih hidroliti¢kih enzima koji
razlazu komponente celijskog zida i na taj nacin, mogu povecati prinos ovih jedinjenja u
ekstraktima.

Obzirom na kompleksnost biljnog materijala, priprema uzorka moze ukljucivati baznu, kiselinsku
ili enzimsku hidrolizu da bi se oslobodili vezani fenoli i omogucila njihova ekstrakcija, a potom i
kvantifikacija iz biljnog materijala, $to ¢e biti testirano kao pretretman.

Bazna i kiselinska hidroliza su naj¢es$¢i nacini oslobadanja fenolnih jedinjenja iz uzorka. Tretman
kiselinom razbija glikozidne veze polimera i oslobada jednostavne Secere, ali generalno ostavlja
estarske veze u tako produkovanim Secerima intaktne. S druge strane, kiselinska hidroliza na
povisenim temperaturama rezultira gubitkom nekih fenola. Baznom hidrolizom se efikasnije
oslobadaju fenolna jedinjenja i smanjuje njihov gubitak, nego u uslovima kiselinske hidrolize.
Bazna hidroliza raskida estarske veze kojima su fenolne kiseline vezane za polisaharide celijskog
zida i predstavlja efikasan nacin da se oslobode fenolna jedinjenja iz tih polisaharida. lako Siroko
rasprostranjena, ova metoda ima niz nedostataka, vezanih za ekstremne uslove pH vrednosti, dug
vremenski period (i do 24 h) i sl.

Enzimska hidroliza je mnogo specifi¢niji i efikasniji nacin da se oslobode vezana fenolna jedinjenja
(zahvaljuju¢i velikoj specifi¢nosti 1 aktivnosti enzima), pod blagim procesnim uslovima. Enzimi
koji hidrolizuju ugljene hidrate, kao Sto su pektinaze, celulaze, amilaze, hemicelulaze i glukanaze se
uspesno koriste za oslobadanje polifenola. Ovi enzimi igraju ulogu u razaranju matriksa celijskog
zida biljaka 1 stoga olakSavaju ekstrakciju polifenola. U ovom radu bice ispitana efikasnost klasi¢ne
bazne i kiselinske hidrolize, kao i enzimske hidrolize (koriste¢i enzime proteaze, pektinaze,
hemicelulaze i celulaze kao i njihove komplekse) na efikasnost i prinos ekstrakcije.

Obzirom da je soja pre svega proteinska biljka (glavna karakteristika sojinog zrna i ono Sto soju
izdvaja od ostalih mahunarki je visok sadrzaj visokovrednih proteina, 42% prose¢nog sadrzaja), u
ovom radu bic¢e ispitan 1 sadrzaj i bioloSka svojstva proteina iz ekstrakata dobijenih razli¢itim
postupcima hidrolize i ekstrakcije iz samlevenog zrna. Sa nutritivnog stanovista, pravilnim
kombinovanjem razli¢itth namirnica, biljni proteini mogu da obezbede potrebne kolicine
esencijalnih aminokiselina neophodnih za normalnu funkciju ljudskog organizma. Osim njihove
uloge kao nutritiva, proteini igraju znacajnu ulogu u strukturnom formiranju hrane putem procesa
kao sto su emulzifikacija, stvaranje pene, geliranje i formiranje testa. Zrno soje, kao i nusproizvodi
prilikom proizvodnje ulja su veoma pogodni izvori proteina za proizvodnju proteinskih hidrolizata
koji se uglavnom koriste kao dodaci hrani ili picu.

U skladu sa predmetom disertacije naucni ciljevi su sledeéi:
1. Optimizacija postupka ekstrakcije (ekstrakcija ultrazvukom srednjeg intenziteta frekvence 16-100

kHz, ekstrakcija mikrotalasima) proteina i polifenola iz samlevenog zrna soje razli¢itih genotipova i
nacina produkcije;



2. Optimizacija postupka hidrolize (klasi¢na kiselinsko-bazna hidroliza i hidroliza potpomognuta
hidrolitickim enzimima proteazama, celulazama, hemicelulazama, pektinazama 1 njihovim
komplesknim smeSama);

3. Optimizacija HPLC metode (mobilna faza, gradijentni rezim iste) za simultanu detekciju i
kvantifikaciju (uz izradu profila polifenolnih jedinjenja) polifenolnih jedinjenja u razli¢itim sortama
soje;

4. Odredivanje promene sadrzaja ukupnih i pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u zavisnosti od
genotipa soje, nacina produkecije istih 1 prac¢enje antioksidativne aktivnosti zrna soje;

5.0dredivanje koli¢ine sirovih (nativnih) proteina, kao i mogucnosti dobijanja hidrolizata proteina
soje kontrolisanog stepena hidrolize i poboljsanih tehnicko-funkcionalnih i bioloskih svojstava.

U poslednjih nekoliko decenija publikovan je niz radova koji se bave razli¢itim metodama hidrolize
biljnog materijala i ekstrakcije proteina i polifenola iz istog, medu kojima isticemo one koji su
povezani sa tematikom ove teze i koji predstavljaju polaznu osnovu za dalja istrazivanja:

Xu B., Chang S.K.C., Antioxidant capacity of seed coat, dehulled bean, and whole black soybeans
in relation to their distributions of total phenolics, phenolic acids, anthocyanins, and isoflavones.
J. Agric. Food Chem., 2008, 56:8365-8373

Taie H.AA., EI-Mergawi R., Radwan S., Isoflavonoids, flavonoids, phenolic acids profiles and
antioxidant activity of soybean seeds as affected by organic and bioorganic fertilization. Am-
Eurasian J. Ag. Env. Sci., 2008, 4: 207-213.53]

Sagara, M., Kanda, T., NJelekera,M., Teramoto, T., Armitage, L, Birt, N., Birt, C. & Yamori, Y.,
Effects of Dietary Intake of Soy Protein and Isoflavones on Cardiovascular Disease Risk Factors
in High Risk, Middle-Aged Men in Scotland, Journal of the American College of Nutrition,
2004, pages 85-91, DOI:10.1080/07315724.2004.10719347

Shahidi, F., & Naczk, M., Phenolic in food and nutraceutical, Boca Raton, FL: CRC Press, 2004,
pp. 1-558.

Dai, J. and Mumper, R. J., Plant Phenolics: Extraction, Analysis and Their Antioxidant and
Anticancer Properties, Molecules, 2010, 15, 7313-7352.

Reis Giada de Lourdes, M., Food Phenolic Compounds: Main Classes, Sources and Their
Antioxidant Power. Book edited by José A. Morales-Gonzalez, 2013, ISBN 978-953-51-1123-8,
Published: May 22, 2013 http://dx.doi.org/10.5772/51687

Ross K.A., Beta, T., and Arntfield, S.D.; A comparative study on the phenolic acids identified and
quantified in dry beans using HPLC as affected by different extraction and hydrolysis methods,
Food Chemistry, 2009, ISSN 0308-8146.


http://www.tandfonline.com/author/Sagara%2C+Miki
http://www.tandfonline.com/author/Kanda%2C+Tomo
http://www.tandfonline.com/author/NJelekera%2C+Marina
http://www.tandfonline.com/author/Teramoto%2C+Takanori
http://www.tandfonline.com/author/Armitage%2C+Lesley
http://www.tandfonline.com/author/Birt%2C+Nina
http://www.tandfonline.com/author/Birt%2C+Christopher
http://www.tandfonline.com/author/Yamori%2C+Yukio
http://dx.doi.org/10.5772/51687

O'Sullivan J., Murray B., Flynn C., Norton 1., The effect of ultrasound treatment on the structural,
physical and emulsifying properties of animal and vegetable proteins, Food Hydrocolloid , 2016,
53 pp 141-154, ISSN 0268-005X.

Morales R., Martinez K.D., Pizones Ruiz-Henestrosa V.M., Pilosof A.M.R., Modification of
foaming properties of soy protein isolate by high ultrasound intensity: Particle size effect,
Ultrason. Sonochem., 2015, 26 pp 48-55 ISSN 1350-4177.

Adler-Nissen J., Enzymatic Hydrolysis of Food Proteins. London and New York: Elsevier Applied
Science Publishers, 1989, p 427.

Robbins R.J., Phenolic Acids in Foods: An Overview of Analytical Methodology. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 2003 51(10), 2866-2887.

Cho, K. M., Ha, T. J,, Lee, Y. B., Seo, W. D., Kim, J.Y., Ryu, H. W., Jeong, S.H., Kang, Y. M.,
Lee J.H.: Soluble phenolics and antioxidant properties of soybean (Glycine max L.) cultivars
with varying seed coat colours, Journal of functional foods, 2013, 1065-1076

Agbor, A. G., Vinson, A .J.and Donnelly, E. P. Folin-Ciocalteau Reagent for Polyphenolic Assay.
Int. J. Food Sci. Nutr. Diet.,2014, 3(8), 147-156.

Elkhalil E.A.J., Tinay A.H., Mohamed B.E., Elshseikh E.A.E., Effect of malt pretreatment on
phytic acid and in vitro protein digestibility of sorghum flour. Food Chem. 2001, 72:29-32. doi:
10.1016/S0308-8146(00)00195-3.

3. Polazne hipoteze

Cinjenica da se u poslednjih nekoliko decenija kod ljudi sve vise razvija svest o konzumiranju hrane
bez aditiva, kao i 0 potrebi za zamenom sintetskih antioksidanasa (u prehrambenoj, kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji) prirodnim antioksidansima, predstavlja jednu od polaznih hipoteza u izradi
ovog rada. Od sintetskih antioksidanasa u praksi najviSe su koriS¢ena jedinjenja: BHA (smeSa
izomera 2-terc-butil-4-hidroksianizola i 3-terc-butil-4-hidroksianizola) i BHT (2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol). Zabrana njihove upotrebe u nekoliko zemalja zbog nezeljenih dugorocnih toksikoloskih
efekata, ukljucujuci mutagene, kancerogene i teratogene efekte dovela je do potrebe za pronalaskom
adekvatne zamene u vidu prirodnih antioksidanasa. Vecina prirodnih antioksidanasa su fenolna
jedinjenja tj. polifenoli, a najvaznije grupe prirodnih antioksidanasa su tokoferoli, flavonoidi i
fenolne kiseline.

Obzirom da je soja, a naro€ito nusproizvodi pri proizvodnji sojinog ulja, veoma dobar, a nedovoljno
iskoriS¢en izvor polifenola, ovde ¢e biti ispitani razli¢iti postupci ekstrakcije polifenola i proteina iz
samlevenog zrna Zute soje. Kako su polifenolna jedinjenja u biljnom materijalu najé¢e$¢e vezana za
druge biljne komponente, kao $to su ugljeni hidrati i proteini, potrebno je, u cilju povecanja prinosa,
izvrSiti hidrolizu biljnog materijala pre samog postupka ekstrakcije. Prema literaturnim podacima
seme soje sadrzi svega nesto manje od 15% slobodnih polifenola, a preko 80% je vezano u strukturi
¢elijskog zida ili za gore pomenute komponente, pa ¢e se u ovom radu testirati nekoliko razli¢itih
nacina hidrolize biljnog materijala radi oslobadanja vezanih polifenola. Najces¢e koriS¢ene metode
kiselinske i bazne hidrolize, iako su veoma rasprostranjene, imaju niz nedostataka (ekstremni uslovi
pH vrednosti, visoke temperature, dug vremenski period) koji mogu dovesti do gubitaka i smanjene
antioksidativne aktivnosti tako dobijenih ekstrakata. Pod pretpostavkom da razli¢iti hidroliticki
enzimi (proteaze, celulaze, hemicelulaze, glukanaze, pektinaze i njihove smeSe) zbog visokog
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stepena selektivnosti i aktivnosti pri blagim reakcionim uslovima mogu dovesti do prevazilazenja
nedostaka klasi¢nih metoda hidrolize, bi¢e testirana i enzimska hidroliza uzoraka, kao pretretman
ekstrakciji polifenola. Pretpostavka je da ¢e navedeni enzimi, koji razaraju komponente éelijskog
zida, na taj nacin omoguciti veée izdvajanje proteina, naroCito iz Celija koje nisu razorene pri
mehani¢kom tretiranju. Mehanizam delovanja enzima se ogleda u tome da se povecava
propustljivost membrane kroz koju se obavlja difuzija molekula i unapreduje prenos mase, $to
dovodi do povecanog oslobadanja proteina, a time i veceg prinosa. Pored toga, moze doc¢i i do
delimic¢ne, kontrolisane razgradnje rastvornih ugljenih hidrata do oligosaharida, §to povecava
njihovu difuzivnost i olakSava izdvajanje, a moze se specificno delovati i na same antinutritivne
faktore bez termic¢kog tretmana.

U cilju optimizacije postupka ekstrakcije, pored razlicitih ekstrakcionih smesa, bice ispitan i uticaj
razli¢itih tehnika ekstrakcije: ultrazvucno kupatilo, ultrazvu¢na sonda (ultrazvuk srednjeg
intenziteta frekvenci od 16 do 100 kHz) i ekstrakcija potpomognuta mikrotalasima. Na kraju ¢e biti
odredena antioksidativna aktivnost tako dobijenih uzoraka.

Druga hipoteza polazi od €injenice da je soja pre svega proteinska biljka, sa prosecnim sadrzajem
visokovrednih proteina od oko 42%. Kako su nativni proteini znatno l0Sijih tehnicko-funkcionalnih
svojstava u odnosu na delimi¢no hidrolizovane/modifikovane proteine (teza svarljivost, veca
viskoznost, manja rastvorljivost u vodi, manja penivost, loSija emulgujuca svojstva, pa stoga i
ograni¢ena primena u prehrambenoj industriji), ovde ¢e biti ispitana 1 moguénost dobijanja
hidrolizata proteina soje kontrolisanog stepena hidrolize, koji ¢e istovremeno zadovoljiti vise
zahteva kao, na primer, zadrzati odgovaraju¢a nutritivna svojstva uz smanjenu antinutritivnu
aktivnost (Kunitz-tripsin inhibitorni protein semena soje) i poboljSana tehni¢ko-funkcionalna
svojstva. Isto tako, karakteristiCan neprijatan miris i jak ukus sojinih proteina na leguminoze,
nedovoljan kapacitet vezivanja vode ili loSa tekstura mogu se poboljsati u toku izolovanja.

Nove enzimske tehnologije zasnivaju se na kombinovanoj primeni tehnologije ultrazvuka visokog
intenziteta i/ili proteolitickih enzima umesto klasi¢nog termickog postupka tretiranja supstrata.
Polaze¢i od hipoteze da ultrazvuk znacajno utice 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 sulthidrilnih grupa na povrsini molekula koje su
odgovorne za veci broj disulfidnih mostova i1 formiranje manjih agregata nego pod uticajem toplote,
objasnjava se zaSto se pod kontrolisanim dejstvom ultrazvuka odredenog intenziteta dobijaju
tehnoloski parametri pretretmana ultrazvukom na koje je neophodno obratiti paznju su: frekvencija i
jacina ultrazvuénih talasa, vrsta i konstrukcija uredaja za sonikaciju, vreme trajanja i reZim samog
pretretmana, prisustvo jonskih vrsta i rastvaraca, $to ¢e biti ispitano u ovom radu.

4. Naucne metode istrazivanja

Kao biljni materijal odabrane su tri sorte Zute soje Nena, Laura i ZP015. U prvoj godini ogleda
zasejane su sorte Nena i ZP015 i tretirane sa po dva folijarna dubriva (,,SPEEDY* i ,,Wuxal Extra
CoMo*), a u drugoj godini sorta Laura tretirana je sa pet razlicitih folijarnih dubriva (,,Vegard®,
»Eko-Fus“, ,,Calbit-C”, ,,Cropmax* i ,,Cirkon®). Svi uzorci su nakon zavrsene Zetve (oktobar 2013.
I septembar 2014. godine) i procene prinosa (uzorkovan deo prinosa sa parcela, potom aproksimiran
na celu povrSinu parcele, posle ¢ega je odredivana srednja vrednost prinosa za tri parcele nekog
tretmana), rucno ociS¢eni od zaostalih mahuna i necisto¢a, samleveni i propusteni kroz
laboratorijsko sito pre¢nika otvora 5 mm. Nakon toga uzorci su zamrznuti na -20°C 1 ¢uvani u
zamrzivacu do analize. U svim polaznim uzorcima odredi¢e se sadrzaj proteina, lipida, ukupnih
ugljenih hidrata, pepela na osnovu AOAC standardnih metoda.

Pre ekstrakcije, seme ¢e biti samleveno u laboratorijskom mlinu i dobijeno brasno, propusteno kroz
laboratorijsko sito pre¢nika 5 mm, bi¢e odmascéeno petrol etrom uvek na isti nacin, pri istom
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odnosu uzorka prema petrol etru 1:10 (m/V). Odmascivanje ¢e se vrsiti u Sokslet (Soxhlet) aparatu
uvek u istom vremenskom periodu u trajanju od 4h.

Koncentracija ukupnih fenola bi¢e odredivana spektrofotometrijski upotrebom Folin-Denis i Folin
Ciocalteu reagenasa i standarda galne kiseline, kao referentne za ukupne polifenole. Prvo ¢e biti
odredena optimalna koli¢ina uzorka potrebna za analizu i optimalna ekstrakciona smesSa za
odredivanje ukupnih fenola (bi¢e ispitano Sest razliCitih smeSa organskih rastvaraca sa
promenljivim sadrzajem vode (50% aceton, 70% aceton, smeSa 70% aceton i 70% metanol u
odnosu 1:1, 80% metanol, 80% etanol metanol sa 10% HCI u odnosu 85:15 %), a zatim i nadeno
koji tip Folinovog reagensa daje bolje rezultate. Koncentracija ukupnih fenola bice izrazena preko
ekvivalenta galne kiseline po gramu definisanog uzorka (mg GAE / g uzorka).

Folin-Denis i Folin Ciocalteu reagensi mogu biti neprikladni za biljne ekstrakte sa visokim
sadrzajem drugih lako oksiduju¢ih supstanci kao Sto su redukujuéi Seceri 1 askorbinska kiselina.
Uprkos ovim ograni¢enjima, metoda je veoma jednostavna i najcesce koriS¢ena metoda za procenu
ukupnog sadrzaja fenola u vocu i povréu. U prilog koris¢enju Folin Ciocalteu reagensa za
kvantifikaciju polifenola u braSnu zrna soje ide i ¢injenica da zrno soje, kao rezervne materije sadrzi
pre svega proteine i skrob, pa onda ulja, a u vrlo malom obimu jednostavne disaharide i
monosaharide (ukljucujuéi i vitamin C).

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ispitivanih jedinjenja vrSice se takode spektrofotometrijskim
metodama, koristeci iste ekstrakte pripremljene za analizu ukupnih fenola. Te metode zasnivaju se
na spektrofotometrijskom pra¢enju promene koncentracije nekog od reaktanata ili produkata
reakcije antioksidanasa sa slobodnim radikalima. DPPH metod, kao jedan od tih metoda, je
jednostavan, brz i osetljiv nain za ispitivanje antioksidativne aktivnosti odredenog jedinjenja ili
biljnog ekstrakta. Ovaj test pruza podatke o reaktivnosti potencijalnih antioksidanasa sa stabilnim,
slobodnim 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil radikalom (DPPH). Sam DPPH radikal je purpurne boje i
ima maksimum apsorpcije na 517 nm. Rezultati ¢e biti izrazeni kao pmol TROLOX ekvivalenta/mg
definisanog biljnog materijala.

Odredivanje ukupne redukcione sposobnosti vrSi¢e se tzv. FRAP metodom zasnovanom na
redukciji Gvozde(ll)-tripiridil-triazin kompleksa (Fe(ll1)-TPTZ) do Gvozde(II)-tripiridil-triazin
kompleksa. Redukovani gvozde(Il)- tripiridil-triazin kompleks poseduje intenzivno plavu boju, koja
se odreduje spektrofotometrijski na 593 nm. Rezultati ¢e biti izrazeni kao umol Fe(ll)/mg
definisanog biljnog materijala. Hidroliza vezanih polifenola, koja prethodi ekstrakciji vrSice se
bazom, kiselinom i enzimima. Ekstrakcija pripremljenog supstrata vrSi¢e se u ultrazvuc¢nom
kupatilu, pomocu ultrazvu¢ne sonde frekvence 20 kHz i razlicite amplitude kao i pomocéu
mikrotalasa u uredaju koji omogucava kontrolu temperature tokom tretmana.

Nutritivna svojstva koja ¢e se razmatrati u okviru projekta su, pored rastvorljivosti, digestivnost i
aminokiselinski sastav. Digestivnost hidrolizata ¢e se odredivati in vitro testovima sa pepsinom u
simuliranim gastrointestinalnim uslovima po neznatno izmenjenoj metodi opisanoj u literaturi
(Elkhalil i sar., 2001). Amino-kiselinski sastav izolovanih proteina/peptida odredivace se metodom
te¢ne hromatografije primenom aminokiselinskog analizatora.

Analiza polifenolnih kiselina iz pripremljenih ekstrakata vr§i¢e se metodom reverzno-fazne tecne
hromatografije visokih performansi (RP-HPLC), koja ¢e se optimizovati modifikacijom reakcionih
uslova (sastava mobilnih faza i gradijentnog rezima istih), dok ¢e potvrda identifikovanih
polifenolnih jedinjenja biti izvrSena metodom tecne hromatografije-masene spektrometrije
(HPLC/MS/MS).

Sadrzaj proteina u sirovom uzorku bi¢e odreden posredno, preko odredivanja sadrzaja azota
metodom po Kjeldalu (Kjeldahl), a sadrzaj i rastvorljivost proteina odredi¢e se standardnom
spektrofotometrijskom metodom po Bradford-u i/ili Loriju. Razlike u strukturi proteina nakon
tretmana ultrazvukom ili mikrotalasima u odnosu na one dobijene nakon termickih tretmana
odredi¢e se pomo¢u Ramanove, CD i1 FTIR spektroskopije. Ramanova spektroskopija odli¢no
detektuje C¢ak 1 veoma male promene u sekundarnoj strukturi proteina na osnovu promene
intenziteta i poloZaja pikova, narogito u oblasti amida | (1600-1700 cm™), amida Il (1510-1560 cm’
1 i amida 111 (1200-1300 cm™). U sluaju korii¢enja FTIR-spektroskopije, potrebno je raditi u D,O
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zbog preklapanja pikova u oblasti amida | i intenzivnog vibracionog pika vode na 1640 cm™.
Distribucija molekulske mase izolovanih proteina i peptida odredi¢e se pomocu gel-permeatne
hromatografije na (Protein-Pak 60) (7.8 mmi.d.x30 cm, 60 A) koloni, kao i metodom SDS-PAGE
elektroforeze koja ¢e se izvoditi u jedinici za horizontalnu 1 vertikalnu elektroforezu. Pojedinacni
peptidi u hidrolizatima bice razdvojeni reversno-faznom te¢nom hromatografijom (RP-HPLC) na
C18 koloni koris¢enjem tecnog hromatografa.

5. Ocekivani nau¢ni doprinos

Ocekujemo da ¢e rezultati dobijeni u toku rada na ovoj doktorskoj disertaciji dati znacajan naucni
doprinos na polju razvijanja postupka ekstrakcije antioksidanasa iz semena soje koriS¢enjem
savremenih tehnika za pretretman uzorka (ultrazvuk srednjeg intenziteta, mikrotalasi, enzimi), u
cilju prevazilazenja nedostataka klasi¢nih metoda. U okviru istrazivanja moze se ocekivati nekoliko
osnovnih doprinosa, i to:

e Odredivanje profila polifenolnih kiselina iz zrna razliitih sorti soje, izlozenih razli¢itim
folijarnim dubrivima i uzorkovanih u razli¢itim vegetacionim sezonama;

e Nalazenje najpogodnije ekstrakcione smeSe za izolovanje polifenola iz semena soje (koja se
kasnije moze primeniti i na ostale mahunarke);

e NalaZenje najpogodnije tehnike za poboljSanje ekstrakcije odgovaraju¢im pretretmanom
semena soje;

e Utvrdivanje optimalnih tehnoloskih parametara kao Sto su izbor jednog ili viSe enzima,
odnos koncentracija razliCitih enzima, odnos S0jino brasno/ekstrakciono sredstvo,
temperatura i pH ekstrakcije, kao i vreme tretiranja u toku enzimski potpomognute
ekstrakcije sa aspekta prinosa polifenola i njihove antioksidativne aktivnosti;

e Utvrdivanje optimalnih tehnoloskih parametara enzimski potpomognute ekstrakcije sa
aspekta prinosa i tehni¢ko-funkcionalnih svojstava izolovanih proteina;

e Definisanje nacina delovanja ultrazvuka i mikrotalasa na strukturu proteina soje na model
proteinima glicininu (11S protein) i B konglicininu (7S protein) kao i njihove korelacije sa
tehnicko-funkcionalnim svojstvima;

e Bice detaljno objasnjen sinergisticki efekat ultrazvucnog pretretmana i enzimske hidrolize,
kao i njihov uticaj na poboljSanje funkcionalnih svojstava proteina soje, ¢ime ¢e biti dat
znacajan doprinos u razumevanju mehanizama njihovog kombinovanog delovanja na
strukturu 1 denaturaciju proteina semena soje;

e Do¢i ¢e se do novih saznanja o moguc¢nosti primene alternativnih postupaka za obradu
proteina soje, nasuprot konvencionalnom termickom tretmanu;

e Izvrsice se funkcionalna karakterizacija dobijenih proteinskih izolata semena soje sa aspekta
krajnje primene.

6. Plan istrazivanja i struktura rada

Predmet rada ove doktorske disertacije je optimizacija postupka ekstrakcije polifenola i proteina iz
semena Zute soje sa aspekta njihovog prinosa, antioksidativnih i tehni¢ko-funkcionalnih svojstava.
Pored pronalazenja najbolje ekstrakcione smese ispitace se i uticaj razlicitih pretretmana na koli¢inu
i antioksidativnu aktivnost izolovanih polifenola. Pored toga, uticaj razliCitih pretretmana i
parametara ekstrakcije pratice se i sa aspekta koli¢ine i tehnicko-funkcionalnih svojstava izolovanih
proteina. IzvrSice se i poredenje enzimske hidrolize, kao novijeg ,,zelenog postupka“ hidrolize u
odnosu na konvencionalne postupke bazne i kiselinske hidrolize biljnog materijala.
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Predvida se da ¢e u doktorskoj disertaciji biti obradena slede¢a poglavlja: Uvod, Teorijski deo,
Eksperimentali deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura.

U poglavlju Uvod bice prikazan kratak osvrt na oblast istrazivanja i definisani predmet istrazivanja,
kao i glavni ciljevi disertacije.

Poglavlje Teorijski deo obuhvatic¢e pregled dosadasnjih istrazivanja koji se odnose na:

U

Znacaj i ulogu soje u ishrani ljudi 1 Zivotinja, sa datim pregledom njenih nutritivnih osobina;
Znacaj polifenola posmatran kroz njihova fizioloSka svojstva;

Znacaj proteina i proteinskih izolata kroz njihova tehnicko-funkcionalna svojstva;

Nacine ekstrakcije polifenola iz biljnog materijala (uticaj reakcionih faktora);

Metode hidrolize biljnog materijala u cilju Sto efikasnije ekstrakcije polifenola i proteina;
Detekciju izolovanih komponenata (uticaj reakcionih uslova).

Eksperimentalnom  delu bi¢e navedeni materijali 1 metode primenjeni u

eksperimentalnom radu:

Materijali
Instrumenti
Metode.

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

Profil polifenolnih kiselina iz samlevenog obezmaséenog zrna tri sorte zute soje Nena,
Laura i ZP015 izlozenih razli¢itim folijarnim dubrivima i uzorkovanih u razli¢itim
vegetacionim sezonama,;

Uticaj razlicitih parametara i vrste rastvaraca (smese rastvaraca) na ekstrakciju polifenola i
proteina;

Uticaj pretretmana uzorka soje ultrazvukom i mikrotalsima na sadrzaj i antioksidativnu
aktivnost polifenola kao i na tehni¢ko-funkcionalna svojstva izolovanih proteina;

Uticaj kombinovanih pretretmana ultrazvukom i enzimima na prinos i antioksidativna
svojstva izolovanih polifenola;

Poredenje 1 uspostavljanje korelacije izmedu sadrzaja ukupnih polifenola, profila
pojedina¢nih polifenolnih kiselina i antioksidativne aktivnosti razlic¢ito pripremljenih
uzoraka

Uticaj parametara ultrazvucnog pretretmana u kontrolisanim temperaturnim uslovima na
strukturu i tehnicko-funkcionalna svojstva izolovanih proteina soja;

Veza izmedu promena u strukturi molekula model proteina soje izazvanih ultrazvukom i
njihove funkcionalnosti;

Uticaj kombinovanih pretretmana ultrazvukom 1 enzimima na prinos 1 tehnicko-
funkcionalna svojstva proteinskih izolata soje.

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

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

Na osnovu iznetog, Komisija smatra da je tema predlozene doktorske disertacije kandidata Sanje
Purovi¢ pod nazivom ,,Uticaj razli¢itih postupaka ekstrakcije na sadrzaj i bioloska svojstva
polifenola i proteina iz semena Zute soje razli¢itog porekla* nau¢no zasnovana i predlaze Nastavno-
nau¢nom veéu TehnoloSko—metalurskog fakulteta da je prihvati. Komisija, takode, predlaze
Nastavno-nau¢nom veéu Tehnolosko—metalurskog fakulteta da Referat o podobnosti teme i
kandidata uputi na davanje saglasnosti Vecu naucnih oblasti tehni¢kih nauka, Univerziteta u
Beogradu. Za mentora se predlaze prof. dr Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, redovni profesor Tehnolosko-
metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

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

U Beogradu, 07.02.2017. godine

CLANOVI KOMISIJE

Komisija:

Dr Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, redovni profesor
Univerziteta u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

Dr Bogdan Nikoli¢, vis$i nau¢ni saradnik
Institut za zastitu bilja i Zivotnu sredinu, Beograd

Dr DuSan Mijin, redovni profesor
Univerziteta u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

Dr Dejan Bezbradica, vanredni profesor
Univerziteta u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet
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