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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:

,@YHKIMOHAJIHA M OHOJIOMIKA CBOJCTBA MINEHHYHOr TJIYTEHA MOIAM(PUKOBAHOTr
emsumckum nocrymuma (Functional and biological properties of enzymatically

modified wheat gluten)*.
(myH Ha3MB MPEIOKEHE TEME TOKTOPCKE TUCEPTALIH]E)

HAVYHA OBJIACT: TEXHOJOIKO HHXEWBEPCTBO

TTOJIAITM O KAHJIUJIATY:

1. ime, ume jemHOT OJ1 poAUTEIha U MPE3UME KaHUAATA!

MOHAMED BASHIR ELMALIMADI, mactep un:xemep

2. Ha3uB u ceammte (hakynrera Ha KOME je cTekao mactep oOpasoBame: PellemeM pekTopa
Yuusepsurera v Beorpagy 6poj 06-61302-6053/3-13 ox 02.07.2014. roagmHe mpH3HATa je
BHCOKOIIKOJICKA MCHpPaBa JAPYror HHBOA 00pa30Bal-a  CTEYEHA HA YHHMBEDP3UTETY VY
Mmucypatn, JInomnja, n3aara 03.06.2014. roaune.

Oo6agemraBamo Bac na je HacraBHo-HayuHo Behe, Ha cennuiu oapxanoj 20.04.2017. roaune
PasMOTPUIIO TPEUIOKEHY TeMy W 3aK/bydWjo Aa je TeMa momo0Ha 3a HU3paay JOKTOPCKE
JIcepTalgje.

JEKAH ®AKVIITETA

IIpod. ap Hophe Janahikosuh

ITpwuzor:
1. Ilpeamor Teme TOKTOPCKE AUCEPTAIIHje ca 00pa3I0oKeHeM
2. AXT HajuIe)KHOT Tena (pakynreTa o mogo0OHOCTH TeMe 3a U3paay JOKTOPCKE AUCEpPTAIH]je
3. [omarm 0 MeHTODY.



YHUBEP3UTET ¥ BEOI'PAJLY

Anpeca: Crynenrcku pr 1, 11000 Beorpan, Peny6anka Cpouja
Ten.: 011 3207400; ®ake: 011 2638818; E-mail: officebu@rect.bg.ac.rs

beorpan, 02.07.2014.
Bpoj: 06-61302-6053/3-13
BJIM

Ha ocnoBy unana 104. cra 9. 3akoHa o BucOKOM oOpaszoBamwy (“CnyxOeHu
rnacuuk PC”, 6p. 76/05, 100/07-ayrentnuno tymaueme, 97/08, 44/10, 93/12 u 89/13),
ynana 15. [IpaBuiiHuKa 0 Npu3HaBakby CTPaHMX BHCOKOLIKOJICKMX MCIpaBa pajii HacTaBKa
obpazosamwa (“T'nacuuk Yuusepsutera y beorpany” 6p. 155/10) n U3sewraja u opyke o
MoryhHOCTH NpU3HABaMba CTPaHe BUCOKOLIKOJICKE HCMIpaBe paiu HacTaBka oOpasoBara Op.
06-61301-6053/2-13, o 18.12.2013. roauue, 10HOCUM

PEMEBE

[TIPU3HAJE CE BHCOKOIIKOJCKA HCIpaBa Apyror HWBoa BHUCOKOr oOpa3oBarba
cTeyeHa Ha YuuBep3utetry y Mucyparu, JIn6uja, koja je uznara 03.06.2014. roaute Ha
ume Mohamed Bashir Elmalimadi.

Osum npusHaBaiem Mohamed Bashir Elmalimadi crexao je npaBo Ha nacraBak
obpazoBama Ha Yuusepsurtery y Beorpaay — Texnonomko-meraaypuku gakyirer,
CTYIHjCKH NPOrpaM JOKTOPCKHX aKaJeMCKuX cTyanja (bnoxeMujcko HHxKemepeTBo H
OHOTEXHOJIOrHja), YKOJIMKO MCIYHHM YCIIOBE YMHCa W paHrupa ce Ha JIMCTH Y OKBHpY
onobpeHor Opoja 3a ynuc cTyaeHara.

Bpoj npuszHatux GomoBa y cucremy ECIIb je 240 Ha npBOomM HHBOY BHCOKOT
oGpazoBama 1 60 Ha IPYroM HHBOY BUCOKOT 00pa3oBama, a mpoceyHa oleHa yckiahena ca
cHcTeMOM BUCOKOT obpasoBama Penybnuke Cpbuje je 8,27 (ocam u 27/100).

Ob6pasznodcemwe

Yuupepsutery y beorpaay obpatmo ce Mohamed Bashir Elmalimadi, poben
26.06.1957. rogune y Mucypati, JIuOuja, 3aXTe€BOM 3a TNpPH3HABAHKE BUCOKOLIKOJICKE
McripaBe JApPYror HMBOA BHMCOKOr 00pa3oparba CTeueHe Ha YHusepsurery y Mucypar,
Jlubuja, Ha KojeM je MMeHOBaHM cTekao obOpasoBamwe. [IpeTxoaHu HHUBO BHCOKOF
o0pa3oBara KaHAMIAT j€ CaB/aao Ha UCTOj CTPAHO] BUCOKOLIKOJICKO] YCTAHOBH.

Vuupepsurer y beorpaay je crnpoBeo NocTynak NpH3HaBaka M BPEIHOBaH-A
CTPaHOr CTYAMjCKOr mporpama. PyKkoBoaunall CTYAMjCKOr nmporpama Ha YHHUBEpP3UTETY Y
beorpany — TexHoOWKO-MeTaNyPIIKK (aKyaTeT, y cknaay ca unaHom 13. [NpaBuianuka,
pasMOTPHO je CBe CIMCE MpeIMeTa M KOHCTATOBAO Ja je MOJAHOCHJALL 3axTeBa CTEKao
JIOBOJBHO 3HAaFba M BEIITHHA W J1a CY MCIYHEHH YCIOBH 33 MO3HTHBHO BPEJHOBAIE CTPAHOT
CTYIIMjCKOI MpOrpamMa M MpU3HaBabe CTPaHE BHCOKOIIKOJICKE MCNpaBe pajd HacTaBKa
obpa3zoBama, Te je OJUIy4eHO Kao Y M3pELIH OBOT pelleHha.

[TOYKA O [ITPABHOM JIEKY:

OBO pellee je KOHA4YHO Y YNPaBHOM TMOCTYIIKY, Na C€ NPOTHB Hbera MOMKE MOKPeHYTH
YIpaBHH criop ko YrpaeHor cy/a, y poky o 30 1aHa o/ JaHa npujeMa peluerba.

PERTOP




hinii

Ha ocnoBy un. 30. craB 3. 3akoHa o BHCOKOM oOpa3zoBamy, wi. 40. Craryra TM®-a u un. 32.
[IpaBunHuka o moktopckuMm cryaujaMma TM®, na cenuuum HacraBHo-Hayunor Beha TexHomomiko-
metanypiikor ¢gakynrera ox 20.04.2017. ronune, noHeTa je

ONIYKA
o npuxBarawy Pedepara Komucuje 3a orieHy mogo0HOCTH TEME M KaHIUAaTa
3a U3paay JOKTOPCKE AUCEPTAIIH]e

[Tpuxsata ce Pedepar Komucuje 3a oreny nogobHocTr TeMe U KaHAUAATa U 0400paBa u3paaa JOKTOPCKE
muceprandje Mohamed Bashir Elmalimadi, macrep wmx., mox HasuBoM: ,,PyHKIHOHAJIHA U
OHMOJIOIIKA CBOjCTBA MIIEHMYHOT IJyTeHa MoauuKoBaHOr eH3mMckuM moctymuuma (Functional
and biological properties of enzymatically modified wheat gluten)*.

OnoOpaBa ce JOKTOpaHy J1a JOKTOPCKH paJl MHIle U OpaHW Ha CHIJIECKOM jE3HKY.

Omnyky 0 JaBamy CarJIaCHOCTH Ha MPEAJior TeMe JIOKTOPCKE IucepTalrje JOHOCH YHHBEP3UTET Yy
beorpany.

3a meHTopa ce oapehyje np 3opuna Kuexxesuh Jyrosuh, pegosau npodecop YauBepsurera y beorpany,

TexHOIOmKO-MEeTaTypIIKU (haKyITeT.

Omnyky noctaBuUTH: YHUBEp3WTeTYy y beorpamy Ha carnmacHocT, KaHaumary, MeHtopy, CrnyxOm 3a
HAaCTaBHO CTYJACHTCKC ITOCJIOBC U apXUBU CDaKy.]ITeTa.

TEKAH

[Tpod. np HBophe Janahkopuh



Honarak y3 obpasar 1.

oAl O MEHTOPY

3a kauguaara Mohamed Bashir Elmalimadi

Nwme u npesnme merTopa: 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., Grbav¢i¢, S.,
Jovanovi¢, J., Knezevi¢-Jugovié, Z. (2015) Production of Antioxidant Egg
White Hydrolysates in a Continuous Stirred Tank Enzyme Reactor Coupled
with Membrane Separation Unit, Food and Bioprocess Technology, 8(2), 287-
300. ISSN: 1935-5130; IF(2015) 2,574; 27/125 Food Science & Technology.

Jovanovi¢, J.R., Stefanovi¢, A.B., gekuljica, N.Z., Tanaskovi¢, S.M.J.,
Doj¢inovi¢, M.B., Bugarski, B.M., KneZevié-Jugovi¢, Z.D. (2016)
Ultrasound Pretreatment as an Useful Tool to Enhance Egg White Protein
Hydrolysis: Kinetics, Reaction Model, and Thermodinamics, Journal of Food
Science, 81 (11), pp. C2664-C2675. ISSN 0022-1147, 1F(2015) 1,649; 49/125
Food Science & Technology.

Salim, A.A., Grbav¢i¢, S., gekuljica, N., Stefanovi¢, A., Jakovetié
Tanaskovi¢, S., Lukovié¢, N., KneZevi¢-Jugovi¢, Z. (2017) 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, 228, 193-200. ISSN: 0960-8524; 1F(2015) 4,917
17/161 Biotechnology & Applied Microbiology.

KneZevié-Jugovic, Z.D., Zuza, M.G., Jakoveti¢, S.M., Stefanovi¢, A.B.,
Dzunuzovi¢, E.S., Jeremi¢, K.B., Jovanovi¢, S.M. (2016) An approach for the
improved immobilization of penicillin G acylase onto macroporous
poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) as a potential
industrial biocatalyst, Biotechnology Progress, 32(1), 43-53. ISSN: 8756-
7938; IF(2015) 2,167; Food Science & Technology 34/125.

Jakoveti¢, S.M., Lukovi¢, N.D., Boskovi¢-Vragolovi¢, N.M., Bezbradica,
D.l., Picazo-Espinosa, R., KneZevi¢-Jugovié, Z.D. (2013) Comparative study
of batch and fluidized bed bioreactors for lipase-catalyzed ethyl cinnamate
synthesis, Industrial and Engineering Chemistry Research, 52 (47), 16689-
16697. ISSN: 0888-5885; IF(2013) 2,235; 36/133 Engineering, Chemical.

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

A) VY ciydajy MEHTOPCTBA JHcepTalije Ha JOKTOPCKUM CTyAWjama y TpyHaiuju
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 nucepTalije Ha JOKTOPCKUM CTyJIWjaMa y TpyIamuju
JPYIITBEHO-XYMaHUCTHYKUX HayKa MEHTOp Tpeba Ja mMa HajMame TPU paja ca
pelieBaHTHE JIUCTEe HaydyHHMX dvacomuca (PeneBaHTHa jKcTa HayYHHX YacoIKca
ooyxsara SCI, SSCI, AHCI u SCle nucre, kao u ERIH nucry, nucry gacomnuca
Koje je MUHUCTAapCTBO 3a HayKy Kiacu(pUKOBaIO Kao M24 u nonmaTtHy JUCTY
gaconuca kojy he, Ha mpemyor yHuUBep3uTeTa, JOHEeTH HammoHamHu caBeT 3a
BHCOKO oOpa3zoBame. [loceOHO ce Bpeanyjy u MoHorpaduje koje MuHucTapcTBO
Hayke kiacudukyje kao M11, M12, M13, M14, M41 u M51.)

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

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

JEKAH FAKVIJITETA

Harym: 20.04.2017 M.IL

[Ipod. np Hophe Janahkoruh



NASTAVNO-NAUCNOM VECU
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Predmet: Podobnost teme i kandidata Mohamed Bashir Elmalimadi, master inz., za izradu
doktorske disertacije

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Tehnolosko-metalurskog fakulteta br. 35/664 od 29.12.2016.
godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu podobnosti teme i kandidata Mohamed
Bashir Elmalimadi, master inZ., za izradu doktorske disertacije i nau¢ne zasnovanosti teme
pod nazivom:
»Funkcionalna i bioloSka svojstva pSeni¢nog glutena modifikovanog enzimskim
postupcima“

»Functional and biological properties of enzymatically modified wheat gluten*
Na osnovu materijala prilozenog uz Zahtev kandidata, Komisija podnosi sledeci
REFERAT

1. Podaci o kandidatu

1.1. Biografski podaci

Mohamed Bashir Elmalimadi, master, roden je 26.06.1967. godine u Misrati u Libiji, gde je
zavrsio osnovnu i srednju Skolu. Studije na Univerzitetu Misrata (Science Faculty) zavrSio je
Skolske 1991. godine. Master akademske studije, na studijskom programu Hemija na
Univerzitetu u Misrati (Science Faculty) na departmanu za hemiju zavrSio je 2010. godine
odbranivsi master rad pod nazivom: “Determination of the concentration of heavy metals in raw
milk and baby milk®. Diplomski rad, kao i master rad, radio je na departmanu za hemiju na
gorenavedenom univerzitetu i u oblasti biohemije. Trenutno je angazovan kao asistent na istom
departmanu iz predmeta Biohemija I i Biohemija II.

Doktorske studije na Univerzitetu u Beogradu TehnoloSko-metalurSkog fakulteta upisao je
Skolske 2013/2014. godine na odesku Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija. PoloZio je sve
ispite predvidene nastavnim planom doktorskih studija sa prosecnom ocenom 9,58.

Spisak polozenih ispita na doktorskim studijama:

Naziv predmeta ESPB Ocena
Hemijska kinetika 5 6
Eiziéko-hemijske osnove farmaceutskog 4 10
inZenjerstva

Odabrana poglavlja matematicke analize 5 9
Odabrana poglavlja biohemije - vitamini 5 10
Biohemijska kinetika 5 10
Metoda konacnih elemenata u inZenjerstvu 4 10
materijala

Odabrani mikrobioloski procesi u zastiti 4 10




Zivotne sredine

Biomasa kao izvor energije 10

Industrijska mikrobiologija 10

4
Sanitarna mikrobiologija 4 10

5

5

Odabrana poglavlja projektovanja procesa u 10
biohemijskom inzenjerstvu

Zavrsni ispit 30 10

Ukupno 80 9,58

Govori arapski i engleski jezik. Zavrsio je nekoliko Microsoft Windows kurseva.

1.2. Ste¢eno naucno-istrazivacko iskustvo

Od 2011. godine zaposlen je kao asistent iz predmeta Biohemija | i Biohemija Il na departmanu
za hemiju na Univerzitetu u Misrati, Libija. Kao koautor objavio je jedan rad u medunarodnom
casopisu (M23) i sedam saopsStenje na medunarodnim skupovima od kojih je pet Stampano u
celosti (M33), dva rada u izvodu (M34).

Spisak objavljenih nau¢nih radova i saopstenja

Radovi objavljeni u ¢asopisima medunarodnog znacaja - M20

- Rad u medunarodnom ¢asopisu - M23

1. Elmalimadi, M.B., Stefanovi¢, A.B., Sekuljica, N.Z., Zuza, M.G., Lukovié, N.D., Jovanovi¢,
J.R., Knezevi¢-Jugovi¢, Z.D., The synergistic effect of heat treatment on alcalase-assisted
hydrolysis of wheat gluten proteins: Functional and antioxidant properties (2017) Journal of
Food Processing and Preservation, Article in Press, DOI: 10.1111/jfpp.13207 1F(2015) 0,894,
ISSN: 0145-8892.

Zbornici medunarodnih nauénih skupova - M30

- Saopstenja sa medunarodnog skupa Stampana u celini - M33

1. Jovanovi¢ J., Stefanovié, A., Grbav¢ié, S., Sekuljica, N., Elmalimadi, M., Bugarski, B.,
Knezevi¢- Jugovié, Z., 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, 732-739, 25-29 May 2015, ISBN 978-80-89475-14-8

2. Elmalimadi M., Stefanovi¢, A., Jovanovié, J., Sekuljica, N., Tanaskovi¢, S., Antov, M.,
Knezevi¢-Jugovi¢, Z., Functional improvements in wheat gluten through alcalase-assisted
hydrolysis and thermal pretreatment, Editor: Markos, J., In Proceedings of the 43th International
Conference of Slovak Society of Chemical Engineering, Tatranské Matliare, Slovakia, 874-882,
23-27 May 2016, ISBN 978-80-89597-35-2

3. Knezevi¢-Jugovi¢ Z., ElImalimadi M., Stefanovi¢ A., Jovanovi¢ J, Jakoveti¢ Tanaskovi¢ S.,
Bugarski B., Antioxidant Properties of hydrolysates of wheat gluten as influenced by process
conditions, Editor: Miladin Gligori¢, In Proceedings of V International Congress "Engineering,
Ecology and Materials in the Processing Industry”, Jahorina, Bosnia and Herzegovina, 145-153,
March 15-17th 2017, CD Proceedings, ISBN 978-99955-81-22-0

4. Knezevi¢-Jugovi¢ Z., Jovanovic¢ J., Stefanovi¢ A., Jakoveti¢ S., Grbav¢i¢ S., EImalimadi M.,
Bugarski B., Hydrolysis of egg white and wheat proteins with protease from Bacillus
licheniformis: fractionation and identification of bioactive peptides, Editor: Markos, J., In




Proceedings of the 42nd International Conference of Slovak Society of Chemical Engineering,
Tatranské Matliare, Slovakia, 753-753, 25-29 May 2015, ISBN 978-80-89475-14-8

5. Elmalimadi B. Mohamed, Bahout A. Ali (2013): Concentration of Some Trace Elements in
Raw Milk and Baby Food. International Conference on Chemistry, Istanbul, Turkey. ICC 2013,
June 20-21 2013, pp 423-4217.

- Saopstenja sa medunarodnog skupa Stampana u izvodu - M34

1. Hameda B., Bahoot, A., EImalimadi M. (2010) : Levels of Toxic Metals in Samples of Infant
Formula. Accumulation in foods and crops. 15™ ICHMET, Warsaw, Poland, pp 392- 394.

2. Ali A. Bahout, Mohamed B. Elmalimadi, (2016) : Cadmium and Lead Residues in Raw
Cow’s Milk Marketed in Misurata City, Libya . 8" International Toxicology Symposium in
Africa. 29" to 31 August 2016., Giza , Egypt . Peer Reviewed Conference Proceedings.pp 130-
131.

1.3. Ocena podobnosti kandidata za rad na predlozenoj temi

Uzimaju¢i u obzir dosadaS$nji rad i rezultate ostvarene tokom naucno-istrazivackog rada,
Mohamed Bashir Elmalimadi, master, pokazao je interes, sklonost i sposobnost za bavljenje
nauc¢no-istraziva¢kim radom. Iz oblasti istraZivanja, iz koje se predlaZze tema doktorske disertacije,
do sada je objavio jedan nauc¢ni rad Stampan u medunarodnom cCasopisu, kao i viSe saopstenja na
medunarodnim skupovima. Kandidat poseduje i odli¢no znanje engleskog i ima iskustva u
koriséenju razlicitih 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 Mohamed Bashir Elmalimadi, master,
ispunjava sve potrebne uslove za rad na predloZenoj temi doktorske disertacije.

1. Predmet i cilj nau¢nog istraZivanja

Predmet naucnog istrazivanja ove doktorske disertacije je enzimska hidroliza p$eni¢nog
glutena u cilju poboljSavanja njegovih funkcionalnih i bioloskih svojstava.

Povecanje ljudske populacije na globalnom nivou tokom poslednjih decenija je u mnogome
uticalo na potraznju za prehrambenim proizvodima bogatim proteinima i koriS¢enje biljnih
proteina je privuklo zna¢ajnu paznju. U tom smislu pSeni¢ni gluten, koji se dobija kao sporedni
proizvod tokom procesa izvdajanja pSenicnog skroba u mokrom postupku prerade psSenicnog
braSna, moze da bude veoma vazna sirovina zahvaljuju¢i odgovaraju¢em aminokiselinskom
sastavu i nutritivnim svojstvima, kao i raspolozivosti u velikim koli¢inama.

Gluten je kompleksan protein koji predstavlja rezervne proteine pSenice i sastoji se iz dve
frakcije: glijadina, rastvorljivih u alkoholu, i glutenina, nerastvorljivih u alkoholu, ali
rastvorljivih u razblazenim kiselinama ili bazama. Glutenini, koji mogu da izgraduju polimere
velike molekulske mase zahvaljuju¢i sposobnosti da obrazuju disulfidne veze i hidrofobne
interakcije, doprinose ¢vrstoéi i viskoelastiénim osobinama glutena i testa. Sa druge strane,
glijadini su heterogene smeSe monomernih proteina ¢ija se molekulska masa kre¢e u opsegu od
30-80 kDa i doprinose viskozitetu i rastegljivosti testa.

Iako pSeni¢ni gluten spada u kvalitetne proteine zbog pogodnog aminokiselinskog sastava
i velike bioloske vrednosti, njegova Sira komercijalna primena kao proteinskih dodataka ishrani
je ograni¢ena zbog alergenosti, nedovoljne digestivnosti i male rastvorljivosti, naro¢ito u blizini



izoelektri¢ne tacke (pH 6-7). Rastvorljivost proteina je najbitnije funkcionalno svojstvo buduci
da protein mora biti rastvoran da bi se uspe$no implementirao u razli¢ite prehrambene proizvode.
Druga funkcionalna svojstava (emulgovanje, geliranje ili penivost) takode =zavise od
rastvorljivosti proteina. Poboljsanje rastvorljivosti, emulgujucih i geliraju¢ih svojstava glutena
doprinelo bi povecanju lepeze proizvoda u koje se ovi proteini mogu dodavati kao emulgatori ili
gelirajuci agensi. Kontrolisanom enzimskom hidrolizom glutena potencijalno se mogu unaprediti
funkcionalna i bioloSka svojstva ovog proteina i valorizovati njegova primena u proizvodnji
funkcionalne hrane.

Mala rastvorljivost glutena moze se objasniti jakim intermolekulskim interakcijama, kao
§to su vodoni¢ne veze i hidrofobne interakcije, i veli¢inom molekula. Neka istrazivanja, pak,
pokazuju da niska rastvorljivost glutena nije zbog slabih voda-protein interakcija, ve¢ zbog jakih
protein-protein interakcija. Takode, na nisku rastvorljivost utiCu visoke koncentracije prolina i
leucina tako da na povrSini molekula nema puno polarnih i naelektrisanin grupa, Sto je
razumljivo uzimaju¢i u obzir njihov hidrofoban karakter. Na¢in da se ovaj problem prevazide
jeste izazivanje promene sekundarne i tercijarne strukture proteina mehanickim i termickim
tretmanima ili njihovo prevodenje u manje peptide hidrolizom. U tom smislu, savremena
istrazivanja su usmerena na enzimsku hidrolizu pomocu proteolitickih enzima zbog njihove
specificnosti tako da se moze racionalno pristupiti izboru proteaze u skladu sa odabranim
mestima napada, odnosno peptidnim vezama koje je potrebno raskinuti, da bi se dobio
odgovarajuci profil peptida u hidrolizatima. Pored toga, prednosti enzimske hidrolize u ovim
postupcima su blagi reakcioni uslovi, smanjeno obrazovanje sporednih proizvoda i dobijanje
neobojenih hidrolizata boljeg kvaliteta.
viskozni, lakSe se umeSavaju, imaju vecu rastvorljivost u vodi i smanjen alergeni potencijal.
Medutim, ova svojstva u velikoj meri zavise od nacina i intenziteta pretretmana, vrste proteaze,
reakcionih uslova i stepena hidrolize, odnosno neodgovarajuéi pretretman i/ili prekomerna
hidroliza, ne samo da nece dovesti do unapredenja, ve¢ mogu i da prouzrokuju pogorsanje
tehnolosko-funkcionalnih svojstava. Pored toga, dobijeni hidrolizati Cesto imaju gorak i
neprijatan ukus, a mogu da zadrze i alergenost nakon procesa. Zbog toga, u ovoj disertaciji ¢e se
posvetiti znaCajna pazZnja optimizaciji tehnoloSkih i reakcionih parametara pretretmana i
enzimskog procesa u cilju dobijanja tehnolosko funkcionalnih hidrolizata odgovarajucih
nutritivnih 1 organoleptic¢kih svojstava.

Slede¢i cilj ove disertacije je dobijanje hidrolizata glutena, koji ne samo da imaju
odgovarajuca tehnolosko funkcionalna svojstva, nego da su i bioloski aktivni. Kontrolisanom i
parcijalnom hidrolizom proteina mogu se unaprediti njihova fizicko-hemijska svojstva, smanjiti
alergenost, ali i osloboditi bioaktivni peptidi koji im dodeljuju dodatna svojstva funkcionalne
hrane. Bioaktivnim peptidima se smatraju proteinski fragmenti koji su neaktivni unutar sekvence
inicijalnog (roditeljskog) proteina i koji mogu da se oslobode iz prekursora proteina na vise
nacina, pri ¢emu se u ovom radu razmatra samo hidroliza (proteoliza) proteolitickim enzimima
poreklom iz mikroorganizama, Zivotinja ili biljaka. Ovi peptidi su veli¢ine izmedu 2 i 20
aminokiselina i molekularne mase do 6000 Da, poseduju razli¢ite bioloSke aktivnosti i lakSe se
intestinalno apsorbuju jer su bolje rastvorni i manjih dimenzija. Molekulska masa i strukturne
karakteristike, kao §to je hidrofobnost, uticu na glavne transportne puteve kod peptida. Do sada
je utvrdeno da se peptidi sa 2-6 aminokiselina brze apsorbuju u poredenju sa proteinima i
slobodnim aminokiselinama. Takode je zabelezeno da dipeptidi, tripeptidi i neSto duzi
polipeptidni lanci (10-51 aminokiselina) mogu da produ zid creva netaknuti i ispolje svoju



bioloske funkcije na nivou tkiva. Medutim, $to je molekulska masa peptida veca, to se smanjuje
njegova Sansa da prode intestinalne barijere.

Mnoge studije su sprovedene kako bi se utvrdilo antioksidativno dejstvo hidrolizata ili
bioaktivnih peptida iz razliCitih prirodnih biljnih ili Zivotinjskih proteina. Tac¢an mehanizam
njihove antioksidativne aktivnosti jos uvek nije u potpunosti objasnjen, ali mnogobrojne studije
pokazuju da su oni inhibitori lipidne peroksidacije, sakupljaci slobodnih radikala i helatori
prelaznih metala. Generalno njihova antioksidativna aktivnost se povezuje sa njihovim sastavom,
strukturom i hidrofobnos¢u. Npr. aminokiseline Tyr, Trp, Met, Lys, Cys, i His pokazuju
antioksidativnu aktivnost, budu¢i da imaju aromati¢ni ostatak koji moze da donira protone
radikalima, dok je antioksidativna aktivnost peptida koji sadrzi His vezana za doniranje
vodonika, inhibiciju lipid-peroksidnog radikala i/ili njegovu sposobnost heliranja metala. Sa
druge strane, SH grupa cisteina ima nezavisno klju¢nu antioksidativnu aktivnost usled direktne
interakcije sa radikalima. Medutim, pored aminokislinskog sastava, veliki uticaj na
antioksidativnu aktivnost ima i njihova sekvenca. Pokazano je na istrazivanju koje je obuhvatalo
sintezu razli¢itih varijacija antioksidativnog peptida Leu-Leu-Pro-His-His, koji nastaje
hidrolizom konglicina, proteina iz soje, da aktivnost ovog peptida najviSe zavisi od His-His
segmenta i da njegova aktivnost opada uklanjanjem histidinskog ostatka na C-terminalnom kraju.
U istom istrazivanju je zaklju¢eno da Pro-His-His sekvenca pokazuje najveéu antioksidativnu
aktivnost medu svim testiranim varijacijama ovog peptida. U drugom istrazivanju je isto tako
utvrdeno da svaka promena u redosledu 1 sastavu tripeptida rezultuje drugacijom
antioksidativnom aktivno$¢u. Takode, pokazalo se da odredene aminokiseline pokazuju vecu
antioksidativnu aktivnost kada se nalaze u obliku dipeptida. Suprotno ovim nalazima, pokazalo
se i da peptidna veza moze da redukuje antioksidativnu aktivnost aminokiselina koje je grade.
Zakljucak je da se peptidna formacija moze dvojako ponaSati, moze rezultovati i sinergetskim 1i
antagonistickim efektom u slucaju antioksidativne aktivnosti. Na kraju, utvrdeno je da je
antioksidativna aktivnost hidrolizata povezana sa koncentracijom i molekulskom masom
hidrolizata. Tako, antioksidativna aktivnost peptida molekulske mase 500 — 1500 Da, koji su
dobijeni hidrolizom glutena iz kukuruza, je bila ve¢a nego aktivnost peptida molekulske mase
ispod 500 Da i preko 1500 Da. Kod peptida dobijenih iz konglicina, trend je bio suprotan, Sto
ukazuje na potrebu za pojedinacnim ispitivanjima u sluc¢aju svakog proteinskog izvora.

U toku izvodenja enzimske reakcije na antioksidativnu i bioloSku aktivnost, uopSte, mogu
uticati uslovi rada prilikom izvodenje hidrolize proteina, tip proteaze, stepen hidrolize, struktura
peptida i njihova koncentracija, nacin izolovanja iz hidrolizata. Nedavna istrazivanja su pokazala
da pSeni¢ni gluten 1 njegovi hidrolizati imaju vecu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
proteinima kukuruza ili graska, sto su doveli u vezu sa znacajno ve¢im sadrzajem disulfidnih
veza (45,37 nmol/mg) i ukupnog cisteina (93,88 nmol/mg) u poredenju sa proteinima kukuruza
ili graska. Uprkos industrijskom znacaju pSeni¢nog glutena kao multifunkcionalnog ingradijenta,
veoma malo se zna o proizvodnji antioksidativnih peptida iz ovog proteina kao i uticaju
operativnih uslova na stepen hidrolize i antioksidativnu aktivnost hidrolizata.

Enzimska hidroliza proteina u industrijskim uslovima se naj¢es$¢e odvija u Sarznom reaktoru
sa mehanickim meSanjem, pri ¢emu dolazi do nekoliko problema poput inhibicije enzima
proizvodima reakcije, inaktivacije enzima smicajnim silama i problema zaustavljanja reakcije.
Narocito je hidroliza glutena u tim uslovima otezana jer je gluten nerastvoran i pri veéim
koncentracijama dobijaju se viskozni disperzioni sistemi, $to prouzrokuje dodatne mehanicke
probleme pri pumpanju i meSanju ovih sistema i negativno utie na prenos mase i toplote.
Adekvatnim meSanjem treba da se spreci i taloZenje tezih Cestica na dno reaktora, $to vodi ka



smanjenju aktivne zapremine, odnosno zapremine u kojoj se odigrava reakcija. Razmatrajuéi
generalno hidrolizu proteina, u istraZzivanjima se obi¢no Koristi orbitalno meSanje u Sejkerima ili
uz pomo¢ magnetne mesalice, dok veoma mali broj radova u literaturi razmatra uticaj geometrije
mesalice, brzine i nafina meSanja na hidrolizu proteina. O uticaju meSanja na hidrolizu
pSeni¢nog glutena nema podataka, tako da ¢e se jedan deo istrazivanja u ovoj doktorskoj tezi
odnositi na ovu problematiku.

Osnovni cilj ove disertacije je da se doprinese razumevanju uticaja termi¢kog pretretmana i
procesnih parametara pri izvodenju enzimske hidrolize pSeni¢nog glutena na tehnoloSko-
funkcionalna i bioloska svojstva dobijenih hidrolizata. Stoga se ciljevi istrazivanja obuhvaceni
ovom doktorskom disertacijom mogu podeliti u nekoliko celina:

1. Utvrdivanje optimalnih procesnih parametara i naina izvodenja toplotnog pretretmana

glutena sa aspekta strukture i funkcionalnih svojstava tretiranih proteina;

2. Ispitivanje uticaja toplotnog pretretmana na denaturaciju proteina glutena prac¢enjem
promene strukture proteina, stepena hidrofobnosti povrSine, sadrzaja ukupnih i reaktivnih
sulthidrilnih grupa, i veli¢ine agregiranih molekula proteina nakon pretretmana;

3. Utvrdivanje optimalnih procesnih parametara i nacina izvodenja toplotnog pretretmana
glutena sa aspekta izvodenja naknadne enzimske hidrolize i bioloSke aktivnosti
hidrolizata;

4. Optimizacija procesa enzimske hidrolize u pogledu izbora jedne ili kombinacije vise
proteaza i stepena hidrolize sa aspekta tehnoloSko-funkcionalnih svojstava hidrolizata
(rastvorljivosti pri razli¢itim pH vrednostima, penivosti, stabilnosti pene, emulgujucih i
gelirajucih svojstava, sposobnosti vezivanja vode i ulja i drugo);

5. Optimizacija procesnih parametara enzimske hidrolize u Sarznom reaktoru sa
mehani¢kim meSanjem kao Sto su temperatura, pH, odnos enzim/supstrat, pocetna
koncentracija glutena u pogledu stepena hidrolize i tehnoloSko-funkcionalnih svojstava
hidrolizata;

6. Utvrdivanje uticaja geometrije meSalice i brzine meSanja na brzinu enzimske reakcije 1
stepen hidrolize;

7. Odabir odgovarajuce proteaze ili odgovarajuée kombinacije dve ili vise proteaza za
dobijanje hidrolizata proteina glutena sa antioksidativnim aktivnostima;

8. Optimizacija efikasnih separacionih tehnika poput membranskih separacionih tehnika,
preparativne gel-filtracione hromatografije i jonoizmenjivacke hromatografije, ¢ime Ce se
omoguciti dobijanje frakcija bioaktivnih peptida u ve¢im koli¢inama pogodnih za dalju
karakterizaciju;

9. Utrdivanje realacije izmedu strukture i sekvence peptida izolovanih iz hidrolizata
proteina glutena i antioksidativne aktivnosti;

10. Razvoj membranskog reaktorskog sistema koji bi se sastojao iz Sarznog reaktora sa
mehanickim mesSanjem 1 membranskog modula sa membranom tacno odredenih
performansi za dobijanje frakcije peptida sa najve¢om antioksidativnom aktivno$éu i u
velikom prinosu.

Relevantni bibliografski izvori povezani sa predmetom istrazivanja ove doktorske disertacije,
koji ujedno predstavljaju polaznu osnovu za dalji tok istraZivanja su:

1. Cian RE, Vioque J, Drago SR. 2015. Structure-mechanism relationship of antioxidant and
ACE 1 inhibitory peptides from wheat gluten hydrolysate fractionated by pH. Food Res. Int.
69:216-223. doi:10.1016/j.foodres.2014.12.036



2. Day L, Augustin MA, Batey IL, Wrigley CW. 2006. Wheat gluten uses and industry needs.
Trends Food Sci. Technol. 17:82-90. doi:10.1016/j.tifs.2005.10.003

3. Deng L, Wang Z, Yang S, Song J, Que F, Zhang H, Feng F. 2016. Improvement of functional
properties of wheat gluten using acid protease from Aspergillus usamii. PLOS ONE
11(7):e0160101. doi:10.1371/journal.pone.0160101

4. Drago SR, Gonzalez, RJ. 2001. Foaming properties of enzymatically hydrolysed wheat gluten.
Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 1:69-273. doi:10.1016/S1466-8564(00)00034-5

5. Ellouzi Sz, Driss D, Maktouf S, Blibech M, Affes M, Kamoun H, Chaabouni SE, Ghorbel
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7. Jin D-X, Liu X-L, Zheng X-Q, Wang X-J, He J-F. 2016. Preparation of antioxidative corn
protein hydrolysates, purification and evaluation of three novel corn antioxidant peptides. Food
Chem 204:427-436. doi:10.1016/j.foodchem.2016.02.119

8. Koo SH, Bae 1Y, Lee S, Lee D-H, Hur B-S, Lee HG. 2014. Evaluation of wheat gluten
hydrolysates as taste-active compounds with antioxidant activity. J Food Sci. Technol.
51(3):535-542. d0i:10.1007/s13197-011-0515-9

9. Nouri L, Legrand J, Popineau Y, Belleville P. 1997. Enzymatic hydrolysis of wheat proteins
part 1. Enzymatic kinetics and study of limited hydrolysis in a batch stirred reactor. Chemical
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wheat glutenins extracted in alkaline ethanol solution. Int. J. Food Sci. Tech. 44(9):1743-1747.
doi: 10.1111/j.1365-2621.2009.01990.x

12. Wang L, Ding L, Yu Z, Zhang T, Ma S, Liu J. 2016. Intracellular ROS scavenging and
antioxidant enzyme regulating capacities of corn gluten meal-derived antioxidant peptides in
HepG2 cells. Food Res. Int. 90:33-41. doi:10.1016/j.foodres.2016.10.023

13. Zili¢ S, Akillioglu G, Serpen A, Bara¢ M, Gokmen V. 2012. Effects of isolation, enzymatic
hydrolysis, heating, hydratation and Maillard reaction on the antioxidant capacity of cereal and
legume proteins. Food Res. Int. 49:1-6. doi:10.1016/j.foodres.2012.06.031

14. Elmalimadi, M.B., Stefanovi¢, A.B., gekuljica, N.Z., Zuza, M.G., Lukovié, N.D., Jovanovi¢,
J.R., Knezevi¢-Jugovi¢, Z.D. The synergistic effect of heat treatment on alcalase-assisted
hydrolysis of wheat gluten proteins: Functional and antioxidant properties (2017) Journal of
Food Processing and Preservation, Article in Press. DOI: 10.1111/jfpp.13207

2. Polazne hipoteze

Predlozena istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije polaze od hipoteze da se
kontrolisanom i parcijalnom enzimskom hidrolizom nativnih proteina pseni¢nog glutena mogu
pooljsati tehnolosko-funkcionalna svojstva glutena poput rastvorljivosti, penivosti, emulgujuéih i
gelirajucih svojstava. U prilog ovoj hipotezi idu neka istrazivanja vezana za hidrolizu glutena
fungalnom proteazom iz Aspergillus oryzae koja su pokazala da se rastvorljivost povecava sa



stepenom hidrolize u ¢itavom ispitivanom opsegu, dok se penivost povecava do nekog kriticnog
stepena hidrolize od oko 14%, kada naglo opada. Zakljucak je da protein mora da zadrzi neki
minumum strukture da bi ispoljavao dobar kapacitet i stabilnost penjenja. U drugoj studiji
enzimske hidrolize pSeni¢nog glutena bakterijskom proteazom, utvrdeno je da ovaj kriti¢ni
stepen hidrolize treba da bude jo$ manji, ispod 5%, da bi hidrolizat imao odgovarajucu penivost i
emulgujuca svojstva. Medutim, postignuta tehnolosko-funkcionalna svojstva hidrolizata glutena
jos§ uvek nisu dovoljno unapredena za komercijalnu primenu. Isto tako, usled dejstva proteaza
mogu se poboljSati senzorna svojstva proteina, ali treba voditi racuna o tome da prekomorna
hidroliza dovodi do oslobadanja gorkih peptida, ¢cime se narusava ukus proizvoda. U ovom radu
se pretpostavlja da ¢e se primenom odgovarajuce proteaze ili kombinacijom dve i viSe proteaza,
kao i pazljivom optimizacijom stepena hidrolize i ostalih procesnih parametara dobiti hidrolizat
sa znaCajno poboljSanim slede¢im svojstvima: organoleptickim osobinama, rastvorljivosti pri
razli¢itim pH vrednostima, emulguju¢im svojstvima, penivosti i geliraju¢im svojstvima.

Potrebno je ista¢i da dobijanje hidrolizata koji ¢e istovremeno zadovoljiti viSe zahteva kao,
na primer, zadrzati odgovarajuca organolepticka i nutritivna svojstva uz poboljSana tehnolosko
funkcionalna svojstva, nije jednostavan zadatak i zahteva primenu odgovarajuc¢eg pretretmana,
najéesce termickog, kao i vise od jedne proteaze u jednostepenom ili visestepenom enzimskom
procesu. Stoga je najefikasnije gluten fizi¢ko-hemijskim tretmanom ,,pripremiti* za enzimsku
hidrolizu, odnosno denaturisati, tako da se peptidne veze u unutradnjosti molekula izloze dejstvu
proteaza. Ovaj pretretman moze znacajno uticati na specificnost proteaza jer neke veze unutar
molekula mogu ostati nedostupne dejstvu enzima, a time i na funkcionalna i na biolosSka svojstva
hidrolizata. Pored toga, primena pretretmana moze dovesti do usloZnjavanja i poskupljivanja
celokupnog procesa. Zbog toga, treba da bude pazljivo optimizovan kako sa aspekta
funkcionalnih i bioloskih svojstava proteina, tako i sa aspekta efekta na samu enzimsku hidrolizu
I ukupne performanse procesa.

Sledaca hipoteza od koje se polazi u ovoj disertaciji je da ¢e se pravilnim izborom nacina
meSanja i geometrije mesalice, kao i podeSavanjem brzine meSanja, unaprediti prenos mase i
toplote u ovom disperznom sistemu i omoguciti rad sa ve¢im pocetnim koncentracijama glutena.
Naime, u nekoliko istrazivanja koja se bave hidrolizom pSeni¢nog glutena, pocetne koncentracije
proteina su svega 1-10 %. Rad sa koncentrovanijim supstratima ima velikih prednosti poput
smanjenih potreba za koncentrovanjem i izdvajanjem proizvoda i mogucnost postizanja vecih
prostorno-vremenskih prinosa reaktora.

Jedna od hipoteza je da ¢e primenom odgovarajuéeg pretretmana i kontrolisanom i
selektivnom enzimskom hidrolizom dobiti bioaktivni peptidi koji poseduju antioksidativnu
aktivnost. Pretpostavlja se da ¢e se uspostaviti neka korelacija izmedu strukture, molekulske
mase i sekvence peptida i antioksidativne aktivnosti. Isto tako, slede¢a hipoteza polazi od toga da
se bioaktivni di-, tri- i oligopeptidi oslobodeni kontrolisanom enzimskom hidrolizom
pretretiranog glutena mogu uspesno izolovati iz smeSe membranskim separacionim tehnikama i
hromatografskim tehnikama na frakcije peptida tacno definisanih veli¢ina polipetidnih lanaca,
koje poseduju poboljSane bioloSke aktivnosti u odnosu na nativni gluten i hidrolizate. U
literaturi, na opisan nacin izolovan je i okaraterisan znacajan broj bioloski aktivnih peptida iz
nekih prirodnih proteina. Medutim, malo se radova odnosi na pSeni¢ni gluten. U jednom od
istrazivanja, peptidi koji imaju potencijalnu anitoksidativnu aktivnost su razdvojeni od
hidrolizata pSeni¢nog glutena primenom jonoizmenjivacke i1 gel filtracione hromatografije.
Peptidi iz najaktivnijih frakcija izdvojeni na Sephadex G-25 koloni su dalje razdvajani koristeci
teCnu hromatografiju visokih performansi (HPLC). Pokazano je da su aminokiselinske sekvence



ovih peptida bile Leu-GIn-Pro-Gly-GIn-Gly-GIn-GIn-Gly i Ala-GlIn-Ile-Pro-GIn-GIn. Oko 30%
ovih ostataka aminokiselina su hidrofobni i u velikoj meri doprinose sposobnosti ostataka da
formiraju agregate proteina hidrofobnim interakcijama i da vezuju nepolarne supstance.
Pretpostavka u ovoj disertaciji je da ¢e se pravilnim odabirom uslova termi¢kog pretretmana
glutena, izborom jedne ili kombinacijom dve i viSe proteaza razli¢itog porekla, kao i
podesavanjem stepena hidrolize iz glutena izdvojiti nove sekvence bioaktivnih peptida Cija ¢e
antioksidativna aktivnost biti potvrdena razli¢itim metodama.

Jos jedna od hipoteza je da ¢e na osnovu definisanih tehnoloskih i procesnih parametara biti
moguce dizajnirati membranski sistem koji se sastoji od Sarznog reaktora sa odgovarajuéim
na¢inom meSanja 1 membranskog modula sa membranom definisanih performansi za
proizvodnju po sastavu ujednacenih hidrolizata glutena, kao i frakcije peptida tatno definisane
antioksidativne aktivnosti.

4. Nauéne metode istraZivanja

Enzimska reakcija hidrolize pseni¢nog glutena ¢e se izvoditi u Sarznom reaktoru cilindri¢nog
oblika sa automatskom kontrolom temperature +0,5 °C i pH vrednosti +0,1 uz kontrolisano
mehanicko mesanje i ostale hidrodinamicke uslove. Napredovanje i tok enzimske reakcije pratic¢e
se na osnovu stepena hidrolize koji je direktno proporcionalan koli¢ini a-amino grupa koje se
oslobode u toku reakcije i1 koli¢ini utroSene baze za odrzavanje konstantne vrednosti pH.
Koli¢ina oslobodenih a-amino grupa ¢e se kvantitativno odredivati spektrofotometrijskim
metodama i to sa 2,4,6-trinitrobenzensulfonskom kiselinom (TNBS) i ninhidrinskom metodom.
U radu ¢e se ispitati uticaj razli¢itih tipova meSalica i to propelerske mesalice, meSalice sa
zakoSenim lopaticama, helikoidalne mesalice i sidraste meSalice kao i brzine meSanja na brzinu
reakcije i stepen hidrolize.

Promene u strukturi glutena nakon termickog pretretmana i hidrolize prati¢e se pomocu
Ramanove 1 FTIR spektroskopije. Ramanova spektroskopija odlicno detektuje ¢ak 1 veoma male
promene u sekundarnoj strukturi proteina na osnovu promene intenziteta i polozaja pikova,
narocito u oblasti amida I (1600-1700 cm™), amida 11 (1510-1560 cm™) i amida 111 (1200-1300
cm™). U sludaju korid¢enja FTIR-spektroskopije potrebno je raditi u D,O zbog preklapanja
pikova u oblasti amida I i intenzivnog vibracionog pika vode na 1640 cm™.

Hidrofobnost pretretiranih, hidrolizovanih i intaktnih proteina glutena ¢e se odredivati
spektrofluorometrijski pomoéu sprektrofluorimetra (Horiba FluoroMax®4) prema originalnoj ili
modifikovanoj metodi iz literature.

Od tehnolosko funkcionalnih svojstava razmatrate se: penivost, emulgaciona svojstva,
rastvorljivost pri razli¢itim pH 1 geliraju¢a svojstva. Rastvorljivost proteina odredivace se
spektrofotometrijski na slede¢i nacin. 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. Posle
toga, analizirace se sadrzaj proteina u supernatantu i poc¢etnom uzorku standardnom metodom po
Loriju i na osnovu njihovih odnosa odredice se rastvorljivost proteina. Kapacitet i stabilnost pene
termicki pretretiranog glutena, hidrolizata i1 nativnog glutena odredivaée 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, 1 ofitavanju 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



spektrofotometrijskom metodom i biée izrazena kroz indekse emulgacione aktivnosti i1
stabilnosti. Sadrzaj ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih grupa, digestivnost hidrolizata merice se
spektofotometrijski prema modifikovanim metodama iz literature.

Gor¢ina hidrolizata koji su prethodno osuseni sprej susenjem odredivaée se na osnovu
subjektivnog oseéaja tri individue pri koncentraciji peptida 30 mg/cm? i izraZavati u jedinicama
koncentracije rastvora kofeina iste gorcine. Pre suSenja izvrsi¢e se uklanjanje soli iz hidrolizata
nakon zavrSene hidrolize dijalizom pomoc¢u standardnih creva za dijalizu naspram destilovane
vode.

Raspodela molekulske mase proizvednih hidrolizata glutena odredi¢e se izvodenjem SDS-
PAGE elektroforeze u jedinici za vertikalnu elektroforezu (Hoefer Ruby vertical system; GE
Healthcare Life Sciences, USA) kao i preparativne gel-filtracione hromatografije. 1zolovanje i
prec¢iscavanje frakcije peptida izvrSice se koriSéenjem ultrafiltracione jednice (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA) i odgovaraju¢ih membrana izradenih od regenerisane celuloze
razli¢itih veli¢ina pora, preparativnom gel-filtracionom i jonoizmenjivackom hromatografijom
primenom kolona za ¢ije punjenje ¢e se koristiti komercijalno dostupna suspenzija Toyopearl
HW-40F (metakrilni polimer sa uvedenim hidroksilnim grupama koji sluzi za razdvajanje
biomolekula u opsegu molekulskih masa 10-0,1 kDa), ali i drugi matriksi. Isto tako primenjivace
se 1 reverzno-fazna hromatografija visokoh perfomrmansi (RC-HPLC) primenom semi-
preparativne i analiticke C-18 kolone. Na osnovu karakterisanja frakcije peptida sa velikom
antioksidativnom aktivnosti, sproves¢e se dizajniranje proto¢nog membranskog reaktorskog
sistema sa SarZznim reaktorom i membranskim modulom odgovorajuce veli¢ine pora i/ili stepena
hidrofobnosti, koji ¢e omoguditi kontinualnu proizvodnju frakcije peptida tacno definisanih
svojstava.

Antioksidativna aktivnost hidrolizata i/ili frakcija peptida ispitac¢e se spektrofotometrijskim
merenjem sposobnosti hidrolizata i/ili frakcija peptida da:

- redukuju 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH") i 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina) radikalski katjon (ABTS™),

- inhibiraju oksidaciju pirogalola (tzv. metoda neutralizacije superoksid radikala, O5"),

- heliraju metalne jone (jone gvozda),

- inhibiraju lipidnu peroksidaciju na modelu peroksidacije linolne kiseline i

- inhibiraju lipidnu peroksidaciju na modelu peroksidacije emulzije B-karoten—linolna
kiselina.

Usled razlicitosti mehanizama delovanja antioksidativnih jedinjenja na reaktivne vrste
kiseonika, dobijene vrednosti antioksidativnin aktivnosti hidrolizata, frakcija peptida i
prec¢is¢enih peptida izrazene preko stepena inhibicije ili preko koli¢ine ekvivalenta standardnih
komercijalnih antioksidanata bi¢e uporedeni medusobno, ali i sa komercijalnim sintetickim
antioksidativnim sredstvima.

5. Oc¢ekivani naucni doprinos

Ocekuje se da rezultati dobijeni istrazivanjem u okviru ove doktorske disertacije daju naucni
doprinos izolovanju i karakterizaciji bioaktivnin peptida iz pSeni¢nog glutena, ali i u oblasti
unapredenja tehnolosko-funkcionalnih svojstava glutena i/ili njegovih hidrolizata. lako je u toku
razliCitih istraZivanja izolovan 1 identifikovan veliki broj novih peptida tokom proteolize razli¢itih
prirodnih proteina i njihovih frakcija, naro€ito kazeina, konglicinina i glicinina soje, ovalbumina,



lizozima, pa i glutena iz kukuruza, malo podataka se odnosi na antioksidativne peptide dobijene iz
pSeni¢nog glutena i/ili njegovih frakcija, glutenina i glijadina. Jedan od nau¢nih doprinosa ove teze
je i u otkrivanju novih sekvenci bioaktivnih peptida kao i razvoju postupaka za njihovu izolaciju i
precisc¢avanje.

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

e Nova saznanja o mogucnosti unapredenja tehnolosko-funkcionalnih svojstava
glutena termickim tretiranjem i kontrolisanom i parcijalnom enzimskom hidrolizom;

e Utvrdivanje uticaja parametara termickog pretretmana, narocito temperature i duzine
tretiranja, na strukturu, stepen hidrofobnosti i medusobne interakcije molekula
proteina glutena kao 1 na njthovu dostupnost hidrolizi razli¢itim proteazama;

e Utvrdivanje uticaja parametara termi¢kog pretretmana, narocito temperature i duzine
tretiranja, na tehnoloSko-funkcionalna svojstva glutena (rastvorljivost, penivost,
emulgujuca i gelirajuca svojstva);

e Uspostavljanje korelacije izmedu strukture, veli¢ine (potencijalne agregacije
molekula), stepena hidrofobnosti pretretiranin  molekula proteina i njihovih
tehnolosko-funkcionalnih svojstava;

e Optimizacija procesnih parametara pri enzimskoj hidrolizi glutena, stepena hidrolize
kao i izbor jedne ili kombinacije viSe proteaza u pogledu dobijanja hidrolizata sa
poboljSanim tehnolosko-funkcionalnim svojstvima; uspostavljanje korelacije izmedu
stepena hidrolize i funkcionalnosti hidrolizata;

e Utvrdivanje novih sekvenci peptida sa antioksidativnim aktivnostima iz pSeni¢nog
glutena kao i doprinos razumevanju mehanizma delovanja odabranih proteaza na
gluten i tumacenje njihove specifi¢nosti;

e Nova saznanja o uticaju mehanickog meSanja na enzimsku hidrolizu glutena u
Sarznom reaktoru koja mogu ukazati na mogucnosti poboljSanja njegove
konstrukcije sa aspekta izbora tipa meSalice i na¢ina meSanja;

e Utvrdivanje mehanizma antioksidativne aktivnosti izolovanih frakcija bioaktivnih
peptida iz pSenicnog glutena;

e Razvoj membranskog sistema koji se sastoji iz SarZznog reaktora i membranskog
modula koji ¢e omoguciti kontinualno dobijanje bioaktivne frakcije peptida tacno
definisanih svojstava.

6. Plan istrazivanja i struktura rada

Predlozena disertacija bice sacinjena iz nekoliko celina. Prva celina obuhvatic¢e ispitivanje
uticaja osnovnih parametara termickog pretretmana kao Sto su temperatura i duZina trajanja
pretretmana na stepen denaturacije proteina glutena. Pratice se molekulske promene sekundarne i
tercijarne strukture, stepena hidrofobnosti povrSine, sadrzaja ukupnih i reaktivnih sulfhidrilnih
grupa, ali i promene izazvane intermolekulskim interakcijama poput agregacije molekula.
Posebna paznja bi¢e posvecena odredivanju funkcionalnih svojstava u cilju pronalazenja
odgovarajuce korelacije izmedu stepena strukturnih promena i funckionalnosti proteina glutena.

U drugom delu ispitate se moguénost unapredenja tehnoloSko-funkcionalnih svojstava
glutena kontrolisanom enzimskom hidrolizom. Ispitace se uticaj meSanja na brzinu enzimske
reakcije. Nakon odabira odgovarajuceg rezima meSanja i tipa mesalice, ispitace se uticaj vrste
proteaze ili kombinacije viSe proteaza na stepen hidrolize i tehnolosko-funkcionalna svojstva.
Dalja optimizacija procesnih parametara pri enzimskoj hidrolizi glutena sa odabranom
proteazom poput temperature, pH, pocetne koncentracije glutena i odnosa enzim/supstrat vrsice
se primenom statistickih metoda i eksperimentalnih planova. U tom cilju primenic¢e se Box-



Behnken-ov eksperimentalni plan, a kao odgovori sistema posmatrace se stepen hidrolize,
rastvorljivost pri pH 6,5, kapacitet i stabilnost penjenja kao i indeksi emulgacione aktivnosti i
stabilnosti.

TreCa celina bi¢e posveéena optimizaciji procesnih parametara i nacinima izvodenja
enzimske hidrolize sa aspekta dobijanja frakcija di-, tri- i oligopeptida sa antioksidativnim
svojstvima.

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 definisace 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 razli¢itih pretretmana, prvenstveno pseni¢nog glutena, kao i istraZzivanja koja se odnose na
strukturne promene izazvane primenom odredenog pretretmana i enzimske hidrolize proteina kao
nacina poboljSanja funkcionalnih i bioloskih svojstava proteina. Takode, poseban osvrt ¢e biti dat na
teorijski prikaz poznatih mehanizama delovanja, svojstva i klasifikaciju proteaza koje mogu da
katalizuju reakciju hidrolize pSeni¢nog glutena. Detaljno ¢e biti dat pregled poznatih sekvenci
bioaktivnih peptida koji su izolovani iz razliCitih prirodnih proteina ili njihovih frakcija i1
dosadasnjih saznanja o vezi odgovarujuce strukture i sekvence peptida sa nekom od antioksidativnih
aktivnosti.

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

Materijali koris¢eni u izradi doktorske disertacije;

Opis 8arznog reaktora, meSalica i opreme koriS¢ene za eksperimentalna istraZivanja;

Prikaz tehnika 1 metoda za izvodenje eksperimenta;

Metode za odredivanje strukture proteina, stepena hidrofobnosti, veli¢ine i karakterizacije
Cestica (molekula proteina razlicitog stepena agregacije);

Detaljan prikaz metoda za odredivanje funkcionalnih svojstava proteina;

e Detaljan prikaz metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti hidrolizata 1 pojedina¢nih

frakcija peptida;

e Membranske separacione tehnike za razdvajanje peptida;

e Semipreparativne hromatografske tehnike za razdvajanje peptida;

o Karakterisanje peptida primenom te¢ne hromatografija sa masenom spektrometrijom

(LC/MS).

U poglavlju Rezultati i diskusija bi¢e prikazani i diskutovani dobijeni rezultati. Detaljno ¢e
biti uporedeni rezultati dobijeni primenom termickog pretretmana. Dobijeni rezultati sa
razli¢itim proteazama ili kombinacijom viSe proteaza koje deluju po endo- ili egzo-mehanizmu
¢e se dalje uporedivati, a sve u cilju selekcije optimalnih uslova koji ¢e najviSe uticati na brzinu
reakcije hidrolize i funkcionalna svojstva hidrolizata. Dobijeni rezultati nakon izolovanja i
karakterizacije peptidnih frakcija ¢e se dalje uporedivati u cilju dobijanja bioloski aktivne
peptidne frakcije. Na osnovu ovih rezultata, razvice se membranski reaktorski sistem za
proizvodnju frakcije peptida tacno definisanih bioloskih svojstava.

Ovo poglavlje sadrzace prikaz i diskusiju sledec¢ih eksperimenata:

= Uticaj termickog pretretmana na strukturu i tehnolosko-funkcionalna svojstva glutena;

= Optimizacija jednostepene i dvostepene enzimske hidrolize pSeni¢nog glutena u Sarznom

reaktoru sa mehanickim mesanjem sa aspekta izbora proteolitickog enzima i mehani¢kog
mesanja;



» Optimizacija enzimske hidrolize psSeni¢nog glutena u Sarznom reaktoru u pogledu
rastvorljivosti, penivosti, emulgacionih i geliraju¢ih svojstava;
= Korelacija izmedu stepena hidrolize i tehnolosko-funkcionalnih svojstava hidrolizata
glutena;
= Uticaj specifi¢nosti proteaze i stepena hidrolize na antioksidativna svojstva hidrolizata,;
= Optimizacija procesnih parametara pri enzimskoj hidrolizi glutena u pogledu
antioksidativne aktivnosti hidrolizata;
= |zolovanje i razdvajanje peptide na frakcije primenom membranskih separacionih i
hromatografskih tehnika;
= Antioksidativna aktivnost i karakterisanje izdvojenih frakcija peptida;
* Enzimska hidroliza pSeni¢nog glutena u membranskom sistemu za dobijanje frakcije
peptida definisanih svojstava.
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, ukljucuju¢i i naucne
publikacije proistekle iz istraZzivanja u okviru ove disertacije.

7. Zakljucak i predlog

Na osnovu iznetog, Komisija smatra da je tema predlozene doktorske disertacije kandidata
Mohamed Bashir Elmalimadi pod nazivom , Funkcionalna i bioloSka svojstva pSeni¢nog
glutena modifikovanog enzimskim postupcima® (Functional and biological properties of
enzymatically modified wheat gluten) nau¢no zasnovana i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu
da je prihvati. Komisija, takode smatra, da je kandidat podoban za realizaciju ove teze. Za
mentora se predlaze dr Zorica KneZevi¢-Jugovi¢, redovni profesor Tehnolosko-metalurskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Kandidat piSe i brani doktorsku disertaciju na englekom jeziku. IstraZzivanja 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 10.04.2017. Komisija:
Dr Zorica KnezZevi¢-Jugovié, redovni profesor
Univerziteta u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

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

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

Dr Radivoje Prodanovi¢, vanredni profesor
Univerziteta u Beogradu, Hemijski fakultet
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