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3a JaBame CarJIAaCHOCTH HA OUIYKY O IPUXBaTamby TeMe JOKTOPCKe JUcepTaiuje
4 0 oapehuBamy MeHTOpA

Momnumo na, cxogHo wiany 47. cr. 5. Tad. 3. Craryra YuuBep3urera y beorpany ("I'macauk YHuBep3ureTa",
6poj 186/15-peunmihenn tekct u 189/16), mare carimacHOCT Ha OUTYKY O IPHUXBATamy TeMeE JOKTOPCKE
TUcepTaIyje:

EnsumMcka MOanpuKanuja NeHNnYHOT TIYyTEHA Y HU/bY CMAHbEHA HETOBE JIEPreHOCTH U
no60/bamka PyHKIMOHATHHUX CBOjcTaBA

(TTyH Ha3UB IpEUIOKEHE TeMe JOKTOPCKE JHCEepTaLlije)

HAVYHA OBJIACT TEXHOJIOIIKO NHXEWBEPCTBO

MTOJIALIY O KAHJIUJIATY:



I/IMG, nM¢E je}mor o4 poAuTeJba U MPE3UME KaHAuaaTa:

Wpana (Baagan)l a3zukanosuh

[IperxonHo oOpa3zoBame (Ha3KB U ceauITe aKyITeTa, CTYANUjCKU

mporpam):
Yuusep3urer y beorpany,

Texnonomko-Metaypmik pakynrer,Macrtep cryamnje, Macrep HH:Kemep TEXHOJIOTHje

lN'oauna 3aBpiieTka
nperxoaHor HuBoa cryamja:  2016.

l'oauna ynuca Ha TOKTOPCKE CTYyaHje: 2016.

Hasus cryaujckor nporpama
JOKTOPCKUX CTyIHja! BroxemMmjko HHXEHEPCTBO U OMOTEXHOIOTH]ja




I[NOJALIM O MEHTOPY:

Nwme n npezume menrtopa: ap 3opuna Kuexxesuh-Jyrosuh

3Bame: Penosau mpodecop

Crcak paoBa Koju KBaTu(UKYjy MEHTOpa 3a Bol)ere TIOKTOPCKE IucepTaluje:

1. Burovi¢, S., Nikolié, B., Lukovié¢, N., Jovanovié, J., Stefanovié, A., Sekuljica, N., Mijin, D.,
Knezevi¢-Jugovié, Z., The impact of high-power ultrasound and microwave on the phenolic acid
profile and antioxidant activity of the extract from yellow soybean seeds (2018) Industrial Crops
and Products, 122, pp. 223-231. ISSN: 0926-6690; IF (2017) 3,849.

2. Salim, A.A., Grbavc¢ié, S., gekuljica, N., Stefanovi¢, A., Jakoveti¢ Tanaskovi¢, S., Lukovic,
N., KneZevi¢-Jugovié, Z. 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
(2017) Bioresource Technology, 228, pp. 193-200. ISSN: 0960-8524; 1F(2017) 5,807.

3. Knezevi¢-Jugovié, Z.D., Zuza, M.G., Jakoveti¢, S.M., Stefanovi¢, A.B., Dzunuzovié, E.S.,
Jeremi¢, K.B., Jovanovi¢, S.M. An approach for the improved immobilization of penicillin G
acylase onto macroporous poly(glycidyl methacrylate-co-ethylene glycol dimethacrylate) as a
potential industrial biocatalyst (2016) Biotechnology Progress, 32 (1), pp. 43-53. ISSN: 8756-
7938; IF(2015) 2,167.

4. Perovi¢, M.N., Knezevi¢ Jugovi¢, Z.D., Antov, M.G. Improved recovery of protein from soy
grit by enzyme-assisted alkaline extraction (2020) Journal of Food Engineering, 276, art. no.
109894. DOI: 10.1016/j.jfoodeng.2019.109894; IF(2019)4,499; ISSN: 0260-8774.

5. Tanaskovié, S.J., Sekuljica, N., Jovanovié, J., Gazikalovi¢, 1., Grbavc¢ié, S., Pordevi¢, N.,
Sekuli¢, M.V., Hao, J., Lukovi¢, N., KneZevi¢-Jugovié, Z. Upgrading of valuable food
component contents and anti-nutritional factors depletion by solid-state fermentation: A way to
valorize wheat bran for nutrition (2021) Journal of Cereal Science, 99, art. no. 103159. ISSN
0733-5210; IF(2019) 2,938.
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I[Ipunor 1. Omnnyka HactaBHO-Hay4HOT Beha 0 mpuxBaTamy TeMe u oApehuBamy MEHTOpa
2. MUseemraj Komucuje o olieHH Hay4YHE 3aCHOBAHOCTH TEME JOKTOPCKE AMCEPTALIUje
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NASTAVNO-NAUCNOM VECU
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Predmet: Podobnost teme i kandidata Ivane Gazikalovi¢, master inZenjera tehnologije, za
izradu doktorske disertacije.
Odlukom broj 35/20 od 04.02.2021. imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu podobnosti
teme i kandidata Ivane (Vladan) Gazikalovi¢ za izradu doktorske disertacije i nauéne
zasnovanosti teme pod nazivom:
,.Enzimska modifikacija pSeni¢nog glutena u cilju smanjenja njegove alergenosti i
poboljSanja funkcionalnih svojstava“

Na osnovu materijala prilozenog uz Zahtev kandidata, Komisija podnosi sledec¢i
REFERAT

1. Podaci o kandidatu
1.1. Biografski podaci

Ivana (Vladan) Gazikalovi¢, master inzenjer tehnologije, rodena je 21.06.1992. u
Beogradu, gde je zavrsila osnovnu $kolu i Prvu beogradsku gimnaziju. Skolske 2011/12 je
upisala osnovne studije na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu, studijski program Biohemijsko
inzenjerstvo i biotehnologija. Diplomirala je 2015. godine odbranom zavrSnog rada na temu
,Uticaj razli¢itih predtretmana na funkcionalna i senzorna svojstva hidrolizata proteina
belanceta® i potom je upisala master studije Skolske 2015/16, takode na studijskom programu
Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija. Master studije je zavrSila odbranom master rada na
temu ,,Uticaj fermentacionih uslova na proizvodnju mananaze iz Bacillus sp.” 2016. godine.
Skolske 2016/17. je upisala doktorske studije na studijskom programu Biohemijsko inZenjerstvo
1 biotehnologija, pod mentorstvom prof. dr Zorice Knezevi¢-Jugovi¢. Polozila je sve ispite
predvidene planom i programom doktorskih studija, ukljucujué¢i 1 Zavrsni ispit sa ocenom 10
(deset). Dobitnica je priznanja "Panta S. Tutundzi¢" za ostvarene odli¢ne rezultate na osnovnim
studijama. Takode, bila je stipendista Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja u
periodu od 2017-2018. godine. Od juna 2018. godine zaposlena je na Inovacionom centru
TehnoloSko-metalurskog fakulteta u zvanju istraziva¢ pripravnik (datum izbora u zvanje:
31.05.2018.) na projektu ,,Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih tehnologija za proizvodnju
biokatalizatora i bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju poveéanja konkurentnosti, kvaliteta
i bezbednosti“ (111 46010). Govori engleski, francuski i Svedski jezik.

1.2. Steceno naucnoistrazivacko iskustvo

Ivana V. Gazikalovi¢ je Skolske 2016/2017 upisala doktorske studije na TehnoloSko-
metalurskom fakultetu Univerziteta u Beogradu na studijskom programu Biohemijsko
inZenjerstvo i biotehnologija. PoloZila je sve ispite predvidene planom i programom doktorskih
studija sa prose¢nom ocenom 9,73 (devet i 73/100) i zavrsni ispit je takode odbranila sa ocenom
10.




Redni

broj Naziv predmeta Ocena ESPB
1 Odabrana poglavlja biohemije-vitamini 10 5
2 Hemijska kinetika 10 5
3 Industrijska mikrobiologija 8 5
4 Biohemijska kinetika 10 5
5 Odabrana poglavlja matematicke analize 10 5
6 Bioaktivne materije u kozmetickim proizvodima 10 4
7 Analogije fenomena prenosa 9 S)
8 Sanitarna mikrobiologija 10 4
9 Strukturna analiza organskih molekula 10 6
10  Imobilisani biokatalizatori: tehnike imobilizacije, bioreaktori i primena 10 6
11 Engleski jezik 10 /
12 Zavrsni ispit 10 30
Prosecna ocena/Zbir bodova 9,73 80

U toku doktorskih studija angazovana je u okviru projekta: ,,Razvoj novih inkapsulacionih i
enzimskih tehnologija za proizvodnju biokatalizatora i bioloski aktivnih komponenata hrane u
cilju povecanja konkurentnosti, kvaliteta i bezbednosti, projekat Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja Republike Srbije br. 111 46010 od 2017. Godine, ¢iji je rukovodilac bila
prof. dr Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, prvo kao stipendista-doktorand Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja, a potom od 2018. kao istrazivac-pripravnik u Inovacionom centru
TehnoloSko-metalurskog fakulteta u Beogradu.

U svom dosadasnjem radu objavila je kao autor ili koautor dva rada u istaknutom
medunarodnom c¢asopisu (M22), tri saopstenja na medunarodnim skupovima - od kojih jedno
saopStenje Stampano u celini (M33) i dva saopStenja Stampana u izvodu (M34), jedan rad u
vrhunskom Casopisu nacionalnog znacaja (M51), jedno saopStenje sa skupa nacionalnog znacaja
Stampano u izvodu (M64), jedno novo tehni¢ko reSenje primenjeno na medunarodnom nivou
(M81) 1 jedan prijavljeni domaci patent (M87). Svi publikovani radovi su proizasli kao rezultat
angazovanja kandidata u okviru projekta finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloSkog razvoja Republike Srbije.

Skolske 2018/2019 angazovana je na izvodenju eksperimentalnih veZbi na osnovnim
akademskim studijama na predmetu Biotehnoloski praktikum I, Skolske 2019/2020 i 2020/2021
angazovana je na eksperimentalnim vezbama na predmetu Biotehnoloski praktikum Il. Tokom
svog angazovanja ucestvovala je 1 u izvodenju i izradi ukupno 13 zavr$nih i master radova
studenata.

Spisak objavljenih nau¢nih i stru¢nih radova

1. Radovi objavljeni u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja (M20)

1.1. Rad u istaknutom medunarodnom casopisu (M22)

1. N.Z. Sekuljica, J.R. Jovanovi¢, S.M. Jakoveti¢ Tanaskovi¢, N.D. Ognjanovi¢, 1.V.
Gazikalovi¢, Z.D. Knezevi¢ Jdugovi¢, D.Z. Mijin, Immobilization of horseradish

peroxidase onto Purolite® A109 and its anthraquinone dye biodegradation and
detoxification potential, Biotechnology Progress, 36 (2020) 2991, 10.1002/btpr.2991,



2020. ISSN 8756-7938; 1F(2019) 2,334; rang casopisa 87/156 Biotechnology&Applied
Microbilogy.

2. S. Jakoveti¢ Tanaskovié, N. Sekuljica, J. Jovanovi¢, |. Gazikalovié¢, S. Grbav¢i¢, N.
Dordevi¢, M. Vukasinovi¢ Sekuli¢, J. Hao, N. Lukovi¢, Z. Knezevi¢-Jugovié, Upgrading
of valuable food component contents and anti-nutritional factors depletion by solid-state
fermentation: A way to valorize wheat bran for nutrition, Journal of Cereal Science,
103159, (2020) article in press, https://doi.org/10.1016/j.jcs.2020.103159, Dec2020.
ISSN: 0733-5210; 1F(2019) 2,938; rang ¢asopisa 43/139 Food Science & Technology.

2. Zbornici medunarodnih naué¢nih skupova (M30)
2.1.  Saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u celini (M33)

1. Jovanovic, J., Stefanovic, A., Sekuljica, N., Gazikalovic, 1., Lukovic, N., Jakovetic,
Tanaskovic, S., KneZevic- Jugovic, Z.: Modification of emulsifying properties and metal-ion
chelating ability of gluten hydrolysates by partial enzymatic hydrolysis, Editors: Markos, J.,
Mihal, M., In 46th International Conference of the Slovak Society of Chemical Engineering,
Tatranské Matliare, Slovakia, May 20-23, 2019., ISBN:978-80-8208-011-0.

2.2.  Saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu (M34)

1. 1. Gazikalovi¢, J. Jovanovié, N. Sekuljica, N. Lukovi¢, S. Jakoveti¢ Tanaskovi¢, Z. KneZevié-
Jugovi¢, Optimization of submerged fermentation conditions for gluten-degrading enzyme
production using Bacillus subtilis isolate, Food Quality and Safety, Health and Nutrition
Congress - NUTRICON 2020, Food Quality and Safety, Health and Nutrition Congress -
NUTRICON 2020, Book of Abstracts, Vladimir Kakurinov (editor), pp. 85 - 85, 978-608-4565-
14-7, Ohrid, Macedonia, 2. - 4. Sep, 2020.

2. J. Jovanovi¢, S. Jakoveti¢ Tanaskovi¢, N. Sekuljica, 1. Gazikalovi¢, A. Stefanovi¢, S.
Grbav¢i¢, N. Lukovi¢, Z. Knezevi¢-Jugovi¢, Extraction of phenolic compounds from agro-
industrial wastes and evaluation of their antioxidative potential, Food Quality and Safety, Health
and Nutrition Congress - NUTRICON 2020, Food Quality and Safety, Health and Nutrition
Congress - NUTRICON 2020, Book of Abstracts, Vladimir Kakurinov (editor), pp. 123 - 123,
978-608-4565-14-7, Ohrid, Macedonia, 2. - 4. Sep, 2020.

3. Radovi u ¢asopisima nacionalnog znacaja (M50)

3.1.  Rad u vrhunskom casopisu nacionalnog znacaja (M51)
1. . Gazikalovi¢, J. Jovanovié, N. §eku|jica, N. Lukovié, S. Jakoveti¢ Tanaskovi¢, Z. Knezevic-
Jugovi¢, Optimization of submerged fermentation conditions for gluten-degrading enzyme
production using Bacillus subtilis isolate, Journal of Hygienic Engineering and Design, Article
In Press, Vol. 34, March 2021.

4. Predavanja po pozivu na skupovima nacionalnog znacaja (M60)

4.1. Saopstenje sa skupa nacionalnog zracaja Stampano u izvodu (M64)
1. Knezevi¢-Jugovi¢, Z., Gazikalovié, 1., Jovanovié, J., Antov, M., Nedovi¢, V., Comparison of
enzymatic and microwave treatments for gluten reduction of barley mash, Second Scientific-

expert Symposium with international participation "Beer, brewing raw materials and equipment”,
Zrenjanin, 27-30. august 2018., pp. 65, Lecture abstracts, ISBN 978-86-80050-16-4.



5. Tehnicka reSenja (M80)

5.1.  Novo tehnicko reSenje primenjeno na medunarodnom nivou (M81)

1. N. Sekuljica, J. Jovanovié, N. Lukovié, S. Jakoveti¢ Tanaskovi¢, I. Gazikalovi¢, A.
Stefanovi¢, Z. Knezevi¢-Jugovi¢, Primena enzimskog procesa i sonikacije za unapredenje
prinosa proteina i kvaliteta proteinskog brasna (Application of enzymatic process and sonication
for protein meal improvement), Novo tehni¢ko reSenje primenjeno na medunarodnom nivou
radeno za norvesku firmu verifikovano od strane MNO prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
Republike Srbije, 2020.

5.2.  Prijava domacéeg patenta (M87)

1. D. Mijin, J. Tadi¢, T. Stanojkovié, I. Mari¢, J. Ladarevi¢, A. Masulovi¢, |. Gazikalovié, Nova
bioloski aktivna azo jedinjenja na bazi 4-(4-aminofenil)-5-etoksikarbonil-6-metil-3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-ona i razli¢itih 2-piridona, PP-2020/1468, 2020.

1.3. Ocena podobnosti kandidataza rad na predlozenoj temi

U svom dosadasnjem angazovanju tokom doktorskih studija i u okviru naucno-
istrazivaCkog rada na projektu integralnih i interdisciplinarnih istrazivanja Ministarstva prosvete,
nauke i tehnoloSkog razvoja, Ivana Gazikalovi¢, master inzenjer tehnologije, je postigla
znacajne rezultate, zainteresovanost i1 strunost za naucno-istrazivacki rad. Iz oblasti kojoj
pripada predlozena tema doktorske disertacije, kandidat je objavio kao koautor jedan rad u
istaknutom medunarodnom ¢asopisu (M22), jedno saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano
u celini (M33), jedno saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu (M34), jedan rad
kao prvi autor u vrhunskom ¢asopisu nacionalnog znacaja (M51) i jedno saopStenje sa skupa
nacionalnog znacaja Stampano u izvodu (M64). Na osnovu prilozenih podataka o kandidatu i
njegovom naucno-istrazivaCckom radu, Komisija smatra da Ivana Gazikalovié¢, master inZenjer
tehnologije, ispunjava uslove za rad na predlozenoj temi doktorske disertacije.

2. Predmet i cilj istrazivanja

Predmet naucnog istrazivanja ove doktorske disertacije je ispitivanje moguénosti
smanjenja alergenosti glutena iz pSeni¢nog brasna primenom enzimskih i netermickih tretmana.
Nakon primene ovih tretmana ispitace se svojstva dobijenih proteinskih frakcija u pogledu
njihove alergenosti, strukturnih promena, kao i tehnolosko-funkcionalnih svojstava.

Sa porastom populacije 1 sve ve¢im zahtevima za dostupnost hrane, prehrambena
industrija se menja u pravcu pronalazenja alternativnih izvora hrane i tehnologija za njihovu
obradu. Industrije moraju da implementiraju nove tehnologije u svoje proizvodne procese kako
bi proizveli hranu i suplemente odredenih kvaliteta, a istovremeno da zadrze ili smanje potro$nju
energije, vode i hemikalija. S obzirom da pSenica predstavlja jednu od glavnih namirnica koje se
koriste u ljudskoj ishrani, a i Sire, njeno iskoriS¢enje 1 primena je od velikog znacaja za
industriju. PSeni¢no brasno se naj¢esce primenjuje u proizvodnji pekarskih proizvoda, hlebova i
kolaca. Gluten predstavlja najvecu proteinsku frakciju medu skladiSnim proteinima pSeni¢nog
zrna. S obzirom da je veoma lako dostupan kao glavni nusproizvod u industriji skroba, moze se
iskoristiti u razli¢itim procesima proizvodnje prehrambenih proizvoda.

Gluten poreklom iz pSeni¢nog brasna se sastoji od dve proteinske frakcije, glijadina,
odnosno frakcije proteina rastvorljivih u alkoholima, i glutenina, frakcije proteina rastvorljivih u



rastvorima kiselina i baza. Obe navedene proteinske frakcije glutena bogate su glutaminom i
prolinom, ¢ime doprinose kvalitetu proteina pSenice sa aspekta aminokiselinskog sastava. Kada
im se doda voda, glijadini doprinose viskozitetu i ekstenzibilnosti testa, dok su glutenini
odgovorni za jafinu i elasti¢nost testa. Proteini glutena su povezani sa mnogim bolestima i
poremecajima, koji se mogu svrstati u nekoliko kategorija, i1 to: autoimune, alergijske i urodene.
Kako bi se izbegao imuni odgovor u bilo kom obliku, proteini glutena se moraju razgraditi u
gastrointestinalnom traktu coveka tako da dugi peptidni lanci koji u sebi sadrZe toksicne epitope
ne dodu u kontakt sa sluzokoZom creva. Istrazivanja su do sada pokazala da peptidni lanci kraci
od 9 aminokiselina mogu proci kroz digestivni trakt coveka, a da pri tome ne izazivaju bilo
kakav imuni odgovor ili negativne efekte. Meduti, duzi fragmenti mogu izazvati kaskadne
imunogene reakcije i druge poremecaje.

Pored konvencionalnog pristupa u formulisanju bezglutenskih proizvoda koji se zasniva
na obogacivanju bezglutenskih zamesa razliitim funkcionalnim ingradijentima, najnovija i
najpodsticajnija istrazivanja su usmerena na modifikaciju samog glutena u cilju smanjenja
njegovog alergenog potencijala uz ocuvana funkcionalna i reoloska svojstva. Predmet
savremenih istraZzivanja je primena enzimskih tehnologija u cilju smanjenja alergenosti glutena,
tacnije skracivanja peptidnih lanaca koji nose u sebi toksi¢ne epitope pomocu proteolitickih
enzima. Na ovaj nacin bi potencijalno mogao da se promeni pristup u proizvodnji bezglutenske
hrane u pravcu smanjenja toksi¢nosti glutena u pSeni¢nim proizvodima umesto njegove
eliminacije iz proizvoda. U ovom radu e biti ispitana mogucnost smanjenja alergenosti glutena
primenom dva pristupa. Prvi pristup se zasniva na primeni specifi¢nih proteaza proizvedenih iz
sopstvenih sojeva iz kolekcije mikroorganizama na Katedri za Biohemijsko inzZenjesrtvo i
biotehnologiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta i utvrdivanju optimalnih uslova za njihovo
delovanje, dok se drugi zasniva na primeni komercijalnih enzima poput alkalaze (proteaza iz
Bacillus licheniformis), pronaze (proteaza iz Streptomyces griseus) i drugih. U pocetnim
ispitivanjima izvrsi¢e se odabir mikroorganizama u pogledu njihove sposobnosti da sintetiSu i
produkuju proteazu koja moze da razgraduje gluten u ekstracelularni medijum, tako Sto ¢e se
pratiti njithovo gajenje na specificnim podlogama sa glutenom. Nakon detekcije rasta na
specificnim podlogama, za dalji rad ¢e biti odabrani najpotentniji sojevi sa aspekta produkcije
specifi¢nih proteaza koje pokazuju veliku aktivnost prema model supstratu Gly-Pro-p-nitroanilid
1 utvrdice se optimalni uslovi kultivacije odabranog mikroorganizma sa aspekta prinosa enzima.

Isto tako, ispitace se u¢inkovitost nekoliko komercijalnih enzima u razgradnji epitopa
pSeni¢nog glutena i uporediti sa dejstvom proizvedenih proteaza. Komercijalne proteaze poput
alkalaze bi¢e primenjene u dva hidrolitiCka sistema, na sirovom pSeni¢nom brasnu i na
izdvojenom glutenu kao model proteinu. Poredenje efikasnosti komercijalnih enzima u realnim i
model sistemima moZe da doprinese razumevanju uticaja ostalih neproteinskih komponenti
pSeni¢nog brasna na tok hidrolize i potencijalno smanjenje alergenih svojstava, sto moze da bude
od znacaja jer su u literaturi obi¢no opisana ispitivanja na model proteinu. PSeni¢no brasno
sadrzi skrob u znacajnoj koli¢ini, pa je od interesa ispitati uticaj prisustva skrobnih materija u
razli¢itim koncentracijama u postupku hidrolize pSenicnog braSna na smanjenje njegove
alergnosti. Pored enzimske hidrolize, razmatrace se uticaj razli¢itih fizickih metoda na
potencijalno smanjenje alergenosti glutena, kako samih, tako i u kombinaciji sa enzimskim
postupkom.

U novije vreme upotreba mikrotalasa kao nacina zagrevanja je sve CeS€a zbog niza
prednosti poput homogenog zagrevanja reakcione smese, velike koli¢ine energije prenesene u
jedinici vremena, povecanog prinosa reakcije, smanjenja nezeljenih rizika koje prati termicko



zagrevanje, mogucnost visestrukog ubrzanja procesa i drugo. Sve ¢esce se mikrotalasni tretman
navodi u savremenoj literaturi i kao novi postupak za smanjenje alergenosti glutena i drugih
proteina zahvaljujuéi uticaju mikrotalasa, ali i termickom efektu koji se ogleda u promeni
strukture proteina, a samim tim i promeni konformacije epitopa i usled toga, njihove alergenosti.
U doktorskoj disertaciji prvo ¢e se ispitati uticaj mikrotalasnog pretretmana na alergenost glutena
pri razli¢itim uslovima da bi se tretman koji pokaZe najbolje dejstvo u pogledu smanjenja
detektovane alergenosti primenio dalje u kombinaciji sa enzimskom hidrolizom u cilju jo§ veceg
smanjenja alergenog potencijala ovog proteina.

Pored uticaja na alergenost proteina, mikrotalasni tretman menja i konformaciju
proteina pri ¢emu se menjaju i njihova funkcionalna svojsta. U literaturi se navodi da pod
odredenim uslovima pod dejstvom mikrotalasa moze do¢i do unapredenja funkcionalnih
svojstava proteina, rastvorljivosti i svarljivosti, pri ¢emu su o¢uvane nutritivne vrednosti. Zbog
toga, svim dobijenim hidrolizatima (enzimskim hidrolizatima brasna, mikrotalasno tretiranim
uzorcima glutena i mikrotalasno pretretiranim hidrolizatima glutena), pored alergenosti, ispitace
se funkcionalna svojstva kao $to su kapacitet penjenja i stabilnost pene, indeks emulgujuce
aktivnosti i emulzione stabilnosti i rastvorljivost. Isto tako, hidrolizom proteina glutena mogu se
odloboditi bioaktivni peptidi, odnosno kra¢i fragmenti proteina, koji pokazuju razlicite bioloske
aktivnosti ukljucujuéi antimikrobnu, antioksidativnu, antikancerogenu, antikoagulacionu i druge.
U tom smislu, hidrolizatima dobijenim pod razli¢itim uslovima pratice se i1 uporedivati
antimikrobne aktivnosti na kulturama Staphylococcus aureus, Candida albicans i Escherichia
coli kao i sposobnost neutralizuje radikalskog katjona ABTS™ i heliranja jona metala. Velika
paznja u radu ¢e se usmeriti na rasvetljavanje uticaja mikrotalasa na strukturu glutena, narocito u
poredenju sa termickim tretmanom kao i utvrdivanju korelacije promena u strukturi i alergenosti
fragmenta. Na osnovu dobijenih rezultata izvrSice se poredenje primenjenih metoda za smanjenje
alergenosti glutena. Poredenjem i detaljnom analizom utvrdice se koji faktori utiCu na smanjenje
alergenog potencijala 1 koji postupak ima najveci potencijal za dalju primenu na industrijskom
nivou.

Osnovni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije predstavlja pronalazenje novih i
efikasnih biotehnoloskih postupaka i netermickih tretmana za smanjenje alergenog potencijala
glutena poreklom iz pseni¢nog brasna. Jedan od predmeta istraZivanja ove disertacije jeste odabir
efikasnog enzimskog preparata, a samim tim i primena enzimske hidrolize u cilju proteoliticke
razgradnje glutena na manje frakcije ¢ime ¢e se smanjiti duzina peptidnog lanca u dovoljnoj
meri, tako da se izbegne imuni odgovor prilikom ulaska u intestinalni trakt coveka. Drugi pristup
se ogleda u primeni i optimizaciji mikrotalasnog tretmana u cilju modifikacije glutena. Takode
razmotrice se bioloske aktivnosti tretiranih proteina i1 dobijenih peptida kao Sto su:
antioksidativna, metal-jon helatna i antimikrobna svojstva. VrSi¢e se optimizacija procesnih
parametara enzimske hidrolize u cilju dobijanja bioloski aktivnih peptida sa unapredenim
svojstvima i redukovanim alergenim potencijalom. Pojedinacni ciljevi su:

1) optimizacija biotehnoloskog postupka hidrolize glutena u Sarznom reaktorskom sistemu
sa aspekta izbora enzimskog preparata, temperature, pH, koncentracije supstrata, vrste
supstrata i enzima;

2) utvrdivanje nacina izvodenja i optimalnih parametara enzimske hidrolize glutena sa
aspekta poboljsanja i o¢uvanja nutritivnih svojstava i bioloskih aktivnosti;

3) ispitivanje uticaja prisutnih komponenti pSeni¢nog brasna (skroba) tokom enzimske
hidrolize na tok hidrolize i alergenost;



4) ispitivanje uticaja mikrotalasa na strukturu glutena i posledi¢no detektovani alergeni
potencijal,

5) ispitivanje mogucnosti primene mikrotalasa i optimizacija mikrotalasnog pretretmana u
cilju poboljsanja efikasnosti enzimske hidrolize i efikasnijeg smanjenja alergenosti
glutena u dobijenim hidrolizatima;

6) ispitivanje tehnoloSko-funkcionalnih  svojstava  dobijenih  hidrolizata  glutena,
mikrotalasno pretretiranih model proteina, mikrotalasno pretretiranog pseni¢nog brasna;

7) utvrdivanje korelacije izmedu razli¢itih uzoraka mikrotalasno tretiranog glutena kao i
hidrolizata glutena, odnosno utvrdivanje korelacije izmedu strukture proteinskih frakcija i
njihove alergenosti, kao i korelacije izmedu strukture i bioloskih i tehnoloSko-
funkcionalnih svojstava;

8) ispitivanje moguénosti primene bakterijske kulture roda Bacillus i drugih, kao producenta
specificnog proteolitickog enzima za ciljanu razgradnju toksi¢nih epitopa u molekulu
proteina glutena;

9) optimizacija postupka i uslova proizvodnje proteolitickog enzima bakterijskom kulturom
roda Bacillus.

Relevantni bibliografski izvori povezani sa predmetom istraZzivanja ove doktorske
disertacije, koji predstavljaju polaznu osnovu za dalji tok istrazivanja su:
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3. Polazne hipoteze

Istrazivanja u okviru predloZzene doktorske disertacije polaze od hipoteze da se
postupkom enzimske hidrolize, netermickim tretmanom ili pak njihovim sinergistickim dejstvom
moze efikasno i specifiéno delovati na epitope u molekulu glutena i modifikovati struktura
molekula na nacin da se smanji alergenost. Pored toga, polazi se i od hipoteze da ¢e ove promene
u strukturi molekula ujedno doprineti poboljSanju funkcionalnih i bioloskih svojstava ovog
proteina poreklom iz pSenice.

Kako je na osnovu uvida u literaturu poznato da usled enzimske hidrolize razlicitih
biljnih i Zivotinjskih proteina dolazi do oslobadanja kracih sekvenci proteina koje imaju izrazenu
biolosku aktivnost, pretpostavka je da ¢e se hidrolizom glutena pomocu odabranih proteaza
osloboditi bioaktivni peptidi. Primenom netermickih postupaka, kao $to je mikrotalasni tretman,
moze se izvrsiti strukturna modifikacija glutena dejstvom elektromagnetnih talasa frekvencije od
300 MHz do 300 GHz koji izazivaju molekularne vibracije. Te promene se najpre ocekuju u
tercijarnoj i sekundarnoj strukturi glutena, pri ¢emu dolazi do raskidanja disulfidnih mostova i
drugih nekovalentnih interakcija u molekulu proteina kao i promeni udela a-heliksa i B-ploca u
sekundarnoj strukturi. Na osnovu detektovanih promena u sekundarnoj strukturi proteina



pomoc¢u FTIR i Ramanove spektroskopije, kao i na osnovu utvrdenog sadrzaja ukupnih i
reaktivnih sulfhidrilnih grupa, rasvetli¢e se inter- i intramolekulske promene u molekulu glutena,
kao npr. da li dolazi do agregacije i odmotavanja molekula primenom mikrotalasa. Prilikom ovih
ispitivanja potrebno je obratiti paznju na primenjenu snagu mikrotalasa kao i na vremenski
period u kome je protein glutena izloZzen njihovom dejstvu. Usled suviSe intenzivnog
mikrotalasnog tretmana, moze do¢i do suprotnog efekta i do negativnih konformacionih promena
koje rezultuju u smanjenoj ekstraktabilnosti, povecanju koli¢ine prisutnih SH grupa i
narusavanju tehnolosko-funkcionalnih svojstava proteina. 1z tog razloga je bitno ustanoviti
optimalnu snagu primenjenog mikrotalasnog tretmana i vremena izlaganja proteina, kako bi se sa
Sto veCom efikasno$¢u smanjila njegova alergenost, ali i zadrzala vazna funkcionalna svojstva.
Kako bi se ispunili svi ovi zahtevi, potrebno je izvrsiti opsezna ispitivanja u pogledu primenjene
snage mikrotalasa i vremena izlaganja. Ovime bi se izvrSila optimizacija postupka i odredili
konaéni parametri za mikrotalasni tretman, bilo da se on izvodi odvojeno ili u kombinaciji sa
enzimskim tretmanom. Vazno je ista¢i da su preliminarni rezultati pokazali da mikrotalasni
tretman znacajno uti¢e na promenu strukture glutena kao i na povecanje prisutnih sulthidrilnih
grupa na povrsini molekula odgovornih za formiranje disulfidnih mostova.

Druga hipoteza odnosi se na primenu enzimskog postupka u strogo kontrolisanim
uslovima u cilju smanjenja alergenosti proteina glutena. Ocekuje se da ¢e se primenom
odgovarajuceg proteolitickog enzima dobiti bioaktivni peptidi smanjene alergenosti, unapredenih
tehnolosko-funkcionalnih i bioloskih svojstava. Izvodenjem enzimske hidrolize u Sarznom
sistemu sa meSanjem pri razli¢itim procesnim uslovima i ispitivanjem odnosa koncentracije
supstrata i enzima, optimizovace se postupak enzimske hidrolize uzimajuéi u obzir funkcionalna
i bioloSka svojstva. Takode, bi¢e vrSeno merenje alergenog potencijala dobijenih hidrolizata
kompetitivnim ELISA testom. Na osnovu ovih podataka, kao i podataka iz prethodne hipoteze,
moze se oti¢i korak dalje, i ispitati sinergisti¢ko dejstvo mikrotalasnog pretretmana i enzimske
hidrolize.

Treca hipoteza se odnosi na sinergisticko dejstvo mikrotalasnog pretretmana i enzimskog
preparata. Delovanjem mikrotalasa dolazi do strukturnih promena na osnovu kojih posledi¢no
moze do¢i do izmene regija koje su dostupne delovanju enzima tokom hidrolize. Dakle,
promenom konformacije proteina usled dejstva mikrotalasa, menja se i nacin delovanja
odabranog enzima, pri ¢emu se moze omoguciti specificno delovanje enzima na odabrane
peptidne veze u molekulu glutena i dobijanje proteinskih hidrolizata Zzeljenih svojstava.
Pregledom literature potvrdeno je da odredeni proteoliticki enzimi imaju sposobnost da razgrade
razli¢ite biljne i zZivotinjske proteine na manje peptide, kao i da mikrotalasni tretman efikasno
deluje na smanjenje detektovane alergenosti ELISA testom, ali su podaci o alergenosti glutena
nakon dejstva mikrotalasima i razli¢itim proteazama dosta protivrecni.

S obzirom na dostupne literaturne podatke da se u ispitivanjima uglavnom koriste cela
zrna pSenice ili samo pSeni¢no brasno, od kojih je prethodno formirano testo, a iz kog su potom
sekvencijalnim hemijskim postupcima izolovane glavne proteinske frakcije glutena (glijadini i
glutenini) i kao takve tretirane odabranim biotehnoloskim postupcima, kao tre¢a hipoteza navodi
se ispitivanje mogucnosti primene enzimskog i mikrotalasnog tretmana na sirovom pS$eni¢nom
braSnu kao realnom supstratu. Ovakvim postupkom se izbegava troSenje prevelikih koli¢ina vode
i hemikalija, kao Sto je to u industriji skroba, kako bi se izdvojio sirovi gluten. Shodno tome,



ispitace se mogucnost i efikasnost primene enzimskog preparata za hidrolizu samog pSeni¢nog
bradna, koje, pored glutena, sadrzi znacajnu koli¢inu skroba i drugih neproteinskih komponenata.
Pregledom literaturnih podataka, prisustvo skrobnih materija oteZzava formiranje glutenske mreze
u prisustvu vode, pri ¢emu proteini ne formiraju u velikoj meri tesko raskidive intermolekulske
interakcije i ostaju dostupniji dejstvu proteaza. Polaze¢i od ove hipoteze primarni cilj bice
optimizacija postupka enzimske hidrolize glutena u prisustvu skroba u cilju smanjenja
alergenosti i unapredenja tehnolosko-funkcionalnih i bioloskih svojstava dobijenih hidrolizata.

Osim primene komercijalnih enzimskih preparata i standardnih metoda hidrolize, ispitace
se 1 mogucénost proizvodnje specificnog enzimskog preparata iz razli¢itih mikroorganizama iz
kolekcije TehnoloSko-metalurskog fakulteta, naroCito roda Bacillus. Pretpostavka je da
mikroorganizmi koji pokazu snazan rast na specificnim podlogama koje sadrze gluten kao jedini
izvor ugljenika, ekstracelularno produkuju proteaze koje efikasno razgraduju frakcije glutena.
Cilj ovog dela nau¢nog ispitivanja bi¢e optimizacija uslova pri kojima bi odabrani soj proizvodio
specificnu proteazu i ispitivanje njene specificnosti na model supstratima. Bice ispitana
proteoliticka aktivnost dobijenog enzimskog preparata, a shodno postignutim rezultatima bice
odluceno o moguénosti njegove dalje primene.

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bazira¢e se na prethodno navedenim
hipotezama 1 shodno tome moze se pretpostaviti da ¢e se primenom izlozenih metoda razviti novi
postupak procesa hidrolize pseni¢nog proteina, kao i njegove modifikacije, a sve u cilju dalje
bezbedne primene sa aspekta alergenosti. Ocekuje se da ¢e se u oblasti ispitivanja modifikacije
glutena do¢i do unapredenja tehnoloSko-funkcionalnih i bioloskih svojstava hidrolizata i
mikrotalasno pretretiranih uzoraka.

4. Naucne metode istrazivanja

U cilju realizacije naucno-istrazivackih ciljeva u okviru ove doktorske disertacije
istrazivanja ¢e biti zapoceta odabirom mikroorganizama u pogledu njihove sposobnosti da
sintetiSu i produkuju enzim, proteazu, u ekstracelularni medijum, tako $to Ce se pratiti njihovo
gajenje na specificnim podlogama koje sadrze gluten kao jedini izvor ugljenika. Na tako posebno
pripremljene selektivne podloge, bice zasejani Bacillus cereus, B. subtilis, Bacillus sp. TMF,
Bacillus sp. TMF-2 i drugi. Nakon detekcije rasta na specificnim podlogama, za dalji rad ¢e biti
odabrani najpotentniji sojevi. Odabrani mikroorganizmi bi¢e presejani na sladni agar i nakon
postizanja zadovoljavajuéeg rasta, ponovo u tecnu fermentacionu podlogu, koja ¢e takode
sadrzati gluten. Pratice se kinetika rasta biomase i enzimska aktivnost na model supstratu Gly-
Pro-p-nitroanilid. Nakon pocetnog odabira proizvodnog mikroorganizma ispitace se moguénost
primene za proizvodnju specificnog enzima za degradaciju glutena i komercijalnog enzimskog
preparata, kao i primena u postupku enzimske hidrolize u Sarznom sistemu sa mehanickim
meSanjem u kontrolisanim uslovima temperature i pH vrednosti reakcije. Kao prvi uslov namece
se sposobnost proizvedenog i odabranog enzimskog preparata da hidrolizuje proteinske frakcije
glutena, na model proteinu, ¢ime bi se smanjila njegova alergenost. Nakon odabira enzimskog
preparata, dalja istrazivanja ¢e se fokusirati na pracenje toka enzimske hidrolize pH-stat
metodom, kojom se odreduje postignuti stepen hidrolize. Ova metoda bazirana je na pracenju
koli¢ine oslobodenih a-amino grupa direktno proporcionalnih koli¢ini utroSene baze odredenog
normaliteta za odrZavanje optimalne pH vrednosti reakcije, a na osnovu kojih se dolazi do



podatka o postignutom stepenu hidrolize. Koli¢ina oslobodenih a-amino grupa c¢e biti
verifikovana i primenom metode sa 2,4,6-trinitrobenzensulfonskom kiselinom (TNBS metoda).

Kvantitativno odredivanje sadrzaja proteina u hidrolizatima vrSi¢e se standardnom
metodom po Loriju, koriste¢i govedi serum albumin (BSA) kao referentni standard. Takode,
metodom po Kjeldalu ¢e se odrediti 1 ukupni sadrzaj proteina u svim uzorcima.

Mikrotalasni tretman vrsi¢e se primenom mikrotalasnog reaktora (Anton Paar Monowave
300, Anton Paar GmbH, Autrija) u kontrolisanim uslovima. Tretman ¢e se izvoditi primenom
razli¢itih snaga mikrotalasa, u razli¢itim vremenskim periodima i pri razli¢itim temperaturama.

Pracenje raspodele molekulskih masa proizvedenih hidrolizata, mikrotalasno tretiranih
proteina glutena, kao i mikrotalasno pretretiranih hidrolizata, vrSi¢e se pomocu SDS-PAGE
elektroforeze na aparaturi za vertikalnu elektroforezu (Hoefer™ Mighty Small™ Il Mini Vertical
Electrophoresis System, GE Healthcare Life Sciences, SAD). Izolovanje i preci§¢avanje frakcija
peptida, okarakaterisanih kao niskoalergenih i biolodki najaktivnijih sa aspekta antioksidativne
aktivnosti izvrSice se preparativnom gel-filtracionom hromatografijom primenom kolone 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). Isto tako primeniée se te¢no masena (LC-MS) i reverzno-fazna
hromatografija visokih performansi (RC-HPLC) primenom semi-preparativne i analiticke C-18
kolone. Na osnovu dobijene raspodele, moguce je detaljnije ispratiti i analizirati efikasnost
delovanja procesa enzimske hidrolize, mikrotalasnog tretmana ili kombinovanog tretmana, time
Sto se prati odsustvo odredenih toksi¢nih frakcija glutena odredenih molekulskih masa.

Promene u strukturi glutena nakon tretmana mikrotalasima prati¢e se pomo¢u Ramanove
I FTIR spektroskopije. Ramanova spektroskopija odli¢no detektuje ¢ak i veoma male promene u
sekundarnoj strukturi proteina na osnovu promene intenziteta i polozaja pikova, naroCito u
oblasti amida | (1600-1700 cm™), amida Il (1510-1560 cm™) i amida Il (1200-1300 cm™).
PovrSinska  hidrofobnost  pretretiranin  proteinskih ~ frakcija  glutena  odredice se
spektrofluorometrijski pomoéu sprektrofluorimetra (Horiba FluoroMax®4) prema modifikovanoj
metodi iz literature.

Kako bi se odredio alergeni potencijal tretiranih uzoraka, bi¢e primenjen kompetitivni
ELISA imunotest (RIDASCREEN Gliadin Competitive, R-Biopharm, Darmstadt, Nemacka).
Ovim testom odreduje se koli¢ina prisutnog glijadina u Zeljenom uzorku. Na osnovu podataka o
sadrzaju glijadina dolazi se do procene o prisutnoj koli¢ini glutena u uzorku. Na osnovu
medunarodnih propisa koje je dao Codex Alimentarius, ukoliko sadrZaj glutena ne prelazi
koli¢inu vecu od 20 mg/kg, proizvod se moze smatrati bezbednim, i obeleziti kao ,,bezglutenski®.
U cilju Sto preciznije detekcije, bilo je potrebno prethodno optimizovati metodu i uvesti odredene
korekcije.

S obzirom da se hidrolizom oslobadaju bioloski aktivni peptidi, bi¢e ispitana sposobnost
delovanja dobijenih uzoraka kao antioksidativnih i antimikrobnih sredstava. Antioksidativna
aktivnost bi¢e odredivana spektrofotometrijskim metodama, i to merenjem sposobnosti dobijenih
peptida da redukuju radikalski katjon ABTS" (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina)) i heliraju jone metala (jone gvozda). Antimikrobno delovanje dobijenih hidrolizata
proteina glutena ispitace se in vivo. Testom Koji se bazira na difuziji kroz agarnu podlogu, bice
odredena Sirina zone inhibicije. Mikroorganizmi koji ¢e biti koriS¢eni u ovom ispitivanju poticu
iz kolekcije mikroorganizama laboratorije za mikrobiologiju TMF-a, Univerziteta u Beogradu.
Konkretno, testovi ¢e se sprovesti na Gram-pozitivnoj bakteriji Staphilococcus aureus ATCC



25923, Gram-negativnoj bakteriji Escherichia coli ATCC 25922 i kvascu Candida albicans
ATCC 24433.

5. Ocekivani naucni doprinos

Ocekuje se da ¢e rezultati dobijeni tokom izrade ove doktorske disertacije dati znacajan
nauc¢ni doprinos razumevanju mehanizama delovanja mikrotalasa i odabranih proteaza na
strukturu glutena i1 alergena svojstva, kao 1 na uspostavljanje korelacije izmedu odredenih
strukturnih promena, alergenosti i funkcionalnih svojstava. Poseban doprinos se ocekuje i u
utvrdivanju novih bioaktivnih sekvenci u proteinskim frakcijama glutena. Pri tome, o¢ekuje se da
¢e dobijeni rezultati dati bolji uvid u mehanizme delovanja mikrotalasa, delovanja mikrotalasa uz
naknadnu enzimsku hidrolizu, kao i mehanizam enzimske hidrolize glutena u prisustvu skroba.
Sve ovo moze doprineti smanjenju alergenih svojstava proteina glutena i do unapredenja
njegovog iskoris¢enja u vidu hidrolizata dobijenih postupkom enzimske hidrolize, mikrotalasno
tretiranog glutena i mikrotalasno pretreniranih hidrolizata dobijenih enzimskom hidrolizom.

Pregledom literature, primetno je da su istrazivanja uglavnom bazirana na hidrolizi model
proteina (precis¢enog glutena) ili glutena dobijenog iz odredene vrste pSeni¢nog zrna/brasna
postupcima izolovanja pomocu razli¢itih hemijskih postupaka u uslovima koji nisu strogo
kontrolisani. Naime, ispitivanja dejstva mikrotalasa su bila ograni¢ena na komercijalno dostupne
mikrotalasne peénice, ¢ijom upotrebom nemamo tacne informacije o postignutim temperaturama
unutar uzorka tokom tretmana, vremenu trajanja mikrotalasnog tretmana, odnosno tacnom
vremenskom intervalu izlaganja mikrotalasima. Osim toga, takvi uredaji ne obezbeduju
uniformno meSanje tokom izlaganja uzorka mikrotalasima, a pecnice u vecini slu¢ajeva imaju
prethodno odredene snage koje se mogu primeniti. Pored toga, dobijeni rezultati pri razmatranju
enzimskih i mikrotalasnih tretmana glutena su dosta neusaglaSeni jer u zavisnosti od
primenjenog uredaja za generisanje mikrotalasa ili proteaze dolazi ili do znac¢ajnog smanjenja ili,
po nekim autorima, ¢ak povecanja alergenosti glutena. Shodno tome, kao i na osnovu prethodno
navedenog, nau¢ni doprinos ove disertacije ogleda se u slede¢em:

- utvrdivanje mehanizma dejstva mikrotalasa na strukturu glutena u mikrotalasnom
reaktoru sa potpuno kontrolisanim procesnim parametrima (meSanje, temperatura, snaga,
vreme izlaganja mikrotalasima);

- utvrdivanje optimalnih procesnih parametara enzimske hidrolize glutena pomocu alkalaze
I pronaze u Sarznom sistemu sa meSanjem u pogledu smanjenja alergenog potencijala i
unapredenja funkcionalnih i bioloskih svojstava;

- utvrdivanje optimalnih procesnih parametara enzimske hidrolize pSeni¢nog brasna
pomocu alkalaze i pronaze u SarZznom sistemu sa meSanjem u pogledu smanjenja
alergenog potencijala i unapredenja funkcionalnih i bioloskih svojstava; Razmatranje
uticaja koncentracije skroba na enzimsku hidrolizu i svojstva dobijenih hidrolizata;

- utvrdivanje optimalnih parametara mikrotalasnog postupka i naknadne enzimske
hidrolize pomoc¢u odabrane proteaze; Utvrdivanje uticaja mikrotalasa na brzinu enzimske
hidrolize na osnovu ispitivanja kinetike reakcije i kinetiCkih parametara;

- utvrdivanje sastava hidrolizata i karakterizacija dobijenih bioloski aktivnih peptida;

- utvrdivanje korelacije izmedu strukture proteinskih frakcija glutena (duzine sekvence,
udela a-heliksa, PB-plo¢a i1 neuredenih elemenata sekundarne strukture, sadrzaja
sulfhidrilnih grupa, stepena hidrofobnosti povrSine) i alergenosti, funkcionalnih i
bioloskih svojstava dobijenih peptida.



6. Plan istraZivanja i struktura rada

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije odnosi¢e se na optimizaciju postupka
primene mikrotalasnog tretmana, enzimske hidrolize 1 njihovog sinergistickog dejstva u cilju
smanjenja alergenog potencijala glutena. Tokom optimizacije mikrotalasnog tretmana ispitace se
mogucénost primene mikrotalasa snage u opsegu 100-800 W za tretman proteina glutena u cilju
smanjenja alergenog potencijala, kao i njen uticaj na dalju enzimsku hidrolizu. Takode bice
ispitan 1 uticaj koncentracije skroba tokom enzimske hidrolize na smanjenje alergenog
potencijala, kao i na bioloska i tehnoloSko-funkcionalna svojstva dobijenih hidrolizata.

U skladu sa predloZzenim planom istrazivanja, ocekuje se da ¢e u doktorskoj disertaciji
biti obradena slede¢a poglavlja: Uvod, Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija,
Zakljucak i Literatura.

U poglavlju Uvod bi¢e definisan predmet istrazivanja, znacaj doktorske disertacije kao i
osvrt na aktuelnu problematiku, doprinos i glavne ciljeve.

U poglavlju Teorijski deo bi¢e dat pregled trenutno dostupnih literaturnih podataka u
okviru istrazivanja na temu smanjenja alergenosti glutena primenom mikrotalasa, proizvodnje i
primene enzimskih preparata i enzimske hidrolize glutena. Takode, osvrt ¢e biti dat i na
karakteristike proizvedenih bioaktivnih peptida glutena i njihovih bioloskih svojstava.
Razmotri¢e se primena mikrotalasnog tretmana, kao i njegove kombinacije sa enzimskom
hidrolizom kao jedno od reSenja za smanjenje alergenog potencijala glutena, pri ¢emu ce
dobijeni proizvodi zadrzati svoje bioloSke karatkeristike. Razmotri¢e se primena enzimske
hidrolize proteina glutena u prisustvu skroba, u cilju olak$anja razgradnje toksi¢nih frakcija
glutena.

U poglavlju Eksperimentalni deo bi¢e opisani mikrotalasni tretman, enzimska hidroliza
netretiranih i mikrotalasno tretiranih uzoraka, enzimska hidroliza realnog supstrata- pseni¢nog
brasna, selekcija mikroorganizma na selektivnim podlogama i submerzna proizvodnja i primena
dobijenog enzima za hidrolizu glutena pomoc¢u odabranog proizvodnog mikroorganizma,
karakterizacija uzoraka, svi kao deo postavljenih hipoteza i ciljeva istrazivanja. Ovo poglavlje ¢e
sadrzati:

- Mmaterijale koriS¢ene tokom istrazivanja u okviru izrade doktorske disertacije;

- spisak opreme koris¢ene tokom eksperimentalnog rada;

- metode i primenjene tehnike za izvodenje eksperimenata;

- postupak proizvodnje specificne proteaze iz odabranih mikroorganizama tehnikom
submerznog gajenja;

- tretman mikrotalasima u mikrotalasnom reaktoru;

- optimizaciju postupaka mikrotalasnog tretmana, enzimskih hidroliza, detekcije alergenih
frakcija;

- odredivanje promena u strukturi molekula glutena i

- odredivanje i karakterizaciju tehnolosko-funkcionalnih svojstava i bioloskih aktivnosti
dobijenih hidrolizata proteina.

U poglavlju Rezultati i diskusija bi¢e analizirani dobijeni eksperimentalni rezultati.
Rezultati koji se odnose na proizvodnju specifine proteaze iz odabranih mikroorganizama
tehnikom submerznog gajenja, bi¢e uporedeni sa primenom komercijalnog enzimskog preparata,
sa aspekta enzimske aktivnosti i sposobnosti da razgrade proteinske frakcije glutena. Nakon toga
¢e se izvrsiti odabir proteaze sa zadovoljavaju¢om enzimskom aktivnosc¢u 1 specificnoscu za dalji



eksperimentalni rad. Nakon toga bic¢e prodiskutovani rezultati dobijeni mikrotalasnim tretmanom
nativnog glutena sa aspekta smanjenja njegove alergenosti i efikasnosti mikrotalasnog postupka.
Dalje, bi¢e analizirani i diskutovani rezultati izvedenih postupaka mikrotalasnog tretmana i
enzimskih hidroliza pod razli¢itim uslovima i bi¢e razmatran uticaj procesnih parametara na
kinetiku reakcije i svojstva dobijenih hidrolizata. Svi rezultati bi¢e poredeni sa podacima
dostupnim u nauc¢noj literaturi, na osnovu kojih ¢e moci da se donese zakljucak o efikasnosti
proizvodnje i primene ovako pripremljenih uzoraka proteina.

U ovom poglavlju ¢e biti sadrzani graficki prikazi i diskusija slede¢ih eskperimentalnih
istrazivanja:

- optimizacija submerznog postupka proizvodnje specificne proteaze iz o0dabranog
mikroorganizma i mogucnost njene primene za hidrolizu glutena;

- uticaj mikrotalasa na strukturu glutena i smanjenje alergenog potencijala kao i efikasnost
njegove primene kao predtretmana u procesu enzimske hidrolize;

- optimizacija mikrotalasnog postupka i karakterizacija tretiranih uzoraka;

- optimizacija postupka enzimske hidrolize glutena u Sarznom sistemu sa mehanic¢kim
meSanjem i kontrolom temperature i pH. Karakterizacija dobijenih uzoraka;

- optimizacija kombinovanog postupka enzimske hidrolize sa mikrotalasnim
predtretmanom i karakterizacija dobijenih hidrolizata;

- raspodela molekulskih masa mikrotalasno tretiranih uzoraka i hidrolizata pomoc¢u SDS-
PAGE elektroforeze i gel-permeacione hromatografije; Promena strukture proteina
analizirana pomoc¢u FTIR i Ramanove spektroskopije;

- karakterizacija uzoraka sa aspekta antioksidativne i antimikrobne aktivnosti;

- poredenje alergenih svojstava mikrotalasno tretiranih uzoraka i hidrolizata.

U Zakljucku ¢e sumarno biti predstavljeni rezultati svih navedenih eksperimentalnih
istrazivanja. Bi¢e diskutovana povezanost izmedu primenjenih tretmana 1 strukture mikrotalasno
tretiranih uzoraka 1 hidrolizata. Takode bic¢e izveden zakljucak o optimalnim parametrima
mikrotalasnog tretmana i enzimskih hidroliza, u cilju proizvodnje bioloski aktivnih peptida
smanjene alergenosti, ocuvanih i/ili unapredenih funkcionalnih svojstava.

U poglavlju Literatura naci ¢e se spisak citiranih nauc¢nih radova i knjiga, koris¢enih u
doktorskoj disertaciji, ukljucujuci i nau¢ne radove proistekle iz eksperimentalnih istrazivanja u
okviru izrade ove doktorske disertacije.

7. Zakljudak i predlog

Na osnovu izlozenog, Komisija smatra da je predlozena tema doktorske disertacije
kandidata lvane Gazikalovi¢ pod nazivom ,,Enzimska modifikacija pSeni¢nog glutena u cilju
smanjenja njegove alergenosti i poboljsanja funkcionalnih svojstava® nau¢no zasnovana i
predlaze Nastavno-nau¢nom veéu Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
da prihvati i odobri izradu doktorske disertacije pod navedenim nazivom. Komisija smatra da je
kandidat podoban za realizaciju naucnih ciljeva predvidenih planom doktorske disertacije.
Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom veéu Tehnolosko-metalurskog fakulteta da uputi zahtev
Vecu oblasti tehnickih nauka Univerziteta u Beogradu za davanje saglasnosti na predlog teme
doktorske disertacije. Istrazivanja predvidena ovom doktorskom disertacijom 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. Za mentora
se predlaze dr Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, redovni profesor Tehnolosko-metalurSskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu.
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