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Predmet: Referat o uradenoj doktorskoj disertaciji kandidata Mohamed Bashir Elmalimadi,
master inZenjera.

Odlukom br. 35/477 od 30.11.2017. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za pregled,
ocenu i odbranu doktorske disertacije kandidata Mohamed Bashir Elmalimadi pod naslovom

,Funkcionalna i bioloSka svojstva pSeni¢nog glutena modifikovanog enzimskim
postupcima“

»Functional and biological properties of enzymatically modified wheat gluten*

Posle pregleda dostavljene Disertacije 1 drugih prate¢ih materijala i razgovora sa Kandidatom,
Komisija je sacinila slede¢i

REFERAT
1. UvOD

1.1.  Hronologija odobravanija i izrade disertacije

Skolske 2013/14 godine kandidat Mohamed Bashir Elmalimadi, master inZ. upisao je
doktorske akademske studije na Univerzitetu u Beogradu, Tehnolosko- metalurSkom fakultetu,
profil Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija. ReSenjem rektora Univerziteta u Beogradu broj
06-61302-6053/3-13 od 02.07.2014. godine priznata je visokoskolska isprava drugog nivoa
obrazovanja stecena na Univerzitetu u Misurati, Libija, izdata 03.06.2014. godine.

3.11.2016. - Kandidat Mohamed Bashir Elmalimadi, master inZ. predloZio je temu doktorske
disertacije pod nazivom: ,,Funkcionalna i bioloSka svojstva pSeni¢nog glutena modifikovanog
enzimskim postupcima® (,,Functional and biological properties of enzymatically modified
wheat gluten®), a Nastavno-nau¢no veée TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu usvojilo Komisiju za ocenu nau¢ne zasnovanosti predlozene teme 26.12.2016.

20.04.2017. - Na sednici Nastavno-nauc¢nog veca TehnoloSko-metalurSskog fakulteta, na osnovu
podnetog referata komisije, doneta je odluka (br. 35/90) o prihvatanju predloga teme doktorske
disertacije Mohamed Bashir Elmalimadi, master inZ., pod nazivom ,Funkcionalna i
bioloska svojstva pseniénog glutena modifikovanog enzimskim postupcima“ (,,Functional
and biological properties of enzymatically modified wheat gluten*), a za mentora ove
doktorske disertacije imenovana je dr Zorica Knezevi¢-Jugovié¢, redovni profesor TehnoloSko-
metalurskog fakulteta.

05.06.2017. - Na sednici Vec¢a naucnih oblasti tehni¢kih nauka Univerziteta u Beogradu data je
saglasnost na predlog teme doktorske disertacije Mohamed Bashir Elmalimadi, master inz.,
pod nazivom ,Funkcionalna i bioloska svojstva pSeni¢nog glutena modifikovanog



enzimskim postupcima®“ (Functional and biological properties of enzymatically modified
wheat gluten).

30.11.2017. - Na sednici Nastavno-nau¢nog veca TehnoloSko-metalurSkog fakulteta doneta je
odluka o imenovanju komisije za ocenu i odbranu doktorske disertacije Mohamed Bashir
Elmalimadi, master inZ., pod nazivom ,,Funkcionalna i bioloSka svojstva pSeni¢nog glutena
modifikovanog enzimskim postupcima®“ (Functional and biological properties of
enzymatically modified wheat gluten) (br. odluke 35/477).

1.2. Naucna oblast disertacije

Istrazivanja u okviru ove disertacije pripadaju naucnoj oblasti Tehnolosko inZenjerstvo (uza
naucna oblast Biotehnologija i1 biohemijsko inZenjerstvo) za koju je mati¢na ustanova
TehnoloSko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu. Za mentora je izabrana dr Zorica
Knezevié-Jugovi¢, redovni profesor Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
koja je na osnovu objavljenih publikacija i1 iskustva kompetentna da rukovodi izradom ove
doktorske disertacije.

1.3. Biografski podaci o kandidatu

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.

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

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 dva rada u medunarodnom
Casopisu (kategorizacije M21a jedan rad i M23 jedan rad) i sedam saopsStenje na medunarodnim i
nacionalnim skupovima od kojih je pet Stampano u celosti, dva rada u izvodu.

2. OPIS DISERTACIJE

2.1. Sadrzaj disertacije

Doktorska disertacija Mohamed Bashir Elmalimadi, master inZenjera, napisana je na
engleskom jeziku na 116 strana, sadrzi 51 sliku, 22 jednacine, 18 tabela i 209 literaturnih
navoda. Doktorska disertacija sastoji se iz slede¢ih poglavlja: Uvod, Teorijski deo,
Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucci i Literatura, uz izvode na srpskom i
engleskom jeziku. Na pocetku disertacije dat je Rezime na engleskom i srpskom jeziku, a na
kraju disertacije nalazi se Biografija na srpskom i engleskom jeziku i tri obavezna Priloga:



Izjava o autorstvu, lzjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije rada i lzjava o
koriséenju.

2.2. Kratak prikaz pojedina¢nih poglavlja

U Uvodu dat je kratak osvrt na oblast istrazivanja, definisan je predmet istrazivanja i
aktuelnost problematike u svetu, kao i glavni ciljevi disertacije. Data su osnovna razmatranja o
znacaju proteina pSeni¢nog glutena 1 hidrolizata posmatrana kroz njihova tehnolosko-
funkcionalna i bioloSka svojstva, sa osvrtom na potencijalnu primenu u razli¢itim oblastima,
narocito kao komponenata funkcionalne hrane. Navedeni su osnovni principi nekih od postupaka
koji se primenjuju za poboljSanje svojstava glutena, narocito postupka enzimske hidrolize, koji je
primenjen u ovoj disertaciji. Na kraju Uvoda predstavljeni su ciljevi rada i plan istrazivanja.

Teorijskom deo se sastoji iz Cetiri potpoglavlja i to: 1) Osnovna svojstva proteina; 2)
Enzimska hidroliza proteina; 3) Bioloske aktivnosti peptida izolovanih iz pSeni¢nog glutena; i 4)
Pregled postupaka za optimizaciju enzimske hidrolize proteina.

U potpoglavlju Osnovna svojstva proteina opisana su fizicko-hemijska svojstva proteina
glutena i drugih prirodnih proteina od znacaja za njihovu primenu u prehrambenoj industriji.
Potom su detaljno opisana struktura i svojstva pojedinacnih frakcija proteina glutena i istaknut je
njihov znacaj. 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 zahvaljujuéi sposobnosti da obrazuju disulfidne veze i hidrofobne
interakcije, doprinose ¢vrsto¢i 1 viskoelasticnim 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. Detaljno su razmatrana osnovna
tehnolosko-funkcionalna svojstva proteina poput rastvorljivosti, sposobnosti penjenja i
emulgovanja, sposobnosti stvaranja tankog filma i kapaciteta vezivanja vode i ulja, kao i
korelacija izmedu ovih svojstava i strukture proteina. Naglaseno je da je rastvorljivost jedno od
najvasnijih funkcionalnih svojstava, budué¢i da protein mora biti rastvoran da bi se uspe$no
implementirao u razliCite prehrambene proizvode. Druga funkcionalna svojstava (emulgovanje,
geliranje ili penivost) takode zavise od rastvorljivosti proteina. Navedeni su neki od primenjenih
postupaka i primera iz literature koji su doveli do unapredenja rastvorljivosti, emulgujucih i
gelirajucih svojstava glutena.

U potpoglavlju Enzimska hidroliza proteina navedene su proteaze koje se koriste u ovim
procesima kao i njihova klasifikacija, osnovna kataliticka svojstva, specifi¢nost i mehanizmi
delovanja. Detaljno je opisana struktura i specifi¢nost delovanja proteaze iz Bacillus
licheniformis (alkalaza), koja je koris¢ena kao biokatalizator u okviru ove disertacije. Definisane
su najcesce korisS¢ene metode za odredivanje stepena hidrolize, kao 1 faktori koji uticu na samu
enzimsku reakciju hidrolize proteina.

U potpoglavlju BioloSke aktivnosti peptida izolovanih iz psenicnog glutena prikazane su
neke od do sada identifikovanih i objavljenih sekvenci bioloski aktivnih peptida dobijenih iz
glutena. Dat je detaljan pregled ovih peptida tabelarno. 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 proteolitiCkim enzimima. Ovi peptidi su veli¢ine izmedu 2 i 20 aminokiselina i
molekularne mase do 6000 Da, poseduju razlic¢ite bioloSke aktivnosti i lakSe se intestinalno



apsorbuju jer su bolje rastvorni i manjih su dimenzija. Molekulska masa i strukturne
karakteristike, kao $to je hidrofobnost, uticu na glavne transportne puteve kod peptida. Medutim,
Sto je molekulska masa peptida veca, to se smanjuje njegova Sansa da prode intestinalne barijere.

U navedenom potpoglavlju opisane su neke od studija koje su sprovedene kako bi se
utvrdilo antioksidativno dejstvo hidrolizata ili bioaktivnih peptida iz glutena, ali i drugih
prirodnih proteina. Tatan mehanizam antioksidativne aktivnosti peptida 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 hidrofobno$¢u. Npr. aminokiseline
Tyr, Trp, Met, Lys, Cys, 1 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 kljuc¢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 najvecu antioksidativnu aktivnost medu svim testiranim varijacijama ovog
peptida..

U potpoglavlju Pregled postupaka za optimizaciju enzimske hidrolize proteina navedene
su prednosti enzimske hidrolize u poredenju sa mikrobioloskim i hemijskim postupcima za
unapredenje funkcionalnih 1 bioloskih svojstava pSeni¢nog glutena poput blagih reakcionih
uslova, smanjenog obrazovanja sporednih proizvoda i dobijanja neobojenih hidrolizata boljeg
kvaliteta, ali i nedostaci zbog kojih je primena ovih postupaka jo$ uvek ogranicena u vec¢im
razmerama. Savremena istrazivanja su usmerena na enzimsku hidrolizu pomocu proteoliti¢kih
enzima zbog njihove specifi¢nosti 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 odgovarajuéi profil peptida u hidrolizatima. 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. Medutim,
ova svojstva u velikoj meri zavise od nacina i intenziteta pretretmana, vrste proteaze, reakcionih
uslova i stepena hidrolize, odnosno neodgovarajuci pretretman i/ili prekomerna hidroliza, ne
samo da nec¢e dovesti do unapredenja, ve¢ mogu i da prouzrokuju pogorsanje tehnolosko-
funkcionalnih 1 bioloskih svojstava. Pored toga, dobijeni hidrolizati Cesto imaju gorak i
neprijatan ukus, a mogu da zadrze i alergenost nakon procesa. Zbog toga, u ovom potpoglavlju
opisani si postupci za optimizaciju parametara enzimskog procesa poput metodologije odzivnih
povrsina sa aspekta razliitih izlaznih veli¢ina i1 dati su odabrani parametri i eksperimentalni
modeli koji su najcesce koriS¢eni za optimizaciju ovih procesa.

U poglavlju Materijali i metode navedeni su materijali i oprema kori§éeni u toku izrade
ove disertacije, a zatim su navedene metode koriS¢ene u toku eksperimentalnog rada 1 obrade
rezultata. Prvo su opisani uslovi procesiranja proteina glutena toplotnim tretmanom kao i nacini
izvodenja enzimske reakcije hidrolize proteazom iz Bacillus licheniformis (alkalaza). Detaljno su
opisani konfiguracija bioreaktora u kojima je izvrSena reakcija kao i tipovi mehanickih mesalica
1 naCin mesanja. Detaljno su opisane i procedure za odredivanje funkcionalnih svojstava proteina



glutena pre i posle tretmana i to: 1) postupci odredivanja indeksa aktivnosti i stabilnosti emulzije;
2) postupci odredivanja kapaciteta i stabilnosti pene; 3) postupci odredivanja rastvorljivosti
proteina pri razli¢itim pH vrednostima; 4) postupci za odredivanje kapaciteta vezivanja ulja; i 5)
postupci za odredivanje kapaciteta vezivanja vode. Detaljno su opisane i tehnike membranske
separacije za razdvajanje hidrolizata proteina na frakcije na osnovu veli¢ine molekula, kao i
metode odredivanja veli¢ine proteinskih frakcija (SDS - PAGE elektroforezom). S obzirom da je
jedan od osnovnih ciljeva izrade ove doktorske disertacije bio izolovanje i karakterizacija
bioaktivnih peptida iz sloZzene smeSe proteina glutena, od izuzetne vaznosti bilo je testitanje
bioloskih aktivnosti in vitro metodama. Stoga, u ovom poglavlju opisani su postupci za
odredivanje antioksidativne aktivnosti hidrolizata i/ili frakcija peptida i to: 1) sposobnost
neutralizacije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH); 2) sposobnost neutralizacije
radikalskog katjona 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS); 3) metoda
inhibicije superoksid radikala i 4) sposobnosti heliranja jona metala.

Poglavlje Rezultati i diskusija obuhvata prikaz rezultata dobijenih u eksperimentalnom
radu pri izradi ove disertacije, njihovu analizu i diskusiju koja ukljucuje poredenje sa rezultatima
dobijenim u radovima iz literature u sli¢énim ispitanim sistemima. U ovom poglavlju nalazi se
ukupno 6 potpoglavlja i to: 1) Uticaj toplotnog pretretmana na enzimsku hidrolizu ps$eni¢nog
glutena; 2) Uticaj procesnih parametara na kinetiku enzimske hidrolize glutena i stepen hidrolize;
3) Uticaj geometrije meSalice 1 nacina meSanja na kinetiku enzimske hidrolize glutena i stepen
hidrolize; 4) Optimizacija procesnih parametara sa aspekta tehnoloSko-funkcionalnih svojstava
psSeni¢nog glutena primenom eksperimentalnih planova; 5) Optimizacija procesnih parametara sa
aspekta antioksidativne aktivnosti hidrolizata primenom eksperimentalnih planova; 6) Izolovanje
bioloski aktivnih peptida membranskom separacijom i njihova karakterizacija.

U prvom potpoglavlju dati su rezultati uticaja toplotnog tretmana na kinetiku i stepen
hidrolize glutena alkalazom. Pokazano je da termicki pretretman (zagrevanje disperzije glutena
na 75 °C u toku 30 minuta) znacajno ubrzava reakciju i uti¢e na ravnotezni stepen hidrolize.
Kako je potvrdeno na osnovu povecanja sadrzaja reaktivnih sulfhidrilnih grupa i smanjenja udela
a-heliksa u sekundarnoj strukturi da dolazi do promena u strukturi molekula glijadina i glutenina
nakon termic¢kog tretmana, verovatno da se pod uticajem toplote razmotava molekul proteina i
oslobadaju unutrasnje peptidne veze koje postaju dostupne dejstvu alkalaze. Samim tim, postiZu
se veci ravnotezni stepeni hidrolize sa pretretiranim glutenom pri istim reakcionim uslovima i
oni dostizu vrednost i do 30,2% pri pH 8, 60 °C, i odnosu enzim-supstrat od 0,5 AU/g, $to je
znacajno vise od sli¢nih istrazivanja u literaturi. Medutim, veci stepeni hidrolize nisu bili u
korelaciji sa tehnoloSko-funkcionalnim svojstvima poput rastvorljivosti, kapaciteta pene,
stabilnosti pene, emulgujucih svojstava kao ni kapaciteta vezivanja vode i ulja.

U potpoglavlju Uticaj procesnih parametara na kinetiku enzimske hidrolize glutena i
stepen hidrolize prikazani su kineticki rezultati hidrolize glutena alkalazom pri razlicitim
temperaturama, pH vrednostima, poCetnim koncentracijama glutena i odnosima enzim/supstrat.
Uoceno je razlicito kineticko ponaSanje u sistemu pri niskim i visokim koncentracijama glutena.
Naime, pri niskim koncentracijama od 1-5% reakcija se pokorava klasi¢noj Mihaelis-
Mentenovoj kinetici, dok pri koncentracijama glutena ve¢im od 9%, dolazi do pada brzine
reakcije, Sto se moZe pripisati inhibicijom enzima supstratom u viSku, maloj rastvorljivosti
glutena, difuzionim limitacijama ili istovremenom uticaju vise navedenih faktora. Najvisi stepeni
hidrolize su postignuti pri najmanjim pocetnim koncentracijama glutena i visSim pH vrednostima.

Kako su postignuti veci stepeni hidrolize samo pri niskim koncentracijama glutena, u
daljem radu pokuSalo se da se pravilnim izborom nacina meSanja i geometrije mesalice, kao 1



podeSavanjem brzine meSanja, unapredi prenos mase i toplote u ovom disperznom sistemu |
omoguci 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 velikin prednosti poput smanjenih potreba za
koncentrovanjem i izdvajanjem proizvoda i moguénosti postizanja vecih prostorno-vremenskih
prinosa reaktora. Medutim, pri ve¢im koncentracijama, gluten gradi grubo disperzne sisteme u
vodi usled formiranja agregata, Sto moze biti razlog nehomogene distribucije enzima u sistemu
kao i otezane kontrole temperature i pH vrednosti, zbog ¢ega opada brzina reakcije. Pokazano je
da je geometrija meSalice od krucijalne vaznosti za efikasno odvijanje enzimske reakcije.
Ispitano je nekoliko geometrija meSalica i to meSalica sa zakoSenim lopaticama, sidrasta
mesalica, helikoidalna meSalica i druge na pocetnu brzinu reakcije i ravnotezni stepen hidrolize.
lako se na osnovu uvida u literaturu, helikoidalna i sidrasta meSalica velikog pre¢nika (90 i 94%
od unutras$njeg prec¢nika suda) uspeSno koriste za efikasno meSanje i odvijanje enzimskih
reakcija u viskoznim sistemima jer ne prouzrokuju jake sile smicanja koje bi dezaktivirale enzim
i unapreduju mesanje u ovim sistemima, najvec¢e pocetne brzine enzimske hidrolize glutena su
postignute sa meSalicom sa Cetiri zakosene lopatice (DH 30,47%, 105 min). Kod ovih meSalica
meSanje se manifestuje aksijalnim strujanjem na dole, sa pojacanim smicanjem, koje ne
prouzrokuje dezaktivaciju enzima u toku 2 h reakcije uz intenzivno meSanje. Ispitan je i uticaj
brzine meSanja u intervalu od 100 do 750 rpm na brzinu reakcije i utvrdeno je da u intervalu do
350 rpm sa porastom brzine meSanja raste i brzina reakcije, $to se mozZe objasniti smanjenim
difuzionim limitacijama. Pokazano je da je jedan od potencijalnih razloga i smanjenje prec¢nika
agregata, usled Cega se poveCava grani¢na povrSina za odvijanje enzimske reakcije kao i
adsorpcija enzima na agregiranim ¢esticama glutena. Medutim, pri povecanju brzine meSanja u
intervalu od 350 do 750 rpm, dolazi do naglog pada brzine reakcije verovatno usled
dezaktivacije enzima smicajnim silama.

U potpoglavlju Optimizacija procesnih parametara sa aspekta tehnolosko-funkcionalnih
svojstava pSenicnog glutena primenom eksperimentalnih planova ispitan je uticaj Cetiri procesna
parametra na cCetiri odabrana svojstva hidrolizata primenom  Box-Behnken-ovog
eksperimantalnog plana. Konkretno, ispitani su uticaji koncentracije supstrata, odnosa [E]/[S],
pH i temperature na stepen hidrolize, rastvorljivost, emulgujuéu aktivnost i stabilnost, te
kapacitet i1 stabilnost pene pomocu eksperimentalnog dizajna. Metoda odzivne povrSine je
koriS¢ena da se proceni znaCaj svakog pojedinacnog faktora uzimaju¢i u obzir njihove
interakcije, kao i da se utvrde optimalni uslovi hidrolize glutena katalizovane alkalazom iz B.
licheniformis. Najveca rastvorljivost hidrolizata (~ 97% 1 ~ 92%) postize se pri niskim
koncentracijama supstrata (1%) i niskim odnosima [E]/[S] (0,5 i 0,25 AU/g glutena, redom).
Prikazani rezultati verifikovani su za najniZu temperaturu reakcije i najvisu pH vrednost reakcije.
Dobijeni rezultati mogu se objasniti velikom afinitetom alkalaze prema glutenu i moguénoscéu
izvodenja hidrolize ovom endopeptidazom obrazujué¢i veliku koli¢inu rastvorljivih peptida.
Sposobnost emulgovanja hidolizata je povezna sa stepenom hidrolize, pri ¢emu nizi stepen
hidrolize dovodi do vece emulgujuce aktivnosti. UopSteno je prihvaceno da limitirana hidroliza
poboljsava emulgujuca svojstva proteina i njihovih hidrolizata. Najveca emulgujuéa aktivnost
hidrolizata proteina glutena od 2782,9 m#(g se postize pri slabo baznoj sredini od 8,01 i
temperaturi reakcije od 47,5 °C. Sto se ti¢e emulgujuée stabilnosti hidrolizata proteina, uzimajuéi
u obzir sve znacajne faktore prilikom odredivanja maksimalne emulgujuce stabilnosti, dolazi se
do zakljucka da se ista postize pri [E]/[S] odnosu od 0,75 AU/g glutena i koncentraciji supstrata
od 9,0%.



U potpoglavlju Optimizacija procesnih parametara sa aspekta antioksidativne aktivnosti
hidrolizata primenom eksperimentalnih planova ispitane su antioksidativne aktivnosti hidrolizata
glutena dobijenih pri razliCitim uslovima. Konkretno, ispitani su uticaji Cetiri procesna
parametara na antioksidativhu aktivnost hidrolizata primenom  Box-Behnken-ovog
eksperimentalnog plana, a analiziranje rezultata izvrseno je metodom odzivnih povrsina. Varirani
su koncentracija bakterijske proteaze, koncentracija supstrata, pH i temperatura, dok su rezultati
antioksidativne aktivnosti pripremljenih hidrolizata odredene na osnovu sposobnosti inhibicije
DPPH i ABTS radikala. Najveca vrednost stepena neutralizacije/inhibicije DPPH radikala (~ 94
%) izmerena je za hidrolizat dobijen pri visokoj koncentraciji suptrata (9%), umerenoj
temperature reakcije (50 °C) i neutralnoj pH vrednosti 7, kao i pri srednjoj vrednosti [E]/[S]
odnosa (0,5 AU/g glutena). PokuSano je da se uspostavi korelacija izmedu stepena hidrolize i
sposobnosti inhibicije DPPH radikala i utvrdeno je da sa porastom stepena hidrolize do oko 15%
povecava se i DPPH antioksidativna aktivnost, da bi pri ve¢im stepenima hidrolize naglo opala.
Sposobnost inhibicije katjonskog ABTS radikala nije bila u korelaciji ni sa DPPH inhibitornom
aktivnosti, kao ni sa stepenom hidrolize. Ovi rezultati su pokazali da nije moguce primenom istih
reakcionih uslova istovremeno posti¢i 1 visok stepen hidrolize (veliki prinos peptida),
maksimalnu DPPH 1 ABTS inhibitornu aktivnost kao i da je zadrzavanje odredenih delova
sekundarne strukture, koja se nalazi u duzim oligopeptidima, neophodno za antioksidativnu
aktivnost.

U potpoglavlju Izolovanje bioloski aktivnih peptida membranskom separacijom i njihova
karakterizacija odabrani hidrolizati, koji su pokazali veliku antioksidativnu aktivnost,
koncentrovani su i razdvajani po veli¢ini na Cetiri frakcije pomocu ultrafiltracije sa tri membrane
razli¢itih veli¢ina pora (30 kDa, 10 kDa, 3kDa), a potom na viSe frakcija primenom gel
permeacione hromatografije. Antioksidativna aktivnost ultrafiltracionih frakcija hidrolizata
glutena odredena je na osnovu sposobnosti neutralizacije  2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) i
2,2’-azinobis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)-diamonijum so (ABTS) radikala,
superoksid radikala kao i sposobnosti heliranja jona metala. Ispitivanjem antioksidativnih
osobina svih uzoraka pomocu Cetiri razlic¢ite metode, doslo se do zakljucka da frakcije proteina
glutena manje molekulske mase pokazuju bolju sposobnost u borbi protiv slobodnih radikala, ali
i da njihova ucinkovitost zavisi od uslova odvijanja samog procesa hidrolize. Naime, peptidi iste
ili slicne molekulske mase izolovani iz hidrolizata dobijenih pri razli¢itim uslovima pokazali su
znacajno razliCitu antioksidativnu aktivnost odredenu pomocu iste metode, Sto ukazuje da
sekvenca peptida kao i udeo zadrzane sekundarne strukture imaju znac¢ajnu ulogu. Generalno je
pokazano da frakcije glutenina i glijadina poseduju specificne sekvence aminokiselina koje kada
se oslobode iz kompleksne strukture nativnog proteina postaju veoma vredan izvor
antioksidanasa.

U poglavlju Zakljucci jasno i pregledno su izneti zakljuéci izvedeni na osnovu rezultata
predstavljenih u prethodnim poglavljima koji su u saglasnosti sa postavljenim ciljevima rada.

U poglavlju Literatura dat je spisak kori$¢ene literature.
3. OCENA DISERTACIJE

3.1. Savremenost i originalnost




Enzimska hidroliza proteina razli¢itim proteazama kao i primena razlicitih pretretmana
svakako nije nov problem i u literaturi postoji veliki broj radova i patenata koji razmatraju ovu
tematiku. Medutim, malo se radova odnosi na pSeni¢ni gluten i oni su uglavnom usmereni na
primenu razli¢itih enzimskih i drugih postupaka u cilju smanjenja alergenog potencijala glutena.
U ovoj tezi se proucava enzimska hidroliza sa aspekta izolovanja i dobijanja bioaktivnih peptida.
lako su nedavna istraZzivanja pokazala da pSeni¢ni gluten i njegovi hidrolizati imaju veéu
antioksidativnu aktivnost u poredenju sa proteinima kukuruza ili graska, $to su autori doveli u
vezu sa znacajno ve¢im sadrzajem disulfidnih veza (45,37 nmol/mg) i ukupnog cisteina (93,88
nmol/mg) u poredenju sa drugim proteinima, veoma malo se zna o proizvodnji antioksidativnih
peptida iz pSeni¢nog glutena kao i uticaju operativnih uslova na stepen hidrolize i
antioksidativnu aktivnost hidrolizata. U ovom radu kori$éene su Cetiri metode za odredivanje
antioksidativne aktivnosti hidrolizata glutena i njihovih frakcija i to: sposobnost inhibicije DPPH
radikala, ABTS radikala, superoksid radikala i sposobnost heliranja metalnih jona. Sve ove
metode poseduju odredene specifi¢nosti, odnosno drugim rec¢ima, bioloski aktivni peptidi ¢e
reagovati drugacijim mehanizmom i intezitetom, pa samim tim isti proteini ne¢e pokazivati isti
stepen antioksidativne aktivnosti kada se testiraju razliitim metodama. Ovo je vazno jer
prilikom ispitivanja antioksidativnih svojstava odredenog jedinjenja treba Koristiti Sto vise
metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti jer ¢e se na taj nacin dobiti najpotpunija slika
realne sposobnosti odredenog jedinjenja, u ovom slucaju peptida, da deluju kao antioksidansi i
sprecavaju nezeljene reakcije slobodnih radikala u organizmu.

Ova teza doprinesi razumevanju uticaja termi¢kog pretretmana i procesnih parametara pri
izvodenju enzimske hidrolize pSeni¢nog glutena na tehnolosko-funkcionalna i bioloska svojstva
dobijenih hidrolizata. Uspostavljena je i korelacija izmedu stepena hidrolize i odredenog
funkcionalnog svojstva poput rastvorljivosti, indeksa emulgujuc¢e aktivnosti i1 stabilnosti,
kapaciteta i stabilnosti pene kao i antioksidativne aktivnosti hidrolizata. Pokazano je da u nekim
sluajevima intenzivna hidroliza moze ¢ak dovesti do nezeljenih efekata i pogorSanja odredenog
svojstva hidrolizata, ali i da hidrolizati sa priblizno istim vrednostima stepena hidrolize dobijeni
pri razli¢itim procesnim uslovima imaju drugaciji profil peptida i drugacija funkcionalna
svojstva. Zbog toga, u tezi je primenom eksperimentalnih planova i metodologije odzivnih
povrsina izvrSena pazljiva optimizacija nekoliko procesnih parametara, pri ¢emu SuU razmatrana
razli¢ita funkcionalna i antioksidativna svojstava kao izlazne veli¢ina. Dobijene su matematicke
funkcije sa definisanim maksimumima koje adekvatno opisuju uticaj temperature, pH,
koncentracije glutena i enzima na svako od navedenih svojstava i ukazuju na medusobni uticaj i
interakcije izmedu procesnih parametara.

Teza doprinosi i razumevanju uticaja geometrije meSalice 1 nac¢ina meSanja na brzinu
enzimske hidrolize glutena. Razmatraju¢i generalno hidrolizu proteina, u istrazivanjima se
obic¢no koristi orbitalno mesanje u Sejkerima ili uz pomo¢ magnetne mesalice, dok veoma mali
broj radova u literaturi razmatra uticaj geometrije meSalice, brzine i na¢ina meSanja na enzimsku
hidrolizu proteina. U slucaju odvijanja reakcije u Sarznom reaktoru sa mehanickim meSanjem,
obi¢no dolazi do nekoliko problema poput inhibicije enzima proizvodima reakcije ili supstratom
u visku, inaktivacije enzima smicajnim silama i problema zaustavljanja reakcije. Narocito je
hidroliza glutena u tim uslovima oteZana jer je gluten nerastvoran i pri ve¢im koncentracijama
dobijaju se viskozni disperzni sistemi, S$to prouzrokuje dodatne mehanicke probleme pri
pumpanju i meSanju ovih sistema i1 negativno uti¢e na prenos mase 1 toplote. Adekvatnim
meSanjem treba da se spreci i talozenje tezih Cestica na dno reaktora, Sto vodi ka smanjenju
aktivne zapremine, odnosno zapremine u kojoj se odigrava reakcija. 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 moguénosti postizanja vecih prostorno-vremenskih
prinosa reaktora. U tezi je pokazano da se pravilnim izborom mehanicke mesSalice i brzine
meSanja mogu posti¢i veci stepeni hidrolize za relativno kratko vreme i pri veéim pocetnim
koncentracijama glutena, Sto je od vaznosti za prakti¢nu primenu.

3.2. Osvrt na referentnu i kori§éenu literaturu

Tokom izrade doktorske disertacije kandidat je izvrSio detaljan pregled naucne i struéne
literature iz relevantnih nauc¢nih oblasti vezanih za problematiku doktorske disertacije.

Citirana su 209 literaturna navoda koja su omogucila da se jasno predstavi stanje u
ispitivanoj naucnoj oblasti, kao i da se sagleda aktuelnost problematike. Vecéinu pregledane
literature ¢ine radovi publikovani u vrhunskim medunarodnim Casopisima od strane eminentnih
stru¢njaka u ispitivanoj nauc¢noj oblasti. Na osnovu ovog preseka stanja u literaturi izloZene su
osnovne smernice za istrazivanja koja su sprovdena u ovoj doktorskoj disertaciji. 1z obrazlozenja
predlozene teme doktorske disertacije i objavljenih radova u prijavi, koju je kandidat podneo,
kao i iz popisa literature koja je koriS¢ena u istrazivanju, uoCava se adekvatno poznavanje
predmetne oblasti istrazivanja, kao i poznavanje aktuelnog stanja istrazivanja u ovoj oblasti u
svetu.

3.3. Opis i adekvatnost primenjenih nau¢nih metoda

U prijavi doktorske disertacije su postavljeni zadaci koji su ostvareni koris¢enjem
odgovarajucih eksperimentalnih tehnika i savremenih instrumentalnih metoda prema originalnim
ili modifikovanim metodama iz literature, kao i adekvatnom analizom i obradom podataka.

Promene u strukturi glutena nakon termickog pretretmana pra¢ene su pomo¢u Ramanove
1 FTIR spektroskopije. Kao kontrolni uzorak koriS¢en je osuSeni netretirani vodeni rastvor
pSeni¢nog glutena. 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 111 (1200-1300 cm™).
PovrSinska hidrofobnost termicki pretretiranih proteina odredena je spektrofluorometrijski
pomocu sprektrofluorimetra (Horiba FluoroMax 4) prema modifikovanoj metodi iz literature.

Enzimska reakcija hidrolize termicki pretretiranog i nativnog glutena izvedena je u
Sarznom reaktoru sa automatskom kontrolom temperature +0,5 °C i vrednosti pH 0,1 uz
mehani¢ko meSanje sa mesalicama razli¢ite geometrije i ostale hidrodinamicke uslove. U radu su
ispitani uticaji 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. Napredovanje i tok enzimske reakcije pracen je na osnovu stepena hidrolize
koji je direktno proporcionalan koli€ini a-amino grupa koje se oslobode u toku reakcije 1 koli¢ini
utroSene baze za odrzavanje konstantne pH vrednosti. Koli¢ina oslobodenih a-amino grupa je
verifikovana i primenom spektrofotometrijske metode i to sa 2,4,6-trinitrobenzensulfonskom
kiselinom (TNBS). Sva ispitivanja izvedena su prema originalnim ili modifikovanim metodama
iz literature.

Od tehnolosko-funkcionalnih svojstava pretretiranih proteina i hidrolizata razmatrani su:
kapacitet i stabilnost pene, emulgaciona svojstva, rastvorljivost pri razli¢itim pH vrednosti,



kapacitet vezivanja vode 1 ulja. Rastvorljivost hidrolizata glutena odredena je
spektrofotometrijski. RazblaZzeni uzorci (10% v/v) su centrifugirani pri jako velikom broju
obrtaja (15 minuta, 14,900 g na 4°C) da bi se staloZili nerastvorni proteini. Posle toga, analiziran
je sadrzaj proteina u supernatantu i pocetnom uzorku standardnom metodom po Loriju i na
osnovu odredenih odnosa izraGunava se rastvorljivost proteina.

Kapacitet 1 stabilnost pene pretretiranih proteina i1 njihovih hidrolizata odredena je 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
broju obrtaja, Sto prouzrokuje stvaranje pene, i o€itavanju visine pene posle zaustavljanja
mesSanja. 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 odredena su spektrofotometrijskom
metodom i izrazena su kao indeks emulgacione aktivnosti i emulgacione stabilnosti.

Distribucija molekulske mase hidrolizata glutena odredena je metodom SDS-PAGE
elektroforeze u jedinici za vertikalnu elektroforezu (Hoefer Ruby vertical system; GE Healthcare
Life Sciences, USA) kao i preparativne gel permeacione hromatografije. lzolovanje i
precis¢avanje frakcije peptida izvrSeno je koriSéenjem ultrafiltracione jednice (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA) i odgovaraju¢ih membrana izradenih od regenerisane celuloze
razli¢itih veli¢ina pora, kao i preparativnhom gel permeacionom hromatografijom primenom
kolona za Cije punjenje je koriS¢ena suspenzija Toyopearl HW-40F (metakrilni polimer sa
uvedenim hidroksilnim grupama koji sluzi za razdvajanje biomolekula u opsegu molekulskih
masa 10-0,1 kDa).

Antioksidativna aktivnost hidrolizata i/ili frakcija peptida ispitana je 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, Q") i

- heliraju metalne jone (jone gvozda),

Usled razli¢itosti mehanizama delovanja antioksidativnih jedinjenja na reaktivne vrste
kiseonika, dobijene vrednosti antioksidativnin aktivnosti hidrolizata, frakcija peptida i
precis¢enih peptida izrazene preko stepena inhibicije ili preko koli¢ine ekvivalenata standardnih
komercijalnih antioksidanasa su medusobno uporedene, ali i sa komercijalnim sinteti¢kim
antioksidativnim sredstvima.

3.4. Primenljivost ostvarenih rezultata

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 znacajnu paznju. U tom smislu pSenic¢ni gluten, koji se dobija kao
sporedni proizvod tokom procesa izvdajanja pSeni¢nog skroba u mokrom postupku prerade
pSeni¢nog braSna, moze da bude veoma vazna sirovina zahvaljuju¢i odgovaraju¢em
aminokiselinskom sastavu i nutritivnim svojstvima, kao i raspolozivosti u velikim koli¢inama.

Iako pSenicni gluten spada u kvalitetne proteine zbog pogodnog aminokiselinskog sastava
i velike bioloske vrednosti, njegova Sira komercijalna primena kao proteinskih dodataka ishrani
je ogranicena zbog alergenosti, nedovoljne digestivnosti i male rastvorljivosti, naro€ito u blizini
izoelektricne tacke (pH 6-7). Rastvorljivost proteina je najbitnije funkcionalno svojstvo buduci
da protein mora biti rastvoran da bi se uspesno implementirao u razli¢ite prehrambene proizvode.




Druga funkcionalna svojstava (emulgovanje, kapacitet vezivanja vode i ulja, penivost) takode
zavise od rastvorljivosti proteina. PoboljSanje rastvorljivosti, emulgujucih i drugih funkcionalnih
svojstava glutena doprinosi povecanju lepeze proizvoda u koje se ovi proteini mogu dodavati kao
emulgatori ili bioaktivni agensi. U ovoj tezi pokazano je da se parcijalnom enzimskom
hidrolizom glutena u kontrolisanim uslovima mogu znac¢ajno unaprediti funkcionalna i bioloska
svojstva ovog proteina i valorizovati njegova primena u prehrambenoj industriji.

Jedan od ciljeva ove disertacije bio je i dobijanje hidrolizata glutena, koji ne samo da
imaju odgovaraju¢a 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. Na osnovu pregleda do sada objavljenih eksperimentalnih podataka
i rezultata prikazanih u okviru ove doktorske disertacije, moze se zakljuciti da je ostvaren
znaCajan doprinos u moguénosti implementacije enzimske hidrolize termicki pretretiranog
glutena alkalazom za dobijanje hidrolizata sa antioksidativnom aktivnosti verifikovanom
pomocu nekoliko metoda. Rezultati dobijeni u toku rada na ovoj doktorskoj disertaciji daju
znaCajan naucni doprinos i objaSnjenju mehanizama antioksidativnog delovanja pojedinih
frakcija peptida kao i uvide u korelaciju izmedu intenziteta hidrolize (stepena hidrolize) i
antioksidativne aktivnosti.

4. OSTVARENI NAUCNI DOPRINOS

4.1. Prikaz ostvarenih nau¢nih doprinosa

Glavni nau¢ni doprinos ove doktorske disertacije predstavlja razvoj inovativnog biotehnoloskog
postupka koji se zasniva na kombinovanoj primeni termickog pretretmana i parcijalne enzimske
hidrolize alkalazom za dobijanje hidrolizata pSeni¢nog glutena odredenih tehnolosko-
funkcionalnih i antioksidativnih svojstava, koji podrazumeva nekoliko pojedinac¢nih doprinosa:

* Nova saznanja 0 moguc¢nosti primene enzimske hidrolize za poboljSanje tehnolosko-
funkcionalnih i antioksidativnih svojstava pSeni¢nog proteina nasuprot konvencionalnih
hemijskih postupaka;

» Definisani su optimalni procesni parametri i nacin izvodenja toplotnog pretretmana
glutena sa aspekta strukture i tehnolosko-funkcionalnih svojstava tretiranih proteina;

e Utvrden je uticaj geometrije nekoliko meSalica i brzine meSanja na brzinu enzimske
reakcije i stepen hidrolize koji je omogucio dizajn efikasnog procesa pri ve¢im pocetnim
koncentracijama glutena;

» Definisani su optimalni procesni parametri za odvijanje enzimske hidrolize pSeni¢nog
glutena proteazom iz B. licheniformis (alkalazom) sa aspekta stepena hidrolize,
rastvorljivosti, indeksa emulgujuce aktivnosti i stabilnosti, kapaciteta i stabilnosti pene.
Uspostavljena je korelacija izmedu stepena hidrolize i navedenih tehnolosko-
funkcionalnih svojstava;

» Definisani su optimalni procesni parametri za odvijanje enzimske hidrolize pSeni¢nog
glutena alkalazom sa aspekta antioksidativne aktivnosti dobijenih hidrolizata. Utvrdena je
korelacija izmedu stepena hidrolize i antioksidativnih svojstava hidrolizata odredenih
pomoc¢u DPPH i ABTS metode;



» Utvrdena je kinetika enzimske reakcije hidrolize glutena u cilju dobijanja projektnih
jednacina neophodnih za projektovanje i dizajn SarZznog enzimskog reaktora za
proizvodnju hidrolizata glutena;

* lIzolovano je nekoliko bioloski aktivnih frakcija peptida iz odabranih hidrolizata glutena
primenom membranskih separacionih tehnika i preparativne gel permeacione
hromatografije, koji su okarakterisani i Cija je antioksidativna aktivnost verifikovana na
osnovu cetiri metode poput sposobnosti inhibicije DPPH radikala, ABTS katjonskog
rdaikala, superoksid radikala i sposobnosti heliranja jona metala;

* Utvrdena je korelacija izmedu strukture i duzine sekvence peptida izolovanih iz
hidrolizata proteina glutena i antioksidativne aktivnosti odredene pomocu razlicitih
metoda na osnovu ¢ega su dobijeni uvidi u mehanizam antioksidativnog delovanja ovih

peptida.

4.2. Kriti¢ka analiza rezultata istrazivanja

Pregledom dostupne literature iz ove oblasti istrazivanja koja razmatra enzimske procese za
dobijanje hidrolizata pseni¢nog glutena kao komponenata funkcionalne hrane, kao i
razmatranjem rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji, uo¢ava se da rezultati iz ove
doktorske disertacije znacajno dopunjuju postojea saznanja iz pomenute oblasti. Naime,
optimizacijom klju¢nih procesnih faktora i na¢ina i intenziteta meSanja, znac¢ajno su unapredena
tehnoloSko-funkcionalna svojstva ovih proteina, a ujedno i povecana efiksnost enzimske
hidrolize. Razvojem efikasnog enzimskog postupka u SarZznom reaktorskom sistemu sa
poboljsanim mehanickim mes$anjem i membranskih separacionih procesa, kao i uspostavljanjem
odgovarajuceg kinetickog modela, postavljeni su osnovi za uvecanje razmera procesa dobijanja
hidrolizata pseni¢nog glutena sa tacno definisanim funkcionalnim svojstvima kao i pojedinih
frakcija peptida sa definisanom antioksidativnom aktivnosti.

4.3. Verifikacija nau¢nih doprinosa

Kandidat Mohamed Bashir Elmalimadi je rezultate istrazivanja dobijene u okviru izrade svoje
doktorske disertacije potvrdio objavljivanjem radova u Casopisima medunarodnog znacaja i
saopsStenjima na medunarodnim i nacionalnim skupovima. Rezultati istrazivanja proistekli iz ove
disertacije objavljeni su do sada u okviru dva rada u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja
(kategorizacije MZ2la-jedan rad, M23-jedan rad) i cetiri saopStenja na medunarodnim i
nacionalnim skupovima od kojih su svi Stampani u celini. Kandidat se tokom izrade disertacije
bavio istrazivackim radom u okviru uZe nau¢ne oblasti biohemijskog inzenjerstva i
biotehnologije u okviru kojih je koautor jos tri saopstenja na skupovima medunarodnog znacaja.

Radovi objavljeni u ¢asopisima medunarodnog znacaja - M20

- Rad u medunarodnom ¢asopisu - M21a

1. Elmalimadi, M.B., Jovanovi¢, J.R., Stefanovi¢, A.B., Tanaskovi¢, S.J., Purovié, S.B.,
Bugarski, B.M., Knezevi¢-Jugovié, Z.D. Controlled enzymatic hydrolysis for improved
exploitation of the antioxidant potential of wheat gluten (2017) Industrial Crops and Products,
109, 548-557. IF(2015)= 3,449, ISSN 0926-6690.

- Rad u medunarodnom ¢asopisu - M23



1. Elmalimadi, M.B., Stefanovi¢, A.B., gekuljica, N.Z., Zuza, M.G., Lukovi¢, 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, 41 (5), 41 (5), art. no. e13207. DOI: 10.1111/jfpp.13207
IF(2015) 0,894, ISSN: 0145-8892.

Zbornici medunarodnih nauc¢nih skupova - M30

1. SaopStenja sa medunarodnog skupa Stampana u celini - M33

1. Jovanovié J., Stefanovi¢, A., Grbav¢i¢, S., Sekuljica, N., Elmalimadi, M., Bugarski, B.,
Knezevi¢- Jugovi¢, 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. Knezevié-Jugovi¢ Z., Jovanovi¢ J., Stefanovi¢ A., Jakoveti¢ S., Grbav¢i¢ S., ElImalimadi 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

- Saopstenja sa nacionalnog skupa Stampana u celini — M63

1. Knezevi¢-Jugovi¢ Z., EImalimadi 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

Ostali nauéni radovi kandidata
- SaopStenja sa medunarodnog skupa Stampana u celini - M33

1. 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 423-427.

-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.

5. ZAKLjUCAK I PREDLOG

Na osnovu prethodno iznetih razmatranja rezultata doktorske disertacije Mohamed Bashir
Elmalimadi, master inz. pod nazivom ,,Funkcionalna i bioloska svojstva pSeni¢nog glutena
modifikovanog enzimskim postupcima®“ (Functional and biological properties of
enzymatically modified wheat gluten) smatramo da su ispunjeni svi ciljevi i zadaci rada na
ovoj tezi 1 da ona svojim sadrzajem 1 kvalitetom znacajno doprinosi oblasti Tehnolosko
inZenjerstvo, Sto je i potvrdeno objavljivanjem radova u medunarodnim casopisima, kao i
publikovanjem rezultata na konferencijama od medunarodnog i nacionalnog znacaja. Takode,
komisija je misljenja da je kandidat ispoljio izuzetnu naucnoistrazivacku sposobnost u svim
fazama izrade ove doktorske disertacije. Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecéu
TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu da se doktorska disertacija pod
nazivom ,,Funkcionalna i biolo§ka svojstva pSeni¢nog glutena modifikovanog enzimskim
postupcima“(Functional and biological properties of enzymatically modified wheat gluten)
kandidata Mohamed Bashir Elmalimadi prihvati, izloZi na uvid javnosti i uputi na kona¢no
usvajanje Vecéu naucnih oblasti tehni¢kih nauka Univerziteta u Beogradu. Takode, da se nakon
zavrSetka ove procedure, kandidat pozove na usmenu odbranu doktorske disertacije pred
Komisijom u istom sastavu.
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