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Predmet: Referat o uradenoj doktorskoj disertaciji kandidata Andree Stefanovi¢, master inz.
tehnologije.

Odlukom 35/95 br. od 20.4.2017. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za pregled, ocenu i
odbranu doktorske disertacije kandidata Andree Stefanovi¢ pod naslovom

Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina belanceta kao
komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta

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

REFERAT
1. uvOD

1.1.  Hronologija odobravanija i izrade disertacije

Skolske 2011/12 godine (14.10.2011.) kandidat Andrea Stefanovi¢, master inZ. tehnologije upisala
je Doktorske akademske studije na Univerzitetu u Beogradu, Tehnolosko- metalurski fakultet, profil
Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija.

3.3.2016. - Kandidat Andrea Stefanovi¢, master inz. tehnologije predloZila je temu doktorske
disertacije pod nazivom: ,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina
belanceta kao komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog
intenziteta®, a Nastavno-nau¢no vece Tehnolosko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu
usvojilo Komisiju za ocenu nauc¢ne zasnovanosti predlozene teme (br. odluke 35/97 od 3.3.2016.).

26.5.2016. - Na sednici Nastavno-nauc¢nog veca Tehnolosko-metalurskog fakulteta, na osnovu
podnetog referata komisije, doneta je odluka (br. 35/252) o prihvatanju predloga teme doktorske
disertacije Andree Stefanovi¢, master inz. tehnologije, pod nazivom ,,Optimizacija enzimskih
postupaka za dobijanje hidrolizata proteina belanceta kao komponenata funkcionalne hrane
primenom tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta“, a za mentora ove doktorske disertacije
imenovana je dr Zorica Knezevi¢-Jugovi¢, redovni profesor TehnoloSko-metalurskog fakulteta.

13.6.2016. - Na sednici Veca naucnih oblasti tehnic¢kih nauka Univerziteta u Beogradu data je
saglasnost na predlog teme doktorske disertacije Andree Stefanovi¢, master inz. tehnologije, pod
nazivom ,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina belanceta kao
komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog intenziteta“.

20.4.2017. - Na sednici Nastavno-nau¢nog veca TehnoloSko-metalurskog fakulteta doneta je odluka
o imenovanju komisije za ocenu i odbranu doktorske disertacije Andree Stefanovi¢, master inz.
tehnologije, pod nazivom ,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina
belanceta kao komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog
intenziteta” (br. odluke 35/95).



1.2. Naucna oblast disertacije

Istrazivanja u okviru ove disertacije pripadaju nauc¢noj oblasti Tehnolosko inZenjerstvo (uza nauc¢na
oblast Biotehnologija i biohemijsko inzenjerstvo) za koju je mati¢na ustanova Tehnolosko-
metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu. Za mentora je izabrana dr Zorica Knezevi¢-Jugovic,
redovni profesor TehnoloSko-metalurSskog fakulteta Univerziteta u Beogradu koja je na osnovu
objavljenih publikacija i iskustva kompetentna da rukovodi izradom ove doktorske disertacije.

1.3. Biografski podaci o kandidatu

Andrea B. Stefanovi¢, master inzenjer tehnologije, rodena je 5. januara 1987. godine u Gradaccu.
Osnovnu Skolu, gimnaziju i srednju muzicku Skolu zavrsila je u Bijeljini. Studije na Tehnolosko-
metalurskom fakultetu (na studijskom programu Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija)
Univerziteta u Beogradu upisala je 2006. godine. Diplomirala je na istom fakultetu 22.9.2010.
odbranom diplomskog rada pod nazivom “Proizvodnja mleka bez laktoze pomocu beta-
galaktozidaze” sa ocenom 10 (deset) ¢ime je stekla zvanje diplomirani inzenjer tehnologije. Master
akademske studije, na studijskom programu Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija Tehnolosko-
metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, upisala je 2010. godine. 26.9.2011. ZavrSila je
master akademske studije na istom fakultetu odbranom master rada pod nazivom ,,Kovalentna
imobilizacija penicilin acilaze iz Escherichia coli na makroporoznom kopolimeru
glicidilmetakrilata i etilenglikoldimetakrilata® sa ocenom 10 (deset) i prosenom ocenom tokom
studiranja 9,25, ¢ime je stekla zvanje master inZenjer tehnologije. Diplomski rad, kao i master rad,
radila je na Katedri za Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologiju TehnoloSko-metalurSkog
fakulteta. Doktorske studije, na studijskom programu Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija
TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, upisala je 2011. godine. Polozila je sve
ispite predvidene nastavnim planom doktorskih studija sa prosecnom ocenom 9,82. U zvanje
istrazivac pripravnik izabrana je 10.7.2012. godine, a u zvanje istrazivac saradnik 9.4.2015. godine.
Od 1.1.2012. godine zaposlena je kao istrazivac¢-saradnik na Tehnolosko-metalurskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije br. 11146010, pod nazivom ,,Razvoj novih inkapsulacionih i enzimskih tehnologija za
proizvodnju biokatalizatora i bioloski aktivnih komponenata hrane u cilju povecanja njene
konkurentnosti, kvaliteta i bezbednosti“. Od oktobra 2016. godine angaZzovana je na projektu
»,Razvoj novih enzimskih tehnologija za modifikaciju sojinih proteina i unapredenje njihovih
funkcionalnih svojstava“ (EUREKA projekat, E!9936 - SOYZYME) pod rukovodstvom Z.
Knezevi¢-Jugovi¢. Od septembra 2015. godine angazovana je u nastavi na studijskom programu
Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija na laboratorijskim vezbama iz predmeta: Biotehnoloski
praktikum 2 i Enzimsko inzenjerstvo na profilu farmaceutsko inzenjerstvo.

Koautor je 11 (jedanaest) radova u medunarodnim casopisima (kategorizacije M21a (jedan rad),
M21 (tri rada), M22 (tri rada), M23 (tri rada) i M24 (jedan rad), kao i tri rada u nacionalnim
casopisima (dva rada kategorizacije M51 1 jedan rad M52). Saopstila je u saradnji sa koatorima 31
saopstenje na domacim i medunarodnim skupovima (10 saopstenja kategorizacije M33, 10 M34, 7
M64, 3 M63, i 1 M64).

U citavom ovom periodu neposredno je ucestvovala u izradi, organizovanju i izvodenju 26
diplomskih i master radova studenata studijskog programa Biohemijsko inZenjerstvo i
biotehnologija TehnoloSko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

2. OPIS DISERTACIE

2.1. Sadrzaj disertacije




Doktorska disertacija Andree Stefanovi¢ napisana je na 250 strana, sa ukupno 9 poglavlja, 69 slika,
29 tabela i 457 literaturnih navoda. Doktorska disertacija sastoji se iz slede¢ih poglavlja: Uvod,
Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak i Literatura, uz izvode na
srpskom i engleskom jeziku.

2.2. Kratak prikaz pojedina¢nih poglavlja

U poglavlju Uvod prikazan 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 belanceta i njihovih hidrolizata posmatrana kroz njihova tehnolosko-funkcionalna
svojstva i potencijalnu upotrebu, sa osvrtom na potrebu primene odgovarajuéeg pretretmana u cilju
poboljSavanja ovih svojstava. Akcenat je stavljen na prednosti primene ultrazvu¢nog pretretmana u
odnosu na tradicionalni termicki pretretman procesiranja proteina hrane. Posebna paznja posvecena
je prednostima primene ultrazvuénog pretretmana neposredno pre enzimske hidrolize proteina
belanceta, u odnosu na enzimsku hidrolizu bez pretretmana. Na kraju poglavlja predstavljeni su
ciljevi rada i plan istrazivanja.

U Teorijskom delu opisana su fizicko-hemijska svojstva proteina belanceta od znacaja za njihovu
primenu u prehrambenoj industriji. Potom su detaljno opisana struktura i svojstva pojedinac¢nih
frakcija proteina belanceta i istaknut je njihov znacaj. U nastavku je poseban osvrt napravljen na
mehanizam dejstva ultrazvucnih talasa, kao i na potencijalnu komercijalnu primenu ultrazvuka u
prehrambenoj industriji. Tehnologija primene ultrazvuka visokog intenziteta (frekvenci od 16 do
100 kHz) moze biti vrlo korisna kod minimalnog procesiranja proteinskih sirovina, jer se
ograniava poviSenje temperature tokom tretmana, i time omogucava ocuvanje senzornih i
nutritivnih svojstava proteina. Prenos akusti¢ne energije kroz supstrat je brz i celovit, Sto
omogucava redukciju ukupnog vremena obrade i manju potro$nju energije. Kada se putem tretiranja
sirovine ultrazvukom unese ta¢no definisana, optimalna, koli¢ina toplotne i mehanicke energije,
dobijaju se obradeni proteini rastvorljivi u vodi koji su lakse dostupni dejstvu proteolitickih enzima
I koji imaju zeljena funkcionalna svojstva. Istaknut je znacaj fenomena kavitacije koji se smatra
odgovornim za promenu hemijskih, fizickih i funkcionalnih osobina ultrazvu¢no tretiranih uzoraka 1
dat je pregled najznacajnih faktora koji uticu na kavitaciju. Takode, prikazani su do sada utvrdeni
uticaji ultrazvuénog tretmana na tehnoloSko-funkcionalna svojstva proteina iz razliitih izvora i
napravljen je detaljan pregled literature, koji daje uvid u trenutno stanje u oblasti primene
ultrazvuka zajedno sa analizom znacajnih parametara koji uti¢u na ishod poboljSanja fizicko-
hemijskih svojstava razli¢itih proteina. lzlozena je i teorijska osnova Ramanove spektroskopije sa
relevantnim primerima studija sprovedenih na detekciji promene strukture proteina. Posebna paznja
je posvecena tehnolosko-funkcionalnim svojstvima proteina belanceta, koja su potkrepljena
relevantim primerima nauc¢nih studija primene razli¢itih vrsta uredaja za sonikaciju sprovedenih u
cilju poboljsanja ovih svojstava. Isto tako, predstavljene su teorijske osnove enzimske hidrolize
proteina zajedno sa glavnim problemima koji se javljaju tokom hidrolize. Definisane su najcesce
koris¢éene metode za odredivanje stepena hidrolize, kao i faktori koji utiCu na samu enzimsku
reakciju hidrolize proteina. Predstavljene su vazne karakteristike proteaza, ukljucujuci njihovu
strukturu, mehanizam delovanja, specificnost i klasifikaciju. Detaljno su okaraterisane Cetiri
proteaze koje su koriS¢ene kao biokatalizatori u hidrolizi proteina belanceta u okviru ove disertacije.
U poglavlju Materijali i Metode navedeni su materijali i oprema kori$¢eni u toku izrade ove
disertacije, a zatim su navedene metode koriS¢ene u toku eksperimentalnog rada 1 obrade rezultata.
Prvo su opisani uslovi i metode procesiranja proteina belanceta ultrazvukom u uredajima razlicite
konstrukcije. Potom su opisani nacini izvodenja enzimske reakcije hidrolize (jednostepena i
dvostepena) proteina belanceta i izveden je empirijski kineticki model na osnovu kog su
modelovane dobijene krive hidrolize. Detaljno su opisane i procedure za odredivanje funkcionalnih
svojstava proteina belanceta, kao i metode odredivanja veliCine proteinskih frakcija (SDS - PAGE
elektroforezom) dobijenih nakon ultrazvu¢nog pretretmana. Takode, data je i metoda za odredivanje
raspodele veli¢ine Cestica i polidisperznog indeksa ultrazvuéno pretretiranih proteina belanceta.
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Zatim su opisani postupci odredivanja povrSinskih karakteristika razliito pretretiranih proteina
belanceta. Navedeni su uslovi pri kojima je vrSeno suSenje te¢nih hidrolizata, kao i metode za
odredivanje tehnolosko-funkcionalnih, senzornih i organoleptickih svojstava dobijenih prahova.
Opisane su 1 metode za strukturnu i morfoloSku karakterizaciju ultrazvucno pretretiranih proteina
belanceta i njihovih hidrolizata. Promene u strukturi proteina belanceta nakon primene ultrazvu¢nog
pretretmana odredene su primenom Ramanove 1 FTIR spektroskopije, dok je morfologija odredena
tehnikom skeniraju¢e elektronske mikroskopije sa emisijom polja (FE-SEM). U skladu sa
mikrobioloSkom ispravnosti i bezbednosti proteina belanceta uradene su mikrobioloSke analize, a
odredivanje ukupnog sadrzaja mikroorganizama vrSeno je na osnovu merenja stepena redukcije
broja celija u fizioloSkom rastvoru u kome su selektovani mikroorganizmi bili izlozeni dejstvu
razli¢ito pretretiranih proteina belanceta.

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¢nim ispitanim sistemima. U poglavlju Rezultati 1 diskusija nalazi se
ukupno 11 potpoglavlja. U prvom potpoglavlju prikazani su rezultati uticaja dejstva ultrazvu¢nih
talasa na tehnolosko-funkcionalna svojstva nativnih proteina belanceta. Ispitan je uticaj duZine
trajanja ultrazvucnog pretretmana izveden u uredajima razli¢ite konstrukcije i razlic¢itih frekvenci
(20, 35 i 40 kHz) na rastvorljivost, kapacitet pene, stabilnost pene i emulgujuc¢a svojstva proteina
belanceta. Utvrden je porast kapaciteta pene, stabilnosti pene, indeksa aktivnosti emulzije i indeksa
stabilnosti emulzije nativnih proteina belanceta pretretiranih ultrazvu¢nom sondom frekvence 20
kHz (UZS-20kHz), kao i ultrazvukom u kupatilima frekvence 40 kHz i 35 kHz (UZK-40kHz i
UZK-35kHz). Vreme pretretmana od 15 min dalo je najbolje rezultate emulgujucih svojstava i
svojstava penjenja za sva tri ultrazvucna pretretmana. Najveée povecanje kapaciteta pene,
stabilnosti pene, indeksa aktivnosti emulzije i indeksa stabilnosti emulzije zabeleZzeno je nakon
pretretmana ultrazvuénom sondom UZS-20kHz i uocena je zavisnost izmedu stabilnosti pene,
indeksa aktivnosti emulzije i indeksa stabilnosti emulzije i duZine pretretmana, dok se kapacitet
pene nije statisticki zna¢ajno menjao (p>0,05) sa promenom vremena pretretmana.

U drugom i tre¢em potpoglavlju ispitan je uticaj dejstva ultrazvuénih talasa razli¢ite frekvence na
povrsinske karakteristike molekula proteina belanceta i to sadrzaj sulfhidrilnih grupa i stepen
hidrofobnosti povrSine, kao i na raspodelu veli¢ina Cestica (agregiranih molekula) proteina. Kako je
belance veoma sloZen sistem koji se sastoji iz viSe od trideset razlicitih proteinskih frakcija, da bi se
utvrdio mehanizam delovanja ultrazuka visokog intenziteta na proteine belanceta, takode je ispitan i
uticaj ultrazuka generisan sondom frekvence 20 kHz na raspodelu veli¢ina Cestica i strukturu model
proteina belanceta, ovalbumina. Naime, ovalbumin je usvojen kao model protein jer je najvise
zastupljen u belancetu (oko 55%). Ova ispitivanja su omogucila znacajne uvide u mehanizam
delovanja ultrazvuka na proteine belanceta i uspostavljanje korelacija izmedu veli¢ine Cestica i
njihovog povrsinskog naelektrisanja i nekih od tehnoloSko-funkcionalnih svojstava proteina
belanceta poput rastvorljivosti, kapaciteta i stabilnosti pene i emulgujuéih svojstava. Tako, dobijena
je negativna linearna korelacija izmedu veliCine Cestica i rastvorljivosti proteina belanceta nakon
primene UZS-20kHz, a medusobna zavisnost izmedu indeksa aktivnosti emulzije i indeksa
stabilnosti emulzije i veli¢ine Cestica je, takode, potvrdena i ustanovljeno je da sa smanjenjem
Cestica dolazi do poboljSanja emulgujucih svojstava. Uocena je linearna korelacija izmedu zeta
potencijala 1 ostvarenog povecanja rastvorljivosti proteina belanceta, kapaciteta penjenja i
stabilnosti pene nakon ultrazvu¢nog pretretmana, dok direktna korelacija izmedu zeta potencijala 1
indeksa emulgujucih svojstava nije ustanovljena.

U ¢etvrtom potpoglavlju nastavilo se sa ispitivanjem uticaja ultrazvuka razli¢ite frekvence na
morfologiju Cestica proteina belanceta i dobijeni rezultati su uporedeni sa morfologijom cestica
dobijenih nakon primene konvencionalnog termickog tretmana. U petom potpoglavlju prikazana je
strukturna analiza razli¢ito pretretiranih proteina belanceta i prikazane su promene sekundarne
strukture izazvane primenom ultrazvu¢nog pretretmana. Pokazano je da su ultrazvuéni pretretmani
proteina belanceta sa sondom UZS-20kHz, kao i u kupatilu UZK-40kHz, uticali na promenu
sekundarne strukture proteina, tako $to se smanjuje udeo a-zavojnice, ali vidljive su promene i
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unutar disulfidnog regiona, ¢ime je potvrden i objasnjen povecan sadrzaj sulfhidrilnih grupa nakon
oba ultrazvuéna pretretmana. Pri tome, pretretman ultrazvu¢nom sondom UZS-20kHz pokazao je
veci uticaj na strukturna svojstva.

Unutar Sestog potpoglavlja ispitan je wuticaj razliCitih pretretmana na ukupan sadrZaj
mikroorganizama prisutnih u tretiranom belancetu. Kako je bezbednost hrane jedan od najvaznijih
zahteva koji se nameée proizvodacima, ispitivanje potencijala primene ultrazvuka visokog
intenziteta, kao koraka pre enzimske hidrolize umesto tradicionalnog termickog postupka, vazno je i
sa aspekta smanjenja broja ili ¢ak uniStenja mikroorganizama. Mikrobne kulture koje su kori§¢ene u
ovim ispitivanjima bile su: Salmonella enteritidis i Enterobacteriaceae. Zabelezen je smanjen broj
aerobnih bakterija nakon pretretmana sondom UZS-20kHz, dok primenom UZK-35kHz i UZK-
40kHz nije zabelezeno smanjenje broja aerobnih bakterija koje formiraju kolonije. Prisustvo
Salmonella enteritidis i Enterobacteriaceae nije detektovano ni u jednom uzorku.

U sedmom potpoglavlju izvedena je optimizacija enzimske hidrolize ultrazvucno pretretiranih
proteina belanceta u Sarznom reaktorkom sistemu. U tu svrhu kori$¢ene su razliite proteaze u
okviru jednostepenog i dvostepenog enzimskog postupka i uradena su preliminarna istraZivanja sa
aspekta brzine reakcije i prinosa peptida, ali i sa aspekta tehnoloSko-funkcionalnih svojstava.
Primenom jednostepenog enzimskog postupka, endoproteaza iz Bacillus licheniformis
(komercijalan naziv alkalaza) se pokazala kao najefikasnija medu ispitanim proteazama koje deluju
po endo- i egzo-mehanizmu, dok je u dvostepenom enzimskom postupku kombinacija enzima
alkalaze i neutraze dala najvece prinose peptida i stepene hidrolize. U svim ispitanim slucajevima
enzimska hidroliza je doprinela poveéanju rastvorljivosti i svarljivosti proteina belanceta Sto je od
izuzetnog znacaja za formulaciju napitaka i proteinskih suplemenata za sportiste , rekreativce i
osobe sa poremec¢enim radom digestivnog trakta na specijalnom dijetetskom rezimu ishrane
Pokazano je da su hidrolizati dobijeni iz ultrazvucno pretretiranih proteina belanceta imali bolja
funkcionalna svojstva od onih iz termicki pretretiranih, $to ukazuje da je ultrazvuéni pretretman
izazvao promene u strukturi proteina, utiCué¢i najpre na povecanje neuredenosti strukture i
hidrofobnosti povrSine (Sto je potvrdeno u prethodnom poglavlju), $to je u odredenoj meri sacuvano
ili ¢ak povecano nakon dejstva razli¢itih proteaza. Na taj nain ultrazvuk je unapredio svojstva
penjenja ili emulgovanja hidrolizata. Generalno, u poredenju sa jednostepenom enzimskom
hidrolizom, dvostepeni enzimski postupak nije statisticki zna¢ajno (p<0,05) uticao na poboljSanje
funkcionalnih svojstava ultrazvucno pretretiranih hidrolizata, a tretmani sa egzopeptidazama su se
pokazali prakticnim i efikasnim za regulisanje gor¢ine proteinskih hidrolizata.

U osmom potpoglavlju definisani su procesni parametri pri pretretmanu proteina belanceta
ultrazvukom koji su optimalni sa aspekta izvodenja enzimske hidrolize, ali i sa aspekta tehnolosko-
funkcionalnih svojstava proteina belanceta i njihovih hidrolizata. Kao biokatalizator koriS¢ena je
endoproteaza koja se pokazala kao najefikasnija, a to je proteaza iz B. licheniformis (alkalaza). U
tom smislu ispitan je uticaj frekvence i jaCine ultrazvucnih talasa, konstrukcije uredaja za
sonikaciju, vremena trajanja samog pretretmana kao i pH rastvora proteina na brzinu enzimske
reakcije, ali i tehnoloSko-funkcionalna svojstva hidrolizata. Pronadeni su opimalni uslovi
pretretmana koji su doveli do postizanja visokih prinosa reakcije. Kao najefikasniji pokazao se
pretretman ultrazvuénom sondom UZS-20kHz od 15 min pri pH rastvora belanceta 9,2. Ovi
rezultati su potpuno u skladu sa utvrdenim promenama u strukturi proteina belanceta usled dejstva
ultrazvuka frekvence 20 kHz u toku 15 min. Pri tretmanima sondom duzim od 15 minuta dolazi do
znaajnog smanjenja brzine enzimske reakcije i nezeljenih promena funkcionalnih svojstava kao, na
primer, do stvaranja zamuéenog, neprovidnog gela usled agregiranja molekula proteina, i usled
toga, smanjene rastvorljivosti proteina.

U devetom potpoglavlju pokusano je da se kvantitativnho odredi uticaj ultrazvuka generisan
ultrazvu¢nom sondom i kupatilima razli¢ite snage na brzinu enzimske reakcije. Ispitan je uticaj
pocetne koncentracije enzima i supstrata na brzinu reakcije, pri ¢emu su eksperimentalno dobijeni
podaci modelovani empirijskim kinetickim modelom koji uzima u obzir inhibiciju supstratom u
viSku i dezaktivaciju enzima u skladu sa kinetikom drugog reda. Nakon toga, iz empirijske
jednacine usvojenog kinetickog modela, odredene su kineticke konstante metodom linearne



regresije. Najveca konstanta brzine reakcije dobijena je nakon pretretmana ultrazvu¢nom sondom
UZS-20kHz, dok je najmanje povecanje brzine reakcije ostvareno nakon pretretmana UZK-35kHz.
Generalno, smanjena inhibicija enzima supstratom, kao i povecanje aktivnosti enzima i brzine
reakcije, koji su utvrdeni ispitivanjem kinetike reakcije 1 odredivanjem kineti¢kih konstanti, govore
da je doslo do unapredenja enzimske hidrolize proteina belanceta pretretiranih sa sva tri razlicita
ultrazvucna pretetmana u poredenju sa kontrolom.

U desetom potpoglavlju detaljno su analizirana povrsinska i strukturna svojstva, kao i tehnolosko-
funkcionalna svojstva hidrolizata dobijenih sa alkalazom i papainom iz proteina belanceta koji su
prethodno tretirani ultrazvuénom sondom frekvence 20 kHz. Konkretno ispitan je uticaj duzine
ultrazvucnog pretretmana 1 vrste enzima na rastvorljivost, svojstva penjenja, emulgaciona svojstva 1
sadrzaj sulfhidrilnih grupa hidrolizata, kao i na stepen hidrofobnosti, zeta potencijal i strukturu
peptida u hidrolizatu. Na osnovu dobijenih rezultata, koji su pokazali da hidrolizati dobijeni
enzimskom hidrolizom prethodno pretretiranih proteina belanaca ultrazvukom poseduju vecu
rastvorljivost, kapacitet i stabilnost pene, vece indekse aktivnosti i stabilnosti emulzije u poredenju
sa hidrolizatima dobijenim iz intaktnih (netretiranih) proteina belanceta, jasno je da su poboljSana
tehnolosko-funkcionalna svojstva hidrolizata direktna posledica promene strukture proteina
belanceta izazvane ultrazvucnim talasima male frekvence velike snage, ¢iji je uticaj delimic¢no
zadrzan i nakon enzimske hidrolize. Medutim, kako dolazi do raskidanja peptidnih veza u molekulu
pod dejstvom alkalaze ili papaina u toku hidrolize, naravno da se moze pricati samo o
kombinovanom uticaju ultrazvuka i enzima.

U jedanaestom potpoglavlju prikazani su rezultati optimizacije i izbora tehnika suSenja hidrolizata
proteina belanceta. Optimizovan je proces suSenja i dobijeni prahovi su okarakterisani sa aspekta
organoleptickih, funkcionalnih i senzornih svojstava.

U poglavlju Zaklju¢ak 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

Usled negativnih efekata termiCke obrade prirodnih proteina, razvoj inovativnih netermickih
tehnologija i novih metoda, koje ¢e poboljsati tehnolosko-funkcionalna svojstva nativnih proteina,
predmet su aktuelnih istrazivanja. Veca komercijalna primena hidrolizata proteina belanceta je za
sada ograni¢ena usled neadekvatnog procesnog tretmana pri obradi i sterilizaciji belanceta kao 1
hemijskoj hidrolizi proteina, koji dovede do znacajne promene boje, ukusa, funkcionalnosti i
nutritivnih svojstava proizvoda. NajviSe negativnih propratnih efekata ima termicki pretretman
belanceta na visokim temperaturama pri kojem se odvija sloZzena Majlardova i druge reakcije, Sto
dovodi do tamnjenja proizvoda i nastajanja jedinjenja sa toksi¢nim, mutagenim i teratogenim
efektima. Takode, tokom termickog postupka u blago alkalnoj sredini dolazi do neselektivne 1
nekontrolisane hidrolize proteina, kao i njihove ireverzibilne denaturacije, tako da se znacajno
smanjuje i nutritivna vrednost proizvoda. Zbog toga, kao alternativa tradicionalnoj termickoj obradi
sve vise se ispituju netermicki tretmani belanceta i enzimska hidroliza, zbog velikog broja prednosti
1 dugorocnih efekata proizvodnje koji se mogu postici.

Enzimska hidroliza proteina kao i primena netermickih tretmana poput tehnologije ultrazvuka
visokog intenziteta svakako nije nov problem i u literaturi postoji veliki broj radova i patenata koji
razmatra ovu tematiku. Medutim, u navedenim radovima iz literature uglavnom su koris¢eni model
proteini belanceta (najcesce lizozim, ovalbumin 1 ovotransferin). Na osnovu uvida u literaturu,



nema mnogo radova koji se bave primenom netermickih pretretmana i enzimskom hidrolizom
sloZene smeSe proteina prisutnih u belancetu, dok su istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije
upravo bazirana na ispitivanju uticaja ultrazvuka pod razli¢itim uslovima na celokupnu smesu
proteina belanceta, Sto ujedno predstavlja savremenost 1 originalnost nau¢nog istrazivanja.
Istrazivanja u okviru ove disertacije su razmatrana sa VviSe aspekata, na primer, zadrZavanja
odgovarajucih nutritivnih svojstva uz poboljSana tehnolosko-funkcionalna i organolepticka svojstva
proteina belanceta, Sto nije jednostavan zadatak i zahtevao je primenu odgovarajuceg ultrazvucnog
tretmana, kao i vise od jedne proteaze u jednostepenom ili viSestepenom enzimskom procesu.
Pokazano je da je najefikasnije proteine belanceta fizicko-hemijskim tretmanom ,pripremiti* za
enzimsku hidrolizu, odnosno denaturisati, tako da se peptidne veze u unutrasnjosti molekula izloze
dejstvu proteaza. Optimizacija enzimskog procesa hidrolize vrSena je uz paralelnu optimizaciju
ultrazvucnog pretretmana, jer se zna da su intaktni proteini belanceta nedostupni dejstvu proteaza
bez prethodnog pretretmana koji moze znacajno uticati na njihova funkcionalna svojstva. Kako
primena pretretmana dovodi do usloZznjavanja i poskupljivanja celokupnog procesa, proces
optimizacije je pazljivo sproveden kako sa aspekta funkcionalnih svojstava proteina, tako i sa
aspekta efekta na samu enzimsku hidrolizu proteina belanceta i ukupne performanse procesa.
Tehnologija primene ultrazvuka visokog intenziteta (frekvenci od 16 do 100 kHz) moze biti vrlo
korisna kod minimalnog procesiranja proteinskih sirovina, jer se ograni¢ava poviSenje temperature
tokom tretmana, i time omogucéava o¢uvanje senzornih i nutritivnih svojstava komponenata. Mali
broj radova, koji se bave problematikom tretiranja proteina belanceta ultrazvukom pre enzimske
proizvodnje hidrolizata, ne razmatraju tehnolosko-funkcionalna svojstva dobijenih proizvoda, kao
ni uticaj pretretmana na strukturu i funkcionalnost proteina belanceta, ve¢ samo uticaj ultrazvuka na
samu enzimsku reakciju. Veoma je vazno da u toku pretretmana ne dode do nezeljenih promena
funkcionalnih svojstava kao, na primer, do stvaranja zamucenog, neprovidnog gela usled
agregiranja molekula proteina, i usled toga smanjene rastvorljivosti proteina. Poznato je da
tretiranje proteina ultrazvukom moze dovesti do ovih nezeljenih promena pod odredenim uslovima,
ali je, generalno, mehanizam delovanja ultrazvuka na proteine drugaciji nego mehanizam delovanja
toplotom. Polaze¢i od ¢injenice da ultrazvuk znacajno uti¢e na sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu
strukturu proteina, od kojih je tercijarna izuzetno vazna za funkcionalnost proteina, kao i da dovodi
do povecanja hidrofobnosti povrSine i broja sulthidrilnih grupa na povrSini molekula koje su
odgovorne za veci broj disulfidnih mostova i formiranje manjih agregata nego pod uticajem toplote,
pokretljivosti 1 dostupnosti proteazama. Takode, neophodno je obratiti paznju na frekvenciju i
jacinu ultrazvuénih talasa, vrstu i konstrukciju uredaja za sonikaciju, kao i na vreme trajanja samog
pretretmana.

Vode¢i se gore pomenutim stavkama, u okviru ove doktorske disertacije definisani su procesni
parametri pri pretretmanu proteina belanceta ultrazvukom koji su optimalni sa aspekta izvodenja
enzimske hidrolize, ali i sa aspekta tehnolosko-funkcionalnih svojstava proteina belanceta i njihovih
hidrolizata. Osnovni cilj ove disertacije je bio da se doprinese razvoju enzimskog procesa hidrolize
proteina belanceta i optimizaciji ultrazvu¢nog pretretmana kao adekvatnoj zameni za tradicionalni

.....

za savremenost 1 originalnost nau¢nog istrazivanja sprovedenog u okviru ove disertacije.

3.2. Osvrt na referentnu i koriSéenu literaturu

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

Citirana su 457 literaturna navoda koja su omoguéila da se jasno predstavi stanje u ispitivanoj
naucnoj oblasti, kao 1 da se sagleda aktuelnost problematike. Vecinu pregledane literature Cine
radovi publikovani u vrhunskim medunarodnim casopisima od strane eminentnih strucnjaka 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
istraZzivanja, 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 analitickih instrumentalnih metoda prema originalnim ili
modifikovanim metodama iz literature, kao i adekvatnom analizom i obradom podataka.

Promene u strukturi proteina belanceta nakon ultrazvucnog pretretmana pracene su pomocu
Ramanove 1 FTIR spektroskopije. Kao kontrolni uzorak koriS¢en je osuSeni netretirani vodeni
rastvor proteina belanceta. 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 1 (1600-1700 cm™), amida 11 (1510-1560 cm™) i amida Il (1200-1300 cm™). Raspodela
veli¢ine Cestica 1 polidesperzni indeks proteina belanceta nakon odgovarajuéih ultrazvucnih
pretretmana odredeni su primenom tehnike dinamickog rasipanja svetlosti pomocu Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments). Isti uredaj koris¢en je za odredivanje zeta-potencijala ultrazvuéno
pretretiranih proteina belanceta daju¢i informaciju o meri stabilnosti Cestica unutar datog sistema.
PovrSinska  hidrofobnost  ultrazvu¢no  pretretiranih  proteina  belanceta  odredena je
spektrofluorometrijski pomoéu sprektrofluorimetra (Horiba FluoroMax®4) prema modifikovanoj
metodi iz literature.

Enzimska reakcija hidrolize ultrazvucno pretretiranih proteina belanceta izvedena je u SarZnom
reaktoru sa automatskom kontrolom temperature £0,5 °C i vrednosti pH £0,1 uz kontrolisano
mesanje i ostale hidrodinamicke uslove. Napredovanje i tok enzimske reakcije pra¢en 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. Uklanjanje soli iz
hidrolizata nakon zavr$ene hidrolize obavljeno je procesom dijalize pomocu creva za dijalizu. U
cilju dobijanja praskastih proizvoda svi hidrolizati osuseni su tehnikom sprej susenja i liofilizacijom
I ispitan je uticaj sprej suSenja i suSenja liofilizacijom na tehnolosko-funkcionalna svojstva finalne
formulacije proizvoda. Sva ispitivanja izvedena su prema originalnim ili modifikovanim metodama
iz literature.

Morfologija ultrazvu¢no pretretiranih proteina belanceta i njihovih hidrolizata odredena je tehnikom
skenirajuce elektronske mikroskopije pomocu elektronskog mikroskopa (TESCAN MIRA3 XMU).
Od tehnoloSko-funkcionalnih i fizicko-hemijskih svojstava pretretiranih proteina i hidrolizata u
okviru ove doktorske disertacije razmatrani su: kapacitet i stabilnost pene, emulgaciona svojstva,
rastvorljivost, odnos ukupnog sadrzaja sulfhidrilnih grupa i reaktivnih grupa na povrsini molekula,
svarljivost, redukuju¢a moc¢. Rastvorljivost proteina belanceta odredena je spektrofotometrijski.
Kapacitet i stabilnost pene ultrazvu¢no pretretiranin proteina belanceta i 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 velikom broju obrtaja, §to prouzrokuje stvaranje pene, i o€itavanju visine pene posle
zaustavljanja meSanja. Kapacitet penjenja se izrazava kao relativno povecanje zapremine odmah
nakon zavrSetka meSanja, dok se stabilnost pene izrazava kao relativno povecanje zapremine pene
30 minuta nakon zavrSetka meSanja. Emulgaciona svojstva odredena su spektrofotometrijskom
metodom i izraZzena su kroz indekse emulgacione aktivnosti i emulgacione stabilnosti. Svarljivost i
redukuju¢a mo¢ merena su spektofotometrijski prema modifikovanim metodama iz literature.
Gor¢ina hidrolizata, koji su prethodno osusSeni sprej suSenjem i/ili liofilizacijom, odredena je na
osnovu subjektivnog osecaja Sest individua pri koncentraciji peptida 30 mg cm™ i izraZena je u
jedinicama koncentracije rastvora kofeina iste gorCine. Merenje koordinata boje osuSenih i
tabletiranih hidrolizata belanceta (CIE, L*, a*, b*) odredeno je pomoc¢u Datakolor SF300 UV
refleksionog spektrofotometra, koriste¢i izvor svetlosti D65 pri standardnom uglu posmatraca od



10°. Sadrzaj pepela, lipida, proteina i ukupnih ugljenih hidrata odreden je pomoéu AOAC
standardnih metoda. Distribucija molekulske mase hidrolizata odredena je metodom SDS-PAGE
elektroforeze koja se izvoditila u jedinici za horizontalnu i vertikalnu elektroforezu (Amersham
Biosciences).

3.4. Primenljivost ostvarenih rezultata

Na osnovu pregleda do sada objavljenih eksperimentalnih podataka i rezultata prikazanih u okviru
ove doktorske disertacije, ostvaren je znacajan doprinos u moguénosti implementacije ultrazvu¢nog
pretretmana sa ciljem poboljSanja tehnoloSko-funkcionalnih svojstava nativnih proteina belanceta i
hidrolizata proteina belanceta. Rezultati dobijeni u toku rada na ovoj doktorskoj disertaciji daju
znacajan nau¢ni doprinos objasnjenju mehanizma delovanja ultrazvuénih talasa, kako na strukturu
kompleksne smeSe proteina belanceta, tako i na strukturu model proteina, ovalbumina. Na osnovu
definisanog uticaja ultrazvuka odredene frekvence i snage pod kontrolisanim uslovima (odrZavanje
konstantne temperature, jonske jacine, pH rastvora) na povrSinske karakteristike molekula proteina
belanceta poput hidrofobnosti povrsSine i zeta potencijala, kao i njihovih funkcionalnih svojstava,
uspostavljene su vazne korelacije na osnovu kojih se moze teoretski predvideti uticaj ultrazvuka na
rastvorljivost, kapacitet pene i stabilnost pene. Nazalost, nije uspostavljena korelacija izmedu
emulgujucih svojstava sa povrSinskim karakteristikama molekula proteina, kao ni sa veli¢inom
Cestica (stepena agregacije), ali je utvrden veliki uticaj promene sekundarne strukture na
emulgujuca svojstva. Primena razli€itih ultrazvucnih uredaja, sa opsegom frekvenci od 20-40 kHz,
kao 1 variranje uslova izvodenja samog pretretmana (snaga ultrazvucnih talasa, duzina trajanja
pretretmana, radna temperatura) izazvala je velike promene u strukturi proteina nastale usled
kavitacionog dejstva ultrazvucnih talasa, formiranja/razlaganja agregata proteina, kao i promene
morfologije 1 veli¢ine Cestica pretretiranih proteina. Sinergisticki efekat ultrazvuénog pretretmana i
naknadne enzimske hidrolize detaljno je objaSnjen i njihov uticaj na poboljSana funkcionalna
svojstva proteina belanceta smatra se znacajanim doprinosom u razumevanju mehanizma delovanja
ultrazvuénih talasa na denaturaciju proteina. Razvijena metoda ultrazvucnog pretretmana i
naknadne enzimske hidrolize se moze smatrati pogodnim izborom za potrebe dobijanja ekonomski
isplativih koli¢ina funkcionalnih hidrolizata iz proteina belanceta. Dobijeni hidrolizati poseduju
unapredena funkcionalna svojstva, u toj meri dovoljna, da se mogu korisiti kao aditivi hrani i/ili
dijetetski suplementi. Finalni rezultat disertacije je potpuno okarakterisan hidrolizat proteina
belanceta u formi praha koji kao takav ima veliki potencijal za razliCite primene. Rezultati i
zakljucci izneti u ovoj disertaciji predstavljaju osnovu za dalji razvoj funkcionalnih prehrambenih
proizvoda na bazi proteina belanceta.

3.5. Ocena dostignutih sposobnosti kandidata za samostalni nau¢ni rad

Kandidat Andrea Stefanovié¢, master inZenjer tehnologije, je tokom izrade doktorske disertacije
ispoljila izuzetnu strucnost u pripremi i realizaciji eksperimenata i koriS¢enju razli¢itih tehnika 1
metoda, a pri analizi rezultata je pokazala samostalnost, sistemati¢nost i kreativnost. Na osnovu
dosadasSnjeg zalaganja i postignutih rezultata Komisija je miSljenja da kandidat poseduje sve
kvalitete neophodne za samostalni nau¢no-istrazivacki rad.

4. OSTVARENI NAUCNI DOPRINOS

4.1. Prikaz ostvarenih nau¢nih doprinosa

Glavni nau¢ni doprinos ove doktorske disertacije predstavlja razvoj inovativnog tehnoloskog
postupka koji se koristi na kombinovanoj primeni ultrazvuka odredene frekvence i intenziteta i
parcijalne enzimske hidrolize za dobijanje hidrolizata proteina belanceta odredenih tehnoloSko-
funkcionalnih svojstava, koji podrazumeva nekoliko pojedinac¢nih doprinosa:



* Nova saznanja o mogucnosti primene ultrazvuénog pretretmana za obradu proteina
belanceta nasuprot konvencionalnom termickom tretmanu;

e Optimizacija procesnih parametara pri obradi proteina belanceta ultrazvukom visokog
intenziteta sa aspekta tehnoloSko-funkcionalnih svojstava proteina, kao i brzine
konsekutivne enzimske hidrolize;

» Definisanje uticaja ultrazvu¢nog pretretmana pri razli¢itim uslovima na strukturu,
povrsinske karakteristike i tehnoloSko-funkcionalna svojstva proteina belanceta;

» Definisanje uticaja specifi¢nosti endo- i egzoproteaza na tehnolosko-funkcionalna svojstva
hidrolizata proteina belanceta u jednostepenim (dejstvo jedne proteaze) i dvostepenim
(dejstvom dve proteaze) enzimskim procesima;

* Uvid u mehanizam delovanja ultrazvuka na proteine belanceta i uspostavljanje korelacija
izmedu veliCine Cestica 1 njihovog povrSinskog naelektrisanja 1 nekih od tehnolosko-
funkcionalnih svojstava proteina belanceta poput rastvorljivosti, kapaciteta i stabilnosti pene
I emulgujucih svojstava,

* PodeSavanje procesnih parametara enzimske hidrolize ultrazvucno pretretiranih proteina
belanceta u Sarznom reaktorskom sistemu;

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

* Optimizovan je proces sprej suSenja u cilju dobijanja spraSenih hidrolizata proteina
belanceta zeljenih karakteristika;

* Potpuno okarakterisan hidrolizat proteina belanceta u tecnoj formi i osuSen u vidu praha.

4.2. Kriti¢ka analiza rezultata istrazivanja

Pregledom dostupne literature iz ove oblasti istraZivanja koja razmatra enzimske procese za
dobijanje hidrolizata proteina belanceta kao komponenata funkcionalne hrane, kao i razmatranjem
rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji, uocava se da rezultati iz ove doktorske disertacije
znaCajno dopunjuju postojeéa saznanja iz pomenute oblasti. Naime, optimizacijom kljucnih
reakcionih faktora i uspeSnom imlementacijom ultrazvucnog pretretmana, znac¢ajno su unapredena
tehnoloSko-funkcionalna svojstva proteina belanceta, a ujedno i povecana efiksnost enzimske
hidrolize. Razvojem efikasnog enzimskog postupka u SarZnom reaktorskom sistemu, kao i
uspostavljanjem odgovarajuc¢eg kinetickog modela postavljeni su osnovi za uvecanje razmera i
automatizaciju procesa dobijanja hidrolizata proteina belanceta sa tatno definisanim funkcionalnim
svojstvima. Poseban znacaj ima odabir odgovarajuce tehnike suSenja te¢nih hidrolizata u cilju
dobijanja spraSenih hidrolizata proteina belanceta Zeljenih karakteristika.

4.3. Verifikacija nau¢nih doprinosa

Kandidat Andrea Stefanovi¢ je rezultate istrazivanja dobijene u okviru izrade svoje doktorske
disertacije potvrdila objavljivanjem radova u ¢asopisima medunarodnog znacaja 1 saopStenjima na
medunarodnim i nacionalnim skupovima. Rezultati istrazivanja proistekli iz ove disertacije
objavljeni su do sada u okviru tri rada u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja (kategorizacije
M21-jedan rad, M22-jedan rad i M24-jedan rad), jedan rad u vode¢em casopisu nacionalnog
znaaja (M51) i trinaest saopStenja na medunarodnim i nacionalnim skupovima od kojih su pet
Stampani u celini. Kandidat se tokom izrade disertacije bavio istrazivackim radom u okviru uze
naucne oblasti biohemijskog inZenjerstva i biotehnologije u okviru kojih je koautor jo§ sedam
radova u Casopisima medunarodnog znacaja, dva rada u ¢asopisima nacionalnog znacaja, poglavlju
u monografiji vode¢eg medunarodnog znacaja i dvanaest saopsStenja na skupovima medunarodnog
ili nacionalnog znacaja.
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3. Zorica KneZevic-Jugovic, Ana Gluvic, Milena Zuza, Andrea Stefanovic, Milica
Gvozdenovic, Branimir Jugovic, Mirjana Antov. Effects of hydrolysis degree and type of
protease on antioxidant activity and functionality of egg white protein hydrolysates,
Proceedings of the 40th International Conference of Slovak Society of Chemical
Engineering, J. Markos, ed., Tatranske Matliare, Slovakia, 27-31. May, 2013, Proceedings,
pp. 1432-1439 (ISBN 978-80-89475-09-4).

4. Kbnezevic-Jugovic, Z., Stefanovic, A., Jovanovic, J., Zuza, M., Grbavcic, S., Jakovetic, S.,
Dojcinovic, M., Lukovic, N. Ultrasound-induced changes in functional properties of egg
white proteins and in their susceptibility to enzymatic hydrolysis, Editor: Markos, J., In
Proceedings of the 41*" International Conference of Slovak Society of Chemical Engineering,
Tatranské Matliare, Slovakia, 26-30 May 2014, pp. 126-135 (ISBN 978-80-89475-13-1).

11



5. Andrea B. Stefanovié, Jelena R. Jovanovi¢, Sanja B. Stojakovi¢, Branimir Z. Jugovic,
Branko M. Bugarski, Zorica D. KneZevi¢-Jugovié. Enhancing protein release and
functionality of soy proteins from defatted soy flakes using high-intensity ultrasound-
assisted extraction, V medunarodni kongres “InzZenjerstvo, ekologija i materijali u procesnoj
industriji’’, Jahorina, Bosnia and Herzegovina, 15-17. mart 2017, pp. 324-334,
(UDK:543.384:637.413).

Kategorija M34:

1. Andrea Stefanovié¢, Jelena Jovanovi¢, Ana Gluvi¢, Sonja Jakoveti¢, Nevena Lukovi¢,
Milena Zuza, Zorica KneZevi¢-Jugovié. Kinetic model of the hydrolysis of egg white
proteins by Alcalase, 8 ™ International Conference of the Chemical Societies of the South-
East European Countries, Beograd, 27-29. jun 2013., pp. 235., CD Proceedings (ISBN 987-
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5. ZAKLjUCAK I PREDLOG

Na osnovu prethodno iznetih razmatranja rezultata doktorske disertacije Andree Stefanovié, master
inZ. tehnologije pod nazivom ,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata proteina
belanceta kao komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog
intenziteta” smatramo da su ispunjeni svi ciljevi i zadaci rada na ovoj tezi i da ona svojim sadrzajem
i kvalitetom znacajno doprinosi oblasti Tehnolosko inzenjerstvo, $to je i potvrdeno objavljivanjem
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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 veéu TehnoloSko-metalurSskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da se
doktorska disertacija pod nazivom ,,Optimizacija enzimskih postupaka za dobijanje hidrolizata
proteina belanceta kao komponenata funkcionalne hrane primenom tehnologije ultrazvuka visokog
intenziteta” kandidata Andree Stefanovi¢ prihvati, izlozi na uvid javnosti i uputi na konac¢no
usvajanje Vecu naucCnih oblasti tehnickih 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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