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Joxmopcka oucepmayuja ,, Umobunuzayuja angpa-amunase Ha NOIUAHUTUHY U MACHEMHUM
yecmuyama Mmooupurxosanum noauanuiunom "’ ypahena je na Aepomomckom ¢paxyimemy y Yauxy,
Yuueepzumema y Kpaeyjesyy u mna Texnonowko-memanypuikom @axyimemy, Yuusepsumema y
beocpady. Benuku 6poj ocoba, cako Ha c60j HAUUH, OONPUHEOD je 080] OOKMOPCKO] ucepmayuju.

3axsamyjem menmopy npog. op 3opuyu Kueswcesuh-Jyeosuh na ykazanom nosepery, noopuyu
¥y ocamocmanuearyy, uoeju 00Kmopcke oucepmayuje u Ha KOpekyujama Koje ¢y oonpuneie Keaiumemy
objaswenux paoosa u mese. [p Muauyu [8030enosul 3axeamyjem Ha NpAKMUYHUM CABEMUMA,
JUMepamypu u KOpuchum cyzecmujama. 3axeamyjem op bpanumupy Jyeosuhy na 3anazary u noopuiyu,
Kao u npogh. op Enuc [lynyszoeuhy na npaxmuunoj nomohu. Konecunuyama u xonecama ca xameope 3a
Buoxemujcxo unoscernepcmeo u OUOMEXHOIO2UJY 3AX6ANHA CAM HA NPUjAmMHO] capaorvil, NOcedHo Op
Hamawu [lexysuyu na uzogojeHom epemeny u HecebuuHoj nomohu y excnepumeHmaiiom paoy.

Ksanumem o6e Ooxmopcke Oucepmayuje 3HauajHo je nobomuwian 3axeanyjyhiu npog. op
bpanumupy I'peypy, op Munany Huxoauhy, op bojany Jokuhy u op Muodpacy Mumpuhy u ruxogoj
nomohu y cummesu u Kapakmepuzayuju yecmuya Hocaya. Xeanra op Hywanmy Mujuny, op Hanujenu
bprosul u ‘Byphu bpruh na capaoru u npakmuuroj nomohu.

3axsanna cam xonecama ca Aeponomckoe axynmema, nocebno ca kameope 3a Ilpexpambeny
MexHoN02Uy Ha paszymesary u nomohu y peanuzosarsy mexyhux odasesa. /[p Jbuwanu I ajuh-Kpcmajuh
Xxeana Ha oxpabpuearby u UCKpeHoj gepu y moj ycnex. Xeana xoneeunuyu Becnu Byposuh na necebuunoj
nomohu y eKcnpumenmaiHom pady u cmanHoj noopwyu; xoneeu ywany Mapxosuhy na nomohu y
Kopuutherny cogpmeepckux npoepama u op Hanubopy Tomuhy na noocmuyajy y nucary u 00jaemsusarby
paodosa. 3axeamwyjem npog. Op Mupocnasy Cnacojesulty na uoeju u pady na enekmoxemujckoj peoykyuju
monocaxapuoa, xao u 0p Tomucnaey Tpuwosuhy Ha RPAKMUYHUM peUlerUMA eleKMPOXEeMUjCKUX
peaxkmopa. [pacum cmyoeHmuma Xeand wimo Cy HenpecywHda UHCRUPAyuja MOM JUYHOM DA360Jy U
yeaspuiasary, noceono bpanumupy Pauuliy Ha nomohu y excnepumeHmaiHom paody i OONPUHOCY Y
nowemmuoj ¢haszu oge oucepmayuje.

Becxpajny 3axeannocm oyzyjem @epuou Hedeswkosuh na ucypnuoj iumepamypu u npaxmudHum
npumepuma u3 ckpooapcke uHoycmpuje.

Hajeehy 3axeannocm dyeyjem ceojoj nopoouyu u npogh. op Jlenxu Pubuh-3enenosuhi, jep cy mu
spahanu 606y U3HOBA U 0ABAIU CMUCAO c8aKOM MoM pady. Hajmonnuje ce 3axeamyjem cynpyey, deyu u
Mamu Ha Y06AasU, HEUSMEPHOM PA3YMeBAbY, NONCPIMBOSAHOCMU U CIMPI/bERLY. 3axeamyjem ce cecmpu u
eHOj nopoouyu wmo cy ysek ounu y3 mere. [lopoouyama Padosanoseuh u Mujamosuh xeana na
noopuyu u pazymesarsy. Ilocebno scenum oa ce 3axsarum npog. op Jlenku Pubuh-3enenosuh, jep je
seposana y mene u momugucana me oa ucmpajem. Ilopeo moea, 3axeanHa cam joj Ha npoghecuoHaiHo u

HeCeOUYHO NPYHCAHOM FHATLY.



I’IMOﬁI’IJII/IZiaHl/Ija aJI(l)a-aMl/IJIa3e Ha MOJIMAHUWINHY 1 MArHETHUM YE€CTUIIaMa

MOIII/I(l)I/IKOBaHI/IM MNoJIMaAaHNJINHOM

PE3UME

[uss oBe nmuceprammje OWo je uMoOOWIHM3aIMja O-aMujIa3e HA TOJUAHWIMHY U
MarHeTHUM YecTHUIlaMa MOJU(PHUKOBAHUM TMOJHAHUIMHOM METOJOM aJCOPIIHje paau 1o0ujama
BUNIE()YHKIIMOHATHOT OHOKATAIM3aTOPCKOT CHCTEMa TOTOAHOT 3a BHIIEKPATHY XHUAPOJIH3Y
ckpoba. McrpaxkuBama y OKBHPY OBE T€3€ MOTY C€ TIOJCITUTH Y TPH JAeTa.

Y mpBoM ey pala W3BpIIEHA je CHMHTe3a M KapakTepu3alyja 4ecTulla Hocaya u
Kapakrepusaiuja o-ammwiaze u3 Bacillus licheniformis ensumckor npemapara Termamyl.
Marunerne uectunie (MAG) cunterncane cy kompenumnutanujom FeCl; u FeSO, y 6asmoj
CpeouHu, a 3aTuM oOlokeHe mnonuaHunuHckoMm 1npeBnakoM (MAG-PANI). Yecrtuue
nonuanwinHa (PANI) cuHTerncane cy xemujcku Ha rpaHunu (aza ABoQaszHOr cHcTeMa
Boaa/xnopodopm. HMcrnurane cy mopdoromke ocoOuHe, MarHeTHa cBojcTBa, IR cmekrtpw,
pacrniosiennia BenmuuuHe dectuna u 3era noreHnujata MAG u MAG-PANI. Tlokazano je nma cy
cuHTeTHcaHu arnomepatru HaHouectuiia MAG u MAG-PANI. TloBpiinHa MarHeTHUX YeCTUIIA
yHU(OPMHO je TpecByYeHa MOJTMAHUIMHOM BIIakHacTe CTpyKType. Uectuiie MAG kapaktepuiie
o6umozanna, a MAG-PANI tpumonanHa pacnojiena BeTUYMHA YECTULIA.

VY apyrom neny paja u3BpIlicHa je UMOOWIT3aIfja eH3uMa o-aMuitase Ha yecturiama MAG,
MAG-PANI u PANI. Onpehenu cy ontumannu ycnosu umoommmszaiuje Ha MAG-PANI: Bpewme,
TOYeTHA KOHIIEHTpanuja ensumMa, pH u temmeparypa. McmruBameM KnHETHUYKHX Tapamerapa Ky u
Vm yrBpheHo je na umoOwmmcana o-ammiaza Ha MAG-PANI nokasyje Behu aduuurer npema
CYIICTpary Hero mMoOWiIHcaHa a-amuiaza Ha MAG, a HWKU aQUHUTET Ol CIOOOAHE Q-amuiase.
Y1Bphen je Jlenrmupos (Langmuir) Moer aacoprmyje a-ammiasze Ha yectuiiama MAG-PANI.

VY Tpehem neny pama ucnuTaHa je CTaOMIIHOCT MMOOWJIHCAHE O-aMujaze, MOTyhHOCT
yrnoTpede Kpo3 BHIlIE IMKIIyca Kao M OINepaTHBHA CTA0MJIHOCT Y NMPOTOYHOM OHMOpEaKTopy ca
KOHTUHYaJTHHM © TOBpaTHUM TOKOM. VYTBphena je pH crabunuzanuja o-amuiase

umobOunm3anujom Ha MAG dectunama W NOMEpame  TEMIEPAaTypHOT  ONTHMyMa



nmoomnmm3anujom Ha MAG-PANI. MmobOunucana a-amunaza Ha MAG-PANI 3aaprxkana je oko
55,5% mnoveTHe aKTUBHOCTH HAKOH 9 1mukiyca kopuithewa u oko 80,3% movyeTHe aKTUBHOCTHU
HakoH 50 gaHa yyBama. Bpeme mony-kxuBoTa OMOKaTanu3aTopa MpyU KOHTHHYATHHM YCIOBHMAa
pana 6uio je 6,2 h.

KibyuHe peun: o-amuiaza, IMOOMITM3allM]ja, MATHETHE YECTHIIC, TOJIMAHUIHH

Hayuna o0Jiact: TexXHOJIOMKO HHKEHEPCTBO
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Immobilization of alpha-amylase on polyaniline and magnetic

particles modified by polyaniline

ABSTRACT

The aim of this dissertation is to examine immobilization a-amylase on polyaniline and
magnetic particles coated with polyaniline via adsorption in order to obtain a more stable
biocatalyst system, with the possibility of repeated use with easy separation from the reaction
medium. This thesis can be divided into three parts.

In the first part, the synthesis and characterization of the carrier particles was carried
out. Magnetic particles (MAG) were synthesized by co-precipitation of FeCl; and FeSO, in the
base medium. Magnetic particles are coated with a polyaniline (MAG-PANI). Polyaniline
particles (PANI) are synthesized chemically at the interface of the water/chloroform system.
Morphological, magnetic properties, IR spectrums, particle size distribution and zeta potential of
the buffer suspension of the carrier particles were examined. It has been shown that the
agglomerates of MAG and MAG-PANI nanoparticles are synthesized. The surface of the
magnetic particles is coated uniformly with polyaniline fibrous structure. MAG particles are
present in bimodal, and MAG-PANI is a trimodal particle size distribution.

In the second part of the work, immobilization of the a-amylase enzymes onto MAG,
MAG-PANI and PANI was carried out. The optimal immobilization conditions at MAG-PANI
were determined: time, initial concentration of enzymes, pH and temperature. Certain kinetic
parameters: Kp, and Vy immobilized a-amylases show a higher affinity for immobilized o-
amylase on MAG-PANI compared to a-amylase immobilized on MAG and lower both of
immobilisates than free a-amylase. Langmuir adsorption model of a-amylase was determined for
particles MAG-PANI.

In the third part of the dissertation, pH, temperature and operational stability of a-
amylase immobilized on MAG-PANI particles in recycle packed bed reactor and continuous
packed bed reactor without recycling has been studied. Immobilized enzyme particles MAG-
PANI retained about 55.5% of initial activity after 9 successive use cycles and about 80.3% of



initial activity after 50 days. In a bioreactor with a packed bed MAG-PANI-A can be used over
several cycles with the increase in the time required for the hydrolysis of the same amount of

starch. The half-life of the biocatalyst under continuous working conditions was 6.2 h.

Key words: a-amylase, immobilization, magnetic particles, polyaniline
Scientific field: Engineering technology
Scientific subfield: Biochemical Engineering and Biotechnology
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1. YBOJI



[oKTopcKa gmucepTtaumja YBog, MwupjaHa PagoBaHoBuh

VY caBpeMeHO] TEXHOJOTHjU CKPOOHMX XHMIPOJH3aTa, pasrpama CKkpoda KaTann3oBaHa
KHCeIMHaMa je ACTMMHUYHO WM TOTIIYHO 3aMEHEHa €H3MMCKUM IMOCTyNuMa. bruokaranmsa ce
Hajuemthe oJBMja y yMEpeHMM YCIOBHMMA, IpPU HIDKHM TemIleparypama u armochepckom
MIPUTHUCKY 3a Pa3IMKy O] HeopraHcke karaiau3e. Ha oBaj HAUMH CMambeHH Cy TPOLIKOBH €HEPTHje
U OHEeMOT'YheHO je cTBapame CIOPEAHUX MPOU3BOJA KOjH CE PEIOBHO jaBJbajy MOJ IPACTUYHUM
peakuuoHuM yciaoBuma. CrnennpuaHOCT eH3uMa JONPUHOCH A00Wjamby YUCTUjUX IPOU3BOIA, A
TUMe ¥ BeheM npuHOCY peakuuja. Xuaposn3y cKkpoda KaTalnusyjy aMHJIOIUTHYKUA €H3UMH, a O-
aMmiIasa je KJbydHa y (hazama yredmaBama CyIcTpara.

bp3 pa3Boj eH3MMCKHX TEXHOJIOTH]ja TIOPE MHOTUX MPETHOCTH Y OJHOCY Ha KJIACHYHE
XEMH]jCKE KaTaju3e, JOHEO je W HOBE M3a30BE€ Ka0 INTO CY 3/PABCTBEHU PU3HK O]l AJIEPTeHOT
JIeTIOBaba €H3MMa, NHUTakba EKOHOMHUYHOCTH, MOTyhHOCTHM BHIIEKpaTHe ymorpebe u
KOHTaMHHAIMje MpOM3BOJA. JemaH o/ HauMHA MpeBa3WIaXema orpaHuyaBajyhux ¢akropa 3a
UMIUIEMEHTAllM]y €H3MMa jecTe MHXOBa HMMOOWMIM3allMja Ha UBPCTHUM Hocauuma. Pa3Boj
MMOOWIIMCAaHUX OMOKATAIM3aTOPCKUX cHUCTeMa omoryhaBa /a ce €H3MMH MOTY W3/IBOjUTH H3
PEaKIMOHOT MeOMjyMa M KOPHCTUTH Y BHIIE PEaKIHOHUX HuKiIyca. MMoOwnmszammja anda-
aMmiIa3e WMHTEH3MBHO C€ HCIUTYje TEeK IMOCIeOmHUX JeleHHuja, 300or Hike neHe u Behe
MPUCTYIAYHOCTHU y CII000HOM CTamy y OJTHOCY Ha OCTalle €H3HMe.

BesuBame eH3MMa Ha dYecTMIlamMa HOcCadya MarHeTHHX CBoOjcTaBa omoryhaBa Iaky
cenapaiyjy OuokaraauzaTopa U3 peakIiMoOHOT MEIUjyMa, a y YCIOBHUMa BUCKO3HUX PAacTBOpa U
CMameme AU(PY3MOHMX JMMHTAIMja JI€JCTBOM CIIOJbALIET MarHeTHor mnoJsba. Ilocnenmux
JIelleHUja BEJMKY MaXmby HCTpaKMBauya MNpPUBIAYM MMOOMIM3aIMja €H3MMa Ha MarHeTHUM
YyecTUIlaMa ca MOJIMMEpPHOM IpeBiakoM. [lommMepHa npeBiiaka cTBapa MOBOJbHY MUKPOOKOJIUHY
3a JIeJCTBO €H3MMa, CTaOWIM3yje YEeCTHIle HOocaya M IITUTH OJI CHOJbAllllbUX omTehema.
[lommanunue  je, 300r jeIHOCTAaBHOCTH CHUHTe3€, (DIEKCHUOWIHOCTH, OTIOPHOCTH H
MIPOBOJIJBUBOCTH HAIIA0 MIUPOKY IPUMEHY Y OMOTEXHOJIOTH]H.

OcHOBHM 1IMJb OBE JucepTanyje OMO je MCIUTHUBakEe MMOOMIM3alMje o-aMuia3e Ha
MOJMAHUIIMHY U MarHETHUM YecTUIlaMa MOAM(DHUKOBAaHUM MOJIMAHWIMHOM METOJIOM a/ICOPIIIIHje
panu nobujama BUIIE(PYHKIIMOHAIHOT OMOKATAIN3aTOPCKOr CHCTEMa IMOTOJHOT 32 BUIIEKPATHY
XHIponn3y ckpoOa. KoBaleHTHO Be3MBame €H3MMa Ha YecTHIlaMa Hocada YIJaBHOM yTHYe Ha
CMameHhe aKTUBHOCTH YCIIE YBPCTUX Be3a KOje cMamyjy (pUHY MOKPET/PHBOCT €H3UMa, HEKa1a

KJbYUHY Yy KaTayiu3u. 300r Tora je iusjb OM0 UCIIUTAaTH UMOOWIM3ALN]y O-aMUJIa3€ jeIHOCTaBHUM



[oKTopcKa gmucepTtaumja YBog, MwupjaHa PagoBaHoBuh

MOCTYNKOM ajcopniuje. VM mopex MHOTMX HemocTaTaka, Kao IITO Cy HECHeUU(PUYHOCT U
JiecCopIIIrja eH3uMa, aJCOPIIIHja C€ MOXKE YHAIPEAUTH MPABHIHUM U300pOM U MOJU(UKALIN]OM
noBpuHe Hocada. [loceOHa nmaxkma nocBeheHa je pasyMmeBamy YCIOCTaBJbEHMX MHTEPAKLUja
n3Mely o-aMuiase u 4ecTHIla Hocaya.

[To6ospmama pH, TemmepaTypHe Kao M OIEpaTUBHE CTAaOMHOCTH HMMOOMIIMCAHE O-
aMmiIa3e Ha MarHeTHUM YeCTUIaMa MPECBYYCHUM HOJIMAHWIMHOM oMoryhuia 6 moTeHujainy
OpUMEHY O-aMHujia3e y HMHIYCTPHjCKMM YCIOBMMa TIJie TPOMEHa IMOjeAMHUX MapaMerapa
IPacTUYHO CMamyje aKTUBHOCT WJIM JOBOJIM JO NOTHYHE HHAKTUBALMjE€ HATUBHOT EH3UMA.
Pa3Boj OmokaramM3aTOpCKOr CHCTEMa ca HaBEJICHMM IOOOJBIIAHMM CBOjCTBHUMA 3aje[JHO ca
MoryhHomhy  jake  cemapamyje W3~ peakIHOHOT  MeAujymMa  JonpuHena  Ou

BUNIE()YHKIIMOHATHOCTH IMOOMIIMICaHEe O-aMUIa3e.
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2. TEOPUJCKH AEO
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2.1. AMuiaase

Amuiiasze cy eH3UMH KOjH KaTalu3yjy XUIPOIU3y CKpoOa U CIMYHHUX YIIbEHOXUAPATHUX
MaKpoMoJieKyaa najyhu pasiuyure Mpou3BOJE: ICKCTPUHE U IMPOTPECHBHO Mambe MOJIMMEpE
msrpahene w3 rTayko3Hux jeamnmna [1]. Tlpumagajy Benwko] TOATPYNH — XHUAPOJIA3a
MIMKO3WJa3aMa U1 MpBoj noa-noArpymnu kapooxuapasama (E.C.3.2.1) [2]. Baxna ymnora ckpoba u
IJIMKOTeHa y CHa0IeBaby OpraHn3aMa eHeprijoM yCIIOBUIIA je IIMPOKY pacpOCTPamEeHOCT aMUIIa3a
y JKMBOM CBETYy. XHIpOJjH3a CKpoOa KaTaln3oBaHa aMMiia3aMa €CEHIMjaJHa jeé TOKOM KIIMjamba
CEMEHa, Iy C€ OAWIpaBa M y IPYyrMM OWJBHMM oOpraHuma, ocnobahajyhu HUCKOMOIEKylapHa
jenumema Koja cHalieBajy OWIbKY eHeprujoM. AmMmiase cy KOJ >KUBOTHHA TPHUCYTHE Y
JMTECTUBHUM COKOBUMA, Yy jeTpu, Muinmuhuma, OelMM KpPBHUM 3pHIMMA, ypuHy WTH. [3].
Mukpoopranu3mMu Hajuemhe CHHTETHINY eKCTpalelylapHe aMuiase, jep ce Ouojerpaaarmmja
CkpoOa Kao HEpPaCTBOPHOT y BOJM OJBHja W3BaH henwje, JOK TIOJCIUHU COjeBU
MUKPOOpraHu3aMa, U3 jOIll HETO3HATHX Pa3jiora, MPoIyKyjy UHTpalelylapHe amuiase [4].

depMmeHTaIMja YTIbEHOXUIPATHUX CUPOBHHA KOPUCTH CE€ YCIICUIIHO XHMJbaJama T'OJIHMHa,
a JeTaJbHA HMCIMTHBAaKka y3pOYHMKA OBUX MpoIleca 3amodera cy TeK Kpajem 18. m y mpBoj
nonoBuHu 19. Beka. Kupxodosum (Kirchhoff) pagoBuma mokazano je ma ckpod moxe npehu y
mehep moj 1ejcTBOM KHCEIHHE, ajdl U J1ejcTBOM eKkcTpakTa crnaaa [5]. [lajen (Payen) u Ilepcy
(Persoz) cy 1833. roamHe u30I0BaIM OMOAKTHBHY CYIICTAHIly KOja XUAPOJU3Yje CKpoO, U3
BOJICHOT PAacTBOpa TaJlOKEHEM Yy MPUCYCTBY ankoxona [5,6]. JloOujeH eH3uM Ha3BaH je
JjacTasa, Ha3uB KOjU C€ U JIaHac NOHEKal KOPUCTHU 3a amuiase [6].

AMWIONUTHYKA €H3MMHU KiIacu(UKOBaHM Cy Ha Buule HauvHa. [IpBoOuTHa mozena
U3BpIIIEHA je peMa 00JIMKY aHOMEpHHUX Hiehepa HacTaauX XUJIPOJIUTHYKUM JIEIOBakbEM €H3MMa
cimana Ha o- W P-amunase [7]. PasjammaBameM MeXaHM3Ma JIeJoBama IOjeJUHUX amuia3a
U3BpIIEHA je TMOojeNia Ha: eHJoaMuiiasze, Koje Jelyjy HacyMHYHO YHYTap MakKpOMOJIEKYyia
CyICTpaTa, ¥ ersoaMmmiase, Koje Jelyjy HMOCTeNeHO ca HepeayKyjyher kpaja MakpoMmoJjeKyina,
JIOK Cy TIpeMa 3Hauajy y TEXHOJOTHjH CKpoOa TMoJe/beHe Ha o-aMujiasze, [-amuiaze Hu
rIykoamuiase [8].

Hajuemthu cyncrpar xoju amunase pasrpalyjy jecre ckpo0O. IloznaBame (pu3HUKUX U

XEMH]CKUX 0cOOMHa CKpoba Cy OCHOB pa3zyMeBamba MEXaHHU3Ma JIeI0Bakba aMuiIasa.
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2.1.1. Ckpo0 ka0 aMWJIOJUTHYKH CYNICTPAT

Ckpo0 ce y OwspHuM henujama Hanmasu y BUAY CKPOOHHMX TpaHylla 4Mju OOJHK H
JTUMEH3H]je 3aBHCe 0J1 O0TaHWYKOT Topekia. ['paha u ocoOuHe CKpOoOHUX TpaHyiia Cy U3BAHPEIHO
npuiaroheHe mpupoaHOj PYHKIUJU CKIAIUIITEHa CHEPruje, jep Cy rpaHyse KapakKTePUCTHIHO
TyCTO IaKOBaHE, HEPAaCTBOPJbUBE y BOJU, a HCTOBPEMEHO MPHUCTyMayHEe KaTaOOIUYKHM
eHzuMuMa ousbke. [Ipeunuk ckpoOHux rpanyna (1 um mo 100 um ) u ob6auk (oBanaH, chepHU,
MOJIUTOHAJIAH, JICHTUKYJIAapaH, M3AY)KEH M TacysbacT) KapaKTepUCTHYHH Cy 3a CBaKy OWIbHY
BpcTy [9]. Ckpob je xomononucaxapua usrpah)eH U3 BeIHKOr Opoja TIIyKO3HHMX jeMHUIIA ca BPIIO
CJIOKEHOM TPOJMMEH3UOHAITHOM CTPYKTYPOM. Y JIMHEapHOj (hpakiyju ckpoda aMUIIO3H, MOJICKYIIH

riyko3e Mel)ycoOHo cy nose3anu o-1,4 -rmuko3uaauM Besama (Ciuka 2.1.A) [10].

O oM o . e
.

a{l—4)=seza

a(l—4)eesa

Cnuka 2.1. CtpyktypHa ¢opmyna: amuiiose (J1eBo), amuionekTuHa (aecHo) [10]

Mornekyicka mMaca HW3BOjeHE ammio3e Kpehe ce of 1:10° mo 1-10°, a TummuHm
XUIPOAMHAMHUYKH PaJHjyc OBOT MakpoMoJieKyia je y omcery of 7 mo 22 nm [11]. Behuna
ckpoboBa canpxu o1 20 1o 25% ammiio3e. AMUIIONIEKTHH, pa3rpaHara ¢pakiuja ckpoda (Ciuka

2.1.b) campxu 10 1Ba MUJIMOHA MOHOCAaXapHWIHHMX JEIMHUIIA W TPEJICTaBJbha jefdaH o] HajBehux
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NPUPOJHMX IONMMEpa ca MOJEKYICKoM MacoM oko 10°. Xumpomumammuku pagmjyc
amuionektuHa kpehe ce ox 21 mo 75 nm [12]. ¥V monekyny amuiionekTuHa mopen o-1,4
npucytHe cy M o-1,6-rimko3uaHe Bese Ha MeCTHMa pauBama Ha CBakux 20-25 TIIyKO3HHX
jemuHuna. PasrpalleHn amuionekTHH MOMOhy uW30aMmia3e HCHHTaH Trel-(QUITPaliOHOM
xpomatorpadujoM mokasao je OUMOAAIHY pacrojeny BeIUYMHE MaKpOMOJIEKyJa ca MUKOBUMA
3a creneHe noguMepusanuje (degree polimerization- DP) 12-14 u ~45 [12]. Kpahe nanvane
¢dpakuje MHOTMX amuionektuHa cy 18-20 DP [13,14]. AMWIONEKTHH MOXE MUMAaTH U JTyKe
JaHIle, TOBOJHHO HEHCIIPEKUIAHE JIa ce Be3yjy ca jomaom [15,16].

VY cBexe NpUIPEMIBEHOM BOJECHOM pPACTBOPY aMMJIO3a CE jaBjba y BUAY CaBUjEHHX
bnexcubunHux yBojaka. HeyjeqHaueHu yBOjUM cacToje c€ O]l JIMHEApHUX CEerMeHara CIUpaiHe

crpykrype (Ciuka 2.2 A).

zZ-0ca . ?j ‘
(O ((:\ Z;()/

0.805 nm . 213 nm -

zZ-0ca

Crnuxka 2.2. XenuKouIHA CTPYKTypa KOMIIOHEHTH CKpoba: A) jeqHocTpyka criupana (kopak 0,805
nm; b) nBocTpyku xenukc (kopak 2,13 nm) u B) nBoctpyku xenukc nu3mely aBa kpatka JiaHa
ammtoniekTrHa. [Ipecek XemuKonHe CTPYKTYpe yKa3yje Ha MPUCYCTBO IIYTUBHHE YHYTAp

JEAHOCTPYKOT XeIHKca, 3a Pa3IuKy oj ABocTpykKor (rope) [13]
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Cnupannau cerMeHTH u3rpahenu cy oxg 2 1o 20 cnupaidHUX KOpaka, MpU Y€MYy CBaKd
KOopak caapxu 6 1o 8 rayko3Hux jeauHuna. M3mely riyko3HuX jeAMHHIIA CyCeTHUX KOpaka
YCIIOCTaBJbajy C€ BOJOHUYHE Be3€, a pacrojame n3Mely CyceqHHMX CIHMpaIHUX KOpaka M3HOCH
npubmokao 0,8 nm. Pacrojame ox 0,26 no 0,28 nm wm3mel)y aroma KHCEOHHMKA TpPUMapHE
xuapokcwiHe rpyne (ca 6. C atoma) u kuceonuka u3 OH rpyme ca 2. u 3. C aToma riIyKO3HUX
JjenuHUIA CyCeHUX KOpaka je MACHTUYHO ca pacTojamhMa BOJOHMYHUX MocToBa [8]. OBakBa
CTpYKTypa HHje cTaOWiHa M TeXH (OpMHUpay IMOjeAUHAYHMX XEIMKOMJHUX KOMIUIEKCa ca
onropapajyhum komiiekcupajyhum areHcuma, y 4djeM OJICYCTBY aMUJIO3HE (pakiuje Texe
MelycoOHO na ce yapyxyjy y AaBoctpyku xenukc (Cinuka 2.2.5). CtBapame jeAHOCTPYKOI U
JBOCTPYKOT XEITUKCa aMUJIO3€ PE3YITYyje HUKUM €HEPEreTCKUM CTamheM M TePMOJUHAMHYKH je
daBopuzoano [17].

VY jeIHOCTPYKHM XEIHKOUJIHUM KOMIUIEKCHMA JIMHEApHHU JIe0 MOJIEKyJia CKpoba CBOjoM
xuapo@oOHOM CTpPaHOM OKPEHYTOM Ka IIYIJbMHU XEJUKca HWHTepearyje ca HemoJIapHuM
kommuiekcupajyhum arerncuma (Camka 2.3). Ca xomiuiekcupajyhuM areHcoM KoOju je JIaKo
JOCTYIIaH y BOJIEHOM PacTBOPY, JEAHOCTPYKH XEITUKOUIHH KOMILIEKC (popMupa ce TpeHyTHO. Y
OJICYCTBY KOMIUIEKcHpajyher arenca, popMupame ABOCTPYKOT XEJIHKCa 3aXTeBa MOPAaBHAE JIBa

MOJICKYJIAa JIMHCAPHUX JIaHAlla 1 300r TOora je BPEMCHCKH 3aBUCAH ITPOLIEC.
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Crnuka 2.3. Mozen koMIuIeKca aMuiI03a-MacHa KUCEINHA: YKIbYUeHhe alu(paTUUHOr Jejla MacHe

KHCETNHE Y XuapooOHy MIYIUbHHY jJeTHOCTPYKOT XeJnKca amuiose [13]
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CimuaH HauyMH Be3MBamba MPHUCYTaH je M Y CKPOOHO-jOAHOM KOMIUIEKCY. JoI y BUAY
noymjonara Iy ce monarra kao Komruiekcupajyhu areHe u ynasu y xuapogoOHy IIYIUBHHY XEIUKca
amminose. Kunernmuka npoyuaBama Imokaszana cy Ja (opMmupame IyIUIOr XElIUKca 3aBHCH Of
IMMEH3Mja MOJISKYJla aMuIIo3e, FheHE KOHIeHTparuje U Temreparype. [lorpeOHO je ma creneH
noymmMeprsngje oyne MuHuMyM 10 kako Ou ce (opMHpao OYIUIM XENUKC W3 YHCTHX PacTBOpa
omurocaxapuzaa [18]. Cmarpa ce Aa cy MHAMBHIYaJHH JaHIM aMWIO3€ Yy CKpPOOHO] TpaHyJH

paaujaTHO OpjEeHTHCAaHU U HACYMUYHO pacniopehenn mely pamujannum annuma amutornektraa [ 19].

2.1.2. CkpoGHO-joqHN KOMILIEKC

Ckpo0 ca jogoM TpeHyTHO (opMHpa KOMILIEKC TamHO IuiaBe 0oje [20] koju je ocHOB
BEJIMKOT Opoja aHATUTUYKUX MeTona. Mako oTkpuBeHa joir moyeTkoMm 19. Beka ckpoOHO-joaHA
peakimja je 300r CBOje CIIOKEHOCTH | JJaHAaC 4eCcTO (POKYC MHOTHX UCTPAKHBAHA. Y CaBpIIIaBaAHE
nocTymnaka (pakIHoHKCamka CKpoda JONPUHEINO je pasyMeBamy yaora aMuiIo3e ¥ aMUIONEKTHHA
y CKpoOHO-joHOj peakuuju. KapakrepucTnuHa TaMHO TutaBa 00ja CKpOOHO-jOJHOT KOMILIEKCA
MocNenila je Be3uBama aMHIIO3€ ca jJoAOM, JOK aMIJIONEKTUHCKa (pakuuja ckpoba gaje ca
jomoM Jpyomnuacto obojeme. [IpBa ¢aza ckpoOHO-joHE peaklidje je amncopmija U 3a by je
YIJIaBHOM OJrOBOpHa ammio3a. Jpyra (asza mpeacraBspa ajCoOpIIIUOHU MPOIIEC KOJU j& OMMHCaH
dpojummuxosom (Freundlich) amcopriiimonom u3orepMoM uW y 0BOj (asu ydecTByjy o0e

dpaxuuje ckpoda (Cnuka 2.4.) [21].

24
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€710001H2 pAaBHOTE:KHA KOHIeHTpanHja joaa, un Jz

Cnuka 2.4. Coprnona u3otepma CKpoOHO-jogHOT KoMmIutekca [21]
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CkpoOHO-jo/IHa peakiidja je 300T CBOje OCET/bMBOCTH HAIlIa IHPOKY MPUMEHY Y
aHamuTHLOU. HampenoBame Xuaponmse CKpoba MpaTH ce CMamelheM HHTEH3UTeTa 000jeHOCTH
OBOT' KOMIUIEKca. Pa3BHjeHe cy pa3nuuuTe METoje, a Hajuenihe ce y cymncTpar (Ckpol) monaje
pacTBOp eH3MMa JOK ce peaknuja mpekuga nonatkom pactBopa HCl. Hakon mnpekunama
SH3UMCKE peaKIlyje J10/1aje ce jOIHU PeareHc, a y 3aBUCHOCTH OJ1 METOJIC MEpEea, aricopOaHIuje
(dhopMupaHOT CKPOOHO-JOHOT KOMILIEKCa MEpE Ce€ y OICery TalmacHuUx myxuHa ox 580 mo 700
nm. Hajcrapuja npuMeHa ckpoOHO-jOJHOT KOMILIEKCa je Y KBaJUTaTUBHOM JIOKa3uBamy CKpoda
wii joga. CkpoO® je MHIUKATOp Yy JOAMMETPHUJCKUM THUTpalMjaMa, Ipu 4YeMmy je MOJECHH]je

KOPHUCTUTHU YHCTY aMUJIIO3Y jep je mpesia3 00je MHOTO OLITPH]H.

2.1.3. Aanda- amunaze

Anda-amunaze Hoce eH3zuMmMcky o3Haky EC 3.2.1.1 u HasuB 1,4-0-D-rmykan-
riykaHoxuaposiaze. Komucuja 3a ensume (EC) usBpumia je 3HauajHy ¥ 4ecTo HaBolheHy mozemny
€H3MMa TpeMa peaknuju Kojy Karanu3yjy. OBa KIlacHYHA ToJela €H3MMa j€ BpPEMEHOM
npeBasuheHa 3axBabyjyhm pagoBuma 90-ux rommna 20. Beka Kaga c€ YBOAHM HOBH BHJ
KJacu(uKalyje Yuju jeé OCHOB CEKBEHIIMjaJHa CIMYHOCT aMMHOKHCEJIMHCKUX OCTaTaka eH3uMma
[22]. TIpema HaBemeHoj kiacudukanuju o-amuiaase npunangajy mnopogui GH - rimwkosun
XHJIposia3aMa U J0CTyIHa je y 0a3u momataka Carbohydrate-Active enZymes, CAZy [23]. CAZy
kiacudukyje a-ammnase y Hekonuko ¢ammnmja: GH13 (koja 3ajenno ca damunujama GH70 i
GH77, dopmupa GH-H), GH57, GH119 u eBenryanHo y GH126 (y kojoj a-amuia3Ha akTHBHOCT
Huje y normyHoctd motBphena). @ammmmja GH13 mopen ammnasza caapxu U apyre OpojHe
€H3MMe KOjJU MMajy aKTUBHOCT XMJIpojia3a, TpaHCTIMKO3uaa3a U uzomepasa [24]. 3a cBe eHzume
U3 OBE IpyIie 3ajelHUYKO je: 1) nenoBame Ha O-IJIMKO3UHE BE3€ U XHUIPOJIM3a CyICcTpaTa 10 o-
aHOMepa MOHO- M oJurocaxapuja (Xxuaponusa), popmupame 1-4- win 1-6- raMKo3uIHX Besa
(TpaHCrIMKOMM3a) MK KOMOHMHAIIHja 00€ aKTUBHOCTH, 2) MMOCEI0Bame Kapakrepructudne ([/o)s
win TIM Gype cTpykType U 3) OCTOjabe YETUPU CEKBEHIIMOHE peruje y NpuMapHoj CTPYKTypU
KOje caJpKe aMHMHOKHCEeNuHe 3a (OpMHpaAmEe AaKTHUBHOI IIEHTpPa Kao M aMHHOKHCEIUHE
HeonxoaHe 3a crabmaHocT (B/a)s cTpykType [25]. CBe a-ammiasze mmajy UCTYy KaTaJUTHYKY

(GYHKIMjy, MaKO TMOCTOje 3HayajHe pa3jiMKe y CEKBEHIIM aMHUHOKHMCEIMHA Q-aMujia3a pa3audyuTor
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nopekia. CekBeHIMjalHa CIMYHOCT 0-aMuiIa3a OaKkTepuja, rJbiBa, OnsbaKka u )KUBOTUIHA Mamba j&
on 10%. CaMo 4eTupH CEKBEHLMOHE peruje MOJIMIENTHUIHOI JIaHI[a OYyBaHE Cy y CBHUM O-

amminazama [26]. Anda-amunasy 4YMHM jEAHOCTaBaH IOJMICITHAHU JaHAIl CaBHjeH Yy TPH

nomena: A, B u C (Cnuka 2.5.A).

Cnuka 2.5. A. Ctpyktypa a-amuinasze u3 Bacillus licheniformis: A nomen (3eneno), B

noMeH (Jpyouuacto), C nomen (miaso) [27] B. (B/a)s cTpykTpa A nomeHa

A nomen caapxu N-kpaj nonunentuaHor Hu3a. Hanasu ce y Buay 13B. (B/a)g cTpykTYype
(Cnuka 2.5 B) xoja ce cactoju ce oJ1 IEHTPAITHO MOCTaB/LEHUX OCaM TMapalieTHuX [} HaOpaHUX
paBHH (I[PBEHE CTPEIIUIIE) OKPY)KEHUX Ca 0caM (-XelIMKca (3elieHe crupaie). AKTHBHH LIEHTap
YMHE OCTAllM JIBE aclaparMHCKe U jeJIHe TIIyTaMUHCKE aMUHOKHUCETHHE.

B nomen ce Hanasu usmel)y tpehe -Habpane paBuu u Tpeher o-xenukca 1omeHa A. Mva
MIPUJIMYHO HEMpaBWIHY CTPYKTypy Ooraty -Habpanum paBHHMa. OBaj IOMEH BeoMa Bapupa y
nyxuau (o 44 no 133 aMUHOKHCETMHCKA JIaHIIAa) U PEoCeny aMUHOKHCEIMHA Y 3aBUCHOCTH OFf
nopekia u Bpcte enzuma. Jlomen B ¢popmupa Benuku J1eo UIyIJbUHE 32 BE3UBAHE CYNCTpaTa LITO
Y3POKYj€ pa3iiuKke y cenn(uaHOCTH IIpeMa CyINcTpary u3Mel)y nojeinHux a-amunasa [24]. Jlomex
C Hana3m ce Ha CyHNpOTHOj cTpaHu ona nomeHa B y omnocy Ha (B/a)s ctpyktpy. Canpxu C-
TEPMUHAIHH JICO CEKBEHIIE M UMa CTPYKTYPY ca MOTUBOM I'pYKOT Kiby4a [28].

11
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+ .
V3 Heke m3yseTke, cBe o-ammiase caapike Ca’’ joH cMeluTeH Ha rpaHMIy m3Mehy
. 2+ - .
noMmeHa A u nomena B. ¥V 3aBucHocTu o mopekia enzuma Bapupa u 0poj Ca“” joHa oj jenaH 1o
. 2+ - . .
necetr. Onpehen 6poj Ca” joHa MoXke Ja ce YKJIOHU JMjajHM30M WM JIOJaBambeM areHaca Koju
Be3yjy MeTalie, Kao mTo je erwieHauamuHTerpacupherna kucennna (EDTA) npu yemy eH3um
. + .
ocTaje Mame akTHBaH W crabuian. Bpahamem Ca’’ joma mox oapeljeHHM ycIOBHMA, eH3UM
. + .
oGHaBsba akTHBHOCT. [IperocTasiba ce aa je yiora Ca’* jona y ompxkaBamy CTpyKType CH3UMa,
jep je JocTta yaajbeH OJi aKTHBHOI' IIEHTpa Ja OM yd4ecTBOBAO IUPEKTHO y KaTamu3u [29].
M . C 2+ - . 2+
ehyrum, npousBeneHa je U a-aMmuiasza HezaBucHa o Ca“” joHa, a mokaszaHo je 1a 3ameHoM Ca
. + . .
jona Na' jonuma mpoTeuH 3aapkaBa cBOjy akTuBHOCT [30]. be3 o003upa Ha pasznuke y
HACHTUTCTUMA, HCEKC OJ KIbYYHUX aAMHUHOKHCCIMHA, IHBUXOBO IMMOSUIUMOHHUPAILC W BE3UBAILE
2+ .
nuraHana yayrapa Ca® Besyjyher mecTa, cy TOTOBO HACHTHYHE y CBUM O-aMujia3ama, LITO
. . 2+ - .

ykazyje ga je ynora Ca® joHa cilu4yHA y >KUBOTHIGCKHM, OAKTEPHJCKMM U TJbUBHUYHUM O-

ammaazama [30].

2.1.3.1. Mexanu3am JejioBama ajipa-amuiiaza

Anda-amunasze cy cnenududane npema o, 1-4 rIuko3uaHuM Be3ama. Jlenyjy HacyMHUdHO
yHyTap MOJIeKyJa CymcTpaTa, a Kao MPOAYKTe Jajy ACKCTPUHE, OJUrocaxapuae M TIyKo3y o-
KoHpurypanuje. Anda-amunaze KapakTepuilne Opxke enoBame o/ f-aMuiasza jep MOry J1elI0BaTH
OWwIo rae yHyTap MakpoMOJeKysa y3 MoryhHocT ga 3ao0ul)y Mecta rpaHama. JlemoBame Ha
aMUJIO3HY (pakiujy CcKpoba y TOYETKYy Cce€ OJiBHja Op30 Y3 HacTajame JACKCTpUHA U
onurocaxapuaa ca 6-7 riayko3Hux jenuHuna. Jlomasu mo Op3or maja BHUCKO3MTETa pacTBopa
CKpoOa M MHTEH3UTeTa 000jema ca jogoM. To je mocienuia XaoTUYHOT JIeJIOBamkba eH3UMa MpH
YeMy €H3MM OJ[je/IHOM OTIEIJbyje IIeCT OCTaTaka TJIyKo3e, jeép CBOjUM aKTHBHUM Tpylama
oOyxBaTa II€0 je/laH 3aBOj y CIUpalM cyrcrpaTta. JyXuMm AeloBameM, HACTalld JIEKCTPUHU U
onmurocaxapuau pasrpalyjy ce 10 ManTto3e U TIyko3e. Y O0BOj ¢a3u Joiazd A0 jader
PEAYKIIMOHOT JeJIOBamka. XUAPOIU30M aMUJIOTIEKTHHA, MPBO HACTA]y JAEKCTPUHH, 300T uera ce
o-amMmIIa3a Ha3uBa U JEKCTPUHOTCHA aMuia3a. Y KOJIHMKO JIeTy]y AOBOJBHO JIyT0, O-aMHIIa3e MOTY
paznoxutu 80 1o 90% amunonektuna. [Tomro a-amunasza He packuaa o, 1-6 rmuko3uHE BE3e,
Kao Kpajiu MPOJIYKTH JIeJoBama Ha CKpob HacTajy U Behe xonnuuHe o, 1-6 Besanux mehepa,

rmoceOHO n3omainrose [2, 3].
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Anda-rimmko3uiHa Be3a je BeoMa cTa0uiIHa IpH YeMy je Op3uHa CIIOHTAHE XHIPOJIU3e
Ha COOHOj TeMIIepaTypu OKO 2:10% s [31]. Xugponusa a-riavko3uaHe Be3e omucaHa je SN2
MEXaHHU3MOM JyIUIe M3MEHE NpH 4YeMy Hactaje a-aHomepHu C aTomM Ha peaykyjyhem kpajy
nponykra [32]. Y KaTaqUTUYKOM IIEHTPY NPUCYTHH Cy OCTAallM jeJHE TJIYyTAMUHCKE M JIBE
acraparuHcKe KHCelIMHE. | yTaMHHCKa KUCEeTMHAa MMa YJIOTY KHCeIo/0a3HOr KaTaau3aTopa, a

acnaparutcka je nykineodwr (Cnuka 2.6).

AS / //
A P . / Asp AR
A \(L TPRTAZHO CTame (0“/‘0 O mpemmocrame ,OH v
HO~ [ Y e — .- .
OH .

HO 7 HO-

ﬂt , Aspo y b“ \OIR ”m

hsp Yo " }‘o 0 >‘ : of'o
Asp Jolu I

/Glu A >G|u B

Cruka 2.6. SN2 MexaHu3aM JieioBama a-amuiasa [33]

Camo jemaH ocTaTak acrmapardHCKe KMCEIMHE YYECTBY]je Y MEXaHU3MY XHUIPOJIN3e, JTOK
ce apyru Bexe 3a OH2 m OH3 rpynme cymncrpara BOJOHMYHMM Be3aMa M THME YTH4YE Ha
nedopmanujy cymncrpara. Ha ocHoBy Teopuje SN2 MexaHW3Ma TMpETIIOCTB/bA C€ Ja
KapOokcuiiHa 0a3a WHUIUpA pacKujame Be3e HykieodpunHuMm Hamagom Ha Cl  atom
TJIyKONUPAaHO3HE JEAMHUIE Koja Xuapoausyje. McToBpeMeHO, TJIMKO3UIHU KUCEOHUK Ce
3aMemyje U MPOTOHYje KapOokcuiHOM rpynoM. Hamamnyra xapOokcuiHa rpymna ¢opmupa f-
BE3aH alerai-ectap, najyhu HWHTEepMenujep TIIyKONMUpaHo3uia-eH3uM. OBa BHCOKOEHEpPreTCKa
Be3a MOCTENEeHO XHUApou3yje BogoM. Peakiyja ca BoIoM ojakiiaHa je KapOOKCHIIHOM IpyrnoM
JpyTe acraparuHcKke KUCEIMHE akTUBHOT 1leHTpa. KapOokcuiiHa rpyna u3/iBaja mpoTOH U3 BOJIE,
yruHehH BOAy HYKJICO(MITHU]OM 3a Hamaj Ha J-Be3aH aleTraji-ectap. AHOMEPHH YIJbeHHUKOB aTOM

TIIYKO3HE JeMHUIIE 0CI000heHe U3 eH3UMCKOT KOMIUIeKca UMa a-KOH(GUTypalujy 3aapxasajyhu

KOoH(UTypanmjy npoaykra Ha peaykyjyhem kpajy [33].
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2.1.3.2. Anda-amuiase uzonosane u3 Bacillus licheniformis

Monekyicka maca anda-amunase uz Bacillus licheniformis (BLA) uzocu 55,2 kDa (483
aMHHOKHCenuHCKa ocrtatka) [34]. Kao u cBe a-ammiase moceayje KapakTepuctuuny (f/o)s
cTpykTypy nomeHna A. JlomeH A umnu 291 ocrarak amuHokucenuna (ox 3. 1o 103. u ox 207. mo
396. amuHOKHCenMHCKOr ocTtarka). Jlomen B uwmam cekBenma ox 104, mo  206.
aMUHOKHCENMHCKOr octatka. Y gomeHy C cy ocraum ox 379. mo 482. aMUHOKHCEIHMHE
CKYIUBEHH Yy OCaM aHTHUIapalle]IHUX P-paBHU Yy 00IMKy rpukor kjbyda [34]. BLA pearyje ca
MOJIEKYJIMMa CKpoOa MpeKo BuIlle Be3yjyhux mecTa Ha MOBPIIMHU Moiiekyna eHzuma: His105,
Asp231, His235, Glu261, His289 u Asp328. OBa mecrta, 3a K0ja ce IPETIIOCTaBJba J]a UMa]y
BXHY YJIOTY Yy aJCOPIIUjAU W XUIPOIH3U CKpoOa, MOpea Tora IITO CajpiKe TPH OCTaTKa
aMUHOKHCenuHa Katanutudkor meHtpa: Asp231, Glu261 u Asp328, cagpke M 1Ba ocTaTka
aMUHOKHCENIMHA 3a Be3uBambe cyrcrpata: His105 u His235 [35]. BLA cagpxu Ca-Na-Ca
Tpownann MocT m3Mely nomena A u momena B (Cimmka 2.5.A, Ca’" jou npsene, a Na' jon
HapaHpacta cdepa). [IpermocraBiba ce na TPOWIaHM MOCT jOHA MeTajla MMa BaKHY YIOTY Y
OJIp’)KaBamy CTPYKType AoMeHa B 1 y ykynHoj KoH(popMallvjy IIYyIJbUHE aKTUBHOT LIEHTPA, allid
HeMa yJory y TepMocTadmiHocTa [33].

Tepmuuka crabminoct BLA je HeouekuwBana, ¢ o63upom nma Bacillus licheniformis
npunajza Me30puiaHuM OakTepHjamMa 4YecTO H30JI0BaHUM M3 3€MJBMILTA YMEPEHOr KJIMMarta.
AKTHBHOCT Ha BUCOKHM TeMIlepaTypama je pas3fior MHTeH3UBHE MPUMEHE Y UHAYCTPUJU CKpoOa.
[IpenMer je decTUX HCTpaXKUBamka MPOTEUHCKUM HWHXKEHEPUHIOM paad Mo0OoJblIama
UHIYCTPUJCKH (PABOPU30BAaHUX OCOOMHA W MCIHUTHBAaKka MOJEKYJIapHUX OCHOBAa EH3UMCKE
TEPMOCTAOMIIHOCTH y aKaJIeMCKUM JabopaTopujama mupoMm cBeta. [loceOHO je MHTepecaHTHO
mTo je BLA Tepmuuku crabuiHMja o ce0M 3HATHO XOMOJIOTUX aMHJia3a y MOTJiey IpUuMapHe U
TepuujapHe cTpyktype: o-ammnasze u3 Bacillus amyloliquefaciens (BAA) u oa-amunasza u3

Bacillus stearothermophilus (BStA) [34].
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2.1.4, lIpumena ajnda-amuiiaza

VY caBpeMeHUM WHAYCTpHjamMa CKpoOa, aMUIIOIMTHYKHA €H3UMH CY MIOTHCHYIH yIoTpeOy
KJIACUYHUX KHCEIMHCKUX KaTtanu3atopa. llpomec xwuupommse ckpoba XJIOPOBOJOHUYHOM
KHCEITMHOM 3aXTeBa BUCOKE TEMIIepaType U NPUTHCAK, Ka0 M CKYITy OIPeMY OTIIOPHY Ha JI¢jCTBO
KrcenuHa. Jleo HacTase TIIyKo3e 1Mo/l HaBeJCHUM YCIIOBHMA C€ Pa3iiake U MOJUIeKE PEBEP3HjH, a
XHIponn3ar je 00ojeH U MoTpeOHOo ra je nojatHo npeuuninhaBatu. Hacynpor Tome, Xxuaponnsa
cKkpoba amminazama omoryhasa nodujame Behe KoiMynHe XUIpoInU3ara y YuCTHjeM cramy. [IpBa
¢daza xuaponusze ckpoOHE cycrneH3uje-nukBedakuuja (yreumaBame) OJBHja ce MoMmohy a-
amMmiiasa Koje pasrpal)yjy MakpoMoOJIEKyJl HAaCyMHYHO Ha jelMI-CHha Mambe MOJIEKYJICKE Mace.
Jlajby pasrpaamy HacTaBbajy TIyKOaMHJIa3e TOKOM (Qa3e Ha3BaHe caxapuduKaimja
(omehepeme) rae ce Ckpod MOXKe pasrpajuTH 0 OCHOBHE I'paJUBHE jeAUHHMIIE - TIyKo3e [25].

Anda-amunaze ce kKao JojaTak OpallHy KOPHCTE Yy MEKapCTBY jep XuIpoiusyjyhu
ckpoO ocnobahajy Op30 Benuky koymuuHy miehepa ako gocrymHor kBaciiuMa. Ha oBaj HaumH
TECTO ce mpurpema opxe, ckpahyje ce Bpeme neuema u go0uja xied Behe 3anpemune, ca 60jom
KOpe MOXEJFHOM 3a IOTpoIIaye, 00JbHM YKYCOM, MUPUCOM U MPOAYKEHUM POKOM Tpajama [25,
36]. ITexapcka MHIycTpHUja MpBa je movesa ca JI0/laBalkeM eH3MMa Yy cBoje mpoussoje jour 1970.
TOJINHE, Ca CTAJTHUM TIOPACTOM HBHXOBe yrnoTpede nocnenmux 30 roanHa.

Caxapuduxainuja ckpoba y caBpeMeHIUM MHAYCTpHjaMa M1MBa BPIIM ce moMohy amuiiasza
YMECTO cjaja, 4YMHehW MOoCTymak MHOTO €KOHOMHUYHHUjuUM. IIpolec mpous3Bojme NHBa ce
yOp3aBa, a KOHAuHU MPOU3BOA je cTaOWiIHMjU u Ouctpuju. Anda-amunaze ce Takohe
yroTpebsbaBajy y MPOU3BOIBH jJaKUX aIKOXOJHHUX mrha u cokosa [37].

[Topen mpexpamOeHe, a-aMuiiaze ce MPUMEHY]y U Y APYTUM HHAYCTPHJCKUM TpaHaMma.
AnkanHe amMiase Cy 3aje[JHO ca IpoTeazama, liefyja3ama, JHula3aMa U MaHaHa3aMa CacTaBHU
neo popmyna 3a gereprente [38]. Y caBpeMeHO] TEKCTHIIHO] MTPOU3BOJIBLN J0JIaje ce CKpod 3a
jadame BllakaHa TOKOM TKama. [lo 3aBpIIeTKy TKama CKpoO ce u3Jaxke JACjCTBY ammiasa,
pasrpahyje ce W pacTBapa y BOJIM, a BJaKHa TEKCTHJA OCTajy HermpomemeHa [39]. Kako y
TEeKCTHJIHO] TaKo M y TalupHO] MHIAYCTPUJU CKpoO ce J10/1ajeé Kao areHc 3a 3alUTUTY O
MEXaHWYKHX Hampe3ama TOKOM oOpane. Anda-ammiaza uma yiaory IEIUMUYHE XHUIPOJIH3e
ckpoba umHehn ra mame BHCKO3HMM, a THME W TMOTOJHHJUM 3a HaHomewe Ha mamup [40].

Pa3zBojeM HOBHX TexHOJOTHja (apmaleyTcke MHIYCTpHje amMHiia3ze ce KOpHUCTe 3a J00ujame
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ONTHYKU YUCTUX JICKOBa M arpoxemukanuja [41]. Anda-amuiaze Cy akTHBHa KOMIIOHEHTA y
pa3IUUUTHM JIGKOBUMA 3a aurectuBHe Oosiectu [42]. Tlocienmux nerieHUja pa3BojeM HOBHX
AHATUTUIKUX METOJ]a UCTTUTHBAkA O-aMUJIa3e Cy Halllle MPUMEHY Y MEJIUIIMHCKO] M KIMHUYKO]
xemuju [43]. Y obiacTu 3amTUTe )KUBOTHE CPEAMHE, A-aMHUIIa3e Ce KOPHCTE 3a TPETMaH CKpooOa
y oTraaHuM Bojaama [44] u nobujame onoeranomna [45].

CramHu pa3BOj CH3MMCKHX TEXHOJIOTHja W 3aMEHa XEMHJCKHX IMpoIeca CH3MMCKUM
J0BeNla je 10 eKChaH3uje yrmoTpede eH3MMa MOCIEAmUX YEeTPAECeT TOAWHA Y Pa3THYUTUM
HHAYCTPH]CKMM TpaHama. [lapaieiqHo ca THM HOBPEMEHO Cy CIPOBOleHA M HCTpaKUBarmba O
aJIEPTeHOM JIejCTBY €H3MMa, Mely kojuma u a-amuiase. [loka3aHo je ja u3IoKeHOCT (GUHUM
YyecTHllaMa CH3MMa y OpamrHeHuM (opMmyliama 3a MPUIPEMY TECTa M aepoCOMMa Y3POKYje
aJlepTHje W PECIHUpaTOpHE CMETHE Kox Iekapa [46]. AnmepreHe peakiuje ce jaBbajy W Ha
aMuJIa3z€ 'y ACTCPreHTHUMA. HpOTeI/IHCKI/IM HHKCHCPUHTIOM IMPOU3BOJAC CC HOBU CH3UMMHU Ca
U3MCHEHHUM  CCKBCHI[aMa  aMHUHOKHCENWHAa 300r  JoOujarkba eH3MMa  HMHAYCTPUjCKH
daBopuzoBanux ocobuHa. OBaKBM C€H3MMHU Cy JaHAC BPJIO 3aCTYIUbEHH M TOTCHIHjaHU CYy

aJIEPTEHU, Y3 OTSKAHY JIETEKIIH]Y 300T H3MEHEHUX CEKIBEHIIM aMUHOKHUCEITNHA.

2.2. UmoOuIu3anmja eHsumMa

[TpumeHa eH3uma y c1o00JHOM CTamkby OrpaHHUYEHa je 3a MHIYCTH]Y, 300T BUCOKE IIEHE
n HemoryhHocTH TmOHOBHe ynoTrpeOe. M3Hanaxkemwe peliema 3a H3/Bajalkbe €H3MMA U3
pPEaKIMOHOT MeJWjyma, 3a BHUIIEKpaTHY ymnoTpely, moBehame CTaOMIHOCTH HAa TOBUIICHUM
TemmeparypaMa M y CpeIuHH ca Hu3MewmeHoM pH, moBenu cy 10 pa3Boja MMOOMIMCAHMX
OouokatanuzaTopkux cucrtema. Onx 80-ux TroAMHA MPOUUIOr BEKa IMOYMEBY HWHTEH3MBHA
HCTpaXMBamkba O MMOOWIMCAaHUM EH3UMCKUM cuctemuMa. Mako ce uctpaxyje Bume on 100
roJuHa, MMOOMIM3allMja €H3UMa j€ U JJaHaC TeXHUKa Mpobe U TPeIIKe jep Cy MHOTa NMUTamba JOIIl
yBEK Hepasjalmena [47].

HMmobunuzanyja eH3uMa y HajIIupeM CMHCIY I0/pa3yMeBa CBaKO OIpaHHYaBa-E
cno0ozie Kperama MOJIEKyJa €H3uMa y mpocTtopy. Pa3BujeH je Benuku Opoj mocTymaka 3a
MMOOMIM3aIM]y €H3UMa, aji He TOCTOJU hHUXOBa jeJMHCTBEHA mojena. [ eHepaqHo HauYMHU

MMOOMIH3aIM]j€ MOTY C€ KaTeroprucary ImpeMa TUITYy UHTEpaKIlfja Koje ce YCIoCTaBbajy u3Mehy
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€H3UMa W HOocaya: aJICOPIIIMjOM, KOBAICHTHHM BE3UBAHECM, OOYXBATamkeM €H3MMa HOCAYeM,
YKJbYUHBAEM CH3UMA Yy jeHy o/ (ha3a ABodasHOr CHCTEMA U MUKPOHMHKAIICYJIaIlijoM cH3uMa [48].

[Topen MHOTHX TpPETHOCTH MMOOWIM3AIHMja €H3MMa MMa M HEJ0CTaTaka, Ma y HeKUM
cllyyajeBUMa HHUje €KOHOMCKM M TEXHOJIIKM OompaBaaHa. ToxkoM uUMoOHIM3anuje J0jia3u 0
MIPOMEHE aKTHUBHOCTH €H3WMa 300T: MPETPIJBEHOT XEMHUjCKOT TPETMaHa, YTHIlaja TOBPIIUHE
Hocaya, edekara pacrojene Cyrncrpara M OCTAIMX KOMIIOHEHTH y CHCTeMy (HMHXUOUTOpa,
aKTUBATOpa, BOJIOHMKOBHX jJOHA), CTCPHUX CMETHM U KOH(POPMAIIMOHUX MPOMEHA U MPOMEHa
koH(popmanuoHe GrekcubumHocTr eH3uma [2]. Mmajyhu To y Buy Moxke ce pa3ymeru cBe Beha

TeXHa 3a yHanpehemeM jeIHOCTaBHHU] X MOCTyIMaKa IMOOMIM3AIIH]je Kao HITO je aJICOpIIHja.

2.2.1. Ancopnumja eH3MMa Ha YBPCTHM HOCAYHMA

[Ipu mnacuBHO] (U3MYKO] aJICOPILMJU EH3UMH C€ MOTYy Be3aTH 3a Hocay
MHTEPMOJIEKYJICKUM TOJapHUM, XUIPO()OOHMM HHTEpakifjamMa U JOHCKUM Be3aMa Koje Ccy
HecTabmiHe y mopehemy ca KoBaJeHTHHM Bezama [49]. PenatuBHH JONPHUHOC BPCTE
MehyMolleKylicke WMHTEpakluje MpH aJCOPIIHUjU 3aBUCH OJl XEMHjCKE MPHpOJe Hocaya Hu
SH3UMCKHX TIpyla, Kao M OJ YcloBa ojBMjama ajcopnuuje. OBe cuiie YIIIaBHOM HUCY
OpjeHTHCaHe U peNaTHBO Cy Hecneuu(pHuyHe, Tako Ja je jeAaH O OCHOBHMX HEJOCTaTaka OBe
METO/IE€ IIITO CE€ TEUIKO MOXE CTaHIApIANU30BATU U KOPUCTUTH 3a J00Hjame OMoKaramu3aropa ca
jacHo aeduHHcaHUM cBojcTBHMA. [lopen Tora MONeKy/lIM €H3MMa MOTY c€ JIako JecopOoBartw,
ycie MPUCYCTBa JOHCKMX CYICTAaHIM WM NpoTenHa y pactBopy. IlpenHoctu oBe merozae cy
MPUCTYNAYHOCT U HHUCKA IIeHa ajicopOeHaca, jelHOCTaBHOCT MOCTYIKa 0e3 ynorpede CKynux u
TOKCHYHHUX XEMHKaJHja, JeIHOCTaBHA pereHepaiyja Hocaya W y BehumHM ciydyajeBa ouyBame
€H3UMCKE CIEIM(PUYHOCTH M aKTUBHOCTH. AJICOPIIIIMja CE MOKE YHANPEJIUTH U THME YIYHHUTH
creun(UYHUjOM MPAaBUIHUM H300poM M MOAM(DUKALKjOM HOCaya M ONTHUMH3AIM]jOM YCIOBa
oJBujama. [loBpimImHe HOcaya MOTy Ja ce TPeTUpajy CyICTaHIlaMa Koje cajpike BEeJIUKU Opoj
(GYHKIIMOHATHUX TPyla CIOCOOHWX Ja pearyjy ca rpymama y Mojekynay exsuma [2]. Ha oBaj
Ha4yWH, HA TOBPIIMHK HOCa4ya C€ CTBapa ,,MeKa* MO/JIOTa ca BEJIMKUM OpojeM (YHKIIMOHATHUX
rpymna u o6e30el)yje moBosbHa MUKPOOKOJIMHA 38 €H3UM IITO OMOryhaBa jaue Be3UBambe.

Ancopriyja je clIoXeH TUHAMUYaH MPOLEC U MOXKE Ce MOCMAaTpaTH KpO3 HEKOJIUKO

¢aza: 1) TpaHcnopT A0 MOBpIIMHE, 2) afcopHiHja, 3) CTPYKTYypHa peopraHu3alrja BpEeMEHCKU
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3aBHCHA, 4) lecopnuyja UK U3MEeHa U 5) TPAaHCIOPT ca MOBPIIMHE. Y 3aBUCHOCTH O]l CUCTEMA,
Op3uHYy aJCOopIIHje yrIaBHOM KOHTPOJIUILE IPBU WK IpYyTrH cTynam [50].

Hocaun mmajy yecto xereporeHe MOBpIIMHE, IITO Y3 caMy KOMILIEKCHOCT MPOTEHHA,
oTexaBa mpeaBulame HAYMHA UHTEPEaKIMje MPOTEeuHa ca MOBPIIMHOM Hocada. [ maBHu aktop
KOjU yTHYC Ha aJCOPIIHjy MPOTCHHA je MOBPIIMHCKAa eHepruja [51]. I'pyme Ha mOBpHIMHH
IIPOTEMHA YIJIaBOM pearyjy ca MOBPIIMHOM HOcCaya, Hako YHYTpallike Ipyne Mory OuTH Takohe
JOCTYITHE Kpo3 KOH(pOpMalnuoHE MpoMeHe. MakcuMaiHa KOJWYMHA afcopOOBAaHOT MPOTEHHA
YeCTO €€ TOCTIKE MPU HM30€IEKTPUYHO] TAUYKH IMPOTEHMHA BEPOBATHO YCJEJ MHHHUMAIIHUX
HUHTEPMOJICKYJICKUX 1 OOYHHX 0/J10H]jama aicopOOBaHUX MOJeKyia npotenna [50, 52].

VYTHIa] NOBPLIIMHCKOI HAaeJeKTpucama Ha aJCOpIIM]y €H3UMa HHUje YBEK JIaKo
MIPEIBUICTH, jep U MPOTEMHH KOjU HOCE MCTO HAEJEeKTpUCame Kao W HOCad M J1aJbe MOTY Ja ce
azcopOyjy Ha JIOKAIHO CYIPOTHO HAEIEKTPUCAHUM MecThMa. [loHeka HaeleKTprCcaHe YecTUle
Mory na ce ancopOyjy Ha XuApo(duIHE MOBPLIMHE Ca MCTUM HAaeJIEKTPUCABEM 4YaK HaKo je
peakija Be3uBama cHaotepmua [50]. ITokperauka cuiia y OBaKBUM CJIyYajeBHMa j€ MOPACT
SHTpONHje ycien KoH(GOpPMAIMOHUX MPOMEHA NPOTEHHA KOJH Pe3yITyje TyOUTKOM CeKyHIapHE
crpykrype. OBo ce 6a3upa Ha IIIEIUINTY Ja je aJCOpPIIrja eIEKTPOCTATUYKH KOHTPOJIUCAaHa Ha
XUJIPOGUIHUM MOBPLIMHAMA 32 KOH()OPMAIIMOHO CTaOMIIHE IPOTENHE U KpaTKe MEeNTH/IE.

[IpomeHa cTpykType €H3MMa, ald M MOKPET/BMBOCT MOTY Y3POKOBAaTH CMambeHe
€H3MMCKE aKMBHOCTH yciiea uMoounuzanyje. @uHa nomepama KUUMe IpoTernHa U OOYHUX rpyna
Koja cy OMTHa 3a KaTaJu3y cCy OTekaHa 300r Be3uBawma 3a Hocad. Haenekrtpucane
aMMHOKHUCEJIMHE M3JI0KEHEe TOBPIIMHM MOTY CTBapaTH €JEeKTPOCTATHUKEe HHTEepakluje ca
HocayeM. [IpuBnaueme U KOHTAKT u3Mel)y JOHCKHMX Ipyla eH3MMa U MOBPIIMHE HOcaya CMamwbyjy
c1000IHY €HEeprujy CHCTEMa, alli KICTOBPEMEHO MOTY JIOBECTH U JIO H3BH]jamba CH3MMA.

VYcenen cioXeHOCTH MOCTyNKa MMOOUIIM3alije MoTpeOHO je carjeiaTy yTUlaj BEIUKOT
Opoja pa3nuuuTuX (hakTopa Ha BE3UBAKE M CTAOMIHOCT €H3MMA. [ J1aBHU 33/1aTaK y TM3ajHUPAY
MMOOWIIMCAHOT €H3UMa je oabup oarosapajyher Hocaya (HEKaTaIMTUYKH Jie0 MMOOMIM3ara),
ycnoBa (pH, Temmeparypa m mpupoja peakIMoOHE CpenuHe) W eH3uMa (KOju KapaKTepHIle

MOpEKII0, mpupoja u yrcroha) [53].
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2.2.2. MartHeTrHe 4yecTHIle Ka0 HOCAYH 32 MMOOWJIU3AIIHjY eH3UMA

[Mocnenmux 20 roauwHa jaBjba CE BEIMKO HWHTEPECOBAE 33 HCTPAKUBAKE CHHTE3E
MarHeTHUX YECTHIIA, MOCEOHO CylepriapaMarHeTHUX HAHOYECTHIA 300T BHXOBE ymoTpede y
MEIUIIMHHA, Y TPOU3BOJBH OuWOoceH30pa, 3a Ouocemapanuje uta. [54]. Hocaunm marHeTHux
cBojcTaBa oMoryhaBajy JIaKy cemapainujy uMoOmIn3aTa u3 peakiuonor meaujyma. [lopen tora,
MOTY C€ CMamUTH TU(Y3UOHE JIMMUTAIU]E yCIie] KpeTama OMoKaTaan3aTopa Kpo3 peakiuoHy
CMEIly TOJ JIEJCTBOM CIOJhAIILET MAarHETHOT MoJba. MmoOmnm3aT HE TpHu MeXaHWYKa
omtehema kKoja cy yooruajeHa IpUiIuKoM cenapalyje HeHTPUPYTHpambeM WIH QIITPUPAHEM.

VY npuponu ce okcuau reoxha Hajuenrhe Hanaze y o0IMKy poMOOeIapcKor XeMaTuTa o-
Fe,O3, kyoHux crnimuena marueruta FesO4 m marxemura v-FesO4 (Cruka 2.7). XeMaTuT Hema
MPAaKTUYHH 3HA4yaj Kao Jpyra JiBa OKCHJA TBOXha MarHeTHT M MarxeMHT, 300T CBOjUX CIIaOMX

MarHeTHUX OCOOMHA.

Cnuxka 2.7. KpucranHa cTpykTypa XeMaTuTa, MarHeTuTa 1 MarxeMuTa pesioM (IjpHe

Kkyrie o3Hauasajy Fe?*, senene Fe**, a npsene O jone) [54]

VY numrtepaTypu je omucaH BENMMKHM Opoj MeToAa 3a CHHTE3Y YeCTHIla MarHeTHHX
cBojcTaBa. MeTrosia KOnpeuunuranyje Maruetura memameM BogeHuXx pactBopa FeCls u FeSOq4
noJi oapeheHuM yCIoOBHMA je jelaH OJf HauMHa J00Hjarka HAaHOYECTHIIA MarHeTHUX OCOOMHA.
Komnpenunuranuja ce o0jammaBa Kpo3 HEKOJIUKO CTyM-eBa [55].

[TpBu cTynam je xuapoausa coyid rBoxkha mpema cienehum jerHaunHaMa:

2FeCls + 6H,0 —> 6CI + 6H* + 6Fe(OH); 1)
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FeSO, + 2H,0 —»  SO4% + 2H" + Fe(OH), @)

3atum NH;" pearyje ca anjonuma Cl i SO4* Hacranmum XUPOITU30M COJIU TBOXKDa:
8NH,* + 6Cl" + SO, —» 6NH,CI + (NH,),S0, 3)

Hyxneanuja Fe304 Moxe ce mprKkazaTu peakiimjoM:

2Fe(OH); + Fe(OH), + 80OH" + gH* — Fes04+ 12H,0 (4)

3aBprueTak npenumuTanyje odekyje ce npu pH mmelhy 8 u 14 ca cTexmoMeTpHjcKUM
oxsocom 2:1 (Fe**/Fe*™) y oncycrBy xuceonmka [56]. Mehyrum, marmerur (FesOs) Huje

crabunan u npenaszu y Marxemur (YFe,O3) y mprCyCcTBY KHCEOHUKA.

Fes04+ 2HY — yFe,05+Fe?* +H,0 (5)

Hako je KompenmunuTanuja jeJHOCTaBaH IOCTYIAaK KOjUM ce Moxke nobutu Beha
KOJINYMHA MarHeTHUX HAaHOYECTHIla, KOHTPOJIA Pacio/ielie BeIMYMHE YECTULIA je OrpaHUyueHa jep
caMoO KMHETUYKH (PAaKTOPU KOHTPOJIMILY PACT KpUCTAJIa.

Kompenunuranujy uyumnHe ne (aze: Hykieanuja (hopMupame KpUCTATU3AIHMOHUX
[IEHTapa) U pacT 4yecTuiia (Crop pact Hykjieyca Audy3ujoM pacTBOpEHE CYIICTAHIIE U3 PacTBOpa
Ka MOBPIIMHU KpucTana) [57-61]. 3a nobujame MOHOIUCIIEP3HUX HAHOYECTHIA OKCHJIAa TBOXKNa
HaBezieHe (asze Ou Tpebano pa3aBojuTH (Hykjeauujy Tpeba n3beraBatu TOKOM IepHOJa pacTa
kpucrtana) [62]. PenaruBHa Op3uHa oBa 1Ba mpolieca oapehyje moauaucnep3uTeT U BETUIUHY
yecTuIa okcuaa reoxkha. Mame yectuile nucreproBaHux kKosuouaa GopMupajy ce Kajaa je Op3uHa
Hykieanuje Beha, a Op3uHa pacta yectuua Mmama. OBO ce TOCTHXKE Op3UM J0JaBambeM U
CHaOKHUM MelllameM peareHaca. [lopacT TemmnepaType 3HauyajHO yOp3aBa cTBapame (epUTHHUX
yectuia. Ha oBaj HaunH 100Mjajy ce MarHeTHe 4YecTUIle HAaHOJMMEH3H]a.

YecTriie  CHHTETHCAaHE  KONPEUWIHUTANMJOM Cy  Makpo-joHH. [loBpmmHCKO
HaEJIEKTPUCAkE OBUX JOHA MOTHYE OJ1 crieu(UYHO afcopOOBaHUX XUAPOKCUIHUX rpyna. Umajy
HETaTUBHO HAENEKTPUCAkhE y aIKaJHO] CPEIUHH W TO3UTHUBHO HAENEKTPUCAEE Y KHCEO]

cpeaunu. OH™ nuranam umajy nsoenektpuyny Tauky Ha pH 7,5. IToka3zano je na he OH™ nuranau
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ocTaTd Ha MarHeTHUM dectuuama npu pH 6-10. OBe XuApoKCHUIHE Tpylie Ha MOBPIIMHU

MarHeTHUX YECTHUIIA OJITOBOPHE CY 3a Be3uBambe MpoTerHa [63].

2.2.3. lloJMaHMJIMH KA0 HOCAY 32 MMOOWJIM3AIUjy eH3uMa

[Tommanmwmua (PANI) je jeman on HajBUINE MPOy4YaBaHHUX IOJIMMEpA Ca IIHPOKUM
CIIEKTPOM TIpHUMeHe Oa3upaHUM Ipe CBera Ha MPOBOJJBUBOCTH, M U JIAKOj CHUHTE3U, HUCKO]
LIEHH, JeJTUHCTBEHUM PEIOKC 0cOOMHAaMa M XEeMH]jCKOj cTabuiHocTH. [Ipumemyje ce y MenuiuHu
[64,65], enextpopeonomkuM (ayuauma [66], racHuM [67] U €IEKTPOXEMH]CKUM CEH30pUMa
[68]. Takohe, PANI, anu u paznuunti PANI-KOMITO3UTH MPEMO3HATH Cy K0 MOTOJAHN HOCAYH 3a
umoOmIM3aIujy eHsuma [69,70].

[Monuanwunux je usrpaljeH u3 aMUHO ¥ UMHHO jenuHHUIA. AMUHO jenunuia (y) cacroju
ce u3 jBa OeH30€eBa MpCcTeHa, a UMUHO jeaunuia (1-y) ce cacToju u3 jeAHOT OCH3CHOBOT U jeIHOT
xuHougHor npctena (Cnuka 2.8.). Y 3aBHCHOCTH OJ yCIIOBa CHHTE3€ U JOIMOBakba, MOJIUaHUINH

MOJKe Ja ce J00Hje Y pa3IMYuTHM OOJIUIIMA.

) ¥/ 'n

Cunuka 2.8. CTyKTypa MOJIMaHUINHA KOJU CE CACTOjU U3 PelyKOBaHUX aMHHO jeaununa (y) u

OKCHIOBaHUX UMHHO jeaununa (1-y)

Kana je y=1 monmaHwiwH je y MOTIYHO PEIYyKOBAaHOM OOJIMKY. JequHHUIIa Koja ce
TIOHABJbA je UCKJBYYMBO aMHUH, a MOJMMEp ce Ha3uBa JieykoemepanauH 6a3a (LEB). YV normyno
okcuaucanoMm o0suky (y=0) nmonumep Hocu HazuB nepHurpanwiuH (PB), ocHOBHY jeauHHIlY
ynan camo umuH [71]. Cpenma okcumanuona crama, kaga je Y=0,35-0,65 o3nadena cy kao
emepanaun 6a3a (EB). Konsepsuja nsmeljy o06mrka Moke Ja ce MOCTUTHE MPEKO EIEKTPOIHOT

HOTCHL[I/IjaJ'Ia HJIN U3JIaratbeM IMOIroJHUM OKCHUIAAIIMOHHUM WJIIN PCAYKIIHUOHUM CPECACTBUMA [72]
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[Totnyno penykoBanm oOsmk monuanwinHa LEB je Hecrabumnan, Bpimo nako ce okcuuyje.
ITonyokcumoBana popma PANI, emepanaun 6a3a-EB je crabuana Ha Ba3ayxy U MOXe ce UyBaTH

0€3 NKaKBUX XEMHjCKUX IPOMEHA.

! ! ! i

N N N N——
A

Tl

N N N =N
B

N —N N =N

B

Crnmka 2.9. TIpena3z aMHHO Y IMHHO jeJITHHHIIE OKCHIAIIM]OM MTOJIMAaHIIINHA

EnextpuuHa mpoBOJJBMBOCT OpraHCKHX moiuMepa kpehe ce on 10% 10 10% scm™,
OBo cBOjcTBO HX je cBpcralio Mehy Hajoosbe m3onarope. Mehyrtum, cemamaeceTux ToJMHA
MPOLUIOT BeKa Ipyla ayTropa IOKaszaja je Ja ce €JIEKTMYHA MPOBOJIJBUBOCT IOJIMALETUIICHA
apacTudHO roBehaBa TPETHpameM jaKMM OKCHIAIMOHMM WM PEAYKIIMOHMM cpeacTBuMa [73].
[IpoTexsie Tpu jAeleHHje YIOKEHO je JI0CTa y UCTpakKMBama KOWYTOBaHMX IOJIMMEpA, jep ce
MOKa3ajo Jla UMajy HeOOMUYHE EJIEKTpPUYHE U ONTHYKE OCOOMHE KOje Cy paHHje MPUIHCHUBAHE
UCKJbYYMBO HEOPraHCKUM MaTepujanuma. KomwyroBane ABOCTpyKe Be3€ M IUIaHApHA CTPYKTypa
MOJIEKYJIa OJTOBOPHH Cy 3a TPOBOJBMBOCT MOMMepa. Y NPOBOIHMM TONAMEPHMA, CBAKH Sp°

xuopuauzoBan C arom ¢opmupa Tpu Be3e Koje JeKe y HMCTO] paBHU. YeTBPTH BaJIeHTHH
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€JICKTPOH HaJla3W C€ Y HEXUOPUIM30BAHO] P; OPOUTAIM OPjeHTHUCAHO] HOPMAJIHO HAa paBaH KOjy
dbopmupajy ¢ Beze. IlpeknanameM p, opburtana opmupajy ce nenokannzoBane m Beze. OBaj
CHUCTEM Be3a OIMCaH j€ CJIIGKTPOHCKUM TajacHUM (QyHKIHjamMa Koje Cy IeIOKaIu30BaHE Yy
YUTaBOM JaHIy. Jlenokanu3zanuja omoryhaBa MOOMIIHOCT HaelleKTpHUCamba AYK KHUME OJIUMepa
[74]. ITpoBoaHYU MONHAHUIMH MOXE C€ CHHTETUCATH XEMH]CKU WIIH CJIEKTPOXEMHUJCKH, TIPH YEMY

o0e MeToze nmajy oapehene mpeTHOCTH U HEeJOCTATKeE.

2.2.3.1. XeMHjcKka CMHTe3a NOJIMAHUJIUHA

XEeMHjCKOM CHHTE30M IMOJUAaHWIMHA MOryha je MNpou3BOAKAa M TOCT-KOBAJICHTHA
Moaudukanyja Behe KoIMYMHE MMOJIMMEpa y3 BUIIE MOTYNHOCTH 3a KOBAJIHETHY MOAH(HUKAIU]Y
KnuMme noiuanmimHa. Hemocramu cy HemoryhHoct nmo0Oujama TaHKOT (MIIMA U CJIOKEHOCT CaMe
CHHTE3e. XEMH]jCKa CHHTE3a MOJUAHUIMHA TUITUYHO CE U3BOJHM Y KHCENI0] CPEIUHH Y IPUCYCTBY
okcumanca, Hajuemnthe (NH;)2S,0g [75]. Jeman ox HaunHa 1o0Hjaba HAHOBJIAKAHA MTOJIMAHUIMHA
jecte mosimMepu3anvja Ha rpanunu ¢aza [76]. Kopumhemem Boje w OpraHckor pactBapada
CTBapa ce rpaHMYHA MOBPIIMHA KOja ©Ma CIIOCOOHOCT Ja aacopOyje HyKiieyce aHIInHA. AHWINH
Ce pacTBapa y OpPraHCKOM pacTBapady, a OKCHJAHT aMOHHjyM-TIPEOKCHIUCYI(PAT y BOJCHOM
pactBopy kucenuHe. OONWMK W JMMEH3Wje HaHOBIAKaHA HE 3aBHCE OJ BPCTE OPraHCKOT
pactBapaua. JlogaTak MUHEpATHUX KHCEIMHA, Ka0 MITO Cy XJIOPOBOJOHHYHA, CYMIIOPHA, a30THA
WIH TIEPXJIOpPHA Y3pOKYje CTBapame BpJo YHH(POPMHUX HAHOBJIAKaHA MMOJIMAHHMIINHA, 328 PAa3JIUKy
OJl KJIACHYHOT XEMHjCKOT IOCTYIKa CHUHTE3¢ IMOJIMaHWIMHA Ca WCTHUM KHCEIMHaMma, Kaja ce
CTBapa TpaHYJIapHH TOJMAaHWIMH. Bpcra KucenuHe yTUYEe HA JUMEH3HUje JOOMjEeHUX
HaHOBJIaKaHa. Tako je HIp. CpeArmH IMPEYHHK HAHOBJAKaHAa HACTAUMX Y XJIOPOBOJOHHYHO]

kucenmnan oko 30 nm (Cnuka 2.10.), 10k je y kambopcynpoHCKoj Kuceauau oko 50 nm.
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Crnuka. 2.10. Yectuie noiMaHuIIMHA Y BUY IpaHyJia (JeBO) U HaHOBJIaKaHa (1ecHo) [76]

[lokazano je nma TtemmepaTypa HE yTHYe Ha OOJMK HAHOBJAKaHA IOJMAHWIIMHA.
Konnenrpauuja anununa y oncery ox 0,032 no 1,6 moldm (mpu yemy ce KOJMYMHA J10J1aTOr
aHWJIMHA HEe Mema, Beh ce cMmamyje 3alpeMuHa OpraHCKOr pacTBapaya) HE yTHYe 3HauyajHO Ha
Mopdosorujy HaHoBinakana. KBanurer/yHu(pOpMHOCT HaHOBJIAKaHA TTOJIMAHWINHA 3aBUCH CaMO
O]l KOHIIEHTpaIlje KuceanHe y BoaeHoj $ha3u. Hmop. npu Bumum konnenrpamujama HCI (0,5-2
moldm™®) ehn j€ IPUHOC BUCOKOKBAJIMTETHUX HAHOBJIAKaHA. AKO je KOHLEHTpalHja KUCEeINHE
Mama, NMOYUbY J1a PacTy 3HayajHe KOJIMYMHE I'paHyJIapHUX 4YecTHLA KOje OHJa MpEeoBlanajy y
oxHocy Ha HaHoBiakHa. Ca HCl kommentpaummje 1 moldm™ nobuja ce monmaHmIMH
npoBoasbUBOCTH 0,5 Sem™ camano kao u IPH KJIACHYHO]j XeMHjCKOT cuHTe3u [77].

CuHTe3a mMoNMaHWIMHA Ha TpaHUIM (aza Kao M KJIACMYHA XEMHjCKa CHHTe3a Jajy
OMMOJIaIHy pacrojiesly BeIMYuHe yecThia. MelhyTum, CHHTe30M Ha rpaHuly (¢aza TOMUHAHTHE
Cy KpyIHHjE€ YeCTHIle CYmpOTHO o jenHodasHe xemujcke cuHTe3e. Y MmelhydasHoj cuHTE3n
MpUCYTaH je Mamu Opoj HYKJICAIMOHMX MecTa y mopehemy ca jeaHodazHOM CHHTE30M. Y
XOMOTEHOM jeTHO(A3HOM CHUCTEMY KJIaCHYHE CHMHTE3€ MOJIEKYJIH HHMULUjATOPHU MOMEUIaHU CY
TPOAMMEH3MOHAIHO ca MOJIEKyJUMa MOHOMEpa y pacTBopy. 300r Tora je CBakM MOJIEKYI
MHUIMjaTOp criocobaH Ja (opMupa HEeHTap HyKJealrje 3a pacT JaHla noJuaHuianaa. Mehyrum,
KoJl MehydasHe momuMepusanrje WHTEepakifja u3Mel)y MoJIeKysa WHHUIIMjaTopa U MOHOMEpPA
OorpaHWYeHa j€ Ha JBOJMMEH3MOHAIHHU MPOCTOp-TpaHuIa ABOGA3HOT CHCTEMa BOAa/OpraHCKU
pactBapay. CaMO OHU MOJIEKYJH KOjU Cy MHUIIMjaTOPHU HA TPAHUIU COCOOHU Cy J1a (opMHUpajy
LeHTap Hykieanuje. To je BepoBaTHO pasiior Beher yziena KOMIIOHEHTH Behe Mosekyicke Mace y

MehydazHo] monummepusanuju noauaHwinHa. [[pOTOHOBaHM TOJMAHUIUH Y OOIUKY eMepayIuH
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conu je xuapoduian 300r yera ce pacropehyje y Bonenoj dhazu. Y mehydasznoj momumepusanuju
MOJIMAHWIMH TPeJIa3y Y BOJEHU €J10j nako uMa Behy rycrtuny ox Bome (~1,3 gcm'g) [78]. [TomrTo
ce ToJMMepHu3alrja OJ[BMja Ha TpaHUIM ¢a3a, moJuMepH3allfja ce 3aBpilaBa MperackoM, Kaaa
MOJIMAaHWIMH HAIyCTH JBOAMMCH3UOHATHU TpPaHUYHH mpocTop. MelhyTum, Koa KiacudHe
XEMHUjCKE MOJIMMEpHU3alije MOJIHaHWIA j€ CTaTHO OKPY)XeH MOHOMEpUMa M OKCHIAIIMOHHM
BpcTama 300T Yera IMOoJIMaHWINH KOHAYHO pacTe y HelpaBWIIHU TpaHyJIapHu 00JIuK. 300r Tora je
Mehydazna monmuMepusandja epuKacHa y cCrapedaBamy CEKYHJIApHOT pacTa IMOJMMepa, jep

J0J1a3M 10 Op30T yKIIamarma HaCTAINX HAaHOBJIAKaHa M3 PEeakIMOHOr mpocTopa [78].
2.2.3.2. EnexkTpoxemMujcka CHHTE3a MOJTHAHUIHHA

EnekrpoxeMujcka cuHTE3a je jemHOCTaBHa, Moryhe je CHHTeTHCAaTH TaHaK (UM
NOJIMAaHWJIMHA Kao W nocTtuhu 3apo0spaBambe MOJEKYJIa Yy IOJUMEpY, a JIONOBamke Ce OfBHja
uctoBpemeno [79]. Ilopex Ttora, eneKTPOXEMHJCKOM CHHTE30M CTBapa C€ 3HA4ajHO HHXKa
KOJIMYMHA TOKCHYHHX jEIUIHEHha Y OJHOCY HA OOMYHY XEeMHjCKY CHHTE3Y YMME je CMambEeH PU3UK
O]l ”HAKTHBAIMj€ €H3MMa TOKOM UMOOUIM3anuje. [ TaBHU HeAOCTaTaK eIeKTPOXEMH]jCKEe CHHTE3e
je Temkoha yknamama ¢WIMa MOJMMEpa ca eJeKTpoJie Kao M TeXka IOCT-KOBaJIEHTHA
MojuduKaiyja Behe KOMUMYMHE TPOBOTHOT MOJIUMEPA.

EnexkrpoxeMujcka CHHTE3a 4YECTO €€ KOPUCTH 300T jEJHOCTAaBHOCTH, a MOXKE Cce
CIIPOBECTH TPU KOHCTAHTHOj CTPYjU WJIM KOHCTAaHTHOM TIOTEHIMjary. Y pajay ca KOHCTaHTHOM
CTPYJOM CTaJHO C€ MOpa MpaTUTH MOTEHIMjal paaHe enektpose. ['yctuHa ctpyje He 6u Tpebasno na
npehje 10 mAcm™. EeKTpoxeMijcka CHHTe3a Ce YIITaBHOM H3BOIM y KHCEIM BOJCHHM PAaCTBOPHMA,
Yy PEaKIMOHUM YCJIOBHUMA CIMYHUM OHHUMa KOJI XeMHjcKe mnojmMmepu3anuje. OKCHIalMoHa CTamba
€JICKTPOXEMHJCKA CHHTETHUCAHOT TIONIMAaHWINHA 3aBHCE O]l TIOTEHIMjajla pagHe eJIeKTpOJIe.
Jlero3uiyja MOYMbE€ Ha MO3UTHUBHO HAGNEKTPHCAHO] PAIHO) €JIeKTpoIu-aHoAu. MOHOMEpH Ha
MOBPIIMHU pajiHe €JEeKTPoJie ce OKCUAY]y M (HOpMHUpajy paJuKaJCKe KaTjoOHEe KOjU pearyjy ca
JIpyruM MOHOMEpHMa WM paJuKaJICKUM KaTjoHuMma. Ha oBaj HauuH ce hopmupa HEpacTBOPHU
JAaHYaHW MOJIEKYJl Ha TOBPIIMHU €NEKTPOJe, a MOJUMEpHU3aIfja YBeK BOJM Ka HACTaHKY
IIPOTOHOBAHOT O0JIMKa eMepaiauHa, T3B. eMepanauH conu ES. ES ce mako moxe mpesectu y

HEeyTpaJHy eMepanauH 6a3y EB TpetupameM pacTBOpOM aMOHHjaKa.
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2.2.4, lloTMaHWINHCKA MPeBJIaKa HA MATHETHUM YeCcTHIIaMa

[TonmaHuIMHCKA, KA0 W TPEBJIaKe APYTUX IMOJIMMepa MpUMEmYje ce y MacUBU3AIM]H
Mmetana mrutehn ra ox xoposuje [80]. IlpecBnaueme Marepujajia MOJUMEPOM YECTO CE& KOPUCTH
300r MPOBOHKX OCOOKMHA y An3ajHUpamy cenzopa [81], rae mpoBomuu mommmMep 06e30eljyje ,,akTHBHE
0COOMHE®, JOK je HOocad OJAroBOpaH 3a MeXaHunuke ocoOuHe. IlonmuMepHe mnpeBiake ILTUTE
MOBPIIMHY OJ CHoJpallllbux omTehewma, mnosehaBajy crabumHocT U 00e30ehyjy MOBOJBHY
MHUKPOOKOJIMHY 32 BE3UBakE U AKTUBHOCT €H3MMa.

[To3nato je ma PANI obpasyje cyO-mMukpomerapcku (GuiIM Ha MOBPIIMHHU IpeaMeTa
YPOBEHUX Yy MOJIMMEPU3ALUOHY cMmely noj oapehenum ycinoBuma cunreze. PANI  gunmosu
Mory ce QopMupatd Ha pa3IMYATAM BpcTaMa YeCTHIA: TPOBOAHHUM, H3O0JIAIMOHUM,
XuIpooOHNM 1 XUAPOYMITHAM. AJIXe3H]ja MOJIMAaHIINHA je CHa)XKHA TaKO J1a OJMMEpP IPEeKpHBa
U pebepHYy HAHOCTPYKTYpY 3apomeHor mpeamera [82]. JleGspbuHa, YHU(POPMHOCT H
MopdoJIorHja MOJUAHUIMHCKOT (DUIMa 3aBUCE O/1 XEMHUJCKE IPUPOE IPEKPHUBEHE MOBPILIMHE U
ycnoBa cuHTese [83]. XunpopoOHu MaTepujanyu MpEeKpUBajy ce BHILIE MM Mambe YHH(POPMHUM
PANI ¢unmom, nmok je ¢uiam Ha XUAPOPHIHHUM MHUKpOYecTHIIaMa OOWYHO JAUCKOHTHHYaJTHOT
KapakTepa [84].

JlaHIM TOJMAHWIIMHA PAcTy Ha MOBPLIMHM YBPCTUX YECTUIA YPOHCHUX Y PEAKLHUOHY
cmemy. Hacrana PANI npeBiaka umMa CTpyKTypy CIMYHY YETKHUIIHM, KOja MOXE OUTH yjeTHAauEHE
WM TH00ylmapHe NpHUPOZAE, INTO 3aBUCH O XHUAPOPHIHOCTH TmoBpmMHE. [IpeBrake Ha
pa3MYUTUM MaTepujanuMa ciauyHe cy guamoBuMa PANI cTBopeHHM Ha paBHUM MOBpILIMHAMA,
y3 JEMHY Pa3JIuKy y BEeIMYMHU M OOJIMKY MOBPIIMHE MOAJIOre. YOUeHO je Ja yBoheme moJyiore
ca BEIMKOM CHENM(PUYHOM TIOBPIIMHOM yOp3aBa MOJMMEpHU3allUjy aHWINHA, MOCEOHO
ckpahyjyhu MHAYKIMOHM nepuo. ['paHnyHa MOBpIIMHA TaJa UMa BaXHY yiory y pacty PANI
HyKJeyca. XuapopoOHOCT MmpeBiake MOXKe BapupaTu U300poM ojrosapajyhe KuceianHe U mbeHe

KOHIICHTpaluje 3a nporoHoBambe PANI [85].
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Cnuka 2.11. ITonuaHUIMHCKA MPEBIaKa Ha MAarHETHUM YecTuIlaMa [82]

Ancopruja XxuapopoOHUX HyKJIeyca Ha XuaApo(hoOHNM NOBpIIMHAMA je YHH(POPMHH]a.
Ha xunpoduHoj noBpmmaM, XuapopoOHu HyKiIeycu o0pa3yjy kambuie, 1 PANI pacre u3 mux
dopmupajyhu rpanynapHy CTpyKTypy, T€ je CMambeHa OpraHu3alyja MoJMMEepHUX JlaHaa. AKO
MOBPIIMHA HOCaya caap ki UCTOBpEMEHO XuapodoOHe u XxuapoduiaHe aenose, (UM IPOBOJIHOT
nojuMepa pacrte npedepupajyhu xuapodobHe mospiuae [85].

[lokazaHo je 1a MONMAaHWIMHCKA MpEBJIaKa HE YTHYE 3Ha4ajHO Ha MOpQOIoTHjy

MarHeTHUX MHUKPOYECTHIIA KOPUITheHHX Kao HOcay 3a MMoOuIu3anujy f-ranakrosugase [86].

Crnuka 2.12. Mukporpaduje MarHeTHIX decTuIa (A) U MarHeTHUX YE€CTUIIA TIPECBYUEHUX

nonuanuarnHoM (B) [86]
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N mopexn Benmukor Opoja pajoBa CHHTETHUCAka MAarHETHHX YECTHIA Ca ITOJIMMEPHOM
IPEBJIaKOM, 32 HayKy je TO M JjaJbe BEJIMKH M3a30B 300T pasHuuTe XUAPOPHIHOCTH MarHETHHX
YyecTulla 1 noiauMepa. Sim u cap. [87] cuHTeTHCANIM Cy MPOTOHOBAaHE MAarHETHE YECTHUIC M Ha
BUMa M3BPUIMJIM TOJIMMEPHU3alMjy aHWIMHA OeJlekehn eNneKTocTaTHdyKe W BOJOHHYHE

nntepaknuje usmely FesO4 u PANI .

2.2.5. I/IMoﬁmm3aunja o-aMuJIa3a HAa MAarHeTHUM 4YeCTHIIaMa U HA MMOJITUAHWIUHY

Y mTepaTypu je TpHUCYTaH BEIMKH Opoj pajoBa ayTopa KOjU Cy HCIUTHBAIN
MMOOMITM3aIMjy O-aMiiIa3a Ha MarHeTHHUM dectuiama. Talekar m cap. [88] ucnurmBaim cy
yMpeKaBame 0-amMuia3e ca MOAM(UKOBAaHMM MarHeTHMM HAHOYECTHIIaMa aMHHO Tpynama. C
003MpoM Ha TO Jia A-aMHJIa3a cajpku camo 6% ocratka nu3uHa (Lys) o1 CBOT YKYITHOT cajpikaja
amMuHOKHcenuHa [89], HUje moroaHa 3a HMMOOMIHW3AlLM]y YMpEKaBameM, Ia jeé HEONXOoJHa
(GyHKIIMOHATN3allMja MarHeTHUX 4ecTuna. Hanodectuiie 300r cBoje BelHMKE CHEHH(pHYHE
MOBPIIMHE MOTY OWTH TIPEKPHBEHE OrPOMHHUM OpojeM aMWHO TIpyla, IITO JIONPUHOCH
MEXaHHWYKO] CTAOMITHOCTH YMPEKCHUX CH3MMa Ca HUCKUM cajpikajeM Lys kao mTo je cirydaj ca
a-ammnazoM [88]. KoBaneHnTHa umoOuWnu3andja a-amMuiaze Ha MOAM(UKOBAHUM MarHeTHUM
HaHOYECTHI[aMa CHJIMIH]YM-TAOKCUIOM ¥ aMHHO Trpynama omoryhmia je poOujame
OMoKaTaIM3aTopa KOjU CE JIAaKO HM3][Baja M3 CHUCTEeMa U 3ajpxaBa 86% EH3UMCKE aKTHBHOCTH
HakoH 30 nmana uyBama [90]. Singh u cap. [91] umobunmcanu cy a-aMuiaasy Ha XeMaTUTy
(Fex03), marmeruty (FesO;), ka0 u MoaudUKOBAaHOM XeMaTHTy dYeCTHIlAaMa 3jaTa |
MOJU(PUKOBAHOM MArHETHTY CHIIHMIIH]YM-IHOKCHIOM. Kao riaBHM mpoOiieM NpUMEHEHUX
MarHeTHUX HAaHOYECTHIIA HABOAM C€ HEKOHTPOJMCAaHa OKCUIAIN]a U UpEBEP3NONITHA arperaiyja,
IITO je PEIIEHO MPECBIAYeHEM MarHeTHUX YECTHUIIA 31aTOM U cuinka moaumepom [91]. Mizuki
u cap. [92] ucnuTUBaIM Cy YTHIQ] POTAlMOHOI MAarHeTHOI MMOJba HAa AKTHUBHOCT O-aMuia3e
UMOOUITMCaHe HA MarHETHE HAHOUYECTHIIE MPEKpHUBEeHE AeKCTpaHoM. [Tokazanu cy Ja akTHBHOCT
pacte ca mopactoMm (peKBeHIIMje poTalije KiacTepa, au je Opoj TUCOCOBAHUX IMOjeAMHAYHUX
yecTuIa Takohe pacrtao, 300r yera Tpeba n3deraBaTu BUCOKe (DpEKBEHIM]E poTaIlije, a Hajoosha
edukacHoCT ce moctmke npu 5 Hz [92].

Husain [93] je mao Bpiio KopHCTaH Tperie] pagoBa UMOOMIHM3ALU]e aMUIOIUTHIKIX

CH3MMa Ha HaHOYECTULaMa Yy KOMC 3Ha‘-lajH0 MCCTO 3ay3HuMa I/IMO6I/IJ'II/I3aI_II/Ija o-aMuJIa3€ Ha
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MarHeTHUM HaHodecTuilama. Prakasham u cap. [94] umoOumucanu cy aujactasy Ha GepUTHUM
YyecTUIlaMa HWMIPETHUPAHUM Yy HaHOYECTHIIaMa CHIIMIMjyM-Iuokcuaa. Ha oBaj HauuH
UMOOWIIMCaHa AMjacTa3a je 3ajpikaja CKOpPO IIeJOKYNMHY IOYEeTHY aKTUBHOCT W mocie 50
nukiyca ymnorpebe [94]. 3a KoBaJleHTHO UMOOWIHMICAaHY Q-aMujIa3y MarHeTHE HAHOYECTHIIC
NPECBYYCHE CY LENYJ030M OKCHIOBAHOM JI0 IUalJeXH]a IepjoAaTHUM TpeTrMaHoM [95].
Mukherjee u cap. [96] npe3eHTOBaNM Cy CTATUCTUYKY ONTUMH3ALN]y UIMOOMIIUCAHE AJNKAIHE Q-
amminaze wu3 Bacillus alcalophilus na HanocymepmapamarHeTHHM OKcHaWMa TBOXDa.
HNmobmincana o-amMuiasa IMoKa3ala je 3Ha4ajHO BHUCOKY CHEeUU(UYHY AaKTUBHOCT, TEPMHUUKY
CTaOMJIHOCT M CTAOMJIIHOCT TOKOM 4YyBama Kao W MOTYRHOCT BHIICKpaTHe ymoTpebe [96].
[lokazane cy TpeAHOCTH TMpPHMEHE WMOOWIMCaHEe o-amMWwia3e Ha MarHeTHuM FeyOs
HaHOYECTHUIAMa y XUJPOJIU3U CKpoba ¢ 003UpOM Ha TO J1a je UMOOMIN3aT XUAPOIM30BA0 BHIIE
ckpoba (92%) nakon 8 h Ha Temmneparypu on 40°C on cinobogHe a-amuiaze Koja je Moj
UACHTUYHUM YCIIOBHMa XuIponu3oBana cera 73% ckpoba [97]. OBako ummoOwmiucana o-
ammiaza 3aapxana je 94% cBoje KaTaqUTHYKE aKTUBHOCTH Ha HmwkeM pH ontumymy y
nopehemy ca cI000AHOM O-aMHJIa30M, Y3 TIOMEPEH TEMIIEPaTypHH ONTHMYM Ka BHIINM
temreparypama [97]. Jalal u cap. [98] umoOmmmcanu cy o-amuiaazy Ha MarHeTHuM FezOy
HAaHOYECTUI[AMa KOBAJCHTHUM BE3MBamEM IpeKo KapOoaummmuaa. MimoOwimcaHa o-ammiiasza
nokasana je Behy euKacHOCT Be3MBamba Ha COOHO] TEMENpaTypu U Mamy 3aJip>KaHy aKTHUBHOCT
y nopehewmy ca umoOmnucanom o-ammnazom Ha 4°C. Kim u cap.[99] koHCcTypucanu cy
MPOTOYHU OMOPEAKTOp 3a XUJPOJU3Yy CKpoba momohy o-amuiiaze UMOOHMIIMCAaHE HA MarHETHUM
HaHO4YecTHI[aMa Koje cy omorhuie xuaponusy 70% ckpoba (30 gdm's) 3a 1 h. Anda-amunasza u3
Bacillus licheniformis ancop6oBana je Ha XeMHjCKHM KOMJIEKCHOM CHCTEMY: MAarHETHHM
HaHOYecTUIlaMa ToJH[2-xuapokcuetin Metakpuiiat-N-merakpuonn-(1)- dennnananun] [100].
Ha oBaj HauMH MOCTUrHyTa je 3Ha4ajHO BUCOKA €(PHUKACHOCT Be3uBamwa: 705 mg o-amuiasze/g
HaHouecTHIa. [loka3aHo je /1a MOHOBHA aJICOpIIMja U JECOpIIfja He yTUuyy Ha Behu rydourtax
eH3uMcke aktuBHOCTH [100]. MarneTHe HaHOUYeCTUIIE MOAN(UKOBAHE AUIMHCKOM KHCEIMHOM
kopuinheHe cy 3a uMoOmm3anujy o-ammiaaze u3 Bacillus sp. strain TS-23 [101]. MmoOunucana
a-amMmiIa3a Tokasaja je moBehaHy CTaOMJIIHOCT TOKOM 3arpeBama, Behy CTaOMIIHOCT TOKOM
qyBama 0J cil1000aHe o-amuiaze u MoryhHocT kopumhewa 20 myra 6e3 ryOuTKa IMOdYeTHe

aktuBHOCTH [101]. Lee u cap. [102] umoOunmcanu cy o-aMuiia3y Ha MarHETHHM MOJIEKYJICKH
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YTUCHYTUM HOJMMEPHUM Komno3utuma. [IpuMemeHn Hocau IOKa3ao je MPEeAHOCTH BUCOKE
cnenn(pruYHe MOBPLIMHE, CYCIIEHJ0Baba, JIAKOT U3JIBajamba U3 peakluje 1 Op3e 0OHOBE €H3uMa y
nopehemy ca KOHBEHIIMOHATHUM KaTaIUTUYKUM npouecuma [102]. Mmobunucana o-amuiasza Ha
3-amuHonponmitpuerokcucuinan(APTES)-FesO, MarHeTHMM HaHoOYecTHIlaMa IOKa3ajga je
M3pa3UTO BUCOKY CTAOMITHOCT TOKOM 3arpeBama 0e3 MpOMEHE MOYeTHE aKTUBHOCTU HAKOH TPH
y3acromHa kopuimihema [103]. Sohrabi u cap.[104] umoOuiucanu cy a-amuiaaszy KOBaJICHTHUM
BE3MBAal€M HAa  MarHeTHUM  HAHOYECTUI[aMa  IIPECBYYEHUM  CHIIMLH)YM-AHOKCUAOM
¢ynkunonanuzoBanuM 3-APTES. Hakon nmoOmimzanuje nosehana ce TepMuuka cTabUIHOCT O-
amuiasze. Mimobumnucana a-amuiasa 3aapxaia je 85% rmodyeTHe aCTUBHCOTH HaKOH 6 y3aCTOITHUX
kopuinhemwa [104]. Sawarnatha et al. [105] umoOumucanu Cy KOBaJICHTHUM BE3HBABHEM OL-
amMMJIa3y Ha MarHeTHUM HaHOYECTHIlaMa cTabMIn30BaHUM noMohy aparicke ryme. imo6unucano
je 60% o-amunaze Ha MoauduxoBanumM u 20% Ha HeMOAU(PUKOBAHUM MarHETHUM
HaHoyecTullamMa. 3aleiexkeH je MopacT TepMHUUYKe CTAOMIHOCTH BE3aHOI €H3MMa Ha
MOJIU(UKOBAaHUM YecTUIlaMa Hocada y3 3ajpkaBambe 70% akTMBHCOTH HakoH 6 h xopuihema
[105]. Baskar u cap. [106] kopuctwim cy HUMOOWIMCAaHYy O-aMHJa3y HAa MarHETHUM
HaHOYECTUI[aMa 3a XUIPOJU3Y CKpoOa CIAaTKOI KPOMIIMpa A0 IIIyKO3e, IIPU 4eMy je CKpod
CJIATKOT KpOMIIMpa MoKa3ao Behu apuHHUTET mpemMa MMOOWIMCAHO] a-aMmiasu. Mcmnurana je
nMoOuIM3anyja anda-aMuiIa3e KOBAJIEHTHO Be3aHE 32 MOJIM(UKOBAHE MarHeTHE HAHOYECTHULE
aMMHO rpynama TpetupaHe ca 3-APTES mpeko rmyrapannexuna [107]. Mmobunucana a-
aMuia3a IoKa3ajga jeé BeOMa BHCOKY TEPMUYKY CTaOWJIIHOCT W 3aJpkaBame 68% moueTHe
aKTUBHOCTH HakoH 9 mmkiyca ymorpede [107]. Eslamipour i Hejazi [108] ucnuruBamm cy
epeKkaT pazIUUUTUX ONEPaTHMBHMX YCJIOBa Ha KOBAJEHTHY HMOOMIM3AlM]y O-aMHila3e Ha
MarHeTHUM HaHoYecTHama. 3a0enexeHo je 3aapkaBame 5S0% moyeTHe akTUBHOCTH HaKOH 12 h u
40% moueTHe aKTUBHOCTH HaKOH 6 1ukiyca kopuithema [108]. Umobmnmm3anuja a-aMmuiase Ha
MarHeTHHUM HaHOYECTHIIaMa II0Ka3aja ce€ 3HayajHoM y Op3oM OTKpuhy MOTEHLHjaTHUX
MHXUOUTOpaA Q-aMHJIa3e U3 JICKOBUTOT OmJba moMohy ligand-screening MeToie MHTETpUCaHE ca
TeyHUM Xpomarorpadom Bucokux neppopmancu (HPLC) [109].

HNmoOunu3anyja a-amMuiaze Ha MOJUAHWINHY j€ HEJOBOJFHO MPOYYEHa M MOPE] HEKUX
NPEJHOCTH KOjU je JaTH IMOoJuMep MOoKa3ao npu umoOmim3auuju tpurcuHa [110], rmykozo-

okcumase [111], xomectepon ecrepaze u xonectepos okcumaze [112]. Ashly u cap. [113]
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UCIUTUBAIM Cy HWMOOWIM3ALMjy O-aMHja3e Ha MOJUAHWIMHY VY pa3lIu4uTUM (opmama:
eMepaluH 0a3e W eMEepaIIUH COJM KOBAJCHTHOM WMOOWIM3AIHMjOM |  aJCOPIIIIH]OM.
Hanokommnosutu cpeOpa W monuMaHWIMHA KopumiheHM cy Kao HOcady 3a KOBAJICHTHY
umobmm3anujy o-amunase [114] koja je mokasana Bucoky pH u TemmeparypHy CTaOMIHOCT Y
nopehemy ca cnobogHom a-amunazom. Anda-amunasza u3 Aspergillus niger umo6uncana je Ha
MONMAHWINHY MoaudukoBaHuM riayrapanaexugom [115]. YV mopehewy ca cinobomgHOM,
MMOOWIINCAHA Q-aMHJIa3a je MOKas3ama Mamby OCETJBMBOCT Ha MHXHOMImjy Zn>*, Cu® i Fe®
ITokazaHo je 1a je Tepmuuka ctabmiHocT pacia y npucyctBy CaCl, [115].

Y nureparypu HE IOCTOje TOJAM O WMOOWIM3alMjH O-aMHuia3e Ha MarHeTHUM

YeCTHUIIaMa IPECBYICHUM IMOJIMAHUIIMHOM, IIITO j¢ OCHOBHH IPEIMET IIPOyUYaBama y OBOj TE3H.

2.2.6. YTuuaj yaTpa3By4YHHUX TAJ1aca HA AKTUBHOCT €H3UMa

[Tocnenmux roArHA TIOPACIIO je HHTEPECOBAbE 32 HCIIMTHBAKBEM yTHUIIAja YITPAa3BYIHUX
Tajaca HUCKUX (PpeKBEeHIIMja Ha €H3uMe, 300r cBe yemhe MpUMEHE y OMOTEXHOJOTHUJU U
npexpambenoj ungycrpuju [116]. Xemujcku edekar ynTpasByka HE Orjiefja c€ y JUPEKTHO]
MHTEPaKIMjH Ca MOJICKYJICKMM BpcTama, Beh MmpeKko KaBUTaMOHOT e(ekTa, KOju ce oriieaa y
ocinobahamy BeNMKEe KOJNMYMHE JIOKATM30BaHE eHepruje. AKYCTHYHA W XHIPOAWHAMHYKA
KaBUTAIM]ja, 33 PA3JIUKY O] ONTHYKE U YECTUYHE, TEHEPHUIIly UHTEH3UTETE HEONXO/IHE /1a U3a30BY
¢u3nuKe U XeMHUjCKe MPOMEHe y cucTeMy. TOKOM 3By4HE KaBUTauuje GopMHpajy ce CI000aHU
paguKkany 3axBajbyjyhu QuCOIMjallMjd UCHaperma 3apo0JbeHUM y myrmybuHaMa. OBU paJuKaiu
MOTY Ja yOp3ajy XEeMH|CKE peakilfje Ha COOHO] TeMmIepaTypu Hako Cy HWHaye MOTpeOHU
JPAacCTUYHU]H YCIOBH.

VY nurtepatypi ce jaBibajy KOHTPAAUKTOPHU HABOJM O YTUIIA]y YATPa3By4YHUX Tajaca Ha
eH3uMe. YTHIIA] YyATpa3ByKa Ha KaTAIMTHYKY aKTHBHOCT €H3MMa yIJIaBHOM je HeratwBad [117-
119] 300r j0OKaTM30BaHE BHCOKE TEMIIepaType M jakKuX ydapHUX Tanaca. MelyTtum, y mocieame
BpeMe II0Ka3aHO je Ja Npu JeloBamby YITpa3ByKa HIKHX (pPEKBEHLMja HE J0Jla3u [0
WHAKTHBAllMjeé CBHX C€H3MMa, IITa BHUIIE J0Ja3u A0 MoBehamka AaKTUBHOCTH TIOj€AMHUX
Ouokaranu3aTopa. YITpa3BydyHU Talacl HIKUX (pPEKBEHIMja M YMEPEHOI HMHTETH3UTETa
npou3Bojie mposiazHu kaBuraronu edekar [120]. VaTpasByk Moke MO3UTHBHO YTHIIATH Ha

aKTUBHOCT MMOOWJIMCAaHMX €H3MMa MoOoJspiiaBajyhu aktuBHOCT eH3uma [121], omepatuBHy
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crabwiHocT [122] u TepMoauHaMuuky KoHTpoiry [123]. ViurpasByunu edekaT TUPEKTHO MeHba
CTPYKTYpPy €H3MMa M TaKO Tra YMHH JOCTYITHHM 3a peakiujy ca cymncrparom [124]. 36or
MOTEHIMjajla y MO00JbIIakby H3MMCKE aKTUBHOCTH CBE BHIIE C€ MOCIEIBUX TOAMHA UCIUTY]e
yTHUIIA] yATpa3Byka Ha eH3uMme [125]. McnuTuBamem yTulaja ynTpa3Byka Ha aKTUBHOCT O-
amMmIiIa3e U aMHIJIOTIYKO3H1a3e YTBPHEHO je Ja YJITpa3ByK Mema IMOHAIAkEe CH3UMa, jep je 3a
temneparype a0 50°C akTUBHOCT eH3MMa Owia yBek Beha y HmpHCYCTBY HEro y OJICYCTBY
yITpa3By4HOT 3pauema [126]. Oliveira u cap. [127] nmokazanu cy na yaTpa3ByK WHAaKTHBHUpA O-
ammina3y u3 Aspergillus oryzae u u3z Bacillus amyloliquefaciens, a cynpotHo TomMe yaTpasByK je

akTuBHpao a-amminasze u3 Bacillus licheniformis: repmoctabunny u Liquozyme amunasy [127].
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3. EKCIIEPUMEHTAJIHA JIEO
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3.1. Marepujanu

3a XeMHjCKy CHHTe3y NOJHaHWINHA KopulnheHe cy cineaehe xeMukanuje:

o anwmnuH (Merck, Hemauka) npenecrunucan y armocdepu apronana Karenpu 3a ¢pusnuky
XEMHjy U eJeKTpoxeMujy TexXHOIOmKOo-MeTamypuKkor Gakynrera,

e amonujyM-tiepokcuaucyidar (Lach-Nera, Pemyonuka Yemka),

e xjopodopm (Centrochem, Crapa [1a3oBa),

® KOHIICHTPOBaHAXJIOPOBOJOHWYHA KucenuHa (Zorka Pharma, 111a6arr).

Cunre3a u TPETMAH MArU€THUX 4YeCTUlla BpPLIICHHU CYy KOpI/II_HheI-BGM cne):[ehnx

XEMUKaIHja:

o rBoxhe(Ill)-xmopun xexcaxuapat (Dispochem, quctpudynuja Superlab, Cpouja),
o rBoxkhe(Il)-cyndar xenraxumpar (Dispochem, quctpubynuja Superlab, Cpouja),
e 25 %-nu amonujym-xuapokeun (NRK InZenjering, beorpan),

e xamujym-nepmanranat (Centrohem, Crapa I1a3osa),

e mMyHCKa kucenuna moHoxuapar(Centrohem, Crapa ITa3osa).

3a (I)OpMI/IpaI-Le MOJIMAHUJTIMHCKE TIPCBJIAKE HA MArd€THHUM 4YeCTUllaMa IIOPEa

MPEeACCTIIINCAHOT aHWJIMHA KOpUITheHa je u:
e asorHa kucenuHa (Zorka Pharma, I11a6arr).
HNmobunucana je oa-amminaza (EC 3.2.1.1) w3 Bacillus licheniformis u3 ensumckor
npenapara Termamyl, (Novozymes, A/S,/lancka) koju je 6uo cneneher cacrasa: a-ammnasa 2%,
Boaa 51,8%, caxapo3a 32%, marpujym-xsuopua 14 % u xamujym-copoar 0,2%.

HcnutuBame akTHBHOCTH 0-aMHJIa3e BPILIEHO je ynoTpeOoM cieaehnx XxeMuKkanuja:

e guHatpujym-xunaporenpocdar (Dispochem, nuctpubynmja Superlab, Cpouja),
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HaTpujyM-xuaporeHdpocdat nuxuapat (Centrohem, Crapa I1azosa),
pactBopHU ckpoO (Centrohem, Crapa [1a3oBa),

kammjyM-joaua (T.T.T.d.o.0., XpBarcka),

jon (NRK Inzenjering, beorpan) u

KOHIICHTPOBaHa XJIOPOBOIOHMYHA KucennHa (Zorka Pharm, I1la6arr).

OcHoBHHM pacTBOp joma nmobwjan je pactBapamem 500 mg J, m 5,0 g KJ y 100

cm®recTinoBane Boge. PagHu pacTBop joma JOOHjaH je CTOCTPYKHM pa30IaKeHeM OCHOBHOT

pacToBOpa, a MPUIIPEMaH je€ HEMOCPEAHO TIpe yrnoTpeoe.

3a Mepeme caapxkaja MPOTEHHA 3a0CTAINX Y PACTBOPY KOPHUIINEHH Cy:
oakap(Il)-cyndar nenraxuapar (Beta-Hem, Beorpan),
KanujyMm, HaTpujyM-TapTapat teTpaxuapat (Centrohem, Crapa [la3oBa),
natpujym-xuapokceus (NRK InZenjering, beorpan) u
Folin-Ciocalten-os pearenc (Sigma, St. Louis, CAJT).
3a nermHBarme yrunaja Ca’* joHa Ha IMOGUITH3AIH]Y [TOPE HABEACHOT KopHIrheH je u
kanujyM-xsuopua (Centrochem, Crapa [1a3oBa).

Jecopniyja en3uMa ca Hocaua npaheHa je y3 kopuuiheme:

Triton X-100 (Sigma, St. Louis, CA/l) u

HaTtpujyM-xjopua (Centrohem, Crapa [1azoBa).
3a canmame IR criekrapa ynorpe6spaBaH je

kaaujym-opomus IR grade (Sigma, St. Louis, CAJ).
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3.2. MeToae

3.2.1. MeToae cuHTE3€ HOCAYa
3.2.1.1. Xemwujcka cuHTE3a MOJUAHIIIMHA ¥ U3/IBajarbe (PpaKkiivja MOJIMaHWIMHCKIX YeCTUIIA

3a cuHTE3y TONMAHWIMHA KOpUINNEH je XEeMHjCKM MOCTYIaK IOJIMMepH3alije
MOHOMEpa aHWJIMHA HA TPaHWIHM JaBe ¢aze BoJa/XJIOpodOpM IO MOCTYNKY KOjH Cy ONMUCAIIA
ayropu Huang u Kaner [76]. V craxnenoj Buamu sanpemuse (7 cm®) pactsaparo je (93 mg)
anmmna y (3 cm®) xmopodopma. Y pyroj BHatM HMCTe 3alpeMHHE NPHIPEMAH je pacTBOpP
aMOHHU]jyM-TIepoKcuancyndara pactBapameM (55 mg)amoHujym-nepokcuaucyindara y (3 cm3)
XJIOPOBOJOHAYHE KHCEIHHe KoHIeHTparmje | moldm™ IaxsiBuM nomatkoM BojeHe (ase Ha
oprancky a3y MISHTHYHE 3allpeMUHE CTBApao Ce I'PAaHUYHHU CJIO0] BOJA/OpTaHCKH pacTBapad.
HakoH kpaTkor MHIYKIIMOHOT BpeMmeHa, oko 30 s, jaBjbao ce 3eJIeHH NOJMAHWIMH Ha TPaHUIU
nBe (aze koju je mpernasuo y BojeHy ¢a3zy. [lonmumepusamnuja je octaBibeHa 24 catu na ce
3aBpIIM, a 3aTUM j€ TMPOW3BOJ cakyrsbaH M (unrpupan. CuHTe3a je BpuieHa W y Behum
peakuonum nocynama (50 u 100 cm3) C TUM JIa C€ YBEK BOJWJIO pauyHa Jia je MOJApHHU OJHOC
aHWJIMHA U aMOHM]jyM-Tiepokcuucyngara 4:1.

[TonmanunuH je u3nBajaH (QUATpUpPamEM, UCIIHpaH AecTUiIoBaHOM BojoM 1o pH 7,0,
ocymieH Ha 105°C u ycutweH y aBany. IIpomymirameM YCUTHEHOT IMOJIMAHWIMHA KPO3 HU3
CIOjeHHUX cHuTaca mnpedyHukoM mopa ox 800, 500, 315, 160 u 90 pm noGujane cy uerupu
¢pakumje uectnna BenuuuHe: 90-160pm, 160-315pum, 315-500um u ox 500-800 um.
Cunterucane (Qpakiyje NoJMaHWIMHA 4YyBaHE Cy Ha COOHOj TemIeparypud U 0e3 HaKHaIHOT

TpeTMaHa KopuIlheHe cy 3a UMOOWIN3alN]y o-aMUJIa3e.
3.2.1.2. EnekrpoxemMujcKka CHHTE3a MOJMaHUINHA

Enexktpoxemujcka monuMepu3alyja aHWIMHa BpiieHa je Ha Karempu 3a ¢usnuky
XeMHU]y U enekTpoxeMu]y TexHonomko-metanypmkor dakynrera. CuHTE3a je u3BoheHa Ha
rpadUTHO] ENEKTPOIH TaNBAHOCTATCKH, TPH KOHCTAHTHOj TYCTHHH cTpyje of 2 mAcm’ u3

BOJICHOT PACTBOpPA XJIOPOBOJOHMYHE KHCEIHHE Koja je caapkana 0,25 moldm™ ammmina.
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I'padutHa enexrpona mospuae 100 cm’ Guna je mocraBJbeHa U3Mehy JBe TUIOYE O]
Hephajyher yenuka moBpiiuHe 1Mo 50 cm?. [Tonumepusaiyja je u3BoheHa y eNeKTPOXEMHUJCKOM
peaxTopy o momuerHiena sanpemuse 0,8 dm®. HakoH cHHTe3e Npax MOTHAHWINHA MEXaHHYKH
je ykiaman ca enektpose. [Ipax momuaHuINMHA UCIUPAH j€ IECTHIOBAHOM BOJIOM JI0 HETaTHBHE
paknuje Ha xjgopuaHe joHe u cymieH Ha 90°C mopa BakyymoM. OMromMepu pacCTBOPHH y alleTOHY
uzaBajanu cy y Coxkcxyer (Sokshlet) amaparypu Tokom 3 caTa HAaKOH uera je MOJUAHUIAH
UCIHpaH JECTUIOBAHOM BOJOM M cyileH 3 cara. /loOujane cy yecTHile NOJHMAHUINHA y GOPMH

emepanaun 6aze (EB) u emepanaun conu (ES) [70].

3.2.1.3. XeMmujcka CHHTE3a MAarHeTHHUX 4YECTHIIAa M MAarHEeTHHX YeCTUlla MPECBYYCHHX

IIOJIMaHHUJIMHOM

Marnerne uectuiie (MAG) cunTterucane cy Metoaom koompenunuraiuje FeCls u
FeSO, y Bumky amonujaka [56]. PactBopeno je 5,6 g FeSO47H,0 u 10,8 g FeCl3-6H,0 y 300
cm®rectunoane Boxe. Jlobujenn pactBop je 3arpesan Ha 80°C y BogeHom kymarmty (TKST,
Xpsarcka) ca 200 cm® 25%-nor NH,OH. PactBOop je HempecTaHo M eHepruyHO MemaH 60
MHUHYTa, HaKOH yera je cmema ¢uirpupana. /lobujane uectuie nabe Cy TpeTHpaHe INpema
MOCTYIKY ONKCAHOM Y JuTepaTypu [86]: ucnmpane cy TeMeJbHO JECTHIOBAHOM BOjOM j0 pH
7,0, cymene na 105°C, a HakoH Tora npocejaBane (<100 um). Yectuue (4,56+0,05 g) cy 3atum
ocraBJbaHe y pactsopy 100 cm® 0,1 M KMnOy 1a 50°C 24 h u UCIIUPAHE JECTUIOBAHOM BOJOM.
Jlobujene yectuiie o3HaueHe cy kao MAG. MarHeTHe decTulle NMpecByY€HE IMOJIMAHUIMHOM
cuHTeTucane cy tako mro je 4,50+0,04 g MAG uvectunia ypamano y 100 cm® 0,5 M pacTBopa
anmmaa y 0,1 M HNO;. Cmeia je ocraBipana? h na anunuH nonumepusyje. Hacrane marHetne
YEeCTUIle TpPEecBy4YeHE IOJMAHWINHOM MCIUpPaHe Cy CYKLUECHBHO JIECTUJIOBAaHOM BOJOM,

pactBopom 0,1 M TUMyHCKE KHUCEIMHE U JICCTUIIOBAHOM BOJIOM.
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3.2.2. MeToj1e KapaKTepH3alMja YecTHIIAa HOCAYa
3.2.2.1. Maruerna cBojctBa MAG u MAG-PANI

Marnerne Beanuune Hocaua MAG u MAG-PANI mepene cy momohy Quantum Design
MPMS (Magnetic Property Measurement System) XL-5 SQUID maraeromerpa kojum je moryhe
MEpPUTH MarHeTu3aljy y3opka y uHTtpBany temneparype 1,8 do 400 K u omcery mMaraeTHor
noska o1 —5 1o 5 T. Mepemwa cy BpmieHa y JlaGopatopuju 3a TEOpHjCKYy (PU3UKY U (HUBHKY

KOHACH30BaHC MaTeije I/IHCTI/ITYTa 34 HYKJICApHEC HAYKC Bunua.

3.2.2.2. Cxennpajyha enekTpoHCKa MUKPOCKOIIHja

Mopdororuja MarHeTHUX 4€CTHIA U MarHETHUX YECTHULA IPECBYYEHUX MOIMAHUIMHOM
UCIIUTHBAHA je TOoMOhy ckeHHpajyhe eNneKTpOHCKE MHUKPOCKONHje EMHCHjOM €JIeKTpOHa-
npumenoMm nosba (FESEM). Mepema cy BpiieHa Ha TeXHOJIOMIKO-METATYPIIKOM (aKyITeTy Ha
enekTpoHckoM Mukpockormy (MIRA3 XMU, Peny6nuka Yemka). [Ipe cHuMama, yKkiiamaH je rac
U Ha Y30pKe je HaHOIIeH TaHakK (WJIM 3JlaTa pacrpliluBameM mnomohy mHcTpymenTa Polaron
SC502 Sputter Coater (Fison Instruments, VYjemumeno KpasseBcTBo). Cpenmby TMPEYHHK U

CTaHJap/Ha JAeBHjaluja BeauunHe yectuua oapehusan je momohy MIRA TESCAN cogrsepa.

3.2.2.3. UudpanpBena cnexkropckomnuja ca @ypujeoBuM Tpanchopmaimjama

Crnextpu dyectulia Hocada y uH¢ppaupBeHoj obmactu (IR) cHumanm cy nomohy
cnekrpoporomerpa Bomem Hartman Braun (Hemauka) Ha katenpu 3a Oprancky Xemujy
TexHonomko-MeTanypmkor ¢akyiarera.Y30pak 3a CHUMame npunpeman je Memawmem 0,01 g
Hocaua MAG/MAG-PANI ca 0,1 g KBr, HakoH yera je XxomoreHa cMelia rnpecopaia y popmu
neneta (mox nputuckom ox 1,01 kPa) y tpajamy ox 2 min. FT-IR cnekrap je cHUMaH y pacrony

TamacHor 6poja 400-4000 cm™.
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3.2.2.4. Pacniozienia BeMMUYMHE YECTHIIA M 3€Ta TTOTCHIIMjana

3era MOTEHIMjal M pachojiesia BEJIMYMHE YECTHIAa MEPEHA je€ METOJOM JIMHAMHYKOT
pacumnama cBeriiocTu (Zetasizer Nano ZS, Malvern, Vjenumeno KpabeBcTB0o) Ha TeXHOIOMKOM
dakynrery y HoBom Cany. Ilpe cBakor meperma y30pld Cy AUCIEPrOBaHU Y JICJOHH30BAHO]
Bou. Cpe/ba BPEIHOCT XUAPOANHAMUYKOT paaujyca, Ry U momuancnep3HocT oapehenn cy Ha

ocHOBy Stokes— Einstein-ose jennaunne:

R — k-T
h_6m]D

€y

rae je k-bonumanoBa koHcranrta, T- amcomyTHa Temiieparypa IMpH KOjOj CE H3BOJE

Mepema, 1)- BUCKO3UTET Meaujyma U D-koedumujert qudysuje.
3.2.3. MeToae kapakTepu3anuje eH3uMcKor npenapara Termamyl
3.2.3.1. UV cnexrap en3umckor npenapara Termamyl

MakcumymH arncopnimje eH3uMcKor npenapara Termamyl ucnuranu cy y UV obnactu
nomohy cnekrpodoromerpa(Cary 300 UV-Vis , Agilent, CAT). Criektpu cy CHUMaHH Y OIICery
ox 190-350 nm. FT-IR crekrap je cHUMaH y pacrioHy TanacHor 6poja 400-4000 cm™.
3.2.3.2. IR cnekrap eH3uMcKor npenapata Termamyl

IR cnektpu ensumckor npemnaata Termamyl cHumManu cy momohy cnektpodoToMeTpa
(Bomem Hartman Braun, Hemauka). Termamyl je mpe cHuUMama CHEKTpa CYyLIE€H Y BaKyyM
CYIIHUIM Yy TaHKOM ciojy Ha 60°C u HakoH Memama ca KBr y onnocy 1:10 npecoBan y ¢popmu

nenera (mox mputuckom of 1,01 kPa). FT-IR cnekrap je cHuman y pacmnony tainacHor 6poja 400-
4000 cm™.
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3.2.3.3. Pacnojnena BenMyMHE MOJIEKYJda M 3€Ta MOTEHIHWjalda O-aMuia3e y EH3MMCKOM

npemnapary Termamyl

JlumeHsuje u 3eTa MOTeHIMjall a-aMHuiia3e y eH3uMckoM mpenapary Termamyl oapehene
Cy METOAOM JWHAaMUYKOT pacumnama cBemIocTu (Zetasizer Nano ZS, Malvern, YjenumeHo

KpasbeBcTBO). Y30pak je nmpuiipeMan pactBapameM Termamyl npenapata y J€jOHH30BaHOj BOIH.
3.2.4. Umobunu3anuja anda-amuiiaze

Anda-amunaza w3 Bacillus licheniformis (Termamyl Novozymes A/S Danska)
MMOOWIINCAaHA je METOJIOM aJICOPMIMje Ha YecTUlama MOJIMaHWINHA, MArHETHUM YecTUIlaMa U
MarHeTHHUM 4YeCcTUI[aMa ca TOJMAaHWIMHCKOM mpeBilakoM. Em3um je pactBapan y 40 mM
docharnom mydepy. PactBopy emsuma (5 cm®) mperxogHo HHKYGUpaHOr Ha oxpeleHO)
temmnepatypu £ 0,1°C (Termo 120 DEMA, Ilirska Bistrica, CiioBenuja) noaasaso je mo 50 mg
Hocaya. Imo6unu3zanuja Ha yectunama MAG u MAG-PANI oziBujana ce y3 KOHCTaHTHY Op3UHY
memama on 250 o/min y opburannom mejkepy (IKA, Hemauka). Bp3una meriama TOKOM
nmoOmm3anuje Ha yecturama PANI u Ha eIeKTpOXEeMHjCKH CHHTETHCAHOM MOJUAHUIINHY Y
dopmu emepanaun 6ase (EB) Owmma je 500 o/min. TokoM umoOWIM3aIidje OaprkaBaHa je
KOHCTaHTHa Temreparypa y Tepmocraty (Termo 120 DEMA, Ilirska Bistrica, CnoBenuja)

(Cnuka 3.1.)

Cnuka 3.1. ImoOunm3anyja a-aMusase MeIambeM Ha OpOUTATHOM IIEjKEPY Y TEPMOCTATy
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Hakon umoOumu3aiuje u3 cMelie je u3aBajan uMoobuamsar ¢punrpupameM (PANI, EB)
Wi nomohy croseier MargetHor mojba (MAG u MAG-PANI). OnpehuBana je akTHBHOCT O~
aMmiia3ze M CaJp)kaj MpOTeMHA y CYNEpHATaHTy M y PacTBOPY OJ HCIHpama MMOOHMIN3aTa.
Takohe je mpaheHa m aKTUBHOCT AOOMjeHOr MMOOMIM3aTa KOJU j¢ HAKOH PEAKIIH]e XHIPOIH3E
CKpo0Oa UCTIMpPaH U YyBaH y 5 cm® nydepa Ha 4°C.

EduxacHocT nmoOun3anuje onemrBaHa je Ha OCHOBY jeaHaunHa (2) u (3):

_Mg
Y=t 100 )
Y, = % 100 ©)

rae je Ymy- IpuHOC Mace o-ammiase, %, Ya- MPUHOC aKTUBHOCTH O-aMHJIa3e, Mg- Maca

BE3aHOT' €H3MMa 3a HOcay, mg, mp- MOYeTHa Maca eH3uma, mg, SA;- cnenupuyHa aKTUBHOCT
-1

nMmobOmm3ara,Umg ™ payyHato 1O MacH BE3aHOTI €H3uMa, SA, — creuuduyHa aKTHBHOCT

croboHor ensuma, Umg ™,
3.2.5. OnpehuBame akTHBHOCTH ajia-amuiiaze

AKTHBHOCT c1000/1He U uMoOmiIrcane anda-amunase ofpehrBaHa je MepeheM MoYeTHE
Op3une peakije xuaposmse (2%,w/v) pactBopa ckpoba, nipu oapehenum pH BpemHocTHMA |
Temneparypama [128]. ¥ pacteop cyncrpara (cmema 3 cm® 2%, w/v, pactBopa ckpoGa u 2,5 cm®
40 mM ¢ocdarnor nydepa oapehene pH) nopasano je no 0,1 cm® pactBopa eHzuma (mwi 50 mg
uMoGHIH3aTa). M3 peakimoHor cyxa y3umano je o 0,1 cm® amukBora y oapeljeHIM BpeMeHCKIM
MHTEepBaIMa (Ha 5 min wiy yemnrhe y 3aBUCHOCTH OJ1 aKTUBHOCTH €H3KMMa). AJIMKBOT j€ J10JIaBaH y
pacTBop joxa ykymue 3anpemure 10,9 cm® (5 cm® 0,1 M HCI, 5 cm® paxsor pacreopa joga 1 0,9
cm® 40 mM docarHor mydepa pH 6,9 Ha cobHOj Temmeparypu). Ancopbanua (opmMupaHe
iaBe Ooje je MepeHa cnekrpodoromerpujckr Ha 600 nm (Cary 300 UV-Vis , Agilent, CAJI).
Jenna jenuania enzumcke akTuBHOCTH (U) neduHrcaHa je Kao KOJTUYHHA €H3MMa HEOMXOaHa 1a
pasrpaau 1 mg ckpoba Ha oapehenoj Temneparypu u pH. CBa Mepema oHaBJbaHA Cy HajMamkbe

JIBa TTyTa.
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KoncTpyucame kanmmOpalioHe KpPHUBE 3aBHCHOCTH arncopOaHIle O] KOHIICHTpaluje
cyrncrpata (ckpoba) HEONMXOJHO je 3a NpeBohema MeEpeHHX arcopOaHIHM CKPOOHO-jOTHOT

KOMILIeKca y eH3umMcke jeaunuiie (Crnuka 3.2.).

Ha ocnony JlamGep-bepoBor 3akona:

A=log(IT0)=a-b-c 4

rae je A-amcopOaHiia ounTaHa Ha cnekTpodortomerpy, lp-MHTEeH3UTeT ymaaHe cBeTiocTH, lo-
WHTEH3UTET MPOIYIITEHE CBETIOCTH, b-mmmpuHa kuBete (1 cm), a-armcopniuoHu KOSPUIHjESHT

(ca xkanubpauone kpuse: a=0,1 lcmzmg'l), C-KOHIICHTpAIIHja CyICTpaTa, mgcm'3.

0.8 4 u

0.6 - .

Ancopbania

0.4 4

0.2+

0.0 T T T T v 1
0 2 “ 6 8 10

KOHIeHTpamHja ckpoba, gL-!

Cruka 3.2. Kamubpanmona kpuBa cyrcrpata (pactBopa ckpoba), y=0,11x, mepeHo y 40

mM c¢ocharnom nydepy pH 6,9 u na 25 °C

AXTUBHOCTH CJ'IO6OIIHC 1 UMOOMIIMAHE O-aMHJIa3e OI[pel’_)I/IBaHC cy Hpahe}LeM IMPOMCHC

00je CKpOOHO-jOTHOT KOMIUIEKCa y 3aBUCHOCTH 0] BpeMeHa (Ciuka 3.3.).
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U3 3aBucHoctu A=f(t) (A-ancopbanua, t-Bpeme) untane cy BpeJHOCTH Haruda AAAT?!
YHjUM je yBpUITaBameM Yy jelHadyuHy (5) oapehuBaHa aKTUBHOCT CIOOOIHOT WU y jeIHAYHHY

(6) aKTUBHOCT UMOOMIIMICAHOT €H3MMA.

0.6 4

Ancopbanna

BpeéeMe, MHH

Cnuxa 3.3. IIpumep oapehuBama nouetHe Op3uHe clI000IHE o-amMuIIasze, MepeHa ca 2%-HUM

pacTBopoM ckpoGa, ipr pH 6, 30 °C, koHuenTpammjn ensuma 1,5 mgem™, y=-0,375x+0,944

4, =24 Vs (5)
¢ a-At-V,

AA - Vs
A=—1 6
YoasAtemy (6)

rae je A,-aKTUBHOCT CIO00HE 0-aMuIa3e (Ucm®), , AA/At -iouetna Op3uHa Xuaponuse ckpoba
(min), Vis-3anpemuna peakimone cmemre (cm®), a-ancoprumonn koeduumjent, cm’mg’,
nobujen u3 jemHaunue (4) V-3ampeMuHa pacTBOpa €H3UMa (cm®), A;-aKTHBHOCT HMOGHIICAHE

Kl
a-ammnaze (Umg™), m;-maca umoOuIn3ara, mg.
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3.2.6. MeTone onpehuBame caap:kaja nporenHa
3.2.6.1. OnpehuBame nporenHa MetooM 1o Jlopujy(Lowry)

Canpxaj mpoTenHa MEPEH je CIEKTPOPOTOMETPH]CKH MEPEHEM MHTEH3UTETa 000jCHUX
npoM3BOAa apoMaTnyHux amuHokucenanHa ca Folin-Ciocalten pearencom y komOuHanmju ca
OuyperckoM peakiujom 3a nentuaHe Bese [129]. Konuenrpanuja Hactanux 000jeHUX MPOU3BoIa
mepena je Ha 500 nm. Ca Folin-Ciocalten-oBum peareHcOM pearyjy aMHHOKHCEIIMHE KOje
caziprke XHJIPOKCHIIHY TPyIy (PEHOICKOr KapakTepa Kao IITO Cy TUPO3UH U TpuntodaH. Bemuka
OCETJbUBOCT MeToJIe oMoryhasa je na ce oxpenu 107 o 10 g mpotenHa y npo6u. Hemocrarak
OBE€ pEaKIMje je ITO WHTETH3UTET 00je 3aBHCH OJ] aMUHOKHCEIMHCKOT cacTaBa mportenHa. Kao
CTaHIapa TpWIMKoM onpehuBama caapikaja mpoTewHa Hajuemthe ce KopucTtu roBehu cepym
an0ymuHa, amu 300T HaBEJACHOI HEJOCTaTKa METOJIe CTaHJapJHa KpHMBa KOHCTpPYHCaHa je 3a
kopuinheny a-ammiaasy (Termamyl). Ha pasBujame 6oje MOXe Ja yTU4e W HMPUCYCTBO MHOTHX
Apyrux cycnTaHmy. 300T TOra jeé BaKHO J1a Ce 32 KOHCTPYHCAhe KAIUOparMoHe KPUBE TOKOM
aHaJM3€e KOPUCTH UCTH pacTBapad Kao U 3a MPUIIPEMY y30paKa Koju ce aHainu3upajy. IlorpeGHu

pearcHcu nNpuIpeManu Cy Ha CJ'ICI[ehI/I Ha4YuH:

e Pearenc A: 2 %-uu (M/V) pactBop Na,CO3z y 0,1 M NaOH,
e Pearerc b: 1 %-uu (m/v) CuSO, y 1ecTuiioBaHnoj BOIH,
e Pearenc 11: 2 %-uu (M/v) K, Na-raprapar y AecTHIOBaHO] BOJIH,
e Pearenc /| mpunpeman je memameM | cm?® pearenca b n 1 cm?® pearenca 1 y mepHOoM
cyny ox 100 cm® Koju je gomnymeH pearencom A. [lpumpeman je HemocpeaHo Tpe
ynoTpeoe.

CrannapHa KpHBa KOHCTpyHCaHa je INpe CBaKe CepHje eKCIePHUMEHTAIHUX Mepema

(Cnuka 3.4.).
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KOHUEHTPALMja ¢-aMEAAZe, mgem™

3.4. Kaimbpanuona kpuBa 3a oapehuBame caapxaja nporerna, Mmepero y 40 mM docdaraom

nydepy pH 6,9 na 25 °C na 500 nm

Cranmapauu pactsopu y omcery 0,1 no 0,5 mgem no6ujanu cy ce pa3GiakHBambeM
OCHOBHOT' pacTBOpa KOHIEHTparwmje 1 mgcm'g, KOjU ce TIpumpeMao pactBapamem 10 mg
crangapasor mpotenna (Termamyl) y 10 cm® mecrnnoare Bome. Y empyBere Cy J0JaBaHe
ozmpeljeHe 3ampeMnHe OCHOBHOT pactBopa Mukpormmerom (0,1-1cm?), a sarum gectumosana
Boga (1,9- 1 cm®) Tako 1a ce mocTH3ama YKyIHa 3ampeMuHa 042CM°. Y pacTBOp je 3aTHM
noxasano 4cm® peareHca /| u HakOH Mellamka PaCTBOPHU CYy OCTaBJbaHU 1a ctoje 10 MuHyTa Ha
coGHOj Temmeparypu. Ilocie tora momasano je mo 0,4cm® Folin-Ciocalten-osor pearerca u
caJpkaj emnpysera no0Opo mpomermaH. Pasujame 0oje Tpajasio je mo 45 MuHyTa Ha COOHO]
TEMIIepaTypH, HAKOH Yera je MepeH arcopOaniia crekrpodoromeTpujcku Ha S00 nm.

3a onpehuBame canpkaja mpoTeMHa y pacTBopuMma y kojuma ce Hamasu CaCls
KOHCTPYHCaHa je KaauOpalloHa KpHBa 3aBUCHOCTH MEPEHHX arcopOaHLU O] KOHILEHTpAalHje
eH3uMcKor mpernapara Termamyl mpunpemameMm OcHOBHOT pactBopa y 40 mM c¢ocharHOoM

nydepy pH 6,9 xoju je caapkao S mM CaCls.
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3.2.6.2. OnpehuBame MpoTerHa MEPEHEM KapaKTepUCTHIHUX aricopOaniuja y UV obmactu

Ensumcku npenpar Termamyl nokasuBao je makcumyme ancoprnuuje Ha 200 u 255 nm
(Cmuka 4.1). Makcumym Ha 255 nm mnoThye camMo O]l NPUCYTHE o-ammiase, 300r dera je

KOHCTpYyHCaHa KaJuOpaloHa KpUBa MEPEH-EM aricopOaHIy Ha 0BOj TatacHoj nyxuHu (Cimka 3.5).

12
1
£
2 08
[=]
=1
=
0.6
y=0.213x + 0.083
04 . R==0.906
0.2
1 2 3 4 5

KOHOEHTPANIja eHINMCEOT IpenapaTa
Termamyl, mgml.1

Cnuka 3.5. Kanubpannona kpuBa eH3UMcKor npemnapara Termamyl Ha 255 nm

3.2.7. MeToae onTumMu3anmje ycaosa umoouanzanuje na MAG-PANI

HMmobunuzanyja o-aMuia3e Ha MarHeTHUM YecTUIlamMa NMPECBYYEHUM MOJHMAHUIMHOM
ONTHMH30BAHA j€ TAKO ILTO je eH3UMCKU npernapar Termamyl meman ca yuectuniama MAG-PANI
0]l MICHTUYHUM YCIOBMMA Y3 BapUpame caMoO jeJHor oJ cielaehmx mapamerapa: BpeMeHa,
MoYeTHe KOHIEHTpaluje eH3UMcKor mpenapata Termamyl, pH u Temneparype. Caka cepuja
eKCIiepuMeHaTa M3BoheHa je y JBe mapajenHe mpobe, a pe3yaTar je IMpHKa3aH Kao Cpeama

BPEIHOCT Cca CTaHJApIHOM JIEBH]jaIlHjOM.

46



[oKTopCcKa gmucepTaumja EKcnepnmeHTanHu aeo MwupjaHa PagoBaHoBuh

3.2.7.1. UcnuTuBame ONTUMAITHOT BpeMEeHa UMOOMIIN3alIN]e

HcnuTHBame ONTUMAIHOT BpeMeHa MMOOWIIM3aIMje eH3UMCKOr mpernapara Termamyl
Ha yectuniama MAG-PANI nipaheno je y oncery on 15 1o 90 min. Memrano je mo 50 mg MAG-
PANI ca o 5 cm® pacTBopa eH3uMcKor npernapara Termamyl (koHeHTpanuje 3 mgcm'g) y 40
MM docharaom mybepy pH 6,9 (mperxomno mukyompanor mHa 25°C). Memame peakinoHe
cMmemie M3BOhEHO je MpH KOHCTaHTHO] Op3uHu o 250 o/min.Hakon wumoOwmnm3anuje mop
JICJCTBOM CITOJBE-ET MAarHETHOT I10Jba, MMOOMIIM3AT j€ OJBOjEH OJI CYIICTpaTa M MCIUTaHA MY je

aKTUBHOCT I10 MOCTYIKY ONUcaHoM 1of 3.2.5.
3.2.7.2. UcnuTtHBame ONTUMATHE TOYETHE KOHIICHTPALIMje CH3UMa

OnrtumanHa noveTHa KOHILEHTpalrja eH3uMcKor npenapara Termamyl 3a umoOuuszanujy
Ha yectuuama MAG-PANI ucnuruBana je y oncery oz 0,7 1o 5 mgcm‘3 Ha TeMneparypu o 25°C.
Memano je mo 50 mgMAG-PANI ca mo 5 cm® pactBopa emsmMckor mpemapara Termamyl
(ompehene konmenrpammje) y 40 mM docharaom mydepy pH 6,9 (mperxomHo vHKyOMpaHOT Ha
25°C). Meniate peakimoHe cMelle M3BO)EHO je MpH KOHCTaHTHO] Op3uHM o 250 o/min. HakoH
MMOOMIIM3alIje 10T JIEJCTBOM CIIOJbE-ET MarHETHOT 10Jba, UMOOWIIM3AT j€ O/IBOjEH Of CyIcTpara U

UCIHTAaHA MY j€ aKTUBHOCT IO TIOCTYNKY OIMcaHoM 1oz 3.2.5.
3.2.7.3. UcnutuBame ontumanse pH nmoOunuzanuje

Onrtumanua pH umobunm3anuje ensuMckor npenapara Termamyl Ha yectuniama MAG-
PANI ucriutrBana je y oncery pH oz 6,2 1o 7,8. Memaso je o 50 mg MAG-PANI ca o 5 cm®
pacTBOpa eH3uMcKor npenapata Termamyl (koHueHTpauuje 3 mgem™®) y 40 mM ¢ochaTtHOM
nypepy oxapehene pH (mperxomHo wmHKyOupanor Ha 25°C). Memame peakMOHE CMele
M3BOhEHO je mpu KOHCTaHTHO] Op3wHM ox 250 o/min. HakoH mmoOmnm3ainuje moa JejCTBOM
CTIOJBE-ET MAarHETHOT T10Jha, MIMOOMIIM3AT je OJIBOjEH OJ CYIICTpaTa M MCIUTaHa MY jé aKTHBHOCT

I10 MOCTYIKY ONKUCAaHOM 1oA 3.2.5.
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3.2.7.4. cnuTuBame ONTUMAITHE TEMIIEpaType UMOOIIN3AIH]e

OnTtuManHa TteMmepaTypa HUMOOHIM3alMje EH3UMCKOr mpemapata Termamyl Ha
gectuniama MAG-PANI ucnimtuBana je y omncery ox 30 mo 70°C. Memasno je mo 50 mgMAG-
PANI ca no 5 cm® pacTBopa eH3uMcKor npenapara Termamyl (koHIEHTpanuje 3 mgcm'g) y 40
mM docdaraom mydepy pH 6,9 (mperxoaHo HHKyOMpaHOr Ha oapeheHOj TeMiepaTypH).
Mermiambe peakiMoHe cMelle W3BOHEHO je MpU KOHCTaHTHO] Op3uHM ox 250 o/min.Hakon
UMOOUITU3aIH]e IO/ JISJCTBOM CIOJbEET MAarHETHOT 110Jhba MMOOUIIM3AT j€ OJIBOjEH O CYIICTpaTa

U MCIIUTaHa MY j€ aKTUBHOCT IO ITOCTYIIKY OIMCaHoM 1ox 3.2.5.

3.2.7.5. UcnutuBame yrunaja CaCl, Ha uMoOWIHM3anujy o-aMuiase

Hcnurana je umobuinmnszanuja eHsuMckor npenapara Termamyl na MAG u MAG-PANI
y 1Be cepuje excriepumenara. Mmobmmicano je mo 50 mg Hocaya ca 5 cm® pacTBOPA SH3UMCKOT
npermapata Termamyl y 40 mM docharnom nmydepy pH 6,9 ma 30°C 60 min. MmoOmmzanmja je
u3BoheHa y3 KOHCTaHTHO Memame oj 250 o/min y opburamHom miejkepy (IKA, Hemauka)
OJlp’KaBaleM KOHCTAHTHE TeMmeparype y uHkyOatopy (Termo 120 DEMA, llirska Bistrica,
Cnosennja). Y mnydepuom pactBopy Termamyl-a nHamasuno ce 5 mM CaCl, Hakon
nMoOUIIM3alMje J1€JCTBOM CIOJbEET MarHETHOT 110Jba, UMOOMIIM3AT j€ O/IBajaH O]l CyllepHaTaHTa
U UCMIUTaHa MY je aKTHBHOCT, a Y CyIIepHaTaHTy je oapehuBaH caapxkaj nmpotenHa. imooumican
eH3MM WCIIpPaH je 3 myTa ca mo 5 cm® (ocarror mydepa pH 6,9, a pacTBOpH 01 HCIHparba
Takohe cy ocTaBjbaHU 3a oJipehuBame canapxkaja nmporenHa. C 003MpoM Ha TO J1a je€ Y CHUCTEM
yBohen CaCl, 3a ogpehuBame mporenHa, KOHCTpyHCaHa je HOBa KaiuOpalmoHa KpuBa 3a O-

amunaszy y npucyctsy CaCly.
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3.2.8. CtadmiaHocT umMoOmiIucane ajgga-amuiiase
3.2.8.1. lecoprnuuja a-ammiase moxa aejctBom NaCl u Triton X100

W3BpiieHe cy nBe mapajieiHe cepuje eKCIepuMeHara: |. MMOOWIW3aT KOJ Kora je
ucnutad yrunaj gonatka NaCl Ha gecopniujy u 2. ”MOOMIIM3AT KOJ KOra je MCIIUTaH YTHUIIA]
noxatka Triton X100 na mecoprnuujy. MmoOunu3anuja a-amuiiasze U y MpBOj U IPYroj Cepuju
BpiieHa je 3aceOHo Ha aBa Hocada: MAG m MAG-PANI. MmOunuzamnuja je m3BoheHa Mo
cienghuM ycioBuMa: oamepaBano je mo 100 mg Hocawa ca 10 cm?® pacTBopa €H3UMa Y
JECTHJIOBAHO] BOJM (KOHIIEHTpAIHje S5 mgcm's), 1 h na 25°C y opburanHom mejkepy mpu 250
omin™. Hakon mMoGmIM3anuje IMOGHIN3AT je MCIMPAH TPH MyTa ca 1o 5 cm® necrunoaHe
BOJIC, HAKOH Uera je CycIieHmoBaH : y 4 cm>pactsopa NaCl ko IpBe cepije eKcriepiMeHara i y

4 cm® pacreopa Triton X100 ko Apyre ceprje eKCIepHMEHATa.
3.2.8.2. UcnutuBame pH cTtabmiHOCTH HMOOMIMCaHe anda-aMuiiase

HcnutuBame cTabuiaHocTH uMOMIncane a-amuiasze Ha yectuiiama MAG u MAG-PANI
y oncery ox pH 6,2 no pH 8,0 BpmieHo je mpu KOHCTaHTHO] Temmeparypu on 25°C. PactBop
ckpoba mpurnpeman y 40 mM ¢docdatnom nydepy onpehene pH BpenHocTn TepMocTaTHpaH je
Ha 25°C. Umobunuzatu mace mo 0,05 g/0,1 cm® c10GOIHOT eH3MMA MelaHH! cy ca 1o 5,5 cm®
pacTBopa cyrcTpara Koju je caapxao 2,5 cm® 40 mM tdocdarnor nmydepa u 3 cm® 2%-nor
pacTtBopa ckpobOa. AKTMBHOCT UMOOMIJIMCAHOT U cI000IHOT €H3uMa o/ipeljiBaHa je 1o MOCTYIKY

onucanoM nof 3.2.5. Bpennoct pH Ha K0joj je €H3UM HCIIOJbHO MAKCUMAJIHY aKTUBHOCT Y3€Ta je

kao pedepentHa (100%), a y oJHOCY Ha By U3paXkaBaHe Cy OCTalle aKTUBHOCTH.
3.2.8.3. VcnutiBame TepMUYKe CTAOMITHOCTH MMOOMITCaHe alia-aMuase

Tepmuuka crabunHoct umobmnuzata MAG-A 1 MAG-PANI-A ucnurana je y omcery
temnepatypa oa 30 no 70°C y3 oapxaBame koHcTaHTHE pH 6,9. IMmobunuzatu mace no 0,05 g
MeIIaHu cy ca 1o 5,5 cm® pacTBopa CyricTpara Koju je camkao 2,5 cm® 40 mM docdatHoT Mydepa

pH 6,9 u 3 cm® 2%-nor pacTBOpa ckpoba (mperxoaHo npunpemibeHor ca 40 mM docharHum
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nydpepom pH 6,9). BpeaHoct Temneparype Ha K0joj j€ €H3UM HCIIOJBUO MAKCHUMAJIHY aKTHBHOCT
. 0 A
y3eta je kao pedepentHa (100 %) 3a um3pauyHaBame MpeocTalie aKTUBHOCTU. AKTHUBHOCT

MMOOMJIMCAHOT U CII000IHOT €H3UMa oJjpehiBaHa je 1o MOCTYINKY OnrcaHoM mox 3.2.5.

3.2.8.4. UcnutuBame yTuIlaja yaTpa3ByKa Ha akTUBHOCT CJI000THE M MIMOOMIIMCaHe anda-amuiase

3a UCIUTUBAKE JICjCTBA YATPA3BYYHHUX Tajaca Ha CIIOOOJHY U UMOOWIIMCAHY O-aMIJia3y
PEaKIMOHU CYJ] Ca paCTBOPOM CYIICTpaTa KOju j& YHHHO 3 cm® 2%-Hor pacTtBOpa ckpoba u 2,5 cm®
40 mM ¢ocoarror mydepa pH 6,9 yrer je y ynrpasByuno BojcHo kymaruio (Bandelin Sonorex
digitec, Hemauka). Bpiiene cy Tpu cepuje ekcriepuMeHara: ca CIo00HOM 0-aMHJIa30M Y Tpajamby
ol 5 min u ca umoomnucanoM o-ammiazoM Ha MAG u Ha MAG-PANI no 25 min. AKTUBHOCT

MMOOWIJIMCAHOT U CII000THOT €H3MMa ojjpel)iBaHa je Mo MOCTYIKY OnrcaHoM 1o 3.2.5.

3.2.8.5. McnuTtrBame onepaTuBHE CTAOMIIHOCTH MMOOMITMCAHE O--aMuUJIa3e

HcnuTrBame oOnepaTuBHE CTAa0MIHOCTH WMMOOWIMCAHE O-aMWiIa3e BpPUICHO je ¥y
peakTopyca MakoBaHHUM ciiojeM umobunu3ara Ha yectuiiama MAG u MAG-PANI (< 90 um) ca
MOBPATHUM TOKOM M y KOHTHHYaJIHUM ycioBuMa (Cruka 3.6.). 3a UCIIHTHBabE yTHIaja BETUYHHE
yecTulla Hocaya Ha Xuaponu3y ckpoba cuHrerucane yectuiie MAG-PANI npocejaBane cy Ha
WJCHTUYaH HAYMH Ha KOJU Cy U3/BajaHe uyeTHpu ppakuuje yectuua PANL

Hamajame peakropa cuia3HUM TOKOM peakuuoHe cmemie (2% pacTBop ckpoba H
¢docoarnor mydepa 40 mM, pH 6,9 y ognocy 1,2:1) Bpmmio ce nNepucTaiTHUYKOM ITyMIIOM IPU
npotoky ox 6,8 cm’min™. V ciyuajy paga moj KOHTHHYanHHM yCIOBHMA Y PEaKTopy ca
IIAKOBAHMM CJI0jeM 6e3 MOBPATHO TOKa, MPOToK je m3uocro 1 cm’min™. Bpeme 3anpkasama y

peakTopy, T U3pauyyHaBaHO j€ Ha OCHOBY jeIHAUMHE:

(7)

@‘
Il
o=

rre je V- 3armpeMuHa peaktopa 1 Q- MpOTOK peakiMoHe CMellIe.
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=

Cnuka 3.6. Jlaboparopujcku Ouopeaktop: dotorpaduja oropeakropckor crcrema (rope); [llemarckm
NPHKa3 EKCIIEPUMEHTAJHOT CHCTEMa 32 €H3UMCKY XHUIPOJIH3Y CKpoOa y peakTopy ca MaKOBaHHM
crojeM: 1- peakTop ca makoBaHUM cliojeM; 2 1 3- BEeHTHIH; 4- TyTUTMKAToOp KPOo3 KOJU LUPKYIIMIIE BOJA
3a ONPYKaBAmbE TEMIIEPAType Y PEaKTopy, S- pe3epBoap ca pacTBOPOM CYIICTpara; 6- MepuCTaITHIKa

MyMI1a; 7- pe3epBoap 3a MPOM3BO]T KOJI KOHTUHYATHOT TTporieca 0e3 MOBPaTHOT TOKa (J1071€).
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PacTBop cymcTpara ce y pesepsoapy onpxkapa0 Ha 25°C M KOHCTAaHTHO Mema0 Ha
mardetHoj memanuny mpu 300 o/min. Kopumihen je iMOOHIN3AT IPETXOJHO TO0OHMjEH MEIIakheM
0,82 g Hocaua u 55 My eH3MMa, HAKOH dera je ucmpaH 3 myra ca mo 5 cm® 40 m M ¢ocdarHor
nypepa pH 6,9. NmobOwmsar je uyBan y docharnom mydepy Ha 4°C, a HEMOCPETHO Ipe
eKCIIeprMEeHTa je mpoduiaTpupad u ocyiieH y BakyyMm cymHuii Ha 30°C 30 munyTa. Y ciydajy
peakTopa ca MOBPAaTHUM TOKOM, IIMPKYJIMCAO j€ PacTBOp CyICTpaTa 3amnpeMune 45,2 cm® na 25
°C. HakoH moTmyHe XUApOIn3e CKpoda y jeJHOM IUKIYCY, peakihja je 3ayCTaB/beHa U BpPIICHA
j€ 3aMeHa pPeaklHMOHE CMEIIEe Ca CBEKUM CYICTPATOM. Y Ciy4ajy KOHTHHYAJIHOT H3Bohema
mporieca y HCTOM peakTopy, aiu 0e3 IMOBPAaTHOT TOKAa, HENPEKHUIHO je 1oBoheH pacTBop
cyrcrpara ucre koHueHntpauuje (2% pactBop ckpoba u docdaraor nydepa 40 mM, pH 6,9 y
onHocy 1,2:1). Ox MoMeHTa npBOT MpoJlacKa CyncTpaTa Kpo3 KOJOHY Y IPaBUJIHUM BPEMEHCKUM

WHTEPBAJIMMA Y3UMaHHU CYy aJIUKBOTH OJ 11O 0,1cm?® (3a ompehuBame aKTHBHOCTH UMOOMIIM3ATa).
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4. PE3YJITATHU U TUCKYCHUJA
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4.1. CuHTe3a U KapaKkTepu3aluja 4ecTUIa Hocaya

CuHTe3a TNOJMAHWIMHA HW3BPIICHA j€ XEMHJCKOM METOJO0M Ha TpaHHIU JBO(Aa3HOT
cucrema Boaa/xjopodopm. On moOUjeHOT TOJMAHWIMHA U3[BOjEHE Cy 4YeTHpu (pakiuje 3a
UCIUTHBAkE YTUIAja BEJIMYMHE YECTHIIA HAa MMOOWJIM3AIMjy O-aMuia3e. MarHeTHe 4ecTHlle
CHHTETHCAHE Cy METOJIOM KOIPEUUIUTALMje, a 3aTHM Cy IPECBYYCHE IOJIUAHWINHOM
MOJMMEPHU3aIMjoM aHWIrHA N Situ Ha MarHeTHUM dYectuiiama. CHHTETHCAHE YECTHIE HOcayda
MAG u MAG-PANI kapakTtepucaHe Cy MoMOhy pa3iIuuUTHX MHCTPYMEHTATHUX TEXHHKA KaKO
Ou ce mTo 0oJbe 0OjacHHWIIA BPCTa YCIOCTABJHCHHX WHTEPAKIMja HOCAY-CH3UM W IPEIBHJICIO
MOHAIIAkE XETePOreHOr OMOKATAIM3aTOPCKOT cucTemMa y Owmopeakropuma. Mcmurana je
MopdoJorija, MarHeTHa CcBojcTBa, IR cmekTpu, pacronena BeIWYMHE YECTHIIA W 3€Ta

MOTEHIIMjana.

4.1.1. CunTe3a NOJTHMAHWJIMHA HA TPAHULU ABO(A3HOTI cHUcTeMA

XeMHjCKOM TOJIMMEPU3allijOM aHWIMHA Ha TPaHUIM JBO(A3HOr cucTeMa (OMUCAHO Y
3.2.1.1) nobujene cy yectune nonmuanuianHa (PANI). [MaxspuBuM gomaTkom BoneHe (aze Ha

OpraHcky (a3zy HMICHTUYHE 3allpEMUHE CTBapa C€ I'PAaHUYHU CJIO] BOJA/OPraHCKU pacTBapay

(Cnuxa 4.1).

;__J..__I..
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Cnuka 4.1. CuHTe3a noNuaHUINHA Yy 1BO(A3HOM CUCTEMY BOJIa/XJI0po(op HAKOH:

a) yCIIOCTaBJbEHOT KOHTaKTa JBe (aze, 6) 30s,B) 60s 1) 75s 1) 120su b)) 180 s
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Hakon kpaTtkor muaykuuoHor BpemeHa, oko 30 s, jaBjba ce 3€JIeHU NOJUAHWIMH Ha
rpanuny e ¢dase Koju npenasu y Bogeny ¢azy. Hanpenosamem peakuuje 60ja oprancke ¢asze
MOCTaje HapaHIaCTO-IPBEHA, yciea (hopMupama OJUroMepa aHWINHA, U HAKOH 3 MUHYTa Ce He
Mema, IMTO yKa3yje Ha 3aBpIIeTak peakiyje. HakoH cymiema u3ABOjeHE Cy detupu (pakiuje
yecTuiia MUKpomerapckux aumensuja (Cnuka 4.2). Onucanu nocrynak cuatese PANI [76]

omoryhaBa obujame yectuna HaHo qumen3uja (Cnuka 2.10).

Crnuxka 4.2. @paknyje yectuna noauaammmHa: a) 500-800 pm 6) 315-500 um
B) 160-315 umr) 90-160 um
JonatHu TpetmaH ariomepara HaHodectunia (3.2.1.1) cmpoBeneH je pamu nobujama
paznmuuntux ¢pakurja PANI  Mukpomerapckux JUMEH3Mja Koje Cy YyHoTpeOsbeHe 3a
MMOOMIH3AIM]y O-aMujia3e W aHaIM3y YTHIaja BEJIMYMHE YECTUIlAa HOcCaYa Ha XHIPOJU3Y

CKpoOa.
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4.1.2. Mopdoaoruja MAG u MAG-PANI

Xemujckom koonperunuraigjom FeCls u FeSO, y ankanHoj cpeawHM Ha MOBHILICHO]
temneparypu (onucano y 3.2.1.3) nobujene cy maruerne uectuie (MAG) 6paon 60je (Cruka 4.3,
neBo).IloramamemM NOOMjEeHMX MarHETHHX YECTHIIA Yy KUCEIH PACTBOP aHWIMHA, M3BpIICHA je
nmoJIMMepH3aliyja aHuirnHa Ha MarHeTHuM dectuiiama (MAG-PANI), a 60ja 1o0ujeHnX decTuia je

TaMHO OpaoH, TOTOBO IIpHE, yciea (hopMHUpaHe MoMaHuIMHCKe rpeBiake (Ciuka 4.3., 1ecHO).

Cnuxka 4.3. IIpax MAG (11eBo) u MAG-PANI (necHo)

Cunterucane MAG uectuiie cy xereporeHor oonuka (Cnuka 4.4., A) u npeacrasibajy
arjgomepate HaHouectunia Mamux o 100 nm (Cnuka 4.4, Bb). Caouune Mukporpaduje
npe3eHtoBasu ¢y Neri u capaauuim [86] (Crnuka 2.12) Bpuiehu KOONMPEIMIUTALN]Y MEIIambeM
0,6 M pactBopa FeCl, u 1,1 M pactBopa FeCls (1:1), y3 nogaBame NH4OH y peaknnony cmenry

no noctuzama pH 11,0, 30 min Ha 100°C.
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Cnuka 4.4. FESEM mukporpaduje MAG vectuna: Mukpodectuiie (A) u arimomepaTa

Hanodectuia (b)

Muxporpadpuje MAG-PANI nobujeHux mnonuMepu3anyjoM aHWINHA Ha TOBPIINHHU
MAG uectunia npukaszane cy Ha Crunu 4.5. Neri u capaHuiid HaBoje Ja TMOJIMMapu3aiija
aHWIMHA IN SitU Ha MarHeTHUM YeCTHI[AMa HE yTHYe 3HAa4ajHO Ha HBHUXOBY Mopdomnorujy [86].
Mehytum Ha ocHOBY Mukporpaduja HaHocTpykrype (Cnuka 4.4.b u 4.5.b) jacan je yrumaj
MOJTMAHWJIMHCKE TPEBJaKe Ha W3MEHY MOp(QOJOTrHje MarHeTHHX 4YecTHa.YodaBa ce (QuHa

BiakHacTa ctpykrypa PANI koja nornyHo npekpusa nospmuny MAG.
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o Gl
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4.5. FESEM wmuxkporpadpuje MAG-PANI uectuna: mukpouectuiie (A) u (b) nopprmna

MAara€THUX 4€CTula NPCKPUBCHA IMMOJIMAHUITMHOM

HpeTHOCTaBJ'ba CC Ja OBaKo (1)OpMI/IpaHa MNOJIMAHWJIMHCKA IIPpEBJIaKa CTBapa ,,MeKy“

noIory ImorogHy 3a BE3nBamE CH3MMaA.

4.1.3. Marnerna cBojctBa MAG u MAG-PANI

Cunterucane uectuiie MAG u MAG-PANI u3nBajajy ce W3 peakiMoHE CMeIle MoJ

JIejCTBOM CITIOJhAIIIEbET MATHETHOT T10Jba, IITO yKa3yje Ja uMajy MarHeTHa cBojctsa (Ciuka 4.6).
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A

Cnuka 4.6. JlenoBame croJballber MarHeTHOT 1oJba Ha cycnen3njy MAG (JeBu y3o0pak) u
MAG-PANI (mecuu y3opak) y 40 mM dochataom mydepy pH 6,9 : A.cycnieHsuje yectuna y
0JICYCTBY MarHeTHOT 10Jba, b. HakoH 2 min, b. Hakon 10 min u B. HakoH 15 min,

. u3nBojene MAG-PANI yecture

59



[oKTopcKa ancepTaumja

PesynTati 1 guckycuja

MwupjaHa PagoBaHoBuh

Xuctepesuc kpuBa 328 MAG u MAG-PANI cauMIbeHa je y oricery MarHeTHOT 10Jba 011 -5

no 5 T (Cnuka 4.7). Ilocturayro je 3acuheme ox 79 emu/g 3a MAG u 70 emu/g MAG-PANI.

CMmameme MarHeTHOr 3acuhema 3a MAG-PANI y omHocy Ha MAG y3pokoBaHO je yBohemeMm

HemaraetHor mpomatHor PANI omorawa. Takohe, HHCKa KOEPIMTHBHA BPETHOCT yKazyje Ha

cyrepriapamMaraeruzaM. Sim u cap. [87] koju cy mokaszanu Ja je MarHetHa carypanuja Fe304 64

emu/g, a Fe304@PANI 38 emu/g.

80 -
60 T=5K
40

20 +

—o— MAG-PANI

M [emu/g]

-20 -

-40 4
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0
S

-60 4

-80
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Cnuka 4.7. XucrepesucHa kpuBa MAG u MAG-PANI Ha 5 K

XucrepesncHa mneTiba 1001ujeHa npu KoHcTaHnTHoj Temneparypu o 300 K mpukazana je

Ha Canum 4.8.
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Cnuka 4.8. Xucrtepesucna kpusa MAG 1 MAG-PANI na 300 K

4.1.4. Anaimza MAG u MAG-PANI undpanpsenom cnekrpockonujom ca ®@ypujeoBum

TpaHcopManujama

Wntepaknuja nonuanuanHa ca MAG wectunama u a-amminaze ca MAG u ca MAG-
PANI ucrmrana je FTIR crekrpockommjom y oGmacti ox 400 10 4000 cm™(Crmka 4.9.).360r
nakumie aHanu3e cBu FTIR cnektpu mnpukasanu cy 3ajefHo, a Ha OBOM MecTy Owuhe
IIPOAMCKYTOBaHH NMHUKOBHU criektapa Hocaya MAG u MAG-PANI u umo6uincane anda-amunase

KOjI/I Cy 01 UHTCPECA 3a Pa3yMCBAKC Pa3UKa I/ISMehy JABa HOCaya.
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Cnuka 4.9. FTIR criektpu: uMoOmincane o-aMuia3e Ha MarieTHuM dectuiiama (MAG-A),
MarHeTHuX yectunia (MAG), MarHeTHUX YECTHUIIA Ca MOJUAHUIUHCKOM npeBiakoM (MAG-

PANI) 1 UMOOMIIMCAHE oi-aMHJIa3e€ Ha MarHETHUM yecTuuamMa Ca MoJMaHUJIMHCKOM IIPEBJIIAKOM

(MAG-PANI-A)

[uk Ha 560 cm™ kox cBa YETUPH CIEKTPa j€ BEPOBATHO HAcTao ycien Bubpanuje Fe—
O Bese [130]. [Mopehemwem crnektapa MAG u MAG-PANI youaBajy ce MHKOBH y 00JacTH O]
~930 10 ~1300cm™, rme ce mHaue jaBJbajy MHMKOBM KapaKTEpUCTHUYHM 3a noiuaHuiavH. Kox
MAG je mpucyran muk ma 1033,5 cm™ koju je momepen kox MAG-PANI ua 1126,8 cm™ u
M3MemEHOT je obnmka. [Tuk Ha 1126,8 cm™ Moxe ce npunucatu BuOpamujama N=Q=N (rae Q
npencraBiba npcteH xuHouaHor tuma) [131]. ITocrojame HaBeIEHOT MHUKA MOXE YKa3aTH Ja je
MOJMAHWINH Y (OPMHU eMepalIvH COJIM KOja MMa BUCOKY MpoBoibHBOCT [132].I1uk Ha 1248,37
cm™ npurncyje ce C-N ucTesarmby 6H3EHONIHOT IPCTEHA.

OBaj nuk npucytad je u Ha cnekTpy MAG-PANI-A u Mano je nomepeH (1241,83cm‘1),
a Huje npucyraH kog MAG u MAG-A, ma ce MoXe 3aK/byuyuTH Ja MOTHYE CaMO O]l
nonuanuianHa. Iluk xoju ce jaBiba kon MAG nHa 2923 cm™ M0CTaje Mamer MHTEH3UTeTa Ha

cnektpy MAG-PANI.HaBenene pasnuke criekrapa J0Ka3yjy CTpYKTypHE IPOMEHE y3pOKOBaHE
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MOJINMEPHU3ajOM aHWJIMHA HAa MAarHeTHUM yecThliama. [IMKOBM HM3pa)KEHUX WHTEH3UTETa Ha
~3414 u ~1627 cm™ MoTUYY Off BUOpaIrja ucre3ama U caBujama O-H Bese 3aocrane Bojae y
y3opuuma [133]. Takohe, moxe ce yountu aa je mouuto go usMeHe FTIR crekrpa HakoH
BE3MBaA O-aMujIa3e HapouuTo y oomnactu ox ~900 no 1300,0 cm™.

ITopehewem cnekrapa MAG-A (umoOunucana anda-ammwiaza Ha MarHeTHUM
yectunama) 1 MAG jacHa je mpomeHa crekTpa y oosactu ox ~900 mo 1300,0 cm™. Kox
umoOmIncanor ensuma, MAG-A mpHCyTaH je HCTaKHYT I10jac ca HEKOJIMKO MambUX MHKOBA, KOjJH
MOTHYE OJ] MpUcycTBa o-amuiasze. [Ipumerna je cimynoct oBor aena cnekrpa MAG-A u MAG-
PANI-A (umoOunncana o-amMuiiaza Ha MarHETHUM YeCTHIIaMa IIPECBYYCHHUM MOJTHAHUIUHOM) C
TUM 1ITO je mojac o ~ 990 do ~ 1050 cm? ko1 MAG-PANI-A mupu u nedopmucan y ogHocy
Ha criektap MAG-A. [lukoBu HaBesneHe obnactu cy Mamwer untetHautera kog MAG-PANI-A y
onrocy Ha MAG-A, ocum muka Ha 1131,0 cm™ koju je mspaxenuju kom MAG-PANI-A. Ha
OCHOBY HaBeJIEHUX IMPOMEHA CIIeKTapa MMOOUIIN3aTa y OIHOCY Ha HOCad, MOXKE C€ 3aKJbYUUTH J1a

je JouuIo 10 uHTepakuuje a-amunase ca MAG, kao u ca MAG-PANI.

4.1.5. Pacnoaena BeqiuvyuHe YyecTuna u 3eta norenuujaa MAG u MAG-PANI

Ha ocHoBy pacnonene numensuja yectuiia MAG u MAG-PANI o 3anpemunn (Crnuka
4.10.) mMoxe ce 3aKJbY4HTH Aa cy o0Oe Bpcre uectnna mukpodectune. Kogx MAG wectuna
MPUCYTHA je OMMoJIaTHa pacrojelia ca YHU(POPMHU]JOM PACTIOIETIOM KPYIMTHHUJUX YecTuiia (0Ko 6
um) u MawoMm yHHpopmHomhy uectuna oko 1 pum. Yectuue MAG-PANI kapaktepuiie
TPUMOJIAJIHA pacrojiesia JUMEH3Mja YeCTHIa: HajJOMUHAHTHUJU Cy arjoMepaTd o OKO 5 pm,
oK uectuiie ox oko I pum wm 0,1 pum 3ay3umajy 3HaTHO Mamy 3alpeMuHy. TpumonanHa
pacrnozienia u nojasa yectuiia oko 0,1 um Moxe OUTH y3pOKOBaHa YeCTHI[aMa MOJIMAHUIINHA KOje
Cy HacTajle He3aBUCHO OoJ MarHeTHuX dectuna. I'padux norephyje FESEM mukporpaduje na
OCHOBY Kojux je 3akibyueHo na cy MAG u MAG-PANI wmukpouectuie (arimomeparu
HaHouecTHla). MAG mukpouectune BenuuuHe o 10-100 pm cy pobujeHe y mocTynuuma
cuarese y3 NH4OH [58]. Ilokazano je ma ymorpeba NaOH ymecro NH,OH cmamyje

arJioMepariyjy v BOJM CTBapamy 4eCTUIla 3HATHO MambUX AUMEH3Hja oko 15 nm [62]
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vol., %, apfurpapue
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Cnuka 4.10. Pacriogena BenmnuuHe MarHeTHUX yectuiia MAG (0) 1 MarHeTHUX YEeCTHIIA

npecBydeHnx noaunanmwmaom MAG-PANI(m)

3era MOTEHUMjad je jelaH O]l IoKa3aTesba CTaOMJIHOCTH YECTHIa HAHO AMMEH3Hja.
Mebhytum, KOJ MHUKpoyecTHIla TPBEHCTBEHO HaM IIpyXka HEONXoJHe uHpopMmanuje o
MOBPLIMHCKOM HaenekTpucamy uectuna. Hajsehu 6poj MAG m MAG-PANI yectuna uma
HeraTuBHe BpeAHocTH 3eta noteHuujana (Ciuka 4.11.). [Tomepame makcumyma ca -14,9 mV 3a
MAG ka HeratuBHH]jo] BpenHoctu -21,5 mV 3a MAG-PANI yka3zyje na moJuaHUJIMHCKA
IpeBjlaKka JONMPHHOCH cTabunu3auuju dectuna. I[loBehamem amcoigyTHE BpEIHOCTH 3eTa
MoTeHIMjana 0100jHe UHTepakiuje Mely yectuniama pacty. Kao pesynrar Hacrajy cTtaObmiHH]e

yectulle yHUpopMHUje pacrnogene. Mawu 0Opoj uvectnnia MAG-PANI uma no3utuBaH 3eTa

noteHujan og +20 g0 + 60 mV.
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Cnuka 4.11.Pacnioniena 3eta nmoreHyjana MaraeTHux yectuia MAG (0)u MarHeTHUX 4eCTULA

ca nmonuanmInHcKoM npesiakom MAG-PANI (m), pH 7,0
4.2. KapakTepu3anuja eH3MMCKOT npenapara a-amujase Termamyl

Nmobunm3anuja o-aMuiiaze U3 €H3MMCKOT pPacTBOpa ca CTabMIM3aTOpUMa JOJATHO
yCIOXKIbaBa MOCMAaTpaHU XETEPOTeHU CHUCTEM HOCAY-€H3HMM, jep CBaka OJf KOMIOHEHTH MOXeE
YTHALIATH HAa CBOjCTBAa MMOOMIIMCAHOT Karajm3aTopa. Kapakrepusanuja a-amuiaze u3 eH3UMCKOT
mpemapata BpiieHa je caumameMm UVcenekTpa, IR crektpa, pacnozene BenrMurnHe YeCTUIIA U 3€Ta

MOTEHITM]aa.
4.2.1. UV cnexkrap eH3UMMCKOr npenapara a-amuiaase Termamyl

Anda-amunaza, Ka0 U MHOTU JIpyr'H OHOJIOIIKKM MAaKpOMOJIEKYJIH Y IpeduinheHoM
CTalby IIOCTaje HecTaOwiHa, TyOW CTPYKTYpHM MHTETPUTET M AaKTHUBHOCT. YBohewe
MTOJTMXUIPOKCUITHUX aJIKOXO0J1a U mehepa y pacTBOp O-aMujia3e JOBOJIU /10 HEHE CTaOMIN3allnje

[134]. 3amTutHr edekar 3aBUCH OJ KOHICHTpAIlHMje CTAaOMIM3aTOpa IO EKCIIOHCHIIN]jATHO]
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¢byuknuju [135]. 36or Tora ce o-ammiaasa y KOMEPIMjaJHHM IperapaTdMa Hajasd y BHIY
BOJCHMX pacTBOpa ca 3HAYajHOM KOHIEHTPAIMjOM HEaKTUBHUX KOMIOHEHTH. Termamyl
MpeJCTaB/ba EH3UMCKH Ipemnapat 2%-HOT BOJCHOT pacTBopa a-ammiase. Ilopen o-amuiasze kKao
aKTUBHE KOMIIOHEHTE, NMPUCYTHE Cy W CYIICTaHIE KOje CTa0WIN3Yjy BOJCHH PACTBOP €H3MMA!
caxapo3za (32%), NaCl (14%) u xamujym-copdar (0,2%). Ilo3HaBame XeMHjCKOr cacTaBa
pacTBopa €H3WMa JONPUHOCH OOJbEM pa3yMeBamy CIEKTpa EH3HUMCKOr IIperapata.
BumexomnonenTan Termamyl WHTEH3HBHO je anicopOoBao CBETIIOCT HA 255 nm y O1K0j ¥ Ha

200 nm y namoj UV obuactu (Crvika 4.12.).

Amneophanma

r— + 1t +~ 1+ 1 ' T v T v T +* T ‘" T !
200 220 240 260 280 300 320 340 360

TATACHA AYAEHND, nin

Cnuka 4.12. UV cnekrap eH3UMCKOT npeanapara a-amuiase Termamyl, konnenrpanyje 1,4

mgem™, pH 7,0 u na 25 °C

Bonenu pactBop koju cagpxu 32% caxapoze u 14% NaCl unTeH3zuBHO arcopOyje y
nanexkoj UV o6mactu Ha 200 nm (Cnuka 4.13.). Ha wucroj TamacHoj QyKMHH jaBjba C€ U
JOMMHAHTaH MaKCUMYM IPOTEHMHA, MOCIequla T—n* npena3a y NenTuaHuM Be3ama. Mako cy
ayTOpH TIOKa3allu Jia Ce CaJipikaj MpoTerHa Moke MepuTd 1 Ha 205 nm (200 nm je cyBure 611UCKO
jakoM amcopOoBamy KuceoHHka Ha 190 nm), y eH3uMckoM pactBopy Termamyl amcoprnmuja Ha

OBOj TaJJaCHO] JYXXHHU HE MOTHYe caMo of] a-amuiasze. [lopehemem criekrapa ca Ciuke 4.12. u ca
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Cnuke 4.13. MOXe ce 3aK/by4UTH J1a MUK Ha 255 nm moTtude camMo oj a-amuiasze.llporenHu
aricopOyjy ceriocT y obmactu o 230-300 nm kao mocieauna NpuCyTHUX apOMaTHYHUX OCTaTaka

Tpunrodana, THPO3UHA, (PeHUIIaTaHUHA U Y Makb0] MepU AUCYI(UIHUX MOCTOBA.
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Crnuka 4.13. UV cnekrap BoACHOT pacTBopa Koju caapxku 32% (w/v) caxapose

u 14% (w/v) NaCl

Makcumym ancopnuuje no0ujeHor cnektpa Termamyl-a Ha 255 nm kopumtheH je 3a
KBaHTUTaTHBHA ofpehiBama cI000AHOT ¥ €H3MMa 3a0CTaJIOr Y PacTBOPY HAKOH MMOOMIH3aNH]e

(moctymak omucan moj 3.2.6.2).
4.2.2. FTIR cnexkTap eH3uMCKOr npenapara o-amuiaase Termamyl

300r Benuke KoHIeHTpauuje caxapo3e u NaCl y ensumckom mnpemnapary Termamyl
nobujenu IR cmekrap He oAroBapa y MOTIYHOCTH THIIMYHUM CIieKTpuMa 3a mpoTenHe (Ciuka
4.14.). UnrensuBan curran Ha 3340cm™ u mamer muka Ha 2927 cm™ Moryhe ma motude u of
aTOMCKHX Tpymna M Be3a caxapose m enszuma. O6mact ox 1500 cm™ ka MamuM BpEIHOCTHMA
TajacHOT Opoja je 00JacT KapaKTepUCTUYHUX TTUKOBA caxapo3e IITO OTEXaBa youaBamke MUKOBA
C-N wucresama u N-H Be3a u amun [V-VI oGmact cnekTpa koja KapakTepuile MpOTCHHE.

Yo6ractu 10 1400 cm™ Hema yrunaja npucycrso NaCl y cMenn.
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Cnuka 4.14. FTIR cnekrap en3umckor npemnapara Termamyl

4.2.3. Pacnoaena BelMYHHEe 4YeCcTHLIA M 3€Ta l'lOTeHIlI/Ija.]'I o-aMmmJjia3ze M3 CH3UMCKOI

npenapara Termamyl

Pacnonena BennunHe yectuna o-amuiase u3 Termamyl-a je ouekuBaHo yHU(pOpMHA, 4

nm (Cnuka 4.15.). MUHUMaTHU NpPEYHUK MPOTEUHA KOJU MUMajy MOJeKyJcKy macy oko 50 kDa

u3Hocu 2,4 nm, 4YMja TeOpHja MPETIOCTaB/ba J1a C€ MPOTEMHM Haylaze y BUAY cdepe, Kao

HajjenHocTaBHUjeM 00aMKy [136]. MelhyTum, BehuHa nporenHa je HempaBUIHOT 00IMKa U 300T

TOra Cy um )II/IMeH3I/Ije Behe OJI HaBCACHOT. Aﬂ(ba'aMI/IJIa?»a je MOHOMCEp €H3UM Ca MOJICKYJIICKOM

macoM of 55,2 kDa.
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Cnuka 4.15. Benmnunna yectuia eH3uma o-ammiase u3 Termamyl

3era MOTEHIMjaJl MOXKe OUTU JIMJarHOCTMYKU arapar y MMOOMIIM3AlMjH €H3uMa, HOILITO
HaMm omoryhaBa Jja KBaHTH(HKYjeMO eJIeKTPOCTaTHYKEe MHTEpaKIuje u3Mel)y eH3uMa u Hocaya.
XeMuja TOBPIIMHE OMOMOJIEKYJa WMa BEJIMKW YTHIA] Ha MPOIEC ajcopriuje. 3a MHOTe
IIPOTEHHE CEJIEKTHBHA aJCOPIIUja MPUIKMCAHA j€ eNeKTPOCTAaTUYKUM IMpuBIauemuMa n3mely
eH3uMa M Hocauda. dakTtopu kao mro cy pH M KOHUEHTpaluja eneKkTpoIuTa Yy pacTBOpy MOTY
MMaTH 3HavajaH yTHIQ] HA JaYMHY U BPCTY €JIEKTPOCTATHYKUX HACICKTPUCAIa HA aJICOPOCHTY
U 3axBajbyjyhw TOME MOTY c€ TMOJA PAa3IUYUTUM YCIOBHMA JECHTH Pa3IMUNTE WHTEpPaKIHje
u3Mmel)y mpoTenHa W Hocaya. 3eTa MOTEHIMjal o-aMiiIa3e M3 eH3uMcKor mpemnapara Termamyl
mzHocu -15 mV (Cmuka 4.16.). [oOujeHH pe3ynTar IONPUHOCH OO0JbEM pa3yMeBamy
YCIIOCTaBJEHUX HWHTepakiuja m3Mmel)y eH3MMa W Hocada TOKOM HMMOOWJIHM3alHje €H3uMa.
[Topehewem 3eTa moTeHlHWjajda o-aMuja3e W YECTHIAa HOcadya ykasyje na he moja HaBeleHUM
yciaoBuMa (pH 7,0) OuTH oTexkaHe eJKTOCTaTUYKE HHTEpakiuje Mel)y Mosiekynuma, 300r
HCTOBETHOT HaelleKTpucama. EJIeKcTpocTaTHUKe MHTEPaKIMje ce HAaBOAE Kao JOMHHAHTHE Yy
aJICOPIIIHjH eH3UMa Ha ToBpiHA Hocava [137]. Tloka3aHo je 1a ce BHIe eH3uMa ajcopoOyje Ha

YecTUI[aMa Pa3IMIUTO HACIIEKTPHCAHUM Y OJHOCY Ha eH3uM [138].
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Crnuxka 4.16. Pacnioniena 3era nmotenuujana o-amuiase u3 Termamyl-a, mepeno na pH 7

Mehyrum, rpyna ucrtpakuBaua [139] je yrBpamia na ce mpoTeMHH aacopOyjy W Ha
YeCTHIIC HOCAya Ca UCTOBPCHHUM HaeleKTpHcameM. [IoHekan HaelleKTpUCcaHe YeCTHIIE MOTY Jia
ce aacopOyjy Ha XuApo(HUIHE MOBPIIMHE Ca UCTUM HACIEKTPUCAEM YaK HAKO je peakiluja
Be3uBama eHiaoTepMmHa [51]. TTokperauka cujaa y OBaKBUM CilydajeBHMa je TMOPACT CHTPOIHjE

ycien KOHPOPMaIMOHUX TPOMEHa MPOTEHHA KOJU Pe3yTyje TYOUTKOM CeKYHIapHE CTPYKTYpE.

4.3. UmoOnau3anuja a-ammuiase

Nmobunu3zanyja o-aMuia3e Ha 4ecTuhllaMa Hocaya MarHeTHHX CBOjCTaBa Kao IITO CY
MAG u MAG-PANI jenan je on HaumHa a00Hjama OMOKATAIM3aTOPCKOT CHCTEMa KOJU €€ JIaKo
W3/[Baja U3 PEAKIMOHOT MEIWjyMa M MOXE Jla ce YMoTpeOsbaBa BHILEKPATHO Yy IIAPKHO] WIH
JIYTOTPajHO y KOHTUHYATHO] XUAPOIU3U CKpoOa. AJCOPIINjOM €H3MMa M3 BHUIICKOMIIOHEHTHOT
pactBopa kao mTo je Termamyl Ha MarHeTHMM uecTHllaMa W MarHeTHUM dYecTHIlama ca
MOJINAHWTHCKOM TIPEBJIAKOM JI0OHMja Cc€ BEOMa KOMIUIEKCAH OMOKATaIM3aTOPCKH CHUCTEM.
[ToTpeOHO je MMaTH y BUIY Ja C€ TOKOM XHJIPOJIHU3€ Y CUCTEMY Halla3u BENUKUA OpOj KOMIOHEHTH
(eH3uM, HOCa4, CYIICTpAT, Pa3IMYUTH KaTjoHU U aHjoHU Termamyl eH3uMCKoOT mpenaparta, mydepa

utn.). [Ipomena camo jeHe 01 KOMIIOHEHTH MOKE M3a3BaTH IPOMEHE Y CUCTEMY Kao LEITHHH.
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4.3.1. YTuuaj BpeMeHa UMOOWIH3ANMje HA aKTUBHOCT MMOOMJINCAHE O-aMHJIa3e

AKTHUBHOCT MMOOMJIMCAHOT €H3WMMa y TOYETKY pacTe ca BPEMEHOM MMOOWIM3aIuje, a
3aTM omana on 75-or g0 90-or MuHyTa. MakcuMmaiaHa pejaTHBHAa aKTHBHOCT MMOOMIIM3aTa
MOCTUTHYTA j€ KaJla Cy UMOOWIM3aTu 1o0ujeHn y 75-om munyty ajacopruuje (Crnuka 4.17.). ITag
CH3UMCKE AaKTUBHOCTHM HAaKOH HMOOWIM3aIMje IyXe oI 75 MHUH MOXKe OUTH Y3pOKOBaH
HEMIPOJAYKTUBHUM BE3MBaEM O-aMHJIa3e 3a YECTHIE HOcaya, yciieq GopMupama BHUIIE CJIOjeBa

WM 300T UpEeBEP3NOUITHIX KOH(OPMALIMOHUX ITPOMEHA €H3MMa Y TOKY BpeMeHa.
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Crnuka 4.17. BpeMeHCKH TOK aJCOpIIIIKje O-aMUJIa3e Ha MarHETHE YECTUIIC PECBYUYEHE
IOTMAHWIMHOM. Y CIIOBH HMOGHIIM3ALIH]e: [T0YeTHA KOHIICHTpALMja eH3uMa 3 mgem™ y 40mM

¢docharHoMm nydepy, pH6,9 Ha25°C

Toxom azacopruje Moxke nohum no Gopmupama BHIIECIOjeBa €H3MMa Ha YeCTHIlaMa
HOcaya ycled Yera cy JOWmU CJIO0jeBH HENOCTYIIHH CYICTpPaTy INTO Y3POKYje CMambeHe
aKTUBHOCTH €H3MMa. 300T TOora ce Kao ONTHMAJTHO BpeMe MMOOWIM3alHje y3UMa BpeMme MpHu
KOME je TMOCTYyrHyTa MacKCHMajHa AaKTUBHOCT HUMOOWIM3aTa, a HE MAacKUMallHa Maca

a7copOOBaHOT €H3UMa.
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4.3.2. YTuUlaj mMoYeTHe KOHIEHTpalHMje HA MAaCeHH IPHHOC O-aMUJia3e U PeJaATUBHY

AKTHBHOCT MMOOMJIM3AaTA

3a yTBphuBame onTUMaNHE [MOYETHE KOHIIEHTpallyje eH3uMa npaheHa je Maca Be3aHOI €H3UMa,
Qi U aKTHBHOCT jaoOujeHor mmobOmim3ara (Cnuka 4.18). McnuTHBameM yTHIlaja MOYCTHE
KOHIIEHTpAIlMje CH3UMa Ha aJICOPIIHN]jY, YCTAHOBJHEHO j€ J1a Ce IMPH IMOYETHO] KOHIEHTPAIUjU
eH3uMa oj 5 mgcm'?’ MOCTHKE MaKCHMallHa KoJu4yuHa Be3aHor eHsuma on 10 mg/100 mg
Hocavya. MelyTum, UMOOMIHM3aT KOjU je JAOOMjeH WMOOWIIM3AIMjOM O-aMHJIa3e ca MOYETHOM
KOHLICHTPALMjOM CH3MMa Of 3 mgem’ mokasyje MakcHMalHy akTHBHOCT. JlasbuM mosehameM
Mace BEe3aHOI' €H3MMa, aKTHBHOCT CE€ CMamYyje HajBepOBaTHH]E yciea (opMUpamka BHIIE CII0jeBa
TOKOM TIpoIleca aJCOpIIFje Ha IMOBPIIMHMA HOcaya, MPU YEeMy CTEpHE CMETHE YTHYYy Ha

aKTHBHOCT UMOOMJIM3ATA.
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Crnuxka 4.18. 3aBUCHOCT pelaTUBHE aKTUBHOCTH MMOOMIN3aTa (0) M MAaCEHOT MPUHOCA0-aMHIIa3e

(m) o1 MOUETHE KOHIICHTpAIIHMje CH3MMa
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4.3.3. Ytuuaj pH Ha macy ajcop6oBaHOr eH3UMA

Yrunaj pH Ha xonumuuHy ancopboBaHe ammiasze npukaszas je Ha Croumm 4.19. JachHo je
Ja ajcopIiyja o-aMuiIa3e Ha MarHeTHUM 4YeCTHIaMa IPECBYYCHHMM IOJMAHWIMHOM BeoMa
3aBucu on pH, Tume ykazyjyhu na joHCKe Be3e MOTYy MMaTH BaXKHY YJIOTY TOKOM aJICOpIIIH]je.
[To3naro je na joHcka mmMoOMIM3aIMja Beoma 3aBucH o1 pH u KoHmeHTpanuje conu. Mehytum,
OBH PE3yJITaTH HUCY y CarJIACHOCTH Ca pe3yJTaTHuMa 3eTa MOoTeHIrjana en3uma u yectuia MAG-
PANI, 3a koje je yrBpl)eHO Ja Cy UCTOBPCHOT HaeleKkTpucama. Mamu 6poj gectuiia MAG-PANI
¥Ma MO3UTHBAH 3eTa nmoreHnujan o +20 mo + 60 mV, Tako Aa je y TUM ciydajeBuma moryhe
JOHCKO Be3WBame. MakcuMallHa KOJMYMHA BE3aHOT eH3uMa mocTike ce npu pH 7,0, mTo je
omucko m3oenekTpuaHoj tauku (pl) ammnaze (6,8-7,2), TOK ce aiACOPHIIIMOHU KamaluTeT Op30

cMamyje u3BaH oBe pH BpenHOCTH.
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Crnuka 4.19. Ytunaj pH Ha penaTuBHH MaceHH MPUHOC O-aMujiase. Y CJIOBH UMOOHMIIH3AIIH]e:
1=1h, moueTHa KOHIIEHTpaIKja eH3UMa 3 mgcm'g, 100 mg MarHeTHUX 4eCTUIa MPECBYYEHUX

MOJIMAHWJIUHOM Y IOcm3q)oc¢)aTH0r nydepa (40mM, 25°C).
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Ha ocHOBY pesyinrara, jacHO je Aa je aJCOopIIHja o-aMHIa3e Ha MarHETHUM YeCTHIIAMa
HPECBYYCHUM IOJIMAHMIMHOM HeCTelr(UYaH MpoLec, MOACTAKHYT Pa3InuUTUM HHTEPAKIjaMma
nu3Mely eH3uma u Hocada. 300r Tora, BOJOHHYHE Be3e, Ban nep Bancose, xuapodobue, u apyre
CHJIC MOTY MMAaTH BCJIMKU YACO y BC3UBAKY CH3MMA 3a MArH€THC MHUKPOUYCCTHULIC NMPCCBYYCHC

MOJIMAHUIIMHOM.
4.3.4. YTunaj reMmnepatrype Ha Macy HMOOUJIMCAHe O-aMuUJIa3e
YTunaj Temreparype Ha ajCcopIIHjy O-aMHIa3e UCIUTUBaH je y ocery oa 30 go 70°C

(Cnuka 4.20.). OntumanHa temnepatypa 6una je 40°C jep je mpu 0BOj TeMIiepaTypu MOCTUTHYT

HajBehu penatuBHH NMPUHOC Mace a-ammiaze Ha MAG-PANI.
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Crnuka 4.20. YTuiaj teMepatype Ha peJIaTUBHU MaceHU IPUHOC O-aMUJIa3e.
Ycnosu umobmiu3anmje: T=1h, moyetHa KOHIIEHTpalKja eH3uma 3 mgcm‘s, 100 mg MarseTHux

YeCTULA IPECBYYEHUX NOJIUaHWIMHOM y 10 cm’® docharHor nydepa (40mM, pH 6,9)
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4.3.5. Ilapamerpu Jleurmupose (Langmuir) u ®pojuaauxose (Freundlich) agcopmuuone

n3oTepme

Ca mbeM 11a ce 100MjeHU eKCIIepUMEHTATHN pe3ynTaTi 00Jbe pasymejy, Ha Jo0ujeHe
eKCIIEPUMEHTAIIHE 110/IaTaKe MPUME-EHA Cy JIBa MOJENa aJcopIiyje OasupaHa Ha PasIHuUTAM
MexaHu3Muma: JlenrMupoB u @pojHIINXOB MOJIEI aICOPIIIH]E.

Bpennoctu nmapamerapa aacoprmuje (Qmax, b, K, n) mare cy y Tabenu 1. Jlenrmupon
Koe(uIMjeHT, Kanaurer aacoprniuje, Qmax u3HocH 55,56/100 mg HOcaya, MOK je KamaluTeT
ancopnuuje no @pojumxosom Moneny K= 8,88/100 mg Hocaua. OBO yka3yje a ce 3HauajHO
Beha Maca eH3MMa MoOe Be3aTH y MOHOMouieKyJckoMm ciojy Ha MAG-PANI uectuie u na je
KamanureT Hocaya Behu mo JlenrmupoBom Moneny. Bpemnoct 1/n mokasaress je MOBPIIMHCKE
XETepPOreHOCTH Hocaya M Moke ce kperatd on 0 mo 1, ¢ TUM mTO je aacopmiMja BHIIE
XeTeporeHa I1To je BpeaHoct omuxa 0.

JlearmupoB Mopen (R2:0,963) nokasyje 0OoJbe cjarame ca eKCIepUMEHATIHUM

pesyiratiMa 1 Golbe omucyjy curem ox Ppojummxosor Moxena (R?=0,899).

Tabena 1. [Tapamerpu JlenrmupoBe 1 OpojJHATUXOBE AJICOPIIIIMOHE U30TEPME

IMapamerpu JlearmupoBe u30Tepme Mapamerpu ®@pojuainxoBe u3orepme
Qrmax b R? K N R?
(mg en3uma/100 mg (mL/mg) (mg en3uma/100
HOCaua) mg HOcaya)
55,56 0,234 0,963 8,88 1,37 0,899

JIeHrMUpOB MOJEN aACOPIIIMje MPETIOCTaBba JIa Cy MOJEKYIU €H3UMa ajcopOoBaHU
3a GUKCHHU OpOj jacHO JAePUHUCAHUX MECTA HA MMOBPIIMHHU HOCA4Ya, O] KOJUX CBAKO BEXKE CaMO 10
jelaH MOJICKYJI U Jla HeMa WHTepeakiije Mel)y ancopOoBaHUM MOJIEKYIMMa aMuiIa3e y CyCeTHUM

perujama.
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4.3.6. Ytuuaj CaCl, Ha uMoOMIH3aIUjy 0-aMujia3e

AxtuBHOcTH UMoOmwmm3ata MAG-A 1 MAG-PANI-A no0ujeHux UMOOHIU3ALUjOM Y
MPUCYCTBY KallMjyM-xJiopuaa Behe Cy 0J aKTHMBHOCTH HCTHX HMOOWIN3aTa J00MjeHUX
nMooOmIHM3anrjoM 6e3 kanujym-xjaopunaa (Tabena.2). MelhyTtum, mpuCycTBO KallliijyM-XJIOpHAA
y3pOKOBao je MamHu MpUHOC Mace, rmoceOHO Ha vectunama MAG, rrne je % mpuHOoca mace
MMOOWIIMCAHOT €H3MMa HM3HOCHO cKopo Tpehu neo onx % mpuHOCAa Mace €H3MMa Ha HCTUM
YyecTUI[aMa WMOOWIMCAHOT Yy OJICYCTBY KallllMjyM-Xjopuna. Ha MarHeTHUM decTHIIaMa ca
MOJIMAHUIIMHCKOM TIPEBJIAKOM BE3aJI0 CE€ BHUIIEC €H3UMAa HEro Ha MarHeHTHM YeCTHIIaMa.
AxtuBHoct MAG-PANI-A je noGujeHor y npucycrBy Ca?* jOHa je ucTa, a y OJCYCTBY HCTHX
joHa M Mama off akTUBHOCTH MAG-A 1mTO MOXKe OWTH IOCIIeUIA BUIICCIOjHE afCOPIIIIHje O-

aMuJia3€ U CTCPpHUX CMCTHU ITPCKPUBCHUX cnojeBa Y KaTajin3u.

Tabena 2. YTunaj KamujyM-xXJIopuaa Ha IMOOHITN3AIIN]y Q-aMHJIa3e

¥ npucycry CacCl, Be3 CaCl,
AxtuBHocT, IIpuHoc mace, % AxtuBHoct  IIpunoc mace, %
U/g Hocaua U/g nocaua
MAG-A 1,17 1,4 1,12 4,7
MAG-PANI-A 1,17 6,7 0,97 8,4
Cuio6oana 29,2 Ucm® 31,5 Ucm®

a-aMuJIasa

Ancop0OoBaH €H3UM y IPUCYCTBY COJIU ce jaecopOyje, IITO MOKE OUTH y3pOK Mamer
IIPUHOCA Mace y MPUCYCTBY Kalll[1jyM-XJIOpHaa. AJCOpIIHUja jeé paBHOTE)XHHU MPOLEC Y KOME Ce
YCIIOCTaBJba paBHOTEXa H3Mel)y afcopOOBaHWUX M JeCOpOOBAaHWUX MOJIEKyJa TPH YeMy Ha
TI0JIOXKA] PABHOTEXKE CBAKAKO Jla yTUYY MPHUCYTHU joHH. MelyTum, JoHH Kallujyma UMajy joIl
CIIO’)KEHHjH YTHIIa] jep je o-aMuiia3a MeTajo €H3UM Yy YMjU cacTaB yja3e JOHU Ca?", CynpotHO
OUEKHBAHOM, CIIOGOIHA Q-aMHIIa3a [OKA3aa je HIKy aKTHBHOCT y mprucycTBy Ca’’ jona. Jonn
Ca®* mosehaBajy aKTHBHOCT WMOOWIMCAHE Q-aMHIa3e BEPOBATHO ycield YTHIAja Ha

KoH(popmannoHy crtabuiaHocT AoMeHa A. Mako ce Mame eH3MMa Be3ajio IOJ YTHUIAjeM
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KaJIIH] yM-XJIOpUAa, UMOOMIIM3AaTH Cy MOKa3aiau Behy akTMBHOCT ol MMOOMIHM3aTa JO0OH]jeHUX
nMoOMNIHM3anjoM 0e3 TpHCYcTBa HaBeJAEHE COJM. JacHO je Ja cy Ca** JOHU JTOTIPHHEIN
AKTUBHOCTH UMOOWIIMCaHE Q-aMUJIa3e U JIa Cy UMalii Behu yTHIla] Ha aKTUBHOCT €H3MMa O] Mace
BezaHor eH3uma. OBO MOXe Jla yKake Ja KoH(popMalrja eH3uMa M MPUCTYIIaYHOCT CyICTpara
aKTUBHOM IICHTPY, a HE Maca BE3aHOT E€H3MMa, HMMajy JIOMUHAHTHY YJOTY Yy KOHA4HO]j

AKTUBHOCTU UMOOWIIN3ATA.

4.3.7. KunHeTHYKHU nmapaMeTpu ¢J1000/1He 1 HMOOHJIMCaHe Ol-aMUJIa3e

OppehuBambe KMHETMUKUX KOHCTaHTH, MuxaenaucoBe KOHCTaHTe,Kmu MakcumaliHe
Op3une, Vi, UMa BENUKH 3Ha4a] y eH3uMosioruju. Ky He 3aBUCH 0]l KOHIIEHTpallfje €H3uMa, a
3aBHCH O] THIIa CYyIICTpara, Temmeparype, pH u joHcke jaumHe pactBopa. Vm 3aBHCH OJ
KOHIICHTpALlMje €H3UMa, TaKo Jla Ce He MOKE KOPHCTUTH Kao KapakTepusanyja easuma. [locroju
HEKOJIMKO MeToJia oipehuBama KMHETUYKUX KOHCTAHTH. Y OBOM pajay oJpeheHe cy Ha OCHOBY
XejHCOBOT AHjarpama.

Kunetnuku pesynaTti cy 100WjeHN HCITUTHBAKHEM TIOYETHE Op3UHE PEaKIIHje XUIPOn3e
ckpoba Karanu3oBaHe CIOOOTHOM U o-amuiazom umoOunucanom Ha MAG m MAG-PANI
YJecTHIaMa y MHTEPBATY MIOYETHE KOHIIEHTpAIH]je pacTBopa ckpobda ox 5,6-13,7 gdm'3. VY cBa Tpu
ciydaja moGujeHa je nmmeapHa 3aBucHocT: [So]Vo'= f([So]), mTo ykasyje ma ce eH3mMCcKe
peaknuje ca cI000HOM U MMOOMJIMCAHOM O-aMHJIa30M OJ[BHjajy 1Mo Muxaenuc-MeHTeH-0BOM
Mexanusmy (Cnuka 4.21.) Pe3yntaTu KUHETUUKHUX IMapaMeTapa npukazanu cy y Tabemnu 3.

Km umobunucanux ensuma Ha MAG u Ha MAG-PANI Behe cy on ucre kKoHCTaHTe
ciobonHor enzuma. OBo nosehame ykaszyje Ha cMameme aQUHUTETa MMOOMIIMCAHOT E€H3MMa
npemMa ckpoOy, IITO je OYEeKMBAHO 003MPOM Ha MaKpOMOJIEKYJICKY NMPHPOy ckpoba u nosehane
nudy3MoHe JTUMHUTAIM]e Y XETepOreHOM CHCTeMY ca MMoOWIMcaHMM uecTuiiama. Mcro Tako,
Moryhe je na je gonuio A0 KOH(OPMalMOHMX MPOMEHa €H3MMa TOKOM HMOOWIM3alHje, LITO
Takol)e MOXe OUTH Yy3pOK Mame MPHUCTYNMAaYHOCTH CYICTpaTa aKTMBHOM MECTY eH3uMa. Mama
BpenHocT Ky, umobmmuzara MAG-PANI-A on Ky, nmobunmszara MAG-A yka3syje 1a moJuMepHa
MpeBaKka TMOJMAHWINHA TPEKO MarHeTHUX dYecTuiia oOe30el)yje MOBOJBHY MHKPOOKOJUHY 3a

MMOOMIH3AIN]y €H3UMA.
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Cnuka 4.21. OnpehuBame KUHETUUKUX MapameTapa HaTuBHE a-amuiase (A), MAG-PANI-A u

MAG-A no Xejuc-y

Moryhe je na nomuMmep copeyaBa CYBUIIHO OTBapambe€ €H3MMa, IWTHUTH Ta Of

KOH(pOPMAaLMOHUX TPOMEHA U TUME MO3UTHBHO yTHYe Ha €H3UMCKY akTUBHOCT [140]. Bpennoct

Vm HatuBHOT eH3uMa Beha je 13,95 myra y oanocy Ha umoOunuzar MAG-A u 8,28 nyrta y

onnocy Ha umoounuzatr MAG-PANI-A.

Tabena 3. Kunetnuku napaMeTpu HaTUBHE U MMOOHUIIMCAHE O-aMUJIa3e

o-ammiaasza (A) MAG-A MAG-PANI-A
Km, gdm™ 0,65 1,91 1,48
Vo, gdm®min
2,65 0,19 0,32

BpCI[HOCTI/I MuxaearucoBe KOHCTAaHTE M MaKCHMajHE 6p31/IHe CH3UMCKC peaKque

CJ'IO6OI[HOF U UMOOMIMCAHOI EH3UMa IpUKa3aHe Ccy y Tabenu 3. MuxaenaucoBa KOHCTaHTa

nMoOmrcaHor eHsuMma Beha je oko 2,3 myTra of UCTe KOHCTaHTe ciobomHor enszuma. OBO
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noBehame Moke OWTH Yy3pokoBaHO Hajuemhe audy3HOHUM JMMHUTalMjaMa CyICTpara
uMoOuIM3aTa Ui KOH(OPMALIMOHUM IPOMEHAMa EH3MMa HACTaIUuX TOKOM aJICOpIHje Ha
Hocau. [Ipomena adunHHTETa €H3MMa IMIpeMa CYICTPATYy3pOKOBaHA jeé W CTPYKTYPHHUM
poMeHaMa €H3MMa HACTAJIMX TOKOM HMMOOWIM3Allhje W MamOoM MPHCTyHnadHoInhy cymncTpara
aKTUBHOM MecTy uMoOmnucador eHsuma. CynpotHo Ky, Vi je Buima xKoa ciio00aHOT Y OJTHOCY
Ha UMOOWJIMCAHU €H3UM, IIITO YKa3yje Ha CMambehe OCTaTKa aKTUBHOCTH UMOOMIIMCAHOT €H3UMA.

CeojctBa ummoOummcane o-ammnaze Ha MAG u MAG-PANI  mukpouectunama
yrnopehena cy ca CBOjCTBUMA JIPYrUX MMOOWIIMCAHMX CHUCTEMa ca Q-aMHUJIA30M Yy JHUTepaTypu
(Tabena 4).0On Benmukor Opoja pazoBa YIOPEAHO Cy MPHUKAa3aHW KHMHETHYKH IMapaMeTpu camo
OHMX KOJ KOjUX je Ha UCTH WIM CIUYaH HaYuH AePUHHCAHA jeIMHUIA €H3UMCKE aKTUBHOCTH.
Nmobunucana a-amunaza Ha MAG-PANI yectniiama uma jeqHy OJf HajHHKUX BPEIHOCTU
Muxaenucose koHcTaHTe, K. OBa BpeqHocT je mpubmmkaa ca Ky, nmoOmincane a-ammiaze Ha
Hanouecturiama nuHk(I[)okcuaa, a yak je BHUIIECTpyKO Mama oA Kp MMOOHIMCAaHUX cUCTeMa
pa3IMYMATUX TOJIMMEPHHX MaTepujayia. YodaBa ce Jla Cy MachMajHe Op3uHE EH3UMCKHUX
peakija UMOOWMIIN3aTa MOJIMMEPHUX MHUKPOYCCTHIIA M XHUIPOTeIOBAa HEKOJIHMKO JIECETHHA ITyTa
Mame O]l BPeIHOCTH MMoOuan3ara Ha HaHodecturiama nuHK(Il)-oxcuma, MAG u MAG-PANI.
Pasnuuutu monuMmepHU MaTepujard, AaKTUBUPAHU PA3IUUYUTAM CYyICTaHIIaMa, y OOJUKY
MMOOMITM3aTa HHUCY MMOKa3alld 3Ha4YajHe pa3iuke pH u TeMmeparypHOT onTHMyMa ca U3y3eTKOM
MOJINaHWIMHA Ha MarHeTHUM decTuiama. MHTepecaHnTHO je mopel)eme Hamer WMOOMIHCAHOT
CUCTEMa ca a-aMHUJIa30M UMOOWJIMCAHOM Ha HAaHOYECTHIIaMa MeTaaHuX ocuaa momyT nuHk(ID)-
OKCHJIa, KOjH Cy BeOMa MHTEPECAHTHU Kao OMOKATaIM3aTOPH 3a MPUMEHY Y XUIPOJIH3U CKpooa.
Nako je y o0a cirydyaja eH3uM UMOOUITMCAH a/ICOPMIMjOM, Behy TepMaiHy CTaOMIHOCT TIOKa3yje
a-ammiaza umobunucana Ha MAG-PANI. OnrtumanHa TemmepaTypa a-amuiiaze UMOOWIHMCaHE
Ha MAG-PANI je Buma vax 3a 20°C on one umobuIncane Ha HaHouectuiama muHk(11)-okcnsa,
IITO yKa3yje Ha IOBOJbHHU]Y OpjeHTallljy €H3MMa TOKOM HMOOMIIM3allije IITO CTa0uiIu3yje
KoH(OpMalMjy €H3uMa Kao M Ha I[OBOJbHH]E MHUKPOOKpYXKEHe eH3uma. MehyTtum, ca
MMOOUITUCAHOM 0-aMHJIa30M Ha METaJTHHM HaHOUYECTHIlamMa IMOCTHKE CE€ BHINE O] JEeBET IyTa
Beha MackumaliHa Op3MHA peakifje, BEpOBaTHO 300r MamUX JUMEH3Hja YecTUla. 3HadajHe
pasiuKe y BpeJHOCTUMAa KMHETHYKUX IMapamMeTapa uMoOuiucane a-amminase Ha Hocauuma MAG,
MAG-PANI wu umwmuk(I)-okcmaa ©w WCTHX TmapamMeTapa Ha pPa3IMIATAM  ITOJIMMEPHUM

MaTCpI/IjaJ'II/IMa Mory outu nocicauia YTI/II_Iaja METAJIHUX OKCH A Ha aKTUBHOCT MMOOHUIIH3aTa.
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[TocebHO je 3HaUajHO ynopeauTu uMmoomnzare a-ammiaze Ha MAG-A u MAG-PANI-A
ca UMOOMJIMCAHOM 0-aMHJIa30M Ha HAaHOYECTHI[aMa METATHMX OKcuja kao mro je uuHk (II)-
okcug. Kao HaunH Be3uBama eH3uMa y o0a ciydaja mpuMemeHa je aacoplinyja, a Beha Tepmaina
CTaOMIIHOCT TOCTUTHYTa je ca o-ammiazoM umodbuincanom Ha MAG-PANI. Temneparypau
ONTHMYM o-amuiaze umoounucane Ha MAG-PANI Bumm je yak 3a 20 °C ox ucror napamerpa
UMOOMIHCaHe o-amuia3e Ha HaHouectuniama IUHK (I1)-okcuma. Y3pok Moxe OWTH MOBOJbHH]jA
opjeHTanja enzuMa TokoM umooOmnmzanuje Ha MAG-PANI koja crabunusyje xoHpopmaiujy
€H3UMa a yTUYe U Ha CTBapame MOBOJFHH]ET MUPOOKpYXKeme. Mel)yTum, nMoOHIIn3ar a-aMuiase
Ha HaHoyectunama HMHK (II)-okcupa muma Buiie ox neBer myra Behy MakcuMmallHy Op3uHY
peakiuje, ITo MoXe OUTH Y3pOKOBaHO MambHUM JMMEH3MjaMa yecTulla Hocada. Benuke pasnuke
y BpeIHOCTUMA KHHETHYKUX IapaMerapa nuMoOmimncane a-ammiaze Ha yectunama MAG, MAG-
PANI u muak (I)-okcuza ¢ jeqHe cTpaHe ¥ Ha Pa3IYUTUM MOJIMMEPHUM MaTepHjajiuMa ¢ Ipyre
CTpaHe MOT'y OMTH y3pOKOBaHE YTHIIajeM METaIHUX OKCHA Ha aKTUBHOCT UMOOMIIM3aTA.

3a yectuie MAG Bexe ce mpoceuno 2,35+0,05 mg en3uma/50 mg Hocauya MepeHO Ha
OCHOBY KapaKTepHCTH4HE arcopOaHime Ha 255 nm wm 5,4+0,9 mg en3uma/50 mg Hocaua
Meperno metoqoMm 1o Jlopujy (Lowry). 3a yectuiie MAG-PANI npocedno ce Bexe 1,64+0,05 mg
eH3uma/50 mg Hocaua MepeHo 1o npBoj Metoau win 4,7+0,8 mg en3uma/50 mg Hocaya MepeHo
no apyroj meronau. Mako ce 3a yectuie MAG-PANI Bexxe Mame eH3uMa Hero 3a yectuie MAG,
nMOOMIM3aT Moka3yje Behy aKTHBHOCT IUTO yKa3zyje Ha MO3UTHUBAH e(eKkaT MOIMaHWIUHCKE

IIpeBJIaKe, HajBEPOBATHH]€ HA KOH(POPMAIIMOHHU 0JI0KA] EH3UMA.

4.3.8. Ilpupoaa MHTepeaKuja o-aMHJIA3a-HOCAY

[Topehewem cmektapa MAG-A (umobOunucana anda-amMuiaza Ha MarHETHUM
gectniama) 1 MAG jacHa je mpomeHa criektpa y obmacti o1 ~900 g0 1300,0 cm™ (Cruka 4.3.).
Kox mmoOmmmcanor ensnma. Ha ocHOBY mpoMeHa criektapa UMoOMIM3aTa y OJTHOCY Ha Hocad,
MOXKE C€ 3aKJbYUYHUTH JIa je JIOIUIO A0 MHTepakiuje a-amuiiaze ca MAG, kao u ca MAG-PANI.

Pacnonena 3era morenuyjana o-amuiaze ¥ MAG je yrnaBHom cnuyHa (Cnuka 4.4. u
4.9.), 300r uyera ce MOXe MPETIOCTaBUTH JAa Cy Mely decTHIlaMa Hocada M €H3uMa Ouie
M3paKeHHje 0J00JHE CHIIE, IITO j& OTEeKaBaJIO IMpoIec MMobmIn3amuje. YouaBa ce aa oapehen

6poj uectnia MAG-PANIuma nosutuBan 3era norenuujan + 20 go + 60 mV wmro je morio
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JONPUHETH EJICKTPOCTATCKUM MPUBIAYCHUMA.Y TMPHIOT OBOj KOHCTATAIMjH j€ U YH-CHUIIA Ja
ce Ha uvectuie MAG-PANI Be3uBana Beha konmmumHa eH3uMMa y omHocy Ha dectuie MAG
MMOOMIIN3AIINjOM IOl HACHTUYHUM yCIIOBUMA.

[IpoTenH ce W3 pacTBOpa TPAHCIOPTYyje A0 TOBPIIMHE HOcada IUQPY3UjOM WIH
KOHBEKIIMjoM. Yak M y cucTeMuMa ca J0OpUM MeNIameM y3 MOBPIIMHY HOcada IOCTOjH
HETIOKPETHHU CJIOj KPO3 KOju ce TpaHchopT Bpmu Audys3ujoM. [locToju HEKOIUMKO mpumepa aa
oBaj crynam ofpehyje Op3uHy agcoprnuuje. Kako ce moBpimHa HCymhaBa IPOTEHHOM, Op3uHa
aJICOpIIINjEe Ce CMamyje W MOCTaje Mama o Op3uHe mudysuje, 300T Yera peakimja Mmocraje
MOBPIIMHCKMA KOHTpOJKMCaHa. YTHUIQ] TMOBPIIMHE HOcaya W3PaXCHUJU je KoI clade
MPEKPUBEHOCTH TOBPIIUHE jep Cy Oo4He HHTepeakiuje u3Mmely ancopOoBaHHMX MoOeKya
3anemapseuBe [50]. Kondopmanuja mporenHa oJ €IEMEHTApHE je BAXXHOCTH 3a IHCTOBY
¢bynkuujy. [IpomeHe y koHpOpMaILKju TPOTEHHA MOTY CE IECHTH OJIMaX HAKOH aJICOPIIIHje, Al
Mory u TokoM onpehenor Bpemena. [IpernocraBiba ce ga cy koH(popMalMoOHe IpOMEeHe HajBehe
IIPHU HAjMak0j TMPEKPUBEHOCTH HOCA4a MPOTEHHOM, jep IPYTd MOJEKYJIH MOKa3yjy MUHHUMATHH
YTHILAj Ha CIIOCOOHOCT MPOTEHHA JIa 3ay3Me pa3indyuTe KoHpopmanuje. AJcopriyja eH3uMa 1
MPOTEHHA je Y HEKUM CiIy4ajeBUMa HENOBpaTaH WM CaMo ACTUMHYHO TOBpATaH MpPOIEC, alH
4ecTd Cy U MpuMepH moBpaTHe aacopriuje. [Ipomena pH wiam mopacT joHCKe jaunHE MOTY
n3a3BaTu necopriyjy nporenHa. Edexkar pH u koHIeHTpalyje coiu BHIIE CY H3PaKEHU KOJ
xuapodumiHux Hero xuapodoOHMX moBpmMHA Hocada [51].Takohe eH3um koju je
MpEeBEpP3UOUITHO acOPOOBAaH MOXKE€ OUTH 3aMEHEH MPUCYTHHM EH3MMHMa W3 pacTBOpa WIIH
MamuM Mosiekynuma [52]. Tlporeun je Be3aH 3a MOBPIIMHY HOCA4Ya MPEKO HEKOJIHKO CIa0MX
Be3a. PopMupame U packuaame OBUX Be3a je AMHAMUYKU Tpolec. Mana je BepoBaTHOha 1a ce
CBE OBE BE3€ pAaCKMHy Yy HCTO Bpeme, ma crora Hehe gohu m0 necopmmuje mnpoTenHa
pazOnaxuBameM. Melhytum, eHepruja motpeOHa ga ce pacKMHE jelHa O]l OBHX Be3a je Beoma
Maia ¥ Jpyru MOJEKYI MPOTeHHA Ce MOXKE Be3aTH Ha OBO MECTO. AKO C€ 0Baj MpoIlec MOHABIbA
BHUIIIE TyTa MocTojehr MpOTEenH Ha MOBPIIMHU HOcada MOXe OUTH 3aMemeH ApyruM. OaBojeHa
rpyra MOXe ce alTepHAaTHBHO MOHOBO aJCOPOOBATH HA HEKOM JIPYTOM MECTY, IITO TOBOIH IO
MOBPIIMHCKE TMOKPETIbUBOCTH oapehenor monekyma. JlecopboBaH €H3UM MOXe OUTH
KOH(OPMAaIMOHO MTPOMEHEH y OAHOCY Ha HaTUBHU. Takohe, €eH3uM APYru MyT MOXKE MMOKa3aTH

Mamby TEXIbY 3a aJCOPNIHjoM. Y MHOT'MM ClIy4ajeBUMa €H3UM je CIoco0aH Ja BpaTh HAaTHBHY

cTpykTypy [52].
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4.3.8.1. Ytunaj NaCl u Triton X100 Ha necopmiujy eH3uMa
Nukybupamem nmobmmzara ca pactBopoM NaCl u Triton X 100 30 min u3mepeHo je
BUlIe npoTerHa y pactBopy Triton X 100, mTo yka3yje Ha TO Ja Cy BHILIE 3aCTYIJbCHE

xupodobue untepaknuje (Tabena 5).

TaGena 5. Jlecopnuuja a-amunaze y npucyctsy NaCl u Triton X100

NmoOwmim3zar % necopOoBaHe O-aMHIIa3e y % necopOoBaHe O-aMHIIa3e y
0,8 M NaCl 0,1%-moM Triton X100
MAG-A 24,80 29,81
MAG-PANI-A 25,61 43,54

Ucnupawem MAG-A ca pactBopuma NaCl u Triton X 100 necopOyjyce mpuOIMKHO
jeIHaKe KOJIMYMHE IPOTenHa ca Hocava. To ykasyje a cy y mpoliecy aJcopIinje IPUCyTHEe KaKko
xuapodoOHe, TaKO M eNeKTpOCTaTHUKe MHTepakuuje. Behu mpornenar a-ammiase ce mpecopOyje
ca MAG-PANI-A nejctBom pactBopa Triton X100 nero NaCl, mro yka3zyje Ha Behy

3aCTYIJBEHOCT XUAPo(hoOHNX MHTEepaKIHja u3Mely eH3uMa 1 Hocaya.

4.4. CTa0MJIHOCT HMOOMIUCAHE O-aMUJIA3e

4.4.1. pH cradbuaHocT ¢100601He M1 UMOOUIHCAHE Q-aMHJIa3e

HatuBHa a-amunasza (A) u weH umobunmn3at Ha MAG uectuniama (MAG-A) nokasyjy
Hajeehy akruBHOCT ipu pH 6muckum 7,0 (Cnuka 4.22.). Hajyxu pH nipodmi moka3syje ciiodbonan
em3uM. MAG-A mnokasyje Behy crabmiHOCT mpu mpomeHama pH ox HAaTUBHOT €H3WUMa, IITO
yKa3yje Jia Be3UBambe CH3UMa 3a Hocay MMa MO3UTHUBAH YTHIIA] HA CTAOMIIHOCT. MHOTHU ayTOpH Cy
MoKa3aJId J]a UMOOMIIM3AIMjOM O-aMHJIa3e Ha MarHeTHUM YecTHIlaMa OMOKaTalu3aTop IOCTaje
otropHuju Ha npomeny pH cpenune. llupu pH npodun umobmnncane a-amunase y 0JHOCY Ha
c10601HY jaBiba ce yenen pasnuke u3Mely konnentparmja H 1 OH™ joHa y MEKPOOKOJIHHH Koja
HacTaje ycien edekara pacmojene joHa H3a3BaHMX €JIEKTPOCTaTMUKUM HHTEpakiyjama ca

HOCA4YCM.
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pH npodun nmobunucane a-amunaze Ha MAG u MAG-PANI moxe ce ynopeautu ca
pH mpodumom ummoOmmmcane o-amminaze Ha uectunama Fe30s kao m FesO, mpecBydeHe
cuIuIHjyM-quokcuaoM u  Fe,O3 mpecBydene 3marom [91]. VouaBa ce ciouunu edekar
umobmm3anyje Ha pH npodun. Ontumanne pH croboane n nmobmincane a-amuiaze na MAG,
MAG-PANI, Fe304, pecBydene cummnujym-auokcuaom Fe3O, u Fe,O3 nmpecByuene 3marom cy
ucre, pH 7. NmoBuiucana a-ammraza Ha MAG-PANI ucro xao m nHa Fe3O, mpecBydeHe
CUITUIH] yM-mokcuioM U Fe;O3 mpecByuyeHe 371aToM MMa TeHACHLH]Y 331p)KaBarba aKTUBHOCTU
y mmpeMm pPH omcery ox HatuBHOT M uMoOmiIncanor ensumaa Ha MAG, ognocHo Ha FesO4. Ha
OCHOBY HaBeJICHUX Mopeherma jacHO je Jia MpeBiaka MarHeTHUX YECTUIA UMa TIO3UTHBAH edekar
Ha pH npboun mmobuamcane o-ammnase. Mmoounucana a-amminaza Ha MAG-PANI (MAG-
PANI-A) uma mmpu pH npodun y ognocy Ha MAG-A, mTo yka3yje Ha TO Ja MOJHAHWIHHCKA

MIPEeBJIAKA JIOJIATHO CTAOMIIN3Yje UMOOMIIHCAHY O-aMHUJIasy.

100 +MAG-A

« MAG-PANI-A
AA

80 4

PesnrarveHa aktueHocT, %0
o
o
A L A

pH

Cnuka 4.22. Ytunaj pH Ha akTUBHOCT HATUBHE M UMOOMIIMCaHE a-aMuiase, Ha 25 °C

HNmoOunmncana a-aMuiaza Ha KOMIIO3UTY cpedpa U MOJIMaHUIMHA KOBAJIEHTHOM BE30M

nokasyje takole mupu pH ontumym ox cnoboane a-amunase [114].
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4.4.2. TepMuyka cTAOWITHOCT CJI000/IHEe U MMOOWJINCAHE O-aMUJIa3e

Nmobunm3anuja a-ammwiaze Ha MAG decTtruiiama HeMa 3HayajaH yTUIA] HA TEPMUUYKY
CTaOWIHOCT, ¢ 003upoM na umobOunuzatr MAG-A uma uctu TemmneparypHu ontumyMm Ha 40°C

Kao u cnoboana a-amunasa (Cnuka 4.23.).

° 100 +MAG-A

=

- * MAG-PANI-A

§ AA

® 80 <

=~

™

=

=

= 60 <

=

™

3

A~ 404

20 <
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Temmepatypa, °C

Crnuka 4.23. YTrnaj TeMnepatype Ha akTHBHOCT HAaTHBHE M IMOOMIIMcaHe o-ammuiase, Ha pH 6,9

TemmnepaTypHu oNTUMYM ajicopOoBaHe a-aMmuia3e Ha HaHouecTuuama Fe,Oz momepen
je ca 40°C-kapaktepucTH4aH 3a cinoboany a-ammiazy Ha 50°C  [91]. OBakBo momepame
TemneparypHor ontumyma mnokazao je MAG-PANI-A, yemy je nompuHena MOTHMaHWIMHCKA
MpeBjaka, ajld HE W CcaMe€ MarHeTHe 4YeCTHIle Kao KoJa Jpyrux wuctpaxuBada [100].
[TonmnaHuaMHCKA TpeBIaka MOXE YTUIATH HAa CMambeme KOH(POpMaluoHE (IIEKCHOMITHOCTH

€H3UMa U THME I000JbIIIaaTH 3aIITHTHU C(I)CKaT HOCa4a Ha MOJICKYJIC CH3UMa.
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4.4.3. YTuuaj yarpa3By4yHUX Tajaaca HA CJI000AHY U HMOOWJIMCAHY O-aMUJIA3y

VYnTpa3By4HHU Tajacu HEMajy 3Ha4ajaH YTHIQ] HA aKTUHOCT CI00O0HE O-aMuUIa3e TOKOM
5 min penoBama (Cnuka 4.24.). Hakon 5 min o-amunaza xuaponusyje 94,5% ckpoba, a y
MPUCYCTBY ynTpa3Byka 96,9%. VYTumaj ynrpa3Byka Ha aKTHBHOCT €H3MMa jOLI YBEK HHUje
JOBOJBHO paszjammbeH. Oapehen Opoj iMTepaTypHHX HaBOJA YKa3yje Ha HEraTHBaH YTHUIIA]
yATPa3BYYHUX Tajaca Ha aKTUBHOCT €H3WMa, IITO HAPABHO 3aBHCH OJ] CTPYKType en3uma. Heku
MTeTHU e(eKTH W3a3BaHU yCIea JIjCTBa €HIOTCHHX €H3MMa HEKHX OWJBHHX BpCTa, MOMYT
TaMIbEha WIH MMPOMEHE YKyca, YIIPaBO CE MOTY CIPEUUTH MPOLECUPAEM XPaHE YITPa3BYKOM

BHCOKOI' MHTCH3HUTCTA.

100 —
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80 o

60 4

50 4

%o XHJIP UIHEOBAHOT
cxpofia

40 H

30 4
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1 2 3 4 ]

Bpene, min

4.24. Xunponmsa ckpoba momohy ciio00He o-aMuia3e m-0e3 ¥ ®-110]1 JIejCTBOM yATPa3ByUYHUX

Tajaca
Nznoxenoct MAG-A ynaTpa3BydHUM TajllacMMa TOKOM 25 min, ykasyje Ha HemTo Behy

aKTUBHOCT MMOOMJIM3aTa HakoH 5 min, JOK ce y HapeaHux 20 min HUje MemJa 3Ha4yajHO

akTuBHOCT MAG-A (Cnuka 4.25.).
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Crnuka 4.25. Xunponmsa ckpoba momohy MAG-A m-0e3 1 ®- 101 IjCTBOM YITPa3ByYHHUX

Tajaca

Mehyrum yrunaj ynrpasByunux tamaca Ha MAG-PANI-A je moceOHO BHIJBUB TOKOM
npux 10 min gejcTBa rne je cMameHa aKTUBHOCT MMOOMIIM3ATa YCie] AEjCTBA yATPAa3BYUIHUX

tanaca (Ciuka 4.26.).
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Crnuxka 4.26. Xuaponusa ckpoda nomohy MAG-PANI-A m-6e3 1 ®-11oj 1€jCTBOM yJITpa3By4HUX
Tanaca
Pazmuuuto mnonamame MAG-A u MAG-PANI-A BepoBaTHO je y3pOKOBaHO

MPUCYCTBOM MOJMAHWIMHA HA MOBPIIMHM MarHeTHUX uectuna. Jlomasu 1o pasapama Hocaua
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MAG-PANI-A, mTo je MOTJI0 TONPUHETH CMambeHOj aKTUBHOCTH eH3uMa npBux 10 min. Jyxum
JICTIOBAlEM YITPa3ByKa UMOOMIIN3AT MOCTHKE MPHOIMKHO UCTY aKTHBHOCT Ka0 U Y OJCYCTBY
yATa3ByYHHX Tajlaca.

VYnrpa3syk mnoBehaBa aktuBHOCT ciiobomHe o-ammiase u3 Bacillus licheniphormis
(BLA) mnpu ¢pexBenumju ox 40 kHz ca makcumaiHoM u3nazHom cHarom o 150 W tokom 10

MHHYTa y3 niay3e o1 110 5 s HakoH 10 s u3noxenocru [127].

4.4.4. MoryhHocT BulIeKpaTHe yIoTpede 0MOKaTAIU3ATOPAa U CTAOMJIHOCT TOKOM YyBamba

3a mpakTUYHY MPUMEHY OMOKaTaIn3aTopa y MHIYCTPHjH BaXKHa jé MOI'YNHOCT BUIIIEKpaTHE
ynorpebe. JloOWjeHHM HMOOWIM3AT O-aMiia3e Ha MOJUAHWIMHCKHMM MAarHETHHM YecTHIlama
ynoTpedJbeH je y 9 peakMoOHUX IMKIyca 3a Xuapoausy ckpoba Ha 60°C Toxkom 30 mMuHYTA.
AKTUBHOCT UMOOMIIN3aTa HAIJIO CE CMakbyje Y MPBUX IEeT [MKIIyca, HAKOH Yyera 3ajJpaBa CKOpo
KOHCTaHTHY BPEIHOCT Y HapeaHa yetupu nukinyca (Cnuxa 4.27.). ImoOuincan eH3uM 3a/ip>kaBa
55,5 £1,63 % modeTHe aKTMBHOCTH HAaKOH 9 CYKIIECHBHUX KOpHIINEHa IITO j€ 3HATHO BUILE Y
nopehewy ca pusnuku agcopOOBaHOM O-aMMJIA30M Ha Mpaxy NOJMAHWIMHA KOja je 3ajpikaia
ceera 20% axktuBHOCTH HakoH 10 mMKiIyca, a Mame j€ Yy OJIHOCY Ha aKTHBHOCT O-aMUJIa3e
KoBasleHTHO nMoOmmcane Ha PANI rae je 3aapkana aktuBHOCT oko 70% ox mouerne [113].
CMmameHo 3azapkaBame eH3uMcke akTMBHOCTHM y MAG-PANI-A moxe OUTH y3pOKOBaHO
JIeHaTypalujoM WiIM UHXUOMLIMJOM eH3uMa NpoaykToM. Takole, pasmor Moxxe OUTH U CMpame

€H3MMa ca Hocaya, IITO HUje CITy4aj KOJ KOBaJCHTHE MMOOUITH3AIIH]€.
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Cnuxka 4.27. Crabunnoct MAG-PANI-A nakon 9 nukinyca xuaponuse 2%-Hor ckpoda

Anda-ammunaza aacopOoBaHa Ha KOMIIO3UTY OCHTOHHMT/XUTO3aH 3agpxana je 87%
MOYETHE CH3UMCKE aKTHBHOCTH HAaKOH 5 1uKiyca ynopeOe [124]. HakoH 6 y3acTOIHHX LUKITyca
0-aMuiia3a KOBAJCHTHO WMMOOWIMCaHa Ha MoaudukoBanuM dectunama Fe;O; mpecByueHHX
CWIHIINjYM-THOKCUAOM 3anpkana je 85% mouetrHe aktuBHoct [104]. KoBaneHTHO
UMOOMJIMCaHa O-aMUJIa3a Ha MAarHETHUM YeCTHIIaMa ca TIOJIMMEPHOM TIPEBIAKOM O] CHIIMKa-TeNa
MIPEKOo TIyTapaiaexuaa u3aapxasa 68% moyeTHe ak THBHOCTH HaKoH 9 nukiyca [107].

Hmobunrcana o-aMuiia3a Ha MarHeTHUM YeCTHIIaMa MOJU(PHUKOBAHUM TOJHAHUINHOM
Ouna je crabwiHa TokoM uyBama Ha 4°C y ¢docdarnom nmydepy 50 nana 3aapkaBajyhu oko
80,3% mouerHe aktuBHOcTH (Cnmka 4.28). KoBajneHTHa wuMoOWMiM3anyja o-amMmiase Ha
MOJM(UKOBAHUM MATrHETHUM HAHOYECTHIIAMa CHJIMIIAjyM-JIHOKCHIOM H aMHHO Tpyrnama
omoryhuna je noOujame OMoKaTanu3aTopa KOJjU ce JaKo M3/Baja U3 cucreMa u 3ajpikaBa 86%

€H3MMCKEe aKTUBHOCTH HakoH 30 mpana uyBama [90].
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Cnuka 4.28. CrabunHocT nmoOmim3ara TokoM S50 nana yyBama y 40 mM ¢ochaTHOM mydepy Ha

4°C 3a 0-c1000HY U M-UMOOWIMCAHY O-aMUJIa3y

4.4.5. OnepaTuBHa CTA0WIHOCT MMOOWINCAHE O-aMUJIa3e

3a mpakTHYHY TMNPUMEHY HMMOOWIMCAHOT OHOKaTaau3aropa HajpelieBaHTHHUE je
WCIIUTUBAKE ONEPATUBHE CTAOMIIHOCTH Yy YCJIOBHMa KOJH CE€ OYEKYy]y MpHU HHAYCTPH]CKO]
npuMenu. Vcnurana je omepaTuBHa cTaOWIHOCT a-amumiaze umobunucane Ha MAG nu MAG-
PANI gectuiiama y mpoToOuHOM peakTOpy ca MaKOBAaHUM CJIOjeM ca MOBpAaTHUM TOKoM (Cruka
4.29.) Y Omuopeakropy ca makoBanuMm ciojeM MAG-PANI-A ca moBpaTHHM TOKOM y TPBOM
nuKITycy TokoMm 20 min peakije aoiasu a0 xuapoause 98,8% ckpoba. UMoOmnrcanu eH3um je
[I0Ka3a0 BEJIMKY aKTMBHOCT W TOKOM Jpyror u Tpeher mukiyca, Aa OM y 4YETBPTOM IUKIYCY
aKTUBHOCT ONaJjia Tako Jia TeK HakoH 52 min xuaponusuje 94,15% ckpoba. [lo 3HavajHOr mana
aKTUBHOCTH JI0J1a3M y TIETOM IHKIYCy ca CKOpPO JTMHEAPHHM TOpacToM % XHUAPOIN30BAHOT

CcKpobOa TOKOM BpeMeHa, kajia Tek HakoH 102,8 min xuapomusyje 93,5% ckpoba.
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Crnuka 4.29. OnepatuBHa cTabuiIHOCT o-amuiasze umoomnrcane Ha MAG-PANI yectuiiama y

IMPOTOYHOM PCAKTOPY Ca IIAKOBAHUM CJ'IOjeM Ca IIOBPATHUM TOKOM

OnepaTtvBHA CTAOMITHOCT UMOOMIIMCAHE O-aMIJIa3e y PEaKTOpy ca IMAKOBAHHM CIIOjeM

0€e3 MOBpPaTHOI TOKA Y KOHTHHYaJIHUM ycioBHMa npukasHa je Ha Ciounu 4.30). Youasa ce na je

cucTeM CTaOWJIHHJU y OBOM CIIy4dajy, HajBepOBaTHHje 300I Mamer NPOTOKAa U Mamer CIUpama

eH3uMa ca Hocaya. CTereH XHApPOJU3e CKpoba HHje ce 3HavajHHje MeHmao y Toky 4 h pana

peakTopa u uzHocuo je 88,8+1,6%. Bpeme nony-xuBora OnokatanusaTopa MNpu KOHTUHYaTHUM

yciioBUMa paja ouio je 6,2 h.

Nmobunucan Ouokaranuzaropcku cucteM MAG-A nakoBaH y 6MOpeakTopy MO UCTUM

ycioBuMa kao 1 MAG-PANI-A onemoryhuo je mpoTok cymncrpata Kpo3 peaktop Beh kop

yBohjera mpBe Imapke CyncTpara y CHUCTEM, YCIIel CTBapama I'yCTO IaKOBaHOT ClIoja.

[MonuanunuHcka TmpeBnaka Ha MarHeTHHUM 4dectuniama uyuHu MAG-PANI-A  nmorogHujum

HMOOMIIHCAaHUM 6I/IKaTaHI/I38.TOpCKI/IM CHUCTCMOM 3a yHOTpe6y Y PCAKTOpY Ca NMaKOBaHUM CJ'IOjCM.
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Cnuxka 4.30. OneparuBHa ctabuinHocT a-amuiase umoominrcane Ha MAG-PANI yectuniama y

IMPOTOYHOM PCAKTOPY Ca [TAKOBAHUM CJ'IOjeM oe3 IMMOBPATHOI' TOKA Y KOHTHUHYAJIHUM YCJIIOBHUMaA

[Topehewem crabunnoctt MAG-PANI-A y mapxHOM peakTopy, OuOKaraiu3aTop
3anpkaBa 55,5+1,63% mouyeTHe eH3MMCKEe aKTUBHOCTH HakKoH 9 nukiyca ymnoTpebe.lctu
umoOunm3ar 3aapxkaBa u 80,03+0,18% mnouetHe akTuBHOCTM HakoH 50 fgaHa 4YyBama Yy
dbocharnom nydepy Ha Temneparypu og 4°C. Y3pok mMame CTaOUITHOCTH €H3UMa y TPOTOYHUM
yCIOBHMAa y OJIHOCY Ha IIap)KHE MOKe OMTHM ClMpame €H3MMa ca Hocaya MMOOMIIMCAHOT
ajzicopniujoM. 3a KapakTepusalnjy cTaOMIHOCTH €H3UMa BaXkaH YCIIOB je yBOheme y cucTeM
KOHCTaHTHE KOHIIEHTpalje CyrncTpara. 300r Tora je HCIHWTaHAa W OMNepaTHBHA CTAOMIIHOCT
MMOOWJIMCAHOT €H3UMa Yy PEeaKTOpy ca MaKOBAHHUM CJIOjeM KOJH ce y3 oJipeheHe armpokcuMaliuje
MOJKe MPEICTaBUTH Kao uaeanHu 1eBHU peaktop (Ciuka 4.31). CucteM je CTaOMIHUJU Y OBOM
Cllyyajy HjBEpOBaTHHje 300T Mamer MPOTOKAa U Mamer Chupama eH3uMma ca Hocaya. CrereH
Xuaponn3e ckpoba HHUje ce 3HavajHHje Memao y TOKy 4 h pama peaktopa W H3HOCHO je
88,77£1,62%. Bpeme nomy-xuBoTa OMOKaTanu3aTopa Npu KOHTUHYAJIHUM YCJIOBHMa paja Ouio

je 6,2 h.
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4.4.5.1. YTUaj BeJIMuMHe YecTHIIA HA onepaTuBHY akTUBHOCT MAG-PANI-A

Bennumna dvecTuiia makoBaHOT cJioja je BakaH mapamerap Koju onpelyje Op3uHy
OuoKaTanu3e y MPOTOYHHUM peakTopuMa. Y BHILIE €KCIIepHMEHaTa BONEHUX MOJ HICHTHUYHHM
yCIIOBMMa, Y3 BapuUpame caMoO BelMYMHE yecTuila nmakoBaHor ciioja MAG-PANI-A npahen je

CTEIeH XUAPOJIN3Ee CKpoba MPBOT IUKIIyca y peakTopy ca moBparHuM Tokom (Cirka 4.31).
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Cnuka 4.31. Xunponusa ckpoba y IpOTOYHOM PEAKTOPY ca MOBPATHUM TOKOM Y 3aBUCHOCTH O

BCIIMYMHC YCCTHUIA ITAKOBAHOI' cnoja

YoueHo je ga ca moBehameM BeJIMYMHE YECTHIIA pacTe U BpeMe MOTpeOHO Ja
XHUJIPOJIM3Yje UCTa KOJIMYMHA ckpoba. XuapoauzoMm ckpoba nomohy umobminzara MAG-PANI-
A Bemmumbe dyectuna 500-800 um xonBeproBano je 70% ckpoba HakoH 78 MUHYTa, ca
umMobunu3atom aumensuja 315-500 pwm ucTH HUBO KOHBEP3HUj€ OCTBAPEH j€ HAKOH MPUOINKHO
60 mmHyTa, a ca wmmoOunmm3zaroM nuMmensdja 160-315 pum mocme 55 munyra. Yecrtuie
umobunuzara BenumunHe 90-160 pm karanu3oBaie cy XUAPOIU3Y CKpoba 3HATHO Opike, TIe je
HaBEJIEHU CTENeH KOHBEp3Hje MOCTUTHYT 3a 31 MUHYT, a IMOOMJIMCAaHa O-aMHJIa3a Ha YeCTUIIMa

<90 um 70% ckpoba je xumponuzoBaia 3a camo 10 MuHyTA.
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4.4.5.2. YTunaj BeJuunHe yecTua Ha aktuBHocT PANI-A

HcnutuBameM akTUBHOCTH MMoOuim3ata Ha yetupu ¢pakuuje PANI y mapxaum
yCIOBMMa YTBPHHO je Ja IOCTOJU TPEHJ CMamema AKTMBHOCTH HMOOWINCAHE O-aMHiIa3e

noBehameM BeIMYMHE YEeCTHUIIA Ca M3y3eTKOM YecThiia aumensuja 160-315 um (Cruka 4.32.).

12 4

—
[=]

AKTHBHOCT HMOOHIIHIATA,
U/e mosmmepa

EB 30-160 160-315 315-500 500-800

BE/THTHHA JeCTHIA NMO/THAHH/JIHHA, HIM

Crnuka 4.32. AKTUBHOCT UMOOHIIMCaHe o-aMuiia3e Ha yecTuiiama nonuanminaa (PANI)
pa3NMYNTUX TUMEH3H]ja U MoMaHmInHa HaHoquMmensnja (EB)

Mame yectulle nMajy Behy crienmpuany MoBpIIMHY 300T Yera ce Ha luMa ajicopoyje u
Beha konnunMHa eH3uma. MelyTuM, HcCUTHBaKEM Mace Be3aHOI €H3MMa Ha TMOJUAHWINHY
MI0Ka3aHo je J1a Maca aJIcopOOBaHOI €H3MMa HMje YBEK MMaJla yTUIaj Ha aKTHBHOCT UMOOMIIN3aTa
(Cnuka 4.33.). OBo yka3yje Ha TO Ja aKTHBHH I[CHTPH CH3UMa HHCY MOjEJHAKO JOCTYITHU
CYIICTpaTy, MJIM YCIIe/l BUIIIECIIOjHE aJICOPIIINje €H3UMa, WK yClie]] HAaYMHA Be3UBamba CH3MMA.

JacHO je youeH TpeHIl cMamema aKTUBHOCTH MMoOMIM3aTa ca moBehameM BeTUYHHE
YecTHIla, LITO je M OUYEKHWBAHO jep je IMO3HATO Ja je YHYTpallkbH IMPEeHOC Mace CYICTapTa

yHanpeleH Koj yecTulla MambiX AMMEH3H]a.
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NDHHOC AKTHEHOCTH. Yo

, 1l

EB 90-160 160-315 315-500 500-800

Be/JHYHHA JecCTHIa, pHm

Cnuxka 4.33. AKTUBHOCT UMOOMIIMCaHE a-aMula3e Ha yecTuiiama nonvanmwinaa (PANI)
Pa3IMUUTHX TUMEH3HUja

[Tpunoc aktuBHOCTH MMoOWIHcane a-amuiaze (Cnuka 4.33), Koja mpeacTaBba OJHOC
crienupUIHe aKTHBHOCTH HMMOOMIIMCAaHE M CIIO0OJHE o-aMHiia3e pasiuKyje ce oJ mpoduiia
aKTUBHOCTH WMMOOWJIM3aTa YECTHIA PA3IMYUTHX BEIWYHMHA. 10 je y3pOKOBAHO aCOPIILUjOM
pasnuuMTe Mace eH3MMa Ha Hocauy. Mako HajBehy mpocedHy akTHBHOCT MMOOHIIM3aTa MOKasyje
a-amMmiaza agcopOoBaHa Ha dectuiiama BenuuuHe 90-160 um, mpoceyHo HajBehuM OcTBapeHH
MPUHOC akTUBHOCTU 4,62% (NMpakTHUYHO 3HAYAJHHjU TapameTap) YTBpHEH je KOJ uecTulia
BenuunHe 160-315 pm, To 3Haum na cy dvecrtwmme ammen3uja 160-315 um onrtmmanmHe 3a
uMobunm3anujy eHsuma. McnuTuBameM epuKacHOCTH UMOOWIHM3aIMje o-aMuja3e Ha
NOJMAHWINHY Y (OpMHU eMepaliMH COJM YTBPAMIIM Cy Ja €€ aJCOPIIHjOM MOCTHXKE MPHHOC
akTUBHOCTH ona 32,5 %, AOK je KOJ TMOJHaHWIWHA Yy HCTOj (opMH anu aKTUBHPAHOT
TIyTapajaiexuaoM (Ko Kora je IONUIO O KOBAJCHTHOT BE3MBama O-aMHJIa3e Ha YECTHUIE
MoJInMepa) NOCTUTHYT BehH MPUHOC aKTUBHOCTH oA 52,7%.

JacHO je a akTMBHOCT MMOOMJIM3aTa HE 3aBUCH caMoO O] Mace BezaHor eHzuma.To je
BPJIO U3pakeHO KoJ yectuna BenuyrHe 90-160 um ko1 KOjuX Majld MaCeHU NMPUHOC MOCTUTHYT
y Ipyroj npobu nokasyje Behy eH3MMCKy aKkTUBHOCT O pBe Mpole, e ce aacopdboBaIo 3HATHO
BumeeH3uMa.0OBO ce MOKe OO0JaCHUTH HEYyjeIHauY€HHUM paclopeoM MOJIeKyJa €H3MMa Ha
MOBPIIMHU HOCa4a. Y HEKUM MHKpOperdjaMa MOJEKyIu eH3uMa (opMHUpajy BUIIE CJIOjeBa,

nosehaBajyhu n1udy3noHe TuMHUTALMje CYIICTpaTa Ka MOJIEKYJIMMa €H3MMa y CII0jeBUMa OJIMKUM

95



[oKTOopCcKa gmucepTtaumja Pe3syntatn un guckycuja MwupjaHa PagoBaHoBuh

HOcadvy, IITO Y3pOKyje Mamy aKTHBHOCT Behe mace eH3uma. Beha akTuBHOCT YecTHiia Mamux y
oHOCY Ha yectuile Behux nuMeH3Mja MOXe yKka3zaTH Ha Jakimy audys3ujy cyncrpara Kpo3
CYCIICH3H]y YeCTHIla MamUX TUMEH3HU]a, jep moBehame AMMEH3Uja YeCTHIa MOXKE y3pOKOBATH
ryOMTaK €H3WMCKE aKTHBHOCTH ycien Iudy3uOHHMX JIMMHUTanja 300r crmope nudysuje
CyIcTpaTa Kpo3 cyclieHaoBaHe KpyrnHe dectuie.lloka3ano je ga ce HajBeha KoJIMYMHA CH3MMA
BEXE Ha MHUKPOYECTHIIAMa, a UMOOWIIMCAH CH3MM Ha HAjCUTHUJUM YeCTUIIaMa HAaHO TUMCH3H]ja
nokasyje Hajsehy akTuBHOCT. Ha OCHOBY IpeTXOAHO M3HETE JUCKYCHje MOXKE C€ 3aKJbyYUTH J1a
ce CMambemheM YecTUIla Hocaya MOXKe JOOUTH MMoOmin3ar Behe akTMBHOCTH, ajH ca 3HATHO
HUCKUM MPUHOCOM aKTUBHOCTH. HU3ak MpUHOC aKTUBHOCTH MOXKE OUTH y3POKOBAH JICIIOBAHEM
Bule gakropa. bp3uHa Memama je jeqaH of] lbHX.

WHuTepecanTHO je Jajha HCTPaKMBaKka yCMEPUTH Ha Jo0ujame OMokaranam3aTopa
HAaHOYECTHIA MAarHETHUX CBOjCTaBa, Koje O omMoryhuiie KOHTHHHATHY KaTallu3y y OHOpEeaKkTopy
npu GIIyHIU30BaHOM HAuMHY paja Koje Ou 00e30eanio Crosballllbe MarHeTHO moJbe. HaBeneHu
HayMH OuoakaTanuize OW OWIO 3HAa4ajHO HUCHHUTATH, jep Cy HEKH ayTopH IOKa3alu Ja je
aKTUBHOCT HMMOOWMJIMCAHOT €H3MMa O]l JIeJCTBOM CIIOJhAIIFbel MarHeTHOT mojha Beha on
aKTUBHOCTH CJI000/IHOT €H3UMaA.

MoryhHocT 3aocTajama MOHOMEpa, JTUMEpa M OJUTOMEpa aHWIMHA HAKOH CHHTE3e
noJiMaHwinHa Mokpehy moTpeldy [abuX HCTpakUBama y CMEpy HHXOBOT JETEKTOBama U
M3HATaXemha yCIIOBa CHHTE3€ IMPH KOjUMa 3a0CTaje MUHHUMYM HEKEJbeHHX MpOJayKaTa Kao U
BHUXOBO MMOTEHIUjAITHO YKIamame. [lonMepr3annjom aHwinHa, oJpel)eHu mporeHaT MOHOMEpa
3a0CTaje y pacTBOpYy. AHWIMH U HETOBU OJNUTOMEpPH TOKCHYHH cy. Takole, aHWUIMH MOXe
MHXHOUpATH J1ejCTBO €H3UMa. Y JajbeM pajly OMTHO je BPUIMTH KOHTPOIY 3a0CTajor aHWJIMHA
HAaKOH TMOJIMMEpHU3alldje W PAJAUTH Ha H3HAJAKEHY IOCTYIMaKa HHETOBOT INTO MOTIYHHjET

YKiIakbamka U3 CUCTEMA.
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Haj3navajuuju 3ak/byqiiy Mpor3allia U3 OBe Te3€ CY:

e Ha ocnoBy FESEM wmmkporpaduja moxe ce 3akjbydyuTH Aa mukpodectuine MAG u
MAG-PANI npencrabibajy armomepare HaHodecTHIa Mambux o1 100 nm;

e [lonuanunuH npexkpuBa HaHOpebePHY CTPYKTypy mnoBpiminHe MAG uectuna y BUAY
BJIaKaHa,

e Ilocrurnyro je marHeTHo 3acuheme oa 79 emu/g 3a MAG u 70 emu/g MAG-PANI.
Cmameme MarHetHor 3acuhema 3a MAG-PANI y ognocy Ha MAG y3pokoBaHO je
yBohemeM cioja HemarHeTHOT PANI npeko MarHeTHUX 4ecTuIa,

e Ha ocunoBy FTIR cmekrapa 3akibydyje ce na je IOLUIO 0 CTPYKTYPHHX IPOMEHa
Y3pPOKOBaHHMX TOJIMMEPHU3AlMjOM aHWIMHA Ha MarHeTHUM YeCTHIIAMa W BE3WBamba O-
ammIiase;

e MAG kapakTepuilie OMMOJaTHA PACcO/ielia BETUYMHE YECTHUIIA O MPUONIMKHO 6 11 1 pum,
nok MAG-PANI kapakrepuiiie TpuMoJaliHa pacnojena rae ce mopen 6 u 1 um jaipa
HEe3HaTaH Opoj yecTura ca mpuOmmKHUM auMen3ujama 0,1 pm;

e [lonmanunuHcka mnpeBiaka crtabuwimuzyje MAG wuectune mnoBehaBajyhu amconytHy
BPEIHOCT 3€Ta IMOTSHIH]jaIa,

e UV cnekrap eH3uMckor npenapara Termamyl nmokaszyje MakcuMyM arcopniuje Ha 255
nM mro Tpeba MMaTH y BHIY NPWIMKOM MPEHU3HUJUX MEpema caaprikaja MpOTeUHa U
6oJber pazymeBamba UMOOMIIN3AIH]E;

e Oppehenn cy onTUMaaHU YCIOBH HMMOOWIM3alMje a-ammiiaze Ha decturama MAG-
PANI: mouerHa KoHIIEHTpalyja o-amMuiasze 3 mgcm'3, Bpeme 75 min, pH 7 u
temneparypa 40°C;

e YV IpUCYCTBO Ca** joHa cMamyje ce Maca Be3aHe a-ammiaze Ha MAG u Ha MAG-PANI,
anu 700ujeHr UMOOMIIN3AT NoKasyje Behy akTUBHOCT

o UmoOumucana a-ammnaza Ha MAG-PANI nokasyje Behu aduuuTer mpema cyrmcrpary o
nMoOmcane o-amminaze Ha MAG, a HWKH aduHUTET Oa CIIO0OTHE O-amMHIa3e.
[TommanunMHCKA TIpeBiaKa yTHYe Ha TO0OJbIIalkhe KHHETUIKUX CBOjCTaBA MMOOMIIHCAHE
a-ammiaze. Makcumainna Op3una ensumcke peakiuje MAG-PANI-A Beha je 1,7 nyra y
onHocy Ha MAG-A 1ok je MuxaenucoBa koHctanta MAG-PANI-A mama je oxo 1,3

nyta o MAG-A,

98



[oKTopcKa gmucepTtaumja 3aKk/byyum MwupjaHa PagoBaHoBuh

e Ancoprimja a-ammnaze Ha uectunama MAG-PANI omucana je JleHrmupoBom
a/ICOPIIIMOHOM U30TEPMOM;

e VaTpa3ByyHHM Tajacu HEMajy 3HauyajaH yTHIQ] HAa aKTUBHOCT CJIOOOJHE Q-aMujase H
MAG-A, nok cmamyje aktuBHOCT MAG-PANI-A npBux 10 min xuapommuse;

e HmobOmmucana o-ammnaza Ha MAG-PANI je pH u TtemmeparypHo crabwiHHja O]
umobunucane a-ammiaze Ha MAG. [lonuanunuHcka npeBiaka JOIPUHOCH CTAaOUITHOCTH
CH3UMa,

e HmobOunucana a-ammiasa je pH u remnepaTypHo ctabuiiHUja 0] CIIOO0AHE O--aMuIIase;

e lImoOunmucana a-amunaza Ha MAG-PANI 3agpxaBa oko 55,5% mnoueTrHe akTUBHOCTH
HakoH 9 nukiyca kopuirhewa Ha 60°C;

o lImoOunucana a-ammiaza Ha MAG-PANI 3anpxkaBa 80,3% modeTHe aKTUBHOCTH HAKOH
50 nana yyBama y 40 mM ¢ocdarnom nydepy Ha 4°C;

e Benuunna uyecTuiia Hocaua je OOpHYTO MPOMOPLMOHATHA OP3MHU XUPOJIHU3E CKpoba y
MIPOTOYHOM OMOPEAKTOPY ca IOBPATHUM TOKOM,;

e VY nporouyHoMm O6uopeaktopy ca makoBanuM ciojeM MAG-PANI-A ca noBpaTHUM TOKOM
y IPBOM LMKIIyCy Xuapoau3syje 98,8% ckpoba HakoH 20 MUHYTa;

e VY KOHTHMHYAJIHUM YCJIOBUMa pajl TOKOM 4 h cteneH xuaponuse ckpoba je 610 ToTOBO
KOHCTaHTaH U U3HOCHO je 88,7%;

e Bpewme nonyxuBora Ouokaranuzaropa MAG-PANI-A y oneparBuBHUM yciioBuMa je 6,2 h.

e Hajseha maca ensuma Bexe ce 3a PANI wectune Bemmuaune 90-160 um, anm ce ca oBUX
YecTUlla eH3UM HajliaKIe u aecopoyje;

e (Ca nosehameMm BenmumHe decturia PANI omama akTMBHOCT MMOOMIIMCAHOT €H3MMa ca
U3Y3€TKOM YecTHa auMensuja 160-315 um;

e [Ipunoc aktuBHOCTH a-amunaze y PANI-A He 3aBucu o npuHoca Mace.
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[oKTopcKa gmucepTtaumja MwupjaHa PagoBaHoBuh

buorpadwuja ayropa

Mupjana H. PamoBanoBuh pohena je 14. jyma 1984. rommne y MBawmunu rae je
3aBpIIMJIa OCHOBHY IIKONy M rumHazujy 2003. roaune. ArpoHoMcku (akyirer y Yauky
VYuusepsutera y Kparyjesuy ynucana je 2003. rogune, a qummomupaina 2008. ronuHe Ha cMepy
TexHonoruja MOJFONPHUBPEAHUX U TNpexpamMOCHMX IPOU3BOAA Ca IPOCEYHOM ouLeHoM 9,15.
Jlututomcku paj Ha Temy ,IIpousBoama jabykoBor cuphera y3 momoh kBaciia Saccharomyces
cerevisiae* onbpanmna je ca orenom 10 (mecer). Jlokropcke crymuje ymucaia je 28.10.2008.
roguHe Ha TexHomomko-metanypmkoM Qakyiarery YHuBep3utera y beorpamy, cmep
buoxemujcko umHxkemepcTBO M OuoTexHosoruja. llomoxkuna je cBe mpeaBuleHe HCHHUTE U
3aBpILIHU paj ca MPOCEYHOM OLeHOM 9,73.

Ox 21.10.2008. rommue 3amocieHa je Ha ArpoHoMckoMm (Qakynrery y Yauky
VYuuBepsutera y KparyjeBiny kao capagHUK y HacTaBH. Y 3Bamb€ acHCTeHTa u3abpaHa je
08.03.2011. rogune Ha wucToM (akylaTeTy 3a YKy HayuHy oOmact TexHomoruja OMIBHHX
cupoBHHA. TpeHyTHO je 3amocieHa Ha ArpoHoMckoM ¢akynTtery y Yauky YHuBep3uTeTa y
KparyjeBily y 3Bamy acucTeHTa.

Tokom gocanammer UCTPaKMBAYKOT pajla aHTa)KOBaHa je Ha MpojeKTy MuHHCTapacTBa
IIPOCBETE, HAyKe U TEXHOJOMIKOr pa3Boja Pemybmuke Cpouje, 6poj MMM 46010 mox HazuBoM:
,,Pa3B0j HOBUX MHKAIICYJIAllMOHUX U €H3MMCKHUX TEXHOJIOTHja 3a MPOU3BOIY OMOKaTanu3aropa
u OHOJIOUIKM AKTUBHUX KOMIIOHEHaTa XpaHe y NMJby noBehamba HEeHEe KOHKYPEHTHOCTH,

kBanuTera u 6e30eaHocTr (2011-2018).
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JOKTOpCKa ancepraumja MwupjaHa PapoBaHosuh

UsjaBa o ayTopcTBy

Mme v npesume aytopa _MwupjaHa PaposaHosuh

Bpoj nHaekca 4031/2008

UsjaBbyjem
[a je AOKTOPCKa ancepTaymja nod Hac10BOM

,JMmobununsaumja anda-ammnnase Ha NOAMAHUANHY U MarHeTHUM YecTuLama

MOANDUKOBAHMM NOSIMAHUIMHOM”

° pPe3ynTaT CONCTBEHOI UCTPAXKMBAYKOT Paja;

e [a AucepTaluja y LenuHM HU Y Aef0BMMA Huje Buna npeasiorkeHa 3a CTularbe apyre Avnaome
npema CTyamjCKMM Nporpamuma Apyrux BUCOKOLIKO/ICKMUX YCTaHOBA;

e [1a Cy pe3y/TaT KOPEKTHO HaBeAeHN U

e /a2 HMCAM KpLUWMO/na ayTopcKa nNpaBa U KOPUCTUO/Na UHTENEKTYaiHY CBOjUHY APYIMX MLLA.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpaay, 25.06.2018.

%/ /%Wﬁém«o&ué
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[ oKTOpCKa ancepraumja MwpjaHa PagosaHosuh

M3jaBa 0 ncToBeTHOCTU WITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOpPCKOr paga

Mme 1 npesume aytopa MupjaHa PagosaHosuh
bpoj nHpekca 4031/2008
CTyamjckm nporpam BruoxemmjcKo MHKerepcTBo U BuotexHonormja

Hacnos paga ,Mmobunusaumja anda-ammnase Ha NOJMAHUANHY U MarHETHUM YecTnL,ama
MoAMOUKOBAHUM NOANAHUAMHOM

MeHTop npod.ap 3opuua KHexxesuh-Jyrosuh, penosHu npodecop

M3jaB/byjem Aa je WTamnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA eIeKTPOHCKO) BEP3NjKU Kojy cam
npenao/na pagy noxparbeHa y AurutanHom penosutopujymy YHusepsuteTa y beorpagy.

[o3Bo/baBaM fAa ce objaBe MOjU NIMUYHWM MoJauUM Be3aHu 33 Aobujarbe akafeMCKOr HasuBa [OKTopa
HayKa, Kao LUTO cy MMe 1 Npesnme, roamHa U mecto poherba u fatym onbpaHe paja.

OBW /MYHM nodauM Mory ce o06jaBUTM Ha MPEeXHMM CTpaHuuama aurutanHe 6ubanoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTasiory 1y nybaukaumjama YHnsepsuteTta y beorpaay.

Motnuc aytopa

Y beorpaay, 25.06.2018.

ﬂ, {/Md{ﬁw@ﬁ
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[OoKTOpCKa ancepTaLmja MupjaHa PagosaHosuh

UsjaBa o kopuilihenwy

Osnawhyjem YHusepsautetcky 6ubanotery ,Csetosap Mapkosuh” fna y [urutantu penosuTopujym
YHuBep3suTeTta y beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKY AMcepTaLiujy NoA Hacn0BOM:

,MMmobunusaumja anpa-amunase Ha NOMAHUANHY U MarHETHUM YecTUL,aMa

MoAnbUKOBAHMM NOJUAHUANHOM

Koja je Moje ayTopcKo Aeso.

[lucepraumjy ca CBUM NpWO3MMa npesao/sa cam y enekTpoHcKom ¢Gopmarty MorogHom 3a TpajHo
apxuMBupatrbe.

Mojy [JOKTOPCKY AMcepTauumjy noxpakeHy y AurutasHom penosutopujymy YHusepsuteta y Beorpaay u
[OCTYMHY Y OTBOPEHOM MPUCTYMNY MOTY Aa KOPWCTe CBY KOjU NOLITYjy oapenbe cagpaHe y onabpaHom
TMNy anueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyuno/na.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AyTopctBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
@Topcmo — HekomepuMjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOPCTBO — HEKOMEPLMjaHO — AEANTU NOJ UCTUM YC10BUMaA (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTso — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTOpCTBO — AeamnTv nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(MoarMMOo Aa 3a0KPYKMUTE CaMO jeiHY Of, WeCT NOHYHeHNX MLEHLN.
KpaTak onuc MLIEHLM je cacTaBHU Aeo OBe u3jase).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagay, 25.06.2018.
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