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Pa330j CH3UMCKOT IIOCTYIIKA 3a CHHTE3Y METHJI €CTapa MAaCHUX KUCCIINHA

3BO/JI

VY OKBHpY OBe Te3e MCHHUTHBaHA je MOTYhHOCT €H3MMCKOT IOCTYIKa CHHTE3€ METHII
ectapa MacHUX  KucenmnHa (OWommsena) W3  OWJBHOT  yJba,  IMOCTYIKOM
TpaHcecTepudukanyje. VMcrmuraHo je KaTaIMTHYKO JIjCTBO JIUIA3a W3 Pa3IHIUTHX
W3BOpa ca acrekTa TpaHcecTepu(UKAMOHe aKTUBHOCTH M CTa0WITHOCTH Y CHCTEMHUMa
0e3 opraHckor pactBapava. Kopuctuie cy ce KOMepIWjalHe JIHIa3e W3 Pa3InduThX
mukpoopranmzama (Candida rugosa, Rhizomucor miehei, Candida antarctica) a moTom
j& MeTOJIOM BHINE(PAKTOPHUX EKCIEPUMEHTATHHX TUTAHOBA (IIEHTPATHH KOMITO3UITHOHH
poTaTaOWIIHK TIJIaH) UCIIMTAH YTHIIQ] Pa3IMUUTUX MapameTapa: TeMIeparype, caapikaja
BOJIE Y CHUCTEMY, KOJIMYMHE JO0JaTOT €H3WMa, MOJApHOT OJHOCa METaHOJ/yJbe Kao U
HavyMHa W3Bohema Impolleca Ha MPHUHOC METWIJI ecTapa MacHWX KucenwHa. McnuTaHa je
MOTYRHOCT IpHMeHe pa3IUYUTHX Al aKIenTopa U yTBpHEeHo je Jia ce Kao HajooJpu
IOKa3ao METHJI aleTaT. 3axBajbyjyh IPUMEHH OBOT allliI akientopa omoryhena je
ONITUMU3AIIHja PEaKTOPCKOT cucTeMa. VMcrmranm ¢y ce yTUIaju pa3TuauTHX MPOIeCHUX
napameTapa v pexmnmMa pajsia OnopeakTopa Ha MpOyKTHBHOCT UMOOHIIMCAHOT CUCTEMA.

Hpyru neo paga ce ¢oKycupao Ha TEXHHKE HMoOOWIHM3aIdje. AHanu3upaHa je
KOBAJICHTHA MMOOWIM3anuja HatuBHE junasze u3 C. rugosa u HatuBHe Jmmnaze u3 C.
antarctica Ha TIOJIMMEPHUM HOCaYMMa KOje cajpe CMOKCHIHE Tpylne W apuHHUTET
JTOOWjeHOT WMOOWJIMCAHOT €H3WMa IpeMa cyrcrpary. Mcemumrana je edukacHOCT
moubukanmje KomepumjanHor Hocada Eupergit® C 250L momohy nucremHa u
rIyTapaiiexuaa paad JIoOHWjama HMMOJIHOIMCAaHOT cHucTeMa Behe cTaOMITHOCTH.
YTBpheno je ma ce oBako mMoOwnucaHa junasa w3 C. antarctica MOXe YCHEIITHO
KOPHUCTUTH Kao OMOKaTaM3aTop y CHHTE3W OHOjM3eNa, MPH YeMy ce NMPUMEHOM OBe
Jaunase JIoOWjajy NMPUHOCH OWOJHM3eIa y paHry IMpUHOCA Koje J1ajy KOMEpIIHjaTH!

npenapaTy ca uMoOuaucanom ymrmazom u3 C. antarctica.
Kibydne  peuw: MeTHJ  eCTpM  MacHUX  KHUCENMHa, OWOam3en,  JInmasa,
TpeHcecTepu(UKaIja, IMOOIIA3aIHja SH3UMa

Hayuna o61act: TexHOIOIKO HHKEHEPCTBO
YJIK 6poj: 577.152 : 547.392 : 66.095



Optimization of enzyme production of fatty acid methyl esters

ABSTRACT

This thesis deals with the transesterification of sunflower oil in the solvent-free system.
The catalytic activity of lipases from different sources (Candida rugosa, Rhizomucor
miehei, Candida antarctica) has been examined in terms of transesterification activity
and stability. The optimal conditions for the methanolysis reaction have been
determined using response surface methodology (RSM) leading to the high fatty acid
methyl esters yield. The reaction temperature, the biocatalyst, the water concentration
and the substrate molar ratio have been the investigated variables. After that, the
possibility of different acyl acceptors has been investigated. Further results suggest that
the use of methyl acetate as an acyl acceptor could significantly improve the
immobilized system stability. This has been verified in industrially feasible reactor
design. Different process parameters have been investigated as well as the operational
stability of the immobilized lipase.

The second part of the thesis was focused on the development of the immobilized
enzyme with the best catalytic properties. The covalent immobilization of native lipase
from C. rugosa and native lipase from C. antarctica on polymer carriers containing
epoxy groups have been analyzed. The efficiency of modified commercial carrier
Eupergit® C 250L with cysteine and glutaraldehyde has been studied. It was found that
immobilized lipase form C. antarctica can be successfully used as a biocatalyst in the
biodiesel synthesis. The obtained yields are in the range of commercial available

immobilized enzymes.

Key words: fatty acid methyl esters, biodiesel, lipases, transesterification, enzyme

immobilization

Academic Expertise: Engineering technology
UDC number: 577.152 : 547.392 : 66.095
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VBOJI

[IpeqmMer W 1MJb HUCTpakMBamka OBE JIOKTOPCKE JHUCepTaluje Cy pasBoj
€H3WMCKOT TIOCTYIIKa CHHTE3€ METHJI ecTapa MacHUX KuceanHa (0nou3ena) u3 OUJbHUX
yJba, MOCTYIKOM TpaHcecTepudukaiyje. buoansen je Te4HO TOPUBO, MPOU3BEIICHO U3
MOJBOTIPUBPEIHUAX KYITYypa, KOje y MOTIIYHOCTH MOXe Jla 3aMeHU (POCHUITHO TOPUBO Y
MOTOpHMa Ca YHYTpaIllllbUM caropeBameM. broauzen je oOHOBJ/BMB H3BOpP €HEpruje u
IETOBHM KOPHINNEHEeM CMambyje ce MmoTpeda 3a (DOCHIITHHM JH3EJIOM YUME Ce JyBajy
pe3epBe U ymamyje pu3uK o7 cHaOnmeBama. OH je Omopa3rpaauB, HUJe TOKCHYAH, HE
npugoHocu edekty crakieHe Oamre (CO, HeyTpanaH), a leroBa MprUMeHa JOIPUHOCH
CMambemhy eMHUCH]je IITeTHUX CYICTAHIM Y YpOaHUM cpelnHaMa. bruoamsen He caapxku
CYMITOD, a TIPH HeTOBOM CaropeBamy CMarbeHa je eMucrja yahu, OeH3eHa, ToTyeHa, Kao
¥ ITETHUX a30THHUX jeumbeha. Ca eKOJIONIKOT acreKkTa OMoInu3eNn ropuBo He 3arahyje
JKUBOTHY CpEIHHY, Jep ce IpPHU caropeBamy OBOT TOPHBA MPOHW3BOAU OHOJHMKO YIJheH

(IV)-okcuna xonuko OusbKe, U3 KOjux je J00ujeH, Be3y]y u3 atmocdepe.

Cranno moBehame moTpolIme HadTe y CBETYy 3axTeBa MPOHAIAXEeHhe HOBUX M3BOpa
enepruje. Henocrarak nadre Ha Tpxuity he HeMMHOBHO yTHIIAaTU Ha noBehame meHe
IleHe W 300T Tora jeé HEONMXOJAHO TPaKHTH 3aMeHy 3a (pocuiiHa TOpHUBAa y HOBUM
OJIp’)KMBHM HM3BOopuMa. Moryha perrema 3a cMamehe 3aBUCHOCTH 0 HAQTH je yBoherme
aTepHAaTUBHUX ropuBa. [locToju Bullle BpcTa roprBa Koja ce TPEHYTHO HCTpaxkyjy, kao
mrTo ¢y buoauszen nma BelUKy NMpeIHOCT y OJHOCY Ha Jpyre BpcTe TOpUBa 3aTo IITO ce
MOX€ KOPHCTHTH Yy Beh mocrojehmm Bo3uiamma Oe3 WKakBe WIM ca MaluM
MoauduKanjama moctojehnx MoTopa, INTO 3aBHCH O] KOHIICHTpaIldje OHOropuaa.
EBporncke 3emibe cy mpemno3Haje noTpely 3a alTepHaTUBHUM TOPHUBHMA U H3Jajle Cy
JlupekTuBy 0 mpomonuju Kopuinhema OHOTOpHBa W JPYTMX OOHOBJHMBHX TOpPHBA 3a
Tpancnopt. Jlupextuna je mpensubhana na 3emibe wianuie EY 3amene 5,75% documHnx
ropvBa antepHaTUBHUM ropuBuMa j0 31. mememOpa 2010. roguae. OBa Jlupektuna je
nonymweHa aupektuBoM 2009/28/ EC koja Takohe mpomoBuiie kopuinheme eHepruje u3
O0OHOBJFMBHUX M3BOpa U MMa 3a 1uJb 1a a0 2020. rogune, 20% yTpoineHe eHepruje Oyzae

13 OOHOBJHUBHUX U3BOPA.

Hajzactynspenunju mocTynak 3a nobujame Ouoam3ena y HWHAYCTPUJH je XeMHjcKa
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TpaHcecTepuduKayja ONFHIX yJba MeTaHosIoM y mpucyctBy ankamHor (NaOH, KOH)
WM KHCeNor Karanu3aropa (KOHIIEHTpOBaHA CyMIIOpHA KHCeTHHa). XEeMH]jCKU
MOCTYMaK 3a CHHTE3y OWoju3esia KOPUCTH C€ Yy HHAYCTPHJCKUM pa3dmepama Beh
JIeTieHrjamMa, i Cy YOYeHW WM3BECHH HEJOCTAalld Yy OBAaKBOM HAUWMHY MPOU3BOJIHE:
BEITUKA EHEPreTCKH YTPOIIIH, CTBapame HYCIpoJyKaTa y CIIOPEIHHUM peakiidjama,
noTtpeda 3a HEyTpalM3allMjoM KaTalu3aTopa M HU3/Bajambe HACTAIOr IJIMIEposa W3
peaknuoHe cmerrne. TOKOM peakiihje METaHOJIM3e CTBapajy ce calyHH KOju ce MOpajy
WCIMpaTH BOJOM U 4Hje MPHUCYCTBO 3HATHO OTeXaBa Cemaparujy Mpou3BOJa.
Henocranu KOHBEHIIMOHAIHOT MPUCTYIA KaTalld3e Y XOMOTEHUM CHCTEMHMa MOTY Ce
npeBa3uhy Ha HEKOJIMKO HAYMHA Kao INTO Cy MPUMEHa XETepOTeHUX KaTalu3aropa
(XUApOKCHIM W OKCHAM  3€MHOAIKATHUX  MeTalla), OJIBHjalbe  peakiiuje
TpaHcecTepu(UKaIje Mo YCIOBAMA HAJIKPUTHIHOT (UIyHaa ¥ KOpHINNeHmeM eH3UMa

Kao 6I/IOK3,T3,J'II/IBaTOpa.

[Ipenqmer caBpeMeHUX WCTpaXKMBama je NMpUMEHa €H3UMa, W TO JIMIasa, 3a
TpaHcecTepu(UKannjy yJba WM MAacTH METAHOJIOM Yy LMJby jaoOujama Ouoausena.
EH3uMCcKM mocTynuu uMajy HEKOJIMKO HPEJHOCTH y OJIHOCY Ha XeMujcke: Oraru
PEaKkIMoOHN  YCJIOBH, Mamd TpPOIIKOBH 3a €HEeprujy, MOTYhHOCT mpHMeHe
HepaUHUCAHUX yJba M MAacCTH jep Ce He CTBapajy CamyHHW, OJIAKIaHHW MOCTYIIH
npeuninhaBama Mpou3BoAa W, y BehuHM ciyuajeBa, JoOHMjame MPoOU3BOAa OO0Jber
kBanuTera. Hamme, ci10007He MacHe KHCEIMHE MOTY C€ y THOTIYHOCTH IIPEBECTH Y
MeTHII-ecTpe, 0e3 GopMupama caryHa, ¥ Ha Taj HAYWH MoBehatn mpuHOC OWoam3ena.
OBa KkapakTepucTHKa e¢H3uMa omoryhaBa Kopuinmheme Marephjaia ca BHCOKHM
caJip’kajeM cl00OTHUX MAacHMX KUCEJIMHA WJIM BUCOKHMM Cajip>kKajeM Bojie, Kao IITO CY
HejecTHBa yJba, OTHAJHA yJba 3a KyBambe M HHAYCTpHjcKa OTHaAHA yjba. lakobe,
KopuimhemeM OMoKaTaan3aTopa Hema MmoTpede 3a UCIUpameM MPOU3BOJIAa Y 3aBPIINHO)]
¢da3n cuHTEe3e OWomM3ena W HEroBOr NIpeydinhaBama, Ta ce CcMamyje KOJHYuHA

OoTImaaHe BOJC KOja npeacraBjba 030H1JbaH €KOJIOIIKH HpO6JI€M.

MelyTrm, nako je mocTao jacHO Ja ce pajyd O BeoMa MepPCIeKTUBHO] TEXHOJIOTHJU Koja
he y HOTHYyHOCTH MOTHCHYTH XEMHjCKY, jOII YBEK HHMCY HMOCTUTHYTH OJroBapajyhu
KalaryuTeTd MPOU3BOAKE 300T MaluX MPOCTOPHO-BPEMEHCKUX HPUHOCA peakTopa H

Majie CTaOMIIHOCTH €H3WMa Yy IPUCYCTBY HMKHMX aJIKOXojia. Y IUJbY IpeBasHIaKemha
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OBHUX Ipo0iieMa HAacTaB/ba]y €€ HCTpaKUBamba y MpaBlly cTaOuimM3alnuje eH3uMa
MMOOUITU3AIIMjOM Ha pa3IU4UTe HOcaue, alld U ONTUMU3AIN]OM MIPOIECHUX MapaMeTapa
W HayWHA OJIBHjama Tpolleca, HAPOUMTO pPEKUMA JI0/IaBamba HIDKAX allkoXolla M
KoH(puTryparje OmopeakTopa. Y O0BOj JOKTOPCKO] JOWCEpTalMju aHamu3upahe ce
HEKOJIMKO  acrmekTa  mobOoJpllama  e(pUKACHOCTH  €H3UMCKM  KaTaJlu30BaHe
TpaHcecTepudUKalyje: ONTUMH3AIMja MPOIECHUX TapaMeTapa W HayWHa H3BOhema
rporieca, pa3Boj peaKIMOHOT cucTeMa 0e3 OPraHCKOT pacTBapada, MOTyhHOCT mpuMeHe
NPYTUX alMiI-aKIenTopa yMeCTO MeTaHoJa, MOTyhHOCT cralmim3anyje eH3uMma

UMOOHJIM3aIlMjOM Ha pa3InYuTe HOca4ye M U300p PEaKTOPCKOT CHCTEMa.
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1. TEOPUJCKHA IEO

1.1. Pa3Boj antepHaTUBHUX TOpUBa

Buime je Hero jacHo na he cBeTcke morpede 3a HahTOM y JToTIIeHO] OyayhHOCTH
ocTaTu He3aqoBOJbeHe MMajyhy y Buay ga moTpede 3a €HeprHujoM y CBETY pAalHIHO
pacty. He3zaxBanHo je mporno3upatu kajia he ce cBeTcke pe3epBe HaTe UCIPIETH Al
Cy Heka mpenasubama na he mo Tor nmaHa JohM TeK 3a HEKOJIMKO BEKOBa, a IO
HajomujuM TporHo3ama Beh 3a camo 30-50 roguaa.l'! To cBakako 3aBuen kako og
MPETIOCTAaBFEHUX Pe3epPBH HAPTE TAaKO W O] MPOjeKTOBaHE MOTpOIIke y OymyhHOCTH.
Mamak eHepruje cBakako Moxe Ja OyJe KOMIIEH30BaH pa3BojeM HYyKJIeapHE eHepruje,
coJlapHe eHepruje, eHepruje BeTpa U XUJIpoeHepruje, ajly MOCTaB/ba ce MUTame 1mTa he
3aMEHUTH JI3e]I TOPUBO U OCH3WH y MOTOpUMa Ca YHYTPAIIHIM CaropeBambeM.

Jlpyru acmekT mpobiieMa Be3aHOT 3a Kopuinheme HadTe jecTe 3aBUCHOCT O] 3eMajba
npousBohaua. OOHOBJBMBM M3BOPH €HEpruje, Ipe cBera ajTepHaTHBHA TOpPHUBA,
Mpe/ICTaB/bajy CTpATeIIKN HM3BOpP €HEpruje MOoceOHO 3a 3eMJbe Koje Hemajy HadTHe
OyIOTHHE ¥ HUCY JUPEKTHH pon3Bohaun ¢ocrmiHor ropuBa. Ha Taj HauwWH ce cMamyje
3aBUCHOCT O] MHTEPHAITMOHATHOT Ha()THOT KapTeja KOJu MO/ CBOJOM KOHTPOJIOM JIpKe
ynanune OIIEK-a (OPEC — Organization of the Petroleum Exporting Countries), u
caMMM THM TpaJd C€ HE3aBUCHOCT OJI TPXKHIIHUX M EKOHOMCKHX OCLHUJallHja.
[Ipon3Bo/ma anTepHATUBHUX TOPUBA UMa MMO3UTHBAH YTHIIA] HA MPUBPEIY U HA MAaKpO
W Ha MHUKPO HHUBOY: 3allollJbaBa C€ JIOKAJIHO CTaHOBHHINTBO, JONPHUHOCH Ce
€KOHOMCKOM Ppa3BOjy pPypPaIHHUX CpeIuHa, MOJCTHYE ce JOKajJHa MOJHOIPUBpEa,
Kopucte ce jeprune ormanHe cupoBuHe. Jla Ou OHOropuBO y morjeny lieHe OHIIO
KOHKYPEHTHO JH3ell TOPHBY HEOIXoJe Cy adupMaTUBHE akIdje JpKaBe, IMpe CBera y
TIOTJIeTy TIOJTUTUKE CYOBEHIIM]a U TIOPECKUX OJIAKINHUIIA.

I'moGannu mpobnem xopuihewa (HOCUITHUX FOPUBA j€ KOJIMYNHA M3AyBHHUX racoBa Koja
HacTaje caropeBameM ropuBa y motopuma. Cxopo 98% emucuje yribeHHKa HacTaje
caropeBameM (OCHITHOT ropHBa.m Benuku npoGiem mpencraBiba yribeH (IV)-oxcnn
KOjH ydecTByje ca ckopo 50% y dopmupamy edekra crakieHe Oamte. KoHTHHYyaIHO
3araljiBame JKMBOTHE CPEJMHE HAcTaje OJ BeJIMKe KOJIMYMHE WM3JyBHHX racoBa, Ipe
CBera Hecaropeinx yrjboBoJ0OHHKa, yribeH (II)-okcuaa, okcua a3orta, CyMopa u 0JioBa.

[To nedpwHHMIMjE, OWOrOpWUBO TpeJCTaB/ba TOPHBO 3a caoOpahaj y TeYHOM WU
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racoBUTOM 0OJIHKY Koje je mpomsBeeHo o Guomace.”) Kao 06HOBIBHB H3BOD eHEprHje,
Oouomaca MOTEHIMjaJIHO TpeJICTaB/ba CHUPOBUHY UHJU j€ U3BOP HEHUCIPIAH.
HajarpaktuBHuja OworopmBa cy OmoOeTaHOJ, OWOMETaHOJ, OWomW3eN, Ouorac
OMOBOJOHUK.

buoemanon je antepHaTUBHO TOpuBO Ha 0a3M ajKoxoja, eTaHoja, TOOHjeH MpepazoM
CKpOOHMX U mehepHUX CHUpOBHHA. | J1aBHE CHpOBUHE 3a MPOM3BOJY OHMOETaHOJa Cy
mehepra Tpcka (bpaswmn), kykypy3 (Amepuka) u mehepra perma (EBpoma). [Topen oBux
CHUpOBHHA, OMOETAHOJ MOXE Jia ce J00HWje MpepasoM JUTHOIETYI03HUX MaTepHjaia,
KOju cy jeTUHHjU O] CHPOBHHA Koj€ cajpike Iiehep, aju je caM MOCTyHnaK IPOU3BOIHHE
KOMIUIMKOBaHMjU M CKYIJbU Y OJHOCY Ha cKpoOHy u mehepny 6uomacy u mpejicraBiba
HegocTatak oBux cuposrHa.!! BroeraHon ce MOXKe KOPHCTHTH Kao J0JAaTaK GEH3HHY
WIH Kao YHCTO TOPUBO, KaJa je HEONXOJHO H3BPIIMTH MOAW(UKAIUje HA MOTOPY.
3amMeHa KkiracuyHor ropuBa ca 6uoeranosiom ox 100% moxe ga cmamu emucujy CO; 3a
yak 50 1o 60%. Takohe, nonatak 6Guoeranona ropuBy nosehaBa u OKTaHCKH OpOj TaKBe
cmMmerrie, mTo oMoryhaBa MEpHHjH paji MOTOpa.

buocac nacraje xao mocienuia pasnarama OMOJOIIKOT OTHaja Tj. OTIaaa OUOJIOITKOT
Mopekya, u mnpeacraBiba cmenry Metrana (50-65%) u yriben (IV)-oxcun (30-45%).[5]
buorac Hactaje mporecom aHaepoOHe pasrpajikbe OTIaja aHaepoOHHUM OakTepujama.
[Iponiec kojuM aHaepoOHe OakTepHje paszyiaxy OpraHCKy MaTepujy Ha MeTaH, yribeH
(IV)-okcun m Mysp OoraT XpaHJPMBAM MeTapHjamMa oOyxBaTa HH3 peakidja Koje
3axTeBajy CHHEPTUCTUYKO JIEI0OBaJhe BHUINE MUKpOpraHu3ama. Moxke ce KOPUCTHTH Kao
U3BOP CTPYj€ WIK Kao TOPUBO Y MOTOPUMA Ca YHYTPAIIHHM CarOpEBaHEM.
buomemanon mpunaga Apyroj TeHepaluju OWoropmuBa jep ce Ao0Hja mpepagoM
MOJHOIPUBPETHOT W IMyMCKOT otnaaa. [IpemHoct ropwBa apyre reHeparmje je
MPEBACXOJHO y TOME INTO HE KOPHCTE MOTEHIMjalHe M3BOpE XpaHe Kao IIOJIa3Hy
cupoBuny. 10-20% buomeranona momemnraHor ca OCH3MHOM MOXE C€ KOPUCTHUTH Yy
MoTopuMa 0e3 moTpede 3a ’eroBoM n3MeHoM. Mana GuomeTaHosa Kao 1 OHoeTaHoa je
HU3aK MPHUTHCAK WCIapaBarma, Maja T'YCTHHA W HEKOMITATHOMITHOCT OMOalIkoXolla ca
MaTrepujaauMa y MOTOpy.

Booonuk ce Mmoxe TOOUTH TEPMOXEMHUJCKUM U €JIEKTPOXEMH]CKUM MOCTYIIIUMA alH je
OMoJIOIIKAa TPOU3BOba BOJOHMKA €KOJIOIIKM IPUXBAaT/bUBHja U 3aXxTeBa MarbH

yTpomak eHepruje (6moBomonuk). [locToje Tpm BpcTe MHKpoOpraHm3ama KOJH C€
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KOpHCTe 3a OMOJIOIIKY CHHTE3Y BOJOHHUKA: IMjaHOOaKTepuje, aHaepoOHe OakTepuje U
¢depmentatuBHe Oaktepuje. llujaHoOakTepuje y TMPHUCYCTBY CBETIOCTH, IIyTeM
(doTocHHTE3e, TUPEKTHO PA3JIaXy BOJY HAa BOJIOHHK U KHCEOHUK. AHaecpoOHe OakTepHje
KOpPHCTE OPTaHCKy MaTepHjy Kao jeMHHU U3BOP €JIEKTPOHA U €HEpruje, U MpeTBapajy ux
y BopoHHK. [locToju 3ampaBo TexHOJIOTHja 3a OMOJIOIIKY CHHTE3y OMOBOJIOHHMKA Kao
IITO Cy JUPEKTHA U UHANPEKTHA OnodoTonm3a, poto GpepMeHTaIrja U IpyTe.

On cBux 6moroprBa, HajBehy maxKmy MpUBIIAYN OMOIA3EI IIPe CBEra 300T CIIMYHOCTH ca
KJIACHYHU JTU3E]IOM y TIOTJIey XEMH]CKE CTPYKType M cajipkaja eHepruje. bumommsen
¥Ma BEJIMKY TPETHOCT 3aTO IITO ce MOKe KopucTuTH y Beh mocrojehum Bo3miamma 6e3
WKaKBe IpoMeHe Ha MoropuMa. Jlo caga ce KOpHCTHO Kao JoJaTak au3eny Kao

TPAaHCIIOPTHOM TOPUBY Y HHU3Y 3eMasba Kao mTo ¢y Hemauka, Mtanuja, Masnesuja.

1.1.1. Ynorpeba ysba u AepuBata yjba Kao OMoropvsa

[IpBOOMTHU EKCHEPUMEHT ca KOPHUINNCHEM alTEPHATUBHUX TOPHBA j€ BPIIHO
cam Pymond uzen (Rudolf Diesel) mouetkom 20. Beka rie je kao 3aMeHy 3a (POCHITHO
TOPHBO KOPHCTHO yibe o1 Kukupukuja.'! Vphero je 1a ce yiba MOTy KOPHCTHTH Kao
MOTOHCKO TOpHBO 0e3 MmoTpede 3a HM3MEHOM MOTopa. bHWibHa yiba cy IHUPOKO
pacnpocTpameHa, JOCTylHA W OOHOBJBHBA. 3a Pa3IUKy OJl YIJbOBOJOHHYHUX Tj.
(docuIIHUX TOpUBA, capikaj CyMIopa y OMJbHUM YJbUMa je CKOpO HyJa Ma je Ha Taj
HAa4YMH cMameHo Moryhe 3araljemse XMBOTHE CpeIMHE CYMIIODHOM KHCEIHHOM |
CYMIOPHHM OKCHIMMAa KOjU JHPEKTHO YTUYY Ha CTBapame KHCEIMX KHINa. YJha He
3aral)yjy *HBOTHY CpEAHHY, jep ce MPH caropeBamby OBOT TOPUBA MPOU3BOIU OHOJIUKO
yIJbeH-AUOKCH 1A KOJMKO OMJbKe U3 KOjuX je moOujeH, Be3yjy u3 armochepe. Mehytum,
JTUPEKTHa ymoTpeOa OMJBHHMX yJba C€ TeHEepaTHO TOKa3zajia Kao He3aloBoJbaBajyha u
HENpaKTHYHA 3a YIMoTpedy y Iu3e] MOTOpHMa Cca HWHIUPEKTHUM WU JAPEKTHHUM
yGpusrasamem ropusa. 7! Buckosurer 6ubHEX yiba, KOjU je 3HaTHO Behm ox amsen
TOpHBa, Ca/ipkaj cI000HUX MAaCHHX KUCENIMHA, Kao M MOoJIMMEepU3alija U OKCHaaIja
yJba TOKOM CKJIQJIUINTEHa H CaropeBama Cy caMO HEKH O] HajOUUTJICIHU]UX ITpodiema
KOJ BeoMa JIaKO JIOBOJIE JI0 3adellberhba MoTopa. Jla Om Omiia xommaruOwiaHa ca
noctojehnm MoToprMa yJba U MacTH ce Mopajy MpeBeCTH y CBoje JepuBare. TpeHyTHO

Cy aKTyeJHa 4eThpu Moryha mpaBia: Melame yJba ca JU3e] TOPUBOM (pa30iiaKuBame),
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MAPOJIN3a, CTBApae MEKPOEMYII3Hja U TpaHcecTepudukamja.

1.1.1.1. Memarme yJba ca Iu3e]I TOPUBOM

Teuna mpupona OMJBHMX yJba M JlaKa MPEHOCHBOCT, BHCOK CaAp:Kaj TOIUIOTE
(80% y omHOCcy Ha (DOCHIIHO TOpPUBO), JOCTYIMHOCT W OOHOBJBUBOCT Cy TJIaBHE
MIPETHOCTH yJba Kao ropuBa. Anm, kao mro je Beh HaBeneHo, OWJbHA yiha MMajy MaHE
KOje MX He YhMHEe JIOOPUM CYICTHTYCHTOM 3a ()OCHIIHA ropuBa. BuckosHOCT yiba je u
npeko Tpu myTa Beha o1 BHCKO3HOCTH Ju3eja, TeMIleparypa Majbema yJba je Beoma
Bucoka, u3Haa 200°C (y omgHocy Ha qu3en ropusa oa 52 10 96°C). Benuka BUCKO3HOCT
yJba oMeTa Tponec yOpusraBama, W JIONPHHOCH JIOIIO] AaTOMHU3AIMjU TOpPHBA.
Heeduxacno Memame ysjba ca Ba3AyXoM JOBOJU JI0 HEMOTIYHOT CaropeBama.
KomOuHnanuja Benuke BHUCKO3HOCTH M Maje HCHApJbUBOCTU yJba MPOY3POKYje JIOMI
CTapT MOTOPA IPHU XJIAJHOM BPEMEHY U KalllbEHhe MaJberba.
PazbnaxuBame OMJBHHX yJba C€ MOCTHXKE MEUIameM yJba ca JHU3e]l TOPUBOM HIIU
etaHosioM. Ha Taj HaunH ce mokymaBa ja ce mpeBaszul)y mpoOieMu KOju ce jaBibajy pH
kopuiihewy ,HepazoiaxeHor yiba. [IpBOOMTHH eKCIIepUMEHTH Cy BplieHH ca 95%
KOpHUIITNEHOT jeCTUBOT yiha B 5 % musena.l®! [IpoGnem je Omita KOHTaMHUHAITHjA yJba 3a
Mo/IMa3MBamke Kao TOCJeNuIla TopacTa BHUCKO3UTETa cMelne 300r MoJMMepH3alyje
He3acuheHNX MacHUX KucelnHa. 3ujeBckH (Ziejewski) U capaJHUIM Cy paz0iaxxuBaiu
CYHIIOKPETOBO yJb€ ca IU3elIoM y oJHocy 1:3, cMmamyjyhu Ha Taj HAYMH BUCKO3UTET HA
4,88 ¢St ma 40°C (mpema ASTM makcuMaiHO 103BOJbeHa BpemHocT je 4,0 ¢St Ha
40°C).”" Bakmpyunmn cy na HUje TPErnopywWHHBO KOPHCTUTH CMEIy 3a JYyTOTpajHy
ynoTpeOy y MOTOpHMa ca TUPEKTHUM YOpH3raBameM rOpHBa jep ce CTBapajy Hacjare
yIJb€HUKA Koje OJIOKWpajy W 3auelljby]y WHJEKTOp, W OTEeXaBajy MpPOIeC caropeBama.
[naytman (Schlautman) u capagHuIM Cy TECTOM H3APKIBUBOCTH aHAIU3UPAIU
MeImaBuHy of] 75% HepaduHUCAHOT COjUHOT yJba U 25% Iu3eN ropuBa y MOTOpUMa ca
TUPEKTUHUM yOpu3raBameM ropuna. Tect ce 3aBpiino HakoH 90 yacoBa ycies mopacra

BHCKO3HTETA yJha 3a MOAMAa3UBarhe O] YaK 670%.11%!
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1.1.1.2. Mukpoemym3uje

Muxkpoemyi3uje cy 1o JeGUHHUIHJA CTAOWIIHA KOJOUIHH CHCTEMHU OIITHYKU
M30TponHUX (irymsia, Koju ce cacroje oj BojeHe ¢ase, yibaHe (a3e M MOBPITHHCKA
aKTUBHHX Matepuja (myj. cyp(baKTaHaTa).[”] [Ipeynuk kamu gucreproBane (aze
Mukpoemy3uja uzHocu ox 10 - 100 nm. Mukpoemym3uje Koje ce KOpUcTe Kao TopuBa
MOTy OUTH CHCTEMH yJha, €CTapa U cypdakTaHata Wiv yjba, aJKoxoja u cypdakTaHara,
ca mau 0Oe3 TMpHUCyCTBAa [u3eN TopwBa. MUKpOEeMyi3Hje MOry Ja Io00JbIIajy
pacIpiuBambe ropuBa €KCIJIO3MBHUM HCIapaBambeM KOMIIOHETaTa y MHIlelaMa Koje
“Majy HHCKe TeMIepaType KJbydama. 300T cajapikaja alKkoxoJia, MUKPOEeMIIy3Hje UMajy
Mamy TOIUIOTHY Moh anm mMmajy Behm TOIIOTY McHapaBama W TEHICHIU]Y J1a XJaje
KOMOpY 3a caropeBame IITO cMamyje MoryhHocT 3ademsbmpama nmjextopa.!® % 13
3WjeBCKM W CapaJHUIKA Cy TECTHpaI MHUKPOEMYI3H]y cauumeHy on 53%
CyHIIOKpeToBOr yJba, 13,3% eranona u 33.4% 1-Oyranona. Bucko3uter oBakBe
HejoHCKe eMyisHje je u3nocuo 63,1 ¢St Ha 40°C, nerancku 6poj 25 u caapikaj memnena
Mamu 011 0,01%. Ca nmoBehamem KoHIleHTpaIije 1-OyTaHosia cMamuiIa ceé BUCKO3HOCT U
ocTBapeHo je Oosbe pacmpiiBame ropuBa. OBakaB cucreM je mpomao 200 yacoBa
EMA Ttecra wuznpxkssuBoctd (EMA-Engine Manufacturers Association/3BaHndHa
aHajgM3a pajJa MOTopa) amm je omeT mnpuMmeheHo cTBapame Hacjaara yrJbeHHKA,
HEMOTITYHO caropeBarbe ropuba W moehare BHCKO3UTETa yiba 3a moaMasuBame.”) Ca
uctuM mpobiiemuma cy ce cyounnu u ['epunr u @paj (Goering u Fry) xoju cy kao
ropuBo kopuctuin 50% nuzen ropusa, 25% padunrcaHor yiba of coje, 5% eTaHona u

20% 1-6yTaHona.[l4]

1.1.1.3. Iluponuza

[uponusa wiam KpeKoBame je TepMUUYKa pasrpajma jeInmbeha 0e3 MpUCycTBa
KUCEOHWKA WJIM Y TPUCYCTBY 3HATHO Marme KOJWYMHE KHUCEOHHKA Koja Om omoryhmia
KOMIUTETHO caropeBamse.' > XeMu3aM IMHpOJIH3e je TEUIKO KATEropHcaTH ¥ PElaTHBHO
TEIIKO MCHUTATH 300T OpOJHUX peaklidja Koje ce UCTOBpPEeMEHO oiBHjajy. TormnoTHOM
JerpajaljoM TPUTIHWIEpUIa HacTaje CMella ajkaHa, allkeHa, aJKaHJWeHa,

apOMaTHYHUX JeIUIbeha M KapOOKCHIIHUX KHCEIIMHA, NPH YeMy cacTaB y MHOTOMeE
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3aBucH 0 BpcTe 6ubHOr yiba.ll Teume (paximje mupoTH3e y MHOTOME Cy CIIMUHE
nu3en ropuBy. [luponn3oBano cojuHo yibe caapxu 79% yribennka u 11,88% Bomonuka
U Y OJHOCY Ha yJh€ MMa MamH BUCKO3HWTET M Behu meTancku 6poj.[16] [TuponmzoBana
OWJbHA yJba TEHEPATHO CapiKe M03BOJbEHE KOJIWYMHE CYMIIOpa, BOJE M Tajora aju |
HEJ03BOJCHO BEJIMKE KOJIMYHMHE IIereNa, CTBapajy Haciare KapOOHCKUX ocTaTaka U

uMajy Jomme IyHIHe KapaKTepUCTHKE Ha HICKAM TeMIepaTypama.’ |
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1.2. buonusen

buoamzen je TeyHo OMOrOpWBO, MPOU3BEACHO W3 MOJHOMPHUBPETHUX KYITYpa,
Kao OOHOBJBHMBHX pecypca, Koje y MOTIHYHOCTH MOTY Ja 3aMeHe (POCHIIHO TOpHUBO Y
MOTOpPHMA Ca YHYTpallllbUM caropeBameM. buoauzen ce noduja u3 OMBHUX yiba (coje,
yJbaHe pemulle, CYHIIOKpeTa, MajiMe), Kao W OTMaJHUX Yy/ba U MAacTH, IMPOIECOM
TpaHcecTepuduKalyje, y3 IpuCycTBO Karaiamzatopa. Moxke ce KOPUCTUTH HE3aBUCHO
WM y MEIIaBHHH ca JW3e] TOPHBOM JIOOMjeHHM padHHAMjOM CHpOBe HapTe U TO Y
OMJI0 KOM OJHOCY. Y 3aBHUCHOCTH O] yJeia OWOropuBa y MeEIIaBHHHU, OMOIU3EN MMa
o3nHaky B100 (uuct, 100% Ouonuzen), B20 (20% Ouommzen u 80% docunuu auzen),
B5 (5% Owomuzen u 95% docwnau amsen). buonusen He caipKu CyMIIOp, a MpHU
IETOBOM CaropeBamy CMameHa je emucHja dahu, OeH3oia, Toiyoja, Kao W ITETHUX

A30THUX JeNHEHba, HETOKCHYAH je 1 6Hoz[erpaz[a6nnaH.[l7’ 18]

1.2.1. IIpennoctu Onoausena

1. locTtymmHOCT 1 OOHOBJFMBOCT OHMOTM3EIA

buonuzen je mMpakTUYHO jeMHO ANTEPHATHBHO TOPHUBO KOj€ CE MOXE KOPHUCTHTH,
CaMOCTaJIHO WJIM Kao CMeIlla ca KOHBEHIIMOHAIHUM JIU3eNIoM, 0e3 moTpede 3a MemhambeM
motopa. Hajuemhe xopumhena cmema cagpxu  20% Ouommzena u  80%
KOHBeHIIMOHANHOr jau3ena (o3Haka B20). Ca TtexHMUYKOr acmekTa, TpPaHCIOPT,
CKJIQ/INIITEHEe U PYKOBamke OMOM3EIOM je 3HATHO Mambe PU3UYHO HEro ca KJIACUYHUM
ropuBoM. buoamsen je 6e30eman 3a ynmorpeOy U TpaHCIIOPT Jep UMa 3HATHO Behy Tauky
naJberha Hero JM3eNl TOPUBO: Tauka Majbema onoausena usnocu oko 150°C gok je Tauka
najbema au3en ropusa 52°C. O03upoM na OuoAu3en MO HOPMAIHUM OKOJIHOCTUMA
HHj€ €KCIUIO3UBAH MOKE C€ CKJIQIUINTUTHU TJe U KIACHIHO ropHBo.[19’ 201 VYcBojeHa je
¢dpa3a 1a je ,0M0IM3e] TOKCHYAH KOJIMKO U KyXUIbCKa cO U OmopasrpaauB kao mmehep”.
buoamnzen ce Mmoxe mpousBecTH U3 qoMahux, JOKATHUX, Ybapulla: coje, yYJbaHe perulle,
CYHIIOKpeTa, anmMuHoT yiba u i 22 Takolje, kao cupoBHHA 3a CHHTe3y GHOIM3eNA
MO>K€ c€ KOPUCTUTHU U OTHAJHO yJbe U3 JoMahnHCTaBa WM UHAYCTpHU]a, JaKie, OTIaIHEe

. 23,24,2
CHPOBHHE KOJHX HMa y H306mby. > 2+ 2!
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2. CMameHo 3araljere )KUBOTHE CPeIHe

TpenyTHO, TJaBHM KJIMMAaTCKu MpoOieM Yy CBeTy je TJIo0amHO 3arpeBambe
npoy3pokoBano emucujom CO,. Ca eKOJIOmKOr arncekTa, Onoau3en TOpuBo He 3arahyje
’KHBOTHY CpEIIMHY, jep ce MPH caropeBamby OBOT TOPHUBA MPOU3BOIHM OHOIUKO YIJhCH
(IV)-okcun kommko OuWbKe, W3 KOJjUX je J00WjeH, Be3yjy H3 aTMmocdepe y TOKY
¢doTocunTese. O63upoM Aa ce OMoIM3eN TPOU3BOAY 13 OOHOBJFUBUX CHPOBUHA, HHETOBA
CHHTE3a MPEeJICTaBJba MOKeJhaH HaYHH Jia ce 00e30e/Id TOPHBO, a Jla ce cadyBa )KHUBOTHA
CpelMHa O] E€MHCHje HEXEeJheHHX TracoBa. bHOIW3eN TOpPHBO CaApXH 3HAYajHY
konumunHy kuceonuka (11%), cmameHy konuuumHy yribeHUKa (77%), JOK je caapikaj
BOJIOHHKA MPHOJTHKHO MCTH Kao M KOA am3en ropusa.”®! Bruommsen ropuso yriaBHOM
calp’ku BeoMa Mayie KoimuuHe (ocdopa m cymropa ma cy cTora eMHCHje CyMIOop-
OKCHJIa CKOpO 3aHeMapJbuBe. EMucHja racoBa caropeBambeM OHMOIW3eNa HIKa je U
OJTHOCY Ha EMHCH]y TracoBa caropeBameM ausen ropusa: emucuja CO, u SO, je
cmameHa 3a 100%, gahu 3a 40-60%, CO 3a 10-15%, yriwoBomonuka 3a 10-50% u
TTOJTUITUKIINIYHIX apOMAaTHYHHIX YTJbOBOJOHHUKA OJT 13-90%.27!

3. Eneprercka epukacHoOCT OHOHM3ETA

buoamnzen ropuBo cagpxu oko 12% mame eHepruje Hero au3en ropuBo. ok 6moauzen
caapxu oko 37 MJ/kg ropusa, auzen caapxku oko 42 MJ/kg. Kako je u cnenupuyuna
TeXWHA METHJI ecTapa Beha y oJHOCY Ha JM3esl TOPUBO 3a OKO 6% HEMHUHOBHO je U
noBehame moTpoImke ropuBa. JokazaHo je 1a Cy METHII €CTPH IO XEMH]CKOj CTYPKTYpH
XOMOTEHHja CMeIlla HeTO YTJbOBOJOHHUIM MPHUCYTHU Y IU3e] TopuBy. 1o je W pasior
IIITO METHT €CTPH PETaTHBHO GpiKe caropesajy y 0OHOCY Ha AH3el ropuBo.” | Broguser
canpxxu oko 10% KuceoHHKa 300T yera je HeroBO caropeBambe Yy MOTOpHMa MOTIYHO,
Ia je CTora cMameme eHepruje Onoausena IeITUMUYHO KOMIIEH30BaHO ca MmoBehameM
e(pUKaCHOCTH caropeBama 6uommsena.l’! 36or nerarusHor yTHIlaja U3yBHUX racoBa Ha
KUBOTHY CpPEIHMHY, T€XH C€ CMamemwy cymmnopa y auzen /12 ropuBy. TakBo ropuso
ryOM crmocoOHOCT MoAMa3uBama MOTOpa Koje Mo cBojoj pynkumju Tpeba ma odaBsba
ropuBo. Melhytum, Oroam3en Moxe Jia JONpHUHece MOO0JbIIamky CBOjCTBA ITOAMa3UBaha
MOIITO ¥Ma MHOTO 00Jba TyOpUKaTHBHA CBOJCTAa Y OJTHOCY Ha Ju3el (MMoceOHOo Au3en ca
HUCKUM cajpkajeM cymiiopa). OBo je cBakako BeOMa BaXKHO Ja OM ce cMambIIIo Xabame

y MOTOPY H y CUCTEMY 3a yOpH3raBame.
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4. buopa3srpaguBoct Onoau3ena

Benuka npegHocT 6uoansena, ca eKOJOMIKOT acleKTa, jecTe BheroBa OMopa3rpauBoCT.
Paznmumre cryamje cy mokaszasie na je OMoam3en pa3rpaauB U J0 4 myTa Opke Hero
T3 FOpI/IBO.[ZS’ 29. 30311 Tlackamuno (Pasqualino) u capamgHumm cy aHaau3HpaIA
pasrpaamy au3ell 1 Ouoau3es ropusa: 1ok ouoausen octeapu 77-98% pasrpanme 3a 21
JIaH, y KCTOM MEePUOY JIU3€EJ TOPUBO CE pa3rpaud O]l 11-28%.132] Canpikaj KHCEeOHUKa y
OmoropuBy MoOOJBIIABA TIPOIIEC JeTrpajalyje, 70K Behu y/1eo apoMaTUIHUX jeUHEHha
BEJIMKE MOJIEKYJICKE Mace KOJ JIW3eJI TOpUBa Taj Impoliec ycropanajy. MlHTepecanTHoO je
U Jla Melame Onoau3ena ca Ju3ell TOpUBOM YOp3aBa OHOJIOIIKY pa3Tpaliiby Au3el
ropuBa, OJHOCHO OHOJIONIKY pasrpaiwmy TakBe cmemie. Hawmme, cmema ox 20%
owou3sena u 80% au3en ropusa ce pasrpalyje nBa myra Op>ke Hero caMmo JH3e]I TOPUBO

D2.1*!

1.2.2. Kapakrepuctuke 0M013€]1 ropruBa

YcnemHo yBoheme W KOoMepIWjanm3alnija OWoju3eila y MHOTHM 3eMJbaMa
IMUpPOM cBeTa IpaheHa je pa3BojeM cTaHaapaa Koju 006e30el)yjy BUCOK KBaIMTET ropuBa
U TPYXajy CHUTYPHOCT TOTEHIHMjAITHOM KOpHCHUKY. CBH mapaMeTpu TOpHBa Cy
nepunucann Amepuukum ASTM D 6751 (American Society for Testing and
Materials)**! u Espomckum EN 14214 (European Standard for Biodiesel)?®”!
cTaHJap/IoM, Ipu YeMy je BehrnHa mapamerapa y o0a ctangapaa Beoma ciuuna. Hajeha
pasznuka u3Mmely oBa nBa cTaHmapaa ce oriiefa y MeTojlaMa HCIUTHBaWkba U HAMEHU
ropuBa. Hanme, eBporicku crangapa EN 14214 (Tabena 1.1.) oapehyje cnenuduxaruje
U METOJIe MCIUTUBama 3a OMOAM3eNl KOjU ce KOPHUCTH Kao ayTOMOOMJICKO TOPUBO 3a
TU3e] MoTope, oK aMmepuuku ctanmapa ASTM D 6751 nedunumie mapamerpe 3a
omommzen (100%) xoju ce KOpUCTH Kao MeEIIaBWHA ca Ju3en ropuBoM. Jla Om mao
rapaHIiijy KOpUCHUKY, Tpou3BefieHn Onoausen mopa aa ucyan u ASTM D 6751 u EN
14214 Ttako 5ma ce MOXe TUPETHO KOPHCTUTU y MOcTojehuM MOTOopuMa, WIH Kao
MellaBUHa ca JW3eI0OM Yy IUJby CMamema eMHCHje IITEeTHUX TracoBa. Heku of
HaJBOXHHUJUX TapaMeTapa Cy caapikaj MeTHJI ecTapa, TYCTHHA, KHHEMATCKA BUCKO3HTET,

KHCEJIMHCKU Opoj, IIeTaHCKU Opoj U TauKa MaJberba.
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Tabena 1.1. EBponicku ctannapa kBanurera Ouoauzen ropusa EN 14214

Ho3BosseHn [103BOBEHU

ITapameTpn Metona MVWHUMYM MaKcMMyM  JegmHwMIe
Cazpxaj ecrapa DIN EN 14103 96.5 - % (m/m)
I'ycTuna na 5°C DIN EN ISO 12185 860 900 kg/m?3
Buckosuret (40°C) DIN EN ISO 3104 3,5 5,0 mm?/s
Tauka naspera DIN EN ISO 3679 120 - °C
®wrrpabunaoct (CFPP) DIN EN 116 - - °C
Cagpxkaj cymmopa DIN EN ISO 20884 - 10 mg/kg
Cajpxaj oprancke Matepwje DIN EN ISO 10370 - 03 % (m/m)
Canpxaj merrerma 1SO 3987 0,02 % (m/m)
Canpxaj Bozie DIN EN ISO 12937 500 mg/kg
Kopo3swuja bakapHe Tpake DIN EN ISO 2160 1 1
Oxcuparmsaa crabmisoct (Ha 100°C)  DIN EN 14112 6 - h
KwucermHckm 6poj DIN EN 14104 - 05 mgKOH/g
Jomau 6poj DIN EN 14111 - 120 g1/100g
Cagpikaj MeTaHOITa - 0,2 % (m/m)
Cajpikaj cs1000HOT IInIEepoIIa - 0,02 % (m/m)
Capgpxaj MOHOITIMIIEpHIA - 0,8 % (m/m)
Cagpxaj gurimmnepuaa DIN EN 14105 - 0,2 % (m/m)
Cagpxaj TpummIepuga - 0,2 % (m/m)
Canpxaj pocdopa DIN EN 14107 - 10 -
Cagpikaj yKyIIHOT TIuIleposa - 0,25 % (m/m)
Meram rpymne I (Na + K) - 5 -
Mertamm rpyne II (Ca + Mg) DIN EN 14538 - 5 -

Canpixaj metrn ectapa je onpehen EBporickom aupektuBoM UNE-EN 14103, o k0joj
je HeoIrxoJIlaH MHHHMYM 0]1 96,5% MeTwn1 ectapa y OHOH3eI TOPHUBY.

Bucko3uter je BaxkHa KapaKTepUCTHKAa TOpHUBa KOja TUPEKTHO yTHYE HA CHUCTEM 3a
yOpu3sraBame y MoTopy. Behn Buckosurter Omonusena y ofHOCy Ha ()OCHIIHA TOpUBA je
MocJIieTuIa BEJIMKE MOJIApHE Mace M XeMHUjCKe CTPYKType (yJba UMajy MoJapHe Mace y
orcery o1 600 1o 900, mITO je TpH W BHIIE ITyTa Beha BPETHOCT y OJTHOCY HA (POCHITHO

ropuBo). Beha BpeaHocT BUCKo3HUTETa ropuBa Mpoy3poKyje Behu oTmop y paay mymie,
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LITO MMa 3a MOCJeANIly U Behe NIPUTHCKE U CMamerha 3alpeMUHe WHjeKTopa, OCceOHO
Ha HHUCKHM TeMIleparypama. BUCOK BHCKO3UTET 3ajeJHO ca BUCOKHM KHCEJIUHCKUM
OpojeM yKasyje Ha [ojaBy IpoIrieca JIerpaiainje ropuBa.

I'yctuna, Tj. crenupuyHa Maca je joIl jelaH Ba)kaH IapamMeTap KBaJldTeTa OWOIU3el
ropuBa. YOpusraBame ropuBa y MOTOpPY pajJy Ha IPUHIUIY Mepema 3allpeMuHe, na
Behia ryctmHa GHoxmsena pesynTHpa y mcrmopyrn Behe mace ropusa.”® Crenmduuma
Maca Groamsena ce kpehe y oncery 860-900 kg/m? nHa 15°C.

Canpxxaj MetaHona y ropuBy He cMme jga mpehe 0,2% (EN 14214). OBo je BaxaH
napameTap 3a KBaJIMTET FOpUBa jep BHUCOK CaJp)kKaj METaHOJIa MpPEeJCTaB/ba PU3MK 3a
CKJIQUINTEH¢ U TPAHCIOPT ropuBa 300r HUCKE Tauke Majbera MeTaHona. [Ipucyran
METAHOJI Y CMEIN 3Ha4YajHO CMamyje TauyKy Iajbera IITO JOMPUHOCH JIOMIEM paxy
Motopa. Takohe meraHonm wWma HeraTMBaH YTHIIQ] HA TyMIe, BEHTWIEC W IIpeaMeTe
HalpaBJbeHE 0J1 TyMe.

Kucenuncku 6poj ykasyje Ha KOJHMUMHY KHCEIMHA U CIOOOJHUX MAaCHUX KHCEIHHA Y
ropuBy. OH ce m3paxkaBa kao konuumHa KOH (u3pakeHa y mg) HeomxomHa Ja ce
HeyTpanume 1g cioO0MHUX MAacHUX KHCEIMHA W IO €BPOIICKOj HOPMH MaKCHMaHa
N03BoJbeHa BpenHocT My je 0,5 mg/g. Kucenuncku 6poj pacte ca crapoihy ropusa u
yKoJHuKo je Behu o/ /103BOJbEHE BPEJHOCTH, TaKBO TOpuBO he y MOTOpy cCTBapaTH
HacJiare mTo he yTHIIaTH Ha CMambemke BeKa Tpajamba MOTopa.

Temmeparypa masbema je Mepa 3arnabuBOCTH TOPUBA, U HA Taj HAYMH, Ba)KaH ITapaMeTap
3a TPOIEHY OIAaCHOCTH TOKOM TpPaHCIIOpPTa W CKJIaIUINTerha TopuBa. Temmeparypa
nasbema ouoamnsena je seha ox 150 °C.

[etancku 6poj je jenuHuIa Mepe 3a oapehuBame CTeleHa 3amajbUBOCTH Tj. TOIJIOTHE
Mohwm mpomsBeneHor ononmsena. Oapehyje ce eKCepUMEHTATHO y aJIeKBaTHAM JTA3ETT
MOTOpUMa TaKO ITO ce ymopelyje 3ana/bHBOCT aHAIM3UPAHOT JW3E] TOpUBa ca
3amajpuBolINy  cMmeme 3acuheHOr  yrjbOBOJOHHKA IeTaHa (n-XekcajekaH) W
apOMaTUYHOT jelumbera o-MeTHs HadrajeHa. ['opuBo Koje je 3ama/bHBO Kao YHUCT
IeTaH oO3HayaBa ce metanckuM OpojeM 100, a TOpuBO 3ama/bUBO KAa0 YHCT O-METHUI
HadTaMH o3Ha4yaBa ce meranckuM OpojeM 0. Illto je Behm merancku 6poj To je OGosba
CIOCOOHOCT NaJbeha ropuBa. YKOJIHMKO je IMaK MPEBUCOK, JI0 caropeBama Moxe Johu
IIpe Hero IITO Ce TOPUBO M Ba3JlyX MPAaBUIIHO M3MEIIA)y, JaKjie J0JIa3d 10 HeMOTIYHOTr

caropeBarma W T0jaBe JWMa y racoBHMa caropeBama. EBporicku cranmapn mnpeasubha
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MUHUMAJTHH [IeTaHCKU Opoj S1.

CBu rope HaBeJeHH NapaMeTpH YKa3yjy Ha KBaIUTeT Owoausena aoOujeH OuIo
XOMOTEHOM WM XETEPOTEHOM KaTaJlM30M, XEMHjCKH W €H3UMCKHA. MOXKe ce cMaTpaTH
Ja je caap)kaj METHJI ecTapa HajBaKHH]a KapaKTEPHCTHKA jep IeroBa BPEIHOCT
JUKTHPa U BPEIHOCTHU JAPYTUX Mapamerapa. 1o 3Haun Ja yKOJIMKO je UCIYHEeH CTaHIap/]
3a METHWJI ecTpe, HajBepoBaTHUje he U ocTanu mapameTpu OUTH 3a0BOJbeHU. 10O MOXKe
OWNTH W pa3yor 3amTo ce y JHUTepaTyph TeXe Haja3e TOoJald O MOTIYHO]
KapakTepu3alliju TOopuBa, Beh ce Kao yoOWdYajeHW IIOKa3aTesb KBAJMTETa TOpHBA

KOPHCTH Cap)kaj METUII ecTapa.
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1.3. XeMujcka cuHTe3a buoaunsena

Hajuerthe nmprMemHBaH MOCTYIAaK CHHTE3€ METHIJI ecTapa MacHHX KHCEITMHA
(MEMK), OJTHOCHO Oouonu3ena, je mporiec TpaHcecTepu(pHuKaIyje.
Tpancectepudukanmja je KaTaam3oBaH IMPOIEC, a IOJa3HEe CHUPOBHHE Cy Hajuenthe
OWJBHO yJb€ M METAHOJI (WJIM HEKH JPYTH aJIKOXOJ) KOJH Y MPUCYCTBY Oa3HOT, KHCEIOoT
unn Omokaranmu3atopa najy Ouwommsen. Ilo crexmomeTpujcko] jeAHAYUHH, jedaH MOJ
TPUTJIMIIEpUA pearyje ca TpU MOJIa allkoxXoJia TpU YeMy HacTajy TpH Moja ecTpa
MacHUX KHCJIMHA W jeJaH MOJ Tiiepona. TpaHcectepudukanyja je TpocTeneHa
peakija y Kojoj ce kao mHTepMeaujepu popmupajy moHo- u muriunepunu (Crmka

1.1.).

CH,00CR; R;COOCH; CH,OH
KATALIZATOR

CHOOCR, + 3CH;0H ——== R,COOCH; .  cyop

CH,OOCR; R;COOCH; CH,0H
a)

KATALIZATOR

Triglicerid (TG) + CH;0H ‘—_‘ Diglicerid (DG) + CH;COOR;
KATALIZATOR . .
Diglicerid (DG) + CH;0H ‘—A_‘ Monoglicerid (MG) + CH;COOR,
KATALIZAiOR .
Monoglicerid (MG) + CH;0H === Glicerol(GL) + CH;COOR;
b)

Cnuka 1.1. MetaHonu3a Tpurivuepuaa: a) yKynHa peakudja u 6) Tpu y3acTomnHe U

pesepaubmine peakimje (Ry, Ry, Rz-ankun rpyne macHux kucennna)

VY cBakoM cTerneHy pearyje 1o jeJlaH MOJl MeTaHoJja, a HacTaje jeaad Mo ectpa. OBo je
MOBpaTHA peakinja Koja ce OOMYHO 0/IBHja y MPHUCYCTBY BHINKA AJKOXOJa Kako Ou ce
paBHOTEXA peaKiije IOMepHIa y INpaBiy cTBapama ectapa.”” ™! YV peaxumju
TpaHcecTepu(UKaIje KOpHCTe Ce TNPUMapHU W CEKyHJIapHH MOHOXHPOKCHIHU

anmn(paTHIHA  aJTKOXONMM JyXWHE O] 1-8 YIJbeHWKOBHX aroma: METaHOJ, €TaHOI,
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nponaHoi, OyTaHod W meHTaHol. Hajuemrhe ce kopucTe MeTaHON W €TaHOJ, HOCEOHO
MEeTaHOJ, 300T HUCKE IIeHe U MOTOJHMX (PU3NYKUX U XEMHUJCKHX KapaKTepUCTHKa
(momapaH MOJIEKYJI ca KpaTKuM naHueM).[6] Mexanu3zam u Op3WHa peaknuje, Kao u
MIPHHOC METHJI ecTapa 3aBUce O]l KBAIMTETa H3BOpA TPUTIHUIICPH/IA, IPUCYCTBA U BPCTE
KaTaju3aropa U NPUMEHEHUX PEAaKIMOHUX YCJIOBa. Y 3aBHCHOCTH Jia JIM Ce peakiifja
oqurpaBa ca WM 0e3 NMPUCYCTBa KaTajau3aTopa, TpaHcecTepuuKaluja Moxe OUTH

HCKaTaJIM30BaHa UJIN KaTaJ'II/I3OBaHa.[38’ 391

1.3.1. ba3zHo kaTajau3oBaHa TpaHcecTepupuKalyja

Kao Oa3nm kartanmuzatopu Hajuemhe ce KOpHCTE XUIPOKCHAU (HATPHU]yM-

[40, 41, 42] [43]

XUJPOKCUA U KaJHjyM-XHUJIPOKCHU]), KapOoHaTH, Kao W ojrosapajyhm

HaTPUJYM U KaJUjyM TKOKCHAH (HIpP. HATPHU]YM-METOKCH]I, HanijM-eTOKcnz[).[“’ 4
Mexanuzam 0a3HO KaTalu30BaHE TpaHCecTepH]UKaIMje je 03HAuUeH Kao TPOCTENEeHH
IJie ce Kao WHTepMmenujapu GopMUpajy MOHO- U JUTTHUIEpUIU. Y TPBOM KOpPaKy, y
peakmuju 6ase ca aIkOX0JIOM HacTaje aIKOKCUIHHU aHjOH KOJHU ca KapOOHUITHOM TPYTIOM
Tpurimiepuaa QGopMupa TeTpaemapckum HWHTEpMEAHjep W3 KOT, Y JPYroM KOpaky,
HacTaje alKWJ ecrtap HW ojaroBapajyhm aHjon murmunepuma. Monekyn 0Oasze ce
pereHepuine JeIpOTOHOBAKEM Y PEaKIUjd ca aHjOHOM JTUTIUIEpUIa U 3aTOUYUIHE
JIPYTH KaTaTUTHYKH NHUKIyC. JIu- 1 MOHOTJIMIIEPHIN pearyjy Ha MCTH Ha4yuH 1ajyhu
AJKUJI €CTPE U TIIMIEPOIT Kao (PMHATHH U CIIOPEHM MPOU3BOJT TpaHCcecTepruuKanmje.
())ROH+B ===R-O'+BH

2 ) OR OH
@ o \ g, o

(o] o
R3 R3
3) OR OH
(o] o
5 %4 o o
~( st ~( !
o < e
o]
(0] o]
R3 R3
) o o

R3 R3

Cnuka 1.2. MexaHu3aM 0a3HO KaTalu3oBaHe peakiifje TpaHcecTepudHrKaiyje
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ATKOKCHM alIKaJTHUX MeTala ¢y HajeuKacHUju Oa3HU KaTaau3aTopH jep Aajy
BHCOKe npuHoce ecrapa (98%) y kparkom BpemeHckoM mnepuoay (30 mMuHyTa), 4ak U
Kajza ce Kopucre y ManuM Konuertpanmjama.l* Xumpokcmmm ankamsux Merama cy
jepTHHUjU W TIPUCTYNAYHU]H, aJld Mamke aKTWBHH. Mmak, oHM cy moOpa ajarepHaTHBa
MOIITO ce caMUM MoBehameM KOHIIEHTpalHje Karaauzaropa 3a camo 1 mo 2% mory
OCTBAapUTH BHCOKE KOHBEp3HWje TpUriuiepuaa. [eHepanHo, y peakuuju Oa3zHO
Karanu3oBaHe TpaHcecTepudukaryje ca 0,5-1% karanmsaTopa, Ha TeMeparypu oj 60-
70°C, ocraBapyje ce TPHHOC ecTapa O] 94-99% 41 Basno xaranmmsosana
TpaHcecTepuduKalja ce oaurpaBa Opxke HeKo kKuceso karaiam3onaHa (oxo 4000 myTa)
1 Takohe je Mame KOpO3WBHA HAa HMHIYCTPH]CKY OMpeMy Te jeé CTOra KOMEPIHjaTHO
Hajuemnhe kopurheHa MeToIa.

Hako ce ocTBapyjy BHCOKHM TPHHOCH 3a KpaTKO BpEME jaBJhba C€ HEKOJIHMKO
HejocTataka y Kopuinhewmy Oa3HMX Karainmzaropa. Cam mpolec 3axTeBa BEJIHKH
YTpOLIaK €Hepruje, JOK je YyKIamame [JIMIEeposia M aJKaJHOI Karaiu3aropa Wu3
peakIroHe cMmerne KoMITuKoBaHo. CTBapajy ce BeTuKe KOJIMYHHE OTIIQJIHE BOJIE Koja
MoOpa OUTH JOJaTHO TpeTHpaHa. ba3Ho karanm3oBaHa TpaHcecTepuUHUKanHja ce ciado
0JIBHja y IPUCYCTBY BOJIE U CIOOOTHUX MAaCHUX KHCEJIMHA Y PEaKkI[MOHO] CMEIIH, Te ce
Haj0OJpM TIPHHOCH OCTBApYjy Kajla ce KopucTe OmJbHA yJha Benmke uuctohe. Hamwme,
MPUCYCTBO BOJIE YTHYE U Ha peakuujy canoHu¢pukanyje. Mcro tako, cioboHe MacHe
KHCEMHE, TMPUCYTHE y OWJHHOM YJbYy, JIAKO pearyjy ca XHWJIPOKCHIUMA IIPH YeMy
HACTajy CalmyHW W JOJAaTHE KOJMYMHE OTIMAaIHE BoJe. Tako ce cMamyje aKTHBHOCT
Karanuszaropa, moBehaBa BHCKO3HOCT peakiMoHe cMele, (opMupajy crabuiHe
eMyiI3Hje, B CBe TO JONPHHOCH OTEXAHO] Cermapaiijid HacTazor mpomssozma.”’ *7)
Haj0ospu pesynratu ce ocTBapyjy Kaja ce KOpUCTH yibe ca Mame o 0,5% crmobogHux

6] g kama j€ KOHIIEHTpaIlfja BOJe Mama O] 0,1%.1*% Vxomko ce

MacHUX KHCEIMHA
pelrMO KOpHCTe OTHaJHA yJba TJe je KOHIeHTpanuja cI000JHUX MacHHX KHCEJIWHA
Beha ox 2% mpenopy4bHBO je M3BPIIUTH MpETpEeTMaH ecTepuHKaIimje aaKoXoJIoM
moMohy CcyMmMmopHe KHCEeNTWHe, a 3aTHM TaKaB CyICTpaT IOABPTHYTH Oa3HOj

tpancectepuduramnmju. !
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1.3.2. Kuceso karaiu3oBaHa TpaHcecTepupuKaliuja

JenHa o mpenHOCTH KUCENUX KaTajau3aTopa y OJHOCY Ha Oa3He jecTe HHXOBa
Majia OCETJLUBOCT Ha MPUCYCTBO CII0OOO0THUX MacHUX KucennHa. Kao mro je Beh pedeno,
MpUMeHa KHCEITMHA Kao KaTaln3aTopa je HeOIXo/JHa Kajla ce Kao CHPOBHHE KOPHCTE yiba
Koja nMajy noehaH cajap:kaj MaCHUX KHCEIHMHA, OJHOCHO KaJia ce KOpHCTEe OTHaHa W
HepaduHucaHa yiba. Hajuemrhe ce xopucte paznuuute MuHepaine kucenuHe (HSOs,
H;PO4, HCI), xao u Heke oprancke kucenuHe (cyndoHcka kucenuHa). Peakmmja je, y
nopehemy ca 0a3HO KaTaaTu30BaHOM PEaKkIlijoM, criopa U moTpedHo je oko 50-70 cartu na
Ou ce ocTBapuIa JkKeJbeHa KOHBep3uja Tpuriuuepuaa. ['enepantno, Kuceno Karaan3oBaHe
peKaije ce OfBHjajy NMPH BUCOKAM MOJAPHMM OJHOCHMA AJIKOXOJ-YJbe, HHUCKHM JI0
YMEpEeHHM TeMIlepaTypaMa W TPUTHCKY. 3a edukacaH MpoIec TpaHCeCTepH(HKAIIH]je
noBoJbaH je 1 mac % karanmmzaropa ma 6m ce 3a 50 yacoBa ocTBapuiia KOHBEpP3Hja O]
ckopo 99%.1°" dpuaman (Freedman) ¥ capafHHIH Cy TOCTHIIN TOTIYHY KOHBEP3H]y
3a 20 gacoBa Ha 65°C kama cy kopuctuin 1 Mac % karanmsaTopa ¥ MOJApHH OJHOC

1 1441 JIlpyra rpyma ayropa je mnocturia 100% KoHBep3ujy

ankoxon/yme 30:
KYKYpY3HOT yJba MPH MOJApPHOM OJHOCY MeTaHoy/ybe 6:1, Ha 80 °C 3a 2 cara y
npucycrBy aumetin erpa.l’'! Maa ce mocTHKy BHCOKH IPHHOCH, 300T CBOje BEIHKE
KOPO3MBHOCTH, KHCEJIMHE C€ Kao KaTallu3aTOpH PETKO KOPHUCTE Yy WHIYCTPH)CKUM
pasMepama. Mnak, kucena Karajan3a je MpenopyydeH Mpolec Kaja MOYeTHe CHPOBHHE
UMajy BHCOK cajipkaj cloOO0JAHMX MacHUX KuceilunHa. ONTHMAaJIHO je Jla ce KUCENH
KaTaqu3aTopu Kopucrte y KoMmOuHanuju ca 0a3HUM KaTanuzaTopuMma (1Be (asze).
OBakaB moctynak Oum omoryhmo kopumheme jedTHHUX CHPOBHHA Kao INTO je
OTIIaTHO yJbe. Y TPBOM CTAAMjyMy C€ KOPHCTE KHCEIH KaTaau3aToph Kako Ou
cJ1000THE MacHe KHCeIMHE MPEBEIN Y METHII ecTpe, a y APYTroM cTajujymy Ou 6a3zHu
KaTaau3aTopyd W3BPIIMIM KOHBEp3Wjy mpeocTtanux Tpuriaunepuna. Cam mpoiec
npeuninhaBara (QUHATHOT MPOW3BOJA je CAWYaH Kao y ciydajy OasHe
TpaHcecTepudHKaIje: HajIpe ce yKJIama BUIIAK METaHoJa (JIeCTUIAIMOHE KOJIOHE),
3aTUM ce HeyTpajHIle KaTajau3aTrop y3 UcIupame oprancke ¢ase 1a Ou ce Ha Kpajy

nOpeUrucTHO I[O6I/Ij €HHU Omoau3el u TJIMOCPOJ Y HCKOJIMKO JCCTUIIAIIMOHUX KOHOHa.[SO]
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1.3.3. Xemujcka xereporesa karaimsa

TpeHyTHO, CKOPO CBM KOMEPIIUjaTHU MOTOHU 3a CHHTE3y OMOJu3ena KOpPHUCTe
XOMOTEHE aJKaJdHe Karamu3artope. | JTaBHH HeJocTaTak ajKadHUX, Kao W KHCEIUX
XOMOTEHHX KaTaJli3aTopa jecTe YHIbEHHUIA J1a Ce€ OHM HE MOTY NMOHOBO KOPHUCTHTH.
[Topen Tora, y oBakBHM peaknjamMa HEM30€KHO je CcTBapame HyC HOpU3BOJA
(camyHna), JOK caM KaTaJu3aTop ocraje y ectapcko] ¢paxmuju. To moapazymena
nonmatHe (aze mpama MpU YeMy ce TeHepullle BelMKa KOJMYWHA OTHAJHE BOJE
MmoTpedHe /a ce OJIBOJH W MPEYHCTH Mpou3BoJ. CaMUM THM TMOCKYTJbY]Y TPOIITKOBH
NPOU3BOJIIbE a OTNagHa BOJAa IMpeAcTaB/ba EKOJOMIKU MpobieM. YmoTpebom
KaTaJn3aTopa HEPACTBOPHUX y PEAKIIMOHO] CMEIIN MOTY C€ eIMMHHHCATH JOJAaTHU
OTIEpaTUBHU TPOIIKOBU BE3aHW 3a CIIOMEHYTe (aze ojBajama W NpeuyninhaBama u
caMHUM THM C€ TO0jeJIHOCTaBJbyje MpoIec. XEeTEepPOreHW KaTaan3aTop MOXKe Ja ce
KOPUCTH y peakTopy ca NaKOBaHWM CJIOJeM IITO JONPUHOCH jeTHOCTaBHH]jEM,
CUTYpHUJEeM M eKOJIOIIKA MpPHUXBAT/FUBHjEM TIpollecy Npou3BOImke. Takas
KaTaau3aTtop ce MOXK€ BHUIIECTPYKO YHMOTPEOUTH, W CaMHUM THM CMAambHTH IEHY
omonmsen ropuBa. Takohe, Tpeba MaTH BHIY Ja j€ Mama MOTPOINHA XETEPOTCHUX
KaTajgu3aTopa y peakIuju y OJHOCY Ha XoMoreHe: 3a mpou3Boamy 8000 ToHa
Omonu3ena HEONMXOJHO je yTopiuTd 88 ToHA HATPUjYM-XUJIPOKCUIA, JOK je
noTpeObHO caMo 5,6 TOHAa MarHe3WjyMmM-okcuja 3a mpousBoAmy udak 100.000 Tona
6uonmsena.l’?! Hajuenrhe ce xao xereporenu xaraim3aropu kopucte: okcuan (CaO,
MgO), xumapokcumm ankanHux wmetana (Ba(OH);), kapObonaTu ankaJiHuX U
3eMHoanakagHux  Metaiga  (Na,CO;, Ky,COs;, CaCO;, 7ZnCOs), 3eouTH,
joHOM3MeWmHBaUke cMoie, Mg-Al XUIpOTANIUTH, WMIpPErHUpPAHE COJMU AIKATHUX
merana.[* > 33 381 Xereporenn karammsaropu ce kao M XoMOreHH jele Ha GasHe
kucene. JlokazaHo je 1a jaya 6a3HOCT KaTalM3aTopa U MOCTOjarke BUITIE aKTUBHUX MECTa
mo0oJplllaBa)y  HErOoBe KapaKTepUCTHKE Yy peaknuju TpaHcectepudukanuje. Cam
MexaHm3aM Oa3He XeTeporeHe KaTalli3e je CIIMYaH XOMOTeHO] 0a3HO] KaTaau3u.
[IpuHOCH Y MHOTOME 3aBHCE O/ PEaKI[MOHUX yCIIOBa: TeMIepaType, Mojla3He CHPOBHHE,
MOJIAQPHOT OJ[HOCA AJKOXOJ: YJhe Kao M OJl KapaKTepHCTHKa CaMOor KaTaju3aropa
OJIHOCHO, aKTHUBHOT IIEHTpa, TeMIlepaType KalllMHaIFMje, HOocada Karajau3aropa u

bEroBe KOHIIEHTpAIIH]e.
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1.3.4. HekartanuzoBaHa TpaHcecTepudkaimja

Peakuuje ecrepudukaiuje u TpancectepuuKainmje Takohe MOTy Ja ce OJAUrpajy
u Oe3 mpucycTBa Kataim3aropa. HekaTtanm3oBaHa TpaHcecTepupHUKaIja ce oIurpaBa
MIPH BUCOKUM BPETHOCTHUMA TEMIIepaType W MPUTHCKA, U3HAJ KPUTUIHUX BPEIHOCTH 3a
anmkoxose (METAHON), Ma ce Ha3MBa M HATKPUTHYHA KaTammsa.  °°) 3Ha ce na
HEpacTBOPJPMBOCT TPHUINIMIEPHIA y AaIKOXOJIYy KpaTrKor JlaHIa CcMambyje CTOILy
TpaHcecTtepudukanuje. To HanMe 3Ha4YW, Ja ce TpaHcecTepuduKalyja HE OJBHja Y
JIOBOJPHOM ~CTETIEHY, YKOJIMKO ce, Makap y TOYETHOM CTaJHjyMy, CMema He

. 59
XOMOFGHI/I3Y]€.[5 1

OcobuHe  ajkoxoja, KOJU Cce KOpPHUCTH Yy  MpoIecy
TpaHcecTepuduKalyje, moj HATKPUTHYHUM yclaoBuMa, cy Beha mudysuBHOCT, Mana
BHCKO3HOCT M Beha ryctuHa mto omoryhaBa 060Jby pacTBOPJEUBOCT aJKOXOJa Y yJbY U
Op30 oJurpaBame peakmnuje TpaHcecTepudukandje. [Ipu TakBUM HATKPHUTHYHUM
yCJIOBHMA aJKOXOJ (METaHOJ) ce MOHAIlla He caMO Kao peakTaHT HEero M Kao KUCeITH
karammsarop.”")  OnTHMatHE IpUTHCAK U TeMIepaTypa 3a TpaHcecTepu(HKaImy yiba
yipane penuiie u3Hoce 350 °C u 43 MPa, u cama peaknmja ce 3aBpmm 3a Mame o1 10
MI/IHYTa.[60] Ha tuM yciioBuMa ce yjelHO OJWTpaBa M peaknuja ecTepuuKaimje
CI000/THMX MacHUX KHCEJMHA, a Ha caMy Op3WHYy peakiije He YTUUe BOJa, IITO 3HAYH

Jla ce 3a OBAKO KaTaJn30BaH MPOIleC MOTY KOPUCTUTH U HeTlpeurInheHa u OTHaaHa yiba

ca BUCOKHUM caﬂpmaj eM CI000JHUX MAaCHHUX KHCEINHA U BUCOKHM ca,upmajeM BOJAC.

1.4. EasuMcka cuaTEe3a OMoausela

1.4.1. I[Ipe1HOCTH €H3UMCKH KaTaIu30BaHE CUHTE3E OMOn3€ENa

Haj3actynspenuju MeTon 3a cHHTE3y OHOJu3ena TPEHYTHO je€ alKalHO
KaTaJln30BaHa peakKlHja TpaHCecTepupUKaIyje, MPeBacCXOJHO 300T HHUCKE IEHE
KaTanan3aTropa M BUCOKEe KOHBEp3Hje MOCTUTHYTE 3a KpaTKo Bpeme. Mel)yTum, oBakas
HA4YWH TIPOM3BOJE MMa HEKOJIMKO HEJOCTaTaka Kao INTO Cy BEJIMKH YTPOIIIH
eHepruje (MOITO ce peaknuja Hajuemhe oOJBUja Ha IOBHUINEHOM MPUTUCKY H
TEeMIIepaTypH), CTBapame HYCIIOpOAyKaTa y CIIOPeIHUM peakinujama, morpebda 3a

HEYTpali3allijoM KaTaau3aTopa W W3JBajambe TIUIeposia U3 peakiuone cMmernre. Kao
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mTo je Beh pedeHo, TOKOM peakilije MEeTaHOIN3e CTBApajy ce CalyHH KOJH c€ MOpajy
WCIUpATH BOJOM W 4YHje MPUCYCTBO OTeXaBa cemapainujy. EH3uUMCKH mocTymak
nobujama OWonu3ena je JeIHOCTaBHHJU W CEKOHOMHYHHJA OJf XOMOTEHO-
katanu3oBaHor mporeca (Ciauka 1.3. u Ciuka 1.4.). OcHOBHE IPETHOCTH €H3UMCKHX
y OJIHOCY Ha XeMHjCKe TIOCTYIIKe Cy OJIaru peakinonu ycioBu (Temmeparype ox 30°C
mo 60°C) wmsaBajame rimiepona Oe3 momaTHOT mpeuninhaBama W 0e3 cTBapamba
xemujckor otnaga (TabGema 1.2.). Jlumasze wumajy Ty MNOpeaHOCT jep MOTYy Ja
ecTepuuKyjy croboHe MacHe KUCEWHE MPUCYTHE y yJhbMMa TaKo Jla Cy 3aXTEeBH 3a
yucTohoM MOJNIA3HUX CUPOBMHA 3HATHO Mamu. [[puMeHOM eH3uMa Kao KaTajau3aropa
y peaknuju TpaHcecTepudUKalfje He HACTa)y CalyHH Kao CIOPEJIHH MPOU3BOIM
YUM€ C€ 3HA4ajHO OJIaKIaBajy MOCTYIIM MpedninthaBama U TUME J00uja Omoau3en
Oosper kBaymTeTa. Tako, KopummhemeMm OWokaTaau3aTopa Hema moTpede 3a
UCIIUpambeM IPOM3BOJAa y 3aBpIIHO] (a3u CcuHTe3e Ouoam3ena U HEroBor
npeunnthaBama, a ce cMamyje KOJIMYMHA OTHAaHe BOJE Koja MpeJcTaB/ba 030UIbaH

€KOJIOIITKH TTPOOJIEM.

Karanuzatop
= e (e Do
MeTaHan |
l Toptsa haza l—)( | Mparse | )—)| Euoanzen

| Vibe l—’( | TpaxcecTepudukalmja

Npewwhaeate I_)—)I Cnuuepon
> Mpouzeoaun

canoHuduKaLuje

. Cenapaumja .

JNowa dwa

Crnuka 1.3. AnkanHu noctynak cuHTe3e Onoausena

MeTaHon
EH3MM

Cnuka 1.4. EH3uMcKkH NOCTynak cuHTe3e Ouoan3ena

{ TpaH cecTepuduKkaLnja D—)(_I Cenapaumja | )

[Topen ouwriaeaHUX MPETHOCTH, CH3UMCKH TOCTYMIM JOIT YBEK HUCY KOHKYPEHTHH
xeMHujckuM moctyniuma. OCHOBHa TpempeKka 3a yBoheme eH3MMCKHUX TMOoCTyIaka
MPOM3BOJI-E j€ BUCOKA I[eHA €H3UMa, Majla aKTUBHOCTU U CTAaOWIIHOCT y MPHUCYCTBY
MOJIAPHUX AJTKOX0JIa Kao IITO Cy METAHOJ M eTaHo1. Mana je TUCKyTaOMIHO KOju Cy

MpollecH €KOHOMHUYHHjU, HalpeJ HaBeJeHE MPEJHOCTH MYy Yy HPHIOr €H3UMCKOM
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IIOCTYNKY IIPOU3BO/IIHE.

Tabema 1.2. Ilopeheme pazauIuTHX METOJIa TpaHCECTEpUPHUKAIIH]e

En3umcka
[apameTrpn Ba3na kataau3a Kucena karanausa KaTaansa
Temnepatypa, °C 60-70 55-80 30-40

Caapxaj c;1000JHHX MaCHUX
KHCeJINHA Y Y/bY

Caap:xaj Boae y yjby

[IpousBonu
canoHuQuKaluje

OmeTa peakuujy

Ectpu

OmeTa peakuujy

Metun ectpu

be3 yruuaja

Ipunoc Bucox Bucox Bucok

Ykinamwame rimuepoJsia OtexaHo OtexaHo JenHocTaBHO

Mpeunmhapame MeTus1 Buectpyko Buiectpyko

ecTapa HCTIMpame HCIIUpame JenHocTaBHO
PenatuBHO

Lena kaTaau3aTopa Hucka Hucka BHCOKa

Bpeme peakumuje Kparko Kpatko (9h) Jyro (36h)

1.4.2. OcHOBHa CBOjCTBa JUIa3a

Jlunaze (TpHAIMITIUIEPOS XHJpoOJIase,

EC 3.1.1.3.) cy eH3uMHm KOjH

KaTamu3yjy XUApOJIH3y eCTapCcKe Be3e y MOJICKYIy TPHUTIHUIEPHIa IPH 4eMy HacTajy
06O/ IHE MacHe KHCeTHHe, - ¥ MOHOrTHuepram u rmanepor.® Maxo je muxosa
npupogHa (yHKIMja KaTalu30Bamke XUAPOJU3E ecTapcke Be3e, OHE MOry U Ja
KaTaJM3yjy peaknujy u3Mely XUApOKCHIIHE TpyIe aaKkoXoja M KapOOKCHIIHE TpyIie
KapOOKCHITHUX KHCEJIMHA, OJTHOCHO ecTepruduKoBame. bain 3axBabyjyhu unmeHuIn 1a
MOTY KaTaJM30BaTh W XHJPOIU3Yy U ecTepudukaiujy, BpJIIO HYeCTO ce€ KOPHUCTE ¥y

peakijama Tpancectepudukamnuje (Crmka 1.5').[62, 63]

1. Xwunponuza
o o)
| + HO

R1/\OR2 RN

1 OH

|

+ R,OH
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2. Ecrepudukanuja

I — ]
+ — + HO
R,OH 2
= /\ 2 = /\
1 OH 1 OR,
3. Tpancecrepudukaiuja
a. AJkoxolnza
o 0]
/|\ toRoH  =—= . /H\ T R,0H
b. Amnmponmsa
O 0] 0] 0]
| ) = I +
N\ =7\ N N
1 OR, 3 OH 1 ORj 2 OH
4. Wutepecetrepudukarmja
0] 0]

5. AMuHOIM3a
i O|
/||\ * e R/\

+ R,OH

Crnuka 1.5. Peakuyje kaTtanMzoBaHe Juna3ama

Jlumaze cy Beoma pacmpoCTpameHe y MPUPOAM jep HUMajy BaKHY YIOTY ¥y
Metabonu3mMy Jaunuga. Mory OuTh OWMIJBHOT, YKUBOTHUHCKOT M MHUKPOOHMOJIOIIKOT
mopekya. Y opraHu3My JbyAH U )KUBOTHI-A Hajla3e ce y MaHKpeacy, KeIyIly U jeTpH T

YUECTBY]Yy y XUAPOJU3U Tpuriuiepuaa. Jlunaze ce Hanaze u y OUbHOM CBETY, OOMYHO
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y ceMemy, II0JI0OBIUMA U TIOJI3EMHHM JiefloBUMa Ouibaka. TpeHyTHo, Hajehu Onosomku
MOTEHIMjall UMajy JIuna3ze MUKPOOHOJIOMIKOT OpeKIia, 300r HU3a MPEIHOCTH Y OJTHOCY
Ha JINIa3e aHUMATHOT U OWJpHOT mopekia. Kopumhemem Mukpoopranuszama moryhe je
noctuhu Behe mpuHOce eH3uMa, Moryh je Op3 pacT MUKpoopraHh3ama Ha je()THHUM
XpaHJPMBUM IOJJIOTaMa a caM IPUHOC HE 3aBUCH O] IMOTEHIMjaIHUX CE30HCKHUX
Bapupama. 3axBajbyjyhW TEHETCKOM WHXXEHepHHry, Moryha je wManumynamnuja
MPOU3BOTHOT MUKPOOPTaHW3Ma TaKO Ja ce Mo00JbIa KaTATATHYKY TIOTSHIIMjal JInTas3a
U Ja ce ,McKpoje" 3a crnenuduyuHy mpuMeHy u ojapeheHe peakimoHe yCHOBe.[64’ 65, 66l
Jlumaze koje ce noOujajy W3 KBacma W IecHu kao mro cy Candida rugosa,
Pseudomonas fluorescens, Rhiyopus oryzae, Burkholderia cepacia, Aspergillus niger,
Thermomyces lanuginose nu Rhizomucor miehei HajBUIlIE ce KOPUCTE 300T PEITATHBHO
HHCKe 1eHe u mpucTymagroctd, [ 71

[IpenHoCT mpuMeHe JMMa3a Kao Karaliu3aropa y BEJIMKOM Opojy peakiuja cy
O5aru peaxIioHU YCJIOBH, YCMEPEHOCT peakiidje, 3HaTHO MamH yTPOIIAK €Hepruje u
noOujame TPOoW3BOJIa OOJpET KBaJIMTETAa ca BehMM NPHHOCOM Y3 3HATHO Mambe
3araljuBame JKMBOTHE cpeauHe. Takohe, mpow3Boau JOOWjeHW €H3MMCKUM IIyTEM Cy
YHCTHjH, Ca Mare MpUMeca, IITO je BeOMa BaXXHO y KacHHUjUM ¢azama mpeuninhaBama
nmoceOHO y mpexpamOeHo] U (apamieyTcko] uwHAycTpuju. llpomsBoam ce cmaTpajy
MPUPOTHAM U EKOJOIMIKHM YKOJIHKO C€ y FbHUXOBO] IPOHM3BOIIGHM JI01Q)y aIUTHBH
JOOWjeHN €H3UMCKHM ITyTEM.

VY yKyIHO] CBETCKOj NMPOW3BOIKU €H3MMa Jumase cy Ha Tpehem Mecty, u3a

IpoTeasa M CH3MMa KOjU KaTalusyjy XHAPOIM3y YribeHHX xuaparta.’!

VYnorpeba
JWIIa3a MOXE Jla ce TOJENH y JIBe KaTeropHje: Kao KaTaau3aTop y HHIYCTPHjCKOj
MPOM3BOIGM HIIM Kao cacTojak Mpow3Boja. PasBhjeHe rpaHe WHIYCTpHje y KOojuMa
Juma3e uMajy 3HavyajHy yJIory Cy MHIYCTpHja MAacTH U yJba, IpexpaMOeHa HHIYCTpHja
(MomuduKoBamke apoMa  MOjeIMHUX  HAaMUPHUHHUIA), KOXKapcKka  WHIYCTpHja
(ommammhuBame KOXKe), KO3METHYKa WHIYCTpHja, MJICYHA HWHAYCTpHja (XUIPOJIH3a
MJICYHE MaCTI/I)[69’ 70l (Tabema 1.3.). 3axBasbyjyhu cTepeoceIeKTHBHOM JICJCTBY JIMIIa3a,
¥ HUXOBO] MOTYNHOCTH Jla pa3/iBajajy paleMcKe cMelle ONTHYKUX U30Mepa, CBE BHIIE
ce ymorpeOsbaBajy y (¢apmameyTcKkoj WHIYCTPHUjU, HWHIYCTPHjU TMECTUIUAA U

71, 72]

XepOouImIa. Hajsehn xomeprnujanHu 3HaYaj Jwmase WMajy y HWHIAYCTPHjU

JIeTeprenHara Iie IpeIcTaBibajy cacTojak WHIYCTPH]CKOT MPOM3BOJIa, a HE KaTaIn3aTop
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y mporiecy pou3Boame. Jlumase ce gonajy y nerepreHre na Ou yKIOHUIIE MacHE MpJbe
TAKO INTO WX pa3jiaxy Ha XWJApoQUIIHHja jeTHEbCHA-TUTTUICPUIC, MOHOTIHIICPHIC,

MaCHC KHUCCIIMHE U I'TUICPOJIL.

TaGena 1.3. Ilpumepu uHIyCTpHjCKE TPUMEHE JTUTIa3a

WHpycrpuja ITpoussop, HejcTBO

ITpexpambena ExBuBasieHT Kakaao OyTepa Tpancecrpudukarnja

3aMeHa 3a MJIEKO

Momno/aurnimepuamn

Cup

ApomaTiaHU ecTpu Ecrepudukarmja

Ilekapcku mpom3Boan IToGorpIame apome
KosmeTrnuka EcTtpu MmacHMX KucesiHa, eMyJi3uje EmormjenT
Koxxna Opmamhwubame Pasnarame ummaa
ITanmpHa ITanupHau nponssoan Pasnrame unmaa
HeTepuentn Yxiamame drieka Pasnarame aunmaa
Oprancke cunTese OnTiuky 9mcTa jemumera EHaHTHOCeNIeKTMBHOCT

1.4.3. Cneuuduunoct

CeNeKTUBHOCT je Ba)XXHO CBOJCTBO JIMITa3a Ha KOjOj C€ 3acCHHBA HHHXOBA
MpaKTHYHA TPUMEHA jep je MPaBIIIHEM H300pOM JIUIa3ze Moryhe ycMepeHO OJ[BHjarmbe
peakigje u Jo0ujame YUCTOT MPOU3BO/IA Y BEIMKOM MpHHOCY. Jlumaze moceayjy Buiie
BpcTa CHeNU(PUUHOCTH W TO: CHEIMUPUYHOCT y OJHOCY Ha ecTap, MO3UIHOHY
cnenu(UIHOCTH, CHENMU(DUIHOCT Y ONHOCY HAa MAacHE KHCEIMHE M CTEPEOXEMHjCKY
CHeHI/I(l)I/IIIHOCT.[B]

CrenupaHOCT y OJIHOCY Ha ecTap MOoapa3yMeBa pa3IMauTy Op3uHY XHIPOJIH3e
TpU-, JW-, MOHOIJIMIEpPUIA, €cTapa XoJecTepojia, METWI- MU Jpyrux ecrapa. Y
3aBUCHOCTH Ja JIU XUJPOJIH3Y]y caMO MpUMapHy WM U CEKYHJIApHY Be3y y MOJEKYIy
TPUIJIMIIEpUA, JIANA3e ce Jejie Ha TO3WIHOHO CIeNUPUYHE H MO3WIIHOHO

Hecneruuyne. [lozunmono crenuduune niu sn-1,3 crenududane aumase Jaeiyjy caMmo

Ha MPUMapHY €CTapcKy Be3y Y MOJIEKYIy TPUIVIMLEpUIA U Y Ty IPyILy clajajy Jumnase
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u3: Rhizomucor miehei, Mucor javanicus, Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus n apyre.
[To3unmono HecmenupuyHe JHNAa3e XHUIPOIU3Y]y MPUMApHY U CEKYHIapHY Be3y ¥y
MOJIEKYJTy TPHANWJITIIAIEPOJIa TPHOIMKHO HUCTOM Op3WHOM W y Ty TpyIy CHaaajy
munaze u3: Candida rugosa, Chromobacterium viscosum, Geotrichum candidum n
npyre. nak, oBa mojena je MPIJIMYHO YONIITEHA jep ce CHeIU(PUIHOCT JTUMa3a MOXKe
KpeTaTH O] CTpore crenu(puIHOCTH, TPEKO BPJIO cllabe 0 MOTIyHEe HECTeIIM(PUIHOCTH.

3a cHHTE3y ecTapa O] BEJIMKOT 3Hayaja je crenu(UIHOCT JIuna3a y OJHOCY Ha
MacHe KHCelmHe Ha Koje maeinyje. CmaTpa ce na Ay)XKWHA JIaHIIA MacHE KHCEIHHE
HajBUINlE yTUYe Ha Op3uHy peakiyje. [lomTo u ¢pu3NUKO cTamke MAcTH jako yTU4e Ha
Op3uHy Xuapoiuse, Tpeda BOAUTH padyyHa O TOME Jia Cy TPHUITIMILIEpH]Ia KOjU Ce cacToje
W3 HIKUX 3acHheHnX WM BUIIEe He3acHheHWX MacHUX KHCEJWHA y TEUHOM CTamby, JIOK
Cy TPHANWITIHMIEPOTA BHINUX 3acHNeHWX MAaCHHX KHCEIMHAa Ha YOOWYajeHuM
temrepatrypama ucnutuBama (30 — 40 °C) y uBpctom cramy. Jla Ou pasymenn
MOJIeKYJIapHe OCHOBE crienuGuaHOCTH mpema cynctpaty, [lmut (Schmid) u capagauim
CY aHAIM3HpAIU U yrmopehuBaimy CrernuuIHOCT MpeMa Il TPYNH 3a 6 pa3InIuThX
nunasza. YTBpheHo je Ja nmuna3e uMajy akTHBHH IIEHTap 3a KOjH ce Be3yjy XuapodoOHe
MacHe KUCEJIMHE U JIa Jé OH UCTH 3a CBE JIMIA3e ajlli Ce pa3iIiKe jaBJbajy Y F€OMETPHjU
aKTUBHOT IIeHTpa. JIumase cy Tako mojiejbeHe y Tpu rpyme: 1) nunasze ca XuapopoOHuM
MOTITYHO OTBOPEHUM aKTHBHUM IIEHTPOM (Jumaze u3 Rhizomucor u Rhizopus sp.), 2)
JUMa3a ca akKTUBHUM IICHTpOM Yy oOymky TyHena (numnasza w3 Candida rugosa) n 3)
JMIase ca akTUBHUM IEHTPOM y oOnuKy jeBka (yiunaza uz C.antarctica, Pseudomonas

4
).[7] VY 3aBucHocTM on Tmopekia (OuibHe,

sp., TaHKpeacHa JMMa3a M KyTWHa3a
’KABOTHUI-CKE 1 MUKPOOHE) JINNa3e MOKa3yjy pa3IHduTy CIEu(pUIHOCT TpeMa MacHUM
KrcenmuHaMa. Tako maHkpeacHa JMIIa3a 3HATHO OpiKe XHPOJHM3yje MacHe KHCEIHHE ca
MambUM OpojeM YIJbeHHKOBHX aToMa, Kao W Jinnasza u3 R.miehei, TOK ca Apyre crpaHe
munasza u3 Rhizopus arrhizus mokaszyje He3HaTHO Behu aduHuTeT HMpema MacHUM
KucennHaMma ca Behum OpojeM yribeHHKOBUX atoma.l’" 7!

Onrtuuka WM CTepeoxXeMHjcKa CHenH(UYHOCT ce Orjiefa y TOMe Jia €H3UM
JieNyje camo Ha jeiaH of ABa Moryha crepeoxemmujcka obnuka cymncrtpata. OBy BpCTy
cnenuduyHocTy mnokazyjy nunaze w3 Candida rugosa, Pseudomonas aeruginosa u
nankpeacHa smmasa.’™ 77 Ha oBOM CBOjCTBY Ce 3acHMBA FHXOBA NPEMEHA 3a

pasaBajame palneMCKHX CMeIla W pajd Jo0Hjama (PU3NOJIONIKH aKTHBHUX jeIHFbCHA,
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(UHUX XeMUKaIja u (bapMaueyTHKa.[67]

1.4.4. CtpykTypa 1 MEXaHU3aM JIeJIOBaba

Pa3BojeM caBpeMeHHMX (HU3UUIKO-XEMH]CKHX MeToja ojapeleHa je cTpyKrypa
BehuHe nunasa U CTPyKTypa caMor' aKTHBHOT IIeHTpa eH3uma. [IpumapHa cTpykTypa
aunasa je oapeheHa CEeKBEHIMOHAJIHOM AaHAIU30M CaMOl IpOTeHHa WX
oarosapajyher rena. bpoj aMHHOKHCEIMCKAX OCTaTaka y MOJIEKYJy JIUMa3e Bapupa y
BpJIO MHUPOKOM ormcery, wu3mehy 270 wm 640.178 Pa3Boj Metoma peHareHcke
kpuctanorpaduje je omoryhuo onpehuBame cexyHIapHE U TepIHjapHE CTPYKType
MpPOTEHHA, TAaKo Jia jé TOKOM IpBe MOJIOBUHE JEBEJEeCeTHX TroJIMHA MPOIUIOr BeKa
JIONIUTO JIO TIOTIYHOT pacBeT/baBamba KOH(pOpManHje HEKOJIMKO JeCeTHHA JInIa3a
pasmantor mopekia.l’’! Tlokasamo ce 1a ce aKkTHBHH IEHTAap CH3WMa HANA3d y
YHYTPAIIlbOCTH MOJIEKYJIa M Jla je 3aKJIOHmeH MeNnTUIHUM JaHueM. M3 go caxa
MO3HATHX CTPYKTypa MpoU3WiIa3u Ja aKTUBHU IleHTap BehwHe numasza 4YuHE OcTalu
TPH aMHHOKHCENIMHE: CephHa, aclaparamHa Wid TioyTamuHa, n xucruamaa.l! 3a
OCTaTKe XHCTHIWHA Cy BOJOHWYHHM Be3aMa BE3aHW OCTAIld CepHHA M OCTallH
KapOOKCIJIHE Tpyle HeKe OJf KHCelIMHa TJIyTaMHHAa WM acnaparuHa. Takas
MPOCTOPHU pacmope]] oMmoryhasa ocTalyMa CepuHa Jla HamagHy KapOOHWJIHY IpyIy
MoJieKyJa cymncrpara. [lonoxaj y npumMapHoj CTPYKTYpH OBa TPH aMHHOKHCEINHCKA
OCTaTKa y JIMIazamMa pa3juduTor MopeKsia IPacTHIHO Ce pa3JIuKyje, aJli 3axBasbyjyhu
pa3nTUYATEM KOH(pOpMaldjaMa OHHM C€ Haja3e Ha IOBOJFHOM pacTojamy 3a
dopmupame akTHBHOT renTpa.l’! CBe nHmase MOTy [a ce CBpeTajy y off xmapornase
KOje uMajy IeHTpaHu XUApohoOHU Jeo MOoJeKyla KOjU ce cacToju O] JIMCToBa [3-
HaOpaHe CTPYKType Koje OKpPYXyjy JBa cjoja aMpuHUIHUX a-cnnpana.[go] bpoj
mucToBa -HaOpaHe CTPYKType BapHupa y 3aBHCHOCTH O]l MOPEKIa JUMase, ald uX

Hajuemnthe nma ocam (Criuka 1.6.).
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Crnuka 1.6. [Ipukas o/p xunponase; f-HaOpaHe CTPYKType Cy O3HaUYeHe MIaBoM 00joM, a-
XEJIMKCH Cy MPEeCTaB/beH! LIPBEHUM LIMJIMHAPUMA (TMPHKa3aHa je ¥ KaTaJuTHYKa Tpujaaa

Asp-His-Ser)®"!

Peaknmonu cucrtem 3a nenoBame Jnmnasa je A1Bo(pa3Hu CUCTEM KOjH Ce CacToju
M3 CyIlcTpaTa HEpPAcTBOPHOT y BOJAM W Boje. Jlumase wuMmajy KapaKTepuUCTHYaH
MeXaHh3aM JIeJIOBama jep Cy aKTUBHE Ha rpaHuIy (asza yibe-Bojaa. Hamme, akTHBHH
[EHTap JIMMa3e Ce Hala3h y YHYTPAIIkbOCTH MOJIEKYJa, 3aKJIOHmEH MNENTHIHUM
naHneM (y GopMH 0-XelMKca) KOjH Yy BOJCHOM PacTBOpY 3akKjama aKTHBHH LEHTAap.
TakaB momoskaj oHemoryhaBa MOJEKyJy CYICTpara Ja C€ BEXe 3a €H3UM, IITO
JIOBOJIA JIO TOTa Jia Cy JIMIa3e YrJIaBHOM HEaKTUBHE y BOJCHUM pacTBopuMa. OBaj
NENTHIHYU JIAHAIl je pa3IM4UuTOr cacTaBa, Ty)KUHE W O0JIMKA KOJ JIMIa3a pa3jindyuTor
MOpeKJa, ajd je 3a CBe KapaKTEePUCTUYHO Ja uMa aMpuuIIHa CBOjCTBA. Y BOJICHO]
CpeIMHU, Kaja TENTHJHU JaHall MMOKPWBAa AaKTHBHH IICHTap, IOJapHE Tpyle Cy
OKPEHYTEe Ka MEJIUjyMy, JIOK CE€ HEMOJIADHU aMHHOKHCEIWHCKH OCTAllh OBOT JIaHIA
Be3yjy 3a HemoJiapHe Tpyle y OKBHPY aKTHBHOT meHTpa. Mehyrtum, kama ce numasa
azcopOyje Ha TpaHWYHO] MOBPIMWHH W3Mel)y BoJeHe W HemojapHe (ase, Joja3d 10
MPOMEHE MPOCTOPHOT pacropenra MoJeKyla 300r moMepama XuapodoOHUX JenoBa
NeNTHIHOT JIaHIa Ka HemoJapHoj ¢(a3u. Monekyn nmmase 3ay3uMa TaKO3BaHY
,OTBOPEHY KOH(pOpMaIujy TMpH KOjOj je aKTHBHH IEHTAp JOCTYIaH MOJEKYJIHMa

cyncrpara u OMOFYI’_laBa CC CTBAapambC KOMIIJICKCA CH3UM-CYIICTPAT
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Cnuka 1.7. Mexauusam peakuuje ecTepudukaimje kaTanu3oBaHe aunasamal

Peakmuje katanm3oBaHe JIMITIa3aMa ce OJUTIpaBajy y Hekoiauko (aza (Crmka
1.7.). IlpBu xopak je QopumMHupame OKCHAHjOHA, ETUMHHAIMjOM IPOTOHA ca
MOJIEKyJla CepHHAa Ha XHUCTUJIWMH, KOjU Hamaaa KapOOHWJIHH YIJbEHHK y MOJIEKYIY
cynctpara. TeTpaemapcku wuHTepMenujep Koju ce ¢GopMupa HOCH HETaTHUBHO
HaeJIeKTUPCamhe Ha KHCEOHUKY W CTAaOWIIM30BaH je BOJOHUYHUM Be3aMma ca CyCeJTHUM
aMUHOKHCennHaMa. HakoH Tora, eNeKTpOHH ca aToMa KHCEOHWKa Ipeia3e Ha
KapOOHHWIIHU YTH-EHUKOB aTOM, a MPOTOH Ca XWCTHJIWHA Ipella3d Ha KUCEOHUK U
dopmMHupa MOJIEKYJT BOJE KOjH HAIyIITa aKTHBHH IICHTap Kao MPBU IMPOU3BOJ
peaknuje. DopMupaHu ecTap CepuHa cajia pearyje ca MOJEKYJIOM CyIcTpaTa KOju ce
M0 yJacKy y aKTHBHH IEHTap akTHBUpa. ba3HW aToM a3oTra W3 WMHIA30JI0BOT
npcTeHa XHCTHUIMHA W37Baja BOJOHMK M3 MOJIEKYyJla CyICTpaTa W IPEBOJH OBaj
MOJIEKYN y HykieopmiHu obnuk-aHjoH. OBaj aHjoOH Hamaja KapOOHUIHU YIJhEHUKOB
aTOM TIpH YeMy HacTaje JPYTH TeTpaeJaapCKd HHTEPMEJIHjapHH OKCHAHjOH KOjU je

cTabumincaH yCIOCTaBJbalkeM BOJOHMYHUX Be3a. bUTHY yiory oBlie ©Ma M OCTaTak
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acriaparvHCKe KHCEJIMHE jep HheHa HEeraTUBHO HaeJeKTpucaHa KapOOKCHIIHA Tpyra
cTadwim3yje TpeiTa3HO CTamkbe NPHUBIAYCHEM IIO3UTUBHOT HaeleKTpHCama ca
XUCTHANHA. HakoH TOora, eJeKTPOHCKH Map ca KUCEOHWKa IMpeiia3d Ha KapOOHWIHH

VTJBCHHK M W3][Baja Ce JAPYTH MPOU3BOJI PEaKilyje.

1.4.5. JIlunaze kao OMOKaTaIM3aTOpU y CUHTE3U OUOIU3ENA

VY cuHTe3u Gmoamsena ce Kao OmoKaraiuzaTop N0 caja IPUMEHUBAO BEJIUKU

Opoj munasa paznumuntor nopekia (Tadena 1.4.).

TaGena 1.4. Ilpernex nunasza, yjba W peaklMOHMX CUCTEMa y JIMTEpaTypH KOjU Cy ce

KOPHUCTWIIM Y CUHTE3UW Ouoau3ena

Amn
JInnasa Vme aKIenTop PacrBapau Bpeme IIpmuoc Ped.
OTmagHo maIMMHO

Candida antarctica B yipe Metanon t-GyTaHon 4h 79.1% 23]
Thermomyces n-xexcas/ 6e3 70%-
lanuginosa Cojuno yme Eranon pacTBapaua 10h 100% 183]

bes
Candida rugosa Yme on Jatropha Eranon pacTBapaua 8h 98%
Pseudomonas
fluorescens
Mucor javanicus
Pseudomonas cepacia 122]

Ve ceMeHa

Candida antarctica rnaMyka Metanon t-GyTaHom 24h 97% 184]

bes 68%-
Rhizomucor miehei Cojuno yme Metanon pacTBapaua 12h 95%
Penicilium cyclopium [85]

MeTtunn bes

Candida antarctica B CojwuHo ype areTat pacTeapada 14h 92% [86]
Thermomyces be3 90%-
lanuginosa CyHIIOKpeTOBO y7be  MeTaHON pacTBapaua 24h 97 %

Cojuno ybe
- ____________________________________________________________________|
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OrmagHo yrbe [87]
Metnn bes
Candida antarctica CyHIIOKpeTOBO yJbe  alleTaT pacTBapada 12h >95% 88]
Ve cemeHa MeraHooT, be3
Candida antarctica TmaMyka TIpomaHo/,  pacTBapadva 7h 91,5%
OyTamon,
amMuT
QIIKOXOIT [89]
bBes
Candida antarctica VYrbe yrpane permme . MeTaHoM pacTBapada 24h 91,1% 190]
Thermomyces
lanuginosa VYmbe ypane pemmae  MeTaHom t-GyTanomn 12h 95%
Candida antarctica [91]
Etun bes
Candida antarctica Ve op, Jatropha alerar pacTtBapada 12h >90%
Kapama yrbe
CyHIIOKpeTOBO yibe 192]
Rhizomucor miehei Cynrnokpertoso yibe  MeTtaHomn n-xeKcaH 24h >80%
Thermomyces bes
lanuginosa Cynrnokpertoso ybe  MeTtaHomn pacTBapaua 24h >90%
Pseudomonas
fluorescens [93]
Candida sp. 99-125 OrnajgHo yibe MetaHo1 n-xeKcaH 10h 91,08% [94]
Penicillium t-amMm
expansum OrnajgHo yrbe MetaHo1 AITKOXOJT 24h 92,80% [95]
bes
Bacillus subtilis OrnanHo yrbe Metanon pacTBapaua 72h >90% [9¢]
Enterobacter
aerogenes Yme on Jatropha Metanon t-GyTanom 48h 94% 171
bes
Criptococcus SP-2 IMupurdgaHo ybe MeTtanon pacTBapaua 120h 80,20% [98]
bBes
Pseudomonas cepacia  CojuHo yrbe Mertanon pacTBapada 90h >80% 199]
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Jlanac cy pa3BujeHH e(HUKACHU MOCTYIIM CHHTe3e Omojam3erna KopuihemeM
CII000HO CyCIIEHJI0OBaHE WJIM HUMOOWIIMCaHe JHMa3e, y CUCTeMy ca uiu 0e3
OpraHCKOT pacTBapaya. Y JocaJalllbiM HCTpakKHBamMMa KopullheHe Cy WHTpa- W
eKkcTpahenmjcke Jumase Koje MPOU3BOJIC PA3TMYNTH MUKPOOPTAaHW3MH Kao IINTO CY:
Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, Candida antarctica, Thermomyces lanuginous,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina wn
Pseudomonas cepacia.[l’ 4699, 100] Hajuenrhe xopumnthena je nmunaza u3 C. antarctica.
OHa katanu3syje peakiyje TpancectepuduKalnje pa3InIuTAX yJba U alliI aKIenTopa
(amkoxojla WM ecTapa) NpH 4YeMy I[I0Kazyje BEJIHUKY CTaOUIHOCT y OpPraHCKUM
pacTBapauyuMa W IIUPOKY cHenuduyHocT mpema cynctpary. Jlumase u3 poxa
Pseudomonas Ttakohe WMajy HU3 NPETHOCTH TOTOTOBO y CHCTEMHMa Ca BHIITKOM
Meranona. Kajmej (Kaieda) wm capagHumu cy Jgokasand Ja JIMIa3a W3  poja
Pseudomonas noka3syje n3pa3uto Behy pe3sucTeHTHOCT MpeMa METaHOJLy HEro JIMIa3e
u3 Rhizopus orizae, P. roqueforti, C. lipolytica na yvax Behy u on nunaze u3 C.
antarctica, MTO je YHHW aTPAKTUBHOM 3a yHoTpeOdy Kao OuoKaTaau3aTop Yy
peakiujama meranonuze.””! Bucok npuHoc o mpeko 90% je ocTBapeH y peaxiuju
TpaHcecTepuukanmje ca MMOOUIMCAHOM JHNa3oM U3 Pseudomonas fluorescens y
cucteMy 0e3 OpraHcKor pacTBapaya ca MOJapHHUM OJHOCOM MeTaHoia 4,5 y oJHocy Ha
yme.”*! U npyru emsumu cy ce mokasamu xao no6pu katammsaropu: Cryptococcus spp.
S-2 je edukacHO KaTaaM30BAa0 METAHOIHM3Y OWJHHOT yJba Y CHCTEMY O€3 OpraHcKOT
pacTBapaya y jeIHOCTEIIEHOM CHCTEMY J10/1aBarba metanona.”® 3Gor mucke uewe u
MPUCTYIAYHOCTHU Hajuenrhe ce KopucTe JUnas3e MpousBe/ieHe U3 KBacala 1 rJbuBa, Maja
ce BeoMa YCIEIHO, 300T lUX0BE U3pa3UTe PE3UCTEHTHOCTH MIPeMa METAHOIIy YCIEITHO
Kopucte OakTepujcke ymmnaze u3 Pseudomonas sp. Enterobacter aerogenes, Bacillus

(67. 101 102 Pepepanmo, riaBHa KapakTepHCTHKA JIMIA3a KOje ce KOPHCTE y

subtilis.
CHUHTe3u Omoju3ena je na He Oyzae cTepeocrnenuuyHa Tako Ja MOTY Ja KaTaluzyjy
npeBoheme TpH-, IU- U MOHOTIHIEpHAa y oaroapajyhe ecrpe. Takohe, 6utan je u
VCIOB Ja MOTy Ja Karalu3y]y peKalujy ecTepudukaryje ciIo00THAX MAaCHUX
kucenuHa. VcnuTuBama cy mokasalia Ja 3a KOPHUINNeme Y BEIHKHUM PEaKTOPCKHM
CUCTEeMHUMa TPEeJIHOCTH WMajy KoMepijanHo jgocytnHe Jsmmase (Lipozyme,

Novozyme), TOK HATUBHE Kao IITO je MPETXOJHO HaBeJeHHu Pseudomonas 3axTeBajy

JIOJATHU MOCTYIaK UMOOHMIH3aITH]e.
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1.4.5.1. Jlunaza uz Candida rugosa

Jlumaze nobwmjene u3 paznmuuuTux cojeBa poaa Candida rugosa cy jeaHe ona
Hajuenthe kopuIMheHUX €H3WMa 3a OWoKaTaIuTHUKe peakinuje. OBaj €H3UM HMa
MpUMEeHy Kao OMOKaTaIn3aTop y MHOTOOPOJHUM peakiifjaMa XuJIpoJiu3e, aTKoXoIu3e,
ectepuduKanyje u TpaHcecTepupukandje. [locToju HEKOIUKO H30€H3MMa KOJH
KaTajau3yjy HWCTy peakiu]y, anu ce melycoOHOo pa3nukyjy mo akTUBHOCTH, pH u
TEMIIEpaTypHOM ONTHUMYMY, OK UM je IpUMapHa CTpYKTypa ucTa. 3a numazy u3 C.
rugosa je KapaKTepUCTUYHO Jia je OHa 3alpaBoO TJIMKOMPOTEUA, OJHOCHO TMOpen
MMPOTEUHCKE, CAAPKHA B YTrIbeHOXUApaTHY dpakiujy. Kao u Behuna numnasa, numnasza u3
C. rugosa ce cBpcTaBa y o/f Xuapoirase, OJJTHOCHO WMa IEHTPATHA XUIpo(GoOHU aeo
MOJIEKyJla KOJU C€ cacTOjUu OJf ocaM JIuCToBa J—HaOpaHe CTPYKType KOje OKPYKYjy
1Ba cioja ampuduianx o-cnupana.l’’! [Tokronam Koju ce cacToju o ABa KpaTka o-
XeJIMKca 3aKjama aKTUBHU IEHTap Yy BOJEHOj cpenuHu. [loxmonarn nma ampuduiHn
KapakTep ¥ merosa xuapodoOHa cTpaHa OKpEeHyTa je Ka yHYTPaIllhOCTH MOJIEKYyJa
Ipyd 4YeMy J0JIa3u JO0 HWHTepakiuja ca XuApoPoOHHM oOcCTaluMa KOjU OKPYXKYjy
aKTUBHHU IleHTap. ['opmwa cTpaHa je u3pasuto xujapoduina u popmupa €0 MOJIeKyIa
KOjH je M3JI0XKeH pacTBapady. [lokiomnarn 4ynHe aMHHOKUCEIMHCKH OCTAIl Y PErHOHY
o1 66.-92. aMHUHOKHCENIMHE, KOjU Tpojia3e Kpo3 3HavyajHa MpeMelnTama Kajaa Junas3a
mpejiasu 'y CBOjy OTBOpEHY, aKTHBHY KoH(opmainujy mnpu uemy je, Tajna, Ka
MOJIEKYJIUMa CYICTpaTa, OTBOpeHa CJI000JHAa KaTalUTHYKa TpHjaja: CepuH Yy
nonoxajy 209, xuctuauH y nonoxajy 449 u rmyTaMUHCKA KHCEIMHA Y TToJ0Kajy 341.
AKTHUBHU TI€HTAap WMa OOJWK TyHeja W AykuHe je 2,2 nm u mupune 0,4 nm.['%!
Jlumensuje M OOJNMK TyHeJa YCJIOBJbaBa)y W CHEIU(PUYHOCT OBE JMIa3ze Hpema
MAaCHHM KHCENMHAMa, ca aclleKTa XyKHHe Monekyma cymcrpara.l'®h '0% 1001y
BEJIMKOM Opojy HCTpakMBama YCTAaHOBJbEHO je na junasza u3 C. rugosa mma Behu

aQUHHUTET MpeMa KpahuM MacHUM KUCeTMHAMa y PeaKIH]j eCTepH(bHKaque.[SO]

1.4.5.2. Jluntaza u3 Rhizomucor miehei

OBaj exctpahenujcku €H3WM je MPBH MYT ONMKUCaH U u3oloBaH 1973. roamHe.

[Tap rommHa KacHHWje je Hamao CBOJy NpUMEHY Yy o00llacTh WHIYCTPHjCKe,
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npexpambGene Guorpanchopmanuje.!'’! Usonosana cy u nerepMunucana asa o6mKa,
koju ce MelhycoOHO pa3iuKyjy caMo y JAeIUMHYHO] JeTIMOKCUTIAIU]H, HaWMe
n30€H3UM b mpencraBiba AEIMMHUYHO JETIMOKCHIMpPaH H30€H3uM A. Jlumaza uz
Rhizomucor miehei je Ouna pBa JuIia3a 4dja je CTpyKTypa Oujia mo3Hara, ¥ yop3o je
W3BpIICHA eKCIpecHja TIeHa 3a MPOU3BOAKY eH3uMa y Jomahuny Aspergillus

108, 1
oryzae ' 1%

Cnuka 1.8. Ctpykrypa nunase u3z R.miehei y 3atoBpenoj (A u C) u orBopeHoj hopmu (B u
[74])

D), katanutuuka Tpujana je obojeHna xxyrom 6ojom (U3Bop
MoapHa maca nmunase u3 Rhizomucor miehei n3nocu 31kDa, 10K je H30elIeKTprUIHA
tauka Ha 3,8. EH3uMm caapxu 269 aMHHOKHCEIMHCKA OCTaTKa, JOK KaTAIUTHYKY
TpHjaxy unHe octanu cepuHa (144), xuctuanHa (257) u acnapramcke kucenuHe (203)
(Cnuka 1.8.). AKTUBHH CEepUH Ce Haja3W 3aKJIOHhEH NENTUIHUM JaHIEM KOJH ce
CacToju OJi aMUHOKHCENIHHa y peruoHy ona 83.-94. aMuUHOKHUCEIWHE, MPU YeMy
KJbYYHY YJIOTY y aKTHUBallMjH MMajy OCTalld aprHHWHA M aclaparnHCKe KHUCEIWHE Y
nonoxkajuma 86 m 91. Kama ce mahe Ha rpaHmmm ¢asza, ocramm acrmapardHCKe
KHCEeJINHEe ce Be3yjy ca ojapeheHMM rpymamMa akTHBHOT IIEHTpa INTO JTOBOAH [0
nomMepama mokjomnma. Mosiekyn crabunusyjy u Tpu aucyidumane Beze (octamu 29-
268, 40-43, 235-244).1" Jlunasa w3 Rhizomucor miehei 360r KouuUrypauuje camor
AaKTHBHOT IEHTpa TOKa3yje BENWKH aQUHUTET MpeMa anuj-JI0OHOpUMa JIyTor JIaHIIa.

Komepuwujanno, nunaza u3 R. miehei ce npopaje cinoboaHa nmoja HasuBoM Palatase
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2000 (Novozyme) wunu wuMoOWIMCaHAa Ha jOHOM3MEHHMBAYKH Hocad (eHo-

dbopmanenexunuu monumep Duolite ES 562, mon nazuBom Lipozyme RM IM

(Novozyme).

1.4.5.3. Jlunasza w3 Candida antarctica

Jlunaza w3 Candida antarctica je, Kao IMTO U caMO UME yKa3yje, H30JI0BaHa U3
cTayiHo 3ajnehenor jesepa Banaa nHa AHTapKTUKY. YOP30 3aTUM CY OTKPHUBEHU y30pLHU
U Ha JpYrUM NPUPOIHUM JoKanuTeTuMa y Jamany. M3oi0BaHa cy U JieTepMUHHCaHA
nBa oomuka: ounaza A (CAL A) u munaza b (CAL B). OBe nBe n3odopme numase ce
3Ha4ajHO pa3iukyjy mpu demy je CAL B Beoma q00po okapakTepucaH €H3UM KOjU
Haja3d MpPUMEHY Kao KaTalu3aTop y BEIUKOM Opojy pa3iM4uTUX OpPraHCKUX
peaknuja. Mako je CAL A BeoMa ycmemHoO MpUMemkeHa Y HEKOIUKO CHeuUuIHuX
clydyajeBa, OBaj €H3UM HHje y NOTHYHOCTH wHcTpaxkeH. Jlmmaza CAL A wma
MOJIEKYJIKY Macy on 45 kDa, pH ontumyM je Ha 7 a W30eJIeKTpUYHA Tadka Ha 7,5.
M3oensum A u3 C.antarctica vMa u3pa3uTo crnady akTuBHOCT (y mopehemy ca
n3oeH3uMoM b) anm 300r cBoje BemMKe TEPMOCTAOMIHOCTH (TeMrepaType Behe of

90°C) m crepeocnenM(PUIHOCTA H Ja’be IPHUBJIAYM BEIUKY Maxmy. OH wuMa

MOTEHHIjaJl Jla MeToJaMa TeHETCKOT HWHXKEHepCTBa MO00JbINA CBOje KaTaJWuTHYKA
[110]

CBOj CTBa OOK 3aApiKaBa CBOje IOBOJbHC TCpMUYKA CBOj CTBa.

Cauka 1.9. Mogen C.antarctica nunase b, a-xenukcu cy o3HaueHH LpBeHOM 60joMm, [3-

BrakHa xytom (M3sop *')
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N3oensum b w3  C.antarctica cagpxu 317 aMUHOKUCENHMHCKA oOcTaTka ca

M Ysoemsum B w3 C.antarctica nenn 3aje THUUKY

nuMeH3rjamMa  3x4x5 nm.
KaTaJuTUYKU TpHujany Ser-Asp-His ca apyrum numazama, ajim 3a pa3iuKy OJl IpYTHUX
JUIa3a He TOJUIeKe aKTUBAIMjU Ha rpaHuny ¢gasa. Ontumanan pH je 7, mehytum,
eH3uM je crabunaH y oOmactu pH 3,5-9.5, m mokasyje Heobuuan pH mpodun ca
IUPOKUM H30€JIEKTPUYHUM oriceroM y obnactu ox pH 4 no g1z 1131 35 aunaszy u3
C. antarctica je KapakTepUCTHYHO Ja TMENTHUIHH JaHall KOJu y oapeheHoj mepu
3aKjlakba aKTUBHH I[EHTap, HE IMOJIIeKe aKTHBANMju Ha rpaHunu ¢aza (Couka 1.9.).
[IpumeHnoM MeToda peHAreHcKe KpHucTaiorpaduje yTBpheHo je na mMma JBa oTBOpa y
KOME€ ce Hajla3W KaTaIUTHYKa TpHjaja IpH Yemy je jedaH goMahuH amun rpyme a
JIpyTH HyKneoq)Hna.“”] Y1Bpheno je na cy kanaiau 1yOOKH B YCKH IITO U 00jammaBa
CEJICKTHBHOCT W crieu(UIHOCT eH3uMa. HanMe, oBaj eH3MM MMa BEJIUKH aQUHHUTET
mpeMa MacHUM KHCeTMHaMa KpaTKor M Cpemer JaHla, a aduHUTET olaja ca
nosehameM 6poja yripennkoBux atoma mpeko 14.1'"°! Cyxeme orBopa moBomm 10
OTEXaHOT Be3WBama BehWX ammiI-IoHOpa Kao W TepIUjapHUX alKoXolla, JTOK ce
MIpUMapHU U HEKU CEKYHJIApHU JIKOXOJIH, Kao IITO je 2-TIPOoTaHoJ, JIaKO Be3Y]y.

Jla 6u ce moGospmana edpuxkacHocet nunasza u3z C. antarctica y UHIyCTPU]CKUM
MOCTYIIMMA, U3BpIIEHA je eKcrpecHuja y nomahuny Aspergillus oryzae. OBa numnasa
ce 00MYHO MMOOWIIMIIE HAa aKpUJIHY CMOJIy M Kao TakaB IMPOU3BOJ C€ KOMEPIU)jaTHO
npousBoau moja HazuBoM Novozyme 435. Paznuke y TeMmmepaTypHUM ONTHMYMHMA
3a CI00OJHY JHWIa3dy W KOMEpIHMjaJHO HMMOOWIINCaHy Cy 3Ha4yajHe W Bapupajy y
oncery ox 40 °C y BomeHuM pacTBOopuMa 3a ciobomaH eHzum jgo 100°C 3a
UMOOUITUCAH €H3UM. Y UHAYCTPUJCKUM yCIIOBHMA, ONITUMAJIHA pajHa TeMIeparypa 3a
eH3uM he OUTH OHA IJie je yCIOCTaB/beHAa PaBHOTEka W3Mel)y MPOAYKTUBHOCTH H
CTaOMJIHOCTH €H3UMa. Y CIIyua]y peakiiuja re CyIncTpaTh uMajy u3pa3uTo HETaTHBHO
JIejCTO Ha €H3MM, Kao LITO je MEeTaHOJl y CHHTE3U Omoju3ena, pajgHa Temneparypa he
BepoBaTHO OuTH HUXka, oko 30 °C. 3a mpolece Koju yKIJbY4y]y caMo XuapodoOHe
peakTaHTe, Kao INTO j€ CiIyda] y CHHTE3HW ecTapa BOCKa, pajHa TeMmrmeparypa he

BepoBaTHO n3HOCUTH Yak 70-80 °C (moroTtoBo ako ce ykiama BoJeHa ¢aza).
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1.5. UmoOunuzanuja eHzuma

Jenna o riaBHUX Npenpeka 3a MPUMEHY €H3MMa y CHHTE3M Ouoju3ena je
BHCOKa IleHa Owmokaraim3aropa. Kama ce uaeHTH(HKYje €H3UM OINTHMAajaH Kao
KaTajau3aTop 3a oapeheny peaknujy (y KOHKPETHOM CIIydajy 3a CHHTE3y OMou3ena)
EroBa MpUMeHa je 4ecTo OTeXaHa, Ipe cBera 300r Malie olepaTUBHE CTAaOMIHOCTH
€H3MMa II0J YCJOBMMa IIpolleca, Kao M OTEXaHOI peUUKIMpama €H3UMa U
npeunithaBama (uHATHOr mpowm3Boaa. Jla Om eH3uMu OWIM aTpakTUBHH M 3a
WHIYCTPU]JCKY TpPHUMEHY, HEONXoJHa Je mHhxXxoBa uMmoOmim3amuja. [lusb
uMoOunu3anuje je Ja ce mnoOoJpllajy CBOjCTBA €H3MMAa, TEPMOCTAOMIHOCT H
AKTUBHOCT y HEBOJIEHUM CpeJMHaMa M Jla Ce OJIaKIla KOHTPOJA TEXHOJIOLIKOT
nporeca. [loHoBHO kKopwuirheme HMOOWIMCAHUX €H3WMa y BEJIMKO] MEPH CMambyje
IeHy (QuHaTHOr mMpoW3Boaa, Ta je u30op oxaroBapajyher Hocaya W MeTOje
MMOOMIHN3allje BaKaH KOpaK Ka MpHOIMKaBamhy €H3UMCKUX MOCTYMaKa MPOU3BOIHE
O6unoau3ena XeMHUjCKUM.

[To nepuunnHjN, IMOOUITH3AIMja SH3UMA je JIOKAIM30Bakhe UIU XEMH]CKO Be3UBAMHE
eH3uMa y onpeheHOoM TpocTOopy TpH dUYEeMy C€H3UM 3aJp)KaBa KaTaIUTHUKY

axrusroct.! ¢ [IpenHocTn MMOOUIMCAaHNX €H3UMA Cy OpojHe, Mpe cBera:

e moBechaHna je omepatuBHa cTAaOMITHOCT OMOKaTaIM3aTOPA,

e OJIAKINIAHO je W3/Bajarke OWOKaTaau3aTropa M3 peakIMoHE CMeIle Hu
CaMUM THM j€ OJIaKIlaHa KOHTpOJa Ipolleca IMOIITO Ce jeHOCTAaBHUM
yKJamambeM OnoKaTaan3aTopa peakiiyja 3aBpliasa,

e cIpeueHa je KOHTaMUHaluja GUHATHOT MPOU3BO/Ia IPOTEHHUMA,

e JIaKIle CIpedaBame MUKPOOHOJIONIKE KOHTAMUHAIIH] e,

e omoryheHo je KOHTHHYaJTHO Bol)eme peakiuje,

e wmoryhe cy Moaudukaiuje KaTaTUTHYKAX KapaKTEPUCTUKA €H3UMa U

® CHHXaBamC MCHC NPOU3BOAHOI TOCTYIIKA.

[TocToju Benmuku Opoj HOcada KOjU ce€ KOPHCTE 3a MMOOWIM3AIN]y €H3UMa a HbUXOB
m300p 3aBUCH OJf HEKONUKO (hakTopa: TepMUUKEe CTAOMIIHOCTH, XEMHjCKe

MIOCTOJaHOCTH, MEXaHW4YKe uBpcTOohe, BPCTE €H3UMa, BPCTE PEaKIMOHOI CHCTeMa,
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KamanuTeTa Hocada M meme.') [eHepaqHO, MMOGWIM3amHja eH3uMa je mpahena
MPOMEHOM aKTHBHOCTH €H3WMa, TMPOMEHOM TemmepaTypHor u pH ontumyma u
MPOMEHOM CTaOMIHOCTU. [IpoyKTUBHOCT MMoOOWMIHCAaHOT cHcTeMa ce neduHuime
Kpo3 JBa MapaMeTpa: aKTUBHOCT M CTaOMIHOCT Omokaraim3aTtopa. YecTo ce ryouTax
€H3MMCKe aKTHBHOCTH HAaKOH MMOOMIM3aIMje KoMIIeH3yje nmoBehanoMm crabuiaHomhy
uMoOumucaHor cuctema. Mako 10 caga mocToju Ha XujbaJge NPOTOKOJIA 3a
AMOOMIIM3ANA]y €H3WUMa KOjU CYy JOKYMEHTOBAaHH y paJoBHMa, OIINTA, MIHPOKO
NpUXBaT/bUBAa METOJAa 3a UMOOMIM3alM]y €H3uMma jom Tpeba ga OyJe OTKpHUBEHA.
N360p MeTone nMoOuIncama, Kao U MaTepujana Koju he ce KOpUCTUTH Kao HOcad,
3aBHUCH OJ] KapaKTEPUCTHUKA KOj€ CY BaXKHE y JKEJbEHOM IOCTYIIKY.
Mertose 3a UMOOUIM3aIN]y Cy MHOTOOpOjHE ajTli c€ MOTy Tpy0o0 MOJeIUTH Ha:

1. Meroja ajcopIrje Ha YBPCTOM HOCauy,

2. WHKJIy3Wja WU €HKaIlCyJalnja MaTpUIIOM HOcaya,

3. KOBaJeHTHa MMOOMJIM3AIlMja €eH3uMa Ha YBPCTE HOcaue U

4

CMEIITalke €H3UMa U3a WIH Y NOIYIPONyCT/bUBY MEMOpaHy.

VY TaGenu 1.5. cy npukazane pa3inuuTe METOIe UMOOUIIH3aIL]e.

Hajuemhe kopuithen meron umoOwmim3aiuje je adcopnyuja Koja ce 3acHHBA Ha
cabuM TNpUBJIAYHUM cHiIaMa u3Mely MoJekyna eH3uMa M Hocauda (IUIoJI-AMIIOJN,
TMCTIEP3WOHE CHUJIe, eNIEKTPOCTaTHIKe WHTEPAKI[Hje, BOJOHUYHE Be3e U XHIpohoOHH
e¢pekat). [loctynak je jemHOCTaBaH, HE 3aXTeBa NMPHCYCTBO TOKCHYHHX W CKYIUX
XeMHKajlja, peaklMOHU YCJIOBH cy Oylardm M cama Merona je jepruna. Y Behunu
cyuyajeBa, aKTUBHOCT W CHEIU(PUUYHOCT MUMOOUIUCAHOT eH3uMa je cadyBaHa. Kao
HOCAYW 3a aJICOPNIHjy JHMa3a ce KOPUCTe MHOTH NPHPOJHH W CHHTETCKH

MaTepHjau: HeJ'II/IT,[93’ 181 rekcTunme MeMmOpaHe, 3e0nHT,[“9] IOJINETHJIEH,

nomumnpormren, ! cumnka rem!'*!! cedapoza, cedanexe, memymosa.l'*?! Tpupona
HOocaua y MHorome ojpelhyje KapakTepUCTUKE €H3MMa Kao IITO Cy AaKTHUBHOCT,
cenexruBHocT, crabmuHoct.!'?! Janr (Yang) ¥ capagHuIy Cy WUCIUTHBAIHM YTHUIIA]
BeIMYMHA TIOpa KOJ HEMOJapHHX © cila00 TOJIApHUX HOocadya Ha CTeleH
umoOunu3anuje. JlokazaHo je Ja ce ca MopacTOM BeJIMUYMHE IMopa Hocada nmosehasa u

aKTUBHOCT Junasza. Takohe je 1oka3zaHo Ja je aKTHBHOCT Juma3a Beha

MMOOMIIM3AlMjOM Ha HETOJIapHE HOocade, OJHOCHO Kaja ce KopucTe XujapodoOHU
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mocaun.'**! Hanme, npn nuckum jomckuM jaunmnama, XuapodoGHH 10 MENTHIHOT
JaHIla KOjH 3aKjarma aKTUBHH LIEHTap eH3uMa ce ajacopOyje Ha xuapodoOHe Hocade
octaBJbajyhu crabuinu3zoBaHy oTBopeHy popmy en3uma. Tako cy Illax u I'ynra (Shah
n Gupta) JoKa3any J1a ¢y y peakiuju CHHTe3e Onoau3enia 00JbH pe3yITaTH OCTBAPCHU
ca UMOOWIIMCAHOM JUna3oM U3 Pseudomonas cepacia Ha TEIUT, HETO ca CI000THOM
JHMIa30M W TEHEpaJHO je YOYEeHO Ja HWMOOWIMCAaHH €H3UMH IoKasyjy Oosbe

221 MebhytuMm, y wuctom

KaTamuTHike repdopMaHce y HEBOJCHHUM CHCTEMHUMA.
eKCIIEpIMEHTY, aKTUBHOCT MMOOWIIMCAHEe JIWIIa3e je omaja Imocjie caMo 4 IUKITyca.
JenHna o1 OCHOBHHUX HeJIOCTaTaka OBe METOJIE j€ LITO C€ MOJIEKYJIM €H3UMa (IIOIITO CY
3a HOCAy Be3aHW CJIa0UM IPHUBIIAYHUM CHJIaMa) MOTY JIaKO JIecopOOBaTH ca YBPCTOT
Hocadya. To 1oBOIM 1O HEMHHOBHOT TyOWTKa KaTalIUTHYKE AaKTHBHOCTH
OmokaTtajaM3aropa Koja HHje M3a3BaHA IEFOBOM WHaKTHUBamuwjoMm. Ha Taj HauwH ce
3anpaBo ry0e cKynu OMOKaTalIM3aTOpU a caM IIPOU3BOJ] MOXE Jla ceé KOHTaMUHUpa
nporenHuMa. OBO je yjeJHO U IJIaBHU Pas3Jior 3allTo aJCOpIUja eH3uMa Ha YBPCTUM

HOCaYMMa HUje Hallla NIUPOKY HHIYCTPUJCKY MTPUMEHY.

Tabena 1.5. Ilpernen pa3nuuuTUX METOa IMOOUIU3AIIU]E JTUIIa3a y JIUTepaTypH Koje

Cy CC€ KOPUCTHUJIC Y CUHTE3U Omoauzena

Metoma W360p Axnnn
nuMobOuIM3anmje Hocau JIuIIase Vime akunentop IIpuaoc Ped.
Heoprancku Hocau, Pseudomonas — Yibe or,
Ancopniiyja Celit cepacie Jatorpha Eranon 98% [22]
ITamyune Candida sp.
Ancopniiyja MeMOpaHe 99-125 Otnagso yre  Metanon  92% [125]
XupgpoTtanur u  Thermomyces
Ancopniyja 3€0JIUT lanuginosus OrnagHo yrpe Metanon  92,80% [25]
Candida  sp.
Apncopniyja Hemnomapue cmore  99-125 Cojumo yrpe Meranon  97,30% [124]
Pseudomonas  Ywe
Ancopmmyja Toyonite 200-M fluorescens madpaHuKe Mertanon [126]
TTormmponmienckn
Hocaum,  Accurel Pseudomonas
Ancopmmyja MP 100 cepacia Mahua yrpe Eranon 96 % [127]
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Yupexasare Pseudomonas
emsuMa (CLEAs) Hewma cepacia Mahua yrpe Eranon 92% [127]
ObyxsaTte Xugpodobum con-  Pseudomonas Mertanorn,
eH3/Ma HocaueM  Terl HOcaum cepacie Cojuro yee eTaHoIT 65% [102]
ObyxsaTte CwiukaTHe coir-reit  Pseudomonas  OtnagHa Mertanor,
eH3UMa HocaueM  MaTpulle cepacie MacHoha €TaHOII 87-95% [128]
Mapxonoposzan Pseudomonas
Ancoprmuja TTOTTUTIPOTIVITIEH fluorescens Cojuro ymme Meranon  98%
Pseudomonas
cepacie [129]
ObyxsaTbe Cwmkatne con-ren  Burkholderia  Ortmapma
eH3UMa HocaueM  MaTpulle cepacia MacHoha Eranon 96 % [130]
Burkholderia ~ CymrokperoBo  MeTut
VMuxkancymamja  Cwiuka aeporen cepacia yibe ameTar
Candida
antarctica [131]
KosaszentHo Maxpomnoposne Thermomyces 75%-
Be3VBabe cMoste lanuginosus  CojuHo yrbe Eranon 100% [132]
KosaszenTHo Cwmka PVA  Burkholderia
Be3VBabe KOMITO3UTHU cepacia babacy yrpe Ertanon 98% [133]
MuxkpornoposHe
KosaszentHo TIoJIMMepHe Thermomyces ~ CyHIIOKpPeTOBO
Be3Bambe MaTpuiie lanuginosus  yrbe Meranon  63,80%
Cojuro yrpe 55,50%
OrnajgHo yibe 50,90% [134]
KosaszentHo Candida byTtepna
Be3Babe AKTVUBWpaH XUTUH  11Ug0sa KHCeIHa bytanon 187 [135]
KosaszentHo Marnerne  Hano- Thermomyces
Be3VBabe JecTuile lanuginosa Cojuno yrpe Meranon  94% [136]
KosaszentHo Cwmka IIBA  Pseudomonas
Be3Bambe KOMITO3UTH fluorescens IManvwumo ybe  Etanon 98% [137]

O6yx6amaitbe eH3UMa Hocayem TIPCACTaBJba CMCHITAKLC CH3MMAa YHYTAap HOJIUMCEPHCE

MaTpHuIie,

OJIHOCHO YyHYTap WU H3a MOJYyHpOIYyCTUJbMBE MeMOpaHe.

OBako
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UMOOUITUCAHU €H3UMU Cy CTaOMITHUjU 01 PU3NYKU aJIcOPOOBAHUX €H3MMa Ha HOcaye.
[Topo3na npupoga marpuiie Tpeda a Oyne TakBa 1a omoryhasa 3ajipkaBambe eH3UMa
yHyTap MaTpHile, JOK MOJEKYJId CyIcTpaTa MU MpPOU3BOJa MOTY HECMETaHO Ja
mapyaayjy. O0yxBarame eH3MMa HOCA4YeM Ce W3BOJM jeHOCTABHHUM TOCTYIIIHMa U
TO Ha JiBa HauuHa. [Ipu mocTynak je nonaBame €H3MMa y pacTBOpP MOHOMEpa KOju ce
3aTUM TOJUMepu3yje cTBapajyhu monmmepHHM rei yHyTap Kora ocTaje ,3apoOJbeH
eH3uM~’ W JApYrd HayWH TJAe C€ CeH3UM J0Jlaje y TOTOB pPacTBOp TOJHMEpa.
JlokymeHTOBaHH Cy OpOjHH TOCTYNUM HMOOWIM3aIMje luma3a ca MPUMEHOM Y
peakuuju cuHTe3e Omonmszena. Manujep u Jlepep (Maunier u Legger) cy pa3Bunm
MoCTyMaK 3a mMmMooOwmnum3anu]y smnaze u3 C. antarctica Ha COJI-TEN JIHJaTOME]CKY
semupy.'*®! Mana je xonmumba BesaHor eHsmMa, Kao M aKTHBHOCT, OWJIa BeJHKA
ocTBapeHa je Mana KoHBep3uja. [IpmHOC ecrapa y peakuuju usmely Tpuonenna u
MeTaHoJa je m3Hocuia Tek 60%. Paszior 3a oBako HH3aK cTemeH KOHBep3Hje je
oTexkaHa JAudy3uja MoJIeKyJia CyIcTpaTa 0 €H3uMa yHyTap MoJIMMepHe MaTpHUIle Kao
¥ MOTYhHOCT HCTIMparma €H3WMa W3 Telia, MITo je W HajBehm HemocTaTak oBe MeToje.
MehytuM, HeJJlaBHH Hampeaak y MPOU3BOJKBM CHHTETCKUX MarepHjasia je oMoryhuo
pa3Boj epUKacCHOT OMOPEaKTOPCKOT CHCTeMa 3a KOHTHHYHpaHy CHHTEe3y Ouoamusena
kopuctehu umoOunucany nunazy. Hamme, Xcy (Hsu) u capamgnuim cy pa3Buin
OpUTHHAJHU MOCTyNaK 3a UMOOWJIM3aI]y Jumnase u3 P.cepacia Ha CUIUKATHU COJI-
ren marpukc (IM PS 30).[128] OBako mMoOOWIMCaHa JWIIa3a je TMoKa3aja H3Yy3eTHY
cTaOMITHOCTH TOJT YCJIOBHUMA KOjU OM MHaue JIOBEJIH J0 JeHaTypaluje ensuma. bosbu
npuHocd u Beha cTaOMIHOCT je ocTBapeHa Yy TopeheHy ca KoMepLHjaTHO
uMobmircanom unaszoM u3 C. antarctica Ha MaKpoIIOpO3HE HOCAue U ca JIMMa30M U3
P.cepacia pwusnukum amcopboBane Ha cuimkate. Kopucrehm oBakaB mMoOwMImcaHu
CHCTEM OCTBapeHa je KOHBep3Hja COJUHOT yiha o1 95% HakoH 48 caru. 28 130

Hukancynayuja en3uma je 3aTBapame €H3MMa YHyTap UYBpPCTE MOJIYHPONYCTJbHUBE
MeMmOpaHe, y CBOjeBpcTaH BHJ ,KaBe3a', Koja omoryhasa mpomyinrame cyncrpara u
MPOU3BOJIa peaKilhje JOK €H3UM ocTaje 3apobsbeH. Mory ce KOpUCTUTU pazIuduTH
MPUPOJIHU TOJMMEPH Kao IITO Cy ajJTMHAT, XUTO3aH, KapareHaH, 3aTUM CHHTETCKHU
MOJIMMEDPH, MOJTUYPETAHCKU MTOJTUMEPH, aKPUITHU MOJTUMEPH, XUIPOTEIOBHU, FeJIOBH Ha
6a3u MHKpoeMyn3Hja.[l39] [locToju TMyHO TeXHWKA 3a WHKAICYJAIH]y €H3WMa O]l

KOJUX je TeK HEKOJHWIMHA HalllJla NMPUMEHY y CHHTe3u Ouoausena. 3a CHHTE3Y
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o6uomuzena kopumnheHe cy numnase u3 Burkholderia cepacia w C. antarctica
WHKAaICYJIUpaHe y CUJIMKA aeporeioBUMa Ipu yemy je MeMOpaHa ojadaHa KBapIIHUM
CHIIMIIAjYMCKAM BJIAKHEMA, a 3aTHM OCYIICHA 0] HATKPUTHYHHM ycioBuMa. '
[lon onTuMamHUM ycaoBHMa OCTBapeHa je KOHBep3uja o1 65%, oK je omepaTHBHA
cTabWIHOCT Junasze Ouia Beoma BUcoka. Mehytum, ca moBehamem KOHIIEHTpaIuje
cyncrpaTa Jojla3u J0 oTexaHe audy3uje U cyncTpara M INpous3Boaa. JeaHo on
pelema je na ce MpOou3Bee WHKANCYJIHpaH €H3UM MamuX JUMEH3Hja Kako Ou ce

CIIpedrTH IpoGieMy Besanu 3a nperoc mace.!!”

1.5.1. KoBaneHnTHa umobunu3aimja

KoBajeHTHO Be3WBame €H3MMa Ha YBPCTE HOCadye ce 3aCHUBA Ha CTBapamy
HajMambe jeJHe XeMHUjcKe (KOoBajJeHTHE) Be3e u3Mel)y pyHKIMOHATHUX Tpyla eH3uMa
U YBpCTHUX Hocaua. EH3UM ce 3a HOcay Be3yje MPEeKo CBOJUX aMHUHO (0- U €-JIM3UH),
KapOOKCHIIHUX Tpyma, CYIPXUAPUIHUX Tpyla ocTaTaka I[UCTEHHA, UMHUIA30THUX
rpyna, XHIpPOKCHIHUX Trpyna W (EHOJHOT je3rpa TuposmHa. Kao uBpcTH HOcaym
KOPHCTH C€ BEJIMKHM Opoj HEOpraHCKHX MaTepujaia (CTakJio, KepamuKa,
ATYMUHOCHIIMKATH, OKCHUIM MeTaja, MarHe3WjyM CIJIMKATH), TPUPOJHUX MOJIMMEpa
(memymno3a, XWUTHH, arapo3a, CKpoO W JpYrd MOJUCAXapHaH) Kao U CHHTETHYKUX
mojMMepa M KomojiuMmepa (moiumMepa Ha 0a3u JepuBara aKpHJIHE KHCEIHHE,
MOJINaMUIM, TIOMUYpETaHW, JEepUBaTH Ha 0a3W IOJHMBUHIII ajKoXojda W JIPYTH).
[TomTo camu HOocaum HeEMa]y peakTHBHE T'pyle Koje OW MOrje KOBAaJICHTHO Jla ce
BEXKY 3a €H3WM HEONXOJIHO je Hajupe Ja ce Hocauyw akTuBUpajy. llon akTuBmpamem
HOcaua ce MojApa3yMeBa XeMHjCKa peakiifja u3Mel)y Hocada U aKTUBAaTOpa MpH YeMy
ce Ha MOBPIIMHU HOcada CTBapajy HOBe rpymne (0OMYHO eleKTpoduiIHE) Koje uMajy
BEIIMKY PEaKTHBHOCT MpeMa (pyHKIIMOHATHUM I'pylamMa y MOJEeKyJIy eH3uMa (0OWIHO
nykineodunne). KopajrentHa nmoOunu3anmja ce 3aTo Hajuelnrhe cactoju u3 aBe ¢aze:
aKTHBUpame W MoAM(UKaIMja HOcaya U Be3WBame €H3MMa 3a aKTUBHpAH HOcCad.
BeoMma je OuTHO J1a ce eH3WMH 3a HOcCad Be3yjy caMo NMpeko (YHKIMOHATHUX Tpyra
KOje HUCY OJ] CYIITHHCKOT 3Hayaja 3a BUXOBY KaTaJTUTUUKY aktuHocr. 40 141 Koju
he ce MeTo/1 akTHBaIMje KOPUCTUTH 3aBUCH IIpe CBEr 0] M300pa Hocaya, OJHOCHO O

(YHKIMOHATHHIX IPyIa IPUCYTHHX Ha Hocauy.!''®!
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3a HOcaue KOju MMajy KapOoxcuiny TPYNy €H3UM ce Be3yje MPEeKo aMUHO
rpyna ¢gopmupajyhu mentujany Be3y y3 00aBe3HO NPUCYCTBO KapOOIUUMUIA Kao
akTuBHpajyher arenca kapOokcwiaHe rpyre. KoBameHTHa wuMoOuIW3anuja MPEKO
KapOOKCHITHE TPYIIE C€ YECTO KOPUCTHU 3a UMOOMIIM3AIN]y €H3UMa Ha HOocade KOju Cy
MoJINMEpH aKkpuiiHe KucennHe. OBakaB MeTo]1 omoryhasa penaTuBHO Giare yclioBe 3a
KOBaJICHTHY UMOOMIIN3AIIH]y €H3UMA.

[Tomumepn Koju canpke amuHo TPYIy C€ MOTY aKTHBHUPATH IHA30TOBAHEM,
OJIHOCHO YyBohemeM ama3zo rpymna. EH3uMU ce y TOM ciydajy JIako Be3yjy IMPEeKo
CBOjHUX O- WJIM €-aMUHO TpyIa a pehe npexo cyadxuapuine, XUAPOKCH UIH KapOoKcH
rpyne. Jenna on Hajuemhe KopuImheHHMX METOJa 3a aKTUBHMpamEe HOcaya ca aMHHO
TPYIIOM je aKTHBUpame TIyTapalexXujaoM. PeaknujoM ca TIyTapalIexHuIoM ce Ha
HOcade YBOAM KapOOHHJIHA rpyla Koja pearyje ca aMHHO TPYIIOM Ha MOJICKYITY
eH3uMa npu uemy Hactaje [lludona 6aza.

[Ipuponuu noaucaxpuonu HOcaud, OJHOCHO HOCAYU Ca XUOPOKCUNHUM
rpymnama, akTUBUPA]y € Y peakiiuju OpomIldjaHa ca JIBE CyCeIHEe XUAPOKCUITHE IpyTe
MIpH YeMy HACTajy peaKTHBHU UMHUIOKapOoHaTH. HakoH ToTa, €H3UM ce MPEeKOo aMUHO
rpyne JU3MHCKOI OCTaTKa Be3yje 3a aKTUBHpaH Hocad NpH 4YeMy HacTajy
n3okapbamuau u ypertaHu. OBUM IMOCTYIIKOM C€ YIJaBHOM aKTHBHPA]y MPUPOIHH
noJincaxapuu Ha 0a3u JIeKcTpaHa M arapose W Leiysio3a, a IIaBHU HeJ0CTaTaK OBe
MeTOJIe je ITO ce Be3a u3Mel)y eH3uMa W Hocada OCTBapyje y HelmocpeaHo] OMu3uHU
MOBPIIMHE HOCaya INTO MOXE OTeXaTH MPHUCTYI CYICTpaTa BEIHMKe MOJIApHE Mace
erzumy.”

Hocauu ca xuopokcunnum rpynama MOTy ce akTUBUPATH U Ca jeIUbEebuMa ca
AKTHBHHM aTOMOM XaJIOTeHa O] KOJjUX ce Hajuemhe KOpUCTE XJIOPTPUA3HHH.
AKTHBaIMja XJOPTpPHA3MHAMA C€ 3aCHHBA HA bUXOBO] PEAKIU]U ca XHIAPOKCHUIHOM
WM aMUHO TPYIOM IoJIUMEpa y ajKajHO] CPEeIWHU Y3 HPHUCYCTBO OPraHCKOT
pacTBapaya. HakoH oBe peakiuje eH3UM ce Jlako Besyje 3a Hocad. llopen
XJIOPTPUA3WHA YECTO Ce€ 3a aKTHBAIIM]y HOCAYa ca XHIAPOKCIMHHUM IpylamMa KOpPHCTH
Tpesmwi-xjaopua. OBa MeTOAa je TOTOJHA jJep ¢€ KOPHUCTH IOJ OJIaruM peakInOHUM
yClIOBUMa.

Cee Behy maxmy A00Hujajy HOCAyW 3a UMOOWIM3ANH]Y KOJU CAApKe enoxcu

rpyne. OBe rpyme MOTy Ja pearyjy ca pa3IduduTHM HYKICOPWIHHM Tpyrama
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AMUHUKUCETTMHCKUX oOcCTaTaka (aMHUHO, XHJIPOKCUIHUM, WIH CYI()XUIPUITHAM
rpylamMa) mpu Beoma OJiaruM ycioBuMa: HeyTpanHe pH u temmeparype y pacnoHy oj
5 °C go 25 °C.M% 141 Hy Taj Ha4MH (opMHUpa ce BEJIMKH OpOj UBPCTHX Be3a, a
MOCTHIKE C€ W 3HayajaH MopacT CTAOMIIHOCTH Kao IMOCJIeIUIa CTBapama BHINE Be3a.
YecTto je aKTHBHOCT €H3UMa, JHIa3e, CMameHa YCleJ CTBapama HEeXebeHUX
WHTEepaKIyja u3Mely eH3uMa u Hocaya ycjea BUXOBE Malle yIaJbeHOCTH. Y TaKBUM
clydJajeBHMa HOCAYd 3a UMOOHWIIM3AIM]Y ca €MOKCHIHUM Tpylnama Cy y MpeaHOCTH
HaJ 0CTaJIMM TIOIITO C€ MOTY JIaKO MOJAH(UKOBATH APYTUM aKTHUBUpajyhuMm areHcuma

momyrt riyrapargexuga.l !

1.5.1.1. Umobunuzanuja nunaze MoauduKoBaHe yBOhemeM aMUHO TpyTIe

[Ipu umMobuIM3anMju eH3uMa, jelaH 0/ OCHOBHUX IIUJbEBA j€ OUyBAIE HETOBe
AKTUBHOCTH Kao W moBehame merope crabmimHocTH. llpuMemnBaHe cy pa3indnTe
METOJIe KaKko OM ce IMOCTHIIIA IMTO YCIenrHuja umoomnu3amnuja. [lopen mogunpukammje
Hocaua, Moryhe je u3BpIIUTH U MoaU(DUKAIMjy caMor eH3uMa. JeaH o]l HauMHa Ha
KOjH ce MOKe MOJAH(PUKOBATH €H3UM paJid MOCTU3ama 00Jhe MMOOUIU3AIHje, jecTe
IEroBa aMHUHaIuja, 0OJIHOCHO YBOheme aMHHO rpyla Ha eH3uM. EH3uM ce 3a Hocad
MOXe Be3aTH NMPEeKO aMUHO Tpyna, a moBehamem Opoja oBHX rpyma, eH3WM he ce
epukacHuje Bezatu. J[onaBameM aMHHO rpylia HEMHUHOBHO JI0JIa3H J0 HapyIllaBamba
HaTUBHE KOH(oOpMaIlje eH3uMa, a CaMUM TUM U J0 IpOMeHe Herose akTuBHOCTH. C
JIpyre CTpaHe, aMHUHAIIMJOM €H3MMa MOXe ce JOOWTH €H3UM Koju moceayje Behy
cTaOMITHOCT, INTO 3a WCTpaXXWBade HaA Kpajy HW MpelICTaBlba YCIOB YCIEIIHE
aMUHaIuje.

Monudukanuja eHzuMa ce 3acHMBa Ha oOorahumBamy NOBpPIIMHE €H3UMa
peaKTUBHUM Tpylama, y OBOM CJydajy aMHHO Tpymnama, Koje o0e30el)yjy cTBapame
BHUINIE KOBAJEHTHHX Be3a ca HocadeM Tnpu umoOmnm3anuju. [lpm oBakBoj
“MOOMIM3anuju, TOTpeOHO je Ja W HOocad MMa JOBOJbaH OpOj pEaKTUBHUX TpyTa,
Kako OM aMHMHaNMja eH3uMa uMaja edekra. XeMHjcKa aMUHalldja ce MOXKEe U3BECTH
aKTUBHPAHEM TMOBPIIMHCKUX KapOOKCHUIHUX Trpyna (Kpajibux KapOOKCHIIHMX Tpyma
Asp m Glu) ca l-ermn-3-(mumernn amuHO-Tiporii) KapOommmmugom (EJIAK) y

npucycrBy ermrenuamuna (EJA).!'*1 Ogo je mosnara peaxnmja u oma omoryhyije
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dbopmupame amuaHe Be3e m3Mel)y akTuBHpaHe KapOOKCHIIHE TpyNe eH3UuMa U aMHHO
rpyne EJIA, 1ok jenmna mpumMapHa aMuHO rpyna octaje cinobomna. OBe HOBe
puMapHe aMuHO TpyIie Aajy pK BpemHocT oko 9,2, caMUM TUM pPEaKTHBHH]E CY O €-
aMUHO Tpyla OCTaTKa JU3WHA Ha TMOBPIIMHH eH3uMa. [IporeHar moampukoBaHUX
KapOOKCHIIHUX T'pyIla ce JTJaKo MOKe KoHTpoJucatu momohy kKoHrentpamnuje EJJAK-a,
KOJU C€ KOPHUCTH Y PEaKIlv]H.

Metojge 3a WMOOWIM3aNM]y Cy Beoma crenupuyHe W Tpeba jga Oyay
ONTUMH30BaHE 3a CBakW crenupuuan cucreM. Tako je y cuHTe3n Ouoamsena
kopunthena numaza uz Thermomyces lanuginosus koja je MoaudpuKoBaHa yBohemeM
aMHHO TpyIle a 3aTHM KOBQJICHTHO MMoOMIMcaHa Ha araposy.’ VmoGmincana
JWIla3a ce MoKa3ajia Kao BeoMa CTaOujaH M aKTUBaH OMOKaTaIu3aTop Yy peakiuju
TpaHcecTepuUKaIMje YaKk W y MPUCYCTBY BHINKa MeTaHona. Kopumheme oBako
“MOOMIHCcaHuX Numnasa nmopehane crabumHocTH, oMoryhaBa eH3UMCKUM TOCTYIIIAMA
Ja TIOCTaHy KOHKYPEHTHH XEMHUJCKUM 3axBajbyjyhu cMmamemy TpOIIKOBa €H3HWMA.
Jlumaze w3 Thermomyces lanuginosus u Pseudomonas fluorescens cy KOBaJ€HTO
nMoOmiimcane Ha KomeprujanHu  Hocad  Toyopearl AF-Amino-650. Kao
akTuBUpajyhu arencu cy KopuimheHu TIyTapaiaeXul, TIIHIUA0N (CAAPKU eTOKCUIHY
Y aJIKOXOJIHY (YHKIIMOHATHY TPYIY) U eMUXJIOP-XUJAPHUH (CAAPKU ETOKCUIHY TPYIY)

IIpU YeMy Cy HajOoJbH pa3ysITaTH OCTBAPEHHU ca TIIUIUI0JIOM M €HUXJIOP-XUIPUHOM.
[146]

1.5.2. Ilpearperman numnasa

[Iperpeman numnasza uMa 3a IHUJb Ja c€ MOOO0JBINA]y AaKTUBHOCT U CTAOMITHOCT
€H3UMa, M IITO je TOCeOHO BaXKHO Jla C€ y peakiijama CHHTe3e Onoau3erna, mooospina
ToJIepaHIIMja HAa MeTaHoJ. McTpakuBama Ccy mokaszaia Jia Kaja UMOOMIMCAH €H3UM
uMma jo0ap mperperMan noBehaBa ce HEroBa pe3HCTEHTHOCT HAa METAHOJ a TUME H
omoryhaBa BWINEKpaTHa IOHOBHaA yIoTpeba eH3mMa IMOCeOHO y HWHIYCTPH]CKHM
ycioBuMa. PeareHcu 3a mpeTpeTMaH ce MOTy Kiacu(puKoBaTH Kao: 1) cyncTpaTd uiu
BUXOBU  aHaNO3M, 2) OpraHckd pacTeapaud, 3) coiad, 4) eH3UMCKH
maonporextantu.'*”! Cu Tpermanm ca pasnmumTiM peareHcEMa MMajy WCTH IIJb:

oJlp)kaBarbe KOH(oOpMarwmje eH3MMa y aKTHBHOM OOJIMKY Tako INTO C€ aKTUBHU
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LEHTap Mema U3 3aTBOPEHE y OTBOpPeHY cTpKTypy. Hajuemhe ce mpeTperman Bpim
ca caMHM CYICTpPAaToM WM HeroBuUM anHaino3uma. OHHM uMajy yiory nosehama
AKTUBHOCTH €H3WMa y OPraHCKHM pacTBapadynMa IyTeM MOJIEKYJCKOT YTHCKHBamba
(molecular imprinting). ®opMupaHu KOMILIEKC €H3UM-HUMIIPHHTEDP OJpKaBa CH3UM y
aKTUBHO] KOH(opMmalnuju M Ha Taj HauYMH ce 3aJpkaBa Beha aKTUBHOCT €H3MMaA Y
HEBOJCHMM cpeAnHaMa Yy nopehemy ca €eH3MMOM KOjU HHje Npollao TakKas
TpeTMaH.[MS] Nmobunucana munaza Candida spp. 99-125 je Tpetupana pacTBOpOM
MetaHoma koHmeHTparuje 10-20%, m oBakaB mpeTpeTMaH je moBehao EH3MMCKY
aKTUBHOCT M TOJIEpAHIM]y TpeMa METaHOJdy U Yy TPOCTENEeHOM, alu U Yy
jeHOCTENEeHOM MOCTYIKY Jl0JlaBamba MeTaHoja. MehyTum 10 mpomeHa HUje JOILIO0
KaJla cy ce Kao peareHCH KOPUCTHIIM JPYTH AJIKOXOJH KPaTKOT JIaHIA: A-TIPOIUI
ajakoxoy, [-OytaHoy, 2-TpomaHoNd, 2-METHJI-2-TIPOTaHOd MW 2-MeTHJI-1-mpomaHo.
AKTHBHOCT JMIa3e, TOJepaHlldja Ha METaHOJ M oOllepaTHBHA CTaOMIIHOCT je
JIpacTUYHO To0oJbIIaHa Kaja je numasza tperupana ImM pactBopom CaCl, u MgCl,,
[IpermocTaBiba ce Ja ce com HHKOPIOPUPA]y ca MPOTEHHOM TIpH 4eMy ce GOpMHUpPajy
CTAOWITHHjU MOJICKYJIH KOjH OJ[0JIeBajy KOH(OPMAIMOHUM IpOMEHaMa H3a3BaHUM
BeukoM KonnenTpanujom meranona.'*’! Burho je marmacuTy 1a munase pasmmunTor
MOpeKJia UMajy pa3IMuuTe KapaKTepHCHTKE M Ja jelHa MeToAa Moxjaa Hehe outu
yHuBep3anHa 3a cBe. KomeprnujanHo wumoOunucana mnunasza u3z C. antarctica
(Novozyme 435) je TpeTupaHa aJKoXoJuMa Kao mTo ¢y 1-0yraHou, 2-Mponanoa u 2-
METHJI-2-TIPOIaHoJI. AKTHBHOCT OBaKO TpEeTHpaHEe KOMEPIMjaTHe Juma3e ce moBehana
JIecCeT MyTa y OJHOCY Ha €H3WM KOju HHUje OMO TMOJBPTrHYT HHUKAKBOM TpETMaHy, a
mpuHOC MeTus ecTtapa je ox 7 mo 10 myra et '] CamykaBa (Samukawa) u
CapaJHUIM Cy TOCTUIJIM TpuHOC Owmoamsema ox 97% wakon 3,5 catm ca
npenHKyoupanoM iumnazom Novozyme 435. bp3una pexanuje je O6wmna Beha kana je
€H3UM Hajupe TpeTupaH MeTui-ojeaToM 30 MHUHYTa a 3aTHUM Y COjJUHOM YJby 12
catu.!®" Jacuo je Ja OBM MOCTYNIIM MOTY 3Ha4ajHO Ja moBehajy mpoayKTHBHOCT
WHIYCTPHjCKAX CH3UMCKHX IIperapara 1 Ja eH3MMCKe TOCTYIKe CHHTe3¢e Omoam3erna

YUYHUHE €CKOHOMCKH U3BOJAJbUBHUM.
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1.6. ®akTopu Koju yTUYY HA €H3UMCKY TpaHcecTepuduKaiujy

TPUTJIULIEPUIA

Benuku 6poj pazauuutux ¢akropa, udje je 1ejcTBO Hajuemhe KOMOWHOBAHO,
yTHYe Ha KWHETUKY €H3WMCKH KaTaJu30BaHE TpaHCecTepH(HKaNMje W Ha MPHHOC
Owoam3ena: peakMOHA TeMIIepaTypa, U300p ammil aKIenTopa, MOJAPHU OJHOC AU
aKLenTop U yJbe, cajipikaj BOJE y CHCTEMY, HPHUCYCTBO OPraHCKOI pacTBapadva.
OnTuManu mapaMeTpyu 3a €H3UMCKY TpaHCecTepU(HKaIMjy 3aBUCE U OJ IOpeKIa U

BpCTe JMIase, H300pa yJjba U THUIIA peaKkTopa.
1.6.1. 360p cupoBuHe

Iloctojm Bume Moryhmx cHpoBHHA ca TOTEHIIMjaIOM Ja C€ KOpHUCTE 3a
cUHTe3y Ouojuzena. ['eHepasiHO, CBe CUPOBHUHE C€ MOTY MOJEIUTH Ha: 1) OusbHA yiba

[92, 134] [85, 132] [90, 91]

Kao IITO jé CYHIIOKPETOBO YJbE, COJHHO YJbe, yJbe yJbaHE pemuIle,

JaTpoma yime (Jatropha),m’ 1311 yJb€ O] CEMEHa naMyKa;[84] 2) XKUBOTHIHCKE MacTH
(moj, cano);[m’ 15313y ormagma yJba u3 nomahnHCcTaBa U I/IH,Z[yCTpI/Ije.[154’ 1531

[locToju TeHneHIMja Ja ce Kao CHPOBHMHE 3a CHHTE3y Oumojau3esa KOpucrte
JKUBOTHUILCKE MACTH W yJba HACTale Kao CHOpPEIHU MPOU3BOJ y UHIYCTPHJU Meca U
pube. Jlo cama cy xopumnthenu rosehu moj, cano u pubsbe ybe (TyHa). JKUBOTHICKE
MacTH cy Oorare 3acmheHMM MacHHM KHCEJIMHaMa M Kao TaKkBe HHUCY IOTOJHE 3a
cuHTe3y Omoau3ena. EcTpu cHHTeTHCaHH U3 )KUBOTUELCKUX MAaCTH MMajy BHCOKE TaukKe
TOIJbEH-a U KaJla ce KOPUCTE Kao MOTEHIIMjaIHO TOPUBO 3aXTEBajy /10/1aBambe 3HaUajHe
KOJIMYMHE CpEJCTBA MPOTUB MpXKIeHmha. PuObEe yhe HMa BeIMKH IIPOIEHAT
noyimHe3acnNeHNX MacHUX KUCENIMHA, 300T Yera iMa BHCOK jOJHH Opoj H JIaKO TOJIekKe
okcujmanuju. Ysumajyhu y o03up oBaj HeIocTaTak Kao W OrpaHUYeHe 3alluxe
JKUBOTHIHCKUX MAcCTH, FbUXOBAa MPHMEHA y CHHTe3u Ouoam3ena mma manu 3Hadaj. Ca
JIpyre cTpaHe, OWJbHA yJba Cy OOHOBJHMBHU W MPAKTUYHO HEHWCIIPITHH U3BOPH €HEPTH]E.
I'enepanHo, GakTOpH Kao mMTO Cy reorpadcKu MoJI0kKaj, cacTaB Tja, KIIMMa U eKOHOMU]a
y Benmkoj Mepu ojpelyjy koje OWJbHO yibe je 3a onapeheHy apxaBy upeamHo 3a

npousBoy Ounoamzena. Y Cjemumennm AmepudkuM JlpkaBama riaBHa CHPOBHHA je
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COjUHO yJbe, Y EBpOIH je yibe yJbaHe pemmuIle, JOK je aK y TPOIICKUM 3eMJbama IiiaBHa

156, 1 .
CHUPOBHHA MaJIMUHO yJLe.[7’ 36- 157 Ha Coarm 1.10. MpUKa3aHa je CBETCKa MPOU3BO/IHa

OmoM3ena o] pa3IMYATAX CHPOBHHA 32 2007.13

9

7

B QOcrana
y/ba
MNanmuHo
y/be

B CojuHo
y/be

® ye ypare

¥ Ve ybaHe penuue 4

B CojuHo yme 3

NanmuHo ybe 2

— penuue

Ceer Espona Amepuka Octane

¥ QOcrana yma 1

Cnvika 1.10. Cetcka noTpolimha OMJbHUX YJba 32 CUHTE3y Oroan3ena

BakHo je 3HATH J1a KBAJIATET U CBOjCTBA OMOJIM3EjIa Y BEIIMKO] MEPH 3aBHCE OJT
cacTaBa MacHHMX KHCEJIHMHA yJba KOPHIINEHOTr 3a CHHTe3y (CacTaB MAacHUX KHCEIHMHA
pa3nuuuTUX yJha AaT je y Tabemu 1.6.). buommsen mpowsBeneH of yJba Koja MMajy
BHCOK caJipkaj He3acmheHWX MacHUX KHCEIMHAa nMa Behe BpemHOCTH Tauke Tedema |
Tayke Mariiema. TakBo TOpUBO MMa J00pe nepdopMaHce W Ha XJIQJHOM H Ha TOILJIOM
BpeMeHy. Mak, TakBo TOPUBO je ciabujer KBaJUTeTa MOIITO MMa Mamkby [ETaHCKH Opoj
U HUXKY TemIieparypy caropeBama. C Apyre cTpaHe, TOPHBO IPOU3BENIEHO O] yJba ca
MacHHM KHCeITMHaMa Jyror JiaHma (mpeko 18 YrIbeHMKOBHUX aToma) WMa BEJIUKH
METAaHCKH Opoj M TeMemnpaTypy Najbeha ald HUCKY TadKy Te4era W Marjbema u Behu
BHCKO3HTET Te mMajy jome neppopmance mpu xmagaom spemeny.! > 81 Jenan on
[JIABHUX KPUTEpUjyMa 3a KBAIUTET OuMoJu3esa jé U CTaOMITHOCT TOKOM CKJIaIUINTEHha
KOja ONeT 3aBHCH OJ cacTaBa MacHHX KHcelnHa. JlepuBaTm OWJPHUX YJba HMajy
TEHJCHIIM]Y Ja Jerpajaupajy Kao TocleAulla OKcujamdje. IbuxoB cremen
He3acMheHOCTH WX UYMHU TOUIOKHAM Ha  TOIUIOTHE W/WIM  OKCHIATHBHE
NoJMMEpHU3aIje MTO MOXKE JOBeCTH 10 (opMupama HEpacTBOPHHX IPOM3BOAA Y
TOpPUBY KOjU Y3pOKYjy HpoOjieMe y MOTOpHMA, IMOCeOHO y CHUCTeMY 3a yOpu3raBame
FOpI/IBa.[3 8 N360p yipa 3a cuHTE3y Tpeba 3amparo jJa Oyjae KoMIpoMuc u3mely yxuHe

JJaHIla MaCHHUX KHUCCJIMHA U BbUXOBE 3acuNeHOCTH.
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Tabena 1.6. CactaB MacHUX KHcelUHA Y OMJBbHUM yJbHMa

C C C C C C C C OpHoc
Ve 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 20:1 Ocrtame 3MK/HMK

banem 6,5 0,5 14 70,7 20 3,5 0,9 7,9/91,2
bopau 12,9 0,2 4,3 19,1 39 18,7 0,3 2 17,5/82,5
Kykypy3 11,7 1,9 25,2 60,5 0,5 0,2 13,8/86,2
Ceme
mamyka 28,3 0,9 13,3 57,5 29,2/70,8
Jatropha
yJbe 164 1 6,2 37 39,2 0,2 22,8/77,2
Maciune 11,8 1,5 2,7 74,1 8,5 0,7 04 0,3 14,9/85,1
[Manme 42,6 0,3 44 40,5 10,1 0,2 1,9 47/51,1
Vibana
penuua 3,5 09 64,4 22,3 8,2 0,7 4,4/94,9
Coja 114 44 20,8 53,8 9,3 0,3 16,1/83,9
CyHIOKpeT 7,1 4,7 25,5 62,4 0,3 12,1/87,9

*3MK-cyma 3acuhennx macHux kucennHa, HMK-cyma HezacnheHnx MacHUX KHceJnHa

Kao mro je Beh peueno, Hajuemhe kopuinheHa OuJbHa yJjba 3a CHHTE3Y
O6uoaM3ena cy CyHIIOKPETOBO YJbe, COJUHO, YJbe YJbaHe PeIulie U MajiMe.

[Ipema Jlny (Liu) u capamaunmma, caapxkaj yjba y 3pHY coje Bapupa on 12 1o
30% (TunuvaH caapkaj yjba Ha cyBy MaTepujy je 20%). MaceHOKHCeTMHCKH cacTaB (Y
OJIHOCY Ha YKYIaH cajapikaj yJba) 3HA4YajHO Bapupa: MaJIMHUTHHCKA KucennHa 4-23%,
creapuHcka kucenuHa 3-30%, onemHcka kucenuHa 25-86%, JTMHOJIEMHCKA KUCETUHA
25-60%, muronHa 1-15%. HepaduHucaHo yibe caapu Marmbe KolnduHe Gochonmmma,
cI000THUX MACHHUX KHCEJIMHA M MeTalla Y TparoBuMa. YJbe COje je OCHOBHA CHPOBHHA
3a mobujame buoan3ena y AMepuIy.

Ympe maame je HajBuine KopuinheHa CHpOBHHA 3a JoOWjame Ouoamsena y
a3ujcKuM 3eMJbama. llamMuHO IpBO je moceOHO aTpakTWBHA alTepHATHBHA CHPOBUHA
30or Benuke mpoayktuBHOCTH (610 TamoHa yipa 1o xeKTapy).[lsg] [Tammuno yiBe ce
nobuja W3 yjba IUIOIA M TO M3 Me3oKapma W M3 Komrtuma. OBa JBa yJba HMajy
MOTPUIIMYHO PAa3IMYUTH CACTaB: yJbe U3 Me30Kapma CaJpKu MPEeTeKHO MATMUTHHCKY

(44,0%) u onemHcky kucenuny (39,2%), 10K je y/be U3 KOINTHIIE OOTaTO JAypHHCKOM
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(48.,3%), mupuctunckom (15,6%) u onennckom kucenunom (15,1%).

Yibe ybaHe penmile je BeoMa MOTOHO 3a Jo0ujame Ouoansena 300r BUCOKOT
cajpkaja oJeuHCKe Kucenuue. Jobuja ce mpecoBameM U3 CEeMEHa pa3HUX BpCTa OUJbKE
Brassica. Canapikaj ysba y 1iesiom cemeny u3Hocu 38-45%, caapikaj yiba y je3rpy je 40-
46%, caapxaj mpoTenHa y neioM cemeHy je 18-20%, a camapikaj mpoTewHa y je3rpy
m3Hocu 19-21%. BehwHy MacHUX KHceNnuHa y yJby yJbaHE pemwuile YhHe He3acuheHe
MacHe kucenuHe (62%), Bumectpyko Hezacumhene macHe kucenunne (30%) u 3acuhene
MacHe kucennHe (8%). 300r BETWKOT cajprkaja MaCHUX KHCEJIWMHA ca JyTUM JIaHIEM
penuunHoO yJhe uMa Behy MojekylcKy macy oA BehuHe yjba W caMHM THM, HHKH
carnoHu(axkIoHu 0poj 1 Behu BUCKO3UTET.

CyHiokperoBo ybe ce no0uja u3 cemeHa Owibke Helianthus annuus xoja
caapxu 35-51% yma u 19-30% nportemna. Mako wma Beqwkd 3HA4Ya] y JbYACKO]
UCXpaHM, CYHIIOKPETOBO YJbe je Jpyra Haj3acTyIJbeHHja CHUPOBHHA Yy HPOU3BOJIH
o6uoauzena. CyHIIOKpETOBO YJb€ je MOXKeJbaH CYICTpaT 3a TpaHcecTepudukanujy 300r
noBehane oxkcumatuBHe cTaOwWiaHOCTH  (opMUpaHWUX  aJKWI — ecrtapa. Ectpu
CYHIIOKPETOBOI' yJba 3alpaBO CTBapajy Mame Hacjara Ha HHJeKTOpUMa HEro Ju3el
TOpHUBO. YJbe CYHIIOKpeTa CTaHIapAHOT (JIMHOJHOI) THUIA KapaKTepHIlle BUCOK Ca/kaj
Hezacuhennx macHux kucenuHa: nuHonHe (C18:2) u onemncke (C18:1), kao u HU3aK
caapxkaj 3acuheHnx MacHUX kucenuHa: naamutuacke (16:0) u creapuncke (C18:0). Ox
JIBa TUIA CYHIIOKPETOBOT YyJba (JIMHOJHOT M OJIEMHCKOT) 3a IPOU3BOY OMou3ena
00Jhe je KOPHUCTUTH OJIEMHCKH THN yJha. Hamme, meTmin-ectpm moOujeHH W3 yjba ca
HIUOKUM joqHMM OpojeM mMmajy Behu merancku Opoj, a M Takohe emucHja IITETHUX
racoBa GHOM3ENA je Marba KOJI yJba ca HIKHM joaHuM 6pojem.””) Mmajyhu y Bujy cBe
OIITPHjE €KOJIOIIKE KPUTEPHjyMe OBE KapaKTepHCTHKe he cBakako yTHIAaTH Ha W300p
yJba.

Jla Ou mpou3zBoama 6uoan3ena Ouia eKOHOMCKH UCIUIaTHBA HEOIXO/IHO je Jia ce
pasBHje Tpou3BOJma OazupaHa Ha KOpUIThewy OTHagHUX W KopuitheHuX yiba. C
003WpOM J1a je TIeHa jJeCTHBOT yJhba BEOMa BHCOKA TEXH ce KOpHUIhemy OTIaIHOT yiba
Kao TI0Jla3He CHUPOBHHE jep Ha Ta] HAYWH W IleHa (UHAITHOT IPOM3BOJIA IIOCTaje

npucrymaunmja.l? 2]

Takohe, Tako ce wu3beraBa crajiHa KOHKypeHIHja ca
npexpaMmOeHoM HHIYCTpujoM. OCHM HUCKE TIeHEe, IPEIHOCT KOPHUINhema OTHaHUX yiba

je IITO ce Ha Ta] HauW pelllaBa U BEJIMKH €KOJIOMKH MpoOiieM HBUXOBOT ojyrarama. OBa
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yba cy, MehyTum, HIDKer KBaiuTeTa of paduHHCaHWX OWJPHUX yJba MOceOHO 300T
casip’kaja cI000HUX MacHUX KUCEJIMHA, IITO MOXe OUTH BEIUKH IpoOJeM 3a alKallHO
KaTai30BaHy TpaHcecTpudukaiujy. OTnaaHo yJbe CaapKu U JIpyre CyICTaHIe Koje Cy
HAcTaje TEePMHUYKOM JErpajaldjoM yJba Kojeé MOry Ja yTHYy Ha aKTHBHOCT
KarajuM3aropa ajld ce MOTy YKJIOHMTU jeJHOCTaBHOM ¢wirpanujom. OTnaaHa yiba
cagpke Behe KomuMumHe 3acMheHMX MacHUX KHCEIMHA, WITO JIOIIE YyTH4Ye Ha
KapaKTepHCTHKe TOpUBa [Py XiagHoM Bpemeny. ! Uapoeruntpakon i THeHMeTarkoH
(Charoenchaitrakool m Thienmethangkoon) cy HWCIHTHBAaIX ONTHMAIHE YCJIOBE 3a
MIPOU3BO/IbY OMOAM3eNa U3 OTMATHOT yJba KOpHcTehH JBOCTENEeHH MOCTYIaK: Kucena
Tpancectepudukamuja mpahena anxamom.!'®”! Opakas mocrymax y3 mpexHOCTH HMa H
OpojHe MaHe: BeJIMKa KOPO3WBHOCT, HEMOTYNHOCT MOHOBHE ymoTpeOe KaTaim3aropa,
CTBapame BEJIMKe KOJMYMHEe OTHajHuX Boja. Crora je, BUIIE HErO WIJE, MOKeJhHA
ynoTpeba eH3uMa, JHIasa, Kao OMokaranuaropa 3a ectepu(puKkoBame MaTeprjaia Koje
je 6oraro BoJIOM H 000 THUM MacHUM KHCenHaMa.

Mebhytum, KomYrHA OTIATHUX YJba HUje JOBOJHHA JIa 3aJI0BOJBU 3axTeBe. ONTHMAITHO
pereme je J1la ce KOPHUCTE HEejecTHBa yJha KOja Ce€ HE MOTY KOPHUCTHTH 3a JbYJICKY
MOTPOIIKY 300T TPHCYCTBA HEKMX AaHTHHYTPUTUBHUX (akTopa WM TOKCHYHHX
KoMIoHeHTH. HajoroHuje je KOpuCTUTH OHE yJbapHlle KOje UMajy BEJIMKH IPUHOC T10
XeKTapy U Oorara cy yJbeM, HUCKE TPOIIKOBE MPU3BOJHE U MOTY JIa pacTy Ha HUCKO

KBAJIUTCTHOM 3EMJbUINTY, OAHOCHO 3EMJBUIITY Oes3 IMOJbOIIPUBPEAHUX Bpe,Z[HOCTI/I.[zz’ 161,

162]
Jatropha curcas je HaTUBHO JIpBO M3 AMepuKe, Maja ce MOXe HahW y TPOICKHM H
CYNTPOIICKMM objacTuMa. JaTrpoma ceMme je 60rato yjbeM aj je TOKCHYHO 3a JbYACKY
ynotpeOy. Ceme Ombke camapxku o1 30-50% yspa mo macu, a camo jesrpo ox 45-60%.
['maBHe MacHe KHCeNWHE KOje ce Hama3e y yJby Jarpoma cy OJIeMHCKAa W JIMHOJHA.
CBojcTBa OBOI' yjba Ia YHMHE IOTOJHUM 3a IMPOU3BOJAMKY AKWUJI ecTapa, IOINTO je
BHCKO3HOCT ecTapa Beha 0J1 BACKO3HOCTH [TOYETHOT MaTepHjaa.

PunaycoBO yJbe je JeIMHCTBEH KOMEPIHjATHH PECypc KOju je OoraT pUIIMHOJICHIHOM
kucenmmHOM (mpexo 90%). PurmmnycoBo yibe ce mobmja w3 ceMeHa Ouibke Ricinus
comunis Tipu demy je npuHoc oko 50%. To je HejecTHBO yJbe, XeMHU]CKH CTa0UITHO U
noTiyHo Ouopasrpaauso. Hajsehu npoussohauu cy Munuja u bpazun.

AnTepHaTHBHA CHPOBHHA 3a MPOU3BOAY OWMOAM3ENa j€ HEJECTHBO YJhe €KCTPaxOBaHO
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u3 gapsera 0Oabacy (Orbinya martiana), TaTMUHOT JpBETa KoOje je BeoMma
pacIpocTpamkeHo y TPOIICKUM objacTuMa. YJbe je OoraTto JaypuHCKOM KHCEITHHOM, a
BeJIMKA TIPEJHOCT OBE OWMJBbKE je W Ja OCTaTak ceMeHa, OJJHOCHO JIpBeTa UMa MPUMEHY Y

pa3IMYUTUM UHAYCTpUjaMa.

1.6.2. 360p anmi akuentopa

VY peaknmju TpaHcecTepuUKaIje ce€ MOTY KOPHUCTHUTH aJIKOXOJH Kpaher
(MeTaHOII, €TaHOJ) W Jy’Ker JiaHma (MPOIaHoj, OyTaHOJI, TIEHTAHOJ) Ka0 W aJKOXOJH
pasrpaHaTor JaHua (2-mporaHod, 3-MeTI/IJ'I-1-6yTaHOJI).[1’ 18] MebhyTtum, mako ectpu
BUIIMX aJIKOX0JIa UMajy 0oJba HUCKOTEMIIepaTypHa CBOjCTBA, BUIIIA IIEHA U CI0KEHUJU
MpOIeC TPOU3BOMLE WX YHHA HEKOMIETHTUBHUM 3a HWHIYCTPUJCKY IPOU3BOIY
ownou3zena. Hajuenrhe xopummheH amkoxou 3a TpancecTepuUKanmjy je Metanot. Jla 6u
ce cMammIIa 1M y3uoHa orpanuyera u nosehana 6p3uHa peakiyje HOTpeGHO je 101aTH
AIKOXOJI Y BUIIIKY Y OJHOCY Ha CTeXUOMETpHjcku moTpeOHy kommuuny (3:1). [lokazano
je y JMTepaTypH Ja c€ BEIWKH Opoj JHMna3a WHAKTUBHpA TPH KOHIIEHTpaIldjama
MeTaHoia koje cy 3a 33-50% Behe on crexmomeTpujcke TOTpeOHE KOJWYMHE 3a
peakiujy TpcheCTepI/I(l)I/IKaHI/Ije.[M’ 891631 Ta 6u ce OCTBapwWJIA IMTO OOJbH MPHUHOCH,
noTpeOHO je 3HATH ONTUMAIIHU OJHOC METaHOJI/yJbe 3a pa3InuiTe BPCTE JIUMa3a jep npu
BeheM MoJapHOM OJHOCY OJ1 ONTHMAJHOI J0Ja3H JI0 CMamema MpHHOca OHoaM3ena.
Hanme, y Tunm4oj peakmuju MeTaHOJU3e, ycle ] cilabe pacTBOPJAUBOCTH METaHOJA Y
yJby, pEaKIMOHa CMellla Ce cacToju oi JaBe (asze. Y KOHTaKTy ca HEpacTBOPHUM
KalJbUIlaMa ajJKoxoJia, Koje MOCToje y YJbY, ajJKoXoll ce ajacopOyje Ha MMOOMIMCAH
eH3uM, OJIOKMpa HPUCTYN TPUIIHUIEpUAa, a Takohe M HapyliaBa MHUKPOBOJIEHH CJIO]
€H3MMa, 300T Yera ce cMarbyje aKTHBHOCT €H3MMa, J0JIa3H JI0 HheroBe WHAKTUBAIH]jE U
CMamema MNPUHOCA METHJI eCcTpa MacHMX KucennHa. Jla Om ce MHHHMHU3Mpaia
WHAKTHBAllMja €H3UMa, y CUCTeMy 0e3 OpraHCKOr pacTBapaya, pa3BHjeH je MOCTYyMaK
MOCTENEHOI JI0/laBaba METaHOJIa y TOKY peakIiMje y CKIaAy ca JUHAMHKOM HeroBe
MTOTPOIIHE TAKO JIa CE OJIpKaBa HeroBa KOHIIEHTpaIija Ha ofpel)eHoM HUBOY MpH KOjO]
je cMmameHa WHXUOWIMja eH3uMa. Hajuemhe kopuimheH moOCTymak je TpPOCTETEHO
J0JlaBalkbe METaHoJa, y CKJIaay ca TUHAMHUKOM peaklidje, To oMoryhaBa KOHBep3ujy

on uak 98,4% mnaxon 48 caru.!'*! Hexomixo JIPYTHX CTyAHja je MOTBPAWIO Ja je
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TPOCTENEHO JI0aBake METAHONIA CylepHopHHje Hero jeanocteneno. O 1% 167 Tpyyg
UCTpakMBaya je BpIIWIA METAaHOJIM3y OWUJPHUX yJha UMoOOMIMcaHoM junazoMm u3 C.
antarctica xopucrehn mocrenenn,"® oxgmocro Tpoctenenu!'®” mocrymax nonasama
MeTaHoJla ca TOCTUTHYTHM HpuHOCOM on 95% wu 98,4%. Mehyrum, omepaTtuBHA
CTaOMJIHOCT €H3MMa y MOHOBJbEHUM IMKIycHMa je pelaTuBHO Masa. To 3Hauum jga je
cTabumHOCT OMoKaTanu3aropa U MOTYNHOCT HeroBOT MOHOBHOT KopHInhema, a TO Cy
yjeIHO W BaXXHW IapaMeTpH KOjU YKa3yjy Ha €KOHOMCKY OIIpaBJIaHOCT IIpoIlieca,
pelaTHBHO MaJa.

Kako je rmaBHu 1muib ynotpede 6MoaM3ena cMamemhe eMHICH]e racoBa CTaKJIeHe
OalnTe U CMamkeHhe 3aBUCHOCTU 0] (hoCHITHUX TOpuBa, Takohe je BeoMa BaXKHO U Jia ce
MPOIIeHN Koju ajkoxout he ce xopuctutu. HajBehm meo meTaHoia ce maHac jgoOuja w3
¢docuaHEX W3BOpa (MPUPOTHHU Tac WM yrajb), JOK €TaHOJN WMa H3BECHE EKOJIOIIKEe
MPETHOCTH TOLITO C€ CHUHTETUIIEe W3 OOHOBJbUBUX CHpoBHMHA. ETaHON je amkoxon
n30opa 3a 3emMibe KO MTO je bpa3un koje uMajy BeTUKe KOJIWYUHE eTaHOJa y BHUIIKY
KOJH HacTaje Kao HyCIpOU3BO pepMeHTaIyje mehepHe TpeKe Y MOCTYIKY TPOU3BOIEHE
caxapo3e. Kao m ca MeTaHOIOM OCTBapyjy ce BHUCOKH NPHHOCH &l Cy PEaKIIHOHH
ycioBH Onaxku kajga ce xkopuctu Meranon: 60°C 3a mertanon u 75°C 3a ertanon. U
peakinuoHo BpeMe je kpahe mTo je mocienuna GU3NUYKUX U XEMUjCKUX KapaKTepPUCTHKA
METaHOoJIa: TOJapHU MOJIEKYJ KPaTKOT JIaHIa. Y peakIju aJKOXOJIH3€ PHIMHYCOBOT
yJba UCTH CTETICH KOHBEP3Hje je OCTBapeH 3a 1 caT Kaja ce KOPUCTHO METAHOII, OJHOCHO
3a 5 catn kana ce kopucrro eranon.!'® Bpojuu nerpaxuBaun cy dpokycupann cBoja
UCTpakMBama Ha aJIKOXOJIe pa3rpaHaror W Ayror jaHma. ExcrepuMmeHTH cy moOKazaiu
na ce ca noBehamwem Opoja yribeHMKOBHX aroMa moBehaBa M IeTaHcku Opoj Kao U
TorioTHa Moh ropwBa. EcTpm MacHUX KucelnHa pa3rpaHaTHX alkoXoJla MOTY ce
KOPHCTUTH Kao aTUTHBH 3a TOpPHBa TMOINTO CHIDKABA)y TEMIIEpAaTypy Marjbema |
Temmeparypy Tedema.’> "' MelytimM, ankoxonu Belie MomapHe Mace MMajy Marbi
MOJIAPUTET a CaMHUM THM j€ OTEXaHO IUXOBO OJ/IBajarbe OJ AIKHJI ecTpa HaKOH
3aBpIICHE peakihje. 3a pa3IuKy OJ] HbUX, METHI-eCTPM MACHHX KHCEJIMHA HMajy
MOBOJFHH]A CBOjCTBA Y TIOTJIEAY HEMEIIJBUBOCTH Ca TIMIIEPOJIOM YHAME C€ OJIaKIaBa
npeuninhaBame GUHATIHOT TPOU3BOA.

HajuoBuje cryamje ¢okycupajy cBoje HMCTpaKUBambe Ha KOpullheme MeTUui- U

eTHI-alieTara Kao alui akuenropa y cuHTe3u Ouoxmsena. Ilokazano je na merun-
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arieTaTr HeMa HeraTWBaH yTHIlA] HA aKTUBHOCT JiMMaze. Y moTpeba MeTuiI-anerarta Takohe
CJIMMUHMINE PHU3UK OJ JEaKTUBAIlMje €H3uMa TIIHUIepOJIoM, jep ce IJIMLEPOJ He
MPOM3BOJIM Yy peakiuju. Hanme, HyCIIPOIYKT METaHOJIH3E, TIUIEPOIL, je Xuapododban u
JaKko ce ajcopOyje Ha TMOBPIIMHY MMOOHWJIMCAHE JIUIA3e, IMTO Takohe yThde Ha HeHY
aKTHBHOCT ¥ omepaTuBHy crabmmuoct. ™! Hycrmponsso peakipje ca METHI-aleTaToM,
TpuaneTuH, uMa Behy BpemHocT on riuiepona. Moxe ce KOPUCTUTH Kao aJWTHB 3a
rOpMBO, KOJjU CMamyje JCeTOHalMje TOopWBa y MOTOpY H  TOOOJbIIaBa
HECKOTeMITepaTypHe kapaktepucruke ropusa.l'’!! Kako mermn-anerar Hema HeraTuBHO
JIejCTBO Ha CTAOWIJIHOCT JIMIA3e HHUje MOTPEOHO HEroBO IMOCTENEHO JojaBame. 10 y
BEIIMKOj MEpU CMamyje BpeMe peakilyje U MojeJHOCTaBJbyje mocTymnak. [lokazano je u
Jia je orepaTuBHA CTAOMITHOCT MOOOJbINIaHa YIIOTPeOOM METHII-, OJTHOCHO €THJI-arleTara.
Iy (Du) u capamgaumm cy ocTBapim KOHBep3ujy on 92% mpu Tpancectepudukamnmju
COJMHOT yJha MeTui-anerarom ca Novozyme 435 u Huje nmpumeheH maj akKTHBHOCTH
munaze HU HakoH 100 nwmxiayca. ETmi-anerar ce KOPUCTHO Kao alyil akIenTop 3a
KOHBEp3H]y Jatropha m CyHIIOKPETOBOT yjba MpH 4Yemy je ucto Novozyme 435 Omo
Oomokartanm3arop. OnepaTuBHA CTAOWUITHOCT JIMIA3e jeé OocTaja HEMpOMEHmeHa HaKoH 12
LUKJIIyca, JIOK je, KaJa ce KOPUCTHO €TaHOJI, Jinna3a ryOusa cBojy akTUBHOCT mocie 6

mukyca. !

1.6.3. Temneparypa

3HauajaH IMapaMeTap C€H3UMCKe TpaHcecTepupUKalHje je TeMmIeparypa.
OnTtumanHa TemrmepaTypa 3a OHOXEMH)jCKY CHHTE3y 3aBHUCH OJf BpCT€ W HaylHA
u3Bohema mporeca, kao u oJ1 n30opa Omokaraiauzaropa. CBaku €H3UM MMa ONTHMAIHY
TeMIlepaTypy Ha KOjOj jeé Ierora akKTUBHOCT MaKCHMajdHa M TO € Herona
KapakTepUCTHYHA BPEJHOCT MPH JIaTHM YyCIOBHMa. TeMmieparypa yTude W Ha Op3WHY
JIeHaTypalnmje, 3aTUM Ha Op3MHY pasjlarama KOMIUIEKca €H3UM-CYNCTpar, Kao M Ha
TOIJIOTY joHu3anyje. Ca mopacToM Temmeparype, Op3uHa eH3UMCKe peaklirje pacTe J10
ONTHUMATHE TeMIlepaType Ha KOjOj peakija JOCTHXKE MaKcuMaiaHy Op3uny. Jlamu
TopacT TeMIlepaType M3a3uBa CMambehe Op3rHE peakilyje MTo je€ MOCIeInIa TepMaTHe
neHatypanuje en3uma. Kao m Koa XeMHUjCKHUX peakija, Op3uHa MHOTUX €H3UMCKHX

peakija ce moBehaBa JBa 10 Tpu IyTa IpH mopacty temmepaTtype 3a 10°C cBe mo
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TEMIIepaTypHOr ONTHMyMa, U 0OpaTHO, NMpH CHWXKewmY Op3uHe 3a oko 10°C Op3uHa
EH3HMMCKE PeaKIuje Onaja y mpoceKy oko apa myta.!' '

Temmneparypa eH3uMCKe TpaHCecTepH(UKaIHje Hajuelmhe Bapupa y pacnoHy o]
20 °C go 60 °C. OntumanHa TemIepaTypa 3a METaHOJIM3Y CYHITOKPETOBOT yJba Kaja ce
Kao Karanm3aTop KopucTH nunasa u3 1. lanuginose je 50 °C, amu kajga ce y HCTOj
peaKIuju KOPUCTH JHMas3a u3 R. miehei onTuMaaHa Temrepatypa je Hrka o 40 oC .3l
VYTumaj temneparype Ha MPUHOC PEaKIFje UCIIUTUBAH j€ y CHCTEMY ca JunazoM u3 P.
fluorescens. TpaHcectepuduKalyja oJeHHCKE KHCEIWHE |-TIPOMaHOJIOM BpIICHA je Ha
temneparypama ox 40 °C go 70 °C, a xao karanm3atop KopwuinheHa je cio0oaHa U
umoOmrcana nunasza u3 P. fluorescens. Y ciydajy xaaa je kopuirheHa uMoOuincaHa
Jumasa, CTerneH Koupepsuje oa 97% nocturayt je Beh mocie 5 catu Ha TemmepaTrypama
ox 50 °C u 60 °C. Temneparypa ox 40 °C 3a mmoOuinvcaHy Jndma3y Oujia je WCIOJ
IEHOT TEMIIEPATypHOT ONTUMYMA U peakilfja ce OJBUjaia 3HATHO CIIOpHje: OCTBApEH je
80% crenen KoHBep3HWje HaKOH 25 caTtu Tpajama peaknuje. Ha temmneparypu ox 70°C
cTeneH KoHBep3uje Huje nocturao Hu 50% mocie 25 caru.'* Kopumhemem ciiobome
munase u3 P. fluorescens youeHO je Ja ce peakiyje CIIOpHje OIWTPaBajy ca MamUM
CTETIEHOM KOHBEp3Wje, Mpu 4YeMmy Ccy IpuHocH Owunn HajBehm Ha 60, HEIITO HUKHU
npuHocH cy octBapeHu Ha 50 °C, u Ha 40 °C, nok je temmneparypa on 70 °C yrunana
HEeraTHMBHO Ha eH3uM. Ha Toj TemmepaTypu ocTBapeHM CTEleH KOHBep3Hje OMO je MCIOJ
10% mocne 25 catu Tpajama peakmuje. M oBme je mokazaHo a ce UMOOHMIIM3AINA]OM
TEMIIEpaTypHH OINTHMYM €H3UMa ToMepa Ka BHIIAM BPETHOCTHMA y OJHOCY Ha
cnoboaue enzuMe. Mimoommzanuja o6e36ehyje kpyhu ocnonalr 3a MoKy Jnmase, ITo

. .
je JI0BEIIO 10 TOMeparha TeMITePaTyPHOT ONTHMYMa H ropacTa Gp3une peakuje. !

1.6.4. Canpkaj Bojie y peakliMOHOj CMEIIN

Jeman ox kJby4yHHX (paKTOpa €H3MMCKE CHHTE3€ ecTapa je M caJpikaj BoJe Y
cucremy. KonTpona caapikaja Boje je BeoMa BaKHA M3 HEKOJIMKO pasjiora: a) Jenyje
Kao ,JIyOpHKaHT" OJ[p)KaBamkbeM C€H3WMa Yy aKTUBHO] KoH(opmamujm, 0) ydecTByje y
MHOTHM MEXaHW3MHUMa KOjU Y3pOKY]y WHAKTHBAIIM]y €H3UMa; B) MOJCTHYE arperaiujy
YecTHWIla €H3UMa; ) TMpPH BHUCOKOM CaapXkajy Bojae Moxe gohu 10 audy3noHHX

OrpaHHMuYeH-a CYIICTparTa; 1) MOXe Ja IPOMOBHINE HOBpAaTHY pEaKIM]y XHJIPOJIHU3E
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cMmamyjyhu Ha Taj HaunH mpuHOC Ouoamsena. OapeheHa mana KOHIIGHTpaluja BOJE Y
PEaKIIMOHOM CHUCTeMY je HEeOonXojHa 300T oJpkaBama TPOJUMEH3HOHAIHE CTPYKTYype
eH3umMa. Jlumase nMajy jeJMHCTBEHO CBOJCTBO Jla KaTadW3yj]y peakifjy Ha T'paHUYHO]
noBpmyHU W3Mehy BoJieHe W yibaHe ¢aze. AKTHBAIMja €H3MMa YKJbYUyje OTKPHUBAHE
AKTUBHOT IIEHTpa y TOKY KOH(pOPMAIHjCKUX MpOMEHa MOJIEKyIa Koje ce JelaBajy Ha
TPaHUYHO] TIOBPIIMHHU YJbe — BOJA. | eHepalHO, aKTUBHOCT JIMIa3e 3aBHCHU O]
pacnonoxxuBe Mehydas3He moBpmmHe, Koja ce mopehasa ca mosehamem KoMUUHE BOJIE.
Ca npyre ctpane, moBehaHa KOHIIEHTpaIlja BOJE y CHCTEMY IOMepa PaBHOTEKY
MOBpaTHE peakluje y MpaBIly peakilfje XHUApoiu3e. YKOIUKO je caapxaj BOAe y
cucreMy Behm o1 onTHMaJHOT 3a JaTy peakuujy, Op3uHa TpaHcecTepudukanuje he
OWTH MHOTO Mama O]l IIOBPATHE PEaKIHje XHUIAPOJIA3E eCTapa.[m] bpojna uctpaxxuBama
Cy ToKa3aJia Jia JIoJjaBame Majie KOJIMYHHE BOJIE Y CUCTEM IOCTICNTYje peaKilijy CHHTE3e
MeTuI ectapa, ogHocHo Owommsena. [llax u I'ymra (Shah u Gupta) cy mokazamu na
noBehame caapikaja Boje y cuctemy 1o 5% moseheBa mpunoc Ha 97% y oaHOCy Ha
70% xama Huje OwWJIO M0aare BOJE Y CHCTeMy.m] Kajena (Kaieda) m capagauim cy
TEeCTUpaAIM YTHUIIA] cajipikaja BOJE Ha peakifjy METaHOJM3e COJUHOT yJha KopucTehm
TpHU pa3nuuuTa OMokaranuzaropa: ciobomane munase w3 C. rugosa, P. cepacia n P.
fluorescens. Y nmotnyHo 0€3BO/IHO] pEakIMOHO] CMEIN €H3UM j€ M0Ka3ao BeoMa Maiy
aKTUBHOCT M 0e3 mpuHoca. Ca moBehameM KOHIlEHTpanuje BOJe pacia je U Op3uHa
€H3WMCKE peakIlfje ca cBa TpH ensnma.”! Yr1Bpheno je ma je 3a Candida spp.
ONITHMaJTHA KOHIICHTpaIlHja Bojie Y peakiuju Tpancectpudukamnmje 10 10 20% y ogHOCY
Ha Macy yJba. MHOTa HCTpaKuBama Cy MoKasaia Jia je eH3UMCKO JIo0ujambe Onoanzena
nomohy mMobOwmiIvMcaHux Jymmnaza moryhe m 0e3 mpucyctBa Boje. Tako mmoOumiIncaHa
munaza w3 C.antarctica (CAL-B) 3axteBa wMamy xwmiapatanujy. Tamamammyan
(Tamalampudi) u capagauIm cy Kopuctehu UCTY JHITa3y 3aKJbYYHIN Ja ca MOPacTOM
KOJIMYMHE BOJIE y CUCTeMY Olajia MpUHOC Omoau3ena, a aa 6u HajBehu npunoc ox 75%

SU Oprrumanna xonmuumna Bome je

O0uo ocTBapeH y cucreMy Oe3 Jojare BOJeE.
KoMITpoMuC wu3Mel)y TmoBehama eH3WMCKe aKTUBHOCTH ToBehamem wmehydaszne
MOBPIIIMHE ¥ MUHUMHU3Hpamka MOBpaTHE peaknuje Xuaposmse. OuurieaHo je aa tpeda
BOJWTH padyHa O caJipKajy BOJE Y CUCTEMY M €KCIIEPUMEHTAIHO OAPEAUTH ONTUMAIHY

KOHIIEHTPAIIH]y Y CBAKOM TOJeTUHAYHOM CIIy4ajy.
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1.6.5. YTuiaj pactBapaya Ha €H3UMCKY CUHTE3Y

On Bemukor Opoja HEKOHBEHIIMOHAIHUX MEIUjyMa Yy KOjUMa Ce€ OJUTpaBajy
SH3MMCKe peakmuje, BehnHa eH3MMCKUX peakiuja TpaHcecTepu(HKaIrje ce U3BOIU Y
opranckuM pactBapaunMa. OpraHcKH pacTBapaddl ce KOpHCTe Ja OM ce pacTBOPHIIH
peaxkTaHTH, Jla ce oMoryhu ojBHjarme TpaHcecTepupUKaIlje YMECTO XUAPOTu3e (BUIIAK
BOJIE MOXKE Jla JIONpHHEcE JEeCOpIHUjU €H3uMa ca Hocaya), Kao U Ja ce moOoJblia
IpeHoc Mace y Toky peakimje.!' )

VY cBUM OMOKAaTATMTHYKAM CHCTEMHUMA ca pacTBapaveM, IPUpPo/Ia pacTBapaya y BeJUKO]
MepH yTHYe Ha AaKTUBHOCT M CTaOWITHOCT eH3WMa. [eHJeHmuja pacTBapada Ja
WHAKTUBHPA €H3UM HE 3aBHCH CaMO O]l IbeTOBe XUAPOPoOHOCTH, U3paxeHe mpeko logP,
HETO W OJ JpyruX (HU3HUKO-XeMHJCKHX KapaKTEepUCTHKA pacTBapadya Kao INTO je

[174] LogP je mapamerap koju mpejcTaB/ba JIOTapUTaM

MOJIEKyJIapHA TE€OMETpHja.
pacroziernie OpraHckor pacTtapaya y ABoda3sHoMm cucteMy l-okTanon/Boga. Y HajBehem
Opojy ciydajeBa, logP omoryhaBa noOpy mpeauKiiujy KaTaJuTHYKe aKTHUBHOCTH ¥y
OpraHcKOM pacTBapauy. XuApo(UIHHA pacTBapayd ca BpeaHocTuMa logP <2, kao mto
Cy 2-MeTHJI-2-IPONaHO0JI, YeCTO JI0OBOJE 10 JCaKTHUBAIlMje €H3WMa, JIOK HEIMOoJIapHU
pactBapaun ca logP>4 (xenTan) cy KOMIATHOWIHU ca eH3UMHUMa. Pesynratu
kopuihema pacTBapada ca cpeamuM Bpeanoctuma logP(2-4) nocra Bapupajy u 3aBuce
y BEJIMKO] MEPH OJT CBAKOT MOjeIMHAYHOT ciiydaja. [lomapHu pacTBapaun HUCY IMOTOTHA
3a OHWOKAaTaJIMTHYKE TIpOIlece IIOMITO TIOJApHH MOJIEKYJI pacTBapada HapyliaBa
MUKpPOBOJICHH CII0j €H3MMa W Ha Ta] HAYMH yTHYe HAa HATHBHY CTPYKTYpy €H3HMMA,
noBogehu mo menaryparnuje. Hu (Nie) m capaguumm cy mokaszanu Ja ce HajOooJbu
nmpuHOCH, Kada je kopumthena C. antarctica MMOOWINCaHAa Ha aKPUIHO] CMOJIH,
OCTBapyjy KaJa ce Kao pacTBapad KOPUCTH XeKcaH, JOK Cy HajMamh IMPHHOCH
OCTBApEHH y CHCTEMy ca IOJapHHM pacTBapadmma, kao mro je areron.!'””! Bucoxu
NPUHOCH CYy OCTBape€HH U Yy peakldju TpaHcecTepu]HKalnmje ca HUMOOMINCAHOM
muna3zoM u3 Pseudomonas fluorescens, Ipu 4eMy ce Kao pacTBapad KOpucTho 1, 4-
muokcan. ¢! 2-MeTHJI-2-TIPOTIAHOJI C€ YEeCTO KOPUCTH Kao pacTBapad y €H3UMCKO]
cuHTe3u Omoamsena. llpucycTBo 2-MeTH-2-poniaHoiia 3HAYajHO CMambyje HeraTHBHE
edexTe MEeTaHoJIa U TJMIEpOsa Ha €H3UM, 3aXBajbyjyhu CIOCOOHOCTH Jia pacTBapa U

MeTaHoi u raunepost. Jlu (Li) u capagauim cy Kao pactBapad KOPUCTUIN 2-METHII-2-
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MponaHojia y peakluju TpaHcecTepuukanuje yba H3 yibaHe pernuue. Kopuctehu
komepuyjanHe npenapate Lipozyme TI LM (nmunaza uz Thermomyces lanuginosus
“MOOMIIMCcaH Ha cuirka rexy) u Novozyme 435 (nmumaza u3 C. antarctica nmobuiiicana
Ha aKpWJIHO] CMOJHM) Kao KaTalu3aTope IOl ONTHMAIHHM YCJIOBHMAa peakIiuje Ccy
octBapumi npunoc o 95%.°" 2-mernn-2-nponanona je kao pacreapau xoputhen y
€H3UMCKO] MPOU3BOAKY OMOIHM3ela U3 MaMy4HOT yjba ca JunasoM u3 C.antarctica v T0
y IIap>KHOM U y PeaKTopy ca MaKOBaHHUM cliojeM. Y 00a ciiydaja OCTBapeH je MPUHOC 01
MIPeKO 90%. 134!

Yupkoc obehaBajyhum pesynratuma, ynotpedy pacTBapauda Tpeba m3deraBaTé
300r BUXOBE TOKCHYHOCTH, 3al1aJbUBOCTU U IITETHOT yTUIlaja HA XKUBOTHY cpeauny. Ca
€KOHOMCKE TauKe TJIeJUINTa, YrmoTpeda OpraHcKHX pacTBapada je HEMOBOJbHA 300T
HEOITXOJJHOCTH FHhHXOBOT YKJIamama W3 (MHATHOT MPOM3BOJA ITO ToMaTHO mosehaBa
TpOIIKOBe Mpou3BoAme. Crora cy, na OM €H3UMCKU IpOLECH OWIM KOHKYpPEHTHHU
XEMHU]CKUM, pa3BUjeHH CUCTEMH 0e3 OpraHCKOr pacTBapaya. TakBH CHCTEMHU MMajy HU3
MPETHOCTH Y OJHOCY Ha CHCTEME ca OpPraHCKHUM pacTBapayeM, Ipe CBera y IOTrJeay
CMarberba TPOLIKOBA U M0jeIHOCTABIbHBAA mporecHe KouTpoe.l* 7]

Hajsehu mpobiiem umImieMeHTHpama JHa3a y CUHTE3U OHOAM3eNa y CUCTEMY
0e3 OpraHckor pacTBapaua je pejaTuBHO cllaba aKTUBHOCT €H3MMa Yy IPUCYCTBY BHUIIIKA
ankoxosna. Jla O6u ce MUHMMM3Mpalla HHAKTUBALlMja €H3UMa, y CUCTeMy 0e3 opraHcKor
pacTBapaya, pa3BHjeH j€ TIOCTyIaK MOCTENIEHOT JI0JaBamka METaHoJIa Y TOKY peaKIfje y
CKJIay ca TMHAMHKOM FherOBe MOTPOIIHE TAKo Ja ce OJprKaBa HEeroBa KOHIEHTpAIlH]ja
Ha ojapel)eHOM HMBOY NpHU KOJOj] je CMameHa WHXMOHMIHMja eH3uma. J[pyru mpuctyn
noOoJblIaBama neppopMaHcu JUMNasa y cucteMy 0e3 OpraHckor pacTBapaua, Kaja ce
Kao peaKTaHTH KOPHUCTE M3PA3HUTO TOJIapHa jeuiberha (METaHOII), JecTe pereHepalyja
Oomokaranm3aropa ucnupameM ca C3-C5 ankoxommma. Jlunmaza w3 C. antarctica,
JIleaKTUBHpaHa BUIIKOM METaHOJa y peakIju TpaHcecTepudukanuje, je MmoBpaTHIIa
56%, ogHocHO 75% cBoje MPBOOMTHE AKTUBHOCTU HAKOH MCIUpama ca 2-0yTaHOoIIOM,
OJTHOCHO 2-M€TI/IJ‘I-2-1‘Ip0HaHOJ'Ia.[149] CamykaBa (Samukawa) U capaHHIM Cy TTOKa3aaIn
Jla ce MeTaHoJM3a 3HAaTHO Op)ke oaumrpaBajga kKadga ce eH3uM Novozyme 435 mpe

peaknuje HHKyOHpa y MeTui oneaty 30 MUHYTa, a 3aTUM Y COJUHOM yJby 12 carn.!*!
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1.7. Kondurypanuja peaktopa v UHIyCTpPHjCKa NPUMEHA

1.7.1 En3umcku peaktopu

Baxan acmekr wuMIIEeMEHTalMje JWNa3a y MHIYCTPUJCKY MPOU3BOMILY
Omom3ena je pa3Boj epuKacHOT peakTopcKor cucteMa. [locToje HEKOIMKO pa3TMIuTHX
€H3UMCKHX PEaKTopa Kao INTO Cy: a) IMap>KHHU peakTop, 0) MEeMOpaHCKH PEeaKTop, B)
KOHTHHYaJTHH pPEeakTop ca MaKOBaHUM CJIOjeM, I') MPOTOYHU PEAKTOp ca HJCATHUM
MEIIamkeM, /) KOHTHHYAJIHH MEMOpPAaHCKH pPEaKkTop, €) KOHTHHYaJHH peakTop ca
bayuauzoBanuM ciojeM. locToju HekonmmKko BakHUX (akTtopa Koju ojapehyjy m3dop
peakTopa 3a oapeheHu mporec. Y TPHUHIUITY, HW300p 3aBUCH O] IIeHE (UHAIHOT
MPOM3BO/Ia HA KOjy yTHUY: IIeHe CYIICTpaTa, TPOILIKOBH IpoliecHe 00paje, pajHe cHare,
PEKHUjCKU TPOIIKOBH, amopTusanuja. Jlpyru ¢akropu OUTHH 3a U300p peakTopa cy
n300p eH3uMa (c1000JaH WM UMOOWJIMCAH), KHHETHKA peakIyje, (PU3HIKe U XEMH]jCKe
KapaKTepUCTHKEe HOcada, HUXOBAa POOYCHOCT, BEJIMYMHA YecTHIle W cl. M He Mame
O6uTHO, M300p peakTopa 3aBHCH O] 3aXTeBaHUX IapameTapa peakiiuje: KoHTpoja pH,
KOHTpOJIa TeMIlepaType, aepanuja MOJIore WM YyKIamame racoBa, CTAOWIHOCT U

MPOIYKTUBHOCT €H3KUMA.

Iapxuau peakTop

Ha naGopatopujckoM HHBOY Hajuyemthe kopuinheHM Cy HIap)KHU PEAKTOPH.
[IpenHOCT OBHX cHCTEMa je JIaKO PyKOBam€ W KOHTpOJIa Ipolieca, Kao M jeJHOCTaBHA
koH(puryparuja peaktopa. IllapxHM peakTop ce Hajuyemmhe cacToju W3 pe3epBoapa
ONPEMJLEHOT CHCTEMOM 3a MEIlame, Y KOME €H3UM M CYyNCcTpaT UMajy UCTO Bpeme
3a[pKaBama, MaJa y HEKUM cllydajeBUMa IMOCTOjU MoTpeda 3a JajbuM JI0/1aBameM
€H3UMa WM TOoJyIore (JIOMUBHHU INapKHU peakTop, T3B. fed batch). OnepatuBHH
TPOLIKOBYU IIAPKHUX peakTopa cy mak Behum Hero y ciydajy KOHTHHYaJHUX Ipolieca
300r cTaiHe MoTpede 3a MPaXIHEHEM U MYHEHEM PeakTopa, ITO je T0JaTHU MePUoI y
KOM caM peakTtop HHje mnpoaykruBad. IllapkHu peakTop ca MelameM ce MOXKe
KOPUCTUTH 3a peaklyje ca clo00JHUM EH3UMHMa YKOJIMKO Hema Ooja3sHu aa he ce
KOHTaMUHHUPATU TPOU3BOJI, OJHOCHO, YKOJIMKO MOCIEeANIle KOHTAMUHHUPamka MIPOU3B0/1a
Hucy o30mipHe. [Ipobnem ca xkopumhemeM Map)XKHOT PeaKTopa Cy CEpHjCKa Bapuparma

O]l map)ke J0 Iap)ke, Mpe cBera 300T MpOMEHa y peakiMju TOKOM BpEeMEHa, Kao M

60



JlokTopcka pucepTanuja HeBena JlykoBuh

npoGnemu npu noBehaBamy pa3mepa mporieca (T3B. scale-up). 36or Tora cy ImapxHU
pEeaKTOpH UAeaTHU 3a TPOU3BOIIHY Majle KOJTUYMHE CKYIUX MPOU3BO/A, 32 MIPOU3BOIBY
TJIe je HEOIXO/HO Tpenu3Ho npaheme mapamerapa HIIp. TemnepaTtype u pH, 3a crope
peakmuje, 3a peakiyje BeIUKor BHcKo3uTeTa. llocToju MHOro myOnaukamwja o
€H3UMCKO] TpaHcecTepu(UKauju y IapKHOM peakTopy, ajld ce BeoMa Mayio Opoj

panoBa 6aBu mpoOiemMaTukoM yBehama pa3mepa TakBHX cucrema.l'’® 771

MemOpaHCKH peakTopH

['maBHM 3axTeB Koju MeMOpaHCKH peakTop Tpeda Ja HUCIOYHH je TOCTOjambe
MOJIyIPONYyCTUIbUBE (ceMuriepmeabuiiHe) MemOpane koja omoryhaBa cnobogan mposa3
MOJIEKYJTIMa CYIICTpaTa W MPOW3BOA, a 3ajpaBa MoJeKyje eHzuma. [Ipumep Takse
MeMOpaHe je MeMOpaHa 3a Jujaln3y Koja YKJIama MOJIEKYJIe Majle MOJICKYJICKE Mace U3
MPOTENHCKUX Tpernapata. MeMOpaHCKU peakTop MOXKe Jia C€ KOPUCTH WM Yy IapKHOM
WM Y KOHTHHYJIAHOM PEeXHUMY paja, a MPeJHOCT My je mTo omoryhaBa jeTHOCTaBHO
0JIBajarbe €H3UMa OJ1 Ipom3Boja peaknuje. OOUYHO ce KOPHCTE 3a CI000JHE €H3UME
n3beraBajyhu Ha Ta] HA4YWMH TPOIIKOBE W TIOTCHIMjaJIHE TpoOJeMe Be3aHe 3a
UMOOWIIM3ALMjy €H3uMa, Kao W mpoOieMe Be3aHe 3a Au(y3HOHA OrpaHHYEHa
uMmobunucannx eHsuMa. OCHOBHA MaHa MEMOpPAaHCKHX PEeKTopa je IeHa MeMOpaHa u

noTpeda J1a ce Memba y peryJapHuM BPEMEHCKUM MHTEpPBAINMA.

KonTuHyaanm peakTopu

Y KOHTHHYaJTHUM pPEAKTOPCKUM CHUCTEMHMa, MPOCEYHO BpeMe 3ajpKaBarba
CyICTpaTa y peakTopy je Jajleko Kpahe oJ BpeMeHa 3aJp)kaBama MOJeKyja
“MOOMIIICaHOT eH3uMa. To pe3ynTupa moBehanoM mpoayKTHBHOIIhY M0 Mach eH3uMa y
nopehemy ca ImapkHEM peakTopoM. OBakaB THI peakropa oMoryhaBa kopuiiheme
CyIICTpaTa Majle pacTBOPJHUBOCTH TAKO IITO C€ KOPUCTE BEJIMKE 3allpEMHUHE CMellle Koja
caJlp)ku HHUCKY KOHIeHTpauujy cyncrpara. lloctoje 1Ba pasznuuuTta cuctemMa 3a
MIPOTOYHH PEAKTOP:
a) TIPOTOYHU PEaKTOp ca WACATHHM MeIameM (Y KOMe ce YJIa3HH TOK IOTIIYHO H
MPaKTUYHO TPEHYTHA MeIa ca CaapkajeM IIeJIOT peakTopa MpH YeMy je €H3UM Yy
KOHTaKTy ca MaJoM KOHIIEHTPAIIAjOM CYIICTpaTa M BEIMKOM KOHI[EHTPAIIAjOM MPOIYKTA)

u
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0) KOHTHHYaJTHH pPEaKTop ca MaKOBaHHM ciojeM (TJe HeMa Mellama, a CH3HM je Y
KOHTAKTy ca BEJIMKOM KOHIICHTPAIMjOM CYICTpaTa M MaJloOM KOHIIEHTPAIIHjOM
MpoJIyKara).

ITo cBojuM KapakTepucTHKama, u3Mel)y oBa JiBa THIA peakTopa ce HaJla3d pPeakTop ca
(bIYyUIN30BaHUM CIIOjEM.

PeaxTop ca makoBaHUM ClI0jeM ce 4eCcTO YIoTpeOJbaBa 3a €H3UMCKE PEaKIlfje BeTHKHX
pasmepa. TakBu peakTopm omoryhaBajy KOHTHHYaJIHY TPOW3BOJBY Ca BHCOKUM
MPOIIEHTOM €(PUKACHOCTH W CMamby]y JCHATYpaIlH]y €H3UMa CMHUIajHUM CHJIaMa Koje Cy
YecTe KOJ peakTopa ca HJICaTHUM MeIIamkeM. PeakTopu ca MakoBaHHM CIIOjEM Cy
MOTO/IHU 3a JYToTpajHe W WHIYCTpHjCcKe mporiece jep omoryhaBajy moHOBHY ymoTpeOy
eH3uMa 0Oe3 moTpede 3a HEroBUM IPETXOTHUM H3BajameM. Kao mTo je Beh pedeHo,
TJIaBHA MPETHOCT peakTopa ca IMaKOBaHUM CJI0jeM Y OJHOCY Ha IIap)KHU M peakTop ca
(bayuau3oBaHUM cllojeM je Behu mpuHOc 1Mo Macu eH3uma. Ha maboparopujckoM HHUBOY,
OCHOBHA KOHCTPYKIIHja OBUX PEaKTOpa je CTakJeHa KOJOHA HallylheHa UMOOMIHCAHOM
JIMITa30M TIPH Y€MYy je peakIMoHa CMela TepMOCTaTHpaHa M MEPUCTAITHIKOM ITyMITOM
ce YBOJM y IMAaKOBaHM CJI0j KaTalu3aTopa W TO: CHJIA3HHUM TOKOM, YJIa3HUM TOKOM HIJIH
PELUPKYJIAIMOHUM TOKOM. 3a HHYCTPHU]jCKY MIPUMEHY, HAOOJBbH je yJIa3HU TOK jep OH He
JIOBOJTH 110 30Mjarba UMOOMIIMCAHOT €H3MMa Y IAKOBAHOM CIIO]Y.

Jla Ou ce yHampenuia cuHTe3a OMOJM3ENa Y PEaKkTopy ca MaKOBaHUM CIIOjeM,
HEOITXOJIHO j€ YTBPIWTH ONTHMAJIHE paJHEe WM XHUJAPOJUHAMUYKE MapamMeTpe KOoju
MaKkCHMH3Upajy npuHoc Omoamsena. Yen (Chen) m capamuHuiy cy pa3Bwiv edukacaH
CHCTeM 3a KOHTHHYaJIHy TIPOW3BOJY OHMOAM3ETa METaHOJIU30M OTIaJHOT Yiba
umobmarcanoM smnaszoM u3 C.antarctica 'y KacKaJHOM TPOCTEIICHOM peakTopy ca

nakosanuMm  ciojem.”!

OHH cy wucCnuTanu YTHIQ] JWMa3e, pacTBapada, BOJIE,
TeMIlepaType, onepaTuBHE CTAOMIIHOCTH U MPOTOKA Ha CHHTE3y Omoam3ena. 300r ciade
paTBOPJHPMBOCTU METAHOJA y YJbY HEOIXOJHO je Jia Ce peakiihja U3BOJIU Y IPUCYCTBY
pacTBapaya, xekcaHa. PacTBapau mo0oJelllaBa MpPEHOC CyNCTpara M IPOU3BOJA, U
CMamYyje TOKCHYHHU yTUIA] METaHOJIa Ha €H3UM CMambUBabeM KOHIICHTpAIHje METaHOIa.
KibydHu mapameTap peakTopa ca MakOBaHHM CJIOjeM Cy KOJMYWHA €H3UMa M IPOTOK.
VYTunaj npotoka Ha e(pUKACHOCT €H3UMCKOT CUCTeMa HHje jeqHocTaBaH. Kana je mpoTok

Majia, Tj. AYXKE BpEME 3aJipKaBamkba, MCTAHOJI je y AYKEM KOHTAKTy Ca JIMIIa30M IITO

MOJKEe TMPOY3POKOBATH CMamkeHmhe aKTHBHOCTH €H3MMa ycien jaeHatypamnmje. C apyre
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cTpaHe, npu BehuM Op3nHama MPOTHIAKA, CMamyje C€ BpeMe KOHTAKTa Jiumase |
CyIICTpaTa IITO JAOIPUHOCH TOME Jia CYICTpaT HHje Yy CTamy Ja ce BeKe 3a aKTUBHH
LIEHTap €H3UMa, W JI0JIa3W JI0 HEMUHOBHOI Tajia MpuHoca Omojuzena. Y MPeTXOHO
HaBEJICHO] CTY/IWJH, ONTUMAJIHUA YCJIOBH peakmuje cy Ommm 25:15:10:100 3a maceHnn
OJIHOC JHMa3a/xekcaH/Boja/yibe, Temmeparypa ox 45 °C u Op3mHa mpoTOKa
1,2 ecm® min™. Jlocturuyr je mpusoc ox 91,08%, amu je makon 100 caT paja cMameH
Ha 76,74%. Iloctoje nBa Moryha pasmora 3a Tako JIONIYy CTaOWMIJIHOCT: ajcopOIvja
[JIMIleposia Ha MOBPIIMHU MMOOWIIMCAHe JUIa3e WM HeraTUBaH YTHUIAj] METaHoJa Ha
munasy. Jla 6u ce mocturia Oosba CTAOMIIHOCT HEONMXOJHO j€ YKJIAmaTH TIHUIEepo y
TOKY IIpoleca. JI[pyro pemieme je Ja ce KOpUcTe Jpyrd pacTBapayd MOLITO j& TIULEPOIT
HEpacTBOPAH Y XEKCaHy, TaKo Jia 0CTaje Y PeaKTopy afacopOOoBaH HA UMOOWIIMCAH €H3UM,
HEMHHOBHO J0Bojchm 110 cmamema eH3uMcke akTuBHOCTH. CeBepak (Severac) je 3a
MIPOU3BO/IbY OMO/AM3ENa U3 CYHIIOKPETOBOI yJba OOTaTor OJIEMHCKOM KHCEIHMHOM Kao
pacTBapay KOpUCTHO fert-Oytanoi. [loueTHe KOHIIEHTpAIlHje CylcTpara U IBHXOB OJHOC
cy ontummu3aoBanu kopuctehn Novozyme 435 xao Omokaranmsarop. Kibydna Tadka
KOHTpOJIE jecTe pacmojiela MOJapHUX MoJieKysla wu3Mel)y peakimHOHE cMelle u
uMoOmIrcator en3uma. Ilomro uma cmocoGHOCT a pacTBapa M MoJjapHe U HemoJapHe
MOJIEKyJle, 2-MeTWJI-2-poNaHojia ce I0Ka3ao Kao CcaBplieH Hu300p 3a OBaKBY
npou3Boamy. Hajobossu pesynratu cy 10oOMjeHH 3a MOYETHY KOHIIGHTpalH]y yJba OJ
500 mM wu M™MomapHu OJHOC YyJbe/2-MeTmin-2-miporranona 1:5. Ilponemena je
npoayKTuBHOCTH 011 13,8 ToHa Omoam3ena roauiimke mo kujgorpamy Novozyme 435, ca
npuHOCOM 0]1 96,5%. BakHO je mpuMeTuTH Ja HeMa ryOuTKa aKTUBHOCTH HU HaKoH 50
nmaHa (mpexko 1200 wacoBa), Tako Ja je oOBaj MHocTymak edukacaH 3a CHHTE3Y
orommsena.l'’®!

CnruaH peakTop ca MaKOBaHHUM CJIOjeM 3a KOHTHHYAIHY CHHTe3y Omoam3ena je
ontummzoBao u XanuM (Halim) ca capagaunuma xopuctehu 2-meTtun-2-nponaHosia Kao
pactBapau. Ca Novozyme 435 kao KaTtajin3aTopoM OCTBapeH je mpuHoc of npeko 8§0% a
orepaTuBHa CTAOMWIHOCT je Ouia mpeko 120 catu. McnuTaH je u yTuIla) mpeHoca Mace y
TakBOM cuctemy. [Ipu Maamm Op3nHamMa IpoToKa, peakijy oapelyje mpeHoc Mace, J0K
je Ipu BeMTUKUM Op3uHaMa peakiiija KHHEeTUYKH KOHTPOJIMCaHA.

Kao mTo je Beh pedeno, 300r orpanuuema yciea IpeHoca Mace, PeakTop ca

MMaKOBAaHUM CJIojeM HHje 100ap M300p 3a €H3WMATCKy IPOU3BOMBY Onoamsena y
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cucTeMy 6e3 opraHckor pactBapada.' ') Koj TAaKBHX CHCTEMa jaBjba Ce HEKOIHKO
npobiiema: 300r BeJIMKe BUCKO3HOCTH CYIICTpaTa y peakTopy ce jaBjba 3HadajaH Iaj
nputrcka. Jla Om ce maj HMpUTHCKa MUHAMH3APAO Mopa Ja Ce paadl MpH HHUCKAM
Op3uHamMa MpOTOKa, Mopa Ja ce moBeha BenMUMHA HOcCaya WIIM C€ Mopa JOJaTH
pacTBapay. YKOJIHMKO ce ImoBeha MpeyHuK yecTulia Hocaya, Orajia naJj MpUTHCKa alli ce
cMamyje Op3MHa IpeHoca Mace, IITO yTHYe Ha NPUHOC peakije. YNPKOC OBHUM
OYMTJICTHUM OTPaHWYEHH-MMA PAa3BUjEHO je HEKOJIMKO PEaKTOPCKHUX CHCTEMA 3a PeaKIlyje

[88. 165, 180, 181] VYnorpeba pactBapaya 3ampaBo moBehaBa

0e3 OopraHckor pacTBapaya.
TPOIIKOBE IPOU3BOIE, IOLITO pacTBapad Mopa OWUTH YKIOHEH M IpeudinheH 3a
noHoBHY ymoTpeOy. I[llmmana (Shimada) u capamHunu cy pa3BWIIM KOHTHHYaTHU
MpoIieC METaHOJIM3e OMJBHOT yJha Y PEaKTopy ca IMAaKOBaHUM CJIOjeM ca JIMIAa3oM H3
C.antarctica. TlomTo je yTHIla) MeTaHOJA Y CHCTeMy Oe3 pacTBapada INITETHHJH Ha
AKTUBHOCT JIMIIa3e, Kao M y MAapXHUM CHCTEMHMa, HEOIIXOHO j€ MOCTENEHO JI0/1aBambhe
MeTaHosa. Takohe, ITUIIEpOT ce YKIAamkao W3 pEakIMOHE CMeIle CeIMMEHTAIl]OM.
[IpuHOC je m3HOCHO TIpeko 90%, U TPOCTENeHO JI01aBamke MeTaHoa je Kopumhero 100
nana.l'%! WNuTepecantan je mpuCTyl Koju cy wuckopuctim Xajap (Hajar) u
capagammm.!'*” TTakopame 3a peakTop je GHIa KOMEPIHjaTHO HMOOHIMCAHA JHIA3a
3ajeHo ca cUTHUM koMaauma Jyda cynhepa (Luffa cylindrica). OBaj nurnonenyno3nu
MaTepHjall ce 300T CBOje BUCOKE IOPO3HOCTH, Majie TYCTUHE, U BEJUKEe T'yCTHHE Hopa
YecTo KOPHCTH y peakiujama ca mMoOmmcannm hemmjama wn ensnvumva.'s Jlyda ce
KOPUCTH M3 HEKOJMKO pas3jiora: cipedaBa 30Wjame €H3MMa IMOCceOHO Kaja ce KOpHUCTe
BHUCKO3HH CYIICTpaTH, 3aXBajbyjyhu CB0jOj MOPO3HOCTH OJAKIIaBa Ipoja3 yjba Kpo3
peakTop, cIpeyaBa HaroMuiaBame Iiuieposa u omoryhaBa 0osbe pacnopehuBame
eH3uMa y peaktopy. M oBe je kopumheHo MOCTENeHO 10/1aBabe METAHOIIA Y PeaKInjy
y TpH KOpaka: Ha MOYeTKy peakmwmje, mocie 24h m mocine 48h. OcTBapeH mpuHOC Y
OBAaKBOM peakTopy je uznocuo npeko 90% u ocrao je crabmnan u HakoH 400h. ¥ oBom
eKCIepUMEHTY je MCIUTaH yTHIa] Op3MHE MpOTHIamka Ha NMPUHOC peakuuje moMmohy
CTaTUCTHUKE 00pajie mojaraka ¥ METOJIe OJ3MBHUX IMOBpIIHHA. J[MHAMUKA TPOTHIIAHA
Gayuaa ¥ ONEepaTHBHH IMapaMeTpu Cy IMOCEOHO OWTHHM Kajla ce KOPHCTH cCHUCTeM Oe3
opraickor pactapada. OmeT ce jaBjba UCTa IpoOJjeMaruka, MpH MaJUM MPOTOLUMA,

CMamyje ce IPeHOC Mace yJba Ha MOBPIIUHY Jinmasze. 300T HeIOBOJbHE Op3UHE MPOTOKA

XUAPOPIIIHA C€JI0j METaHOoJa W TJMIeposia ce ¢Gopumupa oko eHzmMma. lloBehamem
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mpotoka, moBehaBa ce wu3MOXXKEHOCT IWMa3ze CcyncTpaTy W moBehaBa ce TPHHOC
Oouonuzena.

[TpaBmtHEM W300pOM peakTopcke KOH(HTypaIije U ycioBa pajia, IMOOUIHCAHN
€H3UMH TIPY)Kajy OJUTMYHY TEPCIIEKTHBY 3a MOCTU3ahe BUCOKE BPEIHOCTH KOHBEp3Hje,
moboJplllaHe CTAOMITHOCTA €H3WMa, a TUME H MPOJIYKEHO OIEepaTUBHO BpeMe U
WCIIJIATUBE WHYCTPH]CKE €H3UMCKE TpoIiece.

Beoma 3aHMMIBHBa ¥ BakKHA CTyIH]a je cripoBeneHa o crpane Cotod (Sotoft) n
capagauka. OHH Cy HM3BEJIM CHMYJIAIH]y IMpolleca W €KOHOMCKY IpoIeHy (adpuke 3a
eH3uMcKy mpomsBommy ouommsena.l'* ¥ Jlo mamac moctoju camo jemma dabpuka y
CBETY KOja KOPHCTH €H3UMCKH MpPOIEC TpaHcecTepu(uKalije 3a CUHTe3y Omoau3ena.
W3 Tor paszmora cy oBakBe CTyAWje OJ BEIHMKOI 3Hauyaja 3a TPABUIIHAY MPOICHY
WHIYCTPUJCKOT TIOTeHIHjana oapehenor mpomeca. McnutuBano jeé HEKOJIUKO BaXKHUX H
pENIeBaHTHUX CIIEHApHja: €H3MMCKa MPOU3BO/IHa OMOJM3eNa U3 yJba yJbaHEe perule U
MeTaHoJIa y cucTeMy 0e3 u ca pactBapaueM. [IpojexToBaHe cy JBe MPOU3BOIHE JIMHUjE
paznmuuuTor KamamuteTa, 8 m 200 MmimoHa Kujorpama OWoju3ena Mo TOJWHH, U ca
pa3TMYIATOM IICHOM €H3WMa: TPeHYTHA IieHa 762,7 €/kg eH3uMa u mpojeKToBaHa IeHa Y
oynyhnoctu 7,627 €/kg enszuma. lloTpommma eH3WMa je u3padyHaTa Ha OCHOBY
OoueKHMBaHe MpoayKTuBHOCTH. CuUMynalyja mpoiieca je BplleHa y mporpammma Aspen
Plus u Aspen Icarus Process Evaluator. Ha ocHOBY cumymanuja, mpouec 6e3 opranckor
pacTBapaua ca TPEHYTHOM IIEHOM €H3HMMa je OJIP’KUB 3a MPOU3BOJHH KamanuteT o 200
MUJIMOHA KHJIorpama/roquHu. Takole, jenHa peaiiHa OIIMja jé KOHTHHYATHH MPOIEC
ca TMOCTENEHNM JI0JlaBameM MeTaHoJa. Belnuku yaeo y mpolecy MMa U PalroOHAIHO
Kopuiheme Hyc MpoU3BOJa, OJHOCHO, MpoJiaja Iiuiepoia. 3a mpoiec 06e3 opraHckor
pacTBapaua ImpeTiocTaBbeHa je cieneha pacmozgena Tpomkosa cuposuHa: 50% omnasu
Ha TleHy eH3uMa, 47% Ha 1ieHy yJba u 3% Ha IleHy MeTaHoja. YTHIlaj IIeHe eH3UMa je
MamH KaJia ce pajJu ca OpraHCKUM pacTBapaueM 300r 00JbUX MepdopMaHCH €H3UMa y
TakBoM cucteMy. [lponemena je 1mena mpousBona on 0,73-1,49 €/kg Ouommszena ca
CaJIalllibOM IIEHOM eH3uMa, oaHocHo, 0,05-0,74 €/kg Owomusena ca MPOjeKTOBAHOM

IIEHOM eH3HuMa y OyIyhHOCTH y cucTeMy 0€3 OPraHCKOT pacTBapaya.
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2. EKCIIEPUMEHTAJIHUA AEO

2.1. Marepujanu u MmeToze

2.1.1. Marepujanu

Kao OnoxaranmzaTop 3a €H3UMCKY CHHTe3y ecTapa KopuliheHu cy cienehu eH3UuMCKU
npernaparu:

o munasa u3 Candida rugosa (Sigma, CAJT),

e nunasa u3z Rhizomucor miehei (Novozyme, JlaHcka),

o munasa u3 Candida antarctica (Sigma, CAJ]) u

e HarusHa jmnasa u3 Candida antarctica
3a peakiyjy cuHTe3e OMo/M3eNa KOpUIheHH Cy:

e jectuBo paduHHCAHO CYHIIOKPeTOBO yibe (Cynite, Cpbuja),
e wmetaHol 98,9% (Lachema, Yemka),

e 2-mpomnanoi (Lachema, Yemnka),

e 1-Oyranon (Lachema, Yemka),

o wmetmi-anerar (Lachema, Yemka),

e ctmr-anerar (Lachema, Yemka),

e xekcaH 99% (Merck, Hemauka).

3a mMoGHmM3aMjy eHsuma kopuimhieH je koMepumjanam Hocau Eupergit®C 250L
(Sigma-Aldrich, St. Louis, CAJ).

3a aKTUBHUpamke Hocaya KOpUITheHu cy
o  >99% muctenH (Acros Organics, New Jersey, CAJ),
o 25% rayrapannexun (Sigma-Aldrich, St. Louis, CAJl),
o crunerauamut (EJIA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, CAJI).

3a oxpehuBame aKTUBHOCTH €H3UMa KOpHUIINEeHU Ccy
e 99,5% uzonponanon (Llentpoxem, Crapa IlazoBa, CpOuja),

e 4-putpodennin-nanmurar (Alfa Aesar, Hemauka).
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WNucTpymMenTH KopuimheHu pu H3BOhewy eKcliepruMeHaTa:
® TepMOCTaTHpaHO BOJICHO KymaTwio ca MemameM (Memmert, Hemauka),
e pH merap, Ino Lab pH 720,
o UV-cnekrpodoromerap, Ultrospec™3300 pro, (Biochrom Ltd, Cambrige, Bb),
e Marnerna memanuia, Heidolph MR 3001,
o HHudppamnpeenu crekrpomerap (Bomem MB 100),
e Boptekc, Reakc 7000, (Heidolph) n

e Tacum xpomarorpad, (Varian 3400, Hemauka).

2.1.2. Metone

2.1.2.1. Ea3uMcka cuHTe3a ouoansena

Y oBOM pajy je mpuMemeHa eH3UMCKa TpaHcecTepru(uKauja ca TPOCTEIIEHUM
J0JlaBalkbeM MeTaHosla ca uMoOmiamncaHoM nunasoM w3z Candida rugosa, Rhizomucor
miehei, Candida antarctica. Merona xoja je n3abpaHa 3a 0Baj €KCIIEpUMEHT Ce 3aCHHUBA
Ha TPOCTETNICHOM [0JlaBalby METaHOoJa y peakIMoHy cMmemy J1a Ou ce u3beria
eBeHTyaJlHa WHaKTHBaluja eH3uMa. Peaknmja je m3Bohena y Oaimonmma ox 100 cm’.
VY3opuu cy mpunpeManu Tako mTo ce oamepu 5,0 g yiba u oarosapajyha koiauumHa
€H3UMa, BOJIe W IpBa MOpIHja METAHOJIA y CKIaay ca €KCIEepPUMEHTATHUM IUIaHOM
(Tabena 3.2). Peakmuja ce oBrja y BOJIGHOM KYIIAaTHIIY y3 CTATHO MENIamke (TPEeCUInIa)
Ha oaroBapajyhoj Temmeparypu. ¥ CBHM €KCIIEpUMEHTHMa Opoj oOpTaja TpEeCHIIUIE j€
610 KOHCTAaHTaH 1 u3HocHo je 150 o min™. Hakon 10 cat o moderka peakumje 1oaaje
ce Japyra TopIija MeTaHoia, a HakoH 25 catu u Tpeha mopruja. Hakon 50 catm
peakmmja ce 3aBpmaBa. CMerra ce IpoQUITpUpa paad yKIamama JInnase, a 3aTHM ce
MIpeHece y JIEBaK 3a OJ[Bajarke TJe Ce MCIUpa XeKCAHOM M JIECTHIIOBAHOM BOJIOM. Jlomu

CJI0j TJIUIEPOIIa, ¥ METAHOJI C€ YKJIIOHH a FTOPIH-H CJIOj Ce cauyBa 3a Jlajby aHaJH3y.

En3zumarcka TpaHcecTepupukanuja: o1adup anuia-akuentopa

VY muiby omabupa HajOooOJber aIrI-aKIenTopa 3a peakijy CHHTe3e KOpHITheHn
Cy: MeTaHoJI, 2-TiponaHoJ, 1-0yTaHoa u MeTHII aretatr. Metoza Koja je n3abpaHa 3a OBaj
€KCIIepUMEHT 3aCHUBA C€ Ha BUIIECTEIIEHOM JI0/1aBakby allWI-aKIEenTopa 10 MPeaX0IHO

yrBphenoj quuamuy. Peakimja je m3Bolena y Gatonnma ox 100 cm’.
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2.1.2.2. Xpomarorpadcka MeToa aHaIu3e yjba U Ouoauzena

AHanmm3a MeTHJ-ecTapa MacHUX KHCEIMHA Yy TOTJIe[ly cacTaBa M cajpikaja
W3BpIIEHA je MeTOJIOM racHe xpomarorpaduje Ha amapatry VARIAN, wmopmen 3400, ca
m1aMmeHojoHo3yjyhum aerekropoM. Kopuiihena je kamnuiaapHa KoJIOHa ca MyHEHEM O
cumuijym-nuokenaa, DB1, aumensmja 30m X 0,32mm x 0,1um. TemmeparypHu
pexum je Omo cienmehu: TemrepaTypa KoJioHEe je Hajmpe ojapkaBana Ha 150 °C y
Tpajamy 0] 2 MHUHYTa, a 3aTuM 3arpeBana 70 190 °C 6p3unom ox 4 °C/min u TakBa ce
onpkaBana 3 muHyTa. HakoH Tora je TemempaTrypa KojoHe moBehana Ha 250 °C
op3uaOM on1 5 °C/min W ojpkaBaja ce 5 MHHYyTa, a moToM je mosehana wa 300 °C
op3uHOM 01 4 °C/min u oapxaBajia ce 2 MAHyTa. TeMIieparypa UHjeKTOpa je H3HOCHIIA
320 °C, a nmerexropa 330 °C. IIporomu azora, BOJXOHMKA U Ba3qyxa Cy U3HOCHIU: 25
cm® min™, 25 em® min"'u 250 cm® min™'. Kao uuTepnn crammapa je kopumhieH MeTHI-

MUpPHCTAT.

BpearocT KoHIICHTpaIje MeTrHI-ecTpa o0uja ce momohy cirenehe dpopmyie:
c(m.e.) = (P/Py) * cy(m.e.) (1)

e cy:
c(me) - KOHIIEHTpAIH]ja KeJbEHOT METHJI €CTPa Y Y30pKY

cs(me) - KOHIIeHTpallKja UCTOT METUJI €CTpa y CTaHIapy

P - moBpImiHA KeJbeHOT METHII eCTpa Ha JJOOMjeHOM XpoMaTorpaMy y30pKa

P - moBpmmHa ucTor MeTUi ectpa Ha JOOMJEHOM XpOoMaTorpaMy CTaHap/a

2.1.2.3. AxTuBaIyja Hocaua

Jla 6u ce HOCau, Eupergit®C 250L, aktuBupao nmomohy nucrenHa, ogmepu ce 2,0
g Hocava u joxa 20 cm’ 1M pactBopa nucrenHa. [lo mogaBamy pacTBopa, HOcad ce
ocTaBJba Ha TPECUJIMIHN Ja ce TepmocrtaTrpa Ha 25 °C Tokowm 48 caru. [Totom ce HOcau
WCIIApa, KaKo OU ce yKJIOHHO HeBesaHn rmctenH. Ha 20 g Hocaua, nomaje ce 33,6 cm®
25% pactBopa riyrapanzexuaa u 22,4 cm® 0,2M docparror mydepa unju je pH 7, a

MTOTOM C€ TepMOCTaTHpa Ha TPECHIIHMIIN HapeIHa 24 Jaca.
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Jla 6u ce Hocauy, Eupergit®C 250L, aktuBmpao momohy erunennuamuna (EDA), 1 g
Hocaya ce Tpetupa ca 10 cm’ pactBopa koju caapxku 1M erunennuamuna (EDA) na
60 °C npu pH 10 Toxom 4 yaca. AKTHBHpaHH HOcad ce ucrmepe nmydhepoM U Jajbe
aKTUBHpA TIyTapalAeXuoM Ha Beh omrcaH HaYmH.

Hakon tepmoctaTtupama, pacTBop ca HocaueM ce (untpupa Ha buxHEpoBOM JE€BKY U
ucnupa jJa OM ce YKIOHHO HEBe3aHW TIiyTapaiuexuj. PactBop je moTpeObHO ayro

WCTIMPATH, KaKo OW ce ucmpasia xkyTta 00ja pacTBopa Koja MoTHYe O] TIIyTapaaexuia.

2.1.2.4. Vimo6umumsanmje nunase Ha Eupergit“C 250L

Hemonndukopanu Eupergit®C 250L, mace 700 mg, momaje ce y MPETXOIHO
MpUIPEeMJbEHY CYCIIEH3H]y €H3MMa y HaTpujyM-pocharaHom mydepy. OBaj pacTBop ce
npunpemMu Tako mro ce oamepu 200 mg nunaze u pactBopu y 10 cm’ docdaraor

nydepa (25 mM u 0,5 M).

2.1.2.5mobunmsarmja  numaze Ha Eupergit®C 250 wmoguduxoBam

OUCTCHUHOM U IIyTapaJldCXUAO0M 3a CUHTE3Y 6I/IOI[I/136J'Ia

MoupukoBan Eupergit®C 250L mmcTemHOM W TIyTapainiexwuaoM, mace 1,5 g
JoJlaje ce 'y MPUIPEMJbeHY CyCleH3Wjy ymmaze y ¢docdaraom mydepy. Kako 6m ce
KacHHje HchuTala e(pUKacHOCT pa3IMYMTUX MeToJa HMMOOWIM3allMje M Hocaya 3a
UMOOMIIN3AIN]Y, KOPUCTE CE€ Y30pIH KOje cMO JOOUIIH J10/1aBameM Jnmnase y ¢pocharHu
nydep npu pazaumuantaM pH. OBne cy kopumihenn HatpujyM-pocdaTHu mydep mpu
konneHTpanuju 25 mM u pH 7 wum pH 10. Cycnen3uja ce mpumnpema J0JaBameM S
emsuma y 10 cm’® mydepa u nuky6upa 20h Ha 25 °C.

Monudukosaru Eupergit“C 250L eTHIeHIHAMHHOM H TIIyTapalexuaoM, mace 1g
JoJlaje ce 'y IpHIpPeMJbeHYy CycleH3ujy nunase y (ocpatHom mydep. Kako Om ce
KacHHje HCIUTaTa e(PHKACHOCT pPa3IMUYUTHX METoJiIa MMOOWMIM3aldje W Hocada 3a
UMOOHMIIM3AIN]Y, KOPUCTE Ce Y30pIH KOje cMO JOOUIIH J10/1aBameM Jnmnase y ¢pocharHu
nydep npu pazmuuutuMm pH. U oBre cy xopuinhenn Hatpujym-¢pocharau nydep npu

konneHTpanuj 25 mM u pH 7 wm pH 10. Cycnen3uja ce mpumpema 1071aBambEM
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3,34 cm’ en3uma y ny(epa u uakyoupa 20 h ua 25 °C.

2.1.2.6. UcniutuBame Aecopriiyje eH3uMa ca Hocaua

Onmepana ce mo 150 mg nmobOunm3ara y JBa epyieHMajepa. Y MpBHU eplieHMajep
ce momaje S5 cm® 0,1M BozeHoOr pacTBopa IJIMIMHA, a Y APYTH epJICHMajep ce Ioaaje S
cm® 50 mM pactBopa CaCl, y 15%-n0oM (V/v) etaHony. MIMOOWIMCAaHH €H3UMHU Ce

UHKYOUpajy y oBUM pactopuma 1 h, a moTom ce Mepu akTUBHOCT €H3UMa.

2.1.2.7. UcnuTrUBamke JINNOIUTAYKE aKTUBHOCTHU

3a UCTIUTUBALE JINTIOUTUYKE aKTUBHOCTH Yy CBHM €KCIIepUMEHTUMa KopulitheHa
je MeTo/a Koja ce 3aCHMBa Ha CIIEKTPO(POTOMETPH]CKOM oipehuBamy KOHIICHTpaIdje p
-HUTpOQeHOJa KOjU HACTaje y peakidju Xuapoyimze p-HuTpodeHmI-maavurara. Opa
peakigja je KaTaJli30BaHa JIUIMA30M.
[pumnpemu ce 90 cm® 50 mM docdarsor mydepa, unju je pH 8. V 10 cm’ 2-mpomanorna
nanaje ce 30 p-aHuTpoeHmI-NaNMuTaTa, a NoToM ce 10 CeKyHIM Ip>KU Y yIATPa3BydHOM
kymatuiay. OBa JBa pacTBopa ce cjeaune u Tepmoctarupajy 30 munyta Ha 37 °C. OBaj
pacTBOp Ja/be ce KOPHCTH Kao CyICTpar. Y KHMBETE ce CHIla 3 ¢m’ CyIcTpaTa a OTOM
ce noxaje 20 pl emsmmckor mpemnaparta u Mepu ce ancopbOanma Ha 410 nm (e = 1500 1
mol”’ cm™). Peakmmona cMema ce Mella HA MarHeTHOj MEIIATHIH. AKTHBHOCT je
MepeHa npahemeM IMpoMeHe ancopOaHIidje y TOKY IpBa 3 MUHYTa peaknuje Ha 410 nm.
Jemuauna enszumcke aktuBHocTH (IU) je neduuumcana kao KolIW4yMHA €H3MMa Koja
ociob6aha 1 pmol p—HuTpodeHosa Mo MUHYTH TIPU ONTUCAHUM ycioBuMa (A=¢-¢1).

2.1.2.8. OnpehuBame caapskaja mpotenra MetoxoM o bpendopxy '*!

OnpehuBame caapixaja TMPOTEMHA OBOM TEXHHKOM ce 0a3upa Ha MPOMEHHU
MakcUMyMa arcoprije kuceior pactBopa Coomassie Briliant Blue G-250 (CBB G
250) 60je ca 465 nm Ha 595 nm npu Be3uBamy 3a MpoTenHE. AHJOHCKH (TIJIaBH) OOJIHK
00je crabunmzyje xunpodoOHe U jJOHCKE UHTEPAKIIH]e ca MMPOTEHHOM, IIITO MPOY3POKYje
BUJUBMBY IIpoMeHy 0o0je. boja ce mema u3 1pBeHo-cmehe y miaBy. boja mpBeHCTBEHO
pearyje ca ocTaMMa apriHHMHA, ald pearyje W ca ocTalliMa XWUCTHIHWHA, JIM3HMHA,

TUpO3WHA, TpuntodpaHa W (eHmwIamanuHa. OceT/HUBOCT MeToaa je oko 5 - 200 pg
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MpPOTEeNHa, Y 3aBUCHOCTH 0] KBayluTeTa 00je, a JIMHeapHa 3aBUCHOCT je y omcery of 0 -
2000 pg nmpotenna.

[Ipunpema pearenca:

Onmepu ce 100 mg CBB G 250 y Hopmanam ¢y ox 1 dm’. V mera ce goma 100 cm®
85% oprodocdopue kucenune 50 cm® 95% merarona, oko 300 cm’ gecTHIOBaHE BOJE
u Mema 2 yaca Ha coOHOj Temmeparypu. HopmanHu cya ce 3aTUM OJIOKH Ha TaMHO
Mecto mpexo Hohu. CyTpazaH ce JOMyHH BoOM 10 3anpemuse 1 dm® u mpoduirpupa
Kpo3 rpyom ¢untep manup y TamMmHy Ooiry. Pearenc je ctabmian Buie Mecenu. YyBa ce
Ha TAMHOM U XJIQJJHOM MECTY.

[Iponenypa:

Oxmepu ce 5 cm® Bpaagoprosor pearenca m 1 cm’ pacTBopa eH3MMa y empyBeTy.
Hop6po nmpomyhkati u ocTaBUTH 5 MUHYTa Jia ce pa3BHje IiaBa 0oja. Hakon Tora ce
MepH arcopbanna Ha 595 nm.

OnpehuBame cTanapHe KpuBe:

IIpe cmake cepwje excrepuMeHara ojpeheHa je craHmapaHa kpuBa. Kao crammapi
KopuinheH je mpemnapat juna3e. Cranmapaau pactBop y omcery 0,1 mo 0,5 mg cm”
No0MjeHn cy pa3biakuBamkeM OCHOBHOT PAacTBOpa KOHIIEHTpAIlHje, a cajipkaj MpoTenHa

y pacTBOopuMa TO3HaTe KOHI[EHTpalrje oapehuBan je mo Beh onucaHoj mporeaypH.

2.1.2.9. ®ypujeoBa TpaHcopmalmjcka HHOpaIpBEHa CIEKTPOCKOMH]a
(FT-IR)

3a FT-IR anamuze xopuimmheHo je 2 mg KOju ce momMema u crupamu ca 148 mg
KaymmjyM-opomuia. CMmerra ce 3aTuM KOMIIpuMYyje y TabieTurie moJ1 nputuckoM ox 11 t,
y Tpajalby oA oko 2 min. JloOMjeHH cIeKTpu Cy y pacloHy TajlacHOr Opoja o1

400-4000 cm™, u Ha pe3onynuju crekTpa of 4 cm™.
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3. PE3VJITATU U JUCKYCHUIJA

OcCHOBHU TIMJb HCTpPaXXMBamka je OHO pa3BOj TEXHOJOIIKH jE€JHOCTABHOT H
€HepreTcKku e(puKacHOT eH3MMCKOI' MOCTYyNKa Jo0Hujama Ouoausena HEUIKOJBUBOT 3a
OKOJIMHY. 3a OCTBapHBam€ TOT IMJba Cy C€ KOPUCTHJIA JIBa IpUCTyNa. JenaH je pa3Boj
OMOKATATMTHYKOT TpoIleca MITO Tojpa3yMeBa ONTHMHU3AIN]y MPOIECHUX TapameTapa u
MpUMEHY aJTepHATUBHUX IOCTYNaKa y NUJbY IMpeBa3MIaKema aKTyelTHHX IMpodiiemMa
(mpuMeHa CKYNMUX W TOKCHYHHUX OPraHCKHX pacTBapada W eMmyjraropa Kao W Maja
CTaOMJIHOCTU JIMNa3e y MPHUCYCTBY HIDKUX ankoxona). Jlpyrum mpuctym je pa3Boj H
JM3ajH UMOOMIIMCAHUX CHCTEeMa ca KOMepIHUjalHUM je(THHHUJUM JUIa3aMa 4YuMe ce
omoryhaBa BHX0OBO H3/IBajal-e U3 PEaKIIMOHE CMEIIIe 110 3aBPIIETKY PEaKIlhje U HIXOBO

BUIIECTPYKO KOpHUIIheme y MapKHUM U KOHTUHYAJTHUM MOCTYIIHAMA.

3.1. WcnutuBame yTUlaja BpPCTE OMOKaTaau3aropa W HayMHA

n3Bohema mpolleca Ha CUHTE3y Onoan3ena

[TpBu Kopak je 6Mo o1adbup oaroapajyher katanmmsatopa. Kao 6mokaramusaropu
y peakIuju METaHOJIM3e CYHIIOKPETOBOT YyJha y CHCTEMY 0Oe3 OpraHcKOT pacTBapada
kopuitheHa cy Tpu eH3uma: ymnasza u3 Candida rugosa, KOMepIHjaTHO UMOOHIIMCAHA
munasa u3 Rhizomucor miehei Ha MakpOIOPO3HOM jOHOM3MEHHMBAUy M MMOOMIMCAaHA
munasa u3 Candida antarctica Ha akpuiIHO] cMOJHU. Viciutanu cy yTuniaju teMernparype,
KOJIMYMHE BOJIE, KOJMYMHE JI0JIaTOT €H3MMa, MOJIAPHOT OJIHOCA METaHOJI/yJjhe Kao |
HaurHa W3BOhema Mmpoleca Ha MPUHOC METHII-ecTapa MacHUX KucenuHa. Haume, na 6u
ce W3BeJa MOTIyHa KOHBEp3Wja jeTHOI MoJia CYHI[OKPETOBOI yJba JI0 METWII-ecTapa
MaCHHX KHCEJIHHA TOTPeOHO je HajMame TPU MOoJIa MeTaHoja. MelhyTuM, Npu BEIUKO]
MMOYETHO] KOHIICHTPAIM]H METaHOJIa MOKe JToh! 10 HpeBep3nOMITHE HHXUOUITH]E JTUTIa3e.
Crora je onNTMMH30BaH MOCTYNAK TPOCTENEHOI J0/aBara METaHOJIa Yy PpEaKIHOHY
CMEIIly y CKJIaTy ca TUHAMHKOM MOTPOINbE, J1a OU ce Clpeyria HHAKTUBAIfja eH3uMa
y BUIIKY MeTaHoja. Kako Op3mHa peakiuje W MOTPOIIHa METaHOJa 3aBUCE O]l BPCTE
MMOOWIIMCAHOT €H3UMa, TPOCTENEeHH MOCTYMaK je WCHUTAaH ca cBa Tpu eH3uMma. Ha

Counum 3.1. je mpukasaH yTHIQ)] HauMHA H3Bolhema Mpoleca Ha NMPUHOC OHOAM3ena.

72



JlokTopcka pucepTanuja HeBena JlykoBuh

JloOujenu pesynratu cy MOKasaid Jia, HaKo Cy OCTBApEHU Pa3IMYUTH MPUHOCU ca TPU
paznyMTe JIMMa3e, JMHAMHUKa MOTPOIIhe METaHOJIa 0CTaje UCTa, OAHOCHO, T00UjeHH Ccy
3Ha4YajHO BehWm TpHHOCH Kajga ce KOPHCTH TpPOCTeNeHH MmocTymak. [IpBa komwmdmHa
MeTaHoJia (1Mo 1/3 MHHMMAaITHO HEOIXOJHE KOJMYUHE) Y CHCTEM je JioJaTa Ha MOYeTKY

peakiuje, Apyra koinwmumHa HakoH 10 h u Tpeha makon 25 h gok je mena peakiuja

Tpajana 50 h.
—B— R.miehei-jednostepeni postupak
—®— R.miehei-trostepeni postupak
C.antarctica-trostepeni postupak
} —w— C.antarcitca-jednostepeni postupak
100 C.rugosa-jednostepeno/trostepeno
90 Metanol
80 +
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—~ 604 °
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Cnuka 3.1. YTuuaj HaunHa u3Bohema mpoieca v Bpcte OMokatannM3aTopa Ha mpuHoc Onoausena

Hajmamu npunoc, ucroa 10%, je 100HMjeH Kajia ce Kao KaTtaau3aTop KOPUCTHIIA
mumaza u3 C. rugosa, ¥ KOJ jeTHOCTENIEHOT M KOJI TPOCTereHor moctynka. OBa numasza
uMa Majy CTaOMJIHOCT M aKTHMBHOCT y METaHOJY M cTOra ce HHje IMoKasaja Kao jobap
n300p 3a cuHTe3y Oumoamsena. OBHM pe3yinratu €y Yy CKajlagy M ca JIpyruMm
ACTpaXuBambuMa r1e Kopuimhewem numnaze w3 (. rugosa HHACY J00OWjeHH
3aJ10BOJbaBajyhu pGSYJ'ITaTI/I.[22] OnTuMuzanyja mporeca je Jajbe BpineHa kopuctehn
KOMepIijaiHy UMoOuIucany junasy u3z R. miehei u nunazy u3 C. antarctica. Kako cy
NpEeTMMUHAPHA EKCIepUMEHTH OWIM HaMEHEHH 3a IMOYETHY NpOIEeHY aKTUBHOCTH

JaTHX JIUIa3a, OHU Cy BPIICHU IOJ PEaKIMOHUM YCJIOBUMA KOjU MOXJIa M HHUCY OWUITH
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ONITUMAJIHU 3a JjaTe eH3ume. Jla 6u ce u3BpIIMIIa ONTUMH3AIIK]a IIPOLIECHUX TapameTapa
moryha cy nBa mpucytna. [IpBu je KOHBEHIIMOHATIAaH METO/I T/Ie ce Bapupa jefan (paktop
MpH KOHCTAaHTHUM BpeIHOCTUMA ocTaimx Qaktopa. OBakaB MPUCTYH OCHM IITO je
JIyroTpajaH, He TMpyka HaM KopucHe wuH(popMmanuje o MehycoOHO] HHTepakIuju
pa3nuuuTuX (pakTopa, U YeCTo He rapantyje oApehuBame ONTUMAIHUAX YCIOBa PeaKIlyje.
CTaTUCTHYKUM MeToJaMa IJIaHUpama eKCIIepruMeHaTa cMamyje ce Opoj HEOMXOIHUX
eKCIepUMeHaTa YhMe C€ HEMHWHOBHO CMarmyjy TpOIIKOBH HCTpPaXHWBama, JOK ce
HCTOBpEeMEHO JIoOWjajy wWH(poOpmammje O HWHTepakidjama wusMel)y Bapujadbim y

nocMaTpaHoOM OIICETY.

3.2. OnTuMM3zanyja €H3UMMCKOI IOCTYIKa CHHTE3e Ouojau3ena

UMOOMJIMCAHOM JTUA30M U3 Rhizomucor miehei

Hajmpe je mu3Bpmiena je ontuMm3aliyja mnpormeca eH3UMCKe CHHTe3€e METHI-ecTapa
nuna3oM u3 R.miehei xopunthemeM poTaTabMIIHOT KOMITIO3UIIMOHOT €KCIIEPUMEHTATTHOT
minaHa. 3a oOpaay mojaTaka KopulimheHa je METOJO0JIOTHja OJ3MBHHX ITOBPIIHHA.
N3Beneno je 30 ekcriepuMeHara, IpH 4eMy je WCIHTaH yTunaj 4 ¢gakTopa Ha 5 HHUBOA.
HcnutuBanu (akropu cy Temneparypa X (25-65 °C), xonneHTpanuja eazuMa X, (1-
5%), moueTHa KoHIeHTparHja Boje X3 ( 0-10%) u Monapau oHOC MeTaHOJ/yJbe X4 (3-
9). Komupane u ctBapHe BpenHoctu (aktopa mare cy y Tabemu 3.1. [Ipumemenu
eKCIIepUMEHTATHU IJIaH W pPe3yiTaTd W3BEJEHUX EKCIeprMeHara Cy TNpUKa3aHu y

Tabenu 3.2.

Tabena 3.1. Kogupane u cTBapHe BpeJTHOCTH MapaMeTpa y MPUMEHEHOM

CKCIICPUMCHTAJIHOM ILIaHY

daktopn -2 -1 0 1 2
Temneparypa X, ("C) 25 35 45 55 65
Konnentpanuja enzuma X, (%) 1 2 3 4 5
Konnentparnuja Boge X3(%) 0 2,5 5 7,5 10
Momnapuu ogHoc cyncTpara Xy 3 4,5 6 7,5 9
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TaGena 3.2. ExcriepuMeHTalIHU IIJ1aH 32 UCIIUTUBAE yTHUIAja 4 paKTopa Ha TeT HUBOA

BpCAHOCTH MCTOIOM OJA3MBHUX IMOBPUIMHA

bp. ex Temneparypa, Konu. Konn Monapuu bp3una Bp3uHa en3umcke
°C eH3uMa, Boxe, % 0HOC eH3HMCKe peakuuje no
% cyncrpara, peakuuje, KOJTHYUHH
Dimethanot/Noit mmol h! eH3HMa,
mmol h”' g

1 35(-D* 2 (-1 2.5(-1) 4.5 (-1) 0.0882 0,147
2 55(1) 2 (-1 2.5(-1) 4,5 (-1 0.0517 0,0862
3 35(-1) 4 (1) 2.5(-1) 4,5 (-1 0.156 0,130
4 55() 4 () 2.5(-1) 4,5 (-1 0.139 0,115
5 35(-1) 2 (-1) 7.5(1) 4,5 (-1) 0.110 0,183
6 55(1) 2 (-1) 7.5(1) 45 (-1 0.0369 0,0615
7 35(-1) 4(1) 7.5(1) 4,5 (-1) 0.131 0,109
8 55(1) 4(1) 7.5(1) 45 (-1 0.0636 0,0530
9 35(-1) 2 (-1 2.5(-1) 7.5 () 0.0535 0,0891
10 55(1) 2 (-1 2.5(-1) 7,5() 0.139 0,231
11 35(-1) 4 (1) 2.5(-1) 7,5(1) 0.109 0,0906
12 55(1) 4 (1) 2.5(-1) 7,5(1) 0.0617 0,0514
13 35(-1) 2 (-1 7.5(1) 7,5(1) 0.0603 0,101
14 55(1) 2 (-1 7.5(1) 7,5 (1) 0.0316 0,0527
15 35(-D) 4 (1) 7.5(1) 7,5() 0.132 0,110
16 55(1) 4(1) 7.5(1) 7.5 (1) 0.0496 0,0413
17 25(-2) 3(0) 5(0) 6(0) 0.152 0,169
18 65(2) 3(0) 5(0) 6 (0) 0.0746 0,0828
19 45 (0) 1(-2) 5(0) 6(0) 0.0318 0,106
20 45 (0) 5(2) 5(0) 6(0) 0.169 0,113
21 45 (0) 3(0) 0(-2) 6(0) 0.183 0,203
22 45 (0) 3(0) 10(2) 6(0) 0.0617 0,0685
23 45 (0) 3(0) 5(0) 3(2) 0.0474 0,0527
24 45 (0) 3(0) 5(0) 9(2) 0.0966 0,107
25 45 (0) 3(0) 5(0) 6(0) 0.0474 0,0527
26* 45 (0) 3(0) 5(0) 6(0) 0.0515 0,0573
27* 45 (0) 3(0) 5(0) 6(0) 0.0318 0,0353
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28* 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 0.0978 0,109
29% 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 0.0431 0,0480
30% 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 0.0882 0,0980

* LlenTpanHa Tauka

Hcnutana je MOTyhHOCT MaTreMaTHYKOT OINHCHBaWma JOOWjEHUX pe3yirara

perpecHoHUM MOJIEIIOM JAPYTOT pejia KOju YKIbydyje uHTepakiujy usmely dakropa :
y=by + X by, + T bix,” + byxx, (1)

IJie je y OJi3MBHa Beau4HMHA (Op3WHA €H3UMCKE peakiihje, OJJHOCHO Op3uHa €H3MMCKeE
peaxiyje 0 KOJMYMHYU €H3MMa), X; U X; He3aBHCHE IpoMeHsbUBe ((pakTopn), by, bi, b,
bij perpecnonu koeuuKjeHTH MozeNa (JIMHEAPHH, KBa{PaTHU X MHTEPAKTHUBHU).

Ha ocHOBy ekcrepuMEHTATHUX pe3yiTara 3a aHalu3y MeTaHOJH3e
CYHIIOKPETOBOT yJha UMOOHMJIMCAHOM JHmna3oM u3 R. miehei noOujeHa cy aBa Mojena.
[IpBu mpencraB/ba yTHIa] MOjeAMHAYHUX (DakTOpa, Ka0 U HUXOBOT KOMOWHOBAHOT
yTunaja, Ha Op3uHy peakuuje. [lpyru mopen, yTuiaj ¢akropa Ha Op3uHY €H3UMCKE
peakimje IO KOJIWYMHE eH3WMa, HaMm omoryhaBa ja ONTHMH3YjeMO EKOHOMCKY
e(UKaCHOCT IIpoIreca, IOIMITO IIeHAa €H3WMa IIpeJICTaB/ha 3HA4ajaH Je0 YKYIHUX
TPOIIKOBA IpoIeca.

3a aHaNMU3y yTHIAja pa3IUUUTHX (akTopa Ha Op3UHY €H3MMCKe peakiije, Ha
OCHOBY KOMITO3UIIMOHOT POTATHOMIIHOT €KCIEPUMEHTAIHOT IIIaHa, JOOHU|jeH je MOJIe

JIPYTOT pejia, ca TpU CHTHA(HUKaHTHA TTapaMeTpa, 0e3 Mel)ycoOHe HHTepakiuje.
y1=0,0596-0,0180 x; + 0,0233 x5 - 0,0181 x5+ 0,0131 x,°+ 0,0154 x5°  (2)

e je y; (mmol h™') Gpsura ensumcke peaxiuje.

CratucTuuka aHanu3a IoOKa3yje Ja je Haj3HAuyajHUju I[apaMerap KOJIMYMHA
eH3nMa y peakimonoj cMemnu. Crnenehu Hajpehu nuHeapHu edekar umajy Temieparypa
W KOJIMYMHA Boje. MolapHU OJIHOC METaHOJ/yJhe HHje 3HaudajHHje YTHIIa0 Ha
MIPOM3BOIY Ononn3ena. Y TUIaju TapoBa (GpakTopa Ha MPUHOC ecTapa Cy WIIyCTPOBAHH
TPOAMMEH3UOHATHUM JIjarpaMuMa U KOHTYPHUM IpUKa3uMa (IIpojeKIjaMa 013MBHUX

MOBPILINHA).
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Cnuka 3. 2. O3MBHE MOBPUIMHE KOHUEHTPALIMje €H3UMa U TeMIiepaType Ha Op3uHy eH3UMCKe

peakiyje (KoHIeHTpaluja Boje 5%, MoJIapHH OJJHOC METaHOJI/yJbe 6)
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Cnuka 3.3. Oa3uBHE NOBPIIMHE NIOYETHE KOHIGHTpAIMje BOJIe M KOHILIEHTpalllje eH3uMa Ha

Op3vHY eH3MMCKe peakifje (MOJIApHO OJIHOC MeTaHON/yJbe 6, TemrepaTtypa 45%)
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Cnuka 3.4. [Ipojekiuja oq3uBHE MOBPIIMHE Op3HE EH3UMCKE peaKiivje MPH Pa3TuuuTHM
BPEIHOCTHMA MOYEeTHE KOHLICHTpALMje BOJIe U TemrepaType (MOJIapHU OTHOC MeTaHOII/yJbe 6,

KOHIIeHTpaluja eH3rmMa 3%)

VY 1e10M UCHUTHBAHOM OIICETY, ca MOPACTOM KOJMYMHE €H3UMa pacTe MPHUHOC
tparcectepudukarnyje (Cmuka 3.2. u Ciuka 3.3.). C apyre cTpaHe, yTUIaj TeMIIepaType
YW KOJNWYWHE JojaTe BOJE Cy ONHMCAaHU KBAJPATHUM jeJJHAYMHAMA Ca MHHAMYMOM
BpenHocTu. Hanmme, moBuineHa TemmepaTypa je MMalla HeraTMBaH yTHIQ] Ha Op3HHY
€H3UMCKe peakigje, kao W moBehaHa KoHIeHTpanuja Bojae. Hajsehm mpunoC je
OCTBapeH Ha HWXXHUM TeMelpaTrypama, 0K ¢y Maje MoYeTHe KOHIIeHTpallrje BoJie uMaie
MMO3UTHUBAH YTHUIA] HAa Op3WHY CH3UMCKe pekamnuje. MuHHMaiHa Op3WHA CHHTE3e
Oomonmsena je octBapena Ha 52 °C u 6,7% momare Bojie Ha Macy yJba, IOK CY BHCOKE
CTOIIE OCTBapeHE IPU BHUCOKHUM CajpkKajeM BOJe ajld Ha HUCKUM TeMIepaTypaMa WiH
IpU HUCKAM Cajp)kajeM Boje W BUCOKMM Temmeparypama (Cimka 3.4.). Yrtunaj
TeMIlepaType Ha peakifjy CHHTe3e OMoJau3eNa jeé MCIMUTHBAH y IIHPOKOM OTICETY O]
25 °C mo 65 °C. Usrnen oa3uBHE MOBpPIIHHE yKa3yje Ja nmopehame TeMIiepaType MmMpBoO
JIOBOJIM JIO HArjoTl cMamea MpUHOca Tj. Op3uHe cuHTe3e Omonuzena no 45 °C, ga 6u

JaJbC noBehame TEMIICpAType PE3YyJITUPATIO Onarum noBehamem 6p31/IHe CH3HUMCKC

78



JlokTopcka pucepTanuja HeBena JlykoBuh

peaknuje. Hajoosbu pe3ynaTatu y UCOUTHBAHOM OIICEry cy nmpuMeheHH NpU HajHUXKO]
temneparypu ox 25 °C. OBakaB pe3yiTar ykasyje Ha TO Ja ce numnasa u3 R. miehei, kao
W HeKe Jpyre ymmnase, munaza w3 P. cepacia, C. rugosa Wi TaHKpeacHa JIWIA3a,

JICHATYpHIIE Kajia je M3JI0KEeHA BHUILO] TeMIepaTypH ayxu Bpemenckn meprog.t'*® 18

187]
3a ucnuTHRakE yTHIIaja pakTopa Ha OP3UHY €H3MMCKE Peakifje Mo KOJUUMHU eH3uMa
ToOHjeH je MoJeN APYror peaa ca asa (hakTopa Koju Toka3yjy MelhycoOHy HeraTHBHY

WHTEPAKIIH]Y:
¥2=10,0714 —0,0198 x; — 0,0227 x3 + 0,0163 x,° + 0,0191 x5° = 0,0219 x; x5 (3)

e je y» (mmol h™' g!) 6psuna ensumcke peakuuje o KoIMYMHA eH3UMA.

JacHo je nma cy y Apyrom Mojeny 3Ha4ajHU IapaMeTpH TeMIleparypa, caipikaj Bojie U
WHTEPAKTUBHU edakaT n3Mely TemmepaType u Bojie. Y THIIa] JBa 3HAYajHA ITapaMeTpa je
NpHKa3aH Ha oj3uBHOj mpoBpmmHA (Cimka 3.5.) W jacHO ce BHIU Ja C€ BHUCOKH

MPHHOCH MOTY JIOOWTH TIPH HUCKHAM TeMIlepaTypama U BUCOKHAM CaJlpKajeM BojIe, HITH

00pHyTO.
0.4~
T 03 S B
£ R /
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Crvika 3.5. On3uBHE NOBPIIMHE YTHIIAja TIOYETHE KOHIIEHTpAlMje BOJIe U TeMIlepaType Ha
Op3uHY eH3MMCKe peakildje Mo KOJIMYMHHU eH3uMa (KOHIeHTpalrja en3uma 3%, MoJapHH OJTHOC

MeTaHoJ/yJbe 6)
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[Topehemem oBa 1Ba Mojena, jacHO je Jia je y MPBOM MOJENTy KOJIWYMHA €H3uMa
Haj3HaYajHUJU (PaKTOp ca MO3WTHBHUM YTHUIIAjeM Ha Op3WHY €H3MMCKE peakiidje, 0K y
JpPyroM MOJIeNTy Ta BEeIMYWHA HHUje YTHIajda Ha Op3WHY €H3MMCKE peakilfje 1Mo MacH
enzuMa. OB pe3ynTaTH yKa3zyjy Ha TO Jia, Mako ce MoBehameM KOJIMYMHE €H3MMa
noBehaBa Op3uHa cuHTe3e OHOJM3ENa, TO HHje EKOHOMCKH ONpaBIaHO jep ce
nmoBehaBajy yKymHH TpOIIKOBH Tiporieca. Mmak, mMory ce Hahw wu3BemTaju Ja je
noBehame KoHIeHTpanuje ea3umMa 10 30% moseno a0 moBehama mpuHOCA ouonmsena.l*”!
JacHo je nma Op3uHa €H3MMCKe peakldje MO0 KOJMYMHHU €H3MMa NpejcTaB/ba BaKaH
napameTap Ko/ mpolieHe e(pukacHOCTH Ipolieca MPOU3BO/Ikhe OHoIH3ena.

Y o06a mojema, MomapHu OJHOC MeTaHo/yibe (3:1-9:1) Huje Omo 3HAYajaH
(dakTop 3a cuHTE3y OMoU3eIa. Y BehHU CTyArja 0Baj MOJIAPHHU OJTHOC 3HAYAJHO YTHYE
Ha npuHoc MmeTuin ecrapa. Tako cy Cymano (Soumanou) W capaJHHUIM ca HCTOM
JUTAa30M UCIIUTUBAIIM YTHIIA] METaHOJIa Ha IPUHOC OMo/IM3eNa U Haj0oJbe pesyirare cy
OCTBApHJIA Ca MOPAJTHUM OJTHOCOM 3:1. 31y oBom CITy4ajy, KOHIICHTpaIfja eH3uMa je
owra napactuyro Beha (10%) m 94ak W MaiM MmopacT BHINKa METAHOJIA j& y3POKOBAO
MOTIYHY WHAKTHBAIM]y Juma3e. Y IPYTHMM HCTpaKWBamkUMa, HajOOJbU pe3yiTaTH Cy
NOOMjeHn TPU MOJIAPHOM OJHOCY MeTaHoJ/yJbe 4:1 mpu jom Behoj KOHIEHTpauuju
eHzuMa o 27%. AxtuBHOCT nMmobunucane nunasze u3 C. antarctica je 6una cmameHa
npu BehnM koHTIeHTparjama Mmetanona (5:1 u 6: 1).[99]

Bona je ¢dakTop Koju je MMao HeraTWBaH YTHUIAj] HA Op3WHY CH3UMCKE peakIldje.
Hajseha akTuBHOCT je ocTBapeHa 0e3 qo/1aBama Bojie y peakinony cmenry (Cnuka 3.5.).
[loehame konmuumHe no7ate Bojie 10 6,5 % je 10BeJo 0 Harjor naja akTUBHOCTH, JTIOK
je nasbe moBehame HaKOH T€ BPEHOCTH JI0BENIO J10 Osaror nmoBehama. TakBo moHamame
je ToclendIia CIOKEHOI MeXaHW3Ma EH3MMCKEe peakiihje TpaHcecTepu(uKaIyje.
OnTtumanHa KolIu4uuHa BOJIe je koMmrmpomuc u3mely moBehama eH3MMCcKe aKTHBHOCTH
nosehameM MeljydasHe MOBpIINHE ¥ MUHEME3Mparba OBpaTHe peakmuje xuapouse.*’]
NmoOunmucanm eH3uMu, Mel)yTuM, 1Moka3yjy HajBehy aKTHBHOCT y CHCTEMHMa ca MaJIoM
KOHIleHTpanujoM Boje. Hajeeha moueTHa Op3wHa TpaHcecTepudHKaimje, Kama ce
kopuctuna nunasza w3 P. fluorescence, je mocturnyta ca 0,3% nomare Boae y

12 o . .
peakmuonu cuctem. - 2° CriocoGrOCT mumase u3 R. miehei na katanusyje peakuujy mpu

W3Y3€THO MalldM BPETHOCTHMA AaKTHBHOCTH BOJIe j€ W paHHWje JOKyMEHTOBaHA M
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JIOKa3aHo je Jia je JIla3a ocTajla BeoMa aKTHBHA KaJa je aKTMBHOCT Boje OWja MCHOJ
0,0001.1"%"!

Ananmmza momohy CTyIeHTOBOT TecTa je IoKa3ala Ja je KoedHIIHjeHT
WHTEpaKIyje wu3Mel)y TeMemparype W KoJIWuuHe BoJie curHH(pHKaHTaH. OBaj
Koe(UIIMjeHT MMa HeraTHBHY BPEIHOCT, INTO ymyhyje Ha 3ak/bydak Ja je CHHTe3a
yCIeITHUja Kajia jelaH o] OBUX (hakTopa MMa HUCKY BPEIHOCT, JOK JPYTH UMa BHCOKY
BpenHocT. M3rien om3wBHE MOBpIIMHE OBa JBa (hakTopa TO M MOTBphyje: €H3UM je
M3y3€THO TEpMOCTAaOWIaH TPH MaJIUM caJpXajuMa BOJie, JOK pEakIHju TOTodyje
BelIMKa KOJMYMHA BOJE CamMO MpH HHUCKUM TeMIilieparypama. EH3UM je moaokaH
JIeHaTypalMjyu Ipyu BUCOKUM TeMIepaTypaMa M BEJIMKOM caJipkajy Boje. Takole, kamga
je y cucreMy mpucyTHa Beha KoimunHa Boje (paBOopr30BaHA je peakifja XUIpOJIu3e,
MOCceOHO TPU BUCOKUM TeMIIepaTypama.

VY 0BOM ceTy eKcliepuMeHaTa je JJOKa3aHo J1a Cy KOpUITheH! MOJIeNH 3a aHATIN3Y
yTHIIaja pa3InuuTHX (PaKkTopa Ha CHHTE3y METHII-ecTapa Jumna3zoMm y3 R. miehei Oumm
ajiekBaTHU. TeMrieparypa v KOJMYMHA JT0JIaTe BOJIE Y CHCTEM Cy 3HA4ajHO YTHIAIHA Ha
CUHTe3y OWojuM3eia, U TH YTHIQJH Cy ONWUCaHW KBajpatHoMm ¢yHKIEjoM. IlITo je
HajBa)XKHU]J€, METOJOM OJI3MBHUX MOBpIIMHa oMoryheHo je oxapehuBame melhycoOGHOT
HEeraTUBHOI yTHIlaja u3Mely TemmepaType M KOJMYMHE BOJE, IITO c€ HE OM MOIJIO
3aMa3uTd y KOHBEHI[MOHAIHO] METOAM Koja MoJipasyMeBa Bapupame JeTHOT O
WCIUTHBAaHUX (aKTopa MpU KOHCTAHTHUM BpeaHOCTHMa ocTanux (akropa. Hajpehm
npuHoc, o 10,15 mol kg'1 €H3MMa OCTBApEH je TpH cieaehuM mapameTpuma peakiyje:
45°C, monapuu ogHOC MeTtaHo/yJbe 6:1 u 6e3 mogate Boje y cucteMm. Pesynratu oBor
UCTpakMBama Takohe yKasyjy, Ha OCHOBY mopehema ca MPeTxoJHO HaBeIEeHUM
pe3yaTatuMa M3 JUTepaType MOCTUTHYTHM Y JPYTUM CHCTEMHUMa, Jla eH3UMCKa CHHTE3a
Omonm3ena, numnaszoM u3 R.miehei, HUje €KOHOMCKH MPUXBATJbUBA KaJla Cc€ WU3BOJIH Y

IapXKHOM CHUCTEMY, yIpKoc oapeheroM noBehamwy mpuHoca mpou3Boa.
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3.3. Ontumuszaija €H3UMCKOT TOCTYIKa CHUHTE3€ Ouoau3elna

umooOumncanom jumnasom u3 Candida antarctica

Kao m y mnpeTxomHOM CerMeHTy, METaHOJIM3a j€ BpIIeHa TPOCTEIEHUM
JI0JJaBakbeM METAHOJIA y PEaKIMOHYy CMEIy Yy CKJIaly ca JMHAMUKOM IOTPOIIHE KaKo
Oum ce crpeunsia WHAKTUBaIMja €H3WMa y TMPHCYCTBY BHINKAa MeTaHona. [IpumveHom
poTaTaOMIIHOT KOMITO3WITHOHOT EKCIEPUMEHTATHOT IUIaHa HWCHUTAH je YTHIa] HCTa
YeTHpU TapaMeTpa Ha MeT HUBOA: IMOYeTHE KOHIIEHTpaIldje BoJe, KOHIICHTpaIje
€H3UMa, MOJIApHOT OJIHOCAa MeTaHoJ/yJbe U Temieparype. Perpecuonom wu
JICTIEP3UOHOM ~ aHAJIM30M  HCIUTaHA j€ aJeKBaTHOCT PErPecHOHOT  MOJela.
VYcranoBIibeHO je n1a je BpenHocT durepoBor kputepujyma 2,6907. lomro je Tabnmana
BpPEHOCT OBOT KpuUTepujyma 3a mpar 3Hadajuoctu ox 0,05 (5%) jennaka 4,67, nake,
Beha o1 m3pauyHaTe BpeJHOCTH 3a JlaTe eKCIIEpUMEHTAIHE YCIIOBE, MO/IEN j& aIeKBaTaH.
CuranukaHTHOCT Koe(HIMjeHaTa perpechje HCIHuTaHa je npuMeHoM CTyIeHTOBOT
Tecta. EKCIIEpUMEHTH Cy W3BEJICHH HACYMUYHHM PacIlopesioM Jia OM ce eTMMHUHHUCcAIe
eBEHTyaJIHE CHUCTEMAaTCKe Tpellke ekcrepuMeHaTa. J[oOWjeH je perpecMoHu Mojel
JIpyror peaa, ca 4YeTHUpU CHUTHU(UKAHTHA TMapaMmeTrpa, ca 4YeTupu MehycoOHe

WHTepaKIyje:

y = 14,0402 + 4,6946 x, + 6,2742 x; — 7,3659 x3 — 7,0023 x,— 1,3624 x,° + 11,2386 x5° +
3,2240 x,” + 2,8901x; x;— 3,4352 x; x4— 1,5009 x5 x3— 2,159 1x, x4 “)

CrarucTriuka aHanmW3a TIOKa3yje Ja je Haj3HA4YajHUjU I[apamMerap IoYeTHa
KOHIICHTpaluja Bojae y cuctemy. llo3utuBHy melycoOHY MHTEpakInjy MOKa3zyjy caMo
TeMIepaTrypa U KOJUYMHA €H3UMa JIOK HeTaTUBHY WHTEPAKIIN]y TOKa3yjy TemIepaTypa
¥ MOJIQpHU OJTHOC METaHOJI/yJbe, KOJIMUYMHA €H3MMa U KOJIMYMHA BOJE Kao M KOJMYKMHA

€H3UMa U MOJIapHH OJIHOC METAHOJI/yJbe.
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Tabena 3.3. ExcnepuMeHTaIH U3ajH y CKJIATy ca POTAaTAOUITHUM IUIAHOM Ca YeTUPH

(akTopa Ha MeT HUBOA M €KCIIEPUMEHTAITHO JoOujeHu npuHocu Oouonusena (P, %)

X (°0C) X5 (% y omHocy Ha X3 (% y oIHOCY Ha X,

bp. ex Macy yJba) Macy yJba) (mol/mol) P (mol%)
1 35(-1)* 2(-1) 2.5(-1) 4.5 (-1) 17,23
2 55 (1) 2(-1) 2.5(-1) 4,5 (-1) 27,83
3 35(-1) 4(1) 2.5(-1) 4,5 (-1) 28,23
4 55 (1) 4(1) 2.5(-1) 4,5 (-1) 62,44
5 35(-1) 2(-1) 7.5(1) 4,5 (-1) 11,16
6 55(1) 2(-1) 7.5(1) 4,5 (-1) 25,34
7 35(-1) 4(1) 7.5(1) 4,5 (-1) 23,19
8 55(1) 4 (1) 7.5(1) 4,5 (-1) 40,93
9 35 (-1) 2(-1) 2.5(-1) 7,5 (1) 15,20
10 55(1) 2(-1) 2.5(-1) 7,5 (1) 15,12
11 35 (-1) 4(1) 2.5(-1) 75(1) 20,55
12 55 (1) 4(1) 2.5(-1) 7,5 (1) 32,15
13 35 (-1) 2(-1) 7.5(1) 7,5 (1) 9,50
14 55 (1) 2(-1) 7.5(1) 7,5 (1) 11,17
15 35(-1) 4(1) 7.5(1) 7,5 (1) 14,15
16 55(1) 4(1) 7.5(1) 7,5 (1) 22,99
17 25 (-2) 3(0) 5(0) 6 (0) 7,50
18 65 (2) 3(0) 5(0) 6 (0) 14,41
19 45 (0) 1(-2) 5(0) 6 (0) 6,66
20 45 (0) 5(2) 5(0) 6 (0) 25,85
21 45 (0) 3(0) 0(-2) 6 (0) 90,52
22 45 (0) 3(0) 102) 6 (0) 32,36
23 45 (0) 3(0) 5(0) 3(-2) 47,43
24 45 (0) 3(0) 5(0) 9(2) 11,23
25 45 (0) 3(0) 5(0) 6(0) 16,11
26 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 14,97
27 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 13,96
28 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 12,01
29 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 13,02
30 45 (0) 3(0) 5(0) 6 (0) 11,80

*) Bpojesu y 3arpazama o3HauaBa KOAMPaHEe BPSIHOCTH Mapamerapa; X;, TeMIeparypa; Xo, KOHIEHTPAL]a CH3UMA

10 Macu yJba; X3, KOHIHEHTpalMja BOAE 10 MaCH yJba; Xy, MOJIAPHHU OJTHOC METaHOJ/yJbe; P, mpuHoc Ouoausena
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Mal. odnos metanol-ulje

Kone. vode (%)

Cnuka 3.6.a On3uBHE MOBPUIMHE YTHIIAja MOJIAPHOT OJTHOCA METAHOJ/yJbe U MOYETHE

KOHIICHTpaIMje BoJie Ha cuHTe3y Ouoauzena (temneparypa 45°C, koHleHTpalyja eH3uma 3%)
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Cnvika 3.6.6 [Ipojekiiija oi3MBHE MOBPIIMHE MTPUHOCA OWOIU3eNIa MPH PA3TUYUTHM
BPEHOCTHMA MOJIApHOT OIHOCA METaHOJ/yJbe U KOHLEHTpaLuje Boae (Temneparypa 45°C,

KOHLIeHTpaluja eH3rmMa 3%)
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Prinos hiodizela (%)

Kaone. vode (%)

Konc. enzirma (%)

Cnuka 3.7.a On3uBHe NOBPUIMHE YTHIIAja MOYETHE KOHLIEHTpAlIMje BOAE W KOHICHTpallje

€H3MMa Ha CUHTe3y Ouoju3ena (MoIapHHU OJJHOC METaHoJl/yJbe 6, Temneparypa 45°C)
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Cruka 3.7.b Ilpojeknuja og3uBHe MOBpIIMHE MPUHOCA OMoIM3eNa MPU Pa3TUIUTHM
BPEIHOCTHMA MOYETHE KOHILIEHTpAIHje BOJIe U KOHLEHTpallkje eH3uma (MoapHU OJHOC

MeTaHoJ/yJbe 6, Temneparypa 45°C)
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Prinos biodizela (%)

25

Kanc. enzima (%) Temperatura (C)

Crvika 3.8.a On3uBHE MOBPIIMHE YTHIIAja KOHIICHTpaIMje eH3UMa U TeMIiepatype

(koHLIEHTpaLWja Bojie 5%, MOJIApHU OIHOC METaHOJ/yIbe 6)
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Cruka 3.8.b Ilpojeknuja oa3uBHe MOBpIIMHE MPUHOCA OMOIM3ENa MPU Pa3TUIUTHM
BpPEeIHOCTHMA KOHLEHTpaLMje eH3uMa 1 TeMreparype (KOHLeHTpauuja Boae 5%, MojaapHU

OJTHOC MeTaHON/yJbe 6)
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Prinos biodizela (%)

25

Mal. odnos metanol-ulje Temperatura (C)

Cnuka 3.9.a On3uBHe MOBPUIMHE YTHIIAja MOJIAPHOT OJTHOCA METAHOI/yJbe U TeMIepaType

(koHLeHTpalrja eH3uma 3%, KoHIeHTpaluja Boje 5%)
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Cavika 3.9.b Ipojekirja oi3MBHE MOBpPIIKMHE MPUHOCA OWOIU3eNIa MPH PA3TUYUTHM
BPETHOCTHMA MOJIAPHOT OJIHOCA METaHOJ1/yJbe U TeMIlepaType (KOHIeHTpaluja eH3ruma 3%,

KOHIeHTpal#ja Boae 5%)

87



JlokTopcka pucepTanuja HeBena JlykoBuh

W3 monena ce Moke YOUHTH Ja Cy HAjBaXHUJU IapaMeTpH 3a CHHTe3y Ouonamserna
MOYETHA KOHIIEHTpaIlMja BoJie ¥ MOJapHU 0oJHOC MeTaHoj/yJbe. Ha ciumm 3.6.a u 3.6.b
Cy TpWKa3aHe perpecHoHe KpWBEe M MUXOBE IIpOjeKIHje NpuHOoca Omommsena y
(YHKITUY 0JT TOYETHE KOHIICHTPAIIH]e BOJIE M MOJIAPHOT OJHOCA MeTaHO/yJbe Ha 55 °C
3a KOHIIEHTpaInjy eH3uma o1 5% (padyHaTo Ha Macy yjba). Y IIEJIOM OICEry MOJIApHOT
0JIHOCA MeTaHoJ/yJbe, MPUHOC OMOJU3eNa ce CMamyje ca IMOpacTOM KOHIIEHTpaIyje
Bojie 10 6%, ITOK ce JajbMM TOpacTOM KOHIIEHTpAIfje HAKOH T€ BPETHOCTH, MPUHOC
noBehaBa. Tako ce mpu MoJapHOM OJHOCY MeTaHOJ/yibe 6:1 HajBehm mpuHOC (TIpeKo
99%) nobuja mpu HajMamkeM caJpikKajy BoJe, OJHOCHO, O6e3 J1o/1aTe BOJE y peaKkIMoHy
cmenry. CnudaH TpeH/ je YOUYeH M 32 HHTEePaKIU]y KOJIMYNHE eH3UMa M KOHIICHTpaIje
Bojie: Hajeehu mpuHOC 01 92,2% je oCTBapeH IpH HajMameM CaJpikajy BOJE, OJJHOCHO
0e3 momatka Boje y cucreM (0%), u HajBehoj koHneHTpanuju er3uma (5% y ogHOCY Ha
Macy yipa) (ciuke 3.7.au 3.7.b).

Mexanuzam peakiyje ectepuuKaimje je pelaTUBHO CIOXKEH: YJbe Ce HajIpe
XHUJIPOJIA3Yje IO CIOOOTHUX MACHHX KHCEIMHA W MaplHjaTHAX TIHIEpH/a a 3aTUM Ce
cI000THe MacHe KHcelnHe ecTtepudukyjy meraHonoM. OnpeheHa KoawduHa BOJE Y
CHCTEMY je HEeOIXo/Ha Ja OM ce crpeunsia HHAKTUBAIlMja eH3uMa 1 Jia Ou ce omoryhuia
MOYETHA XHUAPOJHM3a TPUTIHUIEpUAA, aIM BHUIIAK BOAE MOXE Ja CTUMYJIHIIE U
KOMIIETUTUBHY peakijy XuJpoiuze MeTwiectapa. ONTUMaIHU cajpxka] BOJE
00e306ehyje omamrpaBame XHApPOJM3E y JAOBOJHGHO] MEPH Ja HACTaHy CJIO0OJHE MacHe
KHcelnnHe Koje he pearoBaTh ca MeETaHOJOM, alld Ja He TMpeBiaja XUApPOJIH3a
HOBOHACTAJIMX METWJI ecTapa. BHCOK NpHHOC MpH MaluM KOHIIEHTpaljamMa BoJie
ynyhyje Ha 4nmbeHUILY J1a MaKpOIOpPO3HU HOcay Ha KOju je uMoOmincana iunasa u3 C.
antarctica caJip>xu JTOBOJbHY KOJIMYMHY BOJIE 3a OJp)KaBame aKTHBHE KOH(OpMaIudje
ensnma. Tamamammymam (Tamalampudi) je xopucrehm wcTy numasy 3ak/byduo jaa ce
CTENEH METaHOJIM3e CMambyje ca moBehameM cajpikaja BOJE y CHUCTEMY, IpU 4YeMy je
OCTBapeH MaKCUMAaIIHU MIpUHOC 0J1 75% y cuctemy 0e3 nogare Boze. '

TemmepaTypa ¥ KOHIICHTpaIl¥ja €H3MMa HMa]y TIO3UTHBAH YTHIIA] Ha IIPUHOC OMoIr3era
W U3pakeHy NMO3UTHBHY MelycoOHy mHTepaknujy (Couka 3.8.a m 3.8.b). To 3maum na
ca opacToM KOHIIEHTpallkje eH3UMa JI0JIa3u JI0 IOMepama TeMIEpaTypHUX ONTHMYyMa
Ka BUIIIMM BPETHOCTHMA, Kao U J0 moBehama mpuHoca. MakcUMallHUA IPUHOCH € MOTY

JMOOWTH KaJa ce paad Ha BHCOKHUM TeMIleparypamMa W TPU BHCOKO] KOHIICHTPAIUjU
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€H3UMa, IIpU YeMy ce JOoCTIKe mpuHoc of 85,1% Ha 65 °C 3a KOHIEHTpalljy eH3uMa
on 5% (pauyHato Ha Macy yiba). MimoOwmmmcana numn3a uz C. antarctica je TPUITAIHO
cTabmiHa y cucTeMuMa Oe3 OpPraHCKOT pacTBapada Te Ce TeMIEepaTypHH OITHMYM

1901 Byme

moMepa Ka BHIIAM BpPEJHOCTHMA Yy OJHOCY Ha CJI00OJHE IHIase.
TeMIepaType UMajy HeraTWBaH yTHIla] HA MPUHOC OMOJU3eNIa CaMO y CHCTEMY y KOM
MOCTOju BUINAK MeTaHona. Ha ciukama 3.9.a u 3.9.b je mpukazan npuHoc Onoauzena y
(GYHKIHJH 0T MOJIAPHOT OJIHOCA METAHOJI/YJhe U TEeMITepaType IpH KOHIIEHTPAITH]H BOJIC
¥ KOHIICHTparju eH3uma 2,5% u 5% pecrnektuBHO. Buam ce na je mHTepakiyja
u3Mehy TeMmeparype U MOJapHOT OJJHOCa peakTaHata HeraTuBHa. [loBehame MomapHOr
0JTHOCA METaHOJI/yJbe JOBOJAU J0 CMambeHha TeMIIEpaTypHOI ONTHUMYMa, Kao U MpHHOCA
ononmsena. HajHMKM PUHOCH C€ MOTY OYEKHBATH Y CUCTEMY Ca BHINKOM METAHOJIA U
Ha BHIIUM Temreparypama. OBakBo moHammame jgunasze u3 C. antarctica Moxe OUTH
nocieanIa OpKe JeHarypalnje Ipyu KCTOBPEMEHOM JIEjCTBY MOBHUIIICHE TeMIiepaType u
BeJIMKe KOHIeHTpanuje MeraHona. Jla Oum ce cmamuia Audy3noHa OrpaHUYEHa U
moBehanma Op3wHa peakmuje MOTPEOHO je JI0JaTH alKOXOJ y BHINKY Yy OJHOCY Ha
CTEXHOMETPH]CKH MMOTpeOHYy KomuduHy (3:1). Y THIIHYHO] peakuju MEeTaHOIN3e, YCIIe
ciabe pacTBOPJBUBOCTH METaHOJA Y YJbY, peakIoHa CMella ce cacToju u3 JaBe ¢aze. Y
KOHTAaKTy JIMIa3a ca HEpacTBOPHHM KallJbUIlaMa aJKOXoja, Koje IOCToje Y YJbY,
AJIKOXOJI ce ajicopOyje Ha UMOOMIIMCAHU €H3UM, OJIOKHUpa MPHUCTYI TPUTIHUIIEPHIa, 300T
Yyera ce CMamyje aKTUBHOCT €H3WUMa, JI0JIa3h JI0 FheroBe WHAKTHBAIMjE W CMamberha
npuHoca omoamsena. Crora je BeoMa OMTHO 3HATH ONTHMAIHH OJHOC METAHOJI/YJbe 3a
pasiuuMTe BpCTe Jumnas3a Aa Ou ce m3beria JeHaTypanuja eH3uMma u noehao mpuHoC
Oouonuzena.

Kao u y mpeTxomHoMm cerMeHTy, OBH Pe3yJITaTH yKa3zyjy Ha 3Hauya] MPaBUIIHOT
n300pa peakIMoOHMX YCJI0oBa Kako OW ce OCTBapHWO MaKCHMallaH IMpHHOC OWoju3ena y
cucreMy Oe3 opraHckor pactBapaya. [Ipuka3zaHe TpoJWMEH3MOHATIHE OJ3UBHE
MOBPIIIMHE U HUXOBE MpOjeKIHje yKa3y]y Ha >KeJbeHe KOMOHWHaIMje mapaMerapa Koju
O6m omoryhune ocTBapuBame MaKCHMaJTHHX TMpuHOoca. Jla Oum ce cmammia IeHa
MIPOU3BO/IEHE M TIOTPOIIEHA €H3UMa N3a0paHy ONTHMATHU YCIIOBH 3a CHHTE3y Omoau3ena
cy cnenehu: 45 °C, 3% enszuma (Ha Macy yJba), MOJIAPHU OJTHOC MeTaHOJ/yJbe 3:1, Oe3
nojiate Bojie y cucteM. llpu oBakBUM ycloBHMa, MOXKE C€ OCTBAPUTH MPUHOC O MPEKO

90% mocne 50h peaknmje. OBaku pe3yaTatu ¢y Beoma oxpadpyjyhu umajyhu Ha ymy na
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jeé TIOCTUTHYT BHCOK MPUHOC ca MaJoM KOHIeHTparujom eH3mma. Kopucrehu wucry
nuna3y u yibe yibane penuie, Yanr (Chang) u capaiHulld cy OCTBApHUIU MPUHOC O]
97,9% mnocne 12,4h peaknuje anu ca KOHIEHTpanujoM eH3uma o 42,3% y omgHocy Ha

macy yspa.'!!

3.4. YTuiiaj anyi akuenTopa Ha CMHTe3y Ouou3ena

Baxxan mapameTrap Koju yTHY€ Ha €KOHOMCKY OIpaBIaHOCT IIpolleca je
CTaOMIIHOCT OWMOKaTamM3aTopa M MOTYhHOCT HEeroBOT MOHOBHOT KOpHIMNEHa TOKOM
JTyXer BpeMeHCKor mepuoja. Ha oOcHOBY mpeTxonHo [OOHMjeHHX pe3yiTara, H
ONTUMAJTHUX PEAKIIMOHUX YCIOBA, UCHUTAIA CMO MOTYhHOCT BHUINECTypKe MpUMEHE
nMmobOmircane nunaze u3 C. anfarctica y peakidju METAHOJN3€ CHHIIOKPETOBOT YJba.
Hako je y mpBOM IHKIYCYy OCTBAapeH MPUHOC o7 95%, akKTMUBHOCT je 3HA4YajHO Tana y
JPYroM IUKIYCY, 10K je y TpeheMm HuKIIycy jumasza Ouiia MpakTHYHO MHAKTHBHpaHA U
npuHoc je u3Hocuo oko 5% (Cmuka 3.14). OBakBH pe3ynTaTd Cy y CKJIaay ca
MPETXOJIHO JTOOWjeHUM, TJe je MpeocTajia aKTHBHOCT HCTOT €H3MMa Y pEaKIvju
MeTaHom3e ca 9ak 50% en3uMma (y oJHOCY Ha Macy yJba) maja UCIo 12%.192

VY nokymajy nma ce mo6oJsbina CTaOMITHOCT UMOOMIIMCAHOT CHCTEMa MUCITUTaHA je
MoryhHocT kopuihema pa3TUUUTUX arui akmnenropa. Hajmpe je ucnurtana MoryhHOCT
IpUMEHE pa3rpaHaTor M ajKoxXoja [TyXer JaHma: 2-mpomaHoja u 1-OyraHoua.
[IpeqHocT ymotrpebe OBHX ajaKkoXoja Orje/a ce y TOME ITO ce ca moBehameM Opoja
YIJb€HUKOBHUX aToMa moBehaBa 1 OKTaHCKH OpOj Kao W cajapikaj TOIIoTe ropusa. Jlpyre
MPETHOCTH Cy U CHU)KAaBame TeMIIEpaType Ha KOjo] jé TOPUBO OINEPaTUBHO YHME Ce
noOoJbllIaBajy XJaJHa MajbeHa, CHIKaBa ce TemIleparypa Teuewa M TeMIepaTrypa
Marjbema, IMOBHINABA C€ TeMIlepaTypa Majkemha ITo yHampehyje pax MoTtopa u
0e30eTHOCT pyKoBama. 3aTO C€ €CTPU MAcCHUX KHCEJIMHA pa3rpaHaTHX allKoXoJia, WU
aNIKoX0J1a JyIKer JIAHIa, MOTY KOPHCTHTH ¥ Kao aautiey 3a ropusa.”> ! Vrumaj Bpere
allMJl aKIenTopa Ha aKTMBHOCT MU CTAaOWJIHOCT €H3UMa MCIUTaH je y TPOCTEINEHOM
moctynky (50h) y cuctemy 6e3 opranckor pactBapadva, Ha 45 °C HaKOH dera ce eH3UM
peruKiIpa U moHoBo Kopuctu. M ca 2-mpomanonom u 1-0yTaHOIOM OCTBapeHU cy
BUCOKHM TNPUHOCH Yy MpBOM nukiycy: 96,85% u 89,31%. Mehyrtum, Beh y tpehem

LUKITYCY, ca 00a aJIkoxoJia, J10J1a3u JI0 Iaja akTUBHOCTH 3a ckopo 70%, ognocHOo 85%,
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Ja 6u y metoM mukirycy npunoc o6uo ucnoa 10% (Cauka 3.10.).
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Cruka 3.10. CTaOMIHOCT eH3uMa y OHOBJbeHUM 1uKiTycrima (M) metaHodn, (@) 2-npornaHoit,
1-0yTtaHo:. Peakumonu ycioeu: Temmneparypa 45 °C, koHIIeHTpaiuja eH3uma 3% Ha Macy

yJba, TPOCTENEHH MOCTyNakK y Tpajawy o S0h

3aMeHa MeTaHOJa ca Mame TOJapHUM aJIKOXOJMMa je pe3ylThpaia camo y
OiaroM moBehawky aKTUBHOCTUM JMNa3a, IOMITO W Ja’k€ J0Jla3u JI0 3Ha4yajHe
VWHaKTHUBalKje eH3uMa. To Moke OUTH crperHyTH edeKkar WHAKTUBAIlH]je eH3uMa yCIIe
JiejcTBa caMUX allWjl aKIenTopa U HACTaJIMX MPOU3BOJA peakilfje, OJHOCHO IIIUIEpPoIa.
I'manepon je xunmpodoban u jJako ce ajcopOyje Ha MOBPIMUHY MUMOOWIIMICAHE JUIA3e,
IITO TaKol)e yTHdYe Ha aKTUBHOCT JINTIa3e W FeHY ONEPaTUBHY CTAOMITHOCT.

3aro je uwcnutuBaHa MoryhHocT kopuimhewa M JIpyrux Hykieoduia ocuM
AJIKOXO0JIa Y peaklnju cuHTe3e ouoansena. Kao arpakTuBaH anui akIenTop mnokasao ce
MeTmiI-anerar. OH MOTEHIMjaTHO UMa HUX IMPEITHOCTH y OJHOCY Ha MeTaHoJ. Bummak
MeTaHoJa, Kao MTo je Beh Joka3aHo, JOBOM JIO MHAKTUBAIIM]€ €H3UMa, YCJIe Yera ce
MpoIieC MOpa BOJUTH TPOCTENEHO INTO T'a YMHW 3HATHO KOMILUICKCHHjHM. Y CIy4ajy
MeTHuI-aneTaTa, Moryhe je ma ce mpoiec ojnBuja jeqHocreneHo. Takohe, y peakuuju ca
METAHOJIOM Kao HYCIIPOM3BOJ C€ CTBapa IJIMIIEpOJ KOjU TaKohe Moxe Jla MHaKTHBHpa
€H3MM. 3a pa3|uKy OJl peakIyje  TpaHcecTepu(HKaije, y  peaxiuju
WHTEpecTepudUKaIje, jeaH ecTap 3aMermyje CBOJY alIKOXOJHY TPYyIy ca JpyraM

CCTpOM. OJIC}’CTBO AJIKOXO0JIa Yy CMCHIM 3HA4YXd Jid CC€ pCaKIuOoHa CMCIIa MCHa U3
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MoJIapHE Y Mambe MOoJIapHy IITO MMa MOCEOHUX MPEIHOCTH Y SH3UMCKHU KaTaJIHu30BaHO]
peakiju. OBa KOMIUIEKCHAa peakifja Ce CacTOju W3 TPU Y3acTOITHE pPeBep3UOMITHE

peakiuje nmpukazaHe Ha ciuna 3.11.

(o) (0]
o—Lg, oL ca,
(0] /O 0} O
OJ-I—RZ + H;C—X S5 O—“—R2 + H;C
O0—CH; O0—R,
(o) (¢}
oL g, oLl g,
Triglicerid Metil acetat Monoacetindiglicerid ~ Metil estar masne kiseline
(0] (o)
o—-LcH, o-lcH,
0 / 0 o
OJ_l_R2 + H3C = O—“—CH + H3C é
O0—CH; 0—R,
(o) (o)
o-Lg, it
Monoacetindiglicerid ~ Metil acetat Diacetinmonoglicerid Metil estar masne kiseline
(o} (o)
o—-lcH, ol cH,
o 0} 0 0}
ollch * H3C‘« = ollcu, * Hzc‘q
O—CH; 0—R,
o} (o)
oL, o—lcH,
Diacetinmonoglicerid Metil acetat Triacetin Metil estar masne kiseline

Crnuka 3.11. MexaHu3aMm peakiiyje HHTepecTepuduKaluje

VY peaknuju ca MeTui-arieTaToM, moBehaBa ce CTaOMIIHOCT JWIa3e, jep c€ yMECTO
TJIMIEpoSia CHHTETUINE TPUAICTWITIAIEPOJ, KOjU HeMa HeraTWBaH YTHIQ] Ha
AaKTUBHOCT M CTaOMJIHOCT sumnase. Takohe, TpuaneTwiIrmuepos je BaXaH HYCIPOIYKT
KOJjU c€ KOPUCTH Kao IUIacTH(GHUKATOp M aJuUTHB y TPOU3BOJIKM MOJUMEpa U
excrmosusa.' "> 1+ 1% Vrpplhieno je na ce TprareTHH MoKe KOPHCTHTH ¥ Kao aiTHB 3a
TOPHBO, WM CE€ YaK MOKE JOAaTh y OMOIU3EN TOPHBO Ca IUJBEM IMOO0JbIamkha lETOBUX
nepdopmancn.t 17

Hajnpe je ucnuTtan yTuiaj mo4eTHOr MOJApHOT OJHOCA METWJI-aleTar/yjbe Ha
npuHoc Owmommsena. Ox deThpu wWcmHMTaHa MosiapHa oxHoca 3:1, 6:1, 12:1 m 15:1
HaJ00JbU pE3NIyNTAaTH Cy JOOWJeHH y BEJIMKOM BHINKY MeTui-aretata. Ca rpaduka ce

MO’KE€ TIPUMETHUTH Ja j€ BUCOKH NMpHHOC, npeko 90%, noOujeH ca MOJIApHUM OJIHOCOM

12:1 u 15:1, anu je oUUINIeTHO €KOHOMCKH HCIUIAT/bUBHje KOPUCTUTH MarbU MOJApHU
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Crnuka 3.13. YTuuaj ny>krHe Tpajama peakiiije Ha pruHoc Onoau3ena. Peakimony yciaoBu:

Temenepatypa 45 °C, koHLIeHTpalija ea3uMa 3% Ha Macy yJba, jeJHOCTETIeHH TIOCTYTaK

Jlanac rraBHY Oapujepy WHIYCTPH]CKO] UMITJIEMEHTAII]A €H3UMCKE CHHTE3e OMoInu3ena
MpEeJICTaBJba BUCOKA IIeHa €H3UMa. 3aTO je Yy MHJbY MTOCTH3akha eKOHOMHYHOCTH TIpoIieca
HEOITXOJIHO ToBehaTh onepaTHBHY CTAOMIHOCT cHCTeMa. Y [WJby HWCIHUTHBAmba
MoryhHOCTH penupKyialyje OMoKaTalin3aropa, UMOOMIMCAHU €H3UM je 10 3aBPILIETKY
peaknuje u3aBajaH (QUITPALUjOM U MOHOBO KOpPHUIINEH Yy HOBOM HIApKHOM IPOIECY.
Y1BpheHo je ma ce eH3uM MOXKe KOPUCTUTH ceJlaM IyTa TOTOBO Oe3 ryOWTKa MOYeTHE
aKTHBHOCTH (MpUHOC je m3HOocuo 95,65% = 2,01), na 6u y 0cMOM ITUKIIYCY aKTHBHOCT
omana (mpuHoc 63,96%). OBo ykasyje /1a je eH3UM 3Ha4yajHO CTAOWIIHUJU Y MPHUCYCTBY
MeTHJI-aleTaTa y ToKy ayker kopumthema (200 h), 3a paznuky o MeTaHoJa Kaja je

eH3UM n3ryono aktuBHOCT Beh HakoH Tpeher mukiryca (Ciuka 3.14.)
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Cnuka 3.14. OnepaTUBHA CTAOWITHOCT €H3WMa y CUHTE3U OUOIM3era y MapKHOM peakTopy ca
MeTHiI-alieTaToM (m) U MeTaHosioM (=) Peakiimonu ycnoeu: Temrepatypa 45 °C, KOHIIeHTpaluja

eHzuMa 3% Ha macy yJba
3.5. En3uMcka cuHTe3a 6uoausena y peakTopy ca MakoBaHUM CJIOjeM

Baxan acrmekT WMIUIEMEHTAllje Juna3a y WHAYCTPUJCKY TPOU3BOMILY
Omomu3ena je pa3Boj edukacHOr peakTopckor cuctema. [lpaBumHEM wu360poM
peakTopcke KOH(HTypalyje u yciaoBa paja, IMOOMIMCAHH €H3UMH TPYXKajy OJUTHYHY
MEPCIEeKTUBY 3a MOCTU3aihe BUCOKE BPEJHOCTH KOHBEp3Hje, MOOOIbIAHe CTAOMITHOCTH
CH3MMa, a THME | MTPOJIY’KEHO OIIEPATUBHO BPEME U UCILJIATUBE WHAYCTPUjCKE CH3UMCKE
npoiiece. PeakTop ca makoBaHUM CIIOjeM Ce YecTO YynoTpeOsbaBa 3a €H3UMCKE peaKinje
BeIMKUX pa3mepa. TakBu peakropu omoryhaBajy KOHTHHYalHY NpPOHM3BOAKY ca
BHCOKHM IIPOIICHTOM €(PUKACHOCTH H CMamyjy JeHATypaldjy eH3uMa CMUIajHUM
cujiaMa Koje Cy YecTe KOoJ peakTopa ca uaeaaTHuM MemnameM. OCUM Tora, y peakTopy ca
MaKOBaHMUM CJI0jeM ce Jo0uja Behu mpHHOC MO Macu €H3uMa y OJHOCY Ha IIApKHU U

o2
peakTop ca drynau3oBaHuM crojem. !
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Cnuka 3.15. Peaktopcku cucteM ca nakoBaHuM ciojeM: (1) Pesepsoap ca peakimoHOM cMeLoM
(Metun-auerar/yibe), (2) MarnetHa memanuua, (3) I[epucrantuuka mymna, (4) Benrun 3a
y3opkoBame (yna3z), (5) Benrun 3a y3opkopame (u3naz), (6) Peaktop ca nakoBaHuMm ciojem

(umobunucana C.antarctica), (7) Bonenu miamT, (8) ManomeTap

Hcnutana je moryhHOCT cuHTe3e OMOM3eNa y peakiiuju nHTepecTepuduKaije
METHJI- ¥ €TUJI-alleTaTOM CYHIIOKPETOBOT yJha Yy PEaKTOpy ca MaKOBaHUM CJIOjeM
nomohy ymmaze u3 C. antarctica (Cnuka 3.15.). Peakmuja je Bohena ma 45°C mpm
MOJIAQpHOM OJHOCY cymcTpara 12:1 y cuctemy 0Oe3 pactBapada. Maca eH3uMma je
n3Hocuia 3% mpema mMacu yiba. McnuTaH je yTUIlaj BpeMeHa 3a/pKaBarba pPeaKkIHoHe
CMellle Ha CTeTleH KOHBep3uje y cucreMy, a Oynyhu ma omepatwBHa cCTaOMIHOCT MMa
MpecyJaH yTHI] MpH KopHUImhemy eH3uMa, YTBpheH je Opoj peakIMOHUX MHKIyca Y
OKBHPY KOHjX CHCTEM OcCTaje ctabmiiaH. Bpeme 3aipikaBama je ynHWIAI KOju ojapehyje
BpeMe KOHTaKTa u3Mely eH3uma u cymnctpara. Peakimona cmeria je yBoheHa y cuctem
yJIa3HUM TOKOM IpU 3alPeMHUHCKUM mpoTtouuma: 9.6, 16,6, 21,0 u 55,0 cm’min’.
JloOujenn pe3ynTaTk Cy MpUKa3aHW Ha ciuny 3.16. EBWAEGHTHO je Jga IpoMeHa
3alPEeMUHCKOT MPOTOKA, OJJHOCHO BpeMeHa 3aJp)KaBarba, Y UCIUTAHOM OIICETYy Hema

yruna] Ha npuHoc. OBakBH pe3yiTaTd ykKaszyjy Aa cy Iudy3uoHe JHUMHUTAIHU]e

3aHEMapJbUBC 0631/Ip0M Ja noBehame 6p3I/IHe nporunama HE OOBOJAU OO noeehama
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npuHoca. Takohe, Moxe ce W MPUMETUTH Jda je peakiyja Beoma Op3a Oymyhu na

CMamkCHC BpEMEHA 3a/IprKaBaba HE y3p01<yje CMAalbCHEC IIPUHOCA Y UCITUTAHOM OIICCTY.
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Cnuka 3.16. YTuuaj 6p3uHe nNpoToka peakLMOHe CMellle Ha CTEeNeH KOHBep3uje Ouoausena y
peaKTopy ca MakoBaHUM ciiojeM y Toky 10h. (1) 9,6 cm’min™ | (») 16,6 cm’min™, (=) 21,0

cm’min”, (w)55,0 cm’min”

OBakaB pe3ynTaT je MHTepecaHTaH uMajyhu y Buay na y BehwmHm ciydajeBa, myxe
BpeMe 3aJipikaBama Morojryje Behem IpHHOCY jep je ocTBapeH 00JbM KOHTAKT CH3MMa U
cyncrpara. Tako je Hu (Nie) y peakmnuju cuHTe3e Omonausena oj OTMATHUX YyJba H
MeTaHona junasoM u3 Candida sp. 99-125, notBpano majx mnpuHoca ca noehamem
Op3uHE MPOTHUIAHA ememe.'? 11lo (Shaw) u capagHuIm Cy ce OaBMIIA KOHTHHYAITHOM
CHHTE30M OwWojam3eia W3 COJUHOT yJjha W MeETaHOJa KopucTehm KomeprujanHy
umobunucany nunaszy u3 C.antarctica Novozyme 435. Peaknuja je Bohena na 50 °C
Ipu MOJIApHOM oOjaHOcy MetaHoi/yibe 4:1. Pamm yrBphuBama yTumaja Op3uHe
MPOTHIIaa PEaKIMOHE CMEIe Ha CTENEH KOHBEP3Hje BapHPANIU CY TIPOTOK Y HHTEPBAILY

0,1-0,5 cm® min”. Hajsehn crenen xonsepsuje ox 75% je OCTBapeH HpH HAjMArboj
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Op3vHU MpoTHIamka (HajIy>KeM BpeMeHY 3a/p)KaBarba), P YeMy CTeleH KOHBep3Hje
KOHCTAaHTHO omana ca mosehamem 3ampemunckor mpotoka.'”! Kao u y mperxomunm
ClIy4ajeBHMa, 3aKJbydyje ce Ja JIy>Ke BpeMe 3aJipKaBarba Morojryje BeheMm MpuHOCY jep
je ocTBapeH 00JbM KOHTAKT €H3UMa U CYTICTpaTa, Tj. peakiinja je MOTIyHH]a.

CrabuHOCT UMOOHIIMCAaHE JIUTIa3e Y PEaKTopy ca MaKOBaHUM CIJIOjeM je UCHHUTAHA MpH
MICTHM IPOIECHHM MapaMeTpiMa W IpoTokoM ox 16,6 cm® min™'. CraGumsoct crcrema
MpHKa3aHa Kao peJlaTUBHA aKTUBHOCT j€ JaTra Ha CIHUIM (aKTUBHOCT IOCTHUTHyTa Yy
MPBOM MHKIYyCy je o3HaueHa ca 100%, amconayTHa aKTHBHOCT MPBOT ITUKIIyca W3HOCH

47,22%).
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Crnuka 3.17. CuHTe3a MeTHII ecTapa y HU3y HMKIIyca Yy peakTopy ca makoBaHuM ciojeM (45 °C,

3% eHsuMa, Op3uHa npotuama 16,6 cm’ min™).

Pesynraru mpukazanu Ha cimmm 3.17. mokasyjy Ja y peakTopy ca IMaKOBaHUM CIIOjeM
HeMa M3pa3uTor IMaja aKTUBHOCTU y 8§ LHUKIyca, ofHoc mpeko 72 h pana. Ckopo uctu
MPUHOC je T0OHjeH y MPBOM Kao Uy ocMoM HHKIycy (93,6 = 3,75%), mro ykazyje na
€H3UM He T'yOW CBOjy aKTHBHOCT YaK HH y BEIIMKOM BHINKY METHII-alleTara. XaluM
(Halim) u capagHuIM Cy UCIIMTHBAIN ONEPATUBHY CTAOMITHOCT HMMOOWIIMCAHE JIUIa3e y
peaKkTopy ca MaKoBaHUM CJIOjeM, Y peaKkl{jd METaHOJIHU3€ y HPUCYCTBY 2-MeTHII-2-
mpornaHoy kao pactBapada. Cuctem je Ouo omeparuBad mpeko 120 catu. MehyTtum,
Kopuiheme pacTBapaya JOMPUHOCH TOBehamy TPOIIKOBa MPOU3BOMGE, a CaM IPOIIEC

YUHH Mame eKOJIOIMKH mpuxBar/buBuM. CTOora je TIpolec HWHTepecTepH(uKaIje

98



JlokTopcka pucepTanuja HeBena JlykoBuh

CYHIIOKPETOBOT yJba ca METHJI-allETaTOM, Y CHCTEMY 0e3 OpraHcKOr pacTBapaya, BeoMma
aTpaKTHBaH U MEPCIEKTUBAH MPOIIeC Ca MOTEHIHjATHOM UHAYCTPUjCKOM TPUMEHOM.

[TapanenHo ca MeTHII-aleTaTOM, HCITUTAaHA je U MOTYhHOCT KopHimhema eTHiI-anerara y
CHHTE3W OWojm3esa y peakTopy ca IakoBaHUM ciojeM. JlokazaHo je da ce ca
noBehameM Opoja yribeHUKOBUX aTroMa noBehaBa u netancku 6poj Kao u TorioTHa Moh
ropupa. " % 1% TIpermmvunapia nenmmiBama cy mokasama ga ce ca eTHI-alleTaToM
Kao almiI-aKIenToOpoOM OCTBapyjy 3HATHO HUXKH TPUHOCH Yy IMApXKHOM peaktopy. [lpu
HUCTUM peakiuoHuM ycioBuma (45 °C, MonapHu ojmHOC cymcTpara 12:1, maca eH3uMma
3% mpema macu yJba) ocTBapeH je mpuHoc oA 99,67% um 51,1% 3a meTun- u eTui-
arierat. 3HaTHO Behu cTemeH KOHBep3Wje ce MOXKe NpHumucaTtéd Behoj peakTUBHOCTH
MeTHII-alleTaTa y OJHOCY Ha eTHI-ameTar. Y peakTopy ca IaKOBaHWM CJIOjeM Ta
pasiivKa je Mama, 1a jeé MaKCHMaJIHA OCTBapeHH MPUHOC 3a MeTwmi-anerat 47,22%, 1ok
je 3a erui-anerar 38,11%. Ha ciumu 3.18. mpukasas je ynopeaHu TOK CHHTE3€ METHI U

€THJI €CTPa MAaCHUX KUCEJIMHA y PEaKTOpPy ca MAaKOBAHUM CIIOjEM.
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Crnuka 3.18. CuHTe3a MeTWII- M eTWII-ecTapa MacHUX KHCEJIMHA Y peakTopy ca MaKOBaHUM
ciojeM. Peakionu ycnosu: Temenparypa 45 °C, Mmonapau ojiHOC cyrncrpara 12:1, maca eH3uMa

3% mpema MacH yJba
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[IpoayKTUBHOCT €H3WMa TMpeAcTaB/ba HAjMEPOJABHUJU KBAaHTHTATUBHHU KPUTEPH]YM
oreHe e()UKACHOCTH €H3UMCKOT Tpolieca. YmopeheHH cy pe3yiTatd Koju cy J00ujeHr
10/1 ONTUMAJTHUM YCJIOBHMA y TPH pa3InyUTa CUCTEMA U TO:
1. cucreM ca uMmobmunucanoMm nunazom u3 C. antarctica xajga ce KOPUCTH METHII-
areTar Kao aIw akiemnTop,
2. cucreM ca umoOuiIrcanoM nunazom u3 C. antarctica Kajia ce KOpUCTH METaHOI
Kao aIul aklenTop u
3. cucreM ca UMOOMIUCAHOM JTUTIA30M U3 R. miehei Kaa ce KOPUCTH METAHON Kao
aIuII akIeTTop.
Ha ocHoBy nmoOujeHux pesynrara mpuka3zaHuX Ha ciunu 3.18. Moke ce 3aKJbY4HTH Ja
ce HajBeha MPOJYKTUBHOCT MOCTIIKE KajJla C€ Kao peakTaHT KOPHCTH METHJI-aleTar.

CacBuM je jacHO Ja OBaj MPOIEC MMa BEIWKY IEPCHEKTUBY 3a HHIYCTPH)CKY

MPOU3BO/IY OUOU3ENA.
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Cmuka 3.18. [Topeheme npoyKTUBHOCTH Pa3IMUUTHX CHCTEMA.
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3.6. Ilpumena mnoJMMETAKPUIATHUX HOcCaYa MOJIU(DUKOBAHUX

UCTEUHOM Y UMOOMIIN3ALIN]U JIUTA3e

Jenna o riaBHUX NpenpeKka 3a NPUMEHY €H3MMa y CHHTE3H Ouoju3ena je
BHICOKA IleHa Omokaranu3aTtopa. Jla Ou ynmorpedba eH3numa Owiia eKOHOMHYHA, ITOTPEOHO
j€ M3BPIIATH HUXOBY uMoOmmm3aiyjy. Cama mMeToa UMOOMIM3AI]je je€ O]l KJbYIHOT
3Hayaja, jep ojpebyje yKymHYy aKTHBHOCT, CTaOMJIHOCT, (PU3MUKO-XEMHJCKa CBOjCTBa
€H3UMa, Kao U IIeHy €H3MMCKOI Iperapara, Koja y BehnHu ciiyyajeBa MOke OUTH H
rIaBHEA orpannyaBajyhu ¢akrtop. 300r Tora je BpJO BaKHO ofaOpaTH IpaBy METOIY
nMobOmm3anyje. YecTo OCHOBHE METOje MMOOMIIM3AIlHje Ha KJIACHYHUM HOcauyuMa He
najy epuKacHe pe3yaTare MpHu NPUMEHN HMOOMIMCAHOT €H3UMa y ojipeheHoM mporiecy,
a ce JOIUIO JI0 ujeje 0 MoAu(UKaIMjU Hocaya, Kao U caMOr eH3MMa pajii MTo 60Jbe U
YCIEITHU]e UMOOMIIH3aITH]e.

KoBasienTHa wmMmoOunu3anmja je jeHa OJ HajBUINE NPUMEHHUBAHUX METOJa
uMoOMIM3anyje Kajg je ped o junazama. KoBaJeHTHO WMOOWIMCAHM €H3UMH CYy
CTaOWJIHU Yy IIUPOKOM OIICErYy CIIOJbHHX YCJIOBa YCIIeJ] CTBapama XEMHjCKHX Be3a ca
HocadeM. MehyTum, HEMHHOBHO TIpH Be3WBamky €H3WMa 3a Hocad, OH T'yOW JIeo cBoje
HAaTHBHE aKTHBHOCTH, a ycJeJll HEJOBOJbHE jauyMHE Be3e, MOXKe JOhW M J0 chupama
enszuma. Jla 6u ce oBo m3b6erio, Tpeda ocTBapuTh 00JbY Be3y U3Mel)y eH3uMa u Hocaua,
a To ce Moxe moctuhu MoaudUKaNKjoM Hocada. XeMujcke Moaudukaimje Hocaya ce
IpUMEY]y paad yBohema peakTHBHHX (YHKIMOHATHUX Ipyla ca HUJbeM Jo0Hujama
aKTHBHUX W CTA0WIHUX HWMOOWJIMCAaHWX eH3uMa. Takohe ce Moke TpPUMEHUTH |
MoauduKanyja TOBPIIMHE €H3WMA, JoJaBambeM (YHKIMOHAIHUX TIpyla, Koje
00e30ehyjy 6osbe 1 cTaOUITHUje Be3UBambe 3a HOcay.

Y oBOM [OKTOpaTy NpUMEHEHa je HOBa MeToJa XeMHUjCKe MOoJuduKaiuje
MOJTMMETPAKPIIIATHOT HOCaya Eupergit®C 250L momohy nmmcTewmHa W TiyTapalaexua
panu noOWjama MMOOWMIIMCAHOT eH3uMa Behe cTaOWiIHOCTH. Y BehMHHM HMCTpakMBamba
yMju TpeaMeT je MoAuduKanMja Hocaya 3a HMOOWIM3AIM]y €H3UMa YBohemeM
KapOOHUITHUX Tpyla OOWMYHO ce MpuMemyje akTuBanuja etuieHauamuHom (EJIA) u
riyrapanaexumom. 2" 21 Y npeoM kopaky, Hocad ca emokcHmHAM rpynama (Kakas je
Eupergit®C 250L) axruBupa ce yBohjemeM aMHHO Tpylle HAKOH peakumje ca EJIA-oM.

Hakon Tora, y peakumju usmely crnobomne amuno rpyne EJ[A u jegne xapOoHHITHE
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rpyne riytapangexunaa ¢opmupa ce Illudoa Oaza, a apyra kapOOHWIHA rpymna
rIyTapaliexuia ocraje cio0oqHa 3a peakiHjy ca amMHHO rpynama eHszuma (Ciumka

3.19.).

Imobilizacija enzima na Cys-GA nosac

o COOH DHC
N OH COoH
L HaN — S +
! \ H,
3 He 3

OHGC

Cnvika 3.19. KoBanenTHa umMoOuin3alija aunase riyTapaigexuioM Ha Hocad Eupergit®C
250L moaudukoBaH eTUICHAMAMHUHOM Y MPBOM CIIy4ajy ¥ Ha HOcay Eupergit®C 250L
MOIM(HMKOBAH LIUCTENHOM y Apyrom ciyuajy (Mzsop ).
Ca cimke ce MOXXe BUJCTH Jia T3B. ,,HOXKHIIA™ Koja ce (opMHpa Ha MOBPIIMHE HOcCAYa
MIpH aKTHBALMjU ETHJICHIMAMHHOM, CaJpXKH M JIBE CEKyH/JapHEe aMHUHO TpyIle, Koje cy
IpHU YCIIOBMMA KapaKTEepUCTHUYHUM 32 UMOOHMIIM3AIN]y €H3UMa HaelleKTpucaHe. Y cies
TOTa, MOCTOjU MOTYhHOCT J]a ce eH3UM MMOOUIIN3Yje NapaleIHO KOBAJICHTHUM Be3aMa U
€JIEKTPOCTATUYKUM TpuBlIadehruMa. OBO 4eCTO JIOBOJIU JI0 Mamke CTAOUIITHOCTU €H3UMa
0J1 )KeJbEeHe. 3aTo je y OBOM pajly MpUMEHCHA METO0JIa aKTUBaIlhje Hocadya y K0joj ce y
MIPBOM KOPaKy aKTHBAIMje, YMECTO eTUJICHINaMUHa, KOPUCTH IucTenH. [luctenn ce 3a
€MOKCU/IHY TPYIy Be3yje MPeKo cBoje Cyn(pXuapuiiHe Tpyrme, Tako Ja aMUHO Tpyma
IACTEWHA OCTaje CII000HA 3a peakIujy ca riyrapanaexuioM. KibydHa mpeaHocT oBe
MeToJIe MoAu(UKaIFje je Ja Ha HOXKHUIU ITOCTOJH JeTHO MO3UTUBHO U jeJIHO HETaTHBHO
HaelleKTpUcame, W TO Yy HEMocpenHo] OJM3MHU, Tako Ja je Majlo BepoBaTHa

I/IMOGI/IJ'II/I?)aI_[I/Ija CH3UMa CIICKTPOCTATUYIKUM ITPUBJIAUCHHNMA.
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3.6.1. UmoOunuzanuja nunaze u3 C.rugosa Ha MOAU(PUKOBAHU U

nemoaubuxosanu Eupergit®C 250L

Mmobuinzanyja je BplIeHa ca pacTBOpUMa eH3uMa y mydepuma paznuuutux pH
BPEJHOCTH M pa3IMunTe joHCKe jaunHe. Kopumhenu cy pactBopu eH3uma y gocharHom
ydepy 25mM gnju je pH 7, oqrocuo pH 10. Ilpm pazawmautum pH BpegHOCTHMA MOXKE
ce OYeKMBaTH OWTHA pa3jiMKa y yJely HeIucocoBaHe (opMe aMUHO rpyna JIM3WHA.
Haunwme, pK BpenHocT aMHHO Tpyla Ha JIM3MHCKUM OCTallMa Ko BehiHe eH3nMa je 0Ko
10. Makne, xaga ce mmoOuIn3anuja u3Boau Ha pH 7 3aHemMapJbuB yJIe0 OBUX I'pyIa je
HearcocoBaH, MoK je mpu pH 10 Ooko MOJOBHHE aMHHO TpyHa y HEIWCOCOBAHOM,
HEHAEJIeKTPUCAHOM OOJIUKY.

[Tocne momudukamuje HoOcaya, a MOTOM H HWMOOWIM3aIHje, H3MEpeHa je
aKTHBHOCT UMoOMIMcaHor eH3uma. Kako Ou ce ymopeawmsia akTHBHOCT HMOOHIUCAHOT
eH3UMa Ha MOJM(HUKOBAaH HOCA4, M3MepeHa je U aKTHBHOCT UMOOMIIMCAHOT €H3MMa Ha

nemouduxosanom Eupergit”C 250L koju je mmobumucan na pH 7 y 25 mM u 0,5 M
dbocharaom ydepy.

0,20

0,18
0,16
0,14

0,12+

0,10

0,08

0,06 -

Specifiena aktivnost (IU/mg)

0,04

0,02

0,00

Modifikovan Modifikovan Nemodifikovan Nemodifikovan
nosac pH 7 nosac pH 10 nosac 25 mM nosac 0,5 M

Cnvika 3.20. AktuBHOCTH numnase u3 C.rugosa Be3aHe 3a MOJUQPHUKOBaAHEe U HEMOU(PHUKOBAHE

Hocaue Eupergit®C 250L ozmpeljeHe mpuMeHOM p-HUTPODEHUINAIMHUTATHE METOIE
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Ca cmuke 3.20. ce MOXe 3aKkJbyuyuTH Ja HajBehy akTUBHOCT uMMa JHMa3a Koja je
nMmobunmucana u3 pactBopa (ocdarHor mnydepa umju je pH 7 Ha Hocauy
MOJIM(UKOBAHOM IIUCTEMHOM H TIIyTapaJIEXUIOM. | eHepasHo, MOKe ce TPUMETHTH Jia
ce moctmwke Beha crmenuduyHa akKTHBHOCT MMOOHWJIMCAHE JIMIa3e Kajga ce Be3yje 3a
Moau(UKOBaHM HOCAY, HETO 32 HEMOIU(PUKOBAHU Eupergit®C 250L. BepoBatHo je 0BO
MoclieaIIla YUI-eHUIlE Ja je (YHKIMOHATHA Trpyna Ha MOJAM(PUKOBAHOM HOCATY
yaajbeHH]ja o] MOBPIITHHE HOCAaya, 3aXBajby]yhul IOCTOjalkby T3B. ,,HOKHUIIE™.

Kunernka umoOunm3anuje npahena je MepemeM Taja €H3UMCKE aKTHBHOCTH Y
CyllepHATaHTy W3HaA uMoOwmim3ara. [IpumeHoMm p-HUTpodeHUITAIMUTATHE METO/IE,
MepeHa je aKTUBHOCT €H3MMa y CyNepHaTaHTy, Kako OM ce MOCpeJHO OJpeiuiia
KOJIMYMHA BE3aHOT €H3WMa 3a MOoAM(HKOBaH HOcad, a pe3ynraTu cy mnopeheHnm ca
uvobmmmsanujom Ha Eupergit®C 250L y 25 mM u 0.5 M docdaraom mydepy.

Pesynraru cy npukazanu Ha ciunu 3.21.
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Crnuka 3.21. Ilan eH3uMCKe aKTUBHOCTH Y CYTIEpHATAHTY TOKOM UMOOMIIM3a1IMje Ha

Pa3sIMYUuTHUM NOJIMMEPHHUM HOCaAYrMMa U 1pU pas3jiIMiuTrUM yCJIOBUMA.

Ca cnuke 3.21. ce BUIM JJa aKTUBHOCT €H3MMa y CyNEpHATaHTy HAjCIOpHje olaja mpu
uMoOMIM3anuju Ha MoaupukoBanu Hocad pu pH 10. 'enepanno, Moxxe ce IpUMETUTH

Ja je JpacTUYHO OpKM TajJ aKTHBHOCTH Yy CyIEpHATaHTy Kaja ce MpuMemyje
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nemomuduxosann Eupergit®C 250L, mro ykasyje Ha MHOTO GpiKy HMOOHIH3AIH]Y
munaze w3 C. rugosa Ha oBaj Hocad. [Ipaktmuno, Beh nHakon lh umoOmnm3anuje
nMmobmimcano je Bumne on 80% mmmaze. C napyre crpaHe, y mMoOWIW3alfjamMa Ha
momuurosarn Eupergit®C 2501 Hakon 1h Besano je oxo 20% ..moHyheHor eHsmma,
anu uMoOMIM3aIja ce oflBUja | Mocie Tora, uako crnopuje. Hakon 24h Be3syje ce oko
35% en3uma Ha pH 10, a oxo 55% na pH 7.

N3pazuto O6p30 Be3nBame JIHIa3e 3a HeMOAH(PUKOBAaHN HOCAY HHje HEOUECKHBAHO
jep je panmje mpumeheHo 1a je OCHOBHA KapaKTEpPHCTHKAa OBOT HOcaya Jia ce €H3UMU
npBO ajcopOyjy Ha MOBPUIMHM HOCAua, a 3aTUM CE€ CIOPO YCIIOCTaBJbajy KOBAJIECHTHE
Bese m3Mel)y eMOKCHIHEX TpyMa W aMHHO WM CYIGXUAPHIHEX Tpyma ensuma.l”’> 2%
[TomTo Mepeme TyOWTKa aKTHBHOCTH Yy CYyIIEpHATaHTY HE Jajeé YBUI Yy BpCTY
AMOOWIM3allAje €H3MMa, HE MOXKE C€ ca CHTypHOIINYy TBPAWTH Ja JU C€ paad o
KOBAJIEHTHO] MMOOWIM3AlMjU WM MMOOWJIM3AIM]U aJCOPIIINjOM, alli Ce Ha OCHOBY
JUTEpAaTypHUX I[oJlaTaka MOXKe IPEeTIIOCTaBUTH Ja ce Op30 oaurpa ajcopiiuja
TJIaBHUHE TOHYhHEeHOr eH3uMa, a 3aTHM ce JlaraHo o/iBHja (hopMHUparme KOBAICHTHHX
Be3a.

C npyre cTpaHe, UMOOMIIM3aIMja €H3UMa Ha MOJU(PHUKOBAHN HOCAY OJUTpaBa ce
3HaTHO cropuje. Moe ce MPeTIoCTaBUTH Jia je UMOOMIIN3allKja CIIOpHja jep ce eH3UM
HEe MoXe ajcopOoBaT, mHa je NOTpeOHO oapeheHo Bpeme Ja €H3UM 3ay3Mme
oaroapajyhy opujeHTanmmjy 3a dopmupame KoBajdeHTHe Beze. OBa xumoTesa je
JOJJATHO TECTHPaHa MCIUTHBAKBEM TEPMOCTAOMIIHOCTH MMOOWIMCAHUX €H3WMa, Kao U
npahemeM Jlecopllirje eH3MMa ca Hocaya y MPUCYCTBY Pa3IHUYUTHX JIECOPIIUOHUX
areHaca.

[Topehemwem pesynrara Ha cinukama 3.20. m 3.21. MOXXe ce NPUMETHTH HEOOWMYHA
3aKOHUTOCT W3Mel)y TyOMTKa aKTUBHOCTH CylepHaTaHTa TOKOM HWMOOWIHM3aIldje |
AKTUBHOCTH MMOOMJIMCaHUX eH3uMa. Haumme, mako pe3yiraTd Ha ciouiM 5.3. mokasyjy
Ja OM ce MOTJIa OYEeKMBATH Marka aKTUBHOCT UMOOMIIN3aTa 1I001jeHOT MMOOUIIH3AIIN]OM
Ha MOJIU()HUKOBAHU Eupergit®C 250L, akTHBHOCT je 3Ha4ajHO Beha. Moryhe je na ce mpu
(dbopmMupamy KOBAJICHTHHX Be3a W3Mel)y aMHHO Tpylna eH3uMa W KapOOHHITHHX Tpyma
MOIU(HUKOBAHOT HOCaua €H3UM Be3yje ca MOBOJFHUJOM OpPHJEHTAIMjOM Koja oMoryhyje

00Jby JOCTYHMHOCT aKTUBHOT LIEHTPA CYIICTPATYy.
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3.6.1.1. OnpehuBame TepMOCTaOMITHOCTH UMOOMIIMCAHE JIUTa3e

Bucoka akTHBHOCT MMOOMIMCAHUX €H3UMa jeé TeK IpPBH YCJIOB 3a YCIEHIHY
WHIYyCTpHjcKy mpuMeny. [lopen Tora, HEOMXOAHO je a UMOOWIIMCAHU €H3UM MOCEIyje
U BeJIMKY cTaOWiIHOCT Ja Ou ce omoryhmna BuimecTpyka ymorpeba M CMamberme
MMPOM3BOIHUX TPOIIKOBA. M3 TOT pasnora, ucnutana je u crabmiHoct (Ha 60 °C) nunaze
MMOOWINCAHe NUPEeKTHOM nMoOmmsamujom Ha Eupergit®C 250 u smmase
uMoOuucaHe Ha MOJUPUKOBAHOM Eupergit®C 250L mpeko kapOOHWIHE TpyIIe.

Pesynraru cy npukazanu Ha ciunu 3.22.
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Crnuka 3.22. Tok nHakTHBaIM]je JTUMa3e UMOOUIMCaHe HAa MOAU(PUKOBAHOM UITH

HeMOAH(DHUKOBAHOM Eupergit®C 250L y paznuuntum ycioBuMa Ha TemrepaTypu 60°C

Moxe ce mnpuMeTHTH Jna je HajBeha CcTaOWIHOCT JUMase WMOOWINCaHe Ha
moaudukosanom Eupergit®C 250L ma pH 10. MHTepecanTHO je u xa je MHOro Beha
CTaOMIIHOCT eH3MMa Kaja ce MMOoOMIn3alja Ha ucToM Hocauy u3Bene Ha pH 10, Hero
kana ce m3Bene Ha pH 7. OBakBu pe3ynTtaT yka3yjy Ha moryhHocT gopmupama T3B.
,,BHUIIIETAUYKacTe" UMOOMIIN3aIHje, OTHOCHO CTBapara BUIIIe KOBAJICHTHHUX Be3a mM3Mely
jemHor MoJieKyja eH3uMa W Hocada. CIIMYHU pe3yaTaTH JOoOWjeHH Cy W paHHuje y

HUCTPAKUBAKBLUMA I/IMO6I/IJ'[I/13aI_II/Ija KOjC Cce O,E[I/Il"paBajy IIPEKO aMHWHO T'pyla JIM3UHCKUX
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OoCTaTaka Ha CH3UMY, Jep cyy 68.3HQ] CpearuHu OBC I'pyle HCAUCOCOBAHC U JIAKIIC

pearyjy ca kapGoHuTHIM rpymama.’**!

3.6.1.2. Kunetuka gecopriiyje eH3uMa ca pa3InuuThX Hocaya

[Ipn koBaJeHTHO] WMOOWIIHW3AIMjU €H3WMMa 3a Hocad, mopen (opmupama
KOBaJICHTHHMX Be3a M3Mel)y eH3nMa W Hocada, y Mamoj Wik Behoj Mepr Moxe J0hH | J10
aJIcopIIHje eH3uMa Ha HOocad, Koja je HelmoXeJhaH OO0JIMK Be3UBamba €H3MMa, jep JaKIie
MOke JohuM 10 meroBor cHupama, IMTO HMa YKYINaH HEraTWuBHH edekaT Ha
nmobmm3annjy. Kako 6m ofpenunan y K0joj Mepu je JONUIO JO0 aJCOPIIHje €H3UMa,
AMOOMIIA3AaT CMO TPETHpPAIX TJIHMIMHOM, a IIOTOM MEPHJIH aKTUBHOCT €H3WMa Yy
pacTBOpY CTaHAAPAHOM METOJIOM M TpaTWIM JIECOPHIUjy eH3mMma ca Hocada. [lopen
¢usnuke ancopnuuje, Moxke Johm M 70 cTBapama jOHCKMX Be3a m3Mely Hocaua U
€H3WMa, I1a ¢ y TOM ciy4dajy umobmimsaT Tpetupao pactBopom CaCl,.

Ha cmunm 3.23. nmpukasana je necopruuja numase u3 C.rugosa ca pa3IauuTuX
uMoOUIM3aTa y MPHUCYCTBY TJIMIIMHA WIH KalIHAJyM-XJOpuaa. Y eKCIepUMEHTUMa Y
KOjUMa je Jecopliliija W3BeJeHa WHKYOalldjoM y pacTBOpY TJMIIMHA TIOJjeqHAKN
pe3ynaTatd cy TIOCTUTHYTH ca CBHUM HOCAaYWMa, Ia j€ AaKTHBHOCT H3MEpeHa Yy
CymnepHaTaHTty y pacnony o 13,9-22,3% on yaete aktuBHOCTH. OBH pe3yJITaTh yKa3y]y
Ha YWICHUILY Jia je Majd yJIeo eH3uMa aacopOoBaH XuapodoOHWM HHTEpaKIlHjaMma,

KaKoO Ha MO,[[I/I(I)I/IKOBaH, TakKO U Ha HeMOZLI/I(bI/IKOBaH HOCa4.
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Cnuka 3.23. Jlecopnuuja numnaze ca pa3iuuuTAX KMOOUIIM3aTa Yy IPUCYCTBY MIMLIMHA WK

KaJTIHjyM-XJI0pHa.

Kana je mecoprija w3BefieHa y pacTBOPY KallllUjyM-XJIopHaa npuMeheHe ¢y 3Ha4ajHO
Behe pasmmke wu3melhy Hocaua. Jlumasza wmMoOwmimcana Ha MOIU(UKOBAHH HOCAY
necopboBaHa je y 3aHeMapJbuBOj MepH, HezaBucHO ona pH mmoOmmmzarmje. C apyre
CTpaHe, JIMIa3a je y 3Ha4ajHO] MepH jJecopOoBaHa ca HeMOJIM(UKOBAHOI HOcaya ca
emokcuaHUM rpynama. Kama je aHamu3upaH WMOOWIMCAHW €H3WM  JI0OHWjeH
AMOOMJIM3aA]OM TIPH HHUCKO] JOHCKO] jauyrHHU pacTtBopa (25 mM), necopboBaHoO je yak
80% aktuBHOCcTM numaze. llomro ce mpu Mayio] JOHCKO] jaumHHM JIaKIE EH3UM
“MOOUITU3Yje JOHCKMM WHTepakKihjaMa, OYeKWBaHO je Ja he yaeo Ha OBaj HAYUH

AMOOMITUCAHOT eH3UMa OUTH Behr Hero Ha ©MoOMIH3aTy jgooujeHoM ca 0,5 M mydepom.
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3.6.1.3. MmobOunmu3anuja MoauduKkoBaHe JuIa3ze Ha MOJAU(DHUKOBAHH U

nemondukosanu Eupergit“C 250L

Pesynratu y mperxomHOM ety pajga Cy TOKa3ald Ja HOBH, MOJU(DHUKOBAHH
HOocau WMa ojpeleHe TMpemTHOCTH Y OJHOCY HAa HEMOAH(PUKOBAHU Eupergit®C 250L.
YcranoBsbeHo je na nunasa u3 C.rugosa MMOOMIIMCaHA HAa HOBU HOCA4 MMa BEIIUKY
aktuBHOCT (cyimka 3.20.) m Benmuky crabuimHocT (cimka 3.22.), ako ce mMoOmIn3aIyja
mBege Ha pH 10. Ha ocHOBY MpeTXOAHHMX HCTpakMBama 00jaBJbEHUX Y HAYYHUM
paloBUMa MOX€ Ce IMPETHOCTaBUTH Ja BHUCOKO] CTAOMIHOCTH MMOOMIIMCAHHUX €H3UMa
morojyje ,BHINETauykacTa™ HWMOOMIM3alMja, INTO je TMOTBpH)EHO U BUCOKOM
crabumHomhy en3nma umodbmucador Ha pH 10. V3 Tor pa3iiora, u3BejicHa je XeMHUjcKa
moaudukammja ymnaze u3 C.rugosa xapoomummuaom (EJIAIL) w ermieHa@maMuHOM,
KOjOM ce KapOOKCWJIHE TIpylle ocTaraka IJIyTaMHHCKE M acllaparnHCKe KHCEeINHE
Tpanchopmuiry y amuHo rpyme. OBo je mo3HaTa peakiyja ¥ OHa omoryhyje
dbopMupame amuiHe Be3e m3Mel)y akTUBHUpaHe KapOOKCHIIHE Tpylle €H3WMa U aMIHO

rpyne EDA, ok jenHa mpuMapHa aMHHO rpymia octaje ciiodoanaa (Cimka 3.24.).
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Cnuka 3.24. Xemujcka aMUHaIIUja KapOOKCHUITHE TPYTIe eH3MMa ca KapOOAUUMHJIOM Y

MPHUCYCTBY eTHeHanaMuHal ")
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OcHoBHa ujeja je Ja ce TUMe MoBeha KOHIEHTpalfja aMMHO Ipyla Ha MOBPIIUHH
eH3uMa u omoryhu ¢gopmupame Beher 6poja Besa n3mel)y eH3uMa u Hocaya U JOAATHO
nmoBeha crabmiiHOCT IMOOMIIMCcaHUX eH3uMa. Ha cioumu 3.25. mpukasana je pacrojena
JM3WHCKUX OCTaTaka M OCTaTaka IIyTaMHHCKE M acllaparnHCKe KUCETIMHE Ha OBPIIMHI

munase u3 C.rugosa.

Cnuka 3.25. Pacniogena ocraTtaka ju3uHa (11aBa 60ja) ¥ rIyTaMUHCKE U acriapariHcke
kucenuHe (1pBeHa 6oja) Ha noBpuunHu aumnasze u3 C.rugosa. a) ppoHTanHa npojexiuja, 6)

MpojeKirja HakoH potaiuje o 180° oko z-oce.

Moe ce NMpUMETUTH Ja Ha TMOBPIIMHH OBOT €H3WMa HMMa HEIITO BHINE OCTaTaka
KHCEIIMX aMHHO KHCEJIHMHA T1a ce TOTIIYHHM NpeBohemeM OBUX Ipyla y aMHUHO Tpyme
KOHIIEHTpallija aMuHO Tpyna Moske noBehatu Buine Hero aBoctpyko. Ilopen tora, oBe
KapOOKCHITHE Tpyle (03HAa4YeHe IIPBEHOM 00jOoM) JIOIMpaHe ¢y Y OJM3WHU aMHUHO Ipyna
JU3WHCKHAX OcCTaTaka (03HaueHe IJIaBOM 00jOM), IITO MpecTaB/ba OUTaH MPEayCIIOB 3a
yCIIOCTaBJbaE BHINE KOBAJEHTHUX Be3a U3Mel)y eH3nMa 1 Hocayva.

[TpunpemibeHa cy YKyIHO YeTHPHU UMOOMJIMCAHA €H3MMa, OJ KOjUX IPBHU IPE/ICTaBIba
MOTH(UKOBAHM €H3UM MMOOWMIIMCAH HAa MOJAM(PUKOBAHOM HOCAJy IPH YHjO] aMUHAIH]H
je xopumhen pacteop EJIAK konuentpaumje 102 M, a 3a apyru y3opaxk kopuiheH je
parBop EJIAK xonmentpamuje 10° M. Ocrana aBa y30pKa MpeCcTaBibha)y IMOOMINCAHE
€H3MMe KOjU Cy aMHHOBAHU IPH MPETXOJHO HaBeJeHNM KoHIeHTpanujama EJIAK, amu
Cy UMOOWJIMCaHH Ha HeMoau(uKkoBaHe Hocade. Pasmmunte xonnenTpanuje EJIAK-a cy
IpUMebeHe jep IOCTOjH XWIoTesa Ja ce mpd KoHuentpamuju 107 M mocrmke
Monu(HKaIHja CBHX KAapOOKCHIHHX Ipyma, Mok ce Ha 10° M mocTmke AequMuUdHA
mojudukaiyja. [lomro nmoTmyHa xemujcka MoauQUKalMja MOHEKal HEraTUBHO yTHYe
Ha aKTHBHOCT €H3WUMa, MOTPEOHO je aHAIM3UPATH CBAKH I10jeIMHAYHU €H3UM KaKo Ou ce

3aKJBYUHIIO KaKo MO (HUKaNKja yTHYE Ha FeTOBY aKTUBHOCT. Pe3yiraru cy npukazaHu

110
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Ha ciuny 3.26. ca Koje ce MOXke MPUMETHTH Jla XeMHjcKa MoauuKalmja eH3uMa Huje
HETaTUBHO YyTHUIATa HA aKTUBHOCT JIUMa3e, YaK jé aKTUBHOCT MOAU(HKOBaHE JHIa3e
Beha o1 akTUBHOCTH JiHITa3e mpe MoauuKaIyje.

Paznor 3a 3Ha4ajan pacT crenuduuHe aKTUBHOCTH TTOCIIe MOAM(HUKAIHje MOXKe
Ooutn Mana yrcroha moxazHOr eH3UMCKOT mpenapara. KoMepiyjanau npenapar Jimnase
3 C. rugosa canpxu mame on 20% mportenHa, na je moryhe na ce mpu nujanusu (Koja
Ce W3BOAM J1a OM ce OJCTPAaHWIM XEMHjCKH arcHCH 3a aKTUBAIU]y W MOIU(PUKAIU]Y
€H3WMa) OJICTpaHe W HEeuncTohe Marme MOJIapHE Mace W3 €H3MMCKOT Ipemapara Koje

CMarby]y aKTUBHOCT.
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Cnuka 3.26. CnieunduydHe akTHBHOCTH CJIO0O0JTHE M XEMH]jCKH MOAM(HUKOBaHE JUMas3e Mpu

pasnuuuTiM KoHueHTpanujama EJTAK-a

VY npBoM ekcriepuMeHTy uMobmin3aIyja je u3Beaena mpu pH 7. Tok umoOmim3anuje Ha

pa3IMuUTAM HOCAYMMa MPUKa3aH je Ha ciauiu 3.27.
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Cnuka 3.27. I'yburak akTHBHOCTH MOJM(MKOBAHOT €H3MMa y CyMepHaTaHTy Npu

uMobunm3aurju Ha pH 7 Ha pa3nuuuMTHM HOcaunma

Moe ce NMpUMETUTH Ja je MUMOOWIHM3alMja BpJIo Op3a y CBUM €KCHEpUMEHTHMA.
Hajcriopuja je uMoGHm3anyja notnyHo Moxudukoasor ensuma (ca 10”°M EJIAL-om),
Ha MOAM(HUKOBAH HOCAY alld U Y TOM EKCIIEPUMEHTY Be3aHO je oko 75% nwmmaze Beh
HakoH 15 munyTa.

VY cnenehoj cepuju ekcrepuMmeHaTa UCIUTAHA j€ CTAOMIIHOCT UMOOMITUCAHHX
enzuma Ha 65 °C (Cnuka 3.28.). Paznmuke y ctabmiHocTr ¢y MHOTO Behe Hero y Op3uHu
umoGmmsanuje. Janexko Hajeha je craGmiHOCT eHsmMa Moguduxosasor ca 107 M
KapOoaMUMuUIa 1 UMOOMIMCAHOT Ha MOU(UKoBaHU HOocad. OBaj UMOOMIMCAHU €H3UM
3anpkaBa Buire o1 70% aktuBHOCTH U HakoH 20 h makyOarnuje. Mctu eH3uM Be3aH Ha
nemonudukosann Eupergit®C 250L mokasyje cimuHy cTaGHIHOCT y TOKy mpea 3 h
WHKyOaryje, amy Tocje Tora Jojia3d 0 Harjor maja aKTHBHOCTH. Moxe ce
NPEeTHOCTAaBUTH Ja Yy JApyroj (a3sum wHHaKTUBaIMje [0Ja3d JIO pacKuaama JApyre

KOBaJICHTHE Be3e YCIOCTaBJhbeHe n3Mel)y MoaudukoBaHOT eH3uMa U Eupergit®C 250L.
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C npyre ctpane, 1 Beha cTaOMIHOCT UCTOT MOAM(PUKOBAHOT €H3MMa UMOOUIIMCAHOT Ha
MOIU(PUKOBAHH Eupergit®C 250L BepoBaTHO ce€ MOXE MPUIUCATA JTOJAATHUM
KOBaJICHTHHM Be3aMma, aJldi MHOTO YBPITNHM Be3ama Koje ce He packujiajy Hu HakoH 20h

WHKYyOaIlije Ha BUCOKUM TeMIlepaTypama.
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Crnuka 3.28. Onpehuame crabumHocTr Ha 65 °C MOAU(PUKOBAaHUX €H3MMAa UMOOWIIMCAHUX Ha

pH7

Ucnurana je u umobmim3anuja uctux y3opaka Ha pH 9, jep je Ha oBom pH Benuku aeo
aMHHO Tpyma y HemucocoBaHoMm o0Oimky. Hawmme, pK amuwHO Tpyma yBemeHUX
MO A (HUKAITjoM KapOOKCHITHUAX Ipyla eTHJICHANAMUHOM M KapOOIHMUMHUIOM je 0KO 9,5,
1a ce OBO MOCTIKe ca HkuM pH Hero ca HemoaudukoBaHuM eH3UMOM. Pesynraru cy

IIpUKa3aHu Ha ciunu 3.29.
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Cruka 3.29. I'yburak akTMBHOCTH MOIM(MKOBAHOT €H3MMa y CyMepHaTaHTy Npu

umobunuzauuju Ha pH 9

Kunetnka mmoOuim3anuje Ha HeMOIU(PUKOBAHU Eupergit®C 250L je HempomemeHa y
OJIHOCY Ha wumoOmnu3anujy wu3BeAeHy Ha pH 7. Mehytum, unMoOmnm3anuja Ha
Mo u(UKOBaHM HOcad je mpuMeTHO cropuja Ha pH 9 mHero ma pH 7. OBakaB ToOk
uMoOOMIM3anyje Morao OUTH TOCIequIa Jpyraudje OpHjeHTaldje eH3uMa IMpu

I/IM06I/IJII/I?>aI_II/IjI/I, KOja OM MOTJIa IOBECTH U 10 IIPOMECILECHE CTaOMIHOCTH.

3.6.2. HNmoOunuzaumja nunaze wu3 C.antarctica Ha HoOcay

MOIU(DUKOBAH IIUCTEUHOM

Ha ocHOBY pe3ynrata moOumjeHmx wuMoOmmu3anujom Jsmmnaze u3 C.rugosa,
nMoOmiucana je m ciobomaHa numnasa w3 C. anfarcifca Xoja ce 3aTUM KOPHUCTHIIA Y

CHHTe3M Owuonauzena. 3a cuHTe3y Owuoausena, Junasa je Ha pasnuuutuMm pH
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BpeIHOCTUMA HMOOWIIMCAaHA Ha Hocady MOAMU(PUKOBAH Yy JEIHOM  CIydajy
eTWJICHIMAMUHOM M TIyTapalJeXuioM, a y APYroM LHUCTEMHOM | TIyTapalIeXuiioM.
Haxon Mepema akTUBHOCTH JOOWjEHUX HWMOOWIMCAHUX CHUCTEMA, YETHPH Y30pKa CY
MIpUMECHA Y PEeaKIiju CUHTEe3e OnoIu3ena.

Nmobunu3zanyja je u3BejeHa Ha Hocauy Eupergit®C 250L monudukoBaHOM Ha JBa
pa3iuuyMTa HauMHa a Takohe je mMoOmiIM3anuja W3BpIIEHA W HAa HEMOJU(PHUKOBAHU
Hocad. [IpBu kopak MoaudukaIyje je u3BeaeH momohy ucTenHa pajan yBohema aMHuHO
rpymne Ha Hocad. Y cienehem Kopaky W3BeeHA je MoaupHKaIyja rIyTapaIexXuaoM 1
Ha Taj HAYMH je yBeJieHa KapOOHMIIHA Ipylia Koja MOXe Jla pearyje ca aMuHO Ipynama
(IpBEHCTBEHO JM3UHA) HA MOBPIIMHU €H3UMA.

Jpyra MeTosa akTHBaIlMje HOcada ce pa3jIfuKyje OJ MpBe MO HAYMHY yBOhema aMHHO
rpylia Ha TOBPIIMHY HOcava. Hawmme, Hocad ce TpBO aKTHUBUpAa y peakIdju ca
eTUJICHIMAMIHOM, IIPU Y€MYy Ce YBOJM CJI000HAa aMHMHO I'pyIia, Koja 3aTUM pearyje ca
jemHoM KapOOHMITHOM rpymnom riayrapangaexuna (popmupa ce llludosa 6aza). Ha oBaj
Ha4YuH OcTaje ciao0oaHa Japyra KapOOHMJIHA Tpyna TIyTapalJexujaa 3a peakiujy ca
ensuMoM. ,,Hoxwmma™ koja ce ¢opMupa Ha TOBPIIMHH HOcCa4a, Y OBOM CIy4ajy,
caJIp’Ku JIBe CEKyHJlapHe aMHMHO I'pyIlle Koje Cy HaeleKTpUcaHe y CKJIaIy ca yCIOBHUMa
uMoOmIM3anuje. Y cies tora, mocToju MOryhHOCT /1a ce €H3UM UMOOUITUINE KOBAJICHTHO
QM U eJNEeKTPOCTATUYKUM IPHUBIAYEH-EM, OJHOCHO joHCKOM ajicopruujoM. C npyre
cTpaHe, HeMOJIW(PUKOBaHW HOcCad MMa CJIO0OJHE ETMOKCHIHE Tpyle Koje MOry Ja
pearyjy ca aMHHO W CyJIGXUAPUIHAM TpylaMa Ha MOBPIIMHYN eH3uMa. MimoOunu3amnmja
aunasa Ha MoJu(pUKOBaHE U HEMOIM(HUKOBaHE HOcaue je M3BpIIEHA IPU PA3IUUUTUM
pH Bpennoctuma mydepa. Ha ciunum 3.30. ynopehene cy XuapoauTHyke aKTUBHOCTH

JIAIa3e UMOOMIIMCaHe Ha Pa3siinuuTE HOCA4C.
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Cnuka 3.30. Cneunduuna aktuBHOCT nunase u3 C. anfarctica Bezane 3a MogU(pHUKOBaHE U

HemoauduKoBaHe Hocaue

Ca cimke 3.30. ce TpBEHCTBEHO MOXE 3aKJbYYHTH Ja HajBehy aKTHBHOCT MMa JIMIa3a
Koja je mMmoOwmimcaHa w3 pacTBopa (ocdaTHOr mydepa uuju je pH 7 Ha HOcady
MOIU(PUKOBAHOM ITUCTEMHOM U ThyTapainiexujoM. [lomrto ce oBoM MoauduKanujom
3HAUajHO CMamyje MOTyhHOCT afcopmiiyje Jinmase u MPOMOBUIIE KOBAJICHTHO BE3UBAIbE,
W3 OBHUX pe3yjiTaTa ce MOKe MPETIOCTAaBUTH Jla CE OBOM BPCTOM MMOOHWIIM3AIIH]e T00H]a
AMOOMJIMICAaHN €H3UM YHjH aKTHBHU IICHTAp j€ Y Marmk0] MEPH 3aKJIOEH M HHje OTeKaH
npucTyn cynctpata. Takolhe ce u Ha mpumepy nunaze u3 C.antarctica Moxe IPUMETUTH
Jla ce mocTike Beha cnernuduyuHa akTUBHOCT UMOOMIIMCAHE JIMIa3e Kajla ce Besyje Ha
Moa(UKOBaH Hocad, Hero Ha Hemommbuxosan Eupergit®C 250L. BepoatHo je To
mocienuia YUmBCHAINE J1a je (YHKIMOHAIHA Tpyla Ha MOAM(HKOBAHOM HOCAdy
ylabeHHja o]l MOBPIIUHE HOCAaya, 3aXxBajbyjyhul MOCTOjamby T3B. HOXKHUIE. YOUaBa ce U
BeNIMKa XUAPOJIMTUYKA aKTUBHOCT JOOMjeHa ca JTUMa30M HUMOOUJIMCAHOM JIHPEKTHOM
uvobmmmsanujom Ha Eupergit®C 250l  mpH BHCOKO] jOHCKO] jaunmHH mydpepcKor
pactBopa (0,5 M). V mpucyctBy Behe KOHIEHTpanuje jOHA, JakIe JJ0Ja3h [0
ycrmocTaB/bama XuApodoOHUX HHTepakiuja u3Mel)y eH3uMa W Hocaya, Ma OBaKo
ajicopOOBaH €H3MM Jiakine (opMUpa KOBAJICHTHE Be3e ca EMOKCHAHUM rpynaMa Ha

Hocauy. C nmpyre ctpaHe, Kaja je joHCKa jaumHa Maia (25 mM) y mamoj Mepu cy
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npucyTHe xuapodoOHe HWHTepaklyje Ma ce JMMaza Be3yje Y Mam0] Mepu W/MIH ca
npyraudjom opujeHTtangjoM. M pH BpeaHoct mnpumemeHor mydepa y TOKY
MMOOWIM3anije Ha OJroBapajyhul HauWH yTWYe HA aKTUBHOCT €H3WMa. YKOJHMKO Ce
rmocMarpa MmoroJHuja MeToa Moaudukanmje, ca ciuke 3.30. ce MoXe 3aKJbYUUTH Ja je
Beha akTHBHOCT eH3uMa mocTurHyTa npu pH 7 Ha HOocad MOIU(UKOBAH IIUCTEMHOM U
riytapaiaexuioM. MHTepecaHTHO je JAa je 3a70BoJbaBajyha akTHUBHOCT Jumasze
“MOOMIIMcaHe Ha HeMOM(PUKOBaHU HOCA4 U HOcad MOJIM(DUKOBAH ETHIICHIHAMHHOM W3
pactBpopa (ocdaTtHor mydepa uuju je pH 10. To je y ckimamy ca pesyiararuma
nmobunuzanuje umaze w3 C. rugosa, OMNHOCHO, y 0a3HO] cpenuHd ce J00uja
ctabunHuju nmobmmcanu en3uM. CMarpa ce Ja je pasinor Behe crabminoctu Behu 6poj
(dhopMupaHHX Be3a jep ce y 0a3HOj CpeIMHA aMUHO TpyIle JIH3WHA Ha TOBPIITHHHA CH3UMa
Haja3e y HEIUCOCOBaHO] (GOpMH Koja je TOTroJHHUja 3a peakidjy ca KapOOHHITHUM
rpynama.

Jla je mumasa yerernHo uvoGumicana Ha Eupergit“C 250L motspheno je u FTIR
criekTpockommjoM. Y ckiany ca crpykrypoM Eupergit®C 250L (cimka 3.31) y crextpy

(cnmka 3.32 a) ce MOTY BHJIETH CBH KapaKTEPUCTHIHH IMTHKOBH.
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Cnnka 3.31. Ctpykrypa Eupergit®C 250L 1%

[Ilupoka Tpaka Ha 3438 em” mormue ox -N-H BasneHumonnx BuOpaIja, a Tpake Ha
2990 1 2953 cm’ npurnucyje ce -C-H BaneHmuonuM BuOparrjamMa METHUICHCKUX TpyTIa.
HajucTakmyTrja Tpaka y OBOM CIIEKTpY Koja ce Hamasu Ha 1661 cm™ motumae ox -N-H
nepopmarmonnx U -C=0 BaJCHIIMOHUX BHOpaIlja aMUIHE Be3e, JIOK MHUPOKa Tpaka Ha

573 em’ ykasyje Ha mpuMapHe amue. 2% 200! Nwmajyhm y Buay ma cBe oBe rpyrme
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MOCTOje U Y MOJICKYJIy €H3uMa He u3HeHalyje Jla ce HaKOH MMOOWIIHM3alldje JIUTa3e w3

Candida antarctica cniektap (cnuka 3.32 b) He Mema 3Ha4ajHO. JenuHa pa3iauKa Koja
. . 1 .

MOCTOju W3Mely OBHX crekTapa jecTe KoJ mukoBa Ha 1250 m 922 cm™ Koju moTu4y 0.1

CHMETPHYHOT ¥ aCHMETPUYHOT HCTe3arha MOKCH MpCTeHa. 300T Majie KOHIIEHTpAIH]je

STMOKCUIHUX I'pyIa Ha TMOBPIIMHU HOCAYa MAJIM j¢ U MHTEH3UTET IMKOBA, ajlk J0JaTHO

CMarbele HAKOH TPeTMaHa JIMIa3oM JO0Kasyje 1a je mmobmimsammja Ha Eupergit®C

250L ycrmemHa u Aa je momnuio A0 GopMuparma KOBaJCHTHE Be3e.
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Couka 3.32. FT-IR criextpu a) Eupergit”C 250L u 6) nMo6GuancaHor eH3numa

3.6.2.1. Tlpumena umoOunucane nunaze u3z C. antarctica y CUHTE3U

ononusena

[Tormro ce mokazano fa je KoMmepuujarHo uMobunucana jaunasa u3z C. antarctica
BpJI0O aKTHMBHA y pEaklMju CHUHTe3e OWoju3enia, WCIHUTaHa je MOTYhHOCT NpuUMeEHe
umoOmnn3anuje HaTuBHe nunase u3 C. antarctica y CHHTE3W OBOI BPJIO BPETHOT

mpou3BoJia. Y IUTEpaTypu ce peTko Mory Hahu mojanu o Kopuirhewy HATUBHE JTUTIA3E.
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Hajuemthe ce xao OwoxaTanmuzaTop y CHHTe3M Ouoamsena kopuctu junaza uz C.
antarctica uMmobmicana Ha MeTwi-meTakpuinatHy cmony (Lewatit VP OC 1600),
MO3HAaTa Mo/ KOMEpPIHjaTHUM HazuBoM Novozyme 435", Bucoka nena KOMEPITH]AITHAX
€H3UMa TPEeJICTaBJhba IPBO OTPaHHUYCHE y MPHMEHH OnoKarajam3aTopa a MmoceOHO Y
WHIYCTpHju OMOau3ena T/ie ¢y MPUCYTHA JOII JBa MpolieMa: MTeTaH yTHUIla) aTKoXoJia
KpaTKOT JIaHIIa Ha €H3UM, U IITeTaH YTHUIla) TJIMIepoia Koju je xuapodobaH Te ce JIako
azicopOyje Ha TMOBPIIMHY MMoOuIucaHe naumnase. J[okazaHo je ma ce 360or xuapoduiHe
npupojie Komeprujaaaor Hocava (Lewatit VP OC 1600), rimmepon gako arncopOyje Ha
FCrOBY OBPIIMHY LITO JOBOAM 0 APACTHYHOT maja aktuBHOcTH ersuma.”’”) 3aro je
HOcau m30opa 3a CHHTe3y Ouojam3ena Eupergit®C 250L koju ce 4YecTo KOpHCTH 3a
AMOOMJIN3aIIA]y BEJIMKOT Opoja eH3uMa M TO IMpe CBEra 3aTo INTO jeé BeoMa CTaOWiIaH
HOCa4y ca JIOOpHM XEMHjCKHM ¥ MEXaHWYKAM KapakTephUCTHKaMa (jeTHOCTaBaH
MOCTyIaK UMOOMII3allK]e, BUCOK KallalluTeT Be3nuBamba, 100pe 0COOMHE y peakTopuMa ca
MemameM UTI.). To je HeyTpanaH Hocad, Koju ce no0uja KonoiauMepuszanujom N, N'-
METHIICH-OMC-METaKpUIIaMU, TIWIUAWT MeTaKpuiara, aliIrIUuIuIWI  eTpa |
MeTakpuiamuian (cimka 3.31).

Peaknmja Tpancectepudukanuje u3BeleHa je ca CYHIOKPETOBMM YJbeM Kao aIfui-
JIOHOPOM, U METHJI-AIleTaToOM Kao armi-akientopom. Peaknuja je Bohena na 45°C mpu
MOJIapHOM OJHOCY cymctpata 12:1 y cucremy 0e3 pacTtBapaya. Maca eH3uMa je
mHocmwia 3% mpema Mach yiba. Peakmmja je KaTalW3oBaHa ca Pa3IHYATAM
AMOOMIIN3aTUMAa, 0J1 KOJUX C€ Kao HAjIOTOHUJU ca acleKTa MPUHOCca, TT0Ka3a0 yIpaBo
OHA] KOjU Jiajeé W MaKCHMaJHYy XHWJPOIUTHUYKY aKTHBHOCT OJHOCHO JHMIMa3a Koja je
uMobunucana wu3 pactBopa (ocdarnor mnydepa umju je pH 7 Ha Hocauy
Mou(UKOBAaHOM IHCTeMHOM U IDiyTapamgexuwaoM (Crmuka 3.33.). YV mperxoaHuM
HACTpaXMBabUMa OBa peakilyja je M3BeIeHa MPHU MCTHUM YCIOBHMa Ca KOMEPIIHjaTHOM
umobunucanoM nunazom u3 C. antarctica (Novozyme 435) u moOujeH je MPHHOC
omommzena ox  99,67%. [lakne, Moxe ce MPUMETHTH Jla Ce WMOOWIM3AIN]OM OBE
JUma3e Ha HOBM MOJM(HKOBAHM Hocad J00Wjajy aKTHBHOCTH KOje Cy HCTOT peja
BEJIMUMHE ca CKYIUM KOMEPIHMjATHUM IpenaparuMa, IITO CBaKaKo yKasyje Jia je OBaj
MMOOMIIN3AT BeOMa MEePCIEeKTUBAH 3a CUHTE3Y OMOH3ea.

Baxan mapamerap Koju yTHuYe Ha €KOHOMCKY OIpPaBJaHOCT Ipolieca je cTaOMIHOCT

OWokaTtamm3aTopa W MOTYNHOCT HeroBOr MOHOBHOT KOpHUIIhema TOKOM JIyKeT
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BPEMEHCKOT Iepuojia. 3aTo je MCIUTaHa U MOTYRHOCT peluKiaiuje UMOOMIMCAaHUX
€H3MMa Yy HOBHUM IIMKJIycHMa cHHTe3e Ouoausena. Moxe ce Buzperu (cinuka 3.34.) ga

J0Jiasiu 10 Majlor Mmaaa aKTHBHOCTH HAKOH IIET HUKIIyCa KOJ CBHUX HMOOUIINCaHUX

CH3HMa.

100
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40 1 36,39
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20

10

T T T
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Cys +GlapH7 Cys+GlapH10 EDA + GlapH7 EDA + Gla pH10

Cnvika 3.33. YTuuaj moaudukanuoHor arenca u pH viMoOuinzanuje Ha npuHoc Ouou3ena y

peakiujy TpaHcecTeprdrKaLrje CyHIOKPETOBOT yJba METHII-alleTaTOM

WNHTepecanTHO je ymOpeauTH CTAaOWIHOCT HWMOOWMIIMCAHOT €H3UMa Y PEakiuju
TpaHcecTepudukanyje ca crabuwiHoIhy xKomepiidjaaiHo uMmodbunucane ymnaze u3 C.
antarctica (Cnuka 3.14). Kanma ce kao Omokarainuzatop KOPUCTHIIA KOMEPIIUjaTHO
nMoOmucana ymnaza w3 C. antarctia, yTBpheHO je Jla ce €H3UM MOXE KOPHCTHUTH
cezlaM IyTa roToBo 0e3 TyOWTKa MoYeTHe aKTUBHOCTH (IMIPUHOC je u3HocHuo 95,65+2.01),
qa Om y OCMOM MHKIYyCYy aKTHBHOCT omnana (mpuHoc 63,96%). V ciuydajy
uMobmmm3ammje Ha Eupergit®C 250L, 10 mocTeneHor maja akKTHBHOCTH Hoiasu Beh y
MIPBOM ITUKJIYCY, aJIF JI0 TETOT IUKIIyca, Taj Maa He W3HOCH BUIe o1 15% o movyeTHOT

npuHoca. OBakaB pe3yJTaT joIl jeTHOM YKa3yje Ha BEJIMKH IOTEHIMjall HaIler

uMoOMIIM3aTa.
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Cnuka 3.34. CTabWITHOCT MMOOUITMCAHOT €H3UMA Y peaKiijy TpaHcecTepuduKalje

[Ty moTeHIMja1 €H3UMCKH CHHTETHCAHOT Onoam3ena he mohn mo m3paxkaja Tek kaja ce
Kao I0JIa3HE CHUPOBUHE Oyy KOpUCTHIIA OTMagHa ysba. Jla Ou mpousBoma 6uoausena
Ouila eKOHOMCKM HCIUIaTHBa HEONXOJHO je Jia ce pa3BHje MPOM3BOJma OazupaHa Ha
Kopuimhemy OTHATHUX M KOpHITheHHX yJba jep Ha Taj HAUYWH W IleHa (QuHAITHOT
MIPOM3BOJIa TTOCTaje MPUCTYIAYHH]ja, a TaKohe Tako ce m30eraBa crajaHa KOHKYpPEHIH]a
ca mpexpamOeHoM wHAYCTpUjoM. OcHM HHCKE IIeHe, MPEAHOCT KOpHIThemha OTHaTHUX
yJba je IITO Ce Ha Taj Hauu pelllaBa U BEJMKU €KOJIOIIKH MpoOJIeM HBUXOBOT OJUIarama.
Oga yJjpa cy, Kao mTo je Beh pedyeHo, HUXKET KBAJTUTETa O] padUHUCAHUX OUJEHUX yJba
moceOHo 300T caapxkaja c1000JHUX MACHUX KHCEJIMHA U BOJIE, INTO MOYKEe OWTH BEITUKH
mpobJieM 3a alKajdHO KaTajJu30BaHy TpaHcecTpudukaimjy. M3 Tor pasiora KiacHuHU
0a3HU TMOCTYIIH TPOU3BOJE OMOM3eNa MpU KOpUIIhewy OTHATHOT W KOpHIIheHOT

yJba ry0e TpKy y OJJHOCY Ha €H3HMCKE.
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4. 3AKJIbYHAK

Ha ocHoBy npukazaHux pesylitara €KCIEpUMEHTAIHOI pajia MOTY C€ H3BECTH

cnenehu 3akspydIy:

1. OnTuMu3anyjoM HajBaXHUJUX TPOLECHUX Mapamerapa, MOIYT TeMIepaType,
MOYETHE KOHIEHTpAIlMje €H3MMa, MMOYeTHEe KOHIIEHTpAIlfje BOJIE€ U MOJIAPHOT
0JIHOCA CyIcTpaTa MoXe ce 3HauajHo noehatu npuHoc 6uoau3ena.

2. IlpuMeHOM CTaTUCTHYKUX METOJa IUJIaHWpama eKclepuMeHaTa U o0pajoM
pesyirara IpUMEHOM METOJIe OJI3MBHHUX MOBPIIMHA ONTUMHU30BAHU CY YCIOBU
peaknuje cuHTe3e OMoJu3eNa M YCTAaHOBJHEHO j€ IOCTOjamhe HHTEpaKIlja
u3Mely pas3IMuuTHX peakIMOHUX (akTopa Koje KOHBEHIIMOHAIHHUM MeTojaMa
HUCY MorJie OUTH YCTaHOBJbEHE.

3. CrarucTuyka aHaiM3a ToOKa3yje Ja je Haj3HaYajHUju mapaMerap y CHHTE3H
Oouoamsena, Kaja ce Kao OHMOKaTanu3atop KOPUCTH Jmnasa u3 R.miehei,
KOJIMYMHA €H3UMa y peakIMOHO] CMEIW, TeMIepaTypa U KOJUYHMHA BOJE.
VY CTaHOBIBEHO j€ /1a BEIMKOM IPUHOCY MOT0Jlyje MOJapHH OJHOC METaHOJI/yJbe
6:1, Temmnepatypa 45°C, 6e3 nogare Bojie y CUCTEM.

4. PesynraTu HcTpaXuBamba yKa3yjy JAa €H3UMCKa CHHTe3a OMO/IH3ena, JIMIa3oM U3
R.miehei HUje €KOHOMCKH MPUXBATJbUBA KaJla C€ M3BOJHU Y IIAP)KHOM CHUCTEMY,
ynpkoc ozapehenom nosehamwy npruHoca npou3Boa.

5. Kaga ce y cuHre3m Omoauszena kao OMOKaranu3aTOp KOPHUCTH JMIa3za W3
C.antarctica, cCTaTUCTHYKA aHAJM3a IOKa3yje Jia je Haj3HAuyajHUju MapamMerap,
KOJIMYMHA BOJIE M MOJICKH OJTHOC METaHOJI/yJbe M Y IIOCMATPaHOM OIICETrY UMajy
HeratuBaH yTtunaj. HajOossu pesynratu cy JOOHMjEeHH y CHUCTEMY ca BHCOKOM
KOHIICHTPALMjOM €H3UMa, HIKEM CaJp)kKajy METaHoJla Y CHUCTeMY, ITOBHILIEHO]
TeMIIepaTypu U MaJIUM CaJIp>KajeM BOJIe.

6. Kao amumr-akientope y €H3UMCKO] CHHTe3d Omoau3ena mMoryhe je KOpUCTHTH
AJIKOXO0JIE PA3IMUUTE JTy’)KUHE JIaHIla. BUCOKM IPUHOCH ce MOTY OCTBAPUTH CaMO
y TPOCTETIEHUM CUCTEMHUMa J10/1aBarba allkoXoJia.

7. KopumhemeM MeTHI-aneraTa Kao aliil akIenTopa OCTBApeHH CY BHCOKHU
npuHocu (mpeko 95%) W pa3BHjeH je jeAHOCTENEHH IOCTYHNaK CHHTE3e.
Kopumnthewem MeTui-aneraTa je 3HadajHo nosehana ctaOMIHOCT cucTeMa.

8. Pa3BujeH je cucteM ca IMAaKOBaHUM CJIOjeM HWMOOMJIMCAHOI €H3UMa 3a
UHTepecTepu(pUKaIN]y CYHIIOKPETOBOI yJba METHJI-AIleTaTOM KOjU je IO0Ka3ao

BENIUKY OIepaTHBHY CTaOMIHOCT Y TOKY 72h pana peaktopa. [TotBpheHo je na je
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10.

11.

12.

13.

TakaB MMOCTYIAK BeoMa eUKacaH y IHJbY MPOU3BOMGE OMOIM3ENa Y CHCTEMY
0e3 opranckor pactBapada y Behum pazmepama.

Hcnurana je epukacHocT MoauduUKaIyje KoMepurjarHor Hocada Eupergit® C
250L momohy mmcrewmHa W TIOyTapalAexujaa paad ao0Wjarkba UMOOHMIIUCAHOT
ensnMa Behe crabmiHOCTH. YTBpheHo je ma ce moctmke Beha crenuduyHa
akTuBHOCT junasze w3 C.rugosa Kama ce Be3yje 3a MoauduKoBaH HoOcad y
nopehemy ca Be3uBambeM Ha HEMOTU(PUKOBAH HOCAY.

Hcnurana je moryhHocT MoguduKaiuje caMor eH3uMa YBohemheM aMHuHO TpyTia.
Hajsehy crabwmiHOCT je mokaszana nunasza u3 C. rugosa MoauQpUKOBaHA ca 107
KapOOIUUMHUIOM, IMOOMIIMCAaHA Ha MOAU(PUKOBAH HOCAY.

Momudukarja Hocaya Eupergit® C 2501 momohy 1mucTeMmHa U
rIyTapajijiexuja je KopuimheHa u mpu umoounusanuju aunasze u3 C .antarctica.
NmoOwunrcan eH3uM HacTao KOBAJCHTHM BEe3WBAmeM Ha MOJIMU(PHUKOBAH HOCade
je moka3ao Behy akTHBHOCT OJ MMOOMJIM3aTa y KOME je Hocad MOAM(PHUKOBAH
eTHJICIMaMIHOM, Kao W Behy akTHBHOCT y OJIHOCY Ha €H3WM HMMOOWIIMICAaH Ha
HeMOT(PUKOBAaH HOCAY.

VYr1Bpheno je na ce oBako nMmoOuaucana gunasa u3 C. antarctica Moke yCIenHO
KOPUCTUTH Kao OMOKaTaam3aTtop y CHUHTe3W Owmonmsena. Kao nHajmoromnwmja
MeTOJ[a UMOOMIIM3aIlFje ca acleKTa MpUHOca MPOU3BOja MoKa3ala ce MeToja
XEeMHjCKe aKTUBAIlHMje Hocava IIMCTENHOM U IIyTapaiaexuaom mpu pH 7.
[Tpumenom numaze u3 C. antarctica Ha HOBH MoJU(HKOBaH HOcad JA00Hjajy ce
MPUHOCH OwWojam3ena KOJu Cy y paHTy NpHHOCA KOje Jajy KOMEpITHjaTHh
mpemnapary ca umoomucanom ymnasom u3 C. antarctica. VIcto Tako, ocTBapeHa
je u 3a7oBoJbaBajyha cTaOMIHOCT MMOOHWJIMCAHOT CHCTEMa Y TOHOBJHEHUM

UKITyCHUMA.
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buorpaduja aytopa

Hesena JlykoBuh (nmeBojauko OrmanoBuh) pohena je y beorpamy rae je 3aBpmmia
ocHoBHy mkony Kpass Iletap I u Il 6eorpancky rumuaszujy. Ctyauje Ha TexHOI0MKO-
MeTaIypImkoM ¢akyireTy YHuBep3uTeTa y beorpamy ymucana je mkojicke 1997/1998.
roguae Jlumiomupana je Ha TM®-y na Karenpu 3a OHMOXEMHJCKO WHKEHEPCTBO H
oumotexnonorujy 05.10.2004. ca oreHom Ha auIIoMcKoM paay 10 (zecer) U mpoceuHoM
orleHoM y TOKy crtyauja 8,53. Ilo 3aBpmieTky pemoBHHX CTyIWja, yIOHcala je
Marucrapcke cryauje Ha Kareapu 3a OMOXEMHJCKO WHXKEHEPCTBO U OMOTEXHOJIOTH]Y.
Omrykom HacraBHo-Hayunor Beha oxapxxanor 07.02.2008. roagwmHe mpenasu ca
MarucTapcKkux Ha JOKTOPCKE CTyAHje TeXHOJIOIKOo-MeTarypikor (akynreTa Ha
Karenpu 3a OMOXEMH]CKO HWHXKEHEPCTBO M OMOTEXHOJOTH]y (MEHTOp 1p 3opuia
Kuexesuh-Jyropuh, Ban. mpod). Ilonoxwmia je cBe ucnute mnpeasuleHe IUIAHOM U
MporpaMoM  JTIOKTOPCKHUX CTyauja ca mpocednoMm omernoMm 10,00, ykipydyjyhu u
3aBpmau ucerut. Ox 2005. mo 2007. rogune Hemena JlykoBuwh je kao mcTpakuBad
MIPHUIIPABHHUK OWJIa aHT@)XOBaHa HAa HAYYHO-MCTPAKUBAYKOM TPOjeKTy MHUHHCTapCTBa 32
HayKy ¥ 3allTATy XUBOTHe cpenuHe PemyGnmke CpOuje monm HazmBom "Pa3Boj
TEXHOJIOTH]e cuHTe3e Onoausena” eB. Opoj TP6742 y okBupy mporpama 3a T€XHOJIOIIKA
pa3Boj. Onm ampmima 2008. mo 2011. rogune Owmiia je 3amocieHa Ha TPOJEKTY
TEXHOJIOIIKOT pa3Boja "Pa3Boj OMOTEXHOIOMIKHX TOCTYIAKa 3a MPOU3BOIHY aJUTHBA U
HOBUX (QopMylandja 3a TmpexpamOeHy HHIycTpHjy" eB. Opoj TP20064 koju je
¢uHaHCHpasio MUHUCTAPCTBO 3a HAYKy U TEXHOJIOMIKHU pa3Boj Penyoimke Cpouje, a 25.
jya 2009. ctuue 3Bame HCTpaXWBa4d capajgHUK.. Y MPOjeKTHOM ImKiIycy ox 2011.
TOJIMHE aHTa)XOBaHA je Ha MpojeKTy "Pa3Boj HOBUX HMHKAICYIAIMOHUX U €H3UMCKHUX
TEXHOJIOTH]a 3a MPOU3BOKBY OMOKaTanu3aTopa W OMOJIOMIKA aKTUBHUX KOMIIOHEHATa
XpaHe y nujby noBehama meHe KOHKYPEHTHOCTH, KBayinTeTa U Oe30emHoctu" eB. Op.
NN  46010. Onx jyma 2013. rTommHe aHraxoBaHa je€ Ha 3aJeTHHYKOM
HayYHOUCTpPAXXUBAYKOM Mpojekary u3mely PemyGimke Cpbuje m Haponne PenmyOnuke

Kune, mox nHasuBom "[IpuMeHa mosp0npuBpeIHOT OTIIA/a 3a MTPOU3BOIY €H3UMA' .
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MsjaBa 0 ucToBeTHOCTHM WITaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

HMme u npesume aytopa LlrE‘TlEH I J\\!'\L@‘{LM—Q

Bpoj munekca  AC ~ 14/ ©O%

Cryaujcku nporpaM  \eaps A0/ HE W it B EDUTR O

Hacnos pana M2pof SHuMUeT nocTYNKe B Cuktenr  WETud ECTAPA NAUNA WICENUAA

Mentop JSp  ZoPuyA  WheWERWT - Iyrpraiy
) X

L]

Motnucanw/a e TEAA \!\\f UL TR0

Msjasmyjem na je mramnana Bep3uja MOr JOKTOPCKOI paja MCTOBETHA €EeKTPOHCKO]
BEpP3MjM  KOjy caMm Tpefao/ia  3a  objaBibuBarbe  Ha  noprany  Jlmrarananor
penosnropujyma Yuusepsurera y beorpajay.

Jlo3BosbaBam f1a ce oGjaBe MOjH JIMYHM MOJALM Be3aHH 3a A00Hjaibe akaJeMCKOr 3Batba
JOKTOpa HAyKa, Kao 1ITO CY UME M Npe3uMe, FoMHa U MecTo poherba U jatym oabpaHe
paja.

OBu nuunM noflanu Mory ce oGjaBHTH Ha MPEKHHM CTpaHMLama [AWruTaiHe

OMOJIMOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTanory H y nybiukaumjama Yuueepsurera y beorpajy.

IMoTnue goxropanaa

Y Beorpany, AT . A 201y
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JoKropcka jauceprauMja Hesena Jlykosuh

M3jaBa o ayTopcTBY

ITornucanu-a H—tP"ﬂ?;E?H 14_ 1.«'\\’{ W0 (AT
Gpoj uuaekca A - 29 / O

H3jaBmbyjem
/1a je IOKTOpCKa JucepTalmja noj HacloBOM
TR0 B kel NOCT YN IKA 1A CUWHTELY Metnu

ECTAPA MAUHIX NHLEAUHA

& pe3vVITarT CONCTEBCHOI HCTPpaXMKHMBAYUKODr paia,

e Jla NpeUIOKEHa JAHCEPTalM]ja Yy UEAMHH HH Y ACN0BHUMA HUje OHla NpeuioKeHa
3a jpoOujaibe OMJIO Koje AMIUIOME IpeMa CTYAMJCKMM IIporpaMuMa Jpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

® Jla Cy pe3y/iTaTH KOPEKTHO HaBE/ICHHU U

e Jla HWCaAM KpIIHO/Na ayTopcka npasa M KOPUCTHO MHTENEKTYalHY CBOJUHY
JPYIUX JIHLA,

Iornue TOKTOpANIA

V Beorpany, \O A 2044
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JloKTOpCcKa Aucepralidja Hesena Jlykosuh

UsjaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem Yuusepsurercky ouonuoreky ,.Cetozap Mapkosuh® na y JIurutanuu
penosuTopujym YHuBepsuTeta Y beorpajay yHece MOjy JIOKTOPCKY JIMCEpTalM]y TOA
HACJIOBOM:

TA2R0 eWVbBUWMULKOY DocTYNKE R4 Chhtel)Y

METUWA T CTAPA MaCHUX UM LEAURA-
KOja je Moje ayTOpCKO JEeNo.

Jucepranujy ca CBUM MPHIO3MMa Npejao/na caM y eleKTPOHCKOM (popMaTy MorojHoM
3a TPajHO apXHUBUpabLE.

Mojy IOKTOpCKY AMcepTalujy noxpamweny y JIMruTanHu peno3suTopujym YHUBEp3UTETA
y beorpany mory 1a kopucre CBHM KOjU NOLITYjy oapeade cajpikaHe y 01abpaHoM THITY
nuuenue Kpearusue 3ajennmie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ¢ce OuTyuHo/na.

1. AytopcTBO

2. AyTOPCTBO = HEKOMEPILIH]AJTHO
@AyTOpC'l‘BO — HEKOMEpLHjaaHo — §e3 npepaje

4. AYTOPCTBO — HEKOMEPLIHJAJIHO — JACJIMTH 0/ HCTHM YCJIOBHUMA

5. AyropeTBo — 0e3 npepajae

6. AYTOPCTBO — JI€JIMTH MO HCTHM YCIOBHMA

(MoAMMO J1a 320KpYXKMTE caMO jeAHy O/l HIECT NOHYHEHUX JMUEHLM, KpaTaK OINUC

JIMLIEHLIM JaT je Ha nosehunu nucra).

IMornuc goKTOpanaa

Y Beorpany, 10 .1.2014

Mebseser U E{/uc“@cﬂ&




	Page 1
	Page 1
	Page 1

