
PrimenaPrimena enzimaenzima



�� TehnikeTehnike molekularnemolekularne biologijebiologije
�� IndustrijskaIndustrijska primenaprimena
�� KliniKliniččka enzimologijaka enzimologija







Kloniranje gena podrazumeva:Kloniranje gena podrazumeva:

�� Isecanje i otvaranje preIsecanje i otvaranje preččiiššććene plazmidne ene plazmidne 
DNADNA

�� Ubacivanje i spajanje target DNA sa Ubacivanje i spajanje target DNA sa 
plazmidnom DNA u reakciji katalizovanoj plazmidnom DNA u reakciji katalizovanoj 
ligazomligazom

�� Isecanje i spajanje DNA se mora pratiti, Isecanje i spajanje DNA se mora pratiti, 
npr. elektroforezomnpr. elektroforezom

�� Transformacija veTransformacija vešštataččkog rekombinantnog kog rekombinantnog 
DNA molekula u E. coli DNA molekula u E. coli ććeliju ili nekog eliju ili nekog 
drugog domadrugog domaććinaina







DNK moze biti umnožena: DNK polimeraza

1. Potrebna je DNK matrica
2. Potrebni su DNK & RNK prajmeri koji asosuju sa matricom i 

poseduju 3’ hidroksilnu grupu na (dezoksi)ribozi
3. Replikacija teče isključivo u 5’ – 3’ pravcu, pri čemu četiri 5’-

deoksinukleozid trifosfata služe kao izvor monomera
4. Replikaciju diktira matrica u skladu sa Watson-Crick-ovim

pravilima sparivanja baza



DNK DNK fragmentifragmenti mogumogu bitibiti spojenispojeni korikoriššććenjemenjem enzimaenzima



Praznine u DNK mogu biti popunjene: DNK ligaze



Mehanizam Mehanizam 
dejstva DNK dejstva DNK 

ligazeligaze

1. Adenil grupa NAD+ se prebacuje 
na ε-amino grupu Lys i formira 
neobičan fosfoamidni adukt koji 
se lako izoluje.

2. Adenil grupa aktiviranog enzima 
se prebacuje na 5’ terminus 
prekida da bi oformio adeniliranu 
DNK. AMP se vezuje za 5’
nukleotid preko pirofosfatne veze 
(a ne fosfodiestarske).

3. DNK ligaza katalizuje formiranje
fosfodiestarske veze napadom 3’
hidroksila na 5’ fosforil grupu, 
zatvarajući tako prekid i 
oslobañajući AMP.



DvostrukiDvostruki DNK DNK lanaclanac mozemoze bitibiti iseiseččenen nana specifispecifiččnimnim
sekvencamasekvencama: : RestrikcionaRestrikciona endonukleazaendonukleaza





SpajanjeSpajanje DNK DNK komplementarnokomplementarno homopolimetrickimhomopolimetrickim
repovimarepovima: : TerminalnaTerminalna transferazatransferaza



TdTTdT

Aminokiselinska sekvenca i raspored sekundarnih struktura kataliticnog
centra TdT



ProcesivnaProcesivna nasuprotnasuprot distributivnedistributivne polimerizacijepolimerizacije

Enzimi koji disosuju nakon svake adicije i koji mogu da deluju
na više lanaca se označavaju kao DISTRIBUTIVNI
Oni koji procesuju duž istog lanca bez disocijacije se označavaju
kao PROCESIVNI



Industrijska primena enzimaIndustrijska primena enzima



ImobilizacijaImobilizacija enzimaenzima

�� PrednostiPrednosti imobilizovanihimobilizovanih enzimaenzima::
•• ViViššekratnaekratna upotrebaupotreba
•• ReakcijaReakcija se se momožžee lakolako kontrolisatikontrolisati i i 

zaustavitizaustaviti jednostavnimjednostavnim izdvajanjemizdvajanjem
biokatalizatorabiokatalizatora

•• PovePoveććanaana stabilnoststabilnost biokatalizatorabiokatalizatora
•• PovePoveććanaana produktivnostproduktivnost
•• MoguMoguććnostnost automatizacijeautomatizacije
•• Model Model sistemisistemi zaza prouprouččavanjeavanje enzimaenzima

vezanihvezanih zaza membrane membrane ććelijaelija



PostupciPostupci imobilizacijeimobilizacije

�� AdsorpcijaAdsorpcija enzimaenzima nana ččvrstimvrstim
nosanosaččimaima

�� KovalentnoKovalentno vezivanjevezivanje zaza ččvrstevrste
nosanosaččee

�� SmeSmešštanjetanje enzimaenzima u u polupropustljivupolupropustljivu
membranumembranu

�� ObuhvatanjeObuhvatanje enzimaenzima nosanosaččemem
�� ImobilizacijaImobilizacija enzimaenzima nana granicigranici fazafaza

teteččnono--teteččnono



AdsorpcijaAdsorpcija enzimaenzima nana ččvrstimvrstim nosanosaččimaima

�� AdsorpcijaAdsorpcija se se zasnivazasniva nana slabimslabim privlaprivlaččnimnim silamasilama

•• PristupaPristupaččnostnost adsorbensaadsorbensa
•• BlagiBlagi reakcionireakcioni usloviuslovi
•• AktivnostAktivnost imobilizovanogimobilizovanog enzimaenzima velikavelika
•• JednostavnostJednostavnost
•• ŠŠirokairoka primenljivostprimenljivost
•• MoguMoguććnostnost regeneracijeregeneracije
•• NespecifiNespecifiččnostnost
•• DesorpcijaDesorpcija sasa nosanosaččaa usledusled slabihslabih vezaveza
•• ČČestoesto potrebnopotrebno i i dodatnododatno umreumrežžavanjeavanje
•• KontaminacijaKontaminacija proizvodaproizvoda
•• OdsustvoOdsustvo opopšštihtih protokolaprotokola

NaNaččiniini izvodjenjaizvodjenja adsorpcijeadsorpcije::
StatiStatiččkaka metodametoda
DinamiDinamiččkaka metodametoda
MetodaMetoda elektrotaloelektrotaložženjaenja
AdsorpcijaAdsorpcija u u kolonikoloni



MehanizamMehanizam adsorpcijeadsorpcije

�� DifuzijaDifuzija molekulamolekula enzimaenzima do do povrpovrššineine
nosanosaččaa

�� DifuzijaDifuzija molekulamolekula enzimaenzima unutarunutar porapora
nosanosaččaa

�� FormiranjeFormiranje monomolekulskogmonomolekulskog slojasloja
enzimaenzima



AdsorpcijaAdsorpcija enzimaenzima nana ččvrstimvrstim nosanosaččimaima

�� UticajUticaj razlirazliččitihitih ččinilacainilaca nana adsorpcijuadsorpciju enzimaenzima::
•• pH i pH i jonskajonska jajaččinaina
•• SpecifiSpecifiččnana povrpovrššinaina nosanosaččaa
•• OsobineOsobine enzimaenzima i i nosanosaččaa
•• TemperaturaTemperatura
•• KoncentracijaKoncentracija enzimaenzima

�� SpecifiSpecifiččnana povrpovrššinaina nosanosaččaa
•• NeporozanNeporozan nosanosačč
•• PorozanPorozan nosanosačč

�� MikroporozanMikroporozan
�� MezoporozanMezoporozan
�� MakroporozanMakroporozan ((dijametardijametar veveććii odod 50 nm)50 nm)



�� AdsorpcijaAdsorpcija enzimaenzima nana prethodnoprethodno modifikovanimmodifikovanim
nosanosaččimaima::
•• PrethodnaPrethodna modifikacijamodifikacija nosanosaččaa ččestoesto momožžee doprinetidoprineti

jajaččemem vezivanjuvezivanju enzimaenzima nana nosanosačč. Pored . Pored povepoveććanjaanja
jajaččineine vzivanjavzivanja, , modifikacijamodifikacija nosanosaččaa ččestoesto omoguomoguććujeuje
boljebolje katalitikatalitiččkeke osobineosobine imbilisanogimbilisanog enzimaenzima usledusled
stvaranjastvaranja povoljnepovoljne mikrookolinemikrookoline

•• ObradaObrada nosanosaččaa puferimapuferima
•• ObradaObrada nosanosaččaa rastvorimarastvorima kojikoji sadrsadržžee jonejone metalametala
•• ObradaObrada nosanosaččaa albuminomalbuminom

�� KomercijalnoKomercijalno dostupnidostupni nosanosaččii zaza imobilizacijuimobilizaciju
•• Ne Ne postojipostoji univerzalanuniverzalan nosanosačč, , aliali on bi on bi trebalotrebalo dada

posedujeposeduje osobineosobine kaokao šštoto susu: : velikavelika povrpovrššinaina, , 
mehanimehaniččkaka i i termitermiččkaka stabilnoststabilnost, , odgovarajuodgovarajuććii oblikoblik i i 
veliveliččinaina ččesticaestica, , rezistentnostrezistentnost nana mikrobiolomikrobiološškuku
kontaminacijukontaminaciju, , mogumoguććnostnost dada se se lakolako regeneriregeneriššee..

•• NosaNosaččii se dele se dele premaprema hemijskomhemijskom sastavusastavu nana neorganskeneorganske
i i organskeorganske, a , a premaprema morfolomorfološškimkim osobinamaosobinama nana
neporozneneporozne i i porozneporozne..



NosaNosaččii kojikoji se se koristekoriste zaza adsorpcijuadsorpciju

�� NeorganskiNeorganski nosanosaččii
•• SilicijumSilicijum
•• AluminijumAluminijum
•• ZeolitiZeoliti
•• PoroznoPorozno staklostaklo
•• OksidiOksidi metalametala
•• KeramikaKeramika
•• AktivniAktivni ugaljugalj

�� OrganskiOrganski nosanosaččii
•• CelulozaCeluloza
•• SkrobSkrob
•• DekstranDekstran
•• PolisaharidiPolisaharidi algialgi: agar, : agar, agarozaagaroza, , alginatalginat, , karagenankaragenan
•• HitinHitin, , hitozanhitozan--polisaharidipolisaharidi sasa amino amino grupamagrupama



KovalentnoKovalentno vezivanjevezivanje enzimaenzima nana
ččvrstevrste nosanosaččee

�� StabilniStabilni imobilisaniimobilisani preparatipreparati
�� NemaNema kontaminacijekontaminacije proizvodaproizvoda
�� VelikaVelika raznovrsnostraznovrsnost postupakapostupaka
�� MoguMoguććee reakcijereakcije sasa svimsvim supstratimasupstratima
�� NemaNema difuzionihdifuzionih limitacijalimitacija
�� SkupaSkupa i i slosložženaena metodametoda
�� TeTešškaka optimizacijaoptimizacija uslovauslova ((inhibitoriinhibitori, , 

modifikatorimodifikatori))
�� GubitakGubitak aktivnostiaktivnosti enzimenzim
�� TeTešškaka regeneracijaregeneracija nosanosaččaa



OsobineOsobine kovalentnekovalentne imobilizacijeimobilizacije
enzimaenzima

�� EnzimiEnzimi se se obiobiččnono imobiliimobiliššuu prekopreko amino amino grupegrupe, , karboksilnekarboksilne
grupegrupe, , sulfidrilnesulfidrilne grupegrupe, , imidazolneimidazolne grupegrupe, , hidroksilnehidroksilne
grupegrupe iliili fenolnogfenolnog jezgrajezgra tirozinatirozina..

�� Mali je Mali je brojbroj grupagrupa kojekoje susu tolikotoliko aktivneaktivne dada se se odmahodmah momožžee
pristupitipristupiti njihovomnjihovom povezivanjupovezivanju. . UsledUsled toga, toga, veomaveoma retkoretko
se se nosanosaččii koristekoriste direktnodirektno zaza vezivanjevezivanje enzimaenzima i u i u veveććiniini
slusluččajevaajeva, , trebatreba prethodnoprethodno aktiviratiaktivirati bilobilo nosanosačč, , bilobilo enzimenzim. . 
MetdeMetde kovalentnogkovalentnog vezivanjavezivanja susu obiobiččnono slosložženeene, , skupeskupe i i 
sastojesastoje se se iziz najmanjenajmanje dvedve faze: faze: aktivacijeaktivacije iliili modifikacijemodifikacije
nosanosaččaa i i vezivanjevezivanje enzimaenzima zaza nosanosačč..

�� Pod Pod aktivacijomaktivacijom nosanosaččaa podrazumevapodrazumeva se se izvoñenjeizvoñenje
hemijskehemijske reakcijereakcije izmeñuizmeñu nosanosaččaa i i aktivatoraaktivatora, , pripri ččemuemu se se 
nana njegovojnjegovoj povrpovrššiniini stvarajustvaraju novenove elektrofilneelektrofilne grupegrupe kojekoje
pokazujupokazuju velikuveliku reaktivnostreaktivnost premaprema nukleofilnimnukleofilnim grupamagrupama u u 
molekulumolekulu enzimaenzima..

�� I I neorganskineorganski i i organskiorganski nosanosaččii se se aktivirajuaktiviraju uvoñenjemuvoñenjem
hemijskihemijski reaktivnijihreaktivnijih grupagrupa..



OsobineOsobine kovalentnekovalentne imobilizacijeimobilizacije

�� KovalentnoKovalentno imibilisaniimibilisani enzimienzimi susu stabilnistabilni u u šširokomirokom opseguopsegu spoljnihspoljnih
uslovauslova i i nalazenalaze velikuveliku primenuprimenu u u medicinimedicini i i prehrambenojprehrambenoj industrijiindustriji
gdegde ne ne smesme dodoććii do do kontaminacijekontaminacije proizvodaproizvoda proteinimaproteinima

�� PremaPrema brojubroju postupakapostupaka i i specifispecifiččnihnih agenaseagenase kojikoji se se koristekoriste ovajovaj
metodmetod imobilizacijeimobilizacije raznovrsnijiraznovrsniji je je odod ostalihostalih metodametoda. . 
OdabiranjemOdabiranjem odgovarajuodgovarajuććihih nosanosaččaa i i modifikacijommodifikacijom odreñenihodreñenih
funkcionalnihfunkcionalnih grupagrupa nosanosaččaa i i enzimaenzima mogumogu se se nameskinameski menjatimenjati
karakteristikekarakteristike imobilisanogimobilisanog enzimaenzima..

�� VeomaVeoma je je vavažžnono pripri hemijskomhemijskom vezivanjuvezivanju enzimaenzima zaza nosanosačč dada
uuččestvujuestvuju samosamo one one funkcionalnefunkcionalne grupegrupe u u molekulumolekulu enzimaenzima kojekoje
nisunisu bitnebitne zaza njegovunjegovu aktivnostaktivnost. . BitnoBitno je i je i dada tete grupegrupe budubudu
reaktivnereaktivne, , kakokako bi bi imobilizacijaimobilizacija bilabila selektivnaselektivna I I dabidabi se se odvijalaodvijala u u 
blagimblagim uslovimauslovima pripri kojimakojima neneććee dodoććii do do denaturacijedenaturacije enzimaenzima..

�� NosaNosačč ne ne smesme dada imaima nikakvenikakve reaktivnereaktivne grupegrupe kojekoje bi bile u bi bile u stanjustanju
dada vevežžuu supstratsupstrat, , iliili nekaneka drugadruga jedinjenjajedinjenja. Pored toga, . Pored toga, nana nosanosaččuu
ne ne smesme dada budebude fizifiziččkeke adsorpcijeadsorpcije enzimaenzima kaokao nini adsorpcijeadsorpcije nekeneke
drugedruge supstancesupstance iziz rastvorarastvora..



CiljeviCiljevi kovalentnekovalentne imobilizacijeimobilizacije

�� ImobilisaniImobilisani enzimenzim trebatreba dada zadrzadržžii šštoto viviššee
odod popoččetneetne aktivnostiaktivnosti, , šštoto se se momožžee postipostiććii
nana razlirazliččiteite nanaččineine::
•• IzboromIzborom nosanosaččaa i i metodametoda kojikoji omoguomoguććavajuavaju

blageblage usloveuslove imobilizacijeimobilizacije
•• DaDa se se smanjismanji kolikoliččinaina enzimaenzima vezanogvezanog u u 

nekatalitinekatalitiččkojkoj konformacijikonformaciji ((imobilizacijaimobilizacija u u 
prisustvuprisustvu supstratasupstrata, , proizvodaproizvoda, , inhibitorainhibitora iliili
nekognekog drugogdrugog ligandaliganda))

•• DaDa se se smanjesmanje sternesterne smetnjesmetnje
•• PrimenaPrimena meñuagenasameñuagenasa ččimeime se se omoguomoguććavaava dada

se se enzimenzim udaljiudalji sasa povrpovrššineine nosanosaččaa..



ObuhvatanjeObuhvatanje enzimaenzima nosanosaččemem
�� MetodeMetode imobilizacijeimobilizacije kojekoje se se zasnivajuzasnivaju nana obuhvatanjuobuhvatanju

enzimaenzima nosanosaččemem se se grubogrubo mogumogu podelitipodeliti nana zarobljavanjezarobljavanje
enzimaenzima u u polimernepolimerne matricematrice i i umreumrežžavanjeavanje enzimaenzima
funkcionalnimfunkcionalnim agensimaagensima..

�� SmeSmešštanjetanje enzimaenzima u u trodimenzionalnutrodimenzionalnu mremrežžuu gusto gusto 
isprepletenihisprepletenih polimernihpolimernih lanacalanaca, , kojikoji stvarajustvaraju gel, gel, pripri ččemuemu
matricamatrica gelagela trebatreba dada budebude dovoljnodovoljno poroznaporozna dada krozkroz njunju
mogumogu neometanoneometano dada prolazeprolaze molekulimolekuli supstratasupstrata i i proizvodaproizvoda
reakcijereakcije, a , a dada enzimenzim ne ne momožžee dada napustinapusti matricumatricu i  i  preñepreñe u u 
okolniokolni rastvorrastvor..

�� EnzimEnzim bi bi trebalotrebalo dada budebude ravnomernoravnomerno distribuirandistribuiran unutarunutar
polimerapolimera. . IzmeñuIzmeñu molekulamolekula enzimaenzima I I polimernihpolimernih lanacalanaca
mogumogu dada se se formirajuformiraju jonskejonske i i vodonivodoniččnene vezeveze kojekoje
doprinosedoprinose dada enzimenzim ostaneostane unutarunutar gelagela..

�� ZaZa imobilizacijuimobilizaciju se se najvinajviššee koristekoriste gelovigelovi nana bazibazi
poliakrilamidapoliakrilamida..



UmreUmrežžavanjeavanje enzimaenzima
�� UmreUmrežžavanjeavanje enzimaenzima se se zasnivazasniva nana intraintra-- i i 

intermolekulskomintermolekulskom vezivanjuvezivanju molekulamolekula enzimaenzima i i 
bifunkcionalnogbifunkcionalnog agensaagensa. . MolekuliMolekuli enzimaenzima se se vezujuvezuju meñumeñu
sobomsobom, , iliili sasa drugimdrugim proteinimaproteinima prekopreko bifunkcionalnogbifunkcionalnog
agensaagensa I grade I grade trodimenzionalnetrodimenzionalne agregateagregate kojikoji susu
nerastvorninerastvorni u u vodivodi..

�� AgensiAgensi kojikoji se se najnajččeeššććee koristekoriste susu glutaraldehidglutaraldehid, , bisbis--
diazobenzidindiazobenzidin, , dialdehiddialdehid skrobaskroba, , alifatialifatiččnini aminiamini..

�� Mala Mala primenaprimena oveove metodemetode je je zbogzbog velikogvelikog utroutrošškaka enzimaenzima, , 
a a imobilizovaniimobilizovani preparatpreparat imaima lološšee mehanimehaniččkeke osobineosobine. . 
MotodaMotoda se se momožžee kombinovatikombinovati sasa adsorpcijomadsorpcijom enzimaenzima nana
ččvrstevrste nosanosaččee I I naknadnomnaknadnom umreumrežžavanjuavanju imobilizovanogimobilizovanog
enzimaenzima bifunkcionalnihbifunkcionalnih agensimaagensima..



SmeSmešštanjetanje enzimaenzima izaiza
polupropustljivepolupropustljive barijerebarijere

�� EnzimEnzim se se smesmešštata izaiza ččvrstevrste
polupropustljivepolupropustljive barijerebarijere, , kojakoja najnajččeeššććee
propupropušštata supstratsupstrat i i proizvodeproizvode reakcijereakcije, a , a 
zadrzadržžavaava enzimenzim u u ograniograniččenomenom prostoruprostoru
((inkapsulacijainkapsulacija enzimaenzima).).

�� AlternativnoAlternativno, , enzimenzim se se nalazinalazi mehanimehaniččkiki
zarobljenzarobljen, , adsorbovanadsorbovan, , iliili kovalentnokovalentno
vezanvezan u u samojsamoj poroznojporoznoj barijeribarijeri
((imobilizacijaimobilizacija enzimaenzima u u membranamamembranama).).



PrimenaPrimena enzimaenzima u u 
industrijiindustriji hranehrane



OsnovneOsnovne komponentekomponente hranehrane

�� BiopolimeriBiopolimeri
•• ProteiniProteini
•• UgljeniUgljeni hidratihidrati
•• LipidiLipidi

�� JedinjenjaJedinjenja malihmalih molekulskihmolekulskih masamasa
•• estriestri
•• monomono-- i i disaharididisaharidi
•• TerpeniTerpeni
•• FenoliFenoli
•• glikozidiglikozidi……



EnzimiEnzimi kaokao aditiviaditivi u u industrijiindustriji hranehrane
�� IzvoriIzvori

•• BiljkeBiljke
•• ŽŽivotinjeivotinje
•• MikroorganizmiMikroorganizmi
•• RekombinantnaRekombinantna tehnologijatehnologija

�� PrednostiPrednosti
•• ““Mild technologyMild technology””
•• VisokaVisoka specifispecifiččnostnost
•• ŠŠirokirok izborizbor enzimskihenzimskih specifispecifiččnostinosti u u prirodiprirodi
•• PrirodniPrirodni ((organskiorganski))
•• NeNe--toksitoksiččnini

�� EgzogeniEgzogeni enzimienzimi
•• ““screeningscreening”” novihnovih enzimaenzima klasiklasiččnimnim tehnikamatehnikama iziz prirodnihprirodnih izvoraizvora
•• Protein Protein ininžžinjeringominjeringom ((in vitroin vitro evolucijaevolucija))

�� EndogeniEndogeni enzimienzimi

�� EndogeniEndogeni inhibitoriinhibitori



OsnovneOsnovne grupegrupe enzimaenzima kojekoje susu
nanaššlele primenuprimenu u u industrijiindustriji hranehrane

�� HidrolazeHidrolaze
•• ProteazeProteaze
•• LipazeLipaze
•• GlikohidrolazeGlikohidrolaze ((pektinazepektinaze i i celulazecelulaze))

�� OksidazeOksidaze i i transferazetransferaze
•• TirozinazeTirozinaze
•• LakazeLakaze
•• PeroksidazePeroksidaze
•• TransaminazeTransaminaze
•• GlukozoGlukozo--oksidazeoksidaze



Lakaza (Lakaza (pp--difenol oksidaza, EC 1.10.3.2)difenol oksidaza, EC 1.10.3.2)

�� Polifenol oksidaza koja sadrPolifenol oksidaza koja sadržži bakari bakar
�� FizioloFiziološška uloga je u sintezi ligninaka uloga je u sintezi lignina
�� IzvoriIzvori

•• BakterijeBakterije
•• GljiveGljive
•• BiljkeBiljke

�� SupstratiSupstrati
•• PolifenoliPolifenoli
•• Metoksi supstituisani fenoliMetoksi supstituisani fenoli
•• DiaminiDiamini…… (ali ne i Tyr!)(ali ne i Tyr!)



Mehanizam dejstva lakazeMehanizam dejstva lakaze



Primena lakaze u industrijiPrimena lakaze u industriji

�� Razgradnja opasnih materija u Razgradnja opasnih materija u 
industrijskim vodamaindustrijskim vodama

�� Proizvodnja vina, piva, sokova i hlebaProizvodnja vina, piva, sokova i hleba
�� Odredjivanje koncentracije Odredjivanje koncentracije 

askorbinske kiselineaskorbinske kiseline
�� Geliranje pektina iz Geliranje pektina iz ššeeććerne repeerne repe
�� BiosenzoriBiosenzori



Upotreba lakaze u proizvodnji vinaUpotreba lakaze u proizvodnji vina

�� Sastav vinaSastav vina
�� EtanolEtanol
�� Organske kiselineOrganske kiseline
�� SoliSoli
�� Fenolna jedinjenja (boja i ukus)Fenolna jedinjenja (boja i ukus)

•• Derivati cinaminske kiselineDerivati cinaminske kiseline
•• Derivati katehinaDerivati katehina
•• AntocijanidiniAntocijanidini

�� Malvidin (monoglukozid antocijanidina, glavni Malvidin (monoglukozid antocijanidina, glavni 
izvor boje u groizvor boje u grožžñuñu))

�� MadeirizacijaMadeirizacija
�� Oksidacija aldehida, amino kiselina i proteina u Oksidacija aldehida, amino kiselina i proteina u 

vinu katalizovana gvovinu katalizovana gvožžñemñem, bakrom, ili enzimima, bakrom, ili enzimima
�� Polifenoli se mogu ukloniti polivinilpolipirolidonom Polifenoli se mogu ukloniti polivinilpolipirolidonom 

(selektivno?)(selektivno?)
�� Madeirizacija se moMadeirizacija se možže spree spreččiti dodavanjem iti dodavanjem 

sumporsumpor--dioksidadioksida

�� Enzimski aditivi u proizvodnji vinaEnzimski aditivi u proizvodnji vina
�� Lakaze Lakaze (pH optimum 2.5(pH optimum 2.5--4, stabilnost u kiseloj 4, stabilnost u kiseloj 

sredini, reverzibilna inhibicija sulfitima)sredini, reverzibilna inhibicija sulfitima)
�� TanazeTanaze
�� FenolazeFenolaze
�� AntocijanazeAntocijanaze

�� Imobilizovani enzimiImobilizovani enzimi



�� Stabilizacija pivaStabilizacija piva
�� Uklanjanje fenola i viUklanjanje fenola i višška kiseonikaka kiseonika

�� Odreñivanje askorbinske kiselineOdreñivanje askorbinske kiseline
�� Na bazi inhibicije oksidacije 2,3Na bazi inhibicije oksidacije 2,3--diaminofenazinadiaminofenazina

�� Uklanjanje kiseonika iz proizvoda na bazi Uklanjanje kiseonika iz proizvoda na bazi 
ulja (majonez i sl.)ulja (majonez i sl.)

�� PoboljPoboljššanje ukusa anje ukusa ččokoladeokolade
�� Proizvodnja hlebaProizvodnja hleba

�� PoboljPoboljššava mehaniava mehaniččka svojstva glutenskih struktura ka svojstva glutenskih struktura 
(pove(poveććava se volumen i mekoava se volumen i mekoćća)a)



Upotreba oksidaza u proizvodnji Upotreba oksidaza u proizvodnji 
hleba i peciva: molekularne osnovehleba i peciva: molekularne osnove

�� Tokom meTokom meššanja testa nastaje kompleska anja testa nastaje kompleska 
kvaternarna struktura (gluten) koja se sastoji od kvaternarna struktura (gluten) koja se sastoji od 
kovalentno povezanih gluteninskih podjedinica. kovalentno povezanih gluteninskih podjedinica. 
Veze koje uVeze koje uččestvuju u gradjenju ovih struktura su estvuju u gradjenju ovih struktura su 
disulfidne i ditirozin veze.disulfidne i ditirozin veze.

�� HMW gluteninska podjedinica je mase 65 HMW gluteninska podjedinica je mase 65 –– 120 120 
kD i veoma kompleksne strukture.kD i veoma kompleksne strukture.





Peroksidazom indukovano Peroksidazom indukovano 
ukrukrššteno povezivanje tirozina i teno povezivanje tirozina i 

ferulinske kiselineferulinske kiseline

�� In vivo, peroxidaza ukrIn vivo, peroxidaza ukrššteno povezuje teno povezuje 
komponente komponente ććelijskih zidova biljaka preko elijskih zidova biljaka preko 
ferulinske kiseline esterifikovane ferulinske kiseline esterifikovane 
polisaharidima. Ovaj enzim deluje i na polisaharidima. Ovaj enzim deluje i na 
tirozin. U smetirozin. U smešši proteina i saharida, i proteina i saharida, 
mogumogućće su homoe su homo-- i heteroveze izmedju i heteroveze izmedju 
tirozina i ferulinske kiseline.tirozina i ferulinske kiseline.



Brzina konverzije razliBrzina konverzije različčitih supstata itih supstata 
peroksidazomperoksidazom









Transglutaminazom indukovano Transglutaminazom indukovano 
ukrukrššteno povezivanje proteina brateno povezivanje proteina braššnana











Uticaj transglutaminaze na fizikoUticaj transglutaminaze na fiziko--
hemijske osobine proteina mlekahemijske osobine proteina mleka

�� Transglutaminaza (TGaza) je enzim koji katalizuje acil Transglutaminaza (TGaza) je enzim koji katalizuje acil 
transfer sa glutamina na slobodnu amino grupu (transfer sa glutamina na slobodnu amino grupu (αα ili ili εε--
amino grupu lizina). Na taj naamino grupu lizina). Na taj naččin se formira izopeptidna in se formira izopeptidna 
veza veza εε--((γγ--glutamil) lizin, koja moglutamil) lizin, koja možže da bude inter, ili e da bude inter, ili 
intramolekulska.intramolekulska.

�� Intermolekulska veza koja tako nastaje je odgovorna za Intermolekulska veza koja tako nastaje je odgovorna za 
fenomen ukrfenomen ukršštenog povezivanja proteina tokom tretmana tenog povezivanja proteina tokom tretmana 
ovim enzimom, proteina mleka, braovim enzimom, proteina mleka, braššna, ili mesa. na, ili mesa. 

�� UkrUkršštenoteno--povezani proteini tih namirnica imaju bolje povezani proteini tih namirnica imaju bolje 
mehanimehaniččke osobine i lakke osobine i lakšše se dalje obradjuju.e se dalje obradjuju.













Dejstvo lakaze i transglutaminaze Dejstvo lakaze i transglutaminaze 
na proteine mesana proteine mesa





ProteinProtein--polisaharid heteroaduktipolisaharid heteroadukti







KliniKliniččki aspekti ki aspekti 
enzimologijeenzimologije



Odredjivanje enzimskih Odredjivanje enzimskih 
aktivnosti za kliniaktivnosti za kliniččku dijagnozuku dijagnozu

�� Enzim bi trebalo da bude prisutan u krvi, urinu Enzim bi trebalo da bude prisutan u krvi, urinu 
ili nekom lako dostupnom tkivnom fluidu. ili nekom lako dostupnom tkivnom fluidu. 

�� Enzimski test bi trebalo da bude jednostavanEnzimski test bi trebalo da bude jednostavan
�� Razlike u enzimskoj aktivnosti izmedju Razlike u enzimskoj aktivnosti izmedju 

normalnog i patolonormalnog i patološškog stanja bi trebalo da kog stanja bi trebalo da 
budu dijagnostibudu dijagnostiččki znaki značčajne uz dobru korelaciju ajne uz dobru korelaciju 
izmedju enzimsizmedju enzimskke aktivnosti i patoloe aktivnosti i patološškog stanjakog stanja

�� PoPožželjno je i da je enzim dovoljno stabilan.eljno je i da je enzim dovoljno stabilan.

Enzimi su prisutni u serumu kao:Enzimi su prisutni u serumu kao:
•• plazmaplazma--specifispecifiččni enzimi;ni enzimi;
•• plazmaplazma--nespecifinespecifiččni enzimi.ni enzimi.



�� inicijalna dijagnostika;inicijalna dijagnostika;
�� prapraććenje toka bolesti;enje toka bolesti;
�� prapraććenje odgovora pacijenta na tretman.enje odgovora pacijenta na tretman.

Idealno je pratiti aktivnost u serumu enzima koji je Idealno je pratiti aktivnost u serumu enzima koji je 
visoko tkivnovisoko tkivno--specifispecifiččan (kiselaan (kisela--fosfataza u fosfataza u 
prostati ili acetilprostati ili acetil--holinesteraza u eritrocitima)...holinesteraza u eritrocitima)...

Neki enzimi imaju tkivnoNeki enzimi imaju tkivno--specifispecifiččne izoenzimske ne izoenzimske 
formeforme (laktat(laktat--dehidrogenaza) koje je mogudehidrogenaza) koje je mogućće e 
razlikovati elektroforezom.razlikovati elektroforezom.



Odreñivanje enzimske aktivnosti Odreñivanje enzimske aktivnosti 
pri postavljanju klinipri postavljanju kliniččke ke 

dijagnozedijagnoze





KliniKliniččka enzimologija bolesti ka enzimologija bolesti 
jetrejetre

�� Aspartat aminotransferaza (SGOT), alanin Aspartat aminotransferaza (SGOT), alanin 
aminotransferaza (SGPT), alkalna fosfataza i aminotransferaza (SGPT), alkalna fosfataza i γγ--
glutamiltransferaza.glutamiltransferaza.

�� Laktat dehidrogenaza i izocitrat dehidrogenaza.Laktat dehidrogenaza i izocitrat dehidrogenaza.
�� Ornitin karbamoiltransferaza.Ornitin karbamoiltransferaza.
�� Oboljenja jetre: hepatitis (viralni ili toksiOboljenja jetre: hepatitis (viralni ili toksiččni), ni), 

ciroza, primarni i sekundarni tumori jetre, ciroza, primarni i sekundarni tumori jetre, 
obstrukcija obstrukcija žžuuččne kese, tumori... Akutna, ne kese, tumori... Akutna, 
intermitenta ili hroniintermitenta ili hroniččna stanja.na stanja.

�� Aktivnost aminotransferaza tj. odnos SGOT i Aktivnost aminotransferaza tj. odnos SGOT i 
SGPTSGPT

�� Alkalne fosfataze su prisutne u jetri i kostima, Alkalne fosfataze su prisutne u jetri i kostima, 
izoenzimske forme...izoenzimske forme...



KliniKliniččka enzimologija bolesti ka enzimologija bolesti 
jetrejetre

Aktivnost alkalne fosfataze je praćena merenjem hidrolize p-nitrofenil fosfata. 

Aktivnost γ-glutamiltransferaze je praćena merenjem intenziteta otpuštanja p-

nitroanilina kad se γ-glutamil-p-nitroanilid upotrebljava kao jedan od supstrata. 

p-nitroanilin apsorbuje na 400 nm



AP/SGPT odnos...
γ-glutamiltransferaza – hronični alkoholizam (ciroza jetre), metastaze...



KliniKliniččka enzimologija bolesti ka enzimologija bolesti 
srcasrca

Kreatin kinaza (izoforme, 
osim CK-3 (MM tip) iz 
skeletnih mišića, ima i oko 15 
% CK-2 (MB tip) izoforme), 
SGOT i laktat dehidrogenaza 
(takodje se prati izoenzimski 
profil).

SGOT/SGPT u miokardu je 
20-25, a u jetri 3-
5...Medjutim, CK i GT su 
precizniji pokazatelji.



αα--AmilazaAmilaza
�� -- Pankreas i pljuvaPankreas i pljuvaččne ne žžlezdelezde
�� -- Akutni pankreatitis (20Akutni pankreatitis (20--30 puta)30 puta)
�� -- HroniHroniččni pankreatitis ili karcinom pankreaza ni pankreatitis ili karcinom pankreaza –– malo povimalo poviššen nivo.en nivo.
�� -- Zbog niske Mm (49 kD) moZbog niske Mm (49 kD) možže se detektovati i u urinu (kao i e se detektovati i u urinu (kao i 

uropepsinogen).uropepsinogen).
KreatinKreatin--kinaza i fruktozokinaza i fruktozo--bisfosfat aldolazabisfosfat aldolaza
�� -- Oboljenja skeletnih miOboljenja skeletnih miššiićća (distrofije), izoenzimkski profil CKa (distrofije), izoenzimkski profil CK
Alkalna fosfatazaAlkalna fosfataza
�� -- Veliki broj izoformi. Nalazi se u velikom broju tkiva: intestinVeliki broj izoformi. Nalazi se u velikom broju tkiva: intestinalni alni 

epitelijum, bubrezi, kosti, leukociti, jetra i placenta.epitelijum, bubrezi, kosti, leukociti, jetra i placenta.
�� -- Tri tipa: placentalni (termostabilan), intestinalni i iz drugihTri tipa: placentalni (termostabilan), intestinalni i iz drugih tkivatkiva
Kisela fosfatazaKisela fosfataza
�� -- Nalazi se u velikom broju tkiva: jetra, slezina, eritrociti i pNalazi se u velikom broju tkiva: jetra, slezina, eritrociti i prostata.rostata.
�� -- VaVažžan za dijagnostiku kancera prostate.an za dijagnostiku kancera prostate.
�� -- Veoma je labilan, kontaminacija usled lize eritrocita (inhibiciVeoma je labilan, kontaminacija usled lize eritrocita (inhibicija tartaratom ja tartaratom 

i formaldehidom).i formaldehidom).
�� -- ProstatiProstatiččni enzim je veoma specifini enzim je veoma specifiččan za timoftalein fosfat.an za timoftalein fosfat.



Otkrivanje & znaOtkrivanje & značčaj enzimske aj enzimske 
deficijencije (nedostatka)deficijencije (nedostatka)

�� Za detekciju oboljenja se redje Za detekciju oboljenja se redje 
koriste enzimski testovi koriste enzimski testovi –– detektuju detektuju 
se metaboliti (fenilketourija se se metaboliti (fenilketourija se 
detektuje merenjem fenilpiruvata u detektuje merenjem fenilpiruvata u 
urinu ili krvi).urinu ili krvi).

�� Neke urodjene greNeke urodjene grešške u metabolizmu ke u metabolizmu 
su relativno nesu relativno nešškodljive (albinizam, kodljive (albinizam, 
alkaalkapptonurija), ali druge se moraju tonurija), ali druge se moraju 
detektovati rano da bi se detektovati rano da bi se šštetni efekti tetni efekti 
defekta spredefekta spreččili na vreme. ili na vreme. 
Fenilketourija i galaktozemija npr.Fenilketourija i galaktozemija npr.



Otkrivanje & znaOtkrivanje & značčaj enzimske aj enzimske 
deficijencije (nedostatka)deficijencije (nedostatka)



Otkrivanje & znaOtkrivanje & značčaj enzimske aj enzimske 
deficijencije (nedostatka)deficijencije (nedostatka)

Kod fenilketourije nedostaje enzim fenilalanin-4-monooksigenaza koji 
katalizuje reakciju:



Zbog toga se 
Phe 
razgradjuje 
putem 
minornog 
mehanizma 
preko 
gradjenja 
fenilpiruvata 



Kod galaktozemije 
deficijentni enzim 
je galaktozo-1-
fosfat 
uridiltransferaza. 
Ovaj enzim je 
prisutan u brojnim 
tkivima, 
uključujući 
eritrocite. Detektuje 
se testom na 
liziranim 
eritrocitima.



Najčešća urodjena bolest koja deluje na eritrocite je deficijencija 
glukozo-6-fosfat dehidrogenaze. Manifestuje se kao hemolitička 
anemija indukovana snižavanjem nivoa glutationa (nakon tretmana 
lekovima koji inhibiraju ovaj enzim koji je prisutan u veoma malim 
koncentracijama). Snižava se intracelularna koncentracija NADPH 
koji je neophodan za redukciju oksidovanog glutationa. 



�� Drugi primer osetljivosti na lekove koja je povezana sa urodjenoDrugi primer osetljivosti na lekove koja je povezana sa urodjenom m 
deficijencijom je u sludeficijencijom je u sluččaju serum holinesteraze aju serum holinesteraze 
(pseudoholinesteraza). Sukcinil holin (mi(pseudoholinesteraza). Sukcinil holin (miššiiććni relaksant) u sluni relaksant) u sluččaju aju 
deficijencije pseudoholinesteraze se ne razgradjuje normalno i deficijencije pseudoholinesteraze se ne razgradjuje normalno i 
daleko dudaleko dužže deluje nego kod normalnih subjekata. Ovaj enzim kod e deluje nego kod normalnih subjekata. Ovaj enzim kod 
deficijentnih osoba ima daleko videficijentnih osoba ima daleko viššu Km za sve testirane supstrate u Km za sve testirane supstrate 
nego normalna forma ovog enzima. nego normalna forma ovog enzima. 



Upotreba enzima radi                      Upotreba enzima radi                      
odreñivanja koncentracije odreñivanja koncentracije 

metabolita od klinimetabolita od kliniččkog znakog značčajaaja

Metablit se enzimski transformiše u proizvod čija koncentracija se odredjuje 
spektrofotometrijski. Visoka specifičnost enzima omogućava odredjivanje metabolita u 
prisustvu brojnih drugih supstanci u urinu ili serumu.
Kuplovane reakcije omogućavaju pomeranje ravnoteže na desno tj. u povoljnom smeru. 
Takodje, moguće je i hemijski ukloniti proizvod enzimske reakcije.



Upotreba enzima radi                      Upotreba enzima radi                      
odreñivanja koncentracije metabolita odreñivanja koncentracije metabolita 

od kliniod kliniččkog znakog značčajaaja

2-oksoglutarat reaguje sa hidrazinom...



Odredjivanje gOdredjivanje glukozlukozee u krviu krvi



MokraMokraććna kiselinana kiselina



Urea Urea 



Holesterol, holesterolski Holesterol, holesterolski 
estri & trigliceridiestri & trigliceridi

Merenje nivoa serumskih triglicerida u plazmi i serumu je korisno pri 

praćenju toka dijabetesa, nefroza i obstrukcije žuči. Merenje se može vršiti I 

enzimski, obično nakon alkalne hidrolize triglicerida. Glicerol koji se tako 

dobija se može odredjivati u testu koji koristi sledeći kuplovani sistem:



Ostali metabolitiOstali metaboliti




