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YBOJIHUK

Crurocmo 1 fio mecTor 6poja y oBoM rogumTty. To
KOHCTaTyjeMO Kako OMCMO HCTaKJIH ia CMO yCIIeIu y
HaCTOjambnMa f1a Xemujcku iipezaed U3Na3u peoBHO,
6e3 1BoOpoja, OTHOCHO 1o 6 OpojeBa roguimke. Tako
Hero o6ehanmu cMo y YBonHuKy 6Gpoja 1 u3 oBor (41.)
TOfIUIITA, a €BO, Ha KPajy POAMHE, CA0IITaBaMO 1a CMO
obehame reryHmTn. Mopamo 1a pu3HaMo 1a HaMm Gpo-
jeBU HECY 6alll M3TIA3UIIN Y TEMITY KOjH CMO NPUXKEIHKH-
BaJIW, OJHOCHO KaKO cMo mranupai (6p. 13a gebpyap,
a 3aTUM , PEIOM: allpuiL, jVHH, cenTeMbap, HoBembap u
menemoGap ), aju cMO CUTYpHH fa hiemo, HapejjHe rofuHe,
noctrhy 1 mect 3aceGHUX OpojeBa M peryJapHOCT U3-
naxema. O cBUM npobiaeMuMa Koje CMO MMaHd Y Be3n
ca (puHaHCHpamkeM M3N1aXkKeHha TOKOM OBE F'OJUHE OBOM
npuinnkoM Hehemo. BaxkHo je fa cMo ycnenupja pegos-
HO M3/1a31MQ

Jla i ce noBehao 6poj mpeTiuraTHUKA? YWIiaHOBa ?

* %
%

Ha oBoM MecTy 1 y 0BO BpeMe Tpebaiio Ou ja ce
TIOJICETHMO JIa je TOIMHA Ha UCTEKY, a TuMe 1 Barma wia-
HapuHa 3a CpICKO XeMUjCKO IpyIITBO, Kao u Bamia
npeTiuiaTa Ha Xemujcku iipezaed. OBaj Majy nacycy
YBopHEKY TpeOa Ia OCIYKU U KaO IIOJICETHUK Jia LIITO
npe HamupuTe wiaHapuny Ha 2001. roguHy, a TUME U fa
06e36enuTe CBOj IMIHU pUMEpaK Xemujckoziipezae-
Oa. [lomumse ce ma 6u unanapuaa 3a 2001. roguHy Tpe-
6anopa 6ynae300 quHapa, ami he KOHa4YHa OJTyKa O TO-
Me OUTH JOHETa Ha cacTaHKy YIIpaBHOT ofbopa [Ipyui-
TBa.

*

40. CaBeTroBame CpIICKOT XEMHjCKOT IPYILITBA OAp-
xkahe ce 18. u 19. janyapa 2001. roguae y HoBom Capny.
Ha ceguuu Ipencepummra CX] joHeTa je omiryka
Ia BHCHHA KoTH3anyje 3a wianoBe CX]I 3a 0By MaHU-
decranmjy 6yae S00 nuHapa, a 3a He-uaHoBe 600 nuHa-
pa (Beprma—3aBectn uz CX]1.)

* *
*

XeMujcKu TIpersiefiiMa HeKH CBOj YCTabeH U3IIIET,
anu ce Tpynu aaOyne ppekcuOniaH u 1aHe podyje cor-
cTBeHOj opMH. Y OBOM Opojy MOjaBibyjy caMo ABa
o0uMHa, any 10 HallleM MUIIJbEHY BeoMa HHTepecaH-

THA ¥ aKTyeJHa WiaHKa Koju Beh nmopyxe vekajy fa Oy-
Iy OflITaMIIaHK. 300r 0Boray oBoM Opojy HeMapyopH-
ke Becru u3 mikona, Becru 3a mikone. Mebytum, Behy
cneneheM Gpojy mojaBuhe ce [pyru feo wiaHka o 3Ha-
By XeMHje Ha IPUjeMHOM UCIHUTY Ha XeMHjcKoM a-
kynrery y beorpany, on Iparune lllummosuh, koju Be-
POBaTHO HIITYEKYjeTe.

&

Py6puka Juckycnony hopyM IO CBOjOj PUPOJH je
HOBPEMEHA, Kajia UMa IOTpebe a ce cydesie pa3iduuTa
[JIEAUIITA HA CTPYKOBHO PEJIEBAHTHE TEME.

Ha Texcr npod. YekoBuha, Koju j€ IOKPEHYO MHO-
ro aKTyeJIHUX W BaXKHUX MpobiieMa OKO XeMmHuje Kao
CTpyKe Huje OMiIo mucaHux KoMeHnTtapa. ToHac uyny, jep
BpeMe Kpo3 KOje TPEHYTHO (a ¥ MaJIo Iy>Ke ) IPOJIa3uMO
HHje BpeMe Y KOMe CBaKO MOXKE J1a 3KWBH (CaMO) MUPHO
panehn mocao 3a Koju ce IIKOIOBAO.

* *
*

U oBe ropuHe, Kao U 'y NpOTEKIUX 8 TOfMHA, Y HO-
BeMOpy Mecely Tpebaio je na ce oppsku CBeuaHa ro-
puimba cegauna Cprickor xemujckor apymrsa. OHa he
6uTu oipkaHa 7. meuem6pa. Y Bectima n3z CXJI Hahn
here Heke off moylaTaka 0 OBOj MaHM(PECTALIHjH.

* *
*

IToueTtkom jecenu 2000. roguae CX]I nocraio jeje-
[laH Off cyopraHmusartopa y kpeupawy Oyayher Llentpa
3a pa3Boj Ujeja aKTUBHOT yYeHa y HACTaBH xeMuje. Y
MHUILMpaKky U CTBapamy OBAKBOT LeHTpa, ceM CX]l-a,
yuectyjy jour YHUIIE®- Kannenapuja y Beorpapy,
HMucryTyT 32 nicuxomornjy ®uimozodekor akynrera y
Beorpany u Xemujcku pakynrer YHusep3ureta y beo-

rpapy.

%

Y HekuM of HapeHUX GpojeBa XeMUjCKOT Tperdie-
Ia 06e36enuheMo BHIlIE TOjaTaKa O OBOj aKTUBHOCTH.

Pepakmja XTI
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rujesa 4, beorpan, Jyrociasuja

INPUMEHA MEMBPAHCKUX TEXHUKA Y METOJAMA
XEMUNJCKE AHAJ/IN3E
I IEO: PABBUJEHE TEXHUKE

YBOA

Y papy je gaT nperseq pa3BUjeHUX U OTEHIIH]jall-
HIX MeMOpaHCKHIX METOfa KOje ce IPUMEY]y Y aHIIH-
THYKO] XEMUjH, ca IOCEOHNM HarJlackoM Ha IPUMEHHU
MeTofie MeMOpaHCKe eKcTpakuuje 1 MeMOpaHcKe af-
copIyje 3a KOHIIEHTpUcamke 1 ofpebuBame aHamuTa 13
BeOMa pa30IakeHNX pacTBopa.

Y npBowMm fieny pajia onmcaHe Cy pa3BHUjeHEe MEM-
OpaHCKe TEXHMKE 3a OflBajalbe aHAJINTA U3 CIOXKEHE
OCHOBE (MaTpHIIe ) HEIOTOJHE 32 AHANU3Y ¥ KOHI[CHTPH-
cambe aHAJINTA U3 BeoMa pa30iIakeHIX pacTBOpa.

C 00631poM fia cy IIpoLecy OfijaBarba HEleJbIBY JIEO
KBaJIUTaTUBHE ¥ KBAHTUTATUBHE XEMUjCKE aHAJIU3E, JIO-
rUYHa Iocieauia 6p3or pa3Boja MeMOpPaHCKUX cerapa-
I[MOHUX TEXHUKA je ’bUXOBa CBe ueltha NpuMeHa y aHa-
JIUTUYKO] XEMUJH.

ITpumena MeMOpPaHCKUX METO/IA Y AaHATTUTUIKO] Xe-
MUjU MOXKeE Ce cariief]laTH y iBa IpaBla:

1. Jeman op Moryhux je pa3Boj MEMOPaHCKUX METO-
71a 3a U3Bajabe YUCTe KOMIIOHEHTE U3 CIIOXKEeHe MaTpH-
1€ HETIOT'OffHE 3a aHANU3Y, y OOJIMKY IOTOJHOM 32 Mepe-
1a KOHILIEHTpalje JaTe KOMIIOHEHTE, OUIIO0 AUPEKTHO
WITH HAKOH ofiroBapajyhe npunpeme (MeMOpaHcKa jie-
CTHWJIalyja, IepBanopanyja, [ujanusa, MeMOpaHcKa eK-
CTpakiyja 4 mepTpakiuja). Buirectpyku MeMOpaHCKH
KOHTAaKTOPH MOTY YCIIEIITHO 1a ce PUMEHE 3a CUMYJITa-
HO pa3/Bajame 1Ba W BUIIIE AaHAIUTA U3 HbUXOBUX CMe-
nia.

2. [Ipyra MoryhHOCT je pa3Boj MEMOPaHCKHUX MPO-
1ieca 3a KOHLEHTPHCAhe BeoMa pa30ilaXKeHUX pacTBopa
HCIUTHBAHOT pacTBOPKa (jOHO-M3MEemBaUKe MeMOpa-
He, MeMOpaHCKa eKCcTpaKlija i nepTpakiuja, MeM-
OpaHcKa alcopIiyja 1 nepcopIiyja, MeMOpaHcKa af-
copriyja ut.).

OJABAJAILE AHAJINTA

Y npBoM cy4ajy, Jakiie Kajja je y IATamy ofBaja-
€ aHAJINTA, NCTPaKuBama Cy Hajuenthe pabeHa y mu-
Jby pa3Boja ceH30pa Koju (PyHKIMOHUITY Ha 0a3 celeK-
THBHOT TPAHCIIOPTa aHAJIMTa KPo3 MeMOpaHy [0 OAro-

122 Xemujcku tipezaeo

Bapajyher nerekropa. 1930. ronune Makinec (Mac-
Innes) je mpBu MyT MPaKTUYHO HPUMEHHO JJaHAC He3a-
MEHJBUBY CTaKJeHY eJIeKTPoay 3a fupekTHa pH-me-
TpHjcKa OJHOCHO IIOTEHIMOMETpHjcKa Mepersa . [Tojapa
CTaKJIeHe eJeKTPOJie, Koja MPeACTaBiba CeIEKTUBHY
MeMOpaHy IIPONyCT/BUBY IIPaKTHYHO camo 3a H;0" jo-
He, IOKPeHyJIa je pa3Boj MEMOPAHCKUX jOH-CEJIEKTUB-
HUX €JIEKTpOJia 3a pa3He joHe “. Tako faHac uMaMo He-
KOJIMKO TUIIOBA €J1eKTPOAA ca YBPCTOM MEMOPAHOM ,
Kao gl 4HeK0JII/IKo THUIIOBA €JIEKTPOJA €A TEYHOM MeMOpa-
HOM™".

Cneneha npuMeHa MeMOpaHCKHUX TEXHHUKA Y aHAJIH-
THIM BpefiHa moMeHa je cBakako ITEPMC meTona, of-
HOCHO IlepMeabmiTHa MeMOpaHCKa MaceHa CIIeKTpoMe-
Tpuja. OBfie NponycT/biBa MeMOpaHa CIIy>KHU 3a CeJIeK-
THUBHO y30pKOBamhe KOMIIOHEHATa CMEIIe KOja Ce aHa-
JIM3Wpa MaceHNM CIIEKTpoMeTpoM. PasyiBajame Komro-
HeHaTa IIPUIAKOM y30pKOBama Of[BHja ce yCIey] pa3iu-
ynTe Op3MHE NpoNlacka KOMIIOHEHaTa Kpo3 MeMOpaHy,
a Kao Nocleunna pa3InyuTIX BpeTHOCTH Koedulyje-
HATa paclojiesie KOMIIOHEHATa Y MeMOPaHCKOj (hasm> .
PazBojy ITEPMC meTope npeTxoimia je npuMeHa MeM-
OpaHa, HajuenThe CHIIMKOHCKHX, 32 TIOBE3WBAHE Mace-
HOT CIIEKTPOMETpa ca TaCHAM XpoMmaTorpagom Koju je
pa3aBajao KOMIIOHEHTE CMeIlle Pafy BIXOBE HICHTH-
¢ukanyje. [[pyrum peunmMa, racHe KOMIIOHEHTE HEKe
racHe cMellle WK CIapbiuBe KOMIIOHEHTE HeKe TeUHe
CMellle HajIipe Cy pas3fBajaHe TEXHNKOM racHe XpOMaTo-
rpaduje, a 3aTUM Cy , TAKO pa3[iBOjeHe, MPOIYyIITaHe
KpO3 MeMOpaHy y BaKyM CUCTEM MacEeHOT CIIEKTpOMe-
Tpa pajgu upeHTuduKanuje. MemOpaHna je ciyxmnia
MCKIBYUMBO 32 KOHIICHTPUCAHE KOMIIOHEHATA JIO KOJIH-
uKHe HeoNXoHe 3a uaeHTnduKanujy>”. Y6p3o0 3atum
je ycaenuo pa3Boj MeMOpaHCKuX ypebaja 3a paspiBaja-
e U CEJIEKTHBHO Y30pPKOBake KOMIIOHEHATA CMeEIIIe,
LITO j€ IOBEJIO JIO eNMMUHUCAaka OoTpede 3a TaCHUM
xpomaTorpacgom. Tako je Hacrana MUMC TexHuka
(Membrane Introduction Mass Spectrometry)'°. TTorop-
HOM XE€MU]jCKOM MOI(pIKAIMjOM MaTepHjasa 3a u3pajy
MeMOpaHa koje ce kopucre y MMMC Texuunu Moryhe
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Cnuka 1. a) lllema MmemOpaHckor ypebaja koju ce Kopucti y nogeonoj MUUMC metonu
6) Kondurypanuja cucrema 3a Meperne mogeonom MMUMC meTogoM

je OCTBapHUTHU BUCOK CTEIIEH CENIEKTUBHOCTH Y30pPKOBa-
’ba KOMIOHeHaTa cMenle. I1o aHamoruju ca nojeoHoM
xpoMmartorpadujoM, 0Ba HOBa METOia je Jo0niIa Ha3uB
nogeona MMUMC meTtona. Ha e 1 mpuka3sasa je 1e-
Ma MeMOpaHCKOT ypebaja Koju ce KOpHUCTH y TOfIeOHOj
MUMC meTomn 11

Yen Kcy (Chen Xu) u capagHui cy BpJo YCIEIIHO
NIpUMEHWIN OBaj ypebaj 3a ogpebuBame Beoma Manux
KOHI[eHTpanuja 6en3angexuna y Bogu (10 mg /dm?).
Omnu cy y MeMOpaHCcKoM ypebajy (ciuka 1.a) uHCTAIN-
panu anKuIaMiIH-MOAU(PUKOBaHY LENyI03Hy MeMOpa-
HY KOjy cy m3noxwunu nejcty 0,01 M pacrBopa KOH,
ycieq Jera je gouwio o (hopMupamka IMAHA. 3aTHM CY
Kpo3 MeMOpaHy NPOMYCTHIIN Y30paK BOJIE KOjU CafIp>KU
6ensanpexusi. ImMuHo rpyne y MeMOpaHu Cy XeMHjCKI
Be3asie OeH3aJIeXuyl ¥ Ha Taj HaUMH I'a U3[BOjUJIE U3 BO-
IEeHOT y30pKa. 3aTUM je yCIeuio MponylITambe pa-
CTBOPA XJIOPOBOJIOHIMYHE KUCEIMHE, YCIIEN Yera je OL-
JI0 10 KuceJse Xuppoiun3e uMuHa. To je foBeno o ocio-
6abama O6eH3anexuga U3 MeMOpaHe, y3 HCTOBPEMEHO
KOHI[EHTpHCaHe 10 KoHIeHTpanyje of 10 mg/dm?, mro
je TOBOJBHO 3a ICTEKIH]Y Y MACEHOM CIIEKTPOMETPY.

HcnuTtuBaHa je 1 MOryhHOCT IpIMeHE MUKPOIIO-
po3Hmx MeMmOpaHa 3a (PM3MYKO pa3iBajame peareHca
Of] CTpYyje pacTBOpa 3a aHaJINU3y IPUIUKOM Npahewma
KOHICHTpAaIHja HeKUX PacTBOpaKa y IPOTOIHHUM CHCTe-
MHIMa. Y TOM CIIy4ajy Moryhe je KOHTponucaTy Op3uHy
mo3mpama peareHca (koja je Hajuelrhe BeoMa Maia, pe-
na Bemmumse 10~ dm3/h), momohy nopossocT 1 mosp-
1He MeMOpaHe, KOHLIEHTpaLyje peareHca y pe3epBoa-
Py 4 IpUMEHEHOT I'pafujeHTa nputucka <. Ha Taj Ha-
YHH ce OCTBapyje Mallil yTPOIIaK peareHca, ynpoutheH
je cucreM 3a 03Wpame U OCTBAPEHaA je 3aHeMapJbuBa
KOHTaMUHal}ja CTpyje aHalIu3UpaHe CYICTaHIEe pea-
TEHCOM.

KOHIEHTPUCAIBE AHAJINTA

Jpyru npasar pa3Boja MOr'yhHOCTH IPIMEHE MEM-
OpaHCKUX METOfja Y aHAJIUTUYKOj XEMHUjU j€ KOHIIEHTPH-

Cam€ aHaJINTA U3 BeoMa pa30IakeHuX PacTBOPa, KaKo
6u ce 3a10BOJbIIIY CBE OLITPHjU 3aXTEBHU Y IIOIJIEy KBa-
JMTEeTa MPOU3BOfa, MOCEOHO XpaHe U BOfie 3a muhe, Kao
U 3allITUTE KUBOTHE cpefiuHe. MemMOpaHCcKe MeTofie ce
MOTy YCIIEIIIHO KOPUCTUTH 32 KOHIIEHTPUCAhE TPAroBa
aHaJIUTa aKo ce UCIyHe fiBa ycaosa. [IpBu ycnos je ga
3ampeMuHa y30pKa (HarojHOr pactBopa) OyJie 3HaTHO
Beha of] 3anpeMuHe NpUXBaTHOT pacTBopa. [Ipyru yc-
JI0B je fja ce o6e30equ MOroHcKa cuia Koja he Teparn
aHaJNT Aa ce kpehe kpo3 MeMOpaHy CyIIpOTHO KOHIIEH-
TPalMOHOM I'PAJIUjeHTYy, Tj. U3 paCTBOPa Mambe KOHIICH-
Tpanuje y pactBop Behe konnenTpanumje (“y3BogHn”
OPEHOC).

MebyTrMm, KBAHTUTATUBHYU IIPEHOC aHAINTA KPO3
MeMOpaHy 13 y30pKa y IPUXBaTHU PacTBOP je HEMOTY-
he nocruhu; ymecro Tora cucrem he ycnocraBuTH pas-
HOTEXY Y MOMEHTY KOjH 3aBHCH Off cacTaBa y30pKa U
HPUXBAaTHOT PacTBOPA, IITO KOMIUIUKYje KBAHTUTATHB-
Hy npouenypy. lllTaBuie, Bpeme 3a Koje ce JOCTHKE
paBHOTEXkA YECTO j€ BEOMA IYTo, IITO YAHI METOMly He-
IPaKTUYHOM 3a aHaNIUTH4Ke cBpxe. [la 6u ce To nmpeBa-
3UIIIO0, pa3BUjeHa je KUHeTUYKa MeTofa (hPUKCHOT Bpe-
MeHa 3a KBaHTH(UKOBame pe3y/iTaTa anammse>. Opa
Metofa npefsuba ofpebuBame pakTopa o6orahema
OF y HexoM IponucaHoOM BpeMeHy Tpajama Ipolecaf.
OF ce necpunmie Kao

OF =Cppt/Caup (1)

rae je Cy ¢ MOUeTHA KOHICHTPALHja aHAIUTA ¥
y30pKY, a C, p ¢ KOHICHTpAIUja aHAIATA Y IPHXBATHOM
pacTBopy nociie BpeMeHat. 3a onpebuBame pakTopa
OF KopucTH ce cTaHIapAHU PacTBOP, a HENO3HATH y30-
PpaK ce 3aTUM NOABprasa NpoueAypH MO UCTUM YCIIOBU-
Ma. KoHlieHTpanyja aHanuTa y HEO3HATOM y30pKYy ce
u3padyyHaBa Kao

Cau,0=Capt/ OF 2

AnNTEepHaTUBHO, MOXeE CE KOPUCTUTH KaauOpanuo-
HM idjarpaM NpUIpPEMIbEH Ca CEPHjOM CTaHJapIHUX Pa-
CTBOpa KOju Cy MOABPrHYTHU MIPOLEAYPHU NOJ, IPOIHKCaA-
HEM yCIOBAMA. Y OBOM ciy4ajy Haru6 Kpuse Cy p, ¥
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3aBucHoctH of1 Cy p ¢ ipeficTaBiba (paktop oboraherma
OF.

OBakaB IIPUCTYII AaHAIUTUYKO] IPUMEHN MEMOpPaH-
CKHUX TEXHHKA UCKOPHUIITheH je KOJ| METOJIa Ha IIPHHIIUITY
Ionarose (Donnan) mujanmse'® u MeTona ca TeunuM
MeMOpaHama .

Mertone koje kopucre [lonanoBy nujanu3y: [JoHa-
HOBa fiFjajn3a ce JellaBa Kajia ce jOHO-u3MembUBadKa
TOJTynporycTibuBa MeMOpaHa Habe n3meby y1Ba enek-
TPOJIUTA PA3JIMYUTOr cacTaBa. Y TOM cilydajy he kat-
jOH-M3MemKUBayKa MeMOpaHa IIPOIIYITaTU KaTjoHe, IOK
he ckopo noTnyHo 610KupaTH KpeTame a"joHa. Kpera-
e KaTjoHa Kpo3 MeMOpaHy U3 jefHOT eJIEKTPOIIUTA Y
npyru ofiBujahe ce cBe 0K ce y cucTeMy He YCIOCTaBH
JonaHOBa paBHOTEKa (CIMKa 2), KOja je 3a KaTjoHe A u
B ca HaenekTpucameM Z, OTHOCHO Zp fepuHNCaHA
crenehim m3pasom &

ZylZy _

(Mm% =My, M, 3)

rae M npepcraBba MOTApUTET AATUX KaTjOHA Y paBHO-
TEXKU. YKOJIHKO Cy eJIeKTPOIUTH 1 U 2 pa3iaumyuTe joH-
cke jaunne, nohu he no [ToHaHOBe AWjanu3e, OMHOCHO 10
KpeTama KaTjoHa HaCyIPOT KOHIIEHTPALMOHOM I'Pajii-
JEHTY, a TUME 10 HBUXOBOT KOHIIEHTpHCaha.

|
glektralit 1 AC elektrolit 2 BD
AP B
C?J— -D;'h.

Cnuka 2. lllemaTcku npuka3s [loHaHOBE Jujanun3e.

Pa3MoTprMO KOHKpETaH IIpUMep: y30pakK (eeK-
Tposmut 1), Kora umam 100 cm? 1,0 x10-> M NaCl i npux-
BaTHU pacTBOp (exekTposuT 2), Kora unau 1 cm> 0,1 M
KNO; paspiBojenu cy KaTjoH-U3MEHBUBAYKOM MEMOpa-
HoM. KaTtjorn Na* u K* Mory cimoGogHo fia ce pasMerby-
jy Kpo3 MeMOpaHy u3meby fiBa BojeHa pacTBOpa, JOK ce
opHoc KoHIeHTpamyja a"jona [NO;_|/[Cl-] ne mera To-
koM JlonaHOBe iujanu3se. M3 ycinoBa eaekTpoHeyTpa-
HOCTH 00a pacTBopa clefu fa je 30up KOHIeHTpanyja
KaTjoHa KOHCTAHTaH U jelHaK KOHIEHTPaL}j! OfirOBa-
pajyher aHjoHa y CBaKOM MOMEHTY Jfjajin3e, 1a U y MO-
MeHTy [JoHaHOBEe paBHOTEKE, OTHOCHO [KJ’]1 + [Na+]1 =
10x10°Mu [K* 1, + [Na*], = 0,IM. Ha ocHoBy Gunan-
ca Mace cienu fia je, y JJoHaHOBO] paBHOTeXH, [Na*] 1=
9,9x10-8, [Na*], = 9,9x104, [K*], = 9,%10-5 u [K*], =
9.9x10-2, mrTo je y carsacHocTH ca jegaauunoM (3). To
3HauH f1a je 99% Na* jona nmpenuto u3 y3opka y npux-
BaTHU PacTBOP, OTHOCHO (hakTop oOorahemwa uzHocu 99
(OF =99).

3a KOHIIEHTpUCalke aHjOHa KOPUCTH CE aHjOH-M3-
MemHBayKa MeMOpaHa.

ITpnmvenom [ToHaHOBE AWjasn3e 3a KOHIIEHTPUCAE
U W3]Bajame aHAJINTA U3 CIIOXKEHOT y30pKa Moryhe je
ycaBpIIUTH NocTojehe uin pa3BUTH HOBE aHATUTUYKE
MeToje. 3a fUPeKTHY puMeHy [loHaHOBe fujanuse,
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npaTteha aHanuTHYKa MeTofia Mopa OuTH npuiarohena
3a Mepema y pacTBOpHUMa BeNUKe joHcKe jauune. [o ca-
na je HajBeha maxma nmocBeheHa eIeKTPOXEMUjCKUM
MeTOjiaMa Kao IITO cy HOTCH].[I/IOMCTp{/IJ(iIéG ¥ aMIiepo-
METPHjCKE jOH-CEeIeKTUBHE eJIEKTpoyie ~*° , 3aTUM MyJI-
cHa nosaporpacuja ¥ CTPUIHIHT BoJTaMeTpija 1.

[oHaHoBa AMjanu3a KOMOMHOBAHA je U ca aTOM-
CKO-CIIEKTPOCKOIICKUM ofipebuBamuma y usby Ho607b-
IIaka IpaHulle AeTeKLUje U cenapalyje aHaiauTa of
CYIICTaHIM KOj€ MOTY JIa OMETajy ychcaBame y30pKa u/
WU pacnpliyBame. Pa3zsujenu cy nporodnu ypebaju Ha
npuHnunuMa JloHaHOBe [Hjannu3e 3a KOHTHHYAIHO
y30pKOBaKe KOJI MIIaMEHOT aTOMCKOT allCOPIIUOHOT
cnekrpomerpa’’ (crmka 3)

Cnuka 3. IIporounu ypebaj 3a y3opkoBamwe Ha 6a3u
IonaHoBe ujanuse Koj miameHe A A 0.

1 — y3opak; 2 —nnamen; 3 — Hocehu pacTBop , 4 —
MOJIOXAaj BEHTHIIA 33 NYKEHhe; 5 — MOJI0Ka] BEHTUIA
3a UBbeKkTupame; 6 — Hacduon mem6paHa y 061uKy
CrupaiHe [eBy; 7 — MarHeTHO 3pHO.

AmnanuT npenasu u3 y3opka (1), myrem [JonaHose
Iujan3e, Kpo3 MeMOpaHy y OOJIHKY criipaiHe nesu (6)
y Hocehu (mpuxBaTHH) pactBop (3), KOju CTPyju Kpo3
VHYTPAIIHOCT IEBH ¥ HCTOBPEMEHO CE KOHIICHTPHIIIE.
KonueHTprcanu aHauT yiaa3u y MBeKTOP KOju T'a ycu-
caBa M pacrpliyje y IuIaMeH aTOMCKOT allCOPIIIOHOT
CIIEKTPOMETpA.

JlonaHoBa iujanu3a je Takohe KOMOWHOBaHA ¥ ca
jorcKoM xpomaTtorpacdujom>!. OcHOBHE IPOGIEM KO
ynapuBatba [JoHaHOBE AMjau3€e ca jOHCKOM XpoMaTo-
rpacujoM cTBapaa je BeIrKa jOHCKA jadyrHa KOHIICH-
TPHUCAHOT ENIEKTPOJINTA, IIITO je MPaKTIIHO OHeMoryha-
BaJIO IPIMEHY IeTEKTOpa Ha 6a31 IPOBOAJLUBOCTH.
Oryna cy pa3BHjeHH CYIIPeCcOpPH jOHCKE jaurHe eNIEKTPOo-
nuTa. OBH CyIIPECOPH Y OCHOBH CaJpKe jOHO-U3MEHH-
BauKy MeMOpaHy 2 MITi KOMGHHAIIM]Y jOHO-H3MEH-HBAY-
Ke 1 IIoJIMMepHe MeMOpane 2>, Hajuernthe y 06/MKy mmym-
JbUX BIIaKaHa, yuMe ce noBehaBa KopucHa MOBpIIMHA
MeMOpaHe 110 je[[HULM 3allPEMIHE.

Konuenttipucarbe tipumenom itiesHux membpana

Teuyna MeMOpaHa MoOKe fja ce Te(puHHIIE Kao Ta-
HaK CJI0j TeYHOCTH M3Meby iBe racoBuTe Witk TeuHe (ha-
3e ca KojuMa ce OMTHO He MeTlIa.



PasBujeHa cy gBa riaBHa TUNA TEYHUX MeMOpaHa:
1. IIoBpIIVHCKY aKTUBHE TeuyHe MeMOpaHe (ciuka 4),
rJie MOBPIIMHCKY HAIIOH Ha I'paHUIM (a3a ogpxkasa
MeMOpaHy.

Omne Mory OUTH Y OOJIHKY: - KOHTHHYaJIHe TeYHe
memopane (Bulk Liquid Membrane-BLM) koje ce Ko-
pHUCTe UCKJbYUYMBO 32 (DYHAAMEHTAIIHA UCTPaKUBaba
¢peHOMEHA TpEHOCA, 300T peIaTUBHO BelluKe AeO/buHe
7 MaJle KOHTaKTHe ITOBPIIIHE YAME Ce OCTBapyje BPIIo
Mautu hITyKC pacTBOpKa (ciuka 4 a) u

- emy3uone Teune memopane (ELM). Ogpie je ie6-
JbMHA MeMOpaHe 3HayajHO CMak-eHa, 8 KOHTAKTHA MTOBP-
IVHA ApacTHYHO oBehaHa IMITO Ipy:Ka BeJIMKe MOTrybh-
HOCTH 32 npakTuyHy npuMery ELM y ananutunu 3a
KOHIIEHTpHUCabe aHanuTa (cnuka 4 6).

prilivatmi

uzorak st

a)

e T

o)

Cnuka 4. TToBpIIMHCKY aKTUBHE T€UHEe MeMOpaHe: a)
koHTHHYyanHe (BLM) u 6) emyn3uone (ELM).

2. Imobunvicane Teune MeMOpase (ciuka 5) rje je
MeMOpaHCKa TeYHOCT UMOOUIINICaHa y opaMa HeKOT
YBPCTOI' MEKPOIIOPO3HOT (pUiIMa: - TeuHe MeMOpaHe Ha
Hocady (Supported Liquid Membrane-SLM),

unu u3Meby aBa MuKpornoposHa (puima, Ipa yemy
MeMOpaHCKa TEYHOCT MO3Ke, a He MOpa Jia KBacH CIIOH-
TaHO IOpe: - 00yxBaheHe (3anpeMHUHCKe) TeYHE MeM-
opane (Contained Liquid Membrane-CLM).

Kop oBrx MeMOpaHa ce KOHTaKTHA MOBPIIMHA 3HA-
YyajHO MOXe noBehaTh NPUMEHOM IIOPO3HOT UIMOOHITH-
3aTopa y OONUKY IIYIUbUX BIaKaHa.

[lojenrHEe KOMIIOHEHTE U3 TACOBUTE WM TEUHE
cMellle IPeHoce ce Kpo3 MeMOpaHy y IpUXBaTHY a3y
nytem nudysuje. [Tocroje Tpu rmaBua Tuna qudysuje
Kpo3 MeMOpaHy:

- macuBHa iuy3uja, MpeHOC Mace je y cMepy KOH-
LEHTPaLMOHOT TpaljeHTa

- OJIaKIIIaHU NIPEHOC, IPUMEP IPEeHOCca KUCEOHUKA
73 Ba3yxa y KpB IPEKO XeMOITI00nHa

a)
suplja viakna sa uzorkom
teéna
membrana _ Suplja viakna sa
[1]] pribvatnim rastvorom

Cnuka 5. IMoOmincaHe TeuHe MeMOpaHe: a) TeYHe
MeMOpaHe Ha Hocauy (SLM) u 6)oGyxBaheHe TeuHe
memOpane (CLM).

- KYIUIOBaHH (ylapeHn) MPeHOC CIIMYaH je OJaKIlia-
HOM IIPEHOCY, ¢ 003UPOM fia ce y MeMOpaHu Hasas3| mpe-
HOCHUK. MebyTuMm, y KynjioBaHOM IIpEHOCY KpeTame
jenHe joHCKe BpcTe Kpo3 MeMOpaHy U3a3uBa KpeTame
npyre (W BULIE IPYTUX) jOHCKE BPCTE KPO3 MeMOpaHy
y HUCTOM MJIU y CYIIPOTHOM cMepy. 3axBabyjyhu oBoM
KYIUIOBamY, jeflHa BpPcTa je y MoryhHocTH fia ce Kpehe
HaCympoT CBOM KOHIEHTPAIMOHOM T'PafyjeHTy, O[]
YCIIOBOM [la je KOHIIEHTPAUUOH! I'PajiujeHT CYIpPOTHE
jOHCKe BpcTe OBOJbHO Besnku. OBa “y3BopiHa” qudy-
3Wja UAEHTUYHA je IPOLeCy aKTUBHOT IIpeHoca KOoju ce
ofBHja Kpo3 MeMOpaHe henmja KUBUX OpraHn3ama

3a KOHIEHTpUCalkhe aHAINTa IPUMEHOM TEYHE
MeMOpaHe of 3Havaja je oBaj Tpehu Tun nmpeHoca, OgHO-
CHO KYIUIOBaHU MPEHOC, jep oH 06e36ebyje kpeTame
aHanuTa 3 pa3biaaxkeHor y30pKa y KOHIIEHTPOBAHU
IPUXBAaTHU PACcTBOP. MexaHn3aM OBOT IIOCTYIKA MOXKe
ce 00jaCHITH Ha IPAMeEPY KOHILIEHTpHUCamka GaKpa MpH-
MeHOM pu-xupgpokcu okcuma JIMKC 84 (2-xuppoxk-
CH-5-HOHUIANeTO(DEHOH OKCUM) K20 KOMILIEKCHpa-
jyher cpencrBa (cinuka7.).

IIpenoc jona 6akpa je KymIoBaH ca IPeHOCOM Ipo-
TOHA y cynmpoTHOM cMepy. [Ipema Tome, rpagujeHT pH
Kpo3 MeMOpaHy oMoryhaBa mpeHoc joHa 6akpa U3 y30p-
Ka y IPUXBAaTHH PaCTBOP “y3BOIHO’, OTHOCHO HACYIPOT
KOHIIEHTPAIMOHOM I'PaJIjeHTYy.

anecn (Danesi)24 je pa3BHO jeqHOCTaBaH MOJIEIT
3a “y3BOJIHM” MPEHOC KPO3 TeUHy MeMOpaHy Koja cajip-
KU MOOWJIHY IPEHOCHUK. Y CIIy4ajy IIPeHoca jOHa MeTa-
na y3 momoh xemarupajyher areHca L, Ha rpanutm ¢a3za
y3opak/MeMOpaHa u MeMOpaHa/IpUXBaTHU PacTBOP
opurpasa ce cineneha moBpatHa peakuyja:
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< membrana >

NAPOIJINI RASTVOR; PRIHVATNI RASTVOR
(razbla'eni rastvor Cu (rastvor jake kiseling)
jona)
<€ 2HR stupenj 1
>
CuR; stupanj 2
a——
Cu2+
N stupanj 3
2R <1T— 2H"
< HR stupanj 4
Cu2+ >
2H"
-4

Cnuka 7. lllemarcku npuka3 KOHIEHTPHCamha 6akpa mpuMeHOM Teure memOpane (pactBop LIX 84 y kepo3uHy)
crynmas 1 —Cu?* jou pearyje ca gBa MoJeKyTa Kominekcupajyher cpegcrsa (XP) npu uemy ce

ocinobGabajy na H" jona Ha crpanu pas6naxkeHor ysopka (pH=5);

crynam 2 — Kommiekc CuR, nudyHayje kpo3 MeM6paHy y IpaBIy CBOT KOHIIEHTPALMOHOT TPaJijeHTa;

crynas 3 —Cu?* joH ce usMemyje ca isa H jona Ha cTpanum pacTBopa jake kucenuse (pH = 1);

cTynam 4 — cnobopHu Monekynu HR noBpaTHo nudyHayjy Kpo3 MeMOpaHy.

24 4 IT T — AAlT +
M* +H,L=ML+2H"

rje HaJByYeH cCUMOOIM 03HAYaBajy HEBOJIEHY (MeM-
OpaHncky) pazy. Y ciaydajy Aa je KOHIEHTpaI#ja IpeHo-
CHEKa y MeMOpaHckoj ¢a3u Hajmame 100 myTa Beha op
KOHI[EHTpAI|je joHa MeTasa y y30pKy, M+, onpia ce
(hrryKe MeTaTHOT joHa, J , MOXKe MPEAICTABATH U3Pa30OM:

K,c

J= ——4
K, L+ L %)

a o

rae je K4 koedunumjent pacnogene, ML/[M?*], d, ne6-
JbUHA BOICHOT IU(Y3UOHOT cloja, d, je mebibuHa MeM-
Opane, D, je koedunumjeHT audysuje jora MeTana y Bo-
IeHOM pacTBopy, aD, je koedunmjent qudy3nje Kom-
uiekca y memOpanu. Crenu ia je:

J =kc (6)

aKo Cy UCIymeHn ciefiehu yenmosn: d, je KOHCTaHTHO 3a
KOHCTAHTHY reoMeTpHjy MeMOpancke henmje, KoHCcTaH-
TaH cacTaB MeMOpaHe U KOHCTaHTHY Op3UHYy MeIlama.
pH y30pKa je uinu KoHcaTaHTaH Ui y orcery rae je Ky
KOHCTaHTHO, a pH mpuxBaTHOT pacTBOpa je JOBOJbHO
HM3aK f1a oMoryhaBa IOTIyHY JUCOLMjalijy KOMILIEKca
ML Ha rpanuim MeMOpaHa/IpuXBaTHU pacTBOP.

3a aHaNIUTUYKO KOHIEHTpHCahe IPUMEHOM KUHE-
TUYKe MeToJie (PUKCHOT BpEMEHA HEOIIXOMIHO j€ /ja KOH-
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[EHTpaIyja joHa MeTalla y y30pKy ¢ Oyjie KOHCTaHTHa, a
TO Ce MOCTI>KE TaKo IITO je 3allpeMIHa Y30pKa BeJIHKa
a BpeMe Aujanu3e KpaTko. JJabe je HeonmxXoIHO Ofipenu-
THU IPaHUYHE yCIIOBe y KOjuMa je piryKc J KOHCTaHTaH.
Y Tom cny4ajy he pakrop o6orahema OF 6utu nupek-
THO IPONIOPLIMOHAJIaH BPEMEHY UjajIn3e.

IIpernen npuMeHEHUX TEXHUKA CA TEUHUM MEM-
OpaHaMa 3a KOHI[CHTPYCAE PACTBOPAKa Y AaHAIINTIHIKE
cBpxe aar je Tabenapro y Tabmumm 1.

Taoanna 1. I[IppuMena TeXHnKa ca TETHAM
MeMOpaHaMa 3a KOHIEHTpHCcamke aHAJIATA

AHAIINAT TUII MEM- NPEHO- PE®.
BPAHE CHUK
Cd (I) TPH-H-OKTHII-
METHI aMOHHU-
Cu(II) SLM jyM - xmopun | Uto et al.?s
nonu(rerpac-
U(VI) JTyOpeTHNeH) | GaTOKyNpOHH
TPHU-H-OyTUT
docdar
As(111) SLM, momu- IOofeKaH | Coxet al?®
MPONUIEH
Zn(II) SLM mudernITHo- | Cox et al ¥
kap6a3oH




Am(III), ELM D2EHPA  |Novikov et al
Cf(III) i 28
Cm(II)
U, petke | SLM, cunukon | TBP,D2EHPA, | Giller a2
3eMibe PC-88A

3AK/BYYAK

MerTope ofiBajarmba KOje KOPUCTe IPEHOC Mace Kpo3
MeMOpaHy jolI yBeK HHCY Hallllle IIUPOKY NIPUMEHY Yy
aHaMUTHIKO] Xemuju. HajBuire ce npuMemyjy Metoie
Ha 0a3u JloHaHOBE [ijasin3e U METOMIE Ca TEYHUM MEM-
OpaHaMa U TO yIJ1aBHOM 3a KOHLIEHTPHUCalkE MeTala
IIpe BUXOBOT ofipebuBama. JIako ce ykibydyjy y “on-li-
ne” cucreme U oMoryhaBajy ayTOMaTCKO Y30pKOBathe
ILITO NpYy>Ka OBUM TEXHUKaMa BEJIMKY MOTYhHOCT UHTe-
rpanyje ca THCTPYMEHTAIHIM aHATUTHYKAM METoiaMa
Kao mro cy YB-sugisuBa-ULI-cnekTpodoTomeTpuja,
AAC n MaceHa CIEKTPOMETpH]ja, TaCHA W TE€YHA XpOMa-
Torpacuja.

Abstract

ANALYTICAL APPLICATION OF MEMBRANE TEC-
HNIQUES
PART I: DEVELOPED TECHNIQUES

Slavica Stevanovi¢

Faculty of Technology and Metallurgy University of Bel-
grade, POB 494, 11000 Belgrade, Yugoslavia

A review of developed and potential membrane met-
hods for analytical application is presented with particular
respect to membrane extraction and membrane adsorption
methods for preconcentration and determinationof analytes
in very diluted solutions.

In the first part of the paper trhe developed membrane
techniques for separation and concentration of analytes
from very deluted and complex solutions are described.
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JAHKO OBPATOBHh, Yuusep3uret Lpue T'ope, Ilpuponno-marematuuku akyiarer, Oacek 3a 6uo-

nornjy, I1. ¢pax 211, 81000 Ilogropuua, Jyrociasmja.

PEAKIINJA ITIOINMEPU3AINIE JTAHIOA

MornekynapHu OHOI034 BPJIO YECTO 10JIa3€ y CUTY-
anyjy Aa aHaIM3Mpajy HeKy cekBeHly moiekyna [THK.
ITpu ToM OHU y IpaKCH pajie pa3InIuTe BPCTE aHAJIM3a.
To mory 6utu: yrBpbuBame IpUCYCTBa JaTe CEKBEHIIE Y
y3opky JHK, yrBpbuBame npucycrBa HeKe MyTaLyje y
AHAM3MPAHO] CEKBEHIH (MIPOMEHE Y IPUMAPHOj CTPYK-
typu [THK), onpebuBaie npuMapHe CTPYKType MOJIe-
kyna [IHK wntp. [JaTa cekBeHna Hajuelrhe MpeficTaBba
neo Hekor moiekyina [IHK koju je mHOTO Behnm off cek-
BEHIIEe KOjy Tpeba aHanu3upaT. AHAIN3a HaBe[leHe
ceKBeHIle Omira OM jako OJaKIIIaHa YKOJIMKO OM ce OHa
MoTJIa U30J10BaTu off Apyrux. [la crBap Oype jol Texa,
Y Y30pKYy ce IIOpef] MOJIEKYIa ca XKeJbEHOM CEKBEHI[OM
0OUYHO Halla3U ¥ MHOIUTBO APYTHX MOJIEKYJIa KOjU U He
cafpxe faTy cekBeHly. O6aj uaanax 2060pu o itieXHu-
yu Kojom je mozyhe Hexu xcesmenu Oeo moaekyaa JTHK,
CUHILE30M, YMHONCUTUU U 00OUIU jako seauku 6poj
UOEHTUUUHUX KOUUJA Jce/beHOZ (hpazmeHinia.

Jbyncka hemuja mocenyje 46 xpomosomal koju capp-
ke JTHK monekymre. CmaTpa ce f1a jeqan XxpoMO30M ca-
apxu jegan monekyn JHK y HenpekuHyTOM HU3Y U
pa3nuunTe MIPOTEUHE KOjU Cy BE3aHU 3a bera. TauHuje,
y henmju ce Hanmaze 23 mapa XpoMo30Ma, OTHOCHO 3a CBE
IITO je HOTpeGHO henuju HoCToju ABOCTPYKY 3amuc. Je-
IaH KOMIUTET Off 23 XpOMO30Ma BOJH MOPEKJIO Off OLia, a
npyru o Majke. To 61 3HAUMIIO /12 Y JbY/ICKOj henuju no-
croju 23 paznumanta XxpomMo3oma (y MyIikoj henuju npu-
cyTHa cy 24 pasznuuuta xpomoszoma) ynja JTHK npen-
CTaBJba JbY/ICKU T'eHOM. JbyICKH IeHOM Cafip>Ku OKO 3
Mugjape 6a3HUX IapoBa. AHANIU3UPaTH HEKY JbYACKY
CEeKBEHITy Iy>KuHe of1, Ha mpuMep oko 300 6a3Hux napo-
Ba, KOja je €0 JbYACKOT 'eHoMa HHje HU MaJIo JIaKo jep
oBa cekBeHIia npeycrasiba camo 0,00001 % mator reso-
ma. AKo ce y3Mme y 0063up fia hennja cafgpku y cebu aBa
KOMIIJIETa Off 1o 23 XpoMO30Ma U ia IpUMapHa CTPYK-
typa [IHK y Ta iBa KOMILIeTa HUje Y NOTIMYHOCTH HJIEH-
Tr4Ha (HeKaja je yInpaBo b eKCIEPUMEHTA 1 Ja Ce
YTBPIY Ta pa3jrKa), OH/Ia OBa CEKBEHIIA MOXKeE Ipef-
crassbatu camo 0,000005% MHK cappxane y hennj-
CKOM jerpy (YKOJIHMKO je MPUCYTHA CaMO Y jeTHOM KOM-
mIeTy Xxpomo3oma). M3omoBame OBe CeKBEHIE Off
ocratka [JHK nnu 6ap caMo BeHO yMHOXKaBame, 1ma
TUMe U NoBehame BbeHor yaena y onmroj Macu JJHK
3HATHO O OJIAKIIIAJIO AaHAJIU3Y.

I'ope HaBeqieHU NpO6JIEM PELINO je aMEPUYKU Ha-
yunuk Kepu Mjynuc (Kary B. Mullis) koju je pa3Buo
METOfly peakuiyje nonumepusanyje nanna. Osa MeTona
ce y npakcu Hajuenthe o3HauaBa ckpahenuniom PCR on
eHrseckor Ha3uBa Polymerase chain reaction. PCR mpep-
CTaBJba peIuuKanyjy ogpebene cnenuduyne cekBeHIe
monekyna [IHK in vitro. Ha oBaj HauMH ce yMHOKaBa
(amMmmcummpa) TavHO lehUHICaHA KeheHa CEKBEHIIA,
a He ynTaB MOJIeKyll. OHa ce MOXe MICKOIIMPATH Y BPIIO
BenuKu Opoj konuja. To Moxe OuTH MIUIHjapAy 1a ¥ Xu-
Jbaly Muujapau myta. OBuM Ou KpaTKa ceKBEHI[a iaTa
y rope HaBeJIeHOM NpuMepy O6mJa rnocie fooujama M-
nujapay konuja y 50 myta Behoj KOJIMIMHYU Off OCTaTKa
IHK u3 jenpa, omrocHo y 50000 nyTa Behoj kommunHu
YKOJIMKO OM ce aMILTupuLmpana Xubagy MIIHjapay Imy-
Ta. OBaKO YMHOXKEHY CEKBEHIly MHOTO j€ JIaKIlle aHaJIH-
3upaTu. 3axBabyjyhu oBoMe Hajuelthe HHje TOTpeOHa
yrorpeba pagroaKTHBHOT MaTepyjaja IPIIMKOM aHa-
nu3a. 360r Tora je PCR yHeo mpaBy peBosyniujy y Mo-
nexynapHy 6uonoryjy. [oToBo npeko Hohy aHasm3e Ko-
je cy Omite Hemoryhe Wiy TEIIKO U3BOJUBE MOCTANIE CY
Moryhe, OfTHOCHO 3HAaTHO JIaKIlle U3BOAMBE. 3aXBaJby-
jyhu oBoj MeTonu ypabenu cy pagoBu y obnactu ¢pyHAa-
MEHTATHUX HayKa Off HelpoIekhnBor 3Ha4daja. OHa je
HallIa IPAMEHY 1 Y Ipakcu. Y AMjarHOCTUIN T'eHeT-
CKUX ¥ 3apa3HuX 00JIeCTH, KpIMIHAINCTULY, aHAIA3H
apXeOoJIOUIKKX y30paka (JbY/CKOT, KUBOTHCKOT
OWJBHOT MOPEKJIa) Ka0 U Y FTEHETCKOM HHKEHEPCTBY
PCR je Bpno nonymnapHa MeToa Koja je 4ecTo 1 He3a-
MewuBa. OHa je Beh TOMKO ylIIa y NpakTUYHY yIIO-
TpeOy /1a je n3a3Baiia NpoOMeHy Hekux nocrojehux u mo-
HOIIIEHh¢ HOBUX 3aKOHA Y 3eMJbaMa Ifie ce IPUMEY]e.
OgBo je meTOna KOja je Beh moderna jja Mema HaIly cBa-
KOJHEBHMILY, a Ipef] ’oM je jour Beha 6yayhHOCT.

NCTOPUJAT

Peakmyjy monumepu3sanumje j1aHna pa3Buo je ame-
puuku HayyHuk Kepu Mjynuc, xemudap no crpyuu [1].
OH ce 1979. rogune 3anocmuo y ,,IleTyc kopnopauuju”y
npxapu Kanmudopuuja (Cetus Corporation, Emeryville)
Kao yabopant. Y oBoM npeny3ehy 6aBrO ce CHHTE30M
PpaauoOaKTUBHUX OJUTOHYKJIEOTHAHUX "mpoba" 2. Ose
"mpobe" ¢y KOPHUCTHIN MOJIEKYJIApHH OMOJIO37 Y CBOjIM
ekcrepuMeHTrMa 3a xubpunusanyjy ca JHK Moneky-
JIMa, OJHOCHO 32 HaJIaXKeHhe HEKUX KapaKTePUCTHYHUX

1 Jbyncka TenecHa henuja cagpxku yKynHo 46 xpomo3oma. 23 off BHUX BOJie IIOPEKIIO Off ona, a 23 apyrux og Majke. Moxe ce pehu
may TakBoj henmju mocroju 23 mapa xpomo3oMa. XpoMO30MH ce felie Ha ayTOo30Me H II0JIHE XPOMO30Me KOjH [eTe PMUHHAIILY IOJI
jenuHke. AyTo3oma uma 22 mapa, 10K je IOJHUX XpoMmo3oMa y henuju npucytan camo 1 map. ITonHu xpomo3zomu Mory 6utu X u
Y xpomozomu. Ko jennHKH XKEHCKOT mosia NpucyTHa cy 2 moinHa xpomo3oma (1 map) u o6a cy X tunma. Ko jegusku Mymkor
moJjia MPUCYTHHU cy 1o jenaH X U Y XxpoMo3oM. 360r Tora ce Moxe pehn fa jefuHKe KeHCKOT 1oJjia uMajy 23 pa3iIudnuTa XpoMo-

30Ma, a jeI[I/IHKe MYHOIKOT II0JIa 24 pas3nu4uTa XxpoMo3oMma.

2 Enrnecku uspas the probe 3anpaBo 3Haum "coHpa" u ynotrpebibaBa ce fa OM ce 0O3HAYHMO €0 MOJIeKyla KOjH je y CTamy ja ce
3aKka4l Ha ofjpebeHo MecTo Ha Moinekyny JTHK, o3maumsmu, cBojuM mpucycrBoM, Mecto Ha JJHK 3a koje ce Bezano. 36or
(morperrne) cIMYHOCTH pevdn BehMHA jyroCiOBEHCKHX Koiylera 3a oBe Molsiekyne kopuctu peu [TPOBA, xojy m Mu oBae

KOpHUCTUMO.
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Mmecra y mostekynuma [JHK rpe je pegocnen Hykiteo-
THAA KOMIIEMEHTApaH ca PeROCIEAOM HyKJICOTH A U3
"mpoGe" Kojy gopajeMo, a ,,IleTyc” je 6uo jeman of mpo-
n3Bobaua oBux "mpoba". "IIpobe" cy qobujaHe KOH-
TPOJINCAHOM XEMHjCKOM CHHTE30M HYKJIEOTH/IA Y OJIU-
TOHYKJIEOTHUHE JIaHIE XeJbeHe CTPYKTYPE, ONHOCHO
KeJLeHOT peftociena 6a3a (mpumapae crpykrype [JTHK
Moekyina). Hajipe je Ta cmHTe3a Hita pydHo, any je
MIOYETKOM OCaMJIECETHX TOAIHA, 32 XeMIYape Y OBOj
00J1acTH UCTpaKuBamka OUII0 3HATHO Makhe I10CiIa jep cy
oHH, Kopucrehn ayromatusoBaHe ypebaje koju cy ce no-
jaBUIIM y TO BpeMe Ha TPXKUIITY, CHHTETUCAIIN BEITUKY
KOJIMYMHY OJIMTOHYKJIEOTHA 3a Kpahe BpeMe Hero npu
pyuHoj curre3n. OBo je omoryhuino Mjynucy na ce 6GaBu
¥ IpyruM mpobiieMumMa jep je mMao BUIlle CII0O0THOT
BpeMeHa. OH je Tako 1o4eo ja ce 6aBu ynpourhaBameM
Cenyepose MeTofie 3a ofipebuBame IpuMapHe CTPYKTY-
pe JHK monekyna y ¢pa3u TepmuHanyje nanna. Mopu-
(puKOBak-EM NPUHINIA Ha KOjUMA Ce 3aCHUBA OBAj MO-
CTYIIaK, CIy4ajHo je molrao Ha upejy fa pazsuje PCR. To
ce, IpeMa BeroBOM Ka3UBamy, IECUIO Y TOKY BOXKIbE,
Kaja je je[Hor IeTKa yBede IIyTOBao ayTOM Y CBOjY BHU-
KeHauiy Ha ceBepy Kamudopanje.

[IpBa ammmunmpana ceKBeHIa ouia je feo mias-
mupHe [JHK. ITomTo je oBaj eKCIepuMeHT U3BEO
ycrenrHo Mjynmc je oIy Jro 1a ONTUMHA3Yje YCIOBE pe-
aKnyje 1 aMIiuIypa CeKBeHIy Koja cafpKu onpebe-
HI [CH PUCYTaH Y JbYJICKOM FCHOMY ¥ JeuHOJ KOIIjH.
anKoc YMHGCHUIM 1A j€ JbYICKU TEHOM jaKO BEJIMK yC-
eo je aa u3 yKymHe Jbyacke renomcke [THK cenexTus-
HO aMIUTI(PHULIPA JAaTy CEKBEHILY.

Y nponehe 1984. ronune Mjynuc je ogiyuno fna
06eToIaHy CBOjy METOJY U Uyje peaKkijy HayJIHe jaBHO-
CTH Ha CBOj pajl. Ypajiuo je TO Ha TOINIIH0] HayIHO]
KoH(pepeHuuju y upmu "Lletyc", rae je uMao npe3eH-
Tanujy y Bugy nocrepa. Osa KkoHgepeHija oKyIbaaa
je Hajrmo3HaTHje HayJHUKE T1a je TUME 3a Hhera oHa 6uia
BPJIO HHTEPEHCAHTHA, KaKO OM MOrao fia uyje MUILIbe-
b€ EeMIHEHTHUX CTPyUmaKa O CBOM pafay. Pesynrar
npe3eHTanmje 6o je 3a Mjynuca nopaxkasajyhu. Jbyau
Cy POJIa3UIIX IIOpeNl KeroBOr nocrepa, 6J1efo ra no-
cMaTpaiy 1 6e3 3aJp:KaBamba HE3aUHTEPECOBAHO OfijIa-
3umu. HUKO o IprcyTHHX HHje YBHAEO 3HA9aj OBOT pa-
ma. CaMo jeiaH 90OBEK ce 3aIpKao U CXBATHO BPEIHOCT
merosor paja. To je 6uo nosHatu HoOenoBar Llomnrya
JlepepGepr (Joshua Lederberg ), mpencenuuk Pokdere-
poBor yHuBep3ureta. OH ce JYTO 3aipXao KOJ nocTe-
pa. Y pasroBopy ca Mjynucom I/IS]aBI/IO je maje oH, y me-
puony nocie 1955. ronuae kapa je nponabena [JHK mo-
JMMepPasa, CBOjeBPEMEHO IP00ao 1a UCKOPUCTH OBaj €H-
31M 3a ciHTe3y Beankux kommunHa JHK amu 6e3 ycne-
xa. Mjymuc je npuMeTHo Aa je To 6uno 360r Tora jep y
TO BpeMe Huje OUI0 MOryhe CUHTETHCAaTH OJIUIOHYyKJIEe-
oTHfe, a ¥ HHje OmIo nH(opMaIpja O IPIMApPHOj CTPYK-
Typu JHK Monekymna. YpKoc YneHIIM 1a HUKO U3Y-
3eB JlemepOepra Huje yBujeo 3Ha4aj oBor paja, PCR je

yIrao y orpomas 6poj 1abopaTopuja IIHPOM CBETA U
IOIIPHHEO /1A ce U3BPIIIE MHOT'a BPJIO 3HavyajHa OTKpuha
y obiiactu MosieKynapHe 6uonoryje. [leceTak roguHa
nocne LletycoBe koH(epeHmje, Taunyje 1993. ropune,
Kepu Mjynuc je nocrao maypeat Ho6emose Harpaye 3a
xemujy. CaM Jaypear je u3jaBuo ia He MOKEe CXBaTUTH
YM-EHHULY Jla ce OBE METOJIe HUKO IIpe Hhera Huje foce-
THO, YIIPKOC YUH-CHUIIY []a je OrpoMaH Opoj Hay4yHHUKa
IIMPOM CBETA PAiUO Ha CJIMYHO] TPOOIEMATHULIH.

OCHOBHU ITPUHIIMIIN PCR-A

PCR npepnicraBiba cuHTE3Y jefiHe Te ncTe ofpebene
(xpahe) cnemudpmune cexkBene monekyna [JTHK y jako
BEJMKOM Opojy Kommja (aMIumuKanyjy) Ha OCHOBY IO-
crojehe MaTpune Koja ce konupa. OBaj Ipolec je mpu-
ka3aH Ha ciuiu 1. PCR ce Moxke W3BpILINTY Y BUIIE K-
JIyca, a CBaky Off BbHX Ce cacToju Off TpH Kopaka. Peak-
yja ce Hajuelnrhe ofjBija y MUKPOETIPYBETaMa 3alpeMH-
He 0,5 uim 0,2 ml, mpu yemy je 3anpeMuHa peakiuuoHe
cmece o0uaHO 25-100 .

Ogpie hie 6uTH MOKa3aHO KaKo Ce OfIBMja jeJIHA TH-
MTYHA peaknyja.

IIpBu KOpaK y nporiecy aMIuTuprUKaIyje je TeHaTy-
pammja [JHK. OHa ce n3BojiM 3arpeBameM Ha TeMIepa-
Typy OJUCKY TeMIIepaTypH Kiby4ama BOJie, IIPA KOjOj
[oJa3u A0 pa3fBajama JaHana geonandanor [JHK mo-
nexyna. OBEM pacIUIITamkEeM JIaHIa OMOryhasa ce npu-
CTYI NpajMepuMa KOjH ce Be3yjy 3a crienuduine cebn
KOMIUJIEMEHTapHE je[HOIaHYaHe CEKBEHIIE.

Jpyru Kkopak y amimuchuKkanujy je Be3uBambe 1paj-
Mepa. [Ja 6u ce mpajmepu (CTaGUITHO) Be3asit, MOTPEGHO
je CIlycTUTH TeMIiepaTypy Ha HeKy Koja he 6uTu 1oBosb-
HO HHCKa Ja OMOr'yhu 0OBaj IIpoLec, a HCTOBPEMEHO J10-
BOJBbHO BHCOKA JIa c€ OYyBa CIelUu(pUIHOCT Be3UBamka
(omHOCHO 11a ce cpeyn Be3uBamh-e IpajMepa 3a ceOu ca-
MO JISITMMITYHO KOMIUIEMEHTAPHY CEKBEHITY ).

Tpehu kKopak y ammagukanyju je cuate3a (mpu-
IoflaBame HyKJeoTna Ha nocrojehn "mpajmep”, oqHO-
CHO M3ykuBame "mpajmepa” ). OHa ce N3BO/IM Ha Helll-
To Behoj TeMneparypu off TeMnepaType Be3uBamba, Ha
KOjoj je akTuBHOCT Taq nonumepase Beha. OBUM je 3a-
BpIIIEH NPBU LMKIYyC y ammuindukanujin. TokoM oBor,
Kao 1 TOKOM CBAKOT' HAPEJTHOT, [I0JIa3H /IO YIBOCTPY-
yewa Opoja IMIBHUX CEKBEHI, OMHOCHO CEKBEHIIU KOje
ce ammudunmpajy. Llukinycu ce moHaBibajy CBe IOK ce
He 0o0uje moTpebaH Opoj Komuja JbHE CEKBEHIIE.

3a oHe meby Bama Koju Xede fia foOHujy 1 HEIITO
Ipenu3Hyje nH(popMalyje o yCIIOBEMa 3a U3Boheme
OBHUX peakliyja 1ajeMo 1 HEIITO MaJIo BUIIIE ieTaba:

Peaknmona cMmemia ce cacToju Off PeaKkIIOHOT IIy-
¢epa y Koju cy gogaTe cBe KOMIIOHEHTE MOTpeOHe 3a
OfIpXKaBake peakumje. Te kommonenTe cy: [IHK more-
KYJIH KOjH cafipxke criequpuaHe HPIJLHC CEKBEHIIe Koje
ce ammmudmmmpajy (Matpune), fHT® ! (AT, ' TO,

nIT®, gTT®), ensum THK nomumepasa, npajmepu?.

1 Ensumu Koju camoyMHOXKaBajy (pemnunupajy) mouaekyr JHK Mopajy ga umajy jegan nmanan JHK npema koMe nmakyjy HyKie-

orupe, u komaauh cynpoTHor naHuna. bas ror MecTa Koje je,. ycTBapH, [BOJIaHYaHO, HEMa HYU peNInKanmje.

"IIpajmep" je ynpaso

Taj KoMafguh Apyror naHna,0e3 Kora eH3uM He BpIIHM IojuMmepu3anyjy. Y ciaydajy PCR onmromykimeoruny Kojer gogajeMo Hrpa

ynory "mpajmepa’.

2 mHT® je ommra o3HaKa 3a OWIO KOjH Off 4 pa3IMYNTa Ke30KCHPUOO-HYKIeOTH Tpudochara.

T'oouwitie 41. 6poj 6 (2000) 129



P TETT I T T TR T T OO
! WHR MG CERNeWEE

Hascrye |

1 B Iilli 23 =
e npaMep l e

it 11
L=, s )

Lhsmve 2

Ly 4=30

TMopeharee v Gpojy IDUBEGS CEXRSHLH 00
mpexn 107 myTa

Heasmandmepana JTHE

JenaTvpaunja 0 BeTHBARE T jMEpa |

Hugvsmsasee npajaepa

JICHATYPAUHIA H BCIMRAHRES NpajMepa

Hugvsmease npajaepa !

JeHaTypanHia W BETHEAHS NpajMepa

Haavenearke npajuepa (CHHTem)

Cnuka 1. OBpe je mpuKa3aH OCHOBHM IPHHIIUII PeaKkIiyje moJuMepu3anyje Janna [2]

ITpajmepu cy nmotpeGHE 1a oMoryhe movyeTak cuHTE3e
Mornekyda y3 nomoh enznma [THK monmmepase.
Peakuumja ce Hajuemthe ofgBuja y 3anpeMuHu off 25
i 50 ml. Peakumona cMeca caapsku mydep 3a PCR (oB-
me je gat cacrtaB mydepa npousBobaua ,,Ilepkun En-
mep”) y kxoju ynazu: 10mmol/l Tris-HCl (pH=8,3 Ha co0-
Hoj Temmepatypu); S0 mmol/l KCI; 0,001 % kemnatuHa;
1,5 mmol/l MgCl,. ITopep mycepa cmeca cappxu: 200
mmol/1 fHT ®; 20 pmol/l mpajmepa 1,20 pmol/l npajmepa
2; THK monexyu koju cagpxke 102-10° mqubHuX cex-
BeHIY, 2 jenunnne en3nma Taq [JHK nommmepase. [To-
BpIIKMHA peaKkIOHE CMECe ce IOKPUBAa MUHEPAIHUM
yIbeM KOje cIIpedaBa UcllapaBabe BOJIE U3 peaKLUOHe
cMece. TemmepaTypHU pesKuM peaknyje y aMIuuuka-
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TOpy je: aeHarypanuja Ha 94°C y Tpajamwy off 20 cexyH-
iy, Be3uBambe npajmepa — 30 cekynu Ha 55°C; cuHTE3a —
30 cexynnum Ha 72°C. Ammmudukanmja ce o6asiba y 30
NUKJIyca, IITO YMHOXaBa IMUJbHY CEKBEHIY ¥
1073741824 xomnuja. CBe KOMIIOHEHTE ce Hanase y oupe-
CTUJIOBAHO] BOJH.

PDPAKTOPU KOJN YTUIY HA PCR

Ilyghep 3a PCR

Peakmmja ammmndukanmje ce He OfIBUja Y YHCTO]
Bonu Beh y mydepy [3, 4] Koju cagpsku pa3nuinTe KOM-
noreHTe. [Tydep ce o6maHO mpaBu y KoHueHTpanyju 10
nyTa Behoj o Kpajie KOHIeHTpanyje (KOHICHTpanyje



y PeakIuoHOj cMecH Y TOKy peakumje). OH ce pa36ia-
Kyje Ha MOTPeOHY KOHIEHTPAIIH]y IPIINKOM JJOlaBamba
peakuuoHoj cMecu. CBe KOHIEHTpalije KOMIIOHEHaTa
KOje yna3e y cactaB mmydepa OBfie Cy jlaTe yIpaBo Kao
Kpajie KOHIIEHTpalyje Y TOKY peakuyje, a He 10 myTa
yeehane. CBaka off THX KOMIIOHEHTH yTUYE Ha PEaKLHjy
Ha CBOj HauuH. 3060T Tora u cacTas Iydepa Huje yBeK
rctu. OH ce Mema y 3aBUCHOCTH Off YCII0Ba peakiyje Ko-
ju ce xene gecpuHHECATH. Y cacTaB Iy(epa yBeK yaa3u
Tris-HCl 4yja je KOHIEHTpaINUja y PeaKkIuoOHO] CMECH
10-50 mmol/l, a pH 8,3-8,8 na Temneparypu o 20°C. Ca
TIPOMEHOM TeMIlepaType y TOKy peakuyje gohu he u go
npomene BperHoctr pH. TTydep cagpxu jomr u KCly
KoHIeHTpanyju 1o 50 mmol/l y peakiuju, Koju oaKia-
Ba Be3MBame NpajMepa 1 nosehasa Gp3uHy cunrese Tag
nonuMepase. Beha konuenTpanuja o 50 mmol/l Moxke
naxubupatn Taq nonmumepasy. Hekana ce y mycep yme-
cro KClranasu (NH,),SO,.

Y peakumonoj cMecn 06aBe3HO MOpa OWTH MarHe-
3ujym (y By MgCl,). OH yTrde Ha cienapmaHOCT pe-
aKuyje, aKTHBHOCT €H3MMa, TAYHOCT eH3uMa (YHOLICHe
HOTPEITHOT HeKOMIUIEMEHTAPHOT HYKJICOTHAA Y PACTy-
hn manan [THK), Be3uBame npajMepa, TeMIeparypy fe-
HaTypanuje JaHana. Heke KOMIIOHEHTE Kao IITO CY
nHT® u EJJTA koje ce Mory Hahu y peakiioHOj cMecH
Be3yjy 3a ce0e MarHe3ujyM I1a Ty YUdELECHHULY TpeOa y3eTi
y 063up. [ToTpeOHO je ga ce MarHe3ujym Hajasu y clo-
OOJIHOM BHJTy y CMECH KaKko O ce Be3a0 3a EH3UM 1 OMO-
ryhuo meroso (pyHKIMOHNCawke. 300r Tora IpoMeHa
KOHIICHTpAI}je HaBeJCHNX KOMIIOHEHTH Y CMECH MOXKe
3aXTeBaTH U MPOMEHY KOHIIEHTpallHje MarHe3ujyma.
IToBehame KOHIEHTpaLje MarHe3ujyMa cMabyje crie-
UIHOCT peakiyje, a noBehapa KOIMYMHY IPOU3BOfIa
1 00paTHO. Y 0On4ajeHa KOHIIEHTpalyja MarHe3ujyma je
y oncery 0,5-2,5 mmol/l - Bumre o 361pa KOHIEHTpA-
nmja ceux THT®-a koju yia3e y cactaB peakIoHe cMe-
ce. KonnenTpanuja op 10 mmol/l MgCl, naxu6upa pe-
akuyjy 3a 40-50%. Marue3ujym ce yecTo He Halnasu y
cacraBy mydepa, Beh ce oBojeHO o/jaje peaKkIMoHOj
cMecu. 3a CBaKM HOBU €KCIIEPUMEHT H-er0Ba ce KOHICH-
Tpayja oapebyje ekcnepumentanno. OBum ce nzbera-
Ba moTpeba 3a BUIlle UCTUX Mydepa KOju ce pa3inKyjy
caMo y KOHIIEHTpAIHj1 MarHe3njyMa.

ITopen HaBeleHUX KOMIIOHEHTH y cacTaB Itydepa
MOTY yJIa3UTH U jOII HEKE Ipyre KOMIIOHEHTE Y 3aBU-
cHoctH of notpeba. [Tonekana ce gonaje 10% gume-
tii-cyngokenn (IMCO) Koju yTude Ha CMarbehe He-
NOXKEJbHUX UHTPallaHYaHuX Be3a Moiekyia JTHK. Wn-
aK, OH CMamyje aKTHUBHOCT Taq monumepase u To je pas-
JI0T 300T Yera mberoBy ynoTpeOy Tpeba n3beraBaTi.

Y nuby nosehamwa cTaOMITHOCTU €H3UMa ITOHEKafla
ce kopucre HejoHckH fnetepiyentn HormpeT 140 (Noni-
det P40), Trun 20 (Tween 20), JTaypet 12 (Laureth 12) y
konneHtpanuju 0,05-0,1% u rosebu cepym anGymuH
WM KeJIaTuH [3].

Iezokcunykaeottiuo mwpugocgaitiu

ITpucycrBo fHT®-a je HEONXOHO y peakuju aM-
wmdguKanyje, 3aTo mTo ce ouu yrpabyjy y pacryhn na-
Hall, 3a ofjp3KaBame CTaHJap/iHe peakiyje MOTpeGHO je
npucyctBo cBe 4 Bpcre THT®-a (TAT®, nlIT®, nTTO,
nI'T®) u To y jenHaknM KOHIeHTparmjama. Hejennake
koHneHTpanuje oBux tHT®-a fonpuroce nosehamy
MOTrpelIHe yrpafmke HyKIeoTHaa y pactyhu nanai.
Yobuuajena konnenTpanuja fHT®-a uznocu 20-200
mmoV/1 of1 cBaKor, WTO je TeopHjcKu (YKOIHKO Ce Y JIaH-
e [JHK yrpapmu mona komuuune ceux fHT®-a) moBosb-
Ho 3a cunTe3y 0,65-6,5 ng [JTHK y peakumonoj cmecu 3a-
npemuHe 50 M. CyBuiiie Maia KOHIIEHTpaIja MOKe J0-
BECTH IO YCIOPEHA peaKkiyje U CMambetha KOTNINHE
IPOM3BOJia peaKlyje, JOK CYBUIIIE BEIUKA O CMambeha
crnenu(uYHOCTH U TAaYHOCTH yrpaawe y JaHan JTHK.
INoBehamwe ykynHe koHneHTpanuje fHTP-a Ha 4-6
mmol/l cmawyje 6p3uHy cuHTe3e Tag moaumeTase 3a
20-30%. Tepmocrabunaoct tHT®-a je Bucoka, anu ur-
aKk orpannyena, Tako ia mocie S0 mukimyca PCR-a ocra-
je oko 50% gHT® [3].

Ensum

CunTtesy y PCR-y o6aBmpa enzum [JHK nmommmepa-
3a. Hajmpe je To 6una [JHK nonmMepasa koja Huje Tep-
MocTabuinHa. ¥ Te cBpxe KopultheH je KineHoBsbes
(Klenow) dparment JHK nonumepazel E. coli. ITow-
TO OBaj €H3UM HHje TePMOCTA0OMIIaH CHHTE3a CE U3BOJH-
na Ha 37°C, 360r 4era je u cienuuIHOCT peakiyje ou-
na wucka. [Tocne cBake geHaTtypanuje Ha npeko 90°C,
MopaJia ce fofjaBaTi HOBa Koiau4rHa ensumMa. OBo je pa-
beHo jep je eH3uM KOju je GNO MPUCYTaH MPUIIAKOM Jie-
HaTypalyje IocTajao HeaKTUBaH Ha TOj TEMIIEpaTypu.
Huje ce morao gobutu npoussop nyxxune Behe ox 400
bp (6a3HuX MapoBa) y3 KHEroBy ynorpeoy.

ITpumena TepMOCTaOMIIHUX €H3UMa oMoryhuia je
Besuku Hanpepak y PCR-y. ITpBu TepmMocpTaOuiiy eH-
3UM KOjU je KopulltheH y 0BOj peakiyju Guo je eH3uM
M30JI0BaH u3 TepMmodmiae 6Gakrepuje Thermus aquati-
qus coj YT1. OBa Gaktepuja XuBH y Trej3upuma Jenoy-
croHcKor HanmoHaHor mapka y CAJl-y. I[Tomrro oHa
KWBHW y TONJHNM M3BOPUMaA 4YHja je TeMIeparypa
70-75°C, mocenoBame TepMOCTAOUIHE TOJIIMMEPa3e
omoryhasa joj XKUBOT y TUM ycinoBuMa. OBa GakTepuja
je mpBu myT u3onoBaHa 1969. rogune. Kana je eHsum
61O U30JI0BaH HETrOBa MOJIEKYJICKa Maca OuJia je mpo-
nemeHa Ha 60/68 kDa, a cienuguyHa aKTUBHOCT
2000-8000 jemmauma/ mg [5,6]. Kacauje, 1989. rogune
onpebena je mpumapHa crpykTypa resa 3a Tag JHK
nojuMepasy uyja je aktusHocT 6msa 200000 jepununa/
mg. Ha ocuoBy kperamwa y CIIC-ITEJII (SDS-PAGE)
3aKJbYUYEHO je Jla ce OBaj eH3uM Kpehe mano Opxke of
tocdopunaze b (97,3 kDa). Monekyicka TexXuHa
onpebeHna Ha ocHOBY npuMapHe ctpykType JTHK u3no-
cuna je 93910 [7]. MeTogama reHe THIKOT MHKEHEePCTBa
(pexkomobunanTHe [JHK) ypabeHo je MOIEKyICKO KIT0-
HUpame oBor reHa y E. coli u jo6mjeHa je peKOMOMHaH-
THa Taq JHK nommMepasa. [laHac ce yrinaBHOM KOpH-
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cTu peKoMOuHaHTHA Tag monumepasa Koja ce U30Iyje
u3 E. coli. Tume je mocTUrHyTO flOOHjamkhe eH3UMa KOjH
¥Ma yjeHaueH KBaJIUTEeT U nepopMaHce y OFHOCY Ha
MIPUPOJHYU €H3KUM M30JI0BaH TUPEKTHO U3 1. aquaticus.

Pexom6unanTHa Taq JHK nonumepasa koja je y
Mo4YeTKy KopuiheHa HUje MmoKa3uBana Kopuryjyhy
37-57 aktuBHOCT. OHa je moka3mBana S -3 er3onykie-
a3Hy aKiiUBHOCIL 3A8UCHY 00 CUHITle3e (HUK HIpaHcaa-
yujy). OBaj eH3mM je in vitro mmao Hajsehy 6p3uHy cHH-
Te3e y TemmneparypHoM oricery 75°C-80°PC, rae je Gp3una
n3nocmwia 150 Hykneoruaa y cekyuau. EH3mMm je ucmo-
JbaBAO BPJIO MAJIO CHHTETHIKE aKTUBHOCTH HA TEMIIe-
patypama Behum o 90°C 1mTo MOXKe OUTH IOCIenIa
cMameHe cTabmTHOCTH KoMiuiekca npajmep [THK mo-
nexyn. Bp3una cuntese Tag momumepase (kopuctehin 30
HYKJIEOTHJIa iyravak npajmep oorar ca I' u 1] Hykieo-
tuaMa Ha pary M13) 6uina je npeko 60 HykIeoTHna y
cexynnu Ha 70°C n 24 Hykieotua y cekysau Ha 55°C.
Bp3una cunrese Ha 37°C je 6una 1,5, noxk je va 22°C 6u-
na 0,25 nykneoruaa y cekyaau [8]. Bpeme nomyxxuBora
Ha 92,5°C u3Hocuno je 130 munyTa; Ha 95°C je 6mto 40
MUHYTa; a Ha 97,5°C camo 5-6 munyTa [3]. OBaj eH3uM
MOKe PYTHHCKH aMIUTU(OUIUPATH CEKBEHIIE Y>KUHE JI0
1 kb, a y ogpebennm ycoBuma cekBeHIle {yradke u io
10 kb. MakcumarHa y>kvHa aMIDT(OUIIPAHE CEKBEHIE
3aBucH of] (hakTopa Kao IITO Cy CKIIOHOCT CEKBEHIH J1a
rpajie CeKyHfapHe CTPYKTYype, yCJIOBU PeaKLje UTH.

Hagenenn en3nm nMa u 0ocoOMHY fja Ha Kpajy Mo-
JIeKyJla He 3aBplilaBa cuHTe3y Beh ofaje jefan ucrype-
Hu (Hajuerrhe afeHUHCKN) HyKaeoTHy (ekcrpa A). Jo-
[ajy ce ¥ ApYTY TUIOBU HyKJIeoTHaa, anu fAT® 3HaTHO
yenrhe op Apyrux. OBo UCTYpeHO A HHje IIPUCYTHO KON
cBuX Monekyia cuatetncannx y PCR-y. ITocroju jenna
¢pakuyja y mpou3Boy peakiyje Koja uMa y IOTIyHO-
CTHU TyIle KpajeBe U IOTOHA j€ 32 TYIIO MOJIEKYJICKO
KIIOHHpame 0e3 MKaKBUX JIONaTHUX TpeTMaHa. Mmak,
HaBeJeHy UMCHALY Tpeba y3eTH y 003Up NPUINKOM
TpopavyHa e(pUKaCHOCTH KIIOHUPAHA.

Tag monumepas3a MOXe YHOCHTH NoTpemnIaH (He-
KOMIJIEMEHTapHH! ) HYKJICOTH]| Y pacTyhu J1aHal y TOKY
cuntese. OHa in vitro He Tocefyje 3 *-5~ kopuryjyhy ak-
THBHOCT. ¥ KOJIMKO Ce J00pO 3Befie ONTUMHU3AIH]ja
ycroBa peakije, (hpekBeHipja Myrauaja he Guri 10~
o nuKIycy. @pekBeHIyja MyTamnmja ce Moske u noseha-
THU YKOJIUKO TO €KCIIEPUMEHT 3axTeBa. To ce Moxe 1o-
cTrhy HejegHaKNM noBehameM KOHIEHTpalyje pa3in-
gyutux fHT®-a nuznag ontumanne. Bucokom KOHIIEH-
tpanujom MgCl, y pucycrsy MnCl, nocne 25 nukiyca
MoOXe ce noctuhu (ppekBeHNrja MyTanyja off 4ak 2%
[9].

ITopen pexombunanTHe Taq JHK nomumepase ko-
ja je Hekajja KopuitheHa, cajja MocToje PEeKOMOUHAHTHE
Taq nonumepase Koje uMajy MOIU(PUKOBAHE CEKBEHIIE
IHK knonupane y E. coli. 3axBasbyjyhu TOMe OHE MMa-
jy Apyraumja cBojcTBa.

Taxko je mooujen Crocenon (Stoffel) pparmenT pe-
kombuHaHTHE Taq JTHK nomumepase Koju mMa ipyra-
gmje KapakTepuctike. OBaj eH3UM MMa TeMIIepaTypHH

132 Xemujcku tipezaeo

onTtumyM y omncery 72-80°C, a ;eroB IOJIYyKUBOT Ha
97,5°C je 20 munyTa, 10K Ha 95°C uznocu 80 MuHyTa.
Monexkyncka Texuna My je 61 kDa On He nocenyje
57-37 er3onykiiea3Hy akTuBHOCT. IberoBa 6p3uHa cuH-
teze Ha 72°C je 2-4 kb y MUHYTH, 2 ONTHMATHA KOHIICH-
Tpanuja Marae3ujyma 2-10 mmol/l. OBaj en3um gonaje
ekcrpa A y Maw0j Mepu Hero 7aq nonuMepasa Koja ce 'y
noyeTky Kopucruia. Ha ocHOBY HaBeleHUX KapaKTepH-
CTHKAa OYUIJIEIHO j€ [a OBaj MOAU(UKOBAaHU €H3UM HMa
ipyraduja cBOjCTBa Of OHOT O KOjeM j& IPBOOUTHO OUJIO
peun. OH je HaBeleH Kao IpuUMep, a IOCToje U Ha {PyTru
HauylH MOIU(PUKOBaHe peKOMOUMHAHTHEe 1aq monuMepa-
3€ ca pyrauyujuM KapakTepiucTHKama.

ITopen TepMocTaGMITHOT €H3UMa M30JI0BAHOT U3
Thermus aqaticus cafa cy y ynoTpeou 1 TepMOCTaOMITHA
€H3VMMH M30JI0BaHU U3 IPYTUX MEKpoopranm3ama. Tako
je m3onmoBana Tth [IHK nonmumepasa u3 TepModurHor
Mukpoopranusma Thermus thermophilus. Hajmapkan-
THHUja 0cOOKHA OBe NOJIMMEPAa3e je beHa CIOCOOHOCT
peBep3He TpaHckpuniuje (Tpanckpunnuje PHK y
JTHK) koja je Mn?* 3aBucna. OBEM je oMoryheno am-
mwmdunupame cekBeni PHK monekyna y jemHoj pe-
akuyju. YpabeHo je MOJIeKyJICKO KJIOHUpAake U FeHa 3a
Tth IHK nonumepasy na je Tako fobujeHa pekoMou-
nantHa Tth [IHK nommmepasza us E. coli, a mobujene cy u
BbeHe Mol ukoBaHe hopMe Koje UMajy u3MermheHe
ocobuHe. JeHa of teHnx MoaugukoBanux (opmu (7th
noymmMepasa XL) nma ocoOuHy f1a MOXe aMIUTA(ATIH-
paTu 1 BpJIo Ayrauke cexsenie. OH je npenBubeH 3a aM-
mwmdunupamwe JHK cexsennu gyxune 5-40 kb. OBaj
€H3MM je PyTUHCKY aMIUTU(PULIIPAO CEKBEHIIE OeTa I710-
OMHCKOT FeHCKOr Knacrepa nyxuse 19,6 kb us mygcke
renoMmcke [JTHK u cekBenue pgyrauke 42 kb uz [JTHK
mam6pa para. Ynorpeba Tth [JHK nmonmmepaze XL ce
Ipernopyyyje 1 yKOINUKO LUbHE CEKBEHIIE UMajy TeH-
IeHnujy rpabema ceKyHIapHUX CTPYKTYpa KOje oTeKa-
Bajy aMIUTU(PUKALH]Y.

Enzum ULTma JHK nonmumepasa u3070BaHa je U3
xuneprepMoIIHe TpaM HeraTuBHe eyGakrepuje Ther-
matoga maritima, Koja je IpBU IIyT OTKpUBEHA Y T€O0-
TEPMHO 3arpeBaHUM MOPCKUM CEIUMEHTHMA Ha TeMIIe-
patypu yak u 1o 90°L] y Mranuju. OBaj eH3uM uma Mo-
nekyscky Macy 70 kDa. BberoB ren je meropama rese-
THYKOT MHKEHEPCTBA MOTU(MKOBAH U KIIOHUPAH Y
6akrepujy E. coli y K0joj ce n fobuja peKOMOMHAHTHA
¢popma nonmmepase. OBaj eH3uM NMa HeKe crierugny-
He ocoOuHe. OH je N3y3eTHO TePMOCTaOWIIaH 1 IMa TI0-
ayxuBoT ot 40-50 munyTa Ha 97,5°C. Koy mera n3ocra-
je momaBame ekcTpa A Ha KpajeBUMa HOBOCUHTETH-
CaHUX MOJIEKYJIA ¥ OH He MoKa3yje 5 -3~ er3oHyKJea3Hy
aktuBHOCT. ULTma MTHK nonumepasa nocenyje 3°-5°
Kopuryjyhy ersonykjieasHy akTHBHOCT 1LITO JOIPUHOCH
3HaTHOM CMamehy (ppeKBEHIIMje MyTalyja y IPOU3BONY
PCR-a. Iby Tpe6a kopucTUTH y eKCIIEpUMEHTHAMA y KO-
juMa je BaxKHO Jia ce MyTanuje renepucane y PCR-y cBe-
Iy Ha MUHUMYM. MebyTuM, y ekcriepuMeHTUMa y KOju-
Ma ce >KeJIH IeTePMUHUCATH IPUCYCTBO HEKE MyTalyje
Ha OCHOBY Be3mBama 3~ Kpaja mpajMepa 3a ogpebeny



CEKBEHILy U HeroBOr u3fiykuBama y PCR-y, oBaj eH3um
(xao ¥ cBe Apyre ca KCTOM OCOOMHOM) He Tpeba KopH-
crutu. Bberosa kopuryjyha 3 “-5” aktuBHOCT he ykio-
HHUTYU €BEeHTYAIHO HEKOMIUIEMEHTapHHI HYKJIeoTus ca 3~
Kpaja u oMoryhutu u3nyxuBame 3~ Kpaja npajMmepa
IITO Y IPOTHBHOM He O 6miio moryhe.

Jenmna opf HOBUjuX MOAM(PUKOBAHUX PEKOMOMHAH-
THUX Taq nonnMepasa je u ,,Ampli Taq Gold*“ JTHK mo-
JuMepasa Koja ce akTUBHpa TOIUIOToM. To 3Hauu fa je
npe yrnorpe6e y HEaKTHBHOM BHAY, a 1a Ce 3arpeBambeM
Ha 95°C y Tpajamy of 9-12 munyTa aktuBupa. OHa
oJIakIaBa m3Bobheme Tako3BaHor Bpyher crapra. [Tomr-
TO je Tpe MPBOT 3arpeBamha HeaKTHBHA, FbeHIM JI0flaBa-
HEM y peakIMoOHy cMecy Ha COOHO] TeMnepaTypu Hehe
nohu 1o cunTe3e HecnenuUIHOT IPOU3BOAa. 3arpeBa-
HEM PEaKIMOHe CMece Ipe IPBOT LUKJIyca peakuyje Ha
Beh HaBeneHy Temmepatypy fiohu he 0 BeHe akTuBa-
1yje, ajayu He Ha cOOHOj TeMiiepaTypu Beh y ycnoBuma
KOju cy AepuHuCaHT IPOLEAypPOM eKCIIEpPUMEHTA.
OsBuM je peanusanyja Bpyher crapra onakiiasa jep je
Moryhe ffofjaBambe CBIX KOMIIOHEHATa peakiigje Ha coO-
HOj TeMrnepaTypu 06e3 HaKHaIHOT OJaBamka HEKe Off
KJbYYHUX KOMIIOHEHTH KOja oMoryhaBa ofiBHjame peak-
mmje. [IpBu nukiTyc je Moryhe 3anoueTn u 6€3 npenMu-
HapHOT 3arpeBama. Tako ce oMoryhasa nocTeneHo ak-
THBUpAH-E OBE MOJIMMEpa3e y TOKY Tpajama peakuyje y
KOpeJalju ca Jy>KUHOM EBEeHOT U3jlarama 1nosehaHoj
TemrepaTypu. Ha oBaj HauMH aKTHBHOCT IOJIIMeEpase
he ce noBehaBaTu ca nopehamweM KOIMUYMHE IPOU3BOAIA
peakuuje. Y1 oBUM NOCTYIIKOM, Kao U BpyhuM cTapToOM
oMOTyheHO je cMamemhe KOJNNYUHE Hecneu(puyHOT
IPOU3BOJia peakiyje.

Tepmocradbunna JTHK nonmmepasa no3naTa mop
Ha3WBOM ,, Vent* je peKOMOMHAHTHY €H3UM M30JI0BaH U3
6akrepuje Thermococus litorlis. Vima BpeMe Noryku-
Bora opf 400 munyTa Ha 95°C, mocenyje 3 "-5” er3oHyk-
Jlea3Hy aKTUBHOCT, IOK 5 "-3” er3oHyKjea3Ha aKTHB-
HoCT u3ocTaje. OBaj eH3uM uMa MOryhHOCT yjabaBama
nania (strand displacement). Buire o 95% mpou3ssona
CHHTETHCAHO Ca UM UMa Tyme Kpajese (He moceayje
ekcrpa A). Tepmocradmina JHK nonumeTpaza no3ua-
Ta oji Ha3uBoM ,.Deep Vent” je peKOMOMHAHTHH €H3UM
n3oJoBaH u3 6akrepuje Pirococus GB-D. On mocenyje
7CcTE OCOOMHE Kao | ,, Vent™ M3y3€B IIITO MY je BpeMe TOo-
ayxusoTta Ha 95°C yak 1380 munyTa.

360r nocrojama BUIIE TUIOBA TEPMOCTAOMITHIX
ToJmMepasa jako je BasKHO YIO3HATH Ce Ca lbUXOBAM
CBOJCTBHMMa IIpe €KCIIEPUMEHTA U OfladpaTH Hajlof00-
HEjy. Tako pe3ynraTu ekcliepuMeHTa MOTY fia He Oyny
HajONTUMAaJHUAJU WU €KCIEPUMEHT MOKE YakK U fia He
ycIle YKOJIMKO ce He HanpasH npasu u3bop. Ocobune
€H3WMa je Hajnakie Hahu y Karano3uMa nmpou3Bohaua
KOj¥ FapaHTyjy BEPOAOCTOJHOCT JaTHX IofaTaka (Tabe-
nal

Ilpajmepu

3am3Bobeme PCR-a HeomxomHO je mpucycTBoO npaj-
Mepa. Y CBOjCTBY IpajMepa ce KOPHUCTE OJIMTOHYKJIEO-

tupu gyxune 17-30 Hykneorupa. ITpucycrso npajmepa
je motpe6Ho jep He nocroju [IHK nonumepasa koja Mo-
K€ OTIIOYETH CHHTE3Y YKOJIMKO HeMa MpajMepa Be3aHOT
3a nanan JIHK xoju ce kommmpa. [THK nmonumepa3za ko-
nupa nanar [JHK Tako mrro gopaje KoMiieMeHTapHe
HyKyeotnsie Ha 3~ kpaj nmpajMmepa. [Tpajmepu ucrospe-
MEHO J1ajy CTIEIM(IIHOCT PEeaKIUjy BE3UBAKHEM 3a ceOn
KOMIUTEMEHTapHe CeKBEHIle 1 OMOryhaBajy npemnucu-
Bam€ CaMO CEKBEHIIE KOja ce Haja3u u3Meby iBa npaj-
Mepa Koju yuecTByjy y peakuyju. CyBuilie KpaTak npaj-
Mep He Moxke 00e30€IUTH TOBOJbHO BUCOKY CIeIm(iy-
HOCT Be3uBama. CTaTHCTHUKY BepoBaTHOhY NPUCYCTBA
HEKOT HU3a HyKJIeOTH/a y AaToj ceKBeHIu Moryhe je
u3padyHaTi popmysiom 1/4". BenmurHa n npecTaBiba
Ry>uHY npajMepa. Kao npumep Mozke ce y3eTu npajMep
nysxuHe 16 mykneoruaa. [Tomrro je 4'1=429967296, mo-
3Ke ce OUeKMBaTH f1a he ce y CeKBEHIH y>KIUHE OKO 4
Musmjapfie 0a3HUX IapoBa y IPOCEKY jeAHOM NOHOBUTH
Heku Hu3 ofi 16 Hykieotupa. [Tomiro je sbyacku reHoM
(xoju je jeman ox HajBehux) Ayrayak oKo 3 Muiujapue
011, MOXe ce ouekuBaTH ja he MuHIManHo 17 HyKieo-
TUAA [yrayak npajMep JaBaTH JOBOJbHO BICOKY CIIEIH-
(pUIHOCT peakiyje JaK U 32 TaKO BEJIMKH TEHOM, jep je
417=17179869184. Koy cyBumIle yraukix npajMepa He-
crnenuuYHO Be3UBamke Ou OUIIO TOIUKO U3PaKEHO fia
4yaK HH nmoBehaHa Temmeparypa Be3uBama HE MOXeE
CIIPEYNTH CHHTE3Y HECTIEIM(PUIHOT IPOU3BOJIA.

CreunnyHOCT peakiyje He IeTEPMIHHMIIE CaMO
Iy>XWHa TIpajMepa Beh 1 meroBa mpuMapHa CTPYKTypa.
Ykomnuko je yneo I' u 1] nykneorunia y rpabu npajmepa
Behu Beha je u Temneparypa Be3uBama npajMmepa.
OO6u4HO ce 3a mpajMep ofabupa ceKBeHIa Koja CafjpKu
50-60% 11 u I' nykneotunga. OnTManHa TemMrnepaTypa
BE3UBAama 3aBUCHU U OfI JOHCKOT cacTaBa peakKIlIOHe cMe-
ce. CyBuiie Hucka Temneparypa nosehahe Hecnenu-
(huvHO Be3MBame MpajMepa, a CyBHIle BUCOKA cripeunhe
BE3UBaE, I1a TUME JIOBECTH U IO M30CTAHKA peaKIje.
OO6uuHoO ce 3a HEKO rpy0o ofpebuBame onTUMaNHE
TeMIepaType Be3uBama IpajMepa KOpUCTH popMyJia
Tg=2(A+T)+4(I'+10)°C. Bemnuune A, T, T u 11, npen-
CTaBIbajy OpOj JaTHX TUIOBA HYKJIEOTUAA Y IPajMeEpYy;
Tpy je Temneparypa Be3uBamba. OnTUMaaHa TeMIepa-
Typa Be3HuBama ce II0TOM Ipelu3Hyuje oapebyje excre-
pumenTtaiHo. TeMneparypa Be3nBama rnpajMepa je Haj-
yemrhe y oncery 50-72°C. Pannmje, kafja je y ynorpebn
6uno Knenosmwes pparment [JHK nommmepase 1 koja je
TepMoJIabuiIHa, OUNO je HEONXOJHO KOPUCTUTH HUCKY
TeMIepaTypy Be3uBamba IpajMepa. 360r Tora je u cre-
upUIHOCT peakiuje 6una Hucka. Temmepartypa Be3u-
Bama peakiyje Tpeba aa Huje BHUIIa Off TeMIIepaType Be-
3UBama IpajMepa KOju UMa HajHUXKY TeMIIepaTypy Of
CBUX IIpajMepa KOjH YIECTBY]Y Y PEAKIHjH.

Ha cnempmgpuysocT peakuyje jako yTude ¥ IpaMap-
Ha CTpPYKTYypa npajmepa. 360r Tora u0j Tpeba IoCBeTH-
THU IIOCEOHY NaxKiby. Bpiio je BaxkHa npuMapHa CTpYKTY-
pa Hi3a HyKJIeoTH/a KOju ce Hajla3e Ha 3~ Kpajy mpajMe-
pa. AKO jefjlaH HU3 HyKJIEOTHJ|a HUje KOMIIEMEHTapaH
Ha 5~ kpajy no ammnugukanyje he unak gohiu jep je Hu3
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Taoena 1. IIpe noueTka paja Ha GHII0 KOM €KCIIEPUMEHTY, IOTPEGHO je MPBO YNO3HATH ce ca
kapakTepuctukama repmocradminux JTHK nonnmepasa. Opae cy JaTu nojanu 3a HeKe O lbHX KOjH Cy
npeneru u3 Katainora ¢upme Ilepkun Enmep (Perkin Elmer).

Ha3sus npoussona

AmpliTaqg® THK
IIOIII/IMCpa3a1 i Ampli-
Taq Gold™

AmpliTag® JHK
nonuMepasa,
CrogenoB parmMeHT

rTth THK nonumep-
asza

rTth THK nmonumep-
aza, XL

UlTma® OHK monu-
Mepasa

Thermus thermophi-

Opranuzam Thermus aquaticus Thermus aquaticus Thermus thermophilus lus Thermatoga maritima
Fapanum;gﬁ;fg)oplwancu na na ma ma na
Texnunuka nogpumka PCR-a na na na na na
PekOMOMHAHTHA €H3UM na na na na na
Moumnekycka TexXuHa 94 kDa 61 kDa 94kDa 94 kDa 70 Kda
Jlanan unu cyGjeguHuLa 1 1 1 1 1
Bpoj aMuHO KucennHa 832 544 832 * 610
CIC-TIATE 1 Tpaka 1 Tpaka 1 Tpaka 1 Tpaka 1 Tpaka
Onmivansa e TP CHE 72°C-80°C 72°C-80°C 72°C-80°C 72°C-80°C 72°C-80°C
Bpsuna cunrese (72°C) 2 kb-4kb/Muu 2 kb-4kb/mun 2 kb-4kb/mun * *
AKTHBHOC(;ZPEI:I;?;HC Tpan- MUHAMAJIHA, HACKA MUHAMAJIHA, HICKA naMn? 3aBucua na,Mn? saBucna -
97,5°C/10 Mmun 97,5°CI20 Mmuu 97,5°C/2 mun 97,5°C/2 mun 97,5°C/40 mun
TTonyxusot 95°C/40 Mun 95°C/80 Mmun 95°C/20 Mun 95°C/20 mun
92,5°C/>130 mun - - - -
ca 10% rnunepuna 95°C/>60 muu - - - -
ca 5% ¢opmamuga 95°C/16 Mun - - - -
ca 10% cdopmamupna 95°C/2 MuH - - - -
ca 10% rauuepuna u 5% ¢op- o
MaMEAa 95°C/24 mun - - - -
IMonyxuBOT U3paxkeH y 6pojy 50 100 25 25 200
nuKIyca
O“T“Ma“‘*;,é;‘fg' jonaMgy 14 mmoll 2-10 mmoll 1525 mmol/l 1,525 mmol/l 1,5-2,0 mmol/l
OnTtumanuau pH y PCR-y 7,0-7.5 7,0-7,5 7,0-7.5 7,0-7,5 8.3
Onmmvanita ko dNTPY | 40,200 mnol caaxor | 40-200 ol craxor | 40-200 mmol/l craxor | 40-200 mmol/l caaor | 40-200 mmoll caaor
OnTumansa ko1, Kcl uPCR-y 50 mmol/l 10 mmol/l 75-100 mmol/l 75-100 mmol/l 10-35 mmol/l
OnTrManHa KOHI,. IIpajMepa 0,1-1,0 mmol/l 0,1-1,0 mmol/l 0,1-1,0 mmol/l 0,4 mmolll 0,1-1,0 mmol/l
ITpouecuBHOCT 50-60 6a3a 5-10 6a3a 30-40 6aza 30-40 Gasa *
Hajnyxu npoussog PCR-a ¢5kb * ¢5kb >40 kb <3kb
Tlopamt MpHIMKOM CUKBEH- 400 6aza 400 Gasza 400 6asa 400 6asa 400 Gaza
nupama
AHalor cyncrpara
@nyopecr.;[g;lg] nnHT®/ na 1a 1a na a
Ayt na na na na na
neaza-tI' T na na na na na
6uoTuH-11-gY TP na * na na fa
purokcureHuH-1Y Td na * - - -
anHT® na na na na na
6pomo-nY TP na * - - -
57-37 er3oHyKiea3Ha
aKTHBHOCT na He na na He
HopaBame ekcTpa A na na (Mame) na na HE
37-57 er3oHykieasHa
aKTUBHOCT He He He ha pa
Taq I pecTpuKIOHa HyKJIea3a HE HE HE HE HE
KonTaMuHMpaHOCT HyKI€a-
3aMa He HE HE HE He
BennunHa makoBama 1 1x1000J 1x500J 1 x400] 1x300 J
6 %1000 J 6 X400 J
Hcnopyuyje ce y Komuen- 5Jim 10 J/m 2,5J/m 21mi 6 Jim
Tpanmjama
Ilydep ce ncnopyuyje 3ajeqHo nal na na na na
[Tup makoBame YHETO na na na na na
YcnoBu npuiInKoOM TpaHC- Jef y BUAly rena/amou-
TopTa SHT neq y BUAY rena neq y BUAY Tena Ien y BUAy Tena neq y BUAy rena
YcnoBu cKaafuIITe Ha -20°C -20°C -20°C -20°C -20°C

*¥Y TOKY je UCIUTHBAKE.

1I/IH(b0pmaumja Baxu 3a AmpliTaq® JHK nonumepasy; LD, AmpliTaq® JHK nonumepa3sy; AS i natusny Tag JHK nonumepasy.
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Ha 3 Kpajy Be3aH 3a ceOu KOMIUIEMEHTapHY CEKBEHILY.
Ha Taj maynn [JTHK nonumepasa Moxke nomaBaTi HYK-
meoTue Ha 3~ Kpaj. YKOAUKO HU3 HA 3 Kpajy HAje
KOMIUIEMEHTapaH HeMa HA CHHTe3¢ HOBOT JIaHIA jep
JHK nonmMepasa He MOKe fia Iofiaje HyKJIeoTuse Ha
37 Kpaj Koju HHje Be3aH 3a NMJbHY cekBeHIy. Mnaxk,
YKOJIAKO CaMo TIOCIIEAEbA HYKIICOTH ] HAje KOMIIEMEH-
TapaH IIOHeKafa Moxe TOohM 0 CHHTEe3e HOBOT JIaHIa.
360r TonepantHocTd [JHK nonumepase Kojy oHa 1o-
Kasyje peMa HeKIM HEKOMIUIEMEHTAapHIM IIapOBAMa
nohu he no ecrukacHor u3py:xuUBama MpajMepa YKOJIUKO
Cy OHM IIPUCYTHU Ha 3~ Kpajy Kao MOCIeHu nap. YKo-
ko cy Ha 3 ” kpajy naposu A:I', I':A u 1111 npusoc pe-
aknyje he ce cmamutu 100 nyTa. YKOIMKO je Ha OBOM
Kpajy map A:A npunoc he 6utu mamu 20 nyta. [Tpn
APYTEM HEKOMIUIEMEHTAaPHOCTHMA HeMa 3HauajHOT
cMamera MprHoca peakuyje. [1o jako BEeNuKor cMarbe-
1a IpuHOca he 1ohu yKONUKO IOCTOju HEKOMILIEMEH-
TapHOCT /IBa MOCIIekha HyKJleoTua Ha 3~ Kpajy 1paj-
Mepa ca HaCIlpaMHUM HYKJICOTHANMA Ha [UJHHOj CeK-
BeHIM. V3y3eTak je YKOJIMKO je HEKOMIIJIEMEHTAapHU
HyKJIeoTHH Ha 3~ Kpajy npajmepa T. Y Tom ciryuajy mo-
6uhe ce 3HaYajHa KONMYMHA IPOU3BOJIa PeaKIyje YKO-
JIMKO je YaK U CyCe[[HU HyKJIEOTH]] HEKOMIUIEMEHTapaH
[10]. OBu noparum cy Bpio OUTHH Ipu Ofabupamy CeK-
BEHIIE 32 CHHTE3Y IIpajMepa jep MpaBmIHO ogabpaHa
CEeKBEHIIa MHOTO yTHY€ Ha moBehame crenupuaHoCcTA
peaxugje.

Hu3 HykseoTunia Ha 5~ Kpajy MoxXe cafpXaTu 1 He-
KOMIUIEMEHTapHY CeKBEHIy KOjy IpENOo3Haje HEKH pe-
CTPUKIMOHY €H3UM UJIM perylaTopHy cekBeHLy. OBe
ckBeHne he 6utn yrpabene y npousBop u Hanasuhe ce
Ha KEroBoM Kpajy. OHe OUTHO He yTU4Y Ha IIPUHOC pe-
aKkmyje.

I1pu omabupamy cexBeHIe 3a pajMep Tpeba n3de-
raBaTH OHE KOje cajjpke MHBEPTOBaHE HI30BE KOjH Ipa-
ne mHTpanandaHe Bese. [Ipajmep He Tpeba ma cagpsku 3
v Buie 1 v I va 37 kpajy. Ha 3 ” kpajy He cme ca-
Ap>KaTy HU CEKBEHILy KOja je KoMIuIeMeHTapHa 3~ Kpajy
Apyror npajMepa Koju y4ecTByje Y peakliju jep MOxXKe
nohm o cTBapamba apitiegpakitia ipajmep oumep .

3a npaBuiaH ofabup NIpuMapHe CTPYKType Ipaj-
Mepa Of BeJIMKe MOMOhU MOTY OUTH M HEKH Off KOMITjy-
TEPCKUX Iporpama Koju 00aBIibajy aHalIu3y Pacroyo-
SKMBUX CEKBEHIM M OMpajy OHY KOja je HajmooOHuja 3a
npajMmep.

OmnrrMaiiHa KOHIEHTpaIyja mpajMepa ce 00MIHO
kpehe y omcery 0,05-0,5 mmol/l. ITpajmep je jeqna ox
KOMIIOHEHTH KOja ce TPOIIX y peaKIju TaKo IITO ce
yrpabyje y mpousBop. 360r Tora cyBuilie Maja KOHICH-
Tpamnuja MoXKe JOBECTH A0 3HATHOT CMambeHha IPIHOCA
peakmyje. CyBuine BenrKa KOHIIEHTpaIja MOXe cMa-
BUTH CIeNU(UYHOCT peaklyje U noBehaTu KOJIu4uHy
IpajMep AuMep apTedakata.

bpoj yuxkayca u iiemtiepaittypHo 8pemeHcKu
uapameuipu

Jenarypanuja ce o6uvno pagu y oncery 90-97°C.
IToTpe6HO je fa ce y30pak Hanas3u cBera HEKOIUKO ce-
KYHAM Ha TeMIlepaTypH Ha K0joj JoJ1a3| 10 AeHaTypa-
yje 1a 6w ce JaHm pasaBojun. MebyTtim, To Bpeme je
y IIpakcH yBeK Behe, jep je u3BecHO BpeMe NOoTpeOHO Aa
ce TeMIeparypa IpejHor 6J10Ka aMIIuuKkaTopa mpe-
Hece Kpo3 37J] eNpyBeTe Ha TEYHOCT ca Y30PKOM KOjH je
y YHyTpalmocTy enpyBeTe. OGHYHO je JOBOJLHO BpeMe
on 30 cexynnum Ha 95 °C ma 6u IOIIIIO IO MOTIYHE JleHa-
Typanmje naHana monekyia [IHK. Yecro ce pagu jenna
VHHAIjaTHa IeHaTypanwja rpe rnpsor nukiyca PCR-a y
Tpajamy Of BuIlle MUHYTa Kako 6u ce Jannym [THK xoju
MOTY OHMTH ¥ jakKO Ayradky (ILTO 3aBKCHU Off y30pKa) MOT-
IIYHO pa3/IBOjWIH.

TemnepaTypa Be3uBama je OOMYHO y OIICETY
50-72°C, mITO 3aBHCU Off CTPYKTYpE MPajMepa, O YeMy je
Beh 6mno peun. Bpeme Be3uBama of 20 ceKyHIM YECTO
je moBoJbHO 3a 0Baj Kopak PCR-a.

Temnepatypa cuntese je oomuno 70-75 °C, a Haj-
yemrthe 72°C, IITO je y CKIlajly ca TeMIepaTypHAM ONTH-
MYMOM aKTUBHOCTH TEpMOCTa0WIHE onuMepase. Bpe-
M€ CHHTE3€ 3aBUCHU Off Iy>kKMHEe IIUJbHE CEKBEHIIE KOja ce
ammmudumpa kao u o 6p3uHe cuaTe3e [JTHK mommme-
pa3se Koja ce kopuctu y peakuyju. Hajuenthe je y onru-
MaJIHUM ycloBuMa 1 MUHYT 10BOJbaH 3a cuHTe3y 2 kb.
Hnak, ykonuko je Maja KOHIEHTpalyja eH31Ma Y OTHO-
Cy Ha KOHI[CHTPAIIF]y MPOM3BOAA (IITO je m3paskeHuje y
KaCHUjUM IUKJIycluMa 300T HapacTamba KOJIUYUHE IPo-
M3BOJIa), OBO BpeMe MoXe 6uTHu u ayxke. O6mIHO ce
BpeMe HOCIEeIHET IUKITyca IPOAYXKU Y Tpajamy Off He-
KOJIMKO MHUHYTa Kako OM ce CHHTETHCAJIH JI0 Kpaja He-
CUHTETHUCAHU (PparMeHTH y Ipolecy aMIuguKanygje.
Oga (paza ce Ha3uBa fopafa.

Ammnudukanmjy je Moryhe u3BoguTH 1 Ha camo
JiBE TeMIepaType. Y OBOM Clly4ajy Be3nBame IpajMepa
U CHHTE3a pajie ce Ha UCTO] TeMIlepaTypH Koja ce 00ud-
Ho kpehe y oncery 55-75°C. Unak, y Behunu ciydajeBa
amIuiukanyja ce pajy Ha TpU TEMIIEPAType.

Bpoj nukityca 3aBucy off KOJIMYKMHE IPOU3BOJia KOja
ce KeJu o0uTH y peakuuju. McnymaBame OBOT Jba
3aBUCH U Off Opoja NUIbHUX ceKBeHIH y y3opky JTHK
Koje ce amIunguimpajy. Behu 6poj nubHUX ceKBEHIH
3axTeBahe Mamu Opoj HUKIyca 3a JoOHjame XKeJbeHe
KOJIMYMHE IPOM3BOfia. YBeK Tpeba ypaJuTH HajMabu
6poj MKITyca KOjH je TOBOJbaH 3a JOOUjarkhe HEOIXO/THE
Konm4rHe npousBoaa. CBaky CyBUILIAH IUKIIYC yTHYE
Ha noBehame KoauuuHe Hecnenu(puyHOr IPOou3Boja,
IITO HEKaJa MOKe HETaTHBHO YTUIATH HA YCIEITHOCT
eKCIIeprMEeHTA. Y MPaKcH je Hajuenrhe JOBOJLHO Ypan-
T 25-35 nukityca 3a fo0Hujambe HEONXOAHE KOIUYUHE
POU3BOJA, aJld TO HAPABHO 3aBUCH Off Beh HaBeeHNnX
¢pakTopa. Bpoj IMIbHIX CEKBEHIH CE Y CBAKOM IIUKITYCY
peaxiwje pympa. Kommiko ce myTa yMHOXKU Opoj LJb-
HPX CEKBEHIM MOKe Ce M3padyHaTd 1o popmymu N=2",
rae N nokasyje KOJIUKO IIyTa Cy YMHOXKEHE IIUJbHE CeK-
BEHIIE, a H ITpeficTaBIba Opoj IuKITyca.
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Huje moryhe m3Bectn HeorpanmyueH Opoj IUKITyca
300r nojaBe Koja ce Hajuenrhe Ha3uBa eeKkar miaToa.
Y mpaxkcu ce o6uaHO Moske nocruhu 40-50 nukiTyca mo-
clle yera e(pekat miaToa TOJIHMKO A0Ja3H A0 u3paxaja
na Buiiie Huje Moryhe u3Bonutu peakumjy. OH ce jaBiba
KaJia KOHIeHTpanyja npousBopa pocrurde 0,3-1 pmol.
ITocroju Bumie pasmnora 300T KOjUX I0a31 IO aTeHya-
Ije peaknyje y KacHUM IKiTycnMa. Pakropu Koju n3a-
31Bajy e(peKaT 1mIaToa cy: HeAOBOJbHA KOJIMINHA KOM-
MIOHEHTH KOje ce Tpolle y peakuuju (pajmepu, AHTP),
TeMIepaTypHa HECTaOMIIHOCT KOMIIOHEHTH KOj€e y4e-
crByjy y peakuuju (y npsom peny JHK momnmepasa u
nHT®), koMneTunyuja 3a peakTaHTe Off CTpaHe Hecre-
UIHOT MTPOU3BOJIA KOjU ce TaKohe y N3BECHOj MepHr
amIuucuipa, CyBHIle BEIUKA KOHIEHTpaLja IPOu3-
BOJIa peakiyje off MPeKo 103 mol/l noBomH 10 6p3e pe-
HaTypallfje IeHaTyPUCAHUX [UJbHIX CEKBEHIH (IITO
yMamyje MOryhHOCT Be3uBama IIpajMepa 3a BbUX, CMa-
’Yje MPOILECUBHOCT €H3MMa 1 OHEMOr'yhaBa HOpMallHy
CHHTE3Y).

YKOJHKO je TOTpeOHO AOOUTH OrpoMaH Opoj KOIH-
ja He Mopa ce pailuTH OfjeJHOM BEJIUKH Opoj LUKIIyca.
Moxe ce ypagutu ofipebenu 6poj nukiyca, a 3aTuM
y3€TH jelaH Jeo peakimone cMece, Ha npumep 1/10 3a-
NpeMUHe, ¥ IPEHETH Y ApYry enpyseTy. [JonywaBameM
ca 9/10 3anmpemuHe, KOja cajip>Ku CBe3Ke CBE KOMITOHEH-
Te peakuumje u3y3eB y3opka (JIHK ca umbHAM ceKBeH-
[jamMa) 1 BPIICH-EM jOIII H3BECHOT Opoja IUKITyca, MOXKe
ce OIJIOXKUTH JOCTU3ambe epeKTa IIaToa U JOOUTH Bp-
J10 BeJIMKa KOJIM4uHa Ipou3Boza. JJo ofnarama focTu-
3ama IulaToa foJa3u 300r pa3biaxkema MPOU3BOfa U
IofaBama HOBHUX KOIMYMHA PeaKTaHaTa KOjH Ce TPOIIe
y peaklyjy Wiy Cy TeMIIEPaTypPHO HECTAOUITHH.

Hectieyugpuunu tipou3soo peaxyuje

Cunresa HecnenudpuuHor npoussopa y PCR-y je
HEMUHOBHA 110jaBa Koja YBeK MPaTH CHHTE3Y cenugpuy-
Hor npoussopa. Hecnenugpuynayu npousBoy je yBeK npH-
CyTaH y peaklyju 1 IIopef] CBUX Mepa Koje ce peay3u-
Majy 3a meropy enumuHanyjy. [Ipumena repmocrabui-
mux [JHK nonmmepasa (3axBasbyjyhn ONTUMATHOj TEM-
nepaTypHy Be3uBamba ImpajMepa) je jako TOIpuHea 1Mo-
Behamy cnenudpuynoctu peakuyje. ITpoussopuPCR-a
YECTO ce aHAJIN3UPajy eJIeKTpodope3oM. YKOIHKO je
onTHMM3alyja peakiyje foopo ypabeHa, enexrpogo-
pe30M y arapo3HOM rejly TPeTHpaHUM eTUUjyM-Opo-
MUJIOM, IPAIMKOM [IOCMaTpaa rejia Ha Y B Tpancuiy-
MUHATOPY YECTO ce MOXe BUAETU caMO clelU(UIHI
nipon3Bofl. To He 3Haum f1a HecnienudpuaHor Hema. OH je
yBEK IIPUCYTaH, cCaMO Y OBOM CJIy4ajy ra UIMa y KOJIUYH-
HHP KOja ce He MOXe IeTeKTOBaTH IIPIMEHECHOM METO-
nom. Hbera je moceGHO TEIIKO IETEKTOBATH YKOIMKO OH
He npeficTaBiba Monekyie [JHK koju cy Hajsehum fie-
JIOM HCTe Ay>KUHE. Y TOM ClIy4ajy OBH Mojekynu he 6u-
TH €TIEKTPO(OPE30M pa3MeIlITEeH! Ha BEJUKY TOBPILIN-
Hy rea, [1a UX je TEeIIKO IeTeKTOBATH YaK U aKo Ipel-
CTaBJbajy BEJIUKHU Jieo IpuHOoca peakiyje. To 3Ha4u na
HecrenuguIaH IPOMBOJ MOKE NMATH 3HATaH YAEO y
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MIPOM3BOAY PEaKIMje, Yak 1 y CIIy4ajy fa ce He MOXe Jie-
TEKTOBATHU.

Hecnenucuuan npoussoy He MOpa YBEK OUTH pe-
3ynTaT Hecnenu(uIHOr Be3uBamwa npajMepa 3a JHK
y3opka. OH MOXKe OUTH pe3yaTaT pajMep AUMep apre-
¢pakaTa. OHH ce jaBJbajy Kao IOCIIe/IUIa Be3nBamba npaj-
Mepa caMmux 3a cebe cBojuM 3~ KpajeBuMa, IIocle yera
[OJIa3M 10 KUXOBOT M3yKuBama oy nejcreom JTHK
nonumepase (cuaresa). OB apTeakTh YKOIUKO CY
IPUCYTHH y ROBOJbHO] KOJIMYUHYI MOT'Y C€ BUAETHU Ha
€JIeKTPOOPETCKOM rely Kao Tpake Ay>KMHE 10 OKO
100 bp. OBaj apTedakT Moryhe je ngeHTH(PUKOBATH
YKOIIUKO ce aMIUTA(uKalyja paji ca CBUM KOMIIOHEH-
Tama peaknuje uzyszes [JHK ca [ubHOM CEKBEHIIOM.
IlojaBa HaBeqieHNX Tpaka je MOy3/aH 3HaK Ja JOJa3H O
nojaBe Hecenu(UIHOT MPOU3Boyia OBor Tuna. IToneka-
Jla ce HBeroBa KOJIMYMHA MOKE 3HATHO CMAUTH (HEKa-
a1 0 Te Mepe fia ce u He npuMmehyje Ha enekTpodo-
petckoMm reny) npu nopaBamwy JTHK y3opka, 360r Tora
jep LusbHA CEKBEHIIA [01a31 Y KOMIETUIH]Y ca OBOM
[I0jaBOM Y IOIJIEly Be3uBama IpajMepa. Konuuuny
OBOT THIIa HecnenuguuHOr Mpou3Boga Moryhe je cMa-
HUTH: IPOMEHOM NIPUMapHe CTPYKTYpe MpajMepa, cMa-
HBEeHEM KOHIIEHTpallFje pajMepa, moBehameM Temre-
paType Be3uBama mpajMepa (y TOj MepH fia He U3a30Be
ClpevaBame Be3UBama IIpajMepa 3a IUbHY CEKBEHILY ,
TIa TUME ¥ 3ayCTaBIbalbe peakiyje).

IIpo6nem MO3Ke HacTaTH U aKo Ce Pafgy aMIuIupu-
Kanyja xeteposurotHe ceksenue ca [JHK u3 qumutonyae
hemmje. Y jeqaom mukirycy PCR-a Moxke fia ce He 06aBn
CHHTE3a KOMIUIETHE CEKBEHIIE KOja ce aMITU(UIupa 1
BOJIH IOPEKJIO Of] jeTHOT poiuTesba. Y ciefehem nukiy-
Cy Ta ce CEKBEHIIa Ha TeMIIepaTypH Be3UBamba MOXKE Be-
3aTH yMECTO MpajMepa 3a LUIbHY CEKBEHIY KOja BOIH
MOPEKJIO Off APYrOT POANTETBA. Y TOM CIY4ajy, MOILITO
je JHK u3 xereposurotre henwmje, y peakiyju 6u ce 10-
610 NPOMU3BOJ] KOjU HE IpeicTaBlba BEPHY KOIHjy aM-
A(UIMPAHUX CEKBEHIM, Beh KoMOMHanyjy XeTepo3un-
TOTHUX CEKBEHIM 06a poanTesba. OBa BpcTa apredakTa
MpeficTaBiba MPON3BOJ] CBOj€BPCHE PEKOMOMHAIH]E il
vitro [11]. Iby je moryhe ymamutu Kopunthewem JTHK
MoJIMMepase Koja ce OJJINKYje BUCOKOM IPOIIECHBHOIII-
hy, kao 1 oabupameM ycaoBa peaknuje Koju noseha-
Bajy MpoLecuBHOCT. [ly>ke BpeMe CUHTE3€ ¥ CBAKOM Off
LUKJITyca MOXE CMalbUTH KOJIMYMHY OBaKBUX apTeda-
KaTa.

H3Bop apredakara moxe aa 6yne u [JHK koja je
IPUCYTHA Kao NpuMeca y eH3umy. EH3uMm y oBoM cityya-
jy Huje xontamuaupaH ca [JJHK u3 Hekor m3Bopa ca
crpase. To je renomcka [IHK koja notude o MUKpPOO-
praHu3mMa Koju je CHHTETHCAO €H3UM Y IIPOLIECY HEeroBe
HPOM3BOJIELE (Taj MUKpOOpraHu3aM Moxke 6uty u E. coli
YKOITHKO je Y IUTalky PEKOMOWHAHTHHU €H3UM). Y TOKY
npeunithaBaka eH3UMa J0JIa3U 10 3apXkKaBamba BeoMa
Manux konnunHa reHomcke JJHK oBux mukpoopra-
Huzama. [Ipunnkom ammugukanuje [JHK u3 nekor
y30pKa, Moxe fohu u go ammmudukanmje [JTHK koja je
VHEIIeHa y peaknyjy 3ajeHo ca ea3nmMoM. OBO je Toro-



TOBO M3Pa>KeHO YKOJMKO CE pajiy BUILE Off 35 IUKIIyca
ammnudpukanyje, jep Mana Kkonuuuna ose JJTHK moxe
OUTH YMHOXKEHA Y KOJIMUYKMHH KOjy je JIaKO IeTEKTOBATH,
camo ako ce ypanu Behu 6poj nukiyca. [loBehamem Ko-
mrunHe mmbHe [THK Moxke ce cmamuTu 6poj nukiryca
3a BeHy aMIUTU(UKAIHjy, a TAME W YMAKUTH M0jaBa
oBe BpcTe apredakTa. [Ipomena cTrpykType nmpajmMepa
Takobhe MOXKe YTHIIAT! Ha FheTOBO CMALEHHE.

Ha cmamemwe cnennuyHOCTH peakiyje yTuie u
HaYMH IpUIpeMe peaklioHe cMece. Y KOIMKO ce Y pe-
aKLMOHY cMecy KOja ce IIpUIpeMa Ha COOHO] TeMiepa-
TYPH [Ofajy CBE KJbY4YHEe KOMIIOHEHTE peakuyje 6e3 Ko-
jUX ce peakija He MOKe Of[BHjaTH, MOXe Johu 70 cMa-
WBema crenupryHocTy peakuyje. OBO cMambehe Cleny-
¢ruHOCTH HacTaje Kao nocieauia nopehatnor Hecnenu-
(puvHOT Be3MBamwa IpajMepa 3a BpeMe IpaBbeha peak-
uoHe cMece (IpaBu ce Ha coOHOj TeMmepaTypu). Of-
Max II0 Be3uBamy IIpajMepa U IOIITO ce A0Aajy CBe KOM-
IIOHEHTE KJby4YHE 32 OiBHjathe peaklyje OTIIOYNE U
npornec cuaTese. OBaj mporiec ce ofiBuja M Ha COOHO]
TeMIIepaTypy, Kao U Ha CBIM APYI'EM TeMIlepaTypamMa
HIDKVM Of] TeMIIEpaType Be3uBama IpajMepa y TOKY 3a-
rpeBama y IPBOM HUKIIYCy peaKkije. Y MHOXKaBambe He-
crieryHOr Npou3Bofa he 6utu Hajsehe yKonuko o
HETOBe 110jaBe Iobe y paHujuM IUKIycuMa peakuigje. Y
OBOM CJIy4ajy [0 NojaBe HecenhIIHOT IPOU3BOfA J0-
J1a3Y YaK U Ipe MPBOT LUKIIYCa, 8 y TOKY HApeTHUX [UK-
myca fohwm he 0 yBehama BeroBe KoJInmauHe. Y KOJIAKO
ce Ha COOHO] TEMIIEpPaTypH I0ajy CBE KOMIIOHEHTE U3Y-
3€B jefiHe KIby4yHe (€H3MM, pajMep, MarHe3ujyM uT.),
CHHTE3a Hecreu(puIHOT MPOM3BOJa y 0BOj (pasu (mpe
IIPBOT IMKITyca) Moxe ce n36ehn. OBa KOMIIOHEHTa ce
MOKe IOfaT! Y TOKY IPBOT IUKJIyca, Ha BUCOKO] TeMIIe-
patypu nocre feHarypanwje anana [THK, kajga ve mo-
ke mohn 1o Hecnenm@UIHOT Be3nBama npajmepa. OBaj
MIOCTYIIaK ce y IIpakcu Ha3uBa Bpyhu crapt. [Ipumenom
,LAmpli Taq Gold* mommmepa3ze moctymnak ce MOXKe ayT-
OMAaTHU30BaTU Ha HAUMH KOjU je HaBe[IeH IIPU OIINCY €H-
31Ma. AKO ce KOPUCTH TepMOCTaOUIHa Io/IUMepasa Ko-
ja ce Hayma3u yHyTap BOLITAHUX Kyrinia (TakBa IOIHU-
Mepasa ce Moxe Hahy Ha Tp>KUIITY U Ha3MBa ce ,,Taq-
Bed* monumepa3sa) moctynak ce Takohe Moxe ayToMa-
Ttr3oBaTH. OBa onuMepasa ce ofMax 1ofaje y peakiy-
jy, anm 3axBasbyjyhu BOCKy He JIojta3u y KOHTaKT ca pe-
aKIMOHOM CMECOM JIOK OHa He IOCTUTHE TeMIIepaTypy
on 60°C xapa ce BOcak TOIN B €H31M ocitobaba.

Crnemudnunoct peakuuje Mmoryhe je moBehatu n
yInoTpeOOM TaKO3BaHUX YHYTpaIlbuX npajmepa. IIpso
ce ypanu ofpeben 6poj nuKiryca aMIuuduKanyje ca jef-
HIM [IapOM IIpajMepa, a 3aTHM Ce HaCTaBH Ca jeTHAM
IIpajMEpPOM MITM TApOM TIpajMepa KOjH ce Hamas3e yHyTap
CeKBEHIIE KOja je aMITu(puIpaHa ca MPeTXOHIM Ia-
pom. Ha oBaj HaumH apyru npajMep Wi nap npajMmepa
ce BexKe caMo 3a ce0M KOMIUIEMEHTapHe CEKBEHIIE, Koje
Cy cafjpsKaHe caMO Y [IJbHO] CEKBEHIIM U Jalbe aMILIu-
¢punupa camo IIbHY CEKBEHILY, a HE U HeCIeU(PUIHA
npousBof. OBO ce y IpaKcy NOCTUXKE TaKo IITO e IPBO
ypajau ofgpeben 6poj muKiTyca ca caMo jeJHIM ITapoM

npajMepa. ITocie Tora o6M4HO ce OTBapa enpyBeTa U
y3HUMa JIeo peakioHe cMece | npebaityje y Apyry enpy-
BETY ca peakIMOHOM CMECOM KOja CafpsKi APYTHU map
npajMepa. Ha oBaj HaunH pazbiaxkemheM ce MOCTHXKe
CMameHe KOHIEHTpalyje IpajMepa U3 IpBor fiesa pe-
akumje. Caya he ce y HacraBky 06aBUTH joII jefiaH Opoj
uKITyca y Kojuma he ammmmdukanuja rehn yriraBaom
ca IpyruM IapoM IIpajMepa, yrja je KOHLEHTpalnyja ca-
na mHOTO Beha op mpBor napa. Ilpunukom oBor pasz6ia-
>KMBamba MOXe IohH 10 KOHTaMUHaIlje pPeakKIMoHe
cMece. Kako 61 ce To cripeyusno, oBaj NOCTYIAaK je
ynpourheH. [lu3ajHupameM npajMepa Tako fia MPBHU 1ap
MMa TeMIlepaTypy Be3uBama Behy o gpyror (Tako fia ce
Ha TOj TeMIIEpaTypH APYTHU Map He BeKe) MOXKE ce IO-
jemHOocTaBuTH noctynak. [Tocie oppebenor 6poja nuk-
JIyca KOHIIEHTpalja IpBoT nmapa npajmepa he ce 3Hat-
HO CMamUTH (TIOIITO CE Y peakIdju TPOIIE), jep cy IpH-
cyTHH y ofpebeHoj mumuTHpanoj (IpBOGUTHO Ipopayy-
Hato]) KonmurH. Tana he cMamemeM TemMepaType Be-
3uBama y cnenehum nuknycuma gohu o ammmguka-
I[Fje ¥ ca YHyTPalIbIM IpajMepuma, 1ok he ammimcgu-
Kallgja ca CIOoJballllbiuM OUTH Masia 300T TOTPOLIEHOCTH
CIIOJbALIUX IIpajMepa.

Koniuamunayuja y3opka

KonTamunanuja y3opaka u peakTaHaTa Koju yde-
CTBYjY y peaklyjy npeacTaBiba BEJINKU MpoOseM Mpu-
koM m3Bobema PCR-a. Y3pok oBoMe je yMHOKaBambe
IUbHE CEKBEHIEe MMPUIMKOM aMIUTI(UKaIyje Y jako Be-
JmKE Gpoj KOIHja, MITO je MOXKEJHFHO CaMO YKOJIMKO Ce
He ammumdpunnmpa u crpasa [JHK kojom je peaknmja
€BEHTYaJIHO KOHTaMuHupaHa. Konramunanyja ca crpa-
HoM [JHK npepcraBiba Hajehu npo6iieM, anu He Tpeda
3aHeMapUTH HU KOHTaMHUHaLMjy ca npajMepnma. Heka
cekBeHIa crpane [IHK kojoM je KOHTaMuHEpaHa peak-
ja MoKe OUTH aMIUTH(pUIpaHa i THMe U3a3BaTy MO-
temkohe npu ananmm3u. Vet npo6iieM NOTeHIUjaTHO
n3a3¥MBa U KOHTaMUHAIMja ca pajMepuMa Koputrhe-
HHUM Y HEKOj fipyroj peaxkiuju PCR-a koju MOry aMILIu-
(pumpaTH HEKy APYry CEKBEHITy HOPEN CEKBEHIE KOjy
amMIuIuUIUpajy IpajMepu HOPMaJIHO IIPUCYTHU Y peak-
mju. KoHTamMuHaImja peaknyje ielaBa ce Tako IIITO ce
crpana [THK wnm npajMepy HEMaskimbOM TUPEKTHO YHe-
Cy Y pPeakIOHy CMeCy WU ce YHECY IPeKO HEKOT NpeT-
XOIHO KOHTAMUHHMPAHOT PEaKTaHTa.

Hajseha moryhHOCT KOHTaMMHATHjE je IpH pajy ca
MHOT'0 y30pakKa jep ce OHA MOry Meby co60M KOHTaMu-
HupaTu. Taga MoxKe Joh# [0 J1a’KHO TO3UTUBHUX peak-
1uja. Bpio yecTo g0 KOHTaMuHAaLyje AoIa3y Ipu OTBa-
pamy MIKpOeIpyBeTa Kajia CaAp>KuHa U3 HUX MOXe fja
IIPCHE TI0 IPCTUMa eKCIepIMeHTaTopa 1 fia Oyfie mpe-
HeceHa y ApYyry eNpyBeTy, a Takohe U pu OTBapamy
WM TIpY IOIUPY BpXa MUIETe KOjOM ce NUNETUPajy pe-
aKkTaHaTH. 13 TOT pa3ior NoXeJbHO je Ipe OTBapama
KpaTKOTpPajHO HEeHTPU(PYrupame MUKPOEIIPYBETa ca
OBHUM KOMIIEHEHTaMa Y MUKPOLEHTPUYIu y Tpajamy
of leceTak ceKyHau. To je JOBO/bHO 1a KalUbULIEe Cafip-
SKIHE eNpyBeTa CaKyIJbeHe Ha ITOKIIOMNITY TTaf{Hy Ha THO
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U TUME C€ YMambHl MOTYhHOCT KOHTaMUHAIIM]je IPCTH)Y
€KCIIEpUMEHTATOpa IPUWIXKOM OTBapamba MOKJIOMIA.

Y nuspy u3beraBama KOHTaMUHalMja 1 Behux mno-
ciepuna Tpeba ce Npuap>KaBaTé U HEKUX IIpaBUIIa Koja
Cy ycralbeHa y 1aboparopujama y Kojuma ce Bpim PCR.
JIaGopaTopujcke nocyne ca KpUTHYHUM KOMIOHEH-
TaMma peakiuje Tpeba ja 6ydy 3a jelHOKpaTHY ynoTpe-
Oy. Cu peakTaHTu TpebOa fa Oyfy pas3fe/beHU Ha Mambe
aIMKBOTE KaKO IIPY €BEHTYAIHO] KOHTaMUHALUjU He 61
IOLLIO 0 ynponaithaBama LENOKYIHE PACIOI0XKIUBE
KOJIMYMHE YeCTO CKyNoleHor Matepujaia. IIpu nonasa-
Y peaKTaHaTa y peaklUOHy CMecy, IpajMepe U 3aTUM
JOHK Ttpeba gomat Ha Kpajy, Kako 01 ce cMamuo 6poj
oIepanyja ca OBUM HajKpUTHYHUjUM KOMIIOHEHTaMa.
YKONuKO ce HOIITYjy HaBefieHe MPENopyKe MoryhHOCT
KOHTaMHHAI{je Ce CBOAU Ha MUHUMYM.

Awmitaugpurkaimopu JJTHK

Awmmmudukanmja JTHK ce pagu y ypebajuma koju
ce Ha3mBajy ammmpukaropn [JTHK. OBaj Ha3us ce Ko-
PHCTH KaKo Ha €HIVIECKOM TOBOPHOM HOZPYY]jy, TAKO U y
HEKUM IPYruM jesmmma. Ha eHrieckoM roBopHOM Io-
npy4jy ce ogomahno u Ha3uB TepMma cajkiep (thermal
cycler). OBaj ypebaj 06e36ebyje TemnepartypHe ycinose
peaknyje (y 3a7aHOM BpeMeHY) KOju Cy HEOIIXOHH f1a
0u ce OHa ofiBHjayia. Y IPaKCH ce TO OCTBapyje Tako
LITO aMIUTU(PUKATOP 3arpeBa U XJIaiy ENpPYyBETY Y K0joj
Cce HaJla3! peakuyoHa cMeca.

Y nouetky npumene PCR-a Hucy nmocrojanu am-
nugukaTopu, Tako fla ce TeMIepaTypHa IpoMeHa
OCTBapHBaJia y IIOUETKY ca iBa (kafa ce Kopucrno Kire-
HOBIBeB (pparmenT [JHK nommmepase Kao eH3mM), a Ka-
CHUj€ CBE BHUIIIE ca TpU BofieHa Kynatuna. Kapna ce kopu-
ctro KieHOBIbEB (DparMEHT CUHTE3a U BE3UBabE IIPaj-
Mepa BpILIWIM CY CE Ha UCTOj TEMIIEpaTypH I1a cy 2 Bofie-
Ha KynaTuja 6una fJoBoJbHA. YTIOTPeOOM TepMOCTa-
OWIHUX NOJMMepasa Movena je ia ce KOpUcTy nocebHa
Beha Temmneparypa 3a cuHTe3y Kako 6u ce moBehana
cnenmduaHOCT peaknmje [4]. To je 3axTeBano Kopui-
heme 3 BogeHa Kynatmina. TemneparypHe IpoMeHe pe-
aknyje pabeHe cy Tako IITO je enpyBeTa ca peaKkImOHOM
CMECOM PyKOM NpebaniBaHa U3 jeHOT Y APYro KyIaTH-
710. BpeMe nHKyOa1yje y cBakoM Off KynaTujia MEPEHO
je XxpoHOMeTpOoM. AyTOMaTH3a1dja OBOT TIOCTYIKA je
HOCTUTHYTa YHOTpeOOM MeXaHuIKe pyKe (PeicTaBba
HEKY BpPCTy po6oTa) Koja je ympaBjbaHa Mo 3aJaHOM
nporpamy. Y OBOM ciydajy OHa je ob6aBmiia npebanu-
Bambe ENPYBETA U3 jeMHOT Y PYTO BOAECHO KYNATHIO.

Jlpyru ayToMaTH30BaHU MPHUCTY je O1o amMIuiigu-
KaTop KOjH je IMao CyBH TepMo OIIO0K, u3pabeH off He-
KOT' MeTaJla KOjH je fo0ap NPOBOJHUK TOILIOTE, CA OTBO-
pHUMa 3a CMENITaj MUKPOENPYBETa. 3arpeBame TepMOoO-
JIOKa OCTBAPEHO j& eNIEKTPUYHIM rpejadeM, a xiabeme
BOJIOM 13 BOJIOBOJIHE MpexKe. AMIUTN(UKATOP ce MoBe-
31MBAO Ha BOJJOBOJIHY CIIaBUHY IIPEKO LpeBa Koje ce Mpu-
1pabUBAIIO HA BbY, CIUYHO KAo IITO je TO TEXHUYKU
PpelIeHo KO MallliHa 3a IIpame Bela. Pexxum 3arpesa-
Ba 1 xilahera KOHTPONHCaH je IporpaMoM KOjH je 3a-
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laBaH MUK ponpouecopoM. [TpoGnemM Kof oBor TUIa aM-
muguKaTopa je norpeda 3a KOHCTaHTHUM, JOBOJbHO
BUCOKHUM U CTaOMUITHUM IPUTUCKOM Y BOJOBOJIHO] Mpe-
>KU. YKOIIMKO HUCY UCIYH-EHU OBU 3aXTE€BU MOXKe John
no nopemehaja y Op3uHHU npena3a TemMmnepaTypa min
YyaK M30CTaHKa HEKHX IUKJyca y peakuju. OBo ekcrie-
pUMEHTaTOp Ha Kpajy Hehe HU 3HaTH YKOJIUKO HUje He-
IPEeKUAHO HaJIJIeNiao npolec, Ha Hehe ca curypHouthy
Mohu f1a 06jacHN n30cTaHaK MPON3BOJia PEAKIHje WIH
yy[He HeoueKuBaHe pe3yaTtaTe. Koy oBor Tuna ammiu-
¢pukaTopa HeMoryhe je KOHTpoJcaTi Op3uHy XIabewa
TepMo Osioka. bp3uHa xnahewa TepMo 6510Ka 3HATHO
3aBHCH Off TEMIIepaType BOAe Y BOTOBOJHO] MPEXKHY, a
OHa 3aBUCH OJ] TPEHYTHUX METEOPOJIOIIKUX YCI0Ba U
rofuuImer foba. Mcro Tako, Bofa Koja Ipojia3u Kpo3
TepMO OJIOK jja Ou ra XJlauiia 13a3MBa MHTEH3NBHY KO-
po3ujy 6;10Ka, ITOo cKpahyje BeroB pajgHu BeK.

ITocroju jour jeqHO TEXHIMYKO pelierhe 3a 06e36e-
buBame npomene Temnepatype peaknuje. OBy nmpome-
Hy Moryhe je nocruhu u ynorpe6oM Tako3Basor Ilen-
THEPOBOT eJIeMEHTa 3a XJlabeme, a 3a 3arpeBame TaKko-
be ucror eneMeHTa UM CTaHAAPAHOT €IEKTPUIHOT
rpejava. [IpoMeHa TemnepaTypHHUX ¥ BpEMEHCKUX pe-
>KMMa ce KOJ OBOT THIa aMIUTin(uKaTopa 00aBiba M-
KpOIIPOLIECOPOM KOjeM ce 3ajia KeJbEeHH NPOorpam.
ITpo6nem Koju ce jaBiba KOJ| OBOT THIIA aMILTH(UKA-
TOpa Cy YeCcTH KBapoBU 300r 0TKa3uBamwa [lenTuepoBux
eneMenarta. [1o oTKa3a eleMeHaTa {oJj1a3u 300T NCYBH-
IIIe YeCTHX 3arpeBama 1 Xjlabema y IUKITycHMa aMIuIH-
¢ukanyje. Tom Bpcrom ammudukaTopa Moryhe je Haj-
Ipenu3Hyuje feduHrucaTu Op3uHy TeMIepaTypHUX Ipo-
MeHa. OBaj npena3 Moxke OUTH Off BETUKOTI 3Hauaja, a
IOTOTOBO je KpUTUYaH MPH IIpesia3y ca TeMmepaTtype
Be3MBama Ha TeMIeparypy cuarese. OBO je BpIO Baxk-
HO jep Off TOra MHOT'O 3aBUCH IIOHOBJbMBOCT j€IHOM J10-
OujeHnx pe3yiTara aMIuguKangje.

CaBpemMeHr aMIUTH(PUKATOPH UMajy IMTOKJIOMNAI] Ha
TepMoO OJIOKY KOjiM ce IOKpHBajy enpyseTe. OH 3arpe-
Ba [OKJIOIIIIE €NPYBETA U TaKO CIpedaBa KOHCH3AIH]Y
TEYHOCTH ca YHyTpallikhe cTpaHe Hokiomnma. Tume je
CIIpeveHO 3HAYajHO UCTIapaBamke BOJE U3 PEaKIUOHe
cmece (mTo Ou MPOMEHIIIO KOHI[CHTPAIIK]jy peakTa-
HaTa) 1 6e3 ynoTpede MUHEPATHOT YIba.

Amnnucpukanyja ca BOAESHUM KylaTUIUMa UMa
CBOje MaHe ¥ IPEIHOCTH Y OHOCY Ha Apyre HaunHe.
IIpennoctu cy: Op3u npena3s ca jeqHe Ha APYry TeMile-
paTypy, OIJIMYaH TepMUYKU KOHTAKT U3Meby enpysere
ca peakIyoOHOM CMECOM U Bofie (WJIH yiba YKOIHUKO Ce
OHO KOPHCTH Ka0 MEINjyM) Koja Ipefiaje W Ipey3uMa
romnoTy. Kammseme y mpenasy ToIoTe OBJie je n3a3Ba-
HO BPEMEHOM ITOTPEOHNM 3a IPEHOIIIEHE ePyBETe U3
jemHOT Y APYTo KyNaTHiIo, Kao ¥ IPelia3oM TOIIOTE
Kpo3 3up enpyBere. bp3una mpoMene Temmnepatype pe-
aKIMOHE CMece 3aBUCH U Of] lheHe 3anpemune. 1IITo je
3anpemuHa Beha To je u mHEpTHOCT poMmeHe Beha. U3
OBHX Pa3JIora enpyBeTe ca TalbUM 3UJ0BUMA CYy IIOTOfl-
HIje jep 06e36ebyjy Op>ku MpeHoC TOIIoTe ¥ MMajy Ma-
Y HHEPTHOCT IIPOMEHE TeMIIepaType jep Hoceqyjy Ma-



By Macy. JegHa of MaHa OBOT HauuHa o0e30ebuBama
TeMIIEpPaTypHUX YCI0Ba aMILIU(UKaIHje je TIIOMa3HOCT
cucTeMa off 3 BOfIeHa KyIaTiIa U MEXaHI4Ke pyKe (VKO-
JIMKO Ce U OHA PUMEYje). 3arpeBarbe BOICHHX KyIia-
THJIA Ha PajHe TeMIepaType 3axTeBa JOCTa BpeMeHa, a
Ipenu3HOo NOofiellaBamhe TeMIepaTypa joul JOLaTHO
opy3uMa BpeMe. [IpeHoc enpyBeTe u3 jefHOT y Ipyro
KyIaTHIIO MOX€ U3a3BaTy IIaj] TEMIIEpaType 3a BpeMe
[OK ce elpyBeTa Halas3y y Ba3fyxy, LITO je HapO4uTO
KPUTUYHO IIpH IIpejia3y ca TeMIepaType Be3uBamba Ha
TeMuepartypy cuarese. OBaj IpoOJIeEM ce JOHEKIIE MO-
3Ke TpeBa3nhy YKOJIMKO Ce OBa omepariyja 06aBba 6p30.

Hexku o npo6nema koju ce jaBrbajy Koji aMILIingu-
KaTopa KOju KOpUCTE CYBH OJIOK 3a CMEILTA]j M 3arpeBa-
e enpyBeTa cy Beh HaBefeHuU. JegaH o 030UIbHUX
npobseMa Moke OUTH U JIOII TEPMUIKY KOHTAKT H3Me-
by 3mpa enpyBeTe u Tepmo 6i1oka. O6aUK OTBOpA 3a
CMEIITaj enpyBeTa y TepMo GI0Ky Tpeba 1a MOTIyHO
OfiroBapa CIOJballllbeM OOJIMKY eIpyBeTa Kako Ou ¢u-
3MYKHU KOHTAKT, a TUME U IPEHOC TOILUIOTe 61O fo6ap.
"YKONUKO OBO HHj€ Clly4aj, MOXeE Iohu U 10 BEIUKUX Of-
CTyNama y TeMIepaTypH TepMo GJI0Ka U peaKIOHe
cMece y elpyBeTH Yak U mocie fyxer BpemeHa. OBo
MOXe OUTH BPJIO IPOOIEeMaTHYHO, IOIITO U Mana Ofi-
CTynama Off ie(pUHUCAHUX TeMIlepaTypa peaKiije MOry
BpJIO HET'aTUBHO Jla ce Ofipa3e Ha Y, I1a YaK Jja IoBefy 1
mo n3octanka peaknyje. [Ipo6iem Mmoxe OuTn u3paske-
HUJU YKOJIMKO j€ TOJIepaHIuja y 0OJIUKY U AUMEH3UjaMa
KOJ elpyBeTa IpUINKOM u3paje Oumna Benuka. OBaj
npo0iIeM ce MOXe PEIINTH CUIIakheM Y OTBOP TEPMO
6J10Ka U3BECHE KONMYMHE TOIJIOTHO TpoBofeher yiba.

1 nopen cMameHe OY3aHOCTH Y pajy U jOuI He-
KHX MaHa, CyBU aMIAgukaTopu ca [TenTuepoBum ene-
MEHTHUMa cy y3enu npumat Meby ypebajuma npucytHum
Ha TpxKuITy. Behrna caBpemenux aMmiuigpukaTopa pa-
I¥ Ha OBOM IIpuHIuMIY. ITpeqHOCTH 1 IOTOHOCTH KOje
OHU IIPY2Kajy Cy 3aCIIy>KHE 3a BUXOBY IIUPOKY Paclpo-
CTPaEHOCT.

PCR NITATEHTHA ITPABA

ITocne orkpuha PCR-a ox ctpane Kepu Mjynuca
,»LleTyc” je mocTao HOCHOI] MATEHTHUX MpaBa 3a OBY
uHOBaLWjy. ,,lleTyc” je KacHuje fOGHMO U MaTeHTHA Tpa-
Ba 3a Taq nonumepasy Koja je HEOIXO/iHa 3a IPOILIEC aM-
mucdukangje. OBa upMa je TUME JOOUIIa alcoayTHH
MOHOIIOJI, KaKO 3a IPOU3BO[KY OMIIO KOje onpeMe 3a
PCR ykmbyuyjyhu amninugukaTope, Tako 1 3a €H3UM
Tagnommmepasy. PCR ce mmpoko npuMemyje y CBUM
Ppa3BUjeHUM 3eMJbaMa He caMo y UCTpaKuBambuMa, Beh
Uy AWjarHOCTUIM pa3Hux Oosect. OBe IpUMEHe UMajy
TeHJIeHINjy KoHcTaHTHOT oBehama. [Iponemwyje ce ga
ce FOfIUIILE Y CBETY Ipofa Jagq nonumepasa y BpegHoO-
ctu of oko 200 MunuoHa gonapa. OrpoMHa 3apaja ce
OCTBapyje u npojajoM aMInnuKaTopa u nIpaBa Ha
NPOM3BOY aMIUTU(PUKATOPA U OCTaJIe OIpeEME 3a IIPOo-
nec aMIuTnuKanmje, a To je CBe Be3aHO 3a MapeHTHA
npaBa Ha PCR. Kepu Mjymuc je on ,,IleTyca” no6mo Ha-
rpajy 3a JONPUHOC KOjH! je CBOjUM pajoM M OTKpuhem

PCR-a nao ¢pupmu y Bucunu op camo 10000 gonapa. To
je 6o u3HOC KOju je OH obuo of ,,IleTyca” 3a Opurban-
THO oTKpuhe Koje je BpenHo HoGenose Harpajie u Koje
je OBOj KOMIIaHUj! TOHEIIO TOfUIIHE IPUXOfIE Off BHILIE
CTOTHHA MIJIMOHA 10JIapa ca CTAaJHOM TEeHJICHIIUjOM
ybp3aHor pacta. Mjyiuc je Ha Kpajy HanycTuo ,,Iletyc”
U BHILIE T'a HE UHTEPECYje capajiiba HU Ca je{HOM KOMIIa-
HUjOM Koja ce 6aBu 6norexHonorujoM. OH cajja KuBH y
MaJIoM CTaHy Ha o0anm Mopa u 0aByU ce MOJIEKYJIapHOM
6uonorujoM (MpoGIEeMaTHKOM CHHpPOMa UMYHOEeH-
uujerimje u Bupyca XVB) u join HeKuM Apyrum obuia-
cTuMa.

Mmak, maTeHTHO NPaBo Ha MPOM3BONKY Taq Momm-
Mmepase je y CAJl-y ocnopeHo u 1999. rogune nporina-
IeHO HeBaxkehuM. Y cyfckoM cropy usMeby amepuuke
kommanmje ,,IIpomera” (Promega) u mBajuapckor ap-
ManeyTcKor ruranra ,,Xogwmau-JIa Pour” (Hof-
fmann-LaRoche ) maTeHT u3mat 3a OBaj €H3UM CTaBIbEH
je BaH cHare. Hanme, ,,IeTyc” je 26. menemGpa 1989. ro-
nuHe fob6wno y CAJl-y mateHT 3a Taq monumMepasy.
OBuM je OH JOOHO aNCOTyTHH MOHOIOJI 32 IIPOU3BOAY
oBor ex3nma. OBa kommnaHwja je yroBopom BpeganM 300
MIJIMOHA J{0JIapa Ipofjaia IaTeHTHA IIPaBa KOMIIAHUHI
,»Xo(man-JIa Pomr” ve camo 3a PCR, Beh u 3a Tagno-
aumepasy. OBaj yroBop HOcH ca cOOOM U JIUIIEHITY KOjy
je 1990. ropuue LeTtyc npopao ,,IIpomeru” 3a mpowns-
BOMY eH3uMa. Mebhytnm, ,,Xogman-JIa Pour” je ocro-
paBao npago ,,IIpomern” ja mpoyiaje eH3um fa 6u ce Ko-
puctuo 3a PCR. [Ipyrum peduma, ITpomera je mopaina
HAIJTACUTH KYII[y 1a OH HE MOKe KOPHCTUTHU €H3UM 32
PCR 1 fja, yKOIHMKO TO HE UCIOIITYj€, MOXKE CE CyOUUTH
ca 3aKOHCKUM Ka3Hama. OBo 61 HapaBHO IpaCTUYHO
CMamUIIO IPOAAJY ,,[I[poMernHor” eH3umMa, a MOXJia u
HOTIYHO MPEKHUHYJIO jep OH Halla3| HajBehy npuMeny
6am y PCR-y. ,,.Xodwman-JIa Porr” 6a3mpao je cBoj 3ax-
TEB Ha YMILCHUIN /1a ,,[Ipomera” Huje KyIiia JIASHITY
3a PCR, Beh caMo 3a MpoM3BOJIbY €H3MMa I1a 3aTO OHA
MO3Ke IPON3BOANTH ¥ IIPOJABATH €H3UM, aJIF CE OH HE
cme kopucruti 3a PCR. ., Xodman-Jla Pomr” je nogaeo
U Cy[IcKy TYKOy npoTus ,,JIpomere” 360r HenmoumTo-
Bama MaTeHTa.

,I1poMera” je pearoBaia yno3opemeM Aa ,,Lleryc”,
a tume 1 ,,Xopman-Jla Pour” He Moske Ot HOCHOI] ITa-
TEHTA jep eH3WM HUCY NIPBYU U30JI0BAJIA HAYIHUIN U3
»Lleryca”, Beh je To ypabeHno panuje. ,,IIpomera” je
TBpAY 06a3upana Ha Yuk-eHUNY fia ¢y Taq monumepasy
paHuje u3os0Baje ABe rpyie HayuHuka u To y Cosjet-
ckoM CaBesy 1980. roqune Kanenun (Kanengun) u ca-
pamHuIM umju je papg nyonnkoBaH y COBjeTCKOM CTpyY-
HoM yacormcy broxemuja (Broxumust) [6]. Pag ose rpy-
me je 6uo HagoBe3aH Ha pay Yuena (Chien) u capajxvka
ca YHausep3urera Cuncunaruja 1976. ropune xoju je
ny6nukoBaH y bakrepuosnonuiom xxypaany (Journal of
Bacteriology) [5]. ,,Xo¢man-JIa Pour” Huje yBaxkuo oBo
yno3opeme Beh je mogHeo 3axTeBe 3a NaTeHTUPAkE Y
HU3Y Ipyrux pxkasa. Tako je ,,J[Ipomera” mogHesna KoH-
Tpa TykO0y ca IIJbeM 1a OCIIOpH BaxkHOCT nareHTa. [1o-
CJIe BUIIETOMUIIRIX CYAICKUX IPETyIIaBaha, aMePHIKH
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cyn je y pebpyapy 1999. ropuHe moHEO CYyACKY Ipecyay
KOjOM ce OHMINTaBa IaTeHT 3a Taqg nonumepasy u3far
y CAJl-y 1 ICTOBpEMEHO YKHUIajy CBa OrpaHUIEH:a Be-
3aHa 3a eHy npumeny y PCR-y.

Y cynckoj ucrpasu je yrBpbeno fia je ,,lleryc” mop-
HEo 3aXTeB 3a foOMjamke NaTeHTa 3a Taq mommMepasy u
7a cy 3aXTeB HOTNHCAIN HEKOIMKO Bofehux HayJIHNKA
Koju cy papuniu 3a ,,Ileryc”. To cy ounu: 1. I'encang
(D. Gelfand), C. Croden (S. Stoffel), ®. JToyjep (F.
Lowyer) u P. Canku (R. Saiki). Onu cy notnucanu uzja-
BY Y KOjOj TOTBpbyjy f1a Cy yO3HATH ca CBUM CBOjUM
obaBe3aMa IIpeMa NaTeHTHOM OMpoy (OTHOMICHE Tay-
HIX [IOlaTaKa, He I0OBObewe y 3a0I1yly HaBeieHe NHCTH-
TYI[Wje UTH.) ¥ fla CXBATajy fia y CYIIPOTHOM MOT'y OUTH
HNOABPIrHYTH 3aKOHOM IlpefiBubeHnM kasHama. Cyp je
yTBpAUO fAa cy HemTo KacHuje Jloyjep n Canku npome-
HIJIM MUIUBEHE U HOHENN IEeTHUIH]Y KOjy Cy CaMy IOT-
TYcajy ia OHU Oyy OBYYEHH ca aTeHTHE MOJIOe Kao
TOHOCHOLM 3aXTeBa 3a MATEHT, IITO UM je GUIIO 1 YAO-
BOJBEHO.

»IIpomera” je ua cybemy (koje je koje je Tpajano 4
Hefelbe), y hebpyapy 1999. rofuue, ycnena f1a foKaxe
maje ,,lletyc” go6mo maTeHT Ha nmpeBapy. Cyx je yTBp-
MO Jia je maTeHT JOOWjeH TaKO IINTO je MaTeHTHU OUpo
610 moBeyieH y 3a6myay. OBO je mpon3aliio Kao pe3yi-
TaT TOra IITO CYy IaTEeHTHOM OHPOY IOAHOCUOLM 3aXTe-
Ba JaJIi IOTPELIHO MHTEPIPETUPaHe MOaTKe NU30CTaB-
Jbajyhu BaskHE UMIGEHUIIE U 1ajyhu Morperne nojaTke
ca IIUJbeM Jla IOKaxy Jla €H3UM KOjU Cy U30JI0Balle IBE
HaBeJleHe TpyIle ayTopa HUje UCTU IIPOU3BOJ| KOjU CY
oHu u3onoBanu. Kao npuMep Moxe ce HaBECTH fia Cy
TBPAWIIY [a PA3IUUUTE MOJIEKYJICKE TEXKIHE CH3UMa
KOjeT Cy OHHM M30JI0BAJIM ¥ OHOT KOj! CY M30JIOBANIHU pa-
HUj ayTOPH 3Haye U [1a Cy y IUTaky Pa3InyuTy Ipou3-
BOAM. ,,] [poMernHun” cTpydrhany cy JOKa3aju jja je y -
Tamy UCTH €H3HM, a J1a Cy Pa3/IMKe pe3yiITaT Apyradujux
MeTofja Koje cy KopulitheHe IIpUJIuKoM ofipebuBama
MOJIEKYJICKE TEKUHE 1 Jia CY ,,LIeTycoBr” cTpydImmany To
3HAJIM, aJld Cy IAaTeHTHU OUpo foBenu y 3abnyny. OHu
Cy IOOWJIM U CBE ApYre HaBOJE U3 NATCHTHE NIPUjaBe Ha
OCHOBY KOjHX je ,,LleTyc” TBpamo fa ce paju 0 pa3inyu-
TUM €H3UMUMA, U IOKA3aJIM fia ¢y ,,LleTycoBn” cTpyuma-
I CBECHO JJOBOMJIM IATEHTHHU OUPO Y 3a0Iyfy.

Cyn je moHeo mpecydy nmpema Kojoj ce MaTeHT Io-
HUIITaBa ¥ YKIIAjy CBa OrpaHUYEHha BE3aHa 32 YIOTpe-
0y Taq nonumepase y PCR-y. Oum he ,,.Xodman-JIa
Pour” mpeTprieTy mreTy He camo 360r ryGUTKa Mpoyiaje
¥ MOHOIIOJIa Ha OBaj eH3uM, Beh he ce cyounTn ca HOB-
YaHUM OfILLITETaMa U APYTUM 3aKOHCKUM CaHKIIjama.

[TonnmTaBame OBOT IATEHTA je BPJIO 3HAYAJHO 3a
Hay4Hy 3ajegHully jep he omoryhuru cBum npoussoba-
ypMa OMOTEXHOJIOMIKUX MPOM3BOfia fja mpoussoyne Taq
NoJMMepasy, ITo he HEeMUHOBHO JIOBECTH 10 ToBehama
HOHY/E U Nafa lieHa Ha TPpKUITy. OBO HCTOBPEMEHO
MOKe BOIUTH Ka IOHUIITaBaky IaTeHATA 3a OBaj €H-
3KM U Y ipyruM p:kaBama. OBUM je CyJl HCITPABHO He-
[IpaBly HaHECeHy Hay4yHHUIUMa Koju cy npe ,,Iletyca”
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u3onoBanu Taq moamMepasy U CBETY je MOKa3aHo KO je
3aCITy>KaH 3a U30JI0BAhe €H3MMa BasKHOT 32 OBY M3y3€T-
HO 3HAYajHy XEMHjCKY pEaKImjy.

Abstract
POLYMERASE CHAIN REACTION
Danko Obradovi¢

University of Montenegro, School of Sciences, Biolgy De-
partment, P.O.Box 211, 81000 Podgorica, Yugoslavia.

Molecular biologist often analyzes a DNA molecule
sequence. Since 1984, when polymerase chain reaction
(PCR) has been innovated by Kary B. Mullis, DNA molecu-
le analysis was greatly simplified. PCR enable amplifica-
tion of a DNA sequence in very large number of copies
(billions or even more). This method has been applied in
many fields: diagnostic of infectious diseases, criminology,
and analysis of archeological samples (of human, animal
and plant origin). It has made tremendous impact on scienti-
fic work as well as on everyday life. Kary Mullis became a
Nobel Price winner in chemistry in 1993 for developing
PCR.
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BEJIEHIKE

XEMNJCKA YUTAHKA

ITpupenno npod. Kusopag Yekosunh
3aBoj 3a yIOEHUKE 1 HACTaBHA CPEJICTBA
Beorpag, 1999

HepaBHo ce y KiuxKapckuM U37103UMa I0jaBuia
KIbHTA IOl HEOOMIHAM HACJIOBOM X€eMHjCKa YATAHKA
KOjy je npupenuo npodecop XKusopan Yekosuh ca Xe-
MHujcKor (pakynreTa a u3ao 3aBofa 3a YIIOEHUKE U Ha-
craBHa cpefcTBa. OBa XeMujcka YATAHKA HAMEH-CHA j€
npogecopuMa v HacTaBHUIIMA XeMHje Y TUMHA3HjaMa,
CpeImBIM ¥ OCHOBHUM IIKOJIaMa, ally IPBEHCTBEHO je
HaMeHeHa YYEHUIIMMa KOjU 1O0Ka3yjy HApOYUTO UHTe-
pecoBame 3a xemujy. Cappskaju oBe UnTanke MOTy TO-
OyINTH MHTEPECOBAE U KON Mamhe 3aMHTEPECOBAHMX
yUYEHHKa Kao U KOJi OOUYHUYX, 3HATIDKEIbHUX JbYAH, KOJI
ce MOTY yIIO3HATH €A CaBPECHMEHNM JIOCTUTHYhIMa, MO-
ryhHOCTUMAaW TajHaMa XeMuje.

IIpupebusau u upejHn TBOpal oBe KibuUre, mpoge-
cop Uekosuh je maxkibuBO offabpao 37 HajaKTyeITHUjUX
o0JacTi ¥ TeMa U3 Hajpa3lInuUuTHjUX JIeI0Ba XeMuje U
3a CBaKy TeMy ofabapo je HajayTopuTaTHBHUjET Hayy-
HUKa 3a ayTopa npuiora (35 ayTopa) ga caBpeMeHe 1
aKTyeJHe TeMe U MaTepujaie MPUKasKy H IpeficTaBe Ha
oMy IapaH HauMH, IPUKJIAfjaH Kako Ipodecopuma Ta-
KO 1 yueHnnuMa. Kmuraje KBaJuTeTHO HITaMIIaHa Ha
540 cTpana y TBpjioM noBe3y. VICKycHU TMMHA3UjCKH
npodecopu XeMuje CBOjUM pelieH3rjaMa MOTBPAIUITY CY
HOINyJIApHU KapakTep KIUre 1 MpuiaroheHocT omnuca
TIOjefITHIX TeMa MOTEHIIW]AJTHIM YMTAOIIMA .

CappsKkaj ynTaHKe CIMKOBHUTO je Ha3HAUeH Ha KO-
pHliamMa caMe KHUTe, INie je CMMOOIMYHOIPUKa3aHo Ja
XeMuja Hyiu “peliema 3a OygyhHOCT”, pelliemha MHOTUX
npobiieMa caBpeMeHOT CBeTa, Kao IITO Cy XpaHa,
3IpaBibe, CHEPIHja, IEKOBU, MATEPUjalli M APYTH XEMUj-
cku npousBopu. Canpkaj XeMujcke YNTaHKeE, U3 Haj-
Ppa3IMYUTHjUX OOJIACTU XeMUje M HEeKUX MPaHUYHUX 00-
JIaCTH, TOJIUKO je 6oraT 10 CaBpEMEHOCTH M Hay4HOj 1
TIPAMERH-EHO] BaXKHOCTH fia 61 Tpebajio MHOT'O IpOCTOpa
ma ceieTalbHO npuKaxe. Behuna Tema Huje JOBOBHO
obyxBaheHa unu Huje yomTe o0yxBaheHa HacTaBHUM
TporpamMmuMa HUTH ONHKCaHa y nocrojehum ynoeHnnuma
XeMHje 3a Cpeflhbe IIKOIIE.

Y yBOOHOM MOIIIaBJbY CE€ TOBOPH O TOME I1ITa je Xe-
MUja jaHac ¥ LITa Cy ’eHa CaBpeMeHa CTpeMJbeHaja ’
HOCTUrHyha, 3aTUM y KBU3U ce MOT'Yy Hahu unaHiy ca
HOBUjUM CXBaTamkbNUMa O XEMH]CKO] €BOTYLMjU 1 IOCTAH-

Ky >KMBOTa Ha 3eMJbH, O CHeL(pPUIHOCTUMA U MEXAHU3-
My fiejcTBa eH3KMMa Kao “TIOKpeTayda XKUBOTa”, O XeMUj-
CKOM CacTaBy H JIeJIOBaby aHTHOMOTHKA, APOra ! XIIy-
LMHOTCHUX jefutberba. OIUCaH je ¥ XEMUjCKU KapaKTep
npolieca CTapemha KINBUX OpraHn3aMa, TeHETCKO MHXKe-
BEpPCTBO M TEXHHMKA KIIOHHpama. V3noxeHa je Be3a
n3meby 6uosioruje 1 HeOpraHcke XeMmuje, caBpeMeHa
aHAJUTHKA Y MEULMHY U 3APAaBCTBY U YBEK aKTyellHa
TeMa 0 OuoXeMuju XpaHe U ucxpase. Jlat je nmpukas o
¢hepoMOHUMa — jeubebIMa IIOMOhY KOjUX KOMYHHIH-
pajy MHCEKTH U APYTU XXUBU OPraHU3MU. Y NOCEOHUM
HOIJIaB/bAMA OIKUCAH je MOCTaHAK XEMUjCKUX eJIEMEHa-
Ta M CHHTE3€ eJIeMeHaTa KOjuX HeMa y IPUPOJH, 3aTUM
XeMHja JIparysba, KOMIUIEKCHUX jeUHEeha U BbUXOBUX
npuMmeHa. EHepreTcke TeMe onmcaHe Cy y OflBOjeHUM
IIOIVIaBJbUMA O XEMUjCKUM U3BOpHUMa CTpYje, HyKieap-
HOM TOPHBOM IMKJIYCY, O py3uju Kao eHepruju 6ymyh-
HOCTH. Y WIaHIIMa O MaTepHjajmMa IPUKa3aHy Cy Io-
JIUMEPHU MaTepujaliy, KOMIIO3UTHU MaTepujaiy, Ipu-
POJHA | BeIlITayKa BIIAKHA, TEH3UU U IMOBPIINHCKA aK-
TUBHE MaTepHje, 00je, HeCTHIUIN, JIeType JaKuX MeTa-
J1a, 3e0JUTH, HaTa 1 eKCIIo3nBU. CaBpeMEHO U NOIy-
napHO oOpabene cy TeMe U3 OCHOBa XeMHja, Kao LITO
Cy TEpMOIMHAMIYKA MHTEePpIpeTalyja XEMHIjCKUX PeaK-
1j7ja, CTPYKTypa U PEaKTUBHOCT MOJIEKYJIA , XEMUjCKe
peakIje off eNpyBeTeI0 peakTopa KaoH YBEK aKTyel-
He TeMe o 3arabemy Basnyxa. Ha xpajy cy npuka3anu
Hay4HH OIPUHOCH Haj3HAYajHUjIX xemmyapa y Cpouju.

OBa Xemujcka uuitianka avje yrioeHuk Beh kmura
KOja ce unTa JoOOpOBOJbHO, 6e3 mpuMmopaBama. [Ipode-
cop Yekosuh je lOMEKeNeo JaXeMujy IpUOJILKU CBa-
KOM YHTaoly, fia je YIMHH Pa3yMIbUBOM U IITO IIPHCTY-
MaYHMU)OM, KEJIeO je 1a yKaxke j1a xemuja Huje 6ayk, Beh
65aroTBOpHA M KOPUCHA HayKa, uija gocTurHyha xopu-
CTHUMO Y Hajpa3iIMyuTHje CBPXE y CBAKOJHEBHOM KHBO-
Ty.

Y oBoj k®u3u npupebuBay je HacTOjao 1a XeMujy
IIOBEXKE ca 3aXTeBUMa U oTpedaMa caBpEMEHOT CBETA,
a ce oGjacHe TIOjMOBHU O KOjMa Ce YeCTO TOBOPH, /ia Ce
mpezicTaBe 1 o0jacHe MaTepujaliv Koje CBaKOTHEBHO KO-
puctrmo. Hacrojao je ga ce o caBpeMeHNM MTOjMOBUMA,
MaTepHjallMa, XEMU]CKUM jelubebIMa, TOBOPHU ca
LITO Make jefHaunHa ¥ (hOpMyJIa, TEPMUHOJIOTHjOM H
CTHJIOM NPUXBATIBUBHUM 3a Ipoecope U pago3Haie
yuenuke. [Ipogecop Uekosuh je HacTojao na xeMujy
peaJiHO IIOCTaBH yCPesl YOBEKOBOT MaTE€PHjalIHOT XKHBO-
Ta M Jla yKaXxe jja OHa HUje 3a0aBa M I1Jb HAyYHNKa Beh
Jia je cBe y Hama M OKO HAC 7 jja Cy BeUHUTe IPOMEHE Ma-
TepUje caMO XEMMUjCKHU ITPOLIECH.

Cue:xana bojosuh
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BECTHN U3 CX]1

CBEYAHA CKYIHINITHNHA CPIICKOI XEMHUJCKOT IPYIITBA

Cgeuana ropgumnmsa ckymmtuaa CX]I ogpskaHa je y
4eTBpTaK, 7. genemopa 2000. roguae y CBeuaHo] cain
PekTopara YauBepaureray Beorpany, CTyneHTCKE TpT
1, canoyeTkoM y 11 yacosa

INIPOTPAM

IMopyka IpencequuinTsa [pyiiTa

» JoBau JoBanoBuh: "[IMpoauTHIKO yibe - fUMEpH
¥ TPUMEPH HHAICHA"

* YpyuuBame TrOJUIIBUX Harpaja U INpU3HaAKA
OpyumrTBa

*  bpasko [lywuh: "Xupanne nonmypee Kao HOca-
4¥ KaTajau3aTopa 3a aCHMETPUYHY KaTalnu3y"

* W3 ucropuje Jpymrsa

W ose ropuue Haie [Ipymrso gopesnno je, Ha Ce-
YaHOj CKYIILUITHHH, CBOja TPAIMLMOHAIHA IPU3HAkA CTY-
IEeHTHMaH CBOjUM WIAHOBKUMA KOjU Cy, CBOJUM PajioM, JIO-
IIPUHENN YHANIpehewy XxeMujcKe HayKe y Hac.

IlpBa rpyna npusHama Ouia Cy CTyJEeHTCKa IpU3Ha-
wa. OHa Cy HaMeHmheHa Haj00JbUM JUIUIOMAPAHUM CTY-
JAEHTHUMA XeMUje U XEMHUjCKEe TEXHOJIOTUje Ha Y HUBEP3HU-
tetuMma y Cpbuju, koju cy, no ITpaBunHuky o Harpagama
CX]I, purmioMupaiy o Kpaja JyHCKOT UCIMTHOT poKa
TeKyhe IIKOJICKe TOfMHE ca IPOCEYHOM OLIEHOM U3HAa[
9,00.

3a OBy rofvHy HOCHOLY CHEUHjaTHOT NPU3HABA
CXII 3a U3BaHpENaH YCIeX y CTyUpay Cy:

Buspana llbykuh, PakynTeT 3a UMUKy XeMU-

jy, Beorpap (9,06)

*  Mumnomr Mananh, TexHOTOMIKO-METaNypIIKH

dakynret, Bry. (9,06)

* Bumagmmup Tomosuh, Texnosmomku ¢akyiaTer,

Hosu Cagp (9,09)

* Ilerap Papgumwuh, TexHONOLIKO-METANypIIKH
dakynret, bru.(9,11)
*  Bunapan Bjenuh, Texnonomko-meranypmku ¢a-

kyareT, Bra. (9,14)

*  Mwnka Urwatosuh, TexHOTOMIKO-METATYPIIKH
¢akyaret, bru.(9,14)
*  Munan Bopbepuh, TexHomomKko-MeTanypku

¢akynreT, bra. (9,19)

*  MupocnaB Panumh, TexHomomKo-MeTaTypIIKH
takynrer, briu.(9,26)
* Jlejan Aubenkosuh, Xemujcku cakynrer, beo-

rpagx (9,30)

* Cama Anrtonmjesuh, Xemujcku akynrer, beo-

rpap (9,40)

* 3opana Haynosuh, TexHONOLIKO-METalypIIKH

dakynret, bry. (9,40)

* Cnabana IIpumuh, Xemujcku dakynret, beo-

rpan (9,71)

142 Xemujcku tipezaeo

» [lanmjema Byb6ano, Xemujcku ¢akynrer, beo-

rpap (9,73)

JooutHuim rogumme Harpage CXJI 3a crynenre,
KOja ce fofiesbyje meropoMa "Hajoorsnx meby Haj6oIbH-
Ma" cy.
 Jymmna Bupgosuh, IlpupogHo-mMaremaTnuku

daxkynrer, Kparyjepar (9,43
* HMgan [OumutpujeBuh, TexHONOMKO-MeTaNypII-

ku ¢akymaret, bry. (9,43)

*  Maja ITapan, ®akynreT 3a puzuuky xemujy, be-

orpap (9,58)

* Cpban Ponuesuh, MucTuryTr 3a xemujy IIM®,

Hosu Capn (9,81)

*  Orwen Mwmwrbanuh, Xemujcku ¢akynrer, beo-

rpap (9,93)

Jpyra rpyna npu3Hama je Iporiamasame 3a 3a-
cayxsor wiana CX/, Koje ce 3aciyKyje IpegaHoM aK-
tuBHOIThy y [IpyiITBy my HeKkoj obmactu xemuje. OBe
TOIMHE 32 3aCIIy>KHOT WwiaHa JIpyiiTBa u3a0paHu cy:

* Byxkapun Jleosan
* JTanka JoBaHnoBumh
* Yo6aBka Muou

Hajsan, nonessena cy HayyHa Npu3Hamba [IpyIrTsa 3a
IOTIPHHOC Pa3B0jy XeMujcKe Mucn y Hac. Of ueTupu Mo-
ryha nmpu3Hama:

* Mepasbe 3a TpajaH U U3BaHpEaH NONPHHOC Hay-

s
*  Mepasbe 3a IpeTaNamTBO U yCIieX Y HayIy
* Mename 3a u3y3eTaH JONPUHOC IPUMEHH HayKe

y UHIYCTPUjU U
* Mepame 3a u3BaHpelHE pe3yjTaTe y HACTaBH,

OB€ r'OfIMHE IOMIEJHEHO je TPH.

Jenno je Menaba 3a nperajaluTBo U ycuex y HayIu,
KOja ce JlofieIbyje MIIaJiiM HayYHUM pajiHALIIMA U KOjV je,
CBOjAM HAyIHIM JIOTIPUHOCOM Y OOJIACTH €TIEKTPOXEMH]E,
3aCIyKHO
*  Bpanumup I'pryp

Ipyro je Menaspa 3a n3y3eTan RONPHHOC MPIMEHH
HayKe y HHYCTPHjH KOjy je, CBOjUM OCTBaper-nMa y pu-
MEHH MIKPOOHOJIOIIKE XeMHje ¥ OMOTEXHOJIOTHje y KOH-
KPETHIM IPOU3BOIMMA, 3aCITyKHO
*  Mupocnas M. Bpeuh

Hame najBehe HayuHo npusHame - Menaspy 3a Tpa-
jaH 1 M3BaHpeNaH NONPHHOC HAYIM - OOHO je
* Bojan Bopbesuh
3a AyrOrOfUILGY IO aH HAyYHH JONPHUHOC Ha YCIIO-
CTaBIbakby PATOPO3HIX MOJIETIa IIPY N3padyHABAY Tep-
MOIMHAMMYKUX O0cOOWHA OMHAPHUX M BUIIIEKOMIIOHEH-
THHX jeHO(Pa3HIX U BAIIe(ha3HIX CUCTEMA.

Ouexkyjemo na hemo cnepehe roguae, y HoBeMOpy
mecetty 2001., va Ceeuanoj cegavmu CXJ1 6uTH y Iprmu-
11 1a YyjeMOIIpefjaBaha JaHAIIHbUX JOOUTHUKA Meflaiba:
Bojana ‘Hopbepuha u bpanuvmupa I'prypa.
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