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uvob

Poznavanje osnovnih biohemijskih procesa je osnovno polaziste za pravilno
razumevanje funkcije pojedinih tkiva, organa i organizma kao celine. Intenzivan
razvoj biohemije je omogucio da se dobije velik broj informacija o hemijskim
procesima koji se odvijaju u zZivim sistemima, prometu materije i energije i da se
mnoga od tih saznanja iskoriste u praksi: poljoprivredi, zastiti Zivotne sredine,
dijagnostici i medicini, farmaceutici itd.

Biohemija je spona koja povezuje biologiju i hemiju, proucava hemijske
reakcije koje se odvijaju u Zivim organizmima a koje omogucavaju postojanje Zivota.
Skup tih hemijskih reakcija se naziva metabolizam. U metabolickim reakcijama
dolazi do modifikacije hemijskih jedinjenja uz istovremeni protok energije.
Metabolizam se deli na anabolizam: sintezu sloZenijih organskih molekula iz
jednostavnijih prekursora, i katabolizam: razgradnju kompleksnih organskih
jedinjenja do molekula jednostavnije strukture. Ovaj sloZeni sistem omogucava da se
celije, tkiva, organi, pa i sam organizam odrZava u zZivotu, razvija i reprodukuje.
Biohemija se bavi i proucavanjem struktura hemisjkih jedinjenja koja ucestvuju u
metabolickim reakcijama. Ta jedinjenja se nazivaju biomolekulima i dele se na
primarne i sekundarne biomolekule. Primarni biomolekuli su zajednicki za sve Celije
svih Zivih bica i u njih spadaju: proteini, ugljeni hidrati, lipidi i nukleinske kiseline,
kao i mnogi od njihovih prekursora i derivata. Sekundarni biomolekuli su
karakteristiéni samo za pojedine klase zivih bi¢a i obicno su prisutna samo u
pojedinim tkivima ili organima u njima. Biohemija je blisko povezana sa drugim
naukama poput: organske hemije, molekularne biologije i fiziologije, a nasla je i svoju
Siroku primenu u veterinarskoj i humanoj medicini, poljoprivredi, prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.

Biohemija je nauka kod koje je eksperimentalni rad od najveceg znacaja.
Laboratorijske i eksperimentalne analize doprinose otkrivanju novih i potvrdivanju
vazecih zakonitosti u bioloskim sistemima.



1. PROTEINI

Proteini ili belancevine su jedinjenja Siroko rasprostranjena u prirodi, a cine
osnovne Celijske sastojke svih zivih organizama. Ime im potice od grcke reci proteios,
Sto znaci prvi ili najvazniji. Iako su sva jedinjenja koja ulaze u sastav celije vaZzna za
njenu pravilnu funkciju, proteini medu njima zauzimaju posebno mesto jer su
nezamenjivi u izgradnji celijskih struktura, Kkatalizi i regulaciji metabolizma,
procesima kontrakcije i transportu materija, a neki od njih ulaze u sastav
odbrambenih sistema visih organizama.

Bez obzira na funkciju ili biolosku aktivnost, svi proteini su makromolekuli
izgradeni od velikog broja aminokiselina, koje same po sebi nemaju vecu biolosku
aktivnost. Struktura i osobine proteina zavise od vrste i broja, a jos vise od nacina na
koji su u molekulu proteina rasporedeni aminokiselinski ostaci. Specifican redosled
(sekvenca) aminokiselina, koje ulaze u sastav proteina, obezbeduje svakom proteinu
jedinstvene strukturne karakteristike, a samim tim i odgovarajucu biolosku funkciju.

Proteini se mogu podeliti na proste i sloZzene. Prosti proteini su oni koji
hidrolizom daju samo aminokiseline. Na osnovu rastvorljivosti u vodi i rastvorima
pojedinih elektrolita i nekih drugih osobina podeljeni su na albumine, globuline,
gluteline, histone i dr.

Slozeni proteini (proteidi) hidrolizom pored aminokiselina daju i neke
neproteinske supstance koje se u pojedinim slucajevima nazivaju “prosteticnom
grupom”. Prema prirodi prosteticne grupe slozeni proteini se dele na
nukleoproteine, glikoproteine, hromoproteine i dr.



1.1. Odredivanje izoelektricne tacke aminokiseline alanina

Proteinski molekuli sadrZe veci broj aminokiselinskih ostataka ¢iji bocni nizovi
u rastvorima podlezu proteolitickim reakcijama. Tako kisele funkcije asparaginske
kiseline, glutaminske kiseline, tirozina ili cisteina podlezu disocijaciji, dok se bazne
funkcije lizina, agrinina i histidina mogu protonovati.

U zavisnosti od relativnog odnosa kiselih i baznih aminokiselinskih ostataka u
molekulu proteina, ovaj ¢e pri fizioloSkim pH imati ukupan pozitivan ili negativan
naboj. Promena pH vrednosti vodi ili deprotonovanju baznih funkcija ili suzbijanju
disocijacije kiselih, te, kao i kod slobodnih aminokiselina, za svaki protein postoji
karakteristicno pH pri kome je suma pozitivhog naelektrisanja jednaka sumi
negativnog naelektrisanja. Ovo pH se oznacava kao izoelektri¢no (pI).

Parcijalnom hidrolizom proteina se dobijaju proizvodi manjih molekulskih
masa koji se nazivaju peptidi, a totalnom hidrolizom se dobijaju aminokiseline. Sve
aminokiseline imaju bar dve funkcionalne grupe koje podleZzu proteolitickim
reakcijama u vodenim rastvorima. Pri pH vrednostima izmedu 4 i 9 aminokiseline su
u rastvoru prisutne i u dipolarnom obliku (Cviter jon — Zwitterion), kada je
karboksilna grupa disosovana, a amino grupa te aminokiseline asosovana. Duz
pomenutog opsega pH aminokiseline imaju izvestan naboj, a na jednoj odredenoj pH
vredosti (takozvanoj izolektri¢noj tacki), ukupni naboj je ravan nuli. Izoelektri¢na
tacka je ona pH vrednost na kojoj se aminokiseline nalaze u dipolarnoj strukturi .
kada je zbir pozitivhog naelektrisanja jednak zbiru negativnog naelektrisanja u
molekulu.

Postupak: U 50 cm? rastvora alanina koncentracije 0,05 mol/dm?® dodati oko 1
cm® rastvora HCl tako da pH rastvora bude priblizno 1,0. Nakon toga izvrsiti
retitraciju rastvora alanina sa rastvorom NaOH koncentracije 1 mol/dm? Pomodu
pH-metra ocitati vrednosti pH serije rastvora alanina sa NaOH i na osnovu dobijenih
rezultata nacrtati grafik (Slika 1). Na grafiku odrediti pI alanina i prikazati katjonski,
anjonski i dipolarni oblik ove aminokiseline.

V NaOH (cm?)

pH

V NaOH (cm?)

pH




Slika 1. Titraciona kriva alanina
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1.2. Odredivanje izoelektricne tacke proteina Zelatina

Proteini se zbog svoje specificne grade u vodenom rastvoru ponasaju
amfoterno, odnosno u zavisnosti od pH sredine ponasaju se kao kiseline ili baze. Ova
osobina je posledica prisustva kiselih i baznih grupa koje u vodenom rastvoru
disosuju tako da se molekuli proteina nalaze u obliku dipolarnog molekula.

Pri odredenoj pH disocijacija kiselih grupa jednaka je asocijaciji baznih grupa,
broj negativnih i pozitivnih naelektrisanja na jednom molekulu proteina je isti, te je
molekul nenaelektrisan. Takvo stanje molekula proteina u rastvoru naziva se
izoelektricno stanje a pH vrednost rastvora u kome se protein nalazi u
izoelektricnom stanju naziva se izoelektricna tacka proteina (pI).

Izoelektricna tacka vedine proteina nalazi se u slabo kiselom podrudju pH.
Ovo je posledica toga Sto vecina proteina u molekulima sadrze vise karboksilnih
grupa, odnosno monoaminodikarbonskih kiselina. Postoje, medutim, i proteini cija
izoelektri¢na tacka lezi u slabo alkalnoj sredini (npr. histoni). U strukturi ovih
proteina preovladuju diaminomonokarbonske kiseline.

Na izoelektri¢noj tacki, molekuli proteina nemaju elektri¢ni naboj te izmedu
njih nema elektrostatickih odbijanja, usled cega se proteini u takvom stanju najlakse
istaloze. Ovaj efekat taloZenja proteina koristi se u eksperimentu odredivanja
izoelektri¢ne tacke Zelatina.

Postupak: U Sest epruveta napraviti seriju puferskih rastvora prema podacima iz
Tabele 1:

Tabela 1. Nacin pripreme serije pufernih rastvora za odredivanje pl Zelatina

Rastvori (cm?): Broj epruvete:

3 4

0.1 mol/dm3 CHsCOONa . . 1.0 1.0

0.1 mol/dm?® CHsCOOH 0.5 1.0

1.0 mol/dm3 CH3:COOH - -

destilovana voda 1.5 1.0

zelatin . . 1.0 1.0

pH . . 5.0 4.7

Stepen zamucenja (+)

Sve epruvete, nakon dodavanja 1 cm? Zelatina, dobro protresti. Zatim pazljivo
pipetirati (uz zid epruvete, bez muckanja) oko 3 c¢m?® etanola do pojave trajnog
zamucenja. Ostaviti da stoji 10 minuta.

Zadatak: Na osnovu stepena zamucenja epruveta, izrazenog brojem + u tabeli,
zakljuciti na kojoj se pH vrednosti nalazi izoelektricna tacka Zelatina.
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1.3. Bojene reakcije na proteine

Biuretska reakcija

Mehanizam ove reakcije ukljucuje prethodnu enolizaciju peptidnih grupa u
alkalnoj sredini, a enolizovani peptidni lanac u prisustvu Cu?" jona daje kompleksno
jedinjenje sledeceg tipa:

ﬁ Ry Ci Ry HO Ry HO Ry
NH /K/NH _OH_ )\ N
0 R 0 OH R, OH
R, 0
\Cu2+‘/ 3

Da bi se kompleks nagradio peptid mora da ima najmanje Cetiri
aminokiselinska ostatka. Kompleks koji nastaje ima plavo-ljubiéastu boju, sa
maksimumom apsorpcije u oblasti od 520 do 535 nm. Ova reakcija se Cesto koristi za
kolorimetrijsko odredivanje sadrzaja proteina.

Postupak: U epruvetu sipati 1 cm?® rastvora proteina pa dodati dvostruku
zapreminu 30% rastvora NaOH. SadrZaj epruvete dobro promuckati pa dodati 2-3
kapi 1% rastvora CuSOs. Nakon ponovnog muckanja javlja se plavo-ljubicasta boja.

Ninhidrinska reakcija

Jedna od najkarakteristicnijih reakcija aminokiselina je reakcija sa
ninhidrinom. Ninhidrin je oksidaciono sredstvo i vrsi oksidativno deaminovanje a-
aminogrupe, uz oslobadanje amonijaka, ugljendioksida, odgovarajuceg aldehida i
redukovanog oblika ninhidrina. Amonijak reaguje sa slede¢im molekulom
ninhidrina i redukovanim ninhidrinom, hidrindantinom, dajuci ljubicasto obojeni
proizvod:



/ OH R /O
OH
o + HgN)\COOH — + RCHO + CO,+NH,3
\ N\
0

(0]
Ninhidrin Hidrindantin
0 0 9 0
¢ on 4 OH ) N i
+ + NH; + NH,
\ OH \H \\o O/
o] o]

Apsorpcioni maksimum ljubicastog jedinjenja lezi blizu 570 nm. Kako je
intenzitet apsorpcije priblizno linearno zavisan od broja aminogrupa, na osnovu ove
reakcije je razraden kvantitativan analiticki postupak za kolorimetrijsko odredivanje
aminokiselina i u vrlo razblazenim rastvorima. Reakcija se moZe smatrati opStom za
primarne amine, ali istovremeno oslobadanje CO:, koje se moze pratiti
manometrijski, sluzi za karakterizaciju i odredivanje a-aminokiselina. U slucaju
iminokiselina gradi se proizvod svetlo-Zute boje, pa ova reakcija sluzi i za
razlikovanje ovih supstanci u mnostvu proteinogenih aminokiselina. Pozitivnu
ninhidrinsku reakciju daju i polipeptidi, koji sadrze slobodnu a-aminogrupu.

Postupak: U 1 cm?® rastvora proteina dodati 2 kapi rastvora ninhidrina. Sadrzaj
epruvete promuckati i ostaviti nekoliko minuta u vodenom kupatilu na 70° C, pri
¢emu se razvija ljubicasto obojenje.

Ksantoproteinska reakcija

Pozitivnu ksantoproteinsku reakciju daju oni proteini koji u svom molekulu
sadrze ostatke aromati¢nih aminokiselina (fenilalanin, tirozin i triptofan). Zelatin,
koji ne sadrzi ostatke aromaticnih aminokiselina, ne daje pozitivnu ksantoproteinsku
reakciju. Zuta boja se javlja kao posledica nitrovanja aromati¢nog prstena. Promena
zute boje u narandzastu u alkalnoj sredini uslovljena je nastajanjem hromofomne

grupe:



COOH COOH

COOH
O, NH4OH
-H,0
H *
NH,

Postupak: U 1 cm® rastvora proteina dodati 5-6 kapi cc HNOs, pri ¢emu se
javlja beli talog ili zamucenje. Pri zagrevanju talog se boji jarko Zuto i skoro potpuno
rastvara. Smesu ohladiti i paZljivo, bez muckanja, dodati kap po kap cc NH«OH ili
NaOH do alkalne reakcije pri ¢emu se rastvor boji jarko narandzasto.

Reakcija sa pikrinskom kiselinom

Sulfhidrilne grupe cisteinskih ostataka u proteinskom molekulu mogu da
redukuju pikrinsku kiselinu do pikraminske:

NO, NO,
2R--SH
> 4+ R—S—S—R
O,N NO
2 2 O,N NH,
oH OH

Postupak: U 1 cm?® rastvora proteina dodati na vrh Spatule ¢vrstog Na:COs1 0,5
cm?® zasicenog rastvora pikrinske kiseline. Sadrzaj epruvete promesati i zagrevati u
toku nekoliko minuta. Zuta boja rastvora polako prelazi u crvenu.

Sachaguchieva reakcija

Guanidinska funkcija argininskih ostataka u proteinskom molekulu reaguje sa
a-naftolom u prisustvu natrijumhipobromita daju¢i narandzastu boju. Iako
mehanizam ove reakcije nije u potpunosti razjasnjen, smatra se da u prisustvu
oksidansa najpre dolazi do gradenja kondenzacionog proizvoda a-naftola i
guanidinskog ostatka arginina:



0 —NH—CH—CO—

ik
QO o o L B
F,N—C—HN—CH

o-naftol
OH
OO
|

NH—C—HN—CI:
M

U sledecoj etapi, daljim delovanjem oksidansa obrazuje se jedinjenje tipa
hinonimina (u ovom slucaju naftohinonimin):

—NH—ﬁZH—CO—

NaOBy O o
nH —— ?Hz + NaBr + HO
0 Q N—C—NH—CH,

naftohinomin
(narandZasto-crveni kompleks)

Medutim, nije iskljueno nastajanje jos sloZenijeg jedinjenja daljom reakcijom
imino grupe guanidinskog ostatka sa a-naftolom u prisustvu oksidansa.

Postupak: U epruvetu sipati 2 cm® rastvora proteina, 0,5 cm?® 10% rastvora
NaOH i odmah zatim par kapi rastvora a-naftola. SadrZaj epruvete promuckati pa
zatim dodati 0,5 cm?® rastvora natrijumhipobromita pa opet promuckati. Javlja se
narandzasto-crvena boja koja ukazuje na prisustvo arginina u molekulu proteina.

Millonova reakcija

Millonovu reakciju daju svi proteini koji u svom sastavu imaju ostatke
tirozina. Boja koja nastaje potice od Zivine soli nastalog nitrozotirozinskog ostatka:
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COOH HOOC

H,N
2 H,N
HNO 4

Hg
NO

OH OHg

Postupak: U 0,5 cm?® rastvora proteina dodati 1 cm?® Millonovog reagensa. Javlja
se talog koji se zagrevanjem epruvete na vodenom kupatilu boji smede-crveno.

Hopkins-Coleova reakcija (reakcija Adamkevica)

U ovoj reakciji dolazi do kondenzacije dva molekula triptofana (ili dva
triptofanska ostatka u polipeptidnom lancu), sa formaldehidom, koji je nastao iz
glioksilne kiseline dejstvom cc H250u:

COOH coon COOH GooH
mm*CH HN;QH HN—CH  HN—GH
\

H

D
bis-2-triptofanilmetan

Proizvod kondenzacije se dalje oksiduje do bis-2-triptofanilkarbinola:

(lf()()H ?OOH
HzN —(llH HaN ‘([TH

s (g0
1s—2—11‘1ptoihm]metan
ﬁ' OH

bis-2-triptofanilkarbmol

Postupak: Sipati u epruvetu nekoliko kapi ispitivanog proteina i dodati 2 cm?
glacijalne siréetne kiseline (u glacijalnoj sir¢etnoj kiselini je uvek prisutna i glioksilna
kiselina). Smesu blago zagrevati, a zatim ohladiti pod mlazom vode. Niz zid nagnute
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epruvete dodati oko 1 cm® cc H2SOs, pazedi da se tecnosti ne meSaju. Sadrzaj
epruvete ne muckati. Pri stajanju se na granici faza javlja crveno-ljubicasti prsten.

Vuazenova reakcija

Vuazenova reakcija je takode karakteristicCna za triptofan, i po svom
mehanizmu je analogna Hopkins-Coleovoj reakciji.

Postupak: U 0,5 cm® rastvora proteina dodati 1 kap 2,5% rastvora formaldehida
(sveze pripremljenog na dan ogleda). Sadrzaj epruvete promuckati i dodati 1,5 cm?® cc
HCI (gustine iznad 1,175) pa ponovo promuckati. Nakon deset minuta dodati 5 kapi
rastvora NaNO:z. Razvija se plavo-ljubicasto obojenje.

Reakcija Paulija
Reakcija Paulija je karakteristi¢na za histidinske ostatke u molekulu proteina.

U prvoj fazi reakcije dejstvom NaNO: sulfanilna kiselina prelazi u
diazobenzosulfonsku kiselinu:
SO,H

+ NaNO; + HC| —> <j + 2NaCl +2H,0

NH, NEN

U drugoj fazi, dva molekula diazobenzosulfonske kiseline reaguju sa
histidinskim ostatkom iz molekula proteina, dajuéi obojeni kondenzacioni proizvod:

COO0H
o | ©
so,  N—CH 803 SO GOOH SOsH
(e NHZ—CH
- O—
N
_ | = i
S T S
Y
H

2.5-bis -n-sulfo-benzolazohistidin

Postupak: U epruvetu sipati 0,5 cm® 1% rastvora sulfanilne kiseline i 2 cm?®
rastvora NaNOz. Sadrzaj epruvete snazno promuckati a zatim sipati 2 ¢cm? rastvora
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ispitivanog proteina. Promesati pa dodati 10% rastvor Na:COs, dok se ne razvije
tamno-crvena boja.

Reakcija za dokazivanje sumpornih komponenti proteina

Postupak: U epruvetu sipati 0,5 cm?® rastvora proteina i 1 cm?® 30% rastvora
NaOH i zagrevati do kljucanja (oprezno jer tecnost lako kipi). Pri tome dolazi do
delimicne hidrolize peptidnih veza pracene deaminacijom. Izdvojeni amonijak se
lako moze registrovati po mirisu ili promenom boje navlaZene indikatorske hartije
postavljene na otvor epruvete. Istovremeno, iz aminokiselina koje sadrze sumpor,
ovaj se oslobada i izdvaja u vidu H:S.

Topao rastvor podeliti u dve epruvete. U prvu dodati nekoliko kapi rastvora
Pb(NOs)2. Javlja se smeda ili crna boja, kao posledica reakcije nastalog natrijum
plumbita sa izdvojenim H-S:

Pb(NOs)2 + 2 NaOH — Pb(OH): + 2 NaNOs
Pb(OH): + 2 NaOH — Na2PbO: + 2 H.0
Na2PbO:2 + H2S — PbS + 2 NaOH

U drugu epruvetu sa hidrolizatom dodati 2-3 kapi sveze pripremljenog
rastvora natrijumnitroprusida. Javlja se crveno-ljubicasta boja.
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Reakcija

Albumin

Zelatin

Zapazanje

Biuretska
reakcija

Ninhidrinska
reakcija

Ksantoproteinska
reakcija

Reakcija sa
pikrinskom
kiselinom

Sachaguchieva
reakcija

Millonova
reakcija

Hopkins-Coleova

reakcija

Vuazenova
reakcija

Reakcija Paulija

Reakcija na
sumporne
komponente

Overa:
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1.4. Denaturacija i koagulacija proteina

Najvec¢i broj proteina zadrzava svoju biolosku aktivnost samo u uskim
intervalima temperature i pH. U oblastima ekstremnih vrednosti pH i temperature
dolazi do promena u molekulu proteina, koji se oznacava pojmom denaturacija.
Jedan od osnovnih pokazatelja denaturacije proteina jeste gubitak rastvorljivosti, te
se ova pojava naziva i koagulacija. U najveéem broju slucajeva do toplotne
denaturacije proteina dolazi pri zagrevanju iznad 40-50° C. Neki proteini mogu da
podlegnu denaturaciji i pri hladenju ispod 10-15° C. Posto je poznato da pri
denaturaciji ne dolazi do narusSavanja primarne strukture polipeptidnog lanca (ne
dolazi do raskidanja polipeptidnih veza), zakljuceno je da je ovo posledica razvijanja
(odmotavanja) gusto uvijenog polipeptidnog lanca, usled cega se naruSava
karakteristi¢na trodimenzionalna struktura proteina.

Funkcionalne grupe koje su bile zaklonjene u unutrasnjosti molekula javljaju
se sada na povrsini polipeptidnog lanca i mogu se hemijskim putem identifikovati
(kao na primer sulfhidrilne grupe).

Sem toplote i ekstremnih vrednosti pH, denaturaciju proteina mogu izazvati i
UV-zracenje, mehanicki faktori, visoke koncentracije uree i dr.

Denaturacija proteina zagrevanjem

I Epruveta ZapazZanje I

Albumin Zelatin

Postupak: U pet epruveta sipati po 1 cm? rastvora proteina. Prva epruveta sluzi
kao kontrola. U drugu epruvetu dodati 1 kap 1% rastvora sircetne kiseline, u trecu
0,5 cm® rastvora 10% siréetne kiseline, u cetvrtu sipati oko 0,5 cm® 10% rastvora

15



sircetne kiseline i nekoliko kapi zasi¢enog rastvora NaCl, a u petu epruvetu dodati
oko 0,5 cm® 10% rastvora NaOH. Svih pet epruveta zagrevati na kljucalom vodenom
kupatilu i zabeleziti zapazanja.

Povecanje broja SH-grupa posle denaturacije

Kod nativnog albumina SH-grupe cisteinskih ostataka su smesStene unutar
gusto uvijenog molekula. Posle denaturacije sve SH-grupe se demaskiraju i mogu se
dokazati reakcijom sa nitroprusidom u alkalnoj sredini.

Postupak: U dve epruvete sipati po 1 cm? rastvora proteina i 3 kapi 5% rastvora
NaOH. Sadrzaj jedne epruvete zagrevati 10 minuta na klju¢alom vodenom kupatiluy,
a zatim ohladiti U obe epruvete dodati na vrh Spatule smeSe kristala

amonijumsulfata i natrijumnitroprusida pa promucdkati.

I Zapazanje I

Albumin Zelatin

TaloZenje proteina koncentrovanim mineralnim kiselinama

Postupak: Pripremiti tri epruvete. U prvu epruvetu pazljivo sipati 1 cm?
koncentrovane azotne kiseline, u drugu 1 cm?® koncentrovane sumporne kiseline, a u
tre¢u 1 cm® koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline. Zatim, pazljivo, niz zid svake
epruvete, dodati 0,5 cm? ispitivanog rastvora proteina, vodedi ra¢una da ne dode do
mesanja.

Zapazanje
Albumin Zelatin

16



TaloZenje proteina organskim kiselinama

Sulfosalicilna i trihlorsircetna kiselina su poznati specificni reagensi na
proteine. Trihlorsircetna kiselina taloZi samo proteine, a ne taloZi proizvode
parcijalne degradacije proteina, niti aminokiseline. Stoga se ona cesto koristi za
potpuno uklanjanje proteina iz bioloskih tecnosti, poput krvnog seruma.

Postupak: U dve epruvete sipati po 1 cm?® rastvora proteina i u jednu dodati
nekoliko kapi 5% rastvora trihlorsiréetne kiseline, a u drugu nekoliko kapi 20%

rastvora sulfosalicilne kiseline.

I Kiselina ZapaZanje I

Albumin Zelatin

Trihlorsircetna

Sulfosalicilna

TaloZenje proteina solima teskih metala

Joni teskih metala (Hg, Ag, Cu, Pb i dr.) izazivaju taloZenje proteina,
obrazujudi sa njima jedinjenja tipa soli, koja su teSko rastvorna u vodi. Zbog toga se
rastvori proteina (poput mleka), primenjuju kao protivotrov pri trovanju (npr. solima
zive ili olova). Neki od ovih taloga (npr. sa solima bakra, olova ili cinka) rastvaraju se
u visku taloZnog sredstva zbog adsorpcije jona na povrsini proteinskih molekula.
Kao rezultat ovog fenomena proteinske cestice dobijaju naboj i ponovo se rastvaraju.
Rastvaranje taloga denaturisanih proteina u visku soli teskih metala naziva se
adsorpciona peptizacija.

Postupak: U dve epruvete sipati po 1 cm?® rastvora proteina i dodati, uz
muckanje, u jednu nekoliko kai 5% rastvora CuSOs, a u drugu nekoliko kapi 5%
rastvora Pb(CHsCOO).. Nakon izdvajanja taloga dodati reagens u visku.

Reagens Zapazanje
Albumin Zelatin

CuSOs

Pb(CH:COO):
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TaloZenje proteina reagensima na alkaloide

Alkaloidi su jedinjenja koja u svom molekulu sadrZe razli¢ite heterociklicne
prstenove sa azotom kao heteroatomom. Posto u sastav proteina ulaze i
aminokiseline sa heterociklicnim boc¢nim nizom (triptofan, histidin, prolin), to
proteini daju neke reakcije karakteristicne za alkaloide.

Postupak: U dve epruvete sipati po 1 cm?® rastvora ispitivanog proteina.
Rastvore zakiseliti u epruvetama sa 1-2 kapi razblaZene siréetne kiseline. U prvu
epruvetu sipati nekoliko kapi zasi¢enog rastvora pikrinske kiseline, a u drugu
epruvetu dodati nekoliko kapi 5% rastvora HCl i par kapi 5% rastvora kalijum-
heksacinjanoferata II, do pojave taloga.

I Reagens ZapazZanje I

Albumin Zelatin

Pikrinska kiselina

Kalijum-heksacijanoferat II

TaloZenje proteina fenolom i formaldehidom

Postupak: U dve epruvete sipati 1 cm?® rastvora proteina, pa u prvu dodati 1
cm?® vodom zasi¢enog fenola, a u drugu 1 cm® rastvora formaldehida.

ZapaZanje
Albumin Zelatin

Formaldehid

TaloZenje proteina alkoholom

Postupak: U epruvetu sipati 1 cm?® rastvora ispitivanog proteina i nekoliko
kristala NaCl, a zatim dodati postepeno oko 3-4 cm? etanola.
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I Reagens Zapazanje I

Albumin Zelatin

TaloZenje proteina natrijumvolframatom

Natrijumvolframat je jedan od efikasnijih reagenasa za taloZenje proteina i
Cesto se primenjuje za deproteinizaciju bioloskih tecnosti i ekstrakata. Sem proteina
moze da talozi i neke diaminokiseline.

Postupak: U epruvetu sipati 2 cm?® rastvora proteina, 0,5 cm® 0,33 mol/dm?
sumporne kiseline i sadrZaj epruvete promuckati a zatim dodati 0,5 cm? rastvora 10%
natrijumvolframata.

Reagens Zapazanje
Albumin Zelatin

Natrijumvolframat

Overa:
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1.5. Odredivanje sadrzZaja proteina metodom Lowrya

Metoda se zasniva na merenju intenziteta boje rastvora proteina, koja se javlja kao
posledica dve reakcije, i to biuretske i reakcije Folinovog reagensa (smeSa
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline) sa tirozinskim i cisteinskim ostacima u
molekulu proteina. Kao rezultat ovih reakcija javlja se plava boja, ¢iji intenzitet se meri
spektrofotometrijski na 660 nm. Prednost ove metode leZi u tome da se mogu odredivati
proteini i u vrlo razblaZenim rastvorima.

Reagensi:
Rastvor kristalnog albumina govedeg seruma (c=0,1 mg/cm?)

Rastvor A: Natrijumkarbonat (2%), K-Na-Tartarat (0,02%) u 0,1 mol/dm? rastvoru NaOH
Rastvor B: Bakar(II) sulfat (0,5%)

Rastvor C: 50 cm? rastvora A pomesa se sa 1 cm3rastvora B, na sam dan ogleda.

Rastvor E: Folinov reagens (0,35 mol/dm?)

Izrada kalibracione krive:
Pripremiti rastvore prema Tabeli 2, ocitati apsorbanciju (A) na 660 nm i
konstruisati kalibracionu krivu (Slika 2):

Tabela 2. Nacin pripreme serije rastvora za izradu kalibracione krive

Epruveta

Destilovana voda (cm?3)

Albumin (cm?)

Albumin (ug/cm?)

A (A=660 nm)

Postupak: Sipati 1 cm?® mleka u odmerni sud od 250 cm?®i dopuniti destilovanom
vodom do crte. Nakon homogenizacije uzorka odpipetirati 0,5 cm®rastvora i dodati 0,5
cm®vode i 1 cm? rastvora C. U rastvore albumina govedeg seruma takode dodati 1 cm?
rastvora C, promesati i sve inkubirati na sobnoj temperaturi 10 minuta. Zatim brzo
dodati 0,1 cm? pripremljenog rastvora Folinovog reagensa i odmah promesati. Dobijenu
smesu inkubirati na sobnoj temperaturi 30 do 90 minuta, pa zatim ocitati apsorbanciju
na 660 nm. Kao slepu probu u drugoj kiveti, umesto rastvora albumina dodati 0,5 cm?
destilovane vode (epruveta 6). Iz ocitane apsorbancije odrediti sadrZaj proteina u
ispitivanom uzorku pomocu kalibracione krive.
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Rezultat

Overa:

Slika 2. Kalibraciona kriva albumina



1.6. Odredivanje kreatinina u serumu i urinu

Pored toga Sto su aminokiseline gradivne komponente proteina, pojedine
aminokiseline su i prekursori mnogobrojnih specijalizovanih biomolekula, poput
pojedinih alkaloida, hormona, koenzima, vitamina, porfirina, antibiotika, pigmenata i
dr. koji imaju specificne bioloske funkcije. Jedan od primera ovih jedinjenja je i kreatin
koji u formi fosfokreatina predstavlja vazan metabolit za bioenergetiku miSica i nerava.

Sinteza kreatina se obavlja u bubrezima, jetri i pankreasu a zatim se prenosi u krv
do ostalih organa kao Sto su misi¢i i mozak gde se fosforilacijom pretvara u fosfokreatin,
visokoenergetsko jedinjenje. Uzajamno pretvaranje fosfokreatina u kreatin i obrnuto je
posebna odlika metabolizma miSi¢ne kontrakcije. Jedan deo slobodnog kreatina se u
miSi¢cima pretvara u svoj anhidrid kreatinin. Od 1 do 2% miSi¢nog kreatina se dnevno
pretvara u kreatinin. Koli¢ina endogenog kreatina koja se proizvodi je srazmerna
miSi¢noj masi. Na osnovu oslobadanja kreatinina moZe se pratiti stopa filtiranja
glomerula. Mala koli¢ina kreatinina se reasorbuje u tubulama a mala koli¢ina koja se
javlja u urinu potic¢e od sekrecije u tubulama. Slabljenjem renalne funkcije oslobada se
sve manja kolicina kreatinina.

Klirens je kvantitativna mera za ekskreciju neke supstance bubrezima. To je ona
koli¢ina krvi ili plazme ociS¢ene od onolike koli¢ine supstance koliko se urinom izlu¢i za
1 minut (ml/min). Klirens kreatinina moZze biti mera glomerularne filtracije. Referentne
vrednosti klirensa kreatinina su specificne za svaku zivotinjsku vrstu, a kod ¢oveka su
95-105 ml/min.

UxV C - klirens
C=-—-mm- U - koncentracija kreatinina u urinu
P V — zapremina urina

P - koncentracija kreatinina u serumu

Kreatinin se najceS¢e odreduje Jaffee-ovom reakcijom koja se bazira na
karakteristici da se kreatinin sa alkalnim pikratom vezuje u jedinjenje narandzasto-
crvene boje, ¢iji se intenzitet odreduje kolorimetrijski.

H
HN\(N — ]
N pg NN

/ l
H,C HO HN

Slika 3. Struktura kreatinina Slika 4. Struktura fosfokreatina
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Postupak: Na 0,5 cm®ispitivanog uzorka se doda 4,5 cm?®5% rastora trihlorsircetne
kiseline u epruveti za centrifugiranje. Sadrzaj epruvete se promucka i ostavi da stoji 5
minuta, a zatim centrifugira. U epruvetu obeleZenu sa 2 se prenese 4,0 cm?® supernatanta
i neutraliSe sa 0,5 cm®2 mol/dm? rastvora NaOH. Istovremeno se pripremi i slepa proba
(epruveta 1) sa 4,5 cm® vode umesto uzorka i standard (epruveta 3) sa 4,5 cm?®
standardnog rastvora kreatinina. Zatim se u sve tri epruvete doda po 0,5 cm®]Jaffee-ovog
reagensa (alkalni rastvor pikrata), smesa se ostavi da stoji 10 minuta, a zatim se
kolorimetrijski odreduje uz zeleni filter ili spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 550
nm. Alkalni rastvor pikrata se priprema svez: 5,0 cm? pikrinske kiseline i 1.0 cm?® 10%
NaOH. Iz apsorbance standardnog rastvora i probe se izracunava koncentracija
kreatinina u uzorku.

Tabela 3. Nacin pripreme standardnog rastvora i probe

Kontrola Standard

Neutralisani filtrat
Voda
Standardni rastvor

Jaffee-ov reagens

Izra¢unavanje:

Overa:
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2. ENZIMI

U Zivim organizmima, kako jednocelijskim, tako i u visoko organizovanim,
odvija se velik broj biohemijskih procesa, pri ¢emu se vrsi razgradnja i sinteza razlicitih
jedinjenja uz oslobadanje ili vezivanje energije. Sve te hemijske reakcije odigravaju se
najceSce u neutralnoj pH sredini i na relativno niskim temperaturama (kod toplokrvnih
organizama najcesce na 37° C, a kod hladnokrvnih cesto i na mnogo niZoj). Jasno je da se
pod ovim uslovima mnoge hemijske reakcije izuzetno sporo odigravaju bez ucesca
katalizatora. Bioloski katalizatori su specificni globularni proteini koji se nazivaju
enzimi ili fermenti i koji omogucavaju tok mnogih metabolickih reakcija.

Procesi vrenja (fermentacije) su bili poznati jo§ u najstarije vreme (alkoholno
vrenje), ali je njihovo sistemsko proucavanje zapocelo tek radovima Pasteura krajem XIX
veka. Danas su mnogi enzimi izolovani u cistom i kristalnom stanju, a velikom broju je i
struktura potpuno odredena.

Enzimi najéeSc¢e dobijaju nazive prema vrsti i tipu reakcije koju katalizuju, prema
supstratu na koji deluju ili prema proizvodu koji nastaje. Na osnovu ovih nacela
nomenklature usvojena je sledeca klasifikacija enzima:

1. Oksido-reduktaze,
Transferaze,
Hidrolaze,
Liaze,
Izomeraze i
Ligaze.
Nazivi svih enzima se zavrSavaju nastavkom -aza. Medutim, jos su ponegde u
upotrebi i trivijalni nazivi pojedinih enzima poput: tripsin, pepsin, ptijalin i sl.

Po svom hemijskom sastavu enzimi su proteinska jedinjenja. Pored proteinske
komponente u enzimskim reakcijama ucestvuju i druge komponente neproteinskog
karaktera. Ova jedinjenja se nazivaju koenzimima. Ukoliko su ona stabilnije vezana za
protein nazivaju se prosteticnim grupama. Uz pomenute komponente proteinske i
neproteinske prirode u mnogim enzimskim reakcijama ucestvuju i razli¢iti joni metala.

SN N T

Enzimi se od nebioloskih katalizatora razlikuju u nekoliko znacajnih aspekata:
e Vece reakcione brzine: brzine enzimski katalizovanih reakcija su 10® pa c¢ak do
10% puta vece od brzina nekatalizovanih, i za nekoliko redova veli¢ine vece od
onih koje su katalizovane nebioloskim katalizatorima.
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Blazi reakcioni uslovi: enzimski katalizovane reakcije se odigravaju pri blazim
uslovima (temperatura ispod 50° C, atmosferski pritisak, pH najéesée neutralno),
dok efikasna hemijska kataliza cCesto zahteva visoke temperature, pritisak i
ekstremne pH vrednosti.

Veca specifi¢nost: enzimi se odlikuju visokom specificnoS¢u prema supstratu i u
enzimskim reakcijama se retko javljaju sporedni proizvodi. Na primer, u
enzimskoj sintezi proteina, koja se odvija u ribozomima, grade se polipeptidi koji
sadrze i preko 1000 aminokiselinskih ostataka. Sa druge strane, u hemijskoj
sintezi polipeptida, zbog sporednih reakcija, moguce je, u odgovarajucim
prinosima, dobiti polipeptide koji sadrZe do 100 aminokiselinskih ostataka.
Mogucnost regulacije: kataliticka aktivnost mnogih enzima varira u zavisnosti od
koncentracije ne samo supstrata ve¢ i drugih supstanci. Mehanizmi ovih
regulatornih procesa ukljucuju alosternu kontrolu, kovalentnu modulaciju
enzima i promene u intenzitetu sinteze datog enzima.
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2.1. Uticaj temperature i pH na aktivnost enzima amilaze

Najveca i najznacajnija grupa proteina u smislu bioloske aktivnosti jesu enzimi.
Enzimi deluju kao katalizatori biohemijskih reakcija. Hiljade reakcija u organizmu, koje
zajednickim imenom nazivamo metabolizam, omogucene su prisustvom i aktivnoscu
enzima. Kako su enzimi proteinskog karaktera, oni su veoma osetljivi na promene
temperature i pH sredine.

Amilaze su biljni i Zivotinjski enzimi koji hidrolizuju polisaharid skrob, izgraden
iz dve vrste strukturnih jedinica — amiloze i amilopektina. Animalne amilaze se nalaze u
pljuvacki i pankreasu, dok su amilaze biljnog porekla prisutne u semenu. Po
specifi¢nosti delovanja razlikujemo dva enzima iz grupe amilaza:

a-amilaza (EC 3.2.1.1; ovo je kodni broj enzima a-amilaze, gde prvi broj govori da
ovaj enzim spada u enzimsku grupu hidrolaza, drugi broj oznacava vrstu katalizovane
reakcije (hidroliza glukozidne veze), a treci broj detaljnije oznacava vrstu katalizovane
reakcije. Cetvrti broj definiSe supstrat i naziva se jo$ individualnim brojem enzima). a-
amilaza deluje na 1,4-a-glukozidne veze u sredini molekula skroba, cepajuci amilozu
celom duzinom. Proizvodi reakcije su dekstrini i malo maltoze. Na Slici 5 prikazana je
struktura amiloze:

CHZOH CHZOH CHZOH

S

1,4- a-glukozidna veza

Slika 5. Segment strukture amiloze

p-amilaza (EC 3.2.1.2), postepeno odcepljuje molekule maltoze sa krajeva
razgranatog lanca amilopektina (Slika 6) hidrolizujudi ga potpuno u maltozu sve dok
ne dode do 1,6-a-glukozidne veze (tacka racvanja molekula). Obe amilaze deluju
specificno samo na 1,4-a-glukozidnu vezu dok 1,6-a-glukozidnu vezu hidrolizuje
enzim 1,6-a-glukozidaza. Ovaj enzim hidrolizuje skrob u potpunosti na maltozu i
glukozu.
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1,6-a-glukozidna veza

CH,OH CH,OH
o) o) o)
1 4 OH 1 4 OH 1
o) o) 0.....
OH OH OH

1,4- a-glukozidna veza

Slika 6. Segment strukture amilopektina

CH,OH CH>OH
| O O
OH H
OH o OH
OH OH

Slika 7. Struktura maltoze

a) Uticaj temperature na aktivnost amilaze:

Temperatura jednako utice na brzinu enzimskih reakcija kao i kod
nekatalizovanih reakcija. Zagrevanje za 10° C povecava brzinu reakcije dva do cetiri
puta. No ovaj kineticki efekat temperature je u suprotnosti sa osetljivos¢u enzima prema
poviSenoj temperaturi. Naime, neki enzimi su vec¢ pri 40-50° C ireverzibilno oSteceni, a
slucajeva sastoji u gubitku nativne (prirodne) konformacije bitne za enzimsku aktivnost.

Za svaki enzim postoji odredena temperatura na kojoj ispoljava svoju najvecu
aktivnost i ona se oznacava kao optimalna (topt.).

Postupak: a) U dve epruvete sipati po 1 cm?® preparata amilaze, pa jednu epruvetu
zagrevati 2 min na klju¢alom vodenom kupatilu i ohladiti je vodom ispod slavine. U obe
epruvete dodati 1 cm?® rastvora skroba i staviti ih u termostat na 37° C. Nakon 15 min
epruvete ohladiti vodom i svakoj dodati 2 kapi rastvora joda u KI (Lugolov rastvor). Na
osnovu dobijenih boja zakljuciti kako utice visoka temperatura na aktivnost enzima.
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b) U dve epruvete sipati po 1 cm? rastvora preparata amilaze, a u druge dve sipati
po 1 cm? skroba. Sve cetiri epruvete postaviti u kadu sa ledom. Nakon 5 min skrob iz
epruveta preruciti u epruvete sa amilazom, dobro ih protresti i drzati na ledu jos 10 min.
Nakon toga jednoj epruveti dodati 2 kapi Lugolovog rastvora pri ¢emu se pojavljuje
plava boja, Sto znaci da hidroliza skroba nije izvrSena, odnosno da je aktivnost enzima
na 0° C neznatna. Drugu epruvetu staviti zatim u termostat na 37° C i nakon 20 min
ohladiti ispod slavine i dodati 2 kapi Lugolovog rastvora.

Zadatak: Posmatrati reakcije hidrolize skroba sa amilazama iz pljuvacke na
osnovu boja dobijenih u reakciji sa Lugolovim rastvorom, na temperaturama 0°, 37° i
100° C. Dobijene rezultate uneti u tabelu, a na osnovu aktivnosti enzima (izrazene
brojem +) nacrtati grafik (Slika 8).

T°na kojoj se izvodi | Boja sa Lugolovim | Aktivnost enzima
ogled rastvorom (+)

a1) skrob + amilaza
na 37°C

a2) skrob + amilaza
na 100°, pana 37°C
b1) skrob + amilaza
na 0°C

b2) skrob + amilaza
na 0°, inkubirano
na 37°C
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Slika 8. Grafik uticaja temperature na aktivnost amilaze
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b) Uticaj pH na aktivnost amilaze:
Vedina enzima ima karakteristicno pH na kome je njegova aktivnost maksimalna.

Najpovoljnija koncentracija H* jona naziva se optimalno pH (pHopt.). Iznad i ispod ovog
pH aktivnost enzima, po pravilu, opada, znaci kriva zavisnosti delovanja pH na
aktivnost enzima ima oblik zvona. Medutim, profil pH aktivnosti enzima nije uvek
zvonastog oblika, ve¢ moZe biti samo delimi¢no zvonast, pa ¢ak i pravolinijski u
izvesnim intervalima.
Odnosi izmedu pH i aktivnosti razli¢itih enzima zavise od vise faktora:
e pK jonskih grupa u aktivhom delu enzimskog molekula koje ucestvuju u
vezivanju za supstrat,
e pK funkcionalnih jonizuju¢ih grupa molekula supstrata koje ucestvuju u
vezivanju za enzim,
e pK funkcionalnih grupa molekula enzima odgovornih za kataliticko delovanje,
e pK drugih grupa u molekulu enzima ¢iji stepen jonizacije moZze usloviti
specificnu, kataliticki aktivnu konformaciju molekula.

Postupak: U sedam epruveta pomocu rastvora Na:HPO: i KH2POs napraviti
rastvore sa razli¢itim pH vrednostima prema podacima iz Tabele 4.

U navedene rastvore dodati brzo po 1 cm? rastvora skroba, a zatim po 1 cm?
rastvora preparata amilaze. SmeSu u svakoj epruveti dobro protresti a zatim staviti
stalak sa epruvetama u termostat na 37° C. Nakon 15 min ohladiti epruvete ispod slavine
i u svaku dodati po 2 kapi Lugolovog rastvora i dobro promuckati. Kao rezultat, usled
razli¢itog stepena hidrolize skroba, dobijaju se razlicito obojeni kompleksi.

Tabela 4. Nacin pripreme serije pufernih rastvora za ispitivanje uticaja pH

pH

Aktivnost
enzima:
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Zadatak: Posmatrati reakcije hidrolize skroba sa amilazama u pufernim
rastvorima razli¢itih pH. Na osnovu boja dobijenih u reakciji sa Lugolovim reagensom
odrediti aktivnost enzima (izraZeno brojem +) i nacrtati grafik (Slika 9).

Slika 9. Grafik uticaja pH na aktivnost amilaze

Overa:

31



2.2. Uticaj koncentracije supstrata [S] i koncentracije enzima [E] na
brzinu enzimske reakcije

Oblast enzimologije koja proucava brzine enzimskih reakcija naziva se kinetika
enzimskih reakcija. Ona proucava zavisnost brzine reakcija katalizovanih enzimima od
hemijske prirode reaktanata (supstrata, enzima) i uslova pod kojim oni reaguju
(koncentracija, temperatura, pH, prisustvo aktivatora ili inhibitora itd.). Predstavlja
matematicki izraz enzimskih reakcija i daje kvantitativne odnose izmedu brzine reakcija
i koncentracije enzima i supstrata. Uslov da se odredi aktivnost nekog enzima je da se
izmeri brzina reakcije koju on katalizuje. Ovo se moZe ostvariti merenjem nastalog
proizvoda ili nestalog supstrata u funkciji vremena. Izuzetak su enzimi iz grupe
dehidrogenaza kod kojih se umesto navedenih parametara meri koncentracija NADH.

a) Uticaj koncentracije supstrata na brzinu enzimske reakcije:

Opsti principi kinetike hemijskih reakcija mogu se primeniti i na reakcije
katalizovane enzimima. Medutim, enzimske reakcije pokazuju izvesne specifi¢nosti koje
nisu primecene kod neenzimskih reakcija, a to je fenomen zasicenja enzima supstratom.
Kada enzim (E) deluje na supstrat (S), proizvodi reakcije (P1, P2, ...) se ne stvaraju
direktno iz supstrata vec¢ se enzim prethodno vezuje za supstrat u nestabilan kompleks
enzim-supstrat (ES). U najjednostavnijem slucaju, kompleks ES se zatim raspada na
proizvode reakcije i obnovljeni enzim, sposoban da stupi u reakciju sa slede¢im
molekulom supstrata:

k
E+S4T1_>ES4—3_> E +P + Py +.Pn
2 k4

gde su ki, ke, ks i ks konstante brzine;
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Uticaj koncentracije S na brzinu enzimske reakcije prikazan je graficki na Slici 10:

Voa

Y 4 117> 3¢ g

\M____ \/2—\

Km [gj

Slika 10. Promena brzine enzimske reakcije (V) u zavisnosti od koncentracije supstrata

[S]

Pri niskoj koncentraciji supstrata [S], brzina V je proporcionalna [S] i reakcija je
prvog reda (1) u odnosu na supstrat, tj. prava linija ¢iji nagib zavisi od K (konstanta
promene koncentracije supstrata u jedinici vremena) (Slika 10). Ovaj slucaj se moze
matematicki predstaviti izrazom:

o dt

—_dh]:KB]

gde je K konstanta promene koncentracije S u jedinici vremena;

Sa povecanjem [S], V usporava rast, nije vise proprorcionalna [S] i u ovoj zoni je
reakcija mesovitog reda (2). Daljim povecanjem [S], V postaje konstantna i nezavisna od
[S] (3). U ovom opsegu koncentracije supstrata reakcija je nultog reda u odnosu na
supstrat, a enzim je zasicen supstratom. Svi enzimi pokazuju efekat zasi¢enja ali se
znatno razlikuju u visini [S] potrebne da dovede do zasicenja.

Ovaj efekat zasic¢enja podstakao je naucnike Michaelisa i Mentena da pocetkom 20.
veka zasnuju Teoriju dejstva i kinetike enzima. Oni su izveli jednacinu koja povezuje
kineticke parametre enzimskih reakcija pod predpostavkom da se ES-kompleks
ireverzibilno raspada na slobodan enzim i proizvode reakcije:
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V max [S]
V= kmas]

Ovo je Michaelis-Menten-ova jednacina kojom su utvrdeni kvantitativni odnosi
izmedu brzine enzimske reakcije V i koncentracije supstrata [S], kada su Vmax i Km
poznati. Iz ove jednacine moZemo da izrazimo Km:

Km = [S] Vmax/2

Koncentracija supstrata pri kojoj je postignuta polovina maksimalne brzine
reakcije jednaka je Michaelis-Menten-ovoj konstanti (Km). Km ne zavisi od koncentracije
enzima, a zavisi od strukture supstrata, pH i temperature. Kod enzima koji imaju vise
supstrata, oni za svaki supstrat imaju karakteristi¢cnu Km. Visoke vrednosti Km ukazuju
da je potrebna visoka koncentracija supstrata za postizanje poluzasicenja. To znaci da
enzim nema veliki afinitet prema supstratu i da ¢e se pre vezati za neki drugi supstrat,
za koji ima manju Km vrednost. Uobicajene vrednosti za Km krecu se izmedu 102-10"°
mol/dm?3.

Svaki enzim u odnosu na neki supstrat ima definisanu aktivnost. Jedinica
enzimske aktivnosti oznacava koli¢inu jednog enzima koji ¢e katalizovati transformaciju
specifi¢ne koli¢ine supstrata u proizvod, pod definisanim uslovima. Kako je u SI sistemu
mera jedinica za vreme sekund, a za koli¢inu materije mol, to je za jedinicu enzimske
aktivnosti uvedena jedinica katal (kat). Katal je definisan onom koli¢inom enzima koja
pretvara 1 mol supstrata u sekundi pod specificnim uslovima. U praksi se cesto pored
katala upotrebljavaju manje jedinice — mikrokatal (pkat; 10 kat) i nanokatal (nkat; 10~
kat). U upotrebi se srece i starija jedinica, tzv. internacionalna jedinica (IU) koja
oznacava koli¢inu enzima koja transformise 1 pmol supstrata u minuti pod specifi¢nim
uslovima (npr. pH, temperatura, zasi¢enost itd.)

Za ispitivanje uticaja koncentracije supstrata i koncentracije enzima na brzinu
enzimske reakcije, u ovoj vezbi ¢e nam posluziti enzim ureaza i njegov supstrat urea
(karbamid).

Ureaza (EC 3.5.1.5) je enzim koji pripada grupi hidrolaza i katalizuje reakciju
hidrolize uree na CO2 i NHa:

NH,CONH, + 2H,0 — > (0, + 2NH3+ HyO — (NH;),CO;

urea amonijum-karbonat
Ureaza se nalazi u organizmima sisara, a u ve¢im koli¢inama i u nekim ratarskim

kulturama (npr. soja).
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Postupak: U Sest epruveta odmeriti pipetom po 2 cm?® destilovane vode. U prvu
epruvetu dodati 2 cm® rastvora karbamida. Rastvor dobro izmeSati. Iz ovako
pripremljenog rastvora odpipetirati 2 cm?® i preneti u drugu epruvetu, i tako dalje, u sve
naredne epruvete. Iz Seste epruvete odbaciti 2 ¢cm® nakon mesSanja. Na ovaj nacin
dobijaju se razli¢ite koncentracije (dvostruka razblaZenja) karbamida u pojedinim
epruvetama. Zatim u svaku epruvetu dodati po 1 cm? rastvora ureaze, promuckati, i sve
epruvete staviti u termostat na 37° C. Nakon 15 min stalak sa epruvetama izvaditi i
ohladiti vodom iz slavine. U svaku epruvetu dodati po 2 kapi indikatora. Usled
prisustva amonijum karbonata indikator menja boju u plavo. Nastali amonijum
karbonat titrisati sa rastvorom 0.03 mol/dm? HCI do bledo-ruZzicaste boje. Broj utrosenih
cm?® je merilo za aktivnost ureaze.

Zadatak: Na osnovu dobijenih vrednosti utroska titracionog sredstva (Tabela 5),

nacrtati odgovarajudi grafik (Slika 11). Na apscisu nanositi koncentracije supstrata
(karbamida) a na ordinatu broj cm? 0.03 mol dm HCI koja je utroSena pri titraciji.

Tabela 5. Vrednosti utroska titracionog sredstva

Broj epruvete:

[karbamid]

cm? 0.03 mol dm??

HCl
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Slika 11. Grafik uticaja koncentracije supstrata na brzinu enzimske reakcije

b) Uticaj koncentracije enzima na brzinu enzimske reakcije:

Za efikasno delovanje nekog enzima dovoljne su njegove minimalne kolic¢ine u
odnosu na supstrat. Ako se pri konstantnoj koncentraciji supstrata, temperaturi, pH i
drugim uslovima menja koncentracija enzima [E], onda se menja i brzina enzimske
reakcije. Utvrdeno je da se sa povecanjem koncentracije enzima (pri konstantnim
nabrojanim uslovima) brzina reakcije povecava linearno.

Uticaj koncentracije E na brzinu enzimske reakcije prikazan je graficki na Slici
12.
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[E]

Slika 12. Promena brzine enzimske reakcije (V) u zavisnosti od koncentracije enzima [E]

Postupak: U Sest epruveta napraviti razli¢ite koncentracije ureaze na slededi nacin
(Tabela 6):

Tabela 6. Nacin pripreme serije rastvora razlicitih koncentracije ureaze

cm? destilovane
vode:

cm? rastvora

ureaze:

U svaku epruvetu dodati po 2 cm?® rastvora karbamida, dobro protresti i staviti ih
u termostat na 37° C. Nakon 15 min epruvete izvaditi, ohladiti vodom ispod slavine i
dodati po dve kapi indikatora. Nastali amonijum karbonat titrisati sa 0.03 mol/dm?® HCI
do bledo-ruzicaste boje. UtroSeni broj cm? kiseline predstavlja merilo aktivnosti ureaze u
zavisnosti od njene koncentracije.

Zadatak: Dobijene vrednosti za utrosak titracionog sredstva uneti u Tabelu 7, i na

osnovu ovih podataka nacrtati odgovarajuci grafik (Slika 13). Na apscisu naneti cm?
rastvora ureaze a na ordinatu broj cm® HCl koja je utrosena za titraciju.
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Tabela 7. Vrednosti utroska titracionog sredstva

Broj epruvete:

cm?® rastvora ureaze

cm? 0.03 mol/dm3

HCl

Slika 13. Grafik uticaja koncentracije enzima na brzinu enzimske reakcije

Overa:
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2.3. Aktiviranje lipaze solima Zucnih kiselina

Lipaze su enzimi koji katalizuju hidrolizu neutralnih masti i pripadaju
hidrolazama, podgrupi esteraza. Siroko su rasprostranjeni u prirodi, a posebno im je
velika koncentracija u pankreasu, jetri i zidovima tankih creva. Lipaza pankreasa
katalizuje odcepljenje masnih kiselina samo u poloZaju a i ', a ona iz zidova tankih
creva deluje i na B-estarsku vezu. Medutim, ipak se oko 75% masti uneSene hranom
resorbuje u obliku -monoacilglicerola. U mukozi creva se ponovo gradi neutralna
mast, koja se dalje prenosi limfom. Delovanje lipaza pospeSeno je prisustvom soli
zucnih kiselina, koje se stvaraju u jetri i izlucuju u tanko crevo. One su povrsinski
aktivne materije (smanjuju povrsinski napon) i stoga deluju kao emulgatori masti.
Smatra se, osim toga, da poseduju sposobnost aktivacije samih lipaza.

Kod mobilizacije rezervi iz masnog tkiva dolazi do hidrolize masti unutar
¢elije pod dejstvom specificnih celijskih lipaza. Ove enzime aktivira 3’,5-cAMP
(“ciklicni AMP”). Gradenje 3',5-cAMP katalizuje enzim adenilatciklaza. Hormoni
koji stimuliraju adenilatciklazu, kao Sto su adrenalin i glukagon, deluju lipoliticki. U
ovom slucaju oslobodene masne kiseline vezu se u krvi na proteine seruma i tako
prenose do jetre, gde se degradiraju.

Priprema _preparata lipaze: U avanu sa tuckom homogenizovati 10 g sveze
svinjske jetre, prethodno dobro ociS¢ene od masnog tkiva, uz dodatak minimalne
kolic¢ine kvarcnog peska. Dodati homogenatu 20 cm?® smeSe glicerol-voda (1:3), dobro
promesati i procediti kroz dvostruki sloj gaze. Filtrat, koji predstavlja preparat lipaze,
neutralisati sa par kapi zasi¢enog rastvora natrijumkarbonata, uz fenolftalein kao
indikator. Podeliti filtrat na dva dela: jednu polovinu staviti u termostat na 37° C, a
drugu polovinu prokuvati (100° C) (preparat inakivirane lipaze).

Soli Zuc¢nih kiselina su povrsinski aktivne materije (smanjuju povrsinski napon)
i stoga deluju kao emulgatori masti. Smatra se da poseduju i sposobnost aktivacije
samih lipaza. Lipaze deluju samo na emulgovane masti na granicnoj povrsini lipid-
voda. Hidroliza masti u hrani provodi se prvenstveno u tankom crevu delovanjem
lipaze pankreasa, koja se takode aktivira solima Zzucnih kiselina. Lipaza pankreasa
hidrolizuje samo estarske veze na C-1 i C-3 atomu triacilglicerola. Znatan deo masti
iz hrane (50-60%) resorbuje se kao 2-monoacilglicerol, dok se ostatak 2-
monoacilglicerola dalje hidrolizuje 2-monoacilglicerol lipazom.

Vazan faktor za delovanje lipaza je pH sredine. One deluju u slabo alkalnoj i
alkalnoj sredini, tako da lipaze u Zeludcu, gde je kisela sredina, jedino mogu da
razloze fino emulgovane Cestice masti, Sto je slucaj kod mleka gde se mast nalazi u
obliku nestabilne emulzije. Do potpune hidrolize dolazi u tankom crevu gde je
sredina slabo alkalna. Kod koriS¢enja (razgradnje) rezervi iz masnog tkiva dolazi do
hidrolize unutar celije delovanjem specificnih celijskih lipaza.
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Kriva hidrolize masti pomocu lipaze pokazuje da brzina reakcije raste sa
vremenom i da je znacajno veca u prisustvu Zucdi (j. soli Zucnih kiselina), koje ne
samo S$to lipazu prevode iz neaktivnhog u aktivno stanje, nego takode prevode
kompaktnu masu ulja i masti u fino emulgovano stanje, gde enzim pokazuje
maksimalnu aktivnost (Slika 14).

A cm® NaOH
A
6
B
4
2
15 30 45 vreme (nrin)

A-aktivnost lipaze predhodno aktivirane sa zu¢nim kiselinz

B-aktivnost lipaze bez dodatka zucnih kiselina

Slika 14. Kriva hidrolize masti u prisustvu lipaze i soli Zu¢nih kiselina

Za eksperimentalno pracdenje aktivnosti enzima lipaze pogodan supstrat je
mleko koje sadrZi oko 2,8% masti.

Postupak: U dva erlenmajera (zapremine 100 cm?®) koji su obelezeni brojevima
11 2, odmeriti menzurom 50 cm? supstrata, tj. mleka. Zatim dodati u svaku posudu
po 2 cm?® ekstrakta lipaze (izvor: svinjski pankreas). Pored toga u erlenmajer br. 1
dodati 5-6 kapi zudi radi aktiviranja lipaze. Sadrzaj zatim brzo promesSati i odmah
potom posebnim pipetama uzeti po 10 cm?® tecnosti i preneti u dva manja erlenmajera
(zapremine 25 cm?, oznacene brojevima 1a i 2a) radi titrisanja. Posle toga erlenmajere
11 2 staviti u termostat zagrejan na 37° C. U erlenmajere 1a i 2a dodati po 10 cm?
destilovane vode i 2-3 kapi indikatora, a zatim paZzljivo titrisati sa rastvorom 0.1 mol
dm? NaOH do pojave svetlo-ruzicaste boje. Zabeleziti utrosak baze. Nakon toga
erlenmajere la i 2a dobro oprati. Posle isteka 15 min od vremena stavljanja
erlenmajera br. 1 i 2 u termostat, uzeti iz njih po 10 cm?® tecnosti, preneti u
erlenmajere 1a i 2a i titrisati na prethodan nacin, a rezultat zabeleZiti. Istu operaciju
izvesti jos 2-3 puta posle svakih sledec¢ih 15 minuta hidrolize. Titraciju vrsiti uvek
pod istim uslovima.

Zadatak: Nacrtati krivu razlaganja triacilglicerola u mleku u funkciji
vremena, nanoseci na apscisu vreme u minutama, a na ordinatu broj cm? rastvora 0.1

40



mol dm=* NaOH utroSenog za titraciju svakog uzorka iz probe u erlenmajeru br. 1 (sa
dodatkom Zuci) i iz erlenmajera br. 2 (bez dodatka zuci) (Slika 15).

Slika 15. Kriva hidrolize masti

Overa:
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3. UGLJENI HIDRATI

Ugljeni hidrati ili saharidi predstavljaju grupu Siroko rasprostranjenih

biomolekula. Prema stepenu sloZenosti strukture se dele na:

Monosaharide, ili jednostavne Secere, koji su polihidroksilni aldehidi ili
ketoni. Najrasprostranjeniji monosaharid je Sestougljenicni Sec¢er D-glukoza.
Glukoza je najznacajnije “molekulsko gorivo” za vecinu organizama, a takode
i osnovni gradivni blok ili prekursor najrasprostranjenijih oligosaharida i
polisaharida.

Oligosaharide koji sadrze od dve do deset monosaharidnih jedinki vezanih
glikozidnim vezama. Najrasprostranjeniji prirodni oligosaharidi su disaharidi
koji su izgradeni od dve monosaharidne jedinice.

Polisaharide koji sadrZze veoma duge nizove monosaharidnih jedinica; mogu
biti linearni i ra¢vasti. Vecina polisaharida sadrzi u periodicnom redosledu
monomerne jedinke samo jedne vrste ili dve naizmenicne vrste monosaharida;
stoga oni nisu informacioni molekuli (za razliku od proteina i polinukleotida).
U biosferi, tj. celokupnoj zZivoj materiji, verovatno je prisutno vise ugljenih

hidrata nego svih ostalih organskih materija zajedno, dobrim delom zbog
rasprostranjenosti dva polimera D-glukoze: celuloze i skroba. Celuloza je najve¢im
delom vancelijski strukturni sastojak vlaknastih i drvenastih tkiva biljaka. Skrob se
nalazi u velikim koli¢inama u biljkama, gde je glavni skladisni oblik molekulskog
goriva. Polisaharidi su takode vazni sastojci celijskih zidova bakterija i biljaka i
mekih Celijskih prevlaka u Zivotinjskim tkivima.

Pojedini oblici struktura kod prostih Secera mogu se videti na primeru D-

glukoze kao reprezentativnog Secera (Slika 16):

CHO
- OH
L OH HOH 2C
—OH 0
HO—
HO— o OH
- OH !
- OH H
L OH OH o
CH,OH
CH,OH
1 2 3

Slika 16. Strukrure D-glukoze: 1-struktura po Fischer-u, 2-poluacetalna struktura po
Fischer-u i Tollens-u, 3- struktura po Haworth-u
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3.1. Kvalitativne reakcije na ugljene hidrate
Oksidacija redukujucih secera jonima prelaznih metala

Slaba oksidaciona sredstva kao Sto su joni izvesnih prelaznih metala (Ag*, Cu?
i Bi*") oksiduju aldehidni ugljenikov atom aldoza, pri ¢emu nastaju odgovarajuce
karbonske kiseline (aldonske kiseline). Reakcije se najceS¢e izvode u alkalnoj sredini,
pri ¢emu D-glukoza, npr., daje so glukonske kiseline. Ako se reakcija izvodi u kiseloj
sredini, intermedijerno nagradena D-glukonska kiselina se spontano dehidratiSe
dajuci odgovarajuci lakton.

CH,OH COOH CHO coo
o —OH —OH —OH
OH N—o <22 Ho— <X HO— 9 ho
o —oH H —oH ©OH —OH
OH —OH —OH —OH
CH,OH CH,0H CH,OH
D-glukono-1,5-lakton D-glukonska kiselina D-glukoza So D-glukonske kiseline (glukonat)

Iste reakcije daju i ketoze (jer se u alkalnoj sredini ketoze izomerizuju u
aldoze) kao i redukujudi disaharidi (maltoza, celobioza, laktoza). Ove reakcije ne daju
neredukujudi disaharidi (saharoza, trehaloza).

Tollensova reakcija

Rastvori redukujucih Secera redukuju amonijacni rastvor srebronitrata do
elementarnog srebra, koje se talozi na zidovima staklenog suda u obliku ogledala:

AgNO 3 + 3 NH,OH 2(Ag(NH3)2)OH + NH 4NO 5 + 2H,0

CHO COONH 4
L OH —OH
HO— HO—
L o +  2(Ag(NH3),)OH oy T 280 + 3\H; + H,0
—OH —OH l
CH,OH CH,OH Srebrno ogledalo!
D-glukoza Amonijum-D-glukonat

Postupak: Rastvoru srebronitrata dodavati rastvor NaOH, kap po kap, do
pojave taloga, a zatim rastvor amonijaka dok se talog ne rastvori, vodedi racuna da se
rastvor amonijaka ne doda u visku. U amonijac¢ni rastvor srebronitrata dodati 1 cm?
rastvora ispitivanog Secera i smesSu zagrevati na vodenom kupatilu. Ubrzo se javlja
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talog elementarnog srebra a duzim zagrevanjem zidovi epruvete ¢e biti prekriveni
srebrnim ogledalom.

Nyalanderova reakcija
Za odredivanje redukujucih Secera Cesto se primenjuju i soli bizmuta, posebno

kod odredivanja Secera u mokradi, jer za razliku od soli bakra, ne oksiduju mokra¢nu
kiselinu.

Bi(OH) ,NO ; + NaOH

Bi(OH) 3 + NaNO 4

CHO COONa
—OH —OH
3 HO—j + 2 Bi(OH); + 3 NaOH 3 HO— + 2Bi 4+ 4H,0
—OH ——OH
—OH ——OH
Crni talog!
CH,0H CH,OH
D-glukoza Natrijum-D-glukonat

Postupak: Sipati u epruvetu 1 cm? rastvora ispitivanog Secera, dodati 0,5 cm?
Nylanderovog reagensa i pazljivo zagrevati na vodenom kupatilu oko 2 minuta.
Javlja se najpre mrka, a zatim crna boja koja potice od sitnog taloga elementarnog
bizmuta.

Trommerova reakcija

Monosaharidi u alkalnoj sredini redukuju Cu?* u Cu*, a sami se oksiduju do
odgovarajucih aldonskih kiselina, odnosno do njihovih soli.

CHO COONa
—OH —OH
HO— +2 CusO, + 5 NaOH HO— + 2CuOH  + 2Na,SO, + 2 H,0
OH H,0 Cu0
CH,OH CH,OH Crveni talog!
D-glukoza Natrijum-D-glukonat

Postupak: Sipati u epruvetu 1 cm?® ispitivanog rastvora Secera i 1 cm® 10%
rastvora NaOH. Dodati smesi, uz muckanje, kap po kap 5% rastvor CuSOs sve dok se
ne pojavi neprolazno zamucenje koje potice od Cu(OH). Pazljivo zagrevati epruvetu
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(pozeljno na plameniku); najpre se javlja Zuta boja (od CuOH), koja prelazi u crvenu
(Cu20), sto ukazuje na pozitivnhu Trommerovu reakciju.

Napomena: Kada je CuSOs u visku, pozitivna reakcija je teSko uocljiva, jer
nastali Cu(OH): pri zagrevanju gubi vodu i prelazi u crni CuO.

Fehlingova reakcija

Ova reakcija se veoma cesto koristi za dokazivanje redukujucih Secera.
Reagens sa kojim se reakcija izvodi sastoji se iz dva rastvora: tzv. Fehling I, koji
predstavlja vodeni rastvor bakar(II)sulfata, i tzv. Fehling II, koji predstavlja alkalni
rastvor kalijumnatrijumtartarata. Mehanizam ove reakcije je isti kao i u Trommerovoj
reakciji. Medutim, prednost Fehlingove reakcije je u tome Sto viSak reagensa ne
ometa uocavanje pozitivne reakcije, jer se Cu*, ne izdvaja u obliku oksida. MeSanjem
Fehling I i Fehling II rastvora nastaje bakar(Il)kalijjumnatrijumtartarat, koji reaguje sa
Se¢erom dajudi crveni talog Cu20.

COOK COOK
OH O\ -
+ cuso,+ 2NaOH _~Cu 4+ Na,SO, + 2H,0
OH @)
COONa COONa
CHO COONa
_ OH COOK L OH COOK
(@] NaOH
— S~ H
HO + 2 —cu HO—] + 2 "+ cu0
- OH © H,0 L oM OH
L OH COONa L OH COONa
CH,OH CH.,OH Crveni talog!
D-glukoza Natrijum-D-glukonat

Postupak: Pomesati u epruveti jednake delove rastvora Fehling I i II i zagrejati.
Prilikom zagrevanja reagens ne sme da promeni boju (u protivhom reagens nije
ispravan). Vru¢em rastvoru dodati vrudi rastvor Secera i zagrevati 5 minuta na
vodenom kupatilu. U slucaju redukujucih Secera javlja se crveni talog Cu:0.
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Barfedova reakcije

Barfedova reakcija se razlikuje od prethodnih reakcija na redukujuce Secere po
tome Sto oksidacija ne protice u alkalnoj vec¢ u kiseloj sredini. Pri ovim reakcionim
uslovima redukujucdi disaharidi se prakti¢no ne oksiduju, pa ih je na taj nac¢in moguce
razlikovati od monosaharida.

CHO
—OH
HO—
—OH
—OH

CH,OH

D-glukoza

+ 2 (CH,C00),Cu

2 H,0

COOH
—OH

HO— + 4CH;COOH + Cu,0
—OH l
—OH
CH,OH Crveni talog!

D-glukonska kiselina

|

CH,OH

-H,0

O
OH —O0

OH

OH
D-glukono-1,5-lakton

Postupak: U 3 cm?® Barfedovog reagensa sipati 0,5 cm? rastvora ispitivanog
Se¢era. Zagrevati smesu u toku 10 minuta na vodenom kupatilu. Monosaharidi
redukuju reagens do Cuz20, dok disaharidi ne daju pozitivnu reakciju.

Napomena: treba izbegavati dugotrajno kljucanje, jer disaharidi u kiseloj
sredini mogu da se hidrolizuju do monosaharida, koji daju pozitivhu Barfedovu

reakciju.
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Reakcija D-fruktoza Saharoza Maltoza

Tollensova
reakcija

Nylanderova
reakcija

Trommerova
reakcija

Fehlingova
reakcija

Barfedova
reakcija

Objasni razlic¢ito ponazanje saharoze u odnosu na ostale ispitivane Secere.

Dehidratacija monosaharida dejstvom koncentrovanih mineralnih kiselina i
bojene reakcije sa fenolima

Monosaharidi su stabilni pri zagrevanju sa razblaZzenim mineralnim
kiselinama. Nasuprot tome, koncentrovane kiseline izazivaju dehidrataciju, pri ¢emu
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pentoze daju furfural, dok heksoze daju 5-hidroksimetilfurfural. Pomenuti proizvodi
mogu reagovati sa raznim fenolima, dajuéi intenzivno obojene kondenzacione
proizvode nepoznatog sastava.

R
@)
-3H,0 R O CHO PhOH o o _
OH OH ——» \Q/ —» Obojeni kondenzacioni proizvodi
Koncentrovanaminer \ /
OH alnakiselina
OH
R=H: Pentoza R=H: Furfural
R=CH,OH: Heksoza R=CH,OH: 5-Hidroksimetilfurfural

Molischova reakcija

Molischova reakcija sa alkoholnim rastvorom a-naftola sluzi kao test za sva
jedinjenja koja u toku reakcije dehidratacijom prelaze u furfural ili neki supstituisani
furfural. Dehidratacija se odigrava dejstvom koncentrovane sumporne kiseline.
Furfural, koji nastaje pri dehidrataciji, reaguje sa a-naftolom, dajuci razlicito obojene
kondenzacione proizvode.

OH

Slika 17. Struktura a-naftola

Postupak: U 1cm?® rastvora ispitivanog Secera dodati 2 kapi Molischovog
reagensa i intenzivno promesati. U nagnutu epruvetu (vrlo oprezno!) dodati 2 cm?
koncentrovane sumporne kiseline. Na granici dve tecnosti pojaviée se plavo-
ljubicasta obojena zona.

Naftorezorciona Tollensova proba

OH

OH

Slika 18. Struktura naftorezorcinola

48



Postupak: U 3 cm?® ispitivanog rastvora Secera dodati 0,5 cm® 1% alkoholnog
rastvora naftorezorcinola i 0,5 cm? koncentrovane HCl. Smesu pazljivo zagrevati do
kljuc¢anja i ostaviti da kljuca 1 minut. Zatim, ohladiti sadrzaj epruvete, dodati 1 cm?
etra ili benzena i promuckati. Etarski (benzenski) sloj se boji razlicito: glukoza,
manoza i galaktoza daju plavo-zelenu boju, ramnoza-ljubicastu, arabinoza i ksiloza-
tamno plavu, uronske kiseline, za ¢ije se dokazivanje ova reakcija ¢esto primenjuje,
boje etarski (benzenski) sloj intenzivno ljubicasto.

Salivanova reakcija na ketoze

Zagrevanjem heksoza sa razblaZenim kiselinama nastaje hidroksimetilfurfural
koji lako reaguje sa rezorcinolom (Salivanov reagens) dajuci crveni kondenzacioni

proizvod.
OH
o o
o) -3H,0 HOH,C CHO _ o
—_— \@/ + —— Crveni kondenzacioni proizvod
CH
20H OH
OH
D-Fruktoza 5-Hidroksimetilfurfural Rezorcinol

Hidroksimetilfurfural se obrazuje znatno brze iz ketoza nego iz aldoza. Za isto
vreme i pod istim uslovima, rastvor koji sadrzi fruktozu obojice se tamno-crveno,
dok ¢e rastvor sa glukozom biti tek ruzicasto obojen. Stoga ova reakcija sluzi za
razlikovanje ketoza od aldoza.

Postupak: Sipati 0,5 cm? rastvora ispitivanog Secera i dodati 2 c¢cm? reagensa.
Epruvetu uroniti u kljucalo vodeno kupatilo i zabeleZiti vreme pojave boje.

Bialova reakcija na pentoze

Pentoze u kiseloj sredini daju furfural, koji se kondenzuje sa orcinolom u
prisustvu FeCls dajuci zeleni kondenzacioni proizvod.

CH,OH OH OH
O
-3H,0 o CHO
- @/ + — Zeleni kondenzacioni proizvod
H,C OH

OH OH

D-Riboza Furfural Orcinol

Postupak: U 1 cm?® ispitivanog rastvora dodati istu zapreminu orcinolnog
reagensa. Smesu zagrevati na kljucalom vodenom kupatilu u toku 20 minuta. U
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prisustvu pentoza javlja se zelena boja. Zelenu boju daju i uronske kiseline, ali pri
duZem zagrevanju. Aldoheksoze pri zagrevanju sa HCI daju hidroksimetilfurfural, a
zatim levulinsku kiselinu. Ove supstance sa orcinolom daju mrke kondenzacione
proizvode.

Reakcija sa difenilaminom

Deoksiriboza dehidratacijom sa mineralnim kiselinama, preko furfurala,
prelazi u O-hidroksilevulinaldehid i srodna jedinjenja, koja se kondenzuju sa
aromati¢nim aminima, dajuci proizvode intenzivno plave boje.

CH,OH OH

0
o |
-3H,0 HO Ph,NH
e

CHO ———  Pplavi kondenzacioni proizvod

OH

2-deoksi-D-Riboza d-Hidroksilevulinaldehid

Postupak: Sipati 1 cm?® rastvora ispitivanog Secera u epruvetu i dodati 2 cm?
reagensa. Zagrevati reakcionu smesu 10 minuta na klju¢alom vodenom kupatilu.
Razvija se plava boja koja je postojana nekoliko sati.

Reakcija D-fruktoza Saharoza Maltoza

Molischova
reakcija

Salivanova
reakcija

Bialova
reakcija

Reakcija sa
difenilaminom
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Reakcija sa fenilhidrazinom

Monosaharidi u slabo kiselom rastvoru reaguju sa viskom fenilhidrazina
gradeci fenilosazone, koji su nerastvorni u vodi i lako kristaliSu. Ovo je opsta reakcija
za jedinjenja koja sadrze grupu -CHOHCHO, koja dejstvom tri mola fenilhidrazina
grade 1,2-bis-hidrazone, trivijalno nazvane osazoni. U prvoj fazi reakcije dolazi do
kondenzacije karbonilne grupe sa jednim molom fenilhidrazina. Drugi mol
fenilhidrazina oksiduje hidroksilnu grupu na C: (kod aldoza), odnosno Ci (kod
ketoza) pri cemu se sam redukuje do anilina, dok se tre¢i mol kondenzuje sa ovako
nagradenom karbonilnom grupom.

CHO CH=N-NH-Ph =
CH=N-NH-Ph CH=N-NH-Ph
—OH —OH —0 ——N-NH-Ph
PhNHNH PhNHNH o
HO— 2 ho— PhNHNH , 2
o —_— _— HO— — Ho—
— —OH _
OH —OH
—OH —OH
——OH ——OH
CH,OH CH.,OH
2 CH,OH CH,OH
D-Glukoza Fenilhidrazon Osazon

Postupak: Sipati u epruvetu 1 c¢cm?® rastvora Secera i dadati 3 cm?® regensa
(menzurom, nikako pipetom). Zagrevati epruveti na klju¢alom vodenom kupatilu u
toku pola sata, a zatim ostaviti da se hladi. Obratiti paZznju na oblik kristala koji se
javlja kod razlicitih Secera i zapazanja zabeleziti.

Rastvor Rezultat

¥ " ZapaZanje
Secera reacije

D-glukoza

D-fruktoza

Saharoza

Maltoza
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Reakcija skroba sa jodom

Reakcija skroba sa jodom je zasnovana na obrazovanju nepostojanog
inkluzionog jedinjenja joda sa amilozom (linearna frakcija skroba).

Postupak: U 5 cm? rastvora skroba dodati 2-3 kapi Lugolovog rastvora. Rastvor
se boji intenzivno plavo. Sadrzaj epruvete podeliti na tri dela. U prvu od njih dodati 2
cm?® 10% rastvora NaOH, a u drugu 2-3 cm?® etanola. Trecu epruvetu zagrevati, a
zatim ohladiti pod mlazom vode.

Opisati i objasniti promene u boji rastvora pri izvedenim ogledima.

Overa:
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4. LIPIDI

Lipidi su organska jedinjenja koja ulaze u sastav celija svih Zivih organizama.
Lako se rastvaraju u nepolarnim organskim rastvaracima (etar, benzol, hloroform,
toluol i dr.), dok se u polarnim rastvara¢ima ne rastvaraju (voda). Po hemijskom
sastavu lipidi su prosti ili sloZeni estri viS§ih masnih kiselina. Prosti lipidi se prema
alkoholnoj komponenti dele na: gliceride (alkoholna komponenta je glicerol),
voskove (estri visih monohidroksilnih alkohola) i steride (steroli). Slozeni lipidi se
razlikuju od prostih po tome Sto pored visih masnih kiselina i glicerola sadrze i
druge komponente: fosfornu kiselinu, azotne baze, Secere, inozit i dr. Lipidi imaju
viSestruke funkcije u Zivim organizmima. Pojedini predstavnici ove grupe
biomolekula ucestvuju u izgradnji celijskih membrana, drugi predstavljaju rezervne
oblike “metabolic¢kog goriva”. S druge strane, neki od njih imaju zastitnu ulogu ili,
pak, ispoljavaju hormonsko ili vitaminsko dejstvo.

Lipidi koji se mogu saponifikovati

Zajednicka osobina ovih lipida je da pri zagrevanju sa alkalijama daju soli
masnih kiselina - sapune. Osnovni strukturni elementi ovih lipida su masne kiseline
(MK). One se dele na zasicene i nezasi¢ene masne kiseline.

Od zasicenih masnih kiselina, u Zivim organizmima najvise su zastupljene:

1. Palmitinska kiselina (16:0); CH3(CH2)uCOOH, prisutna u rezervnim mastima:

I N e S N e ¢
CHj %
Slika 19. Struktura palmitinske kiseline

2. Stearinska kiselina (18:0); CH3(CH2)1sCOOH, ulazi u sastav svih zZivotinjskih masti,
dok se u uljima retko srece:

PV N\ PN N
CHs o

Slika 20. Struktura stearinske kiseline
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Od nezasicenih masnih kiselina najceSce se srecu:

1. Oleinska kiselina (18:14°) CHs(CHz)>CH=CH(CH:)>COOH, sa jednom dvostrukom
vezom, zastupljena pretezno u uljima:

109 OH

~o

Slika 21. Struktura oleinske kiseline

2. Linolna kiselina (18:24912); CHs(CH2)«CH=CHCH2CH=CH(CH)7COOH, sa dve
dvostruke veze, nalazi se u vecoj koli¢ini u lanenom, suncokretovom i makovom

ulju:

OH
13 12 109 Cf\

CH,4 ~0

Slika 22. Struktura linolne kiseline

3. Linoleinska kiselina; CH3(CH2)7CH=CH(CH.)COQOH, sa tri dvostruke veze, nalazi
se u lanenom, konopljinom i orahovom ulju:

/OH
¢ 1-13\/1%./1 = 12\/10_9\/\/\/\/(:\\‘\0

Slika 23. Struktura linoleinske kiseline

Lipidi koji se mogu saponifikovati mogu se svrstati u nekoliko grupa
jedinjenja:
1. Neutralne masti (acilgliceroli)

Neutralne masti su estri masnih kiselina i trohidroksilnog alkohola glicerola.
One su glavni oblik skladisnih lipida u biljnim i Zivotinjskim celijama.
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i
CH,0—C—R,

CH,0H HOOC—R, o
CH,OH  HOOC—R, \ 0

[l
glicerol MK CH)O0O—C—R;

(R1, Rp, R3-ostaci masnih kiselina) triacilglicerol

Acilgliceroli na sobnoj temperaturi ili pak na telesnoj temperaturi mogu biti u
¢vrstom ili te¢nom stanju, Sto zavisi od prirode masnih kiselina iz kojih su nastali.
Duzina (broj ugljenikovih atoma u lancu) i stepen nezasic¢enosti (broj dvostukih veza
u molekulu) masnih kiselina odreduje fizicke i hemijske osobine acilglicerola.

2. Fosfogliceridi

Fosfogliceridi su najve¢im delom locirani u celijskim membranama. Kod ovih
jedinjenja jedna od primarnih alkoholnih grupa glicerola je esterifikovana fosfornom
kiselinom.

Najrasprostranjeniji fosfogliceridi u visim biljkama i Zivotinjama su kefalini i
lecitini.

3. Sfingolipidi

Sfingolipidi se nalaze u (delijskim membranama Zivotinja, a u velikim
kolicinama su prisutni u moZdanom i nervnom tkivu. Pri hidrolizi daju jedan
molekul masne kiseline i jedan molekul nezasi¢enog aminoalkohola sfingozina ili
njegovog analoga dihidrosfingozina. Ova klasa lipida ne sadrzi glicerol.

CH3(CH2)12—CHZCH—CliH—(llH—CHgOH
OH NH,
Slika 24. Struktura sfingozina

4. Glikolipidi

Kao polarne glave ovi lipidi imaju hidrofilne ugljene hidrate, najceS¢e D-
glukozu ili D-galaktozu, koji su glikozidno vezani za alkoholnu komponentu
(glicerol).

C|3H20COR1
CHOCOR,

CH,0—Glu

Slika 25. Opsta formula glikolipida; Glu — glukoza, Ri, Rz — ostaci masnih kiselina
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5. Voskovi

Voskovi predstavljaju estre visih masnih kiselina sa monohidroksilnim
alkoholima dugog niza, a po strukturi i osobinama su bliski mastima. NajvaZnija
bioloska uloga im je to Sto Cine sastavnu komponentu prevlaka na kozi.

Lipidi koji se ne mogu saponifikovati

U ovu grupu lipida se ubrajaju steroidi i terpenoidi. Ova jedinjenja imaju
zajednicku strukturnu jedinicu - izopren, ¢ijom polimerizacijom nastaju.

Slika 26. Struktura izoprena
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4.1. Razdvajanje smese lipida iz Zumanceta metodom tankoslojne
hromatografije

Kod vecine ptica i gmizavaca jaje je zigot, rezultat oplodenja jajne celije. Ono
hrani i Stiti embrion. Sastoji se iz neravne i hrapave ljuske, izgradene iz CaCOs,
unutrasnje i spoljasnje membrane izgradene iz proteina keratina, vazdusne kapsule,
belanceta, izgradenog iz oko 40 vrsta proteina - glavnih sastojaka jajeta zajedno sa
vodom, kalaize (konci¢i od belanceta), i Zumanceta sa njegovom membranom.
Zumance sadrzi manje vode i vie proteina nego belance. Takode sadrZi jos nesto
lipida, sve liposolubilne vitamine (A, D, E i K), vitamine B:i Bz, zatim gvozde, fosfor,
kalcijum a izvor je i lecitina, efikasnog emulgatora. Takode sadrZi i masne kiseline -
zasicene (palmitinska 23%, stearinska 4%, miristinska 1%) i nezasic¢ene (oleinska 47%,
linoleinska 16%, palmitoleinska 5%, linolenska 2%).

Boja ljuske jajeta poti¢e od pigmenata u spoljasnjem delu ljuske i moze da
varira kod razlicitih vrsta od bele do tamno braon. Osnovna boja jaja kicmenjaka je
bela i potice od CaCO:s ali neke ptice polaZzu obojena jaja Sto je posledica prisustva
pigmenata biliverdina i njegovog helata sa cinkom koji daju osnovnu zelenu ili plavu
boju, i protoporfirina koji daje osnovnu crvenu ili braon boju jajeta ili je prisutan u
vidu mrlja na ljusci. Imaju zastitnu ulogu, stitedi jaja od predatora. Oba pigmenta su
po hemijskoj strukturi tetrapiroli koji nastaju kao sporedni proizvodi razgradnje
hemoglobina (Slika 27).

Slika 27. Strukture biliverdina (a) i protoporfirina (b)

Boja Zumanceta zavisi od nacina ishrane Zzivine. Ukoliko Zivina konzumira
hranu bogatu zZuto-narandzastim biljnim pigmentima - ksantofilima - oni se skladiste
u zumancetu. Ksantofili (lutein, zeaksantin i a- i 3- kriptoksantin) predstavljaju Zute
pigmente koji po hemijskoj strukturi pripadaju klasi karotenoida, derivata
izoprenoida izgradenih iz 8 izoprenskih jedinica. Njihova molekulska formula je
CuwoHs4(OH)2. Pronadeni su u lis¢u vedine biljaka i sintetiSu se u plastidima. Ucestvuju
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u procesu fotosinteze. U biljkama se ksantofili nalaze zajedno sa drugim pigmentima
- karotenima, antocijaninima i retko, fikobilinima. Zivotinje ne mogu da sintetisu
ksantofile vec¢ ih unose hranom biljnog porekla. Ksantofili predstavljaju oksidovane
derivate karotena (sadrze —OH grupu) te su stoga polarniji od karotena.

HO
/////////
OH

Slika 28. Struktura luteina

Lutein je jedan od 600 poznatih ksantofila koji se mogu pronaci u prirodi. U
organizmima ima ulogu antioksidansa. Lipofilne je prirode. Prisustvo hromofora, u
vidu dugog polienskog lanca (Slika 28) ukazuje na sposobnost molekula da
apsorbuje svetlost. Polienski lanac je osetljiv na oksidativhu degradaciju pod
uticajem svetlosti i visoke temperature. Lutein apsorbuje plavu svetlost i kao takav
ima komplementarnu Zutu boju u niskim koncentracijama, a narandZasto-crvenu u
visokim koncentracijama. Hrana bogata ovim pigmentom daje se Zivini kako bi se
postigla karakteristi¢éna Zuta boja koZe i Zumanca jajeta. Takode se nalazi u makuli,
malom delu mreznjace odgovorne za centralni vid. Smatra se da stiti od oksidativnog
stresa i svetlosti visoke energije.

Zeaksantin je 3,3’-derivat (-karotena, nastaje hidroksilacijom p-jononskih
prstenova (-karotena. Zeaksantin je osnovni pigment zrna Zutog kukuruza a nalazi
se i u Zumancetu i Safranu. Lutein i zeaksantin su struktuni izomeri, jedina razlika je
u polozaju dvostruke veze u prstenovima na kraju molekula (Slika 29).

NN O Y Y

HO

Slika 29. Struktura zeaksantina

Kriptoksantin je prirodni karotenoidni pigment koji se moZe izolovati iz
razli¢itih namirnica kao $to su narandze, papaja, Zumance, maslac i govedi krvni
serum. Strukturno, jako je slican [-karotenu sa dodatkom hidroksilne (-OH) grupe
(Slika 30). U ljudskom organizmu se pretvara u vitamin A (retinol). Kriptoksantin je
jedan od karotenoidnih antioksidanata i moZe pomoci u sprecavanju slobodno-
radikalskih oStecenja celije i DNK.
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Slika 30. Struktura kriptoksantina

Hromatografija

Hromatografija predstavlja grupu metoda za razdvajanje komponenti iz
smese, pri ¢emu se razdvajanje odvija na bazi razlicitih fizickih i hemijskih procesa.
Komponente uzorka se pri tome raspodeljuju izmedu pokretne (mobilne) i
nepokretne (stacionarne) faze.

Hromatografija u tankom sloju spada u grupu hromatografskih metoda gde se
adsorbens (stacionarna faza) nanosi u vidu tankog sloja na staklenu ili
aluminijumsku plocu. U zavisnosti od vrste uzorka i komponenti koje se Zele
razdvojiti postoje razlicite vrste adsorbenasa. Na pripremljenu plocu se tankom
staklenom cevcicom, kapilarom, nanosi rastvor smeSe koju treba razdvojiti na
sastavne komponente. Ploca se uspravno postavlja u hromatografsku kadu u kojoj se
nalazi rastvarac (ili smesa rastvaraca) za razvijanje hromatograma. Rastvarac se, pod
dejstvom kapilarnih sila, penje uz sloj adsorbensa. Svojim kretanjem on nosi sastojke
smese razli¢itim brzinama, u zavisnosti od njihove mobilnosti i afiniteta prema
adsorbensu.

Rt vrednost predstavlja odnos predenog puta svake odredene komponente
smese i upotrebljenog rastvaraca i konstantna je vrednost za konstante uslove.

a a — predeni put ispitivane komponente smese (cm)
Re¢= - < 1 b-predeniput rastvaraca (cm)
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L e S ugljovodonici

steroidi

triacilglicerali
diacilgliceroli
monoacilgliceroli
O holesterol

frakcija neidentifikovanih
O linida

O fosfolipidi

star - _

Slika 31. Hromatogram Zumanceta jajeta

Postupak: Pripremljeno Zumance razmazati u Sto tanjem sloju na staklenu
plocu i osusiti u struji toplog vazduha. Skinuti osuSeno Zumance Spatulom i preneti
ga u pripremljeni suvi erlenmajer. Dodati 10 cm® anhidrovanog acetona i erlenmajer
intenzivno muckati u toku 5 minuta. Ovaj ekstrakt lipida i pigmenata procediti preko
naborane filter hartije u petrijevu posudu, a talog ponovo ekstrahovati sa 10 cm?
acetona. Ponovo procediti i spojene acetonske ektrakte upariti na manju zapreminu
da bi se dobio koncentovaniji rastvor i metodom tankoslojne hromatografije odrediti
sastav smese.

Kao razvija¢ (mobilnu fazu) upotrebiti smesu: heksan-dietiletar-glacijalna
sircetna kiselina (73:25:2). Hromatografija se izvodi u kadi sa brusenim poklopcem,
koja je iznutra obloZena filter papirom.

Kada se front razvijaca popne na % ploce, izvaditi ploc¢u iz hromatografske
kade, oznacditi liniju fronta i osusiti u struji toplog vazduha. Osuseni sloj isprskati u
kapeli sa rastvorom fosfomolibdenske kiseline i plocu zagrevati u susnici na 80-100°
C do pojave plavih mrlja.

Skicirati izgled hromatografske kade i ploce i odrediti R¢ vrednost za holesterol.
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4.2. Izolovanje lecitina iz Zumanceta i kvalitativne reakcije na
njega

Fosfogliceridi su lipidi koji se uglavnom nalaze u celijskim membranama, a
manji deo ima ulogu skladi$nih lipida. Alkoholna komponenta ovih jedinjenja je
glicerolfosforna kiselina (umesto glicerola), jer je jedna od primarnih hidroksilnih
grupa glicerola esterifikovana sa fosfornom kiselinom. Pored dva ostatka visih
masnih kiselina estarski vezanih za hidroksilne grupe glicerola u polozajima Ci i Cz,
vecina fosfoglicerida sadrzi jos jednu alkoholnu komponentu (X) ¢ija je OH grupa
esterifikovana sa jednom od preostalih OH grupa fosforne kiseline gradeci na taj
nacin fosfodiestar.

i
/\/\/\/\/\/\/\/C\ —
H
9 O—CH,
A e G e e\
~0—CH o
|
. ) CHy—0—P—0X
nepolarni repovi O

Y

polarna glava
Slika 32. Struktura fosfodiestra

Razlic¢ite vrste fosfolipida odredene su u najvecoj meri prirodom supstituenta
X tj. alkoholne komponente sekundarno esterifikovane sa fosfornom kiselinom.
Alkoholna komponenta moze biti:

Alkoholna komponenta: Naziv fosfoglicerida:
etanolamin H.N-CH.-CH>-OH fosfatidiletanolamin (kefalin)
holin (CHs)sN-CH.-CH>-OH fosfatidilholin (lecitin)

serin NH2-CH(COOH)-CH>-OH fosfatidilserin

Najrasprostranjeniji fosfolipidi Zivotinja su iz grupe lecitina i kefalina. Oni su
metabolicki vezani jedan za drugog takode i sa fosfatidilserinom koji se smatra
njihovim metabolickim prekursorom. Oni su glavni lipidni sastojci ve¢ine membrana
animalnih celjja.
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CH,—0—CO—(CH,)14CHs

CH-0O—CO—(CHy);CH=CH—(CH,);CHjs
@)
1

CH,—0—P—0—CH,CH,;N(CHg)3
| o @

Slika 33. Struktura lecitina

Postupak: Dobijeni acetonski ekstrakt Zumanceta (videti postupak iz prethodne
vezbe) odbaciti, a ostatak Zzumanceta ekstrahovati sa 10 cm?® hloroforma u toku 10
minuta, pri ¢emu se u najvecoj meri ekstrahuju fosfolipidi. Preko naborane filter
hartije sadrZaj erlenmajera procediti u petrijevu posudu i upariti do suva u struji
toplog vazduha. Ekstrakt hloroforma sadrzi najvise lecitina, te se stoga moze smatrati
sirovim preparatom lecitina.

Svi lecitini (a poznato ih je viSe od 80) daju karakteristicne kvalitativne
reakcije, zasnovane na njihovoj nerastvorljivosti u acetonu, sposobnosti da sa vodom
grade emulzije i osobini da se kadmijumhloridom grade komplekse.

Jednu treéinu preparata sirovog lecitina preneti u epruvetu i rastvoriti ga sa 6
cm® toplog etanola. Ukoliko rastvor nije bistar, procediti ga preko filter hartije i
podeliti u tri epruvete:

e U prvu epruvetu dodati 1-2 cm®acetona i snazno promuckati,
e U drugu epruvetu dodati nekoliko kapi destilovane vode i promudkati,
e U tre¢u epruvetu dodati 1-2 cm? rastvora CdCl..

Registrovati promene i zabeleZiti zapaZanja.

Overa:
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4.3. Izolovanje holesterola iz svinjskog mozga

Holesterol je steroidni sekundarni alkohol, koji se nalazi u tkivima i bioloskim
teCnostima coveka i Zivotinja, u slobodnom ili esterifikovanom obliku (estar
palmitinske, stearinske ili oleinske kiseline). Nervna tkiva su narocito bogata
holesterolom (20-30 g/kg tkiva). Najveca koncentracija holesterola (40-55 g/kg) je u
beloj mozdanoj masi i kicmenoj mozdini, tako da se ovaj materijal i upotrebljava za
preparativno dobijanje holesterola.

Holesterol se iz bioloSkog materijala ekstrahuje sa hloroformom, toplim
etanolom, etrom, acetonom i drugim organskim (nepolarnim) rastvarac¢ima. Iz
osuSenog svinjskog mozga holesterol se najlakse izoluje acetonom, pri cemu se
fosfolipidi ne ekstrahuju.

Kvalitativno se holesterol dokazuje bojenim reakcijama (Huppert-Salkowsky
reakcijom i Burchard-Liebermannovom reakcijom), pri ¢emu obojeni produkti
holesterola nastaju njegovom dehidratacijom mineralnim kiselinama.

Postupak: Odmeriti 1 g svezeg svinjskog mozga u porcelanski avan, dodati na
vrth Spatule kvarcnog peska i smeSu homogenizovati u toku 5 minuta. U
homogenizovanu smesu dodati oko 3 g gipsa, brzo izmesSati i naneti Spatulom u
tankom sloju na pripremljenu staklenu plocu. Plocu staviti u susnicu zagrejanu na
75-80° C i ostaviti da se osusi. OsuSenu smesu skinuti Spatulom sa ploce i preneti u
suv erlenmajer. Suvi materijal preliti sa 10 cm® acetona i smeSu muckati u toku 10
minuta. Suspenziju procediti preko filter hartije i talog ponovo vratiti u erlenmajer i
jos dva puta ekstrahovati acetonom na opisan nacin. Spojene acetonske ekstrakte
preneti u izmerenu petrijevu posudu i upariti aceton u struji toplog vazduha.
Izracunati prinos dobijenog holesterola.

Rezultat

Masa holesterola:

Sa dobijenim preparatom izvesti sledece bojene reakcije:

Salkowskyjeva reakcija se bazira na dehidrataciji holesterola sa
koncentrovanom sumpornom kiselinom, pri c¢emu nastaje crveno obojeni
dehidratacioni proizvod.
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Postupak: U suvu epruvetu staviti malo kristala holesterola (dobijenih u
prethodnom postupku), dodati 1 cm?® hloroforma, 1 cm® koncentrovane sumporne
kiseline i sadrzaj epruvete energi¢no muckati u toku nekoliko minuta. Hloroformski
sloj obojice se crveno, a donji sloj sumporne kiseline Zuto. Stajanjem Zuti ekstrakt
sumporne kiseline pokazivace Zuto-zelenu fluorescenciju.

Burchard-Liebermannova reakcija se bazira na dehidrataciji holesterola
nakon cdega dolazi do reakcije dva dehidratisana molekula pri ¢emu nastaje
bisholestadien. Prakti¢ni znacaj ove reakcije je u tome Sto ona ¢ini osnovu za
kolorimetrijska odredivanja koncentracije holesterola u biolosSkom materijalu.

Postupak: U suvu epruvetu staviti malo dobijenih preparata holesterola i
rastvoriti u 2 cm? hloroforma. U rastvor dodati 2 kapi anhidrida sircetne kiseline i 2-3
kapi koncentrovane sumporne kiseline, pri éemu ¢e se rastvor obojiti prvo ruZzicasto,
zatim ljubicasto i na kraju plavo-zeleno.

Zapazanje

Overa:



4.4, Ketonska tela

Pod izvesnim metabolickim uslovima, koji su udruZeni sa velikom brzinom
oksidacije masnih kiselina, jetra proizvodi znacajne koli¢ine acetoacetata i [3-
hidroksibutirata koji difuzijom prelaze u krv. Acetoacetat se spontano
dekarboksiluje, dajudi aceton. Ove tri supstance su poznate kao ketonska tela (Slika
34).

i ° oH

HsC-C-CH,~COO~ H3C-C-CH; H3C-CH-CH,~COO

Acetoacetat Aceton - Hidroksibutirat
Slika 34. Strukture ketonskih tela

Normalno, ketonska tela su prisutna u krvi (kod ¢oveka oko 1 mg/100 ml), ali
ne i u urinu. PoviSenje nivoa ketonskih tela u krvi se javlja pri smanjenom unoSenju
ugljenih hidrata ili pri nemogucnosti njihovog iskoriStavanja u organizmu
(nedostatak insulina — Diabetes melitus). Ako se stvoreni acetoacetat ne iskoristi od
strane ekstrahepati¢nih tkiva) pre svega skeletnih miSi¢a i srca) nastace ketoza.
Ketozu karakteriSu: ketonemija (povecana koncentracija ketonskih tela u krvi),
ketonurija (prisustvo ketonskih tela u urinu) i miris acetona u izdahnutom vazduhu.

Za dokazivanje ketonskih tela u urinu koristi se Legalova reakcija. U ovoj
reakciji dvovalentno gvoZzde, Fe?, iz natrijumnitroprusida, u prisustvu ketonskih tela
se oksiduje i prelazi u Fe* oblik. Ova promena se registruje pojavom crvene boje.

Postupak: Na 5 cm?® urina dodati 0,5 cm? natrijumnitroprusida, promuckati i niz
zid epruvete pazljivo dodati 0,5 cm?® 10% rastvora NaOH (bez muckanja!). Na
dodirnoj povrsini se javlja crveni prsten u prisustvu ketonskih tela.

Napomena: S obzirom da istu reakciju daje i kreatinin, sadrzaj epruvete se
promucdka a zatim podeli u dve epruvete. Jedna epruveta ostaje kao kontrola, a u
drugu se doda par kapi glacijalne sircetne kiseline. Ako se boja pojaca prisutna su
ketonska tela, a ako se izgubi nastala je samo zbog prisustva kreatinina.
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4.5. Odredivanje saponifikacionog i jodnog broja

a) Odredivanje saponifikacionog broja (SB)

Saponifikacioni broj (S5B) se moze definisati kao broj mg KOH potrebnih za
saponifikaciju 1 g masti ili ulja, tj. za neutralizaciju kako slobodnih, tako i estarski
vezanih masnih kiselina u 1 g ulja ili masti. Veli¢ina saponifikacionog broja zavisi od
molekulske mase masnih kiselina prisutnih u uzorku.

Mehanizam alkalne hidrolize, tj. saponifikacije masti prikazan je reakcijom:

(leQO_CO_(CHz)14_CH3 ?Hon
(HO—CO—(CH)—CH; 4 3 KOH—> CHOH  + 3 CHy(CH,)14C00K
CH,O—CO—(CHz)14—CH3 CH,OH
3-acilglicerol palmitinske kiseline glicerol K-palmitat (sapun)

Postupak: odpipetirati 2 cm® ulja u erlenmajer od 250 cm?® dodati 25 cm?®
alkoholnog rastvora KOH i zagrevati reakcionu smesu dok se ne izbistri (oko 20
minuta na 70° C). Bistra reakciona smeSa pokazuje da je saponifikacija zavrSena.
Reakcionu smesu ohladiti, a viSak alkalija titrisati sa 0,5 mol/dm? rastvorom HCl, uz
fenolftalein kao indikator (2 kapi), do obezbojenja. Istovremeno uraditi, po istom
postupku, i slepu probu, bez uzimanja ulja — umesto toga odpipetirati 2 cm?
destilovane vode.

Izracunavanje rezultata:
(a—b) x 28,05
SB=

&

a — boj cm® HCl utroSenih za slepu probu,
b —broj cm® HCl utroSenih za radnu probu,
g —masa uzorka,
28,05 — faktor preracunavanja (titar 0,5 mol/dm3 KOH)
m=0xV, gdejeo=0,92g/ml
g=092g/mlx2ml=184g

Rezultat:
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b) Odredivanje jodnog broja (IB)

Jodni broj (JB) je broj grama joda koji se adira na 100 g masti ili ulja. Brzina
adicije joda zavisi od strukture nezasi¢enih masnih kiselina. Adicija joda ¢e biti brza
ukoliko je dvostruka veza udaljenija od karboksilne grupe. Jod se izrazito sporo adira
na masne kiseline koje sadrZe konjugovane dvostruke veze. Vrednost jodnog broja

ukazuje na stepen nezasicenosti masti ili ulja, a odreduje se Hanusovom metodom.
Po ovoj metodi jod za adiciju se dodaje u obliku jodmonobromida (IBr) u glacijalnoj
sircetnoj kiselini. Visak IBr se odreduje pomocu KI, pri ¢emu se oslobada jod koji se
titriSe standardnim rastvorom natrijumtiosulfata, Na25:0s:

KI+IBr - KBr+12
2 Na2520s3 + [»— 2 Nal + Na25:0s

Postupak: Odmeriti 0,2 cm?® ulja u erlenmajer i dodati 7,5 cm?® hloroforma da se
ulje rastvori. Smesi dodati 12,5 cm3 HanuSovog reagensa i ostaviti na tamnom mestu
15 minuta. U isto vreme postaviti i slepu probu bez dodatka ulja. Posle toga u oba
erlenmajera dodati 7,5 cm?® KI i 100 cm?® destilovane vode. Oslobodeni jod titrisati sa
natrijumtiosulfatom. Kada rastvor postane svetlo mrk dodati nekoliko kapi rastvora
skroba i nastaviti titraciju dok ne iScezne plava boja inluzionog jedinjenja joda i
skroba.

Izrac¢unavanje rezultata:

(a-b)x1,27
JB=

&

a — boj cm® Na25:0s utrosSenih za titraciju slepe probe,
b —broj cm® Naz25:0s utrosenih titraciju radne probe,
g —masa uzorka,

1,27 — faktor preracunavanja (titar 0,5 mol/dm?® KOH)
m=0xV, gdejeo=0,92g/ml

g=092 g/mlx02ml=0,184g
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5. NUKLEINSKE KISELINE

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA ili DNK) i ribonukleinska kiselina (RNA
ili RNK) su osnovni ¢elijski biomolekuli, koji su od presudno znacaja u ¢uvanju i
transferu genetskih informacija. Po hemijskom sastavu nukleinske kiseline su
linearni  polimeri monomera, nukleotida, medusobno povezanih 3’-5
fosfodiestarskim vezama.

Nukleotidi su fosfatni estri pentoza koje su C-N glikozidnom vezom povezane
sa azotnim bazama. Kod ribonukleotida Se¢erna komponenta je D-riboza, a kod
deoksiribonukleotida 2’-deoksi-D-riboza. Hidrolizom nukleotida se dobijaju
nukleozidi, sastavljeni od azotnih baza i odgovarajuceg monosaharida: D-riboze i 2’-
deoksi-D-riboze.

Azotne baze u strukturi nukleotida su planarni, aromati¢ni, heterocikli¢ni
molekuli, derivati purina i pirimidina (Slika 35).

NH, ﬁ
NZ N HN N
PR Q\>
N N\ H,N N N\
pH , M
NH, 0 0
] [ o
NZ | HN/E HN |
O%KITI O%KITI O%KITI
H H H
3 4 5

Slika 35. Strukture nukleinskih kiselina. Derivati purina: 1- adenin, 2- guanin.
Derivati pirimidina: 3- citozin, 4- uracil, 5- timin
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5.1. Izolovanje deoksiribonukleinskih kiselina iz svinjske jetre

Deoksiribonukleinske kiseline (DNA) su polinukleotidi u kojima su osnovne
jedinke cetiri razlic¢ita tipa deoksiribonukleotida (dAMP, dGMP, dTMP i dCMP)
medusobno vezanim razli¢itim redosledom 3’-5" fosfodiestarskim vezama. Molekuli
DNA se obi¢no sastoje od dva polideoksiribonukleotidna lanca medusobno
povezana vodoni¢nim vezama izmedu komplementarnih parova baza i uvijenih u
obliku dvostruke spirale. DNA se nalaze u svim celijjama organizma (izuzev u
eritrocitima) kao proteinski kompleksi tj. deoksiribonukleoproteini. Kao najcesci
izvori za izolovanje DNA koriste se slezina, timus, tiroidna zlezda i jetra.

Watson-Crickov model molekula DNA (B-oblik) je desno orijentisana
dvostruka spirala koja u jednom namotaju sadrzi 10 parova baza. Smanjenjem
relativne vlaznosti B-oblik moze da prede u A-oblik, takode desno orijentisan, koji
sadrzi 11 parova baza u jednom namotaju. Dva lanca su antiparalelna i prostiru se u
5’-3’, odnosno 3’-5" pravcu. Kada se rastvor DNA zagreva, na odredenoj temperaturi
nativna struktura molekula se narusava tj. dolazi do odvijanja dva komplmentarna
lanca koji potom zauzimaju neuredene konformacije. Ova pojava je poznata kao
denaturacija molekula DNA i moZe se pratiti promenama razlicitih fizicko-hemijskih
osobina.

Molekuli DNA vrlo lako denaturiSu, tako da eksperimentalni uslovi prilikom
njihovog izolovanja iz tkiva moraju biti strogo kontrolisani. Takode celije nekih tkiva
sadrze mnogo deoksiribonukleaza, tako da se prilikom izolovanja DNA razlaze na
manje fragmente.

Deoksiribonukleoproteidi su rastvorni u vodi i rastvorima visoke
koncentracije neutralnih soli (2 mol/dm?®), ali su nerastvorni u rastvorima niske
koncentracije soli (0,04-0,25 mol/dm?®). Zbog toga se tkiva homogenizuju u rastvoru
NaCl c=0,14 mol/dm?® puferizovanog rastvorom natrijumcitrata na pH 7. Pri tim
eksperimentalnim uslovima vec¢ina drugih biomolekula prelazi u rastvor, dok u
talogu ostaju nerastvorni deoksiribonukleoproteidi, koji se kasnije rastvaraju u
rastvoru NaCl koncentracije 2 mol/dm3. Natrijumcitrat inhibira aktivnost
deoksiribonukleaze posto vezuje Ca? i Mg* jone, koji su kofaktori ovog enzima.

Postupak: Homogenizovati 50 g sveZe jetre u toku 1 minuta sa 200 cm?
puferisanog rastvora NaCl. Suspenziju potom centrifugirati 15 minuta pri 3500 o/min
i dobijeni talog homogenizovati sa jos 200 cm?® rastvora NaCl. Supernatant odbaciti, a
talog suspendovati u rastvoru NaCl (c=2 mol/dm?) tako da konacna zapremina iznosi
1 dm?.

Ostaviti suspenziju preko no¢i na hladnom, a zatim centrifugirati pri 3500
o/min 15 minuta. Odvojiti supernatant i polako, uz mesanje, sipati u dvostruku
zapreminu ohladenog etanola. Rastvor meSati Stapi¢em, pri ¢emu se na Stapi¢
namotavaju niti DNA. Fibrile pazljivo odvojiti, isprati ih hladnim etanolom,
rastvoriti u puferisanom rastvoru NaCl i rastvor ¢uvati duboko zamrznut.
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Za izolovane DNA dokazna reakcija se zasniva na osobini deoksiriboze,
konstitutivne jedinice DNA, da dehidratacijom sa mineralnim kiselinama, preko
furfurala, prelazi u d-hidroksilevulinaldehid i srodna jedinjenja, koja se kondenzuju
sa aromaticnim aminima, dajucdi proizvode intenzivno plave boje.

U epruvetu dodati malo izolovane DNA i 2 cm?® difenilaminskog reagensa.
Reakcionu smesu zagrevati 10 minuta na kljuéalom vodenom kupatilu. Javlja se
plava boja rastvora koja je postojana nekoliko sati.

ZapaZzanja

Overa:



5.2. Izolovanje ribonukleinskih kiselina iz éelija kvasca

Ribonukleinske kiseline (RNA), za razliku od deoksiribonukleinskih kiselina,
sastoje se od samo jednog polinukleotidnog lanca. U celijama postoje tri glavne vrste
RNA: informaciona RNA (i-RNA), ribozomalna RNA (r-RNA) i transportna RNA (t-
RNA). Svaka od njih se nalazi u vise razlicitih molekulskih oblika.

Celije kvasca su veoma bogate ovim ribonukleinskim kiselinama, tako da
Cesto sluze kao izvori istih. Ukupne ribonukleinske kiseline iz delija kvasca se
dobijaju ekstrakcijom iz vodene suspenzije celih celija pomocu fenola. Koncentrovani
rastvor fenola raskida vodoni¢ne veze u makromolekulima izazivajuci denaturaciju
proteina. Dobijena zamucena suspenzija se centrifugira na sobnoj temperaturi da bi
se odvojile dve faze: gornja vodena i donja fenolna faza. Gornja bistra vodena faza
sadrzi rastvorne RNA, polisaharide, nukleotide, aminokiseline i tragove
denaturisanih proteina. Donja fenolna faza sadrZzi koagulisane denaturisane proteine
i DNA koje su asosovane sa tim proteinima. Pipetom se odvoji vodena faza koja
sadrzi RNA, koja se potom iz rastvora istaloZi etanolom (u rastvoru ostaju mali
biomolekuli).

Postupak: U erlenmajeru od 250 cm?® suspendovati 2 g osuSenog kvasca u 20
cm?® destilovane vode prethodno zagrejane na 37° C. Suspenziju ostaviti 15 minuta na
vodenom kupatilu (37° C), a zatim lagano dodati 20 cm? fenola zasicenog sa vodom.
Suspenziju muckati 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirati 15
minuta na 3000 o/min. Odvojenu vodenu fazu koja sadrzi RNA pazljivo odpipetirati
Pasterovom pipetom u casu, koja se nalazi u ledenom kupatilu. Vodenom rastvoru
dodati rastvor natrijumacetata do 2% krajnje koncentracije, a RNA istaloziti
dodavanjem dve i po zapremine ohladenog etanola. Rastvor ostaviti 1 sat na ledu ili
na -20° C. Dobijeni talog odvojiti centrifugiranjem u toku 5 minuta pri 3000 o/min.
Talog oprati rastvorom etanol-voda (3:1), prethodno ohladenim na 4° C, ponovo
centrifugirati i dobijeni talog (RNA) oprati etrom i osusiti na vazduhu.

Izracunati prinos dobijene RNA

Overa asistenta:
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6. HORMONI

Hormoni su bioloski aktivha organska jedinjenja, koja su proizvodi
specijalizovanih Zlezda ili zlezda sa unutrasnjim lucenjem (endokrine zlezde).
Regulacija lucenja hormona je kontrolisana od strane centralnog nervnog sistema.
Hormoni putem krvi, odnosno telesnih te¢nosti ili humora, prenose poruke ciljnim
organima ili tkivima na koje deluju preko specificnih receptora. Hemijska struktura
hormona je vrlo raznolika i mogu se podeliti na sledece grupe:

e Steroidni hormoni: kortikoidni, androgeni, estrogeni;

e Aminokiselinski hormoni: tiroksin, trijodtironin, adrenalin, noradrenalin;

e Peptidni hormoni: kortikotropin, vazopresin, melanotropin, kalcitonin,
insulin, glukagon;

e Proteinski hormoni: somotropin, tirotropin, lutopin.

Hormoni se obi¢no nalaze u krvi u veoma malim koncentracijama (10 do 1012
mol/l). Prva faza hormonske aktivnosti je njihovo vezivanje za hormonske receptore
koji su lokalizovani na povrsini celije ili u citosolu ciljane ¢elije. Oni mogu podleci
razli¢itim promenana i produkovati intracelijske glasnike, koji zatim prenose signale
od receptora na enzime ili molekularne sisteme u celiji. Intracelijski glasnici regulisu
specifi¢ne enzimske reakcije, inaktiviraju gene ili vrSe njihovu ekspresiju.

Hormoni imaju vedi broj funkcija: pomazu odrzavanje homeostaze — bilansa
bioloske aktivnosti u organizmu, posreduju u odgovoru na spoljne stimulanse, imaju
ulogu u rastu i razvicu i nizu drugih biohemijsko-fizioloskih procesa.

75



6.1. Odredivanje sadrZaja adrenalina

Adrenalin se sintetizuje u srzi nadbubrezne Zlezde i deluje kao regulator
metabolizma. On se oslobada iz depoa u srzi nadbubreZzne Zlezde kao odgovor na
stres, napor, hladno¢u i nizak nivo glukoze u krvi, povecavaju¢i razgradnju
triacilglicerola i glikogena. Adrenalin se ponaSa i kao stimulator metabolizma
proteina kao i nekih jedinjenja kalcijuma i fosfora. Po hemijskoj prirodi adrenalin je 1-
(3,4-dihidroksifenil)-2-(metilamino)-etanol:

OH
CH—CHzNH—CH,

HO
OH

Slika 36. Struktura adrenalina

Sadrzaj adrenalina se odreduje spektrofotometrijski zahvaljuju¢i njegovoj
sposobnosti da sa raznim reagensima gradi obojena jedinjenja. Jedna od najées¢ih
metoda bazira se na reakciji adrenalina sa Follinovim reagensom, pri ¢emu nastali
obojeni kompleks ima maksimum absorbancije na 512 nm.

Postupak: Za analizu odmeriti 1 g miSi¢nog tkiva, homogenizovati ga sa
kvarcnim peskom u avanu sa tuckom i dodati 10 cm?® trihlorsircetne kiseline.
Homogenat prebaciti u kivetu i centrifugirati 10 minuta na 3500 o/min. U dve
epruvete odpipetirati po 0,5 cm? supernatanta, a u tre¢u dodati 0,5 cm? standardnog
rastvora adrenalina. Epruvete ohladiti u toku 5 minuta na 15° C, a potom dodati
reagense prema Tabeli 8:

Tabela 8. Zapremine reagenasa

Epruveta

Epruvete ostaviti 30 minuta na sobnoj temperaturi, zatim u sve tri epruvete
odpipetirati po 0,25 cm? Follinovog reagensa, a u epruvete 1 i 3 po 0,75 cm?® NaOH.
Promucdkati i nakon dva minuta izmeriti apsorbanciju na 512 nm.
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Sadrzaj adrenalina se izra¢unava prema sledecem obrascu:

Est x Cst Cp — koncentracija adrenalina u uzorku (mg/100 g)
Cp= - x 200 Est— ekstinkcija standarda (epruveta 3)
Ep Ep —razlika ekstinkcija epruveta 112

Cst — koncentracija standardnog rastvora adrenalina

Napomena: Askorbinsku kiselinu, cistein i deo glutationa razara NaHCOs, a
smeSa NaHCOs i NaOH u drugoj epruveti razara adrenalin, askorbinsku kiselinu i
cistein.

Rezultat

Overa:
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7. VITAMINI

Vitamini su organska jedinjenja razlicite strukture, neophodna za Zivot i
razvice ¢oveka i Zivotinja. Sintetizuju ih biljke i mikroorganizmi, a ponekad nastaju i
u zivotinjskim celijama. U organizam coveka i Zivotinja vitamini dospevaju mahom
putem hrane. Nedostatak ili nedovoljna koli¢ina vitamina u ishrani ¢oveka i Zivotinja
dovodi do odredenih poremecaja metabolizma, karakteristiénih za svaki vitamin,
koje karakteriSe zajednicki naziv avitaminoza.

Neki vitamini su sastavni delovi enzimskih sistema; tako npr. nikotinamid
ulazi u sastav koenzima I (NAD) i koenzima II (NADP), riboflavin u sastav FAD-a,
pantotenska kiselina u sastav koenzima A, itd. Nekada su nazivi vitamina bili
obelezeni velikim slovima abecede, Sto se do danas zadrzalo, dok je danas
nomenklatura vitamina izvedena iz njihove hemijske strukture.

Prema svojoj rastvorljivosti vitamini se dele na dve grupe:
e vitamini rastvorljivi u vodi (hidrosolubilni vitamini)
e vitamini rastvorljivi u organskim rastvara¢ima (etru, benzolu,
hloroformu itd.). U tkivima, ova grupa vitamina se rastvara u lipidima,
te se Cesto oznacava kao grupa liposolubilnih vitamina.

Neki vitamini se u organizmu deponuju u jetri i bubrezima ili se izlucuju
putem mleka te je stoga ova hrana Zivotinjskog porekla bogat izvor vitamina za
coveka.

Sadrzaj vitamina u biljnim i Zivotinjskim tkivima izraZava se obi¢no u mg ili u
internacionalnim jedinicama (IU).
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7.1. Bojene reakcije na vitamine

Vitamini predstavljaju grupu organskih jedinjenja raznovrsne strukture i
hemijskih osobina i neophodni su za normalan tok metabolizma celija, tkiva i organa.
Vecina vitamina ima ulogu koenzima u enzimskim reakcijama.

Danas je poznato preko 30 jedinjenja vitaminskog karaktera, za ¢iju vecinu je
utvrdena struktura i hemijska svojstva. Neki vitamini se mogu naci i u obliku
provitamina, koji ne ispoljavaju vitaminsku aktivnost, ve¢ se specificnim hemijskim
reakcijama u organizmu Zivotinja i coveka prevode u bioloski aktivna jedinjenja.

Vitamini grupe D

Nedostatak ove grupe vitamina u organizmu dovodi do pojave poremecaja
metabolizma kao $to je rahitis. Vitamini grupe D reguliSu resorpciju Ca? jona iz
digestivnog trakta, a preko Ca?* i metabolizam POs+* jona. Predstavnici vitaminske
grupe D jesu vitamini D1, D2, D3, Ds, Ds. Oni su medusobno vrlo bliski u pogledu
vitaminske funkcije, a manje ili viSe se razlikuju u pogledu strukture i nacina
nastajanja.

Vitamini D grupe se ubrajaju u grupu liposolubilnih vitamina (derivata
izoprena). Ovi vitamini se stvaraju od provitamina 7-dehidroholesterola u
zivotinjama, odnosno iz ergosterola u biljkama. Ova dva provitamina se razlikuju
samo po bocnom lancu. Nastaju procesom fotoizomerizacije pod uticajem UV zraka.
UV zracenje spontano raskida prsten B 7-dehidroholesterola ili ergosterola. U
zivotinjama ovo zracenje prevodi 7-dehidroholesterol u holekalciferol (vitamin Ds)
(Slika 37), dok se kod biljaka ergosterol prevodi u ergokalciferol (vitamin D) (Slika
38). Oba ova vitamina imaju jednaku biolosku vrednost. Ljudi imaju dva izvora
vitamina D - unosSenje putem hrane ili fotolizom 7-dehidroholesterola u kozi.

CHs
CH; CH3
CH; CH; :\N
fotoliza
HO HO
7-dehidroholesterol holekalciferol

Slika 37. Nastajanje holekalciferola

79



Glavni poremecaji metabolizma usled deficita vitamina D su hipokalcemija i
hipofosfatemija, iz razloga Sto vitamini D stimuliSu apsorpciju Ca* jona iz
digestivnog trakta, a preko metabolizma Ca? regulise i metabolizam PO+*. U hrani
ima malo vitamina D (viSe ga ima u ribljem ulju i Zumancetu), a najviSe se vitamin D
nalazi u sloju epidermisa gde se iz 7-dehidroholesterola fotolitickom reakcijom
prevodi u vitamin Ds. Starenjem se smanjuje kolicina 7-dehidroholesterola u
epidermisu, Sto se verovatno odrazava negativnim bilansom kalcijuma koji se zapaza
u starosti. Deficit vitamina D kod dece izaziva rahitis, a kod odraslih osteomalaciju.

CIb (b
X
Chhs \ Cib
Cis Cib Cs
UV-zraci b
—_—
HO Ho
ergosterol ergokalciferol

Slika 38. Nastajanje ergokalciferola

Dokazne reakcije na vitamin D:
Reakcija sa anilinom
Vitamin D daje sa anilinom u kiseloj sredini emulziju crvene boje.

Postupak: U epruvetu sipati 1 cm?® ribljeg ulja, 1 cm?® anilina i 0.5 cm?® cc HCL
Zagrevati do klju¢anja u toku 30 sekundi. Zuta emulzija obojice se u crveno.

Reakcija sa SbCls

Zasiceni rastvor antimon (III) hlorida daje sa hloroformskim rastvorom
vitamina D Zutu boju.

Postupak: U epruvetu sipati 2 cm® hloroformskog rastvora vitamina D i tome
dodati 0.2 cm?® zasi¢enog rastvora SbCls. Rastvor se boji zuto.
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Vitamini grupe A

U ovu grupu vitamina ubrajaju se jedinjenja hidrofobnog karaktera koja
nemaju funkciju koenzima a predstavljaju mesta primarne fotohemijske reakcije u
funkcionisanju c¢ula vida. Nazivaju se jo$ i retenoidima. Najpoznatiji su retinol
(vitamin A1) (Slika 39) i njegov aldehid retinal.

Slika 39. Struktura retinola

Vitamin A1 se sintetizuje iz -karotena koji se naziva provitaminom vitamina
A. Sinteza je katalizovana enzimom p-karoten-15,15"-dioksigenazom. Biohemijska
funkcija vitamina A se sastoji u tome sto su retinol i retinal reaktanti u hemijskim
izmenama koje nastaju u toku vizuelnog procesa u o¢ima i njihovog vezivanja za
proteine tipa opsin u receptorskim celijama. Takode ucestvuju u procesima rasta
skeleta, a posebno su znacajni za funkciju epitela, koze i sluzokoze, sekreciju sluzi,
sintezu mukopolisaharida itd.

Test na retinol (vitamin A1):

U prisustvu cc H2SO4 dolazi do dehidratacije vitamina A pri ¢emu nastaje
obojeni proizvod.

Postupak: U epruvetu kapalicom dodati 10 kapi ribljeg ulja, zatim 5 kapi
hloroforma i 1-2 kapi cc H25Os. Uocdava se plavo obojenje koje stajanjem prelazi u
smede-crveno.

Overa:
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