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(iz recenzije)

Po sadrzaju, obimu i rasporedu gradiva, pregledani rukopis odgovara vazecem
nastavnom planu i programu predmeta Biohemija biljaka koji slusaju studenti bioloskih
odseka biljne proizvodnje na Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu. Rukopis u ovoj
kona¢noj verziji na koju se recenzija odnosi, uskladjen je sa savremenim naucnim
dostignu¢ima u ovoj oblasti, a potkrepljen je i brojnim literaturnim navodima novijeg
datuma. Materija je izloZena jasnim i konciznim jezikom, bez nepotrebnog ulaZenja u
detalje, ali ne zanemarujuci ono $to je bitno da student ovlada biohemijskom logikom i
potrebnim znanjem iz oblasti biohemije biljaka.

S obzirom na izlozeno smatram da rukopis udzbenika “Biohemija biljaka” autora
M.T.Popovica predstavlja dobro koncipiran udzbenik za ovaj predmet i da ispunjava sve
zahteve u pogledu pedagoskog i nauc¢nog kriterijuma. Iz napred navedenog, predlazem
Izdavackom savetu Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu da prihvati pozitivnu ocenu
rukopisa “Biohemija biljaka” i omoguéi njegovo Stampanje u formi univerzitetskog
udzbenika,... (dr Gordana Grubor-Lajsi¢, redovni profesor Prirodno-matematickog fakulteta
u Novom Sadu).

Rukopis udzbenika “Biohemija biljaka” je jasan i razumljiv. Sledi najsavremenija
znanja o biohemiji biljne ¢elije. Brojne formule i sheme doprinose lakSem i potpunijem
razumevanju materije. Po sadrZaju i obimu rukopis knjige odgovara programu predmeta
Biohemija biljaka i na nivou je savremenih dostignuca u ovoj oblast. Na osnovu izloZzenog
smatram da pregledani rukopis “Biohemija biljaka” autora M.T.Popovi¢a poseduje sve
kvalitete univerzitetskog udzbenika, ...

(dr Biljana Vuceli¢-Radovi¢, vanredni profesor, Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu-
Zemun).

(o autoru)

Milan T. Popovi¢ je redovni profesor Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu. Sve
vreme je angazovan u realizaciji nastave iz biohemijskih disciplina (Biohemija biljaka i
Biohemija domacih Zivotinja) za studente bioloskih odseka ovog fakulteta kako na osnovnim
tako i na poslediplomskim studijama. Po osnivanju Veterinarske medicine angazovan je i u
nastavi Biohemije i za studente ove studijske grupe. Autor je brojnih naucnih radova
publikovanim kako u domacim tako i u medunarodnim naucnim casopisima. Koautor je
udzbenika Biohemija domacih zivotinja,1998; i monografije Bioloski aktivna jedinjenja
biljaka Fruske Gore, Tom I — Alkaloidi, 1997. Ucestvovao je u izradi vise projekata Ciji su
Koordinatori Poljprivredni fakultet, Srpska akademija nauka i umetnosti i Matica srpska.
Zasluzni je clan Srpskog hemijskog drustva i pocasni ¢lan Hemijskog drustva Vojvodine.
Dobitnik je jubilarne medalje povodom proslave 100 godina Srpskog hemijskog drustva.



Predgovor I izdanju

Biohemija - kao nauka o Zivotu, bavi se proufavanjima toka zivotnih procesa
raznih organizama na molekularnom nivou. U odnosu na ostale prirodne nauke
biohemija je relativno mlada nauc¢na disciplina po vremenu nastanka, a Siroka po
primenljivosti svojih naucnih rezultata. Ona se danas deli na viSe biohemijskih

disciplina od kojih vaZzno mesto zauzima i

Biohemija biljaka (slika 1).

_
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Protekle decenije u biohemiji bile su
ispunjene brojnim otkri¢ima koja su se nizala
velikom brzinom. Taj je napredak veoma
obogatio razumevanje molekularnih osnova
zivota 1 otvorio mnoga nova podrucja
istrazivanja. Medu istaknute rezultate novijih
istrazivanja pripada odredivanje sekvence
nukleotida u DNA, kloniranje novih
kombinacija gena, razjasnjenje mehanizama
kontrole metabolizma i procesa
membranskog transporta itd. na nivou razli¢itih organizama pa i kod biljaka.

Biohemija biljaka - stasala je na Poljoprivrednom fakultetu u Novom Sadu
pre dvadesetak godina kada je iz kursa OpSte biohemije izdvojena kao posebna
nastavna disciplina, namenjena studentima Biljne proizvodnje. Po formi i sadrzaju u
saglasju je sa nastavnim planom i programom studijskih grupa ovog fakulteta kao i
sa biohemijskom literaturom na agronomskim fakultetima u zemlji i inostranstvu.

U toku pisanja udzbenika izbegavao sam detalje, vodec¢i ra¢una da student
ovlada biohemijskom logikom, neophodnom za razumevanje biohemijskih procesa
vezanih za kvalitetnu biljnu proizvodnju. Gde god je to bilo mogeée nastojao sam
da izlaganjem novih podataka u kontekstu opstih tema knjiga bude Sto prikladnija
za ucenje. Uz sve to pokuSao sam korisnicima knjige pribliziti i osecaj intelektualne
snage i lepote biohemije.

Udzbenik je napisan prema postoje¢em Nastavnom planu i programu za
studente bioloskih odseka — biljne proizvodnje na Poljoprivrednom fakultetu u

oPSTA BIOHEMIJA




Novom Sadu, koji dopunjen novim ¢lancima iz Casopisa Trends in Biochemical
Sciences (TIBS) 1 Biochemical Education, kao 1 sadrzajima iz novije udzbenicke
literature Plant biochemistry moze Koristiti i studentima poslediplomskih studija.

Ovom prilikom se zahvaljujem recenzentima dr Gordani Grubor-Lajsic,
redovnom profesoru biohemije na Prirodno-matemati¢kom fakultetu u Novom Sadu
i dr Biljani Vuceli¢-Radovi¢, vanrednom profesoru biohemije na Poljoprivrednom
fakultetu u Beogradu-Zemun na korisnim sugestijama, koje su doprinele da
udzbenik dostigne univerzitetski nivo.

Zahvaljujem se mojim saradnicima i mojim studentima ¢ije su mi opaske i
primedbe, Kkoristile, uveravale me 1 ohrabrile. Moja supruga Jelena, cerka
Aleksandra i1 sin Aleksandar dopustili su da ovaj tekst postane ¢lanom nase
porodice. Duboko sam im zahvalan na strpljenju i duhu koji je vladao tokom
pisanja ovog udzbenika.

Zahvaljujem svima koji bi svojim savetima i primedbama pomogli da se
nedostaci, kojih nesumnjivo ima, otklone u narednim izdanjima ovog udzbenika.

U Novom Sadu, aprila, 2001.
Autor

Predgovor Il izdanju

Posle 4 godine od pojave I izdanja i pokazanog interesa od strane studeneta ne samo
naSeg fakulteta, odnosno univerziteta iznudeno je bilo da se u relativno kratkom
vremenskom intervalu pripremi za Stampanje Il izdanje ovog udzbenika.

Relativno kratka vremenska distanca nije mi dopustala da pristupim
korenitijim promenama osnovnog koncepta I izdanja, te ovo izdanje predstavlja
samo neznatnu korekciju osnovnog izdanja na nivou ispravki uocenih gresaka bilo
u tekstu ili strukturnim formulama molekula.

Bi¢u veoma zahvalan svima onima koji svojim dobronamernim
primedbama doprinesu da III izdanje ove knjige bude potpunije.

U Novom Sadu, januara, 2005.
Autor
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Uvod

Biohemija - je hemija zivota, koja daje osnovu za razumevanje veceg broja
biohemijskih disciplina. Ona je neophodna osnova za razumevanje moderne
biologije i zahteva posedovanje odredjenog hemijskog znanja neophodnog
za razumevanje hemijske prirode Zivih organizama kao i reakcija koje se u
njima odvijaju.

Biohemija biljaka - je jedna od novijih biohemijskih disciplina. U
svom statickom delu ona se bavi prouCavanjem hemijskih struktura i
svojstava biomolekula, sastojaka svih biljaka (primarni biomolekuli) kao i
onih koji su specifi¢ni za pojedine biljne vrste (sekundarni biomolekuli). U
dinamickom delu ona prou€ava hemijske izmene kako primarnih tako i
sekundarnih biomolekula koje se odvijaju u billkkama, a poznate su pod
nazivom metabolizam. Hemijske reakcije koje se odvijaju u biljkama u toku
metabolizma su veoma brze i imaju dimenzije milisekunde (10° s),
mikrosekunde (10® s) pa &ak i nanosekunde (10 s). Biohemija biljaka se
bavi studijom biohemijskih procesa na subcelularnom i molekulskom nivou.
Rezultati dobiveni navedenim studijama treba kod &itaoca da razviju
biohemijsku logiku, neophodnu za savladjivanje gradiva iz drugih bioloskih
disciplina kao npr. fiziologije biljaka, genetike i sl. Istovremeno biohemija
biljaka treba da posluzi i kao osnova raznim modernim poljoprivrednim
disciplinama (ratarstvu, povrtarstvu, zastiti bilja), kao i novim disciplinama,
ekoloskoj biohemiji, patobiohemiji i dr. Ste€ena znanja iz biohemije biljaka
treba da pomognu buduéim struénjacima da proizvedu kvalitetne biljne
vrste, koje bi se mogle koristiti kao hrana ili sirovina za razne proizvode
(npr. kukuruz se u svetu preredjuje u 554 razliCita proizvoda i to 272 u
prehranbenoj industriji, 91 u industriji lekova i kozmetici, 25 u industriji
livenja metala, 70 u industriji hartije, 58 u tekstilnoj industriji i 38 proizvoda
za sto¢nu hranu.

Ovaj udzbenik je uskladjen sa savremenim nauénim disciplinama u
biljnoj proizvodnji. Podeljen je u tri dela. Prvi deo poznatiji kao stati¢ka ili
opisna (deskriptivna) biohemija daje prikaz hemijskih struktura, osobina i
funkcija Primarnih biomolekula, kao osnovnih strukturnih i funkcionalnih
molekula neophodnih za rast razvoj i reprodukciju biljaka. Drugi deo u
krugovima biohemi€ara poznatiji kao dinamiCka biohemija posvecen je
Metabolizmu primarnih biomolekula njihovoj sintezi (anabolizam) i razgradnji
(katabolizam). Treéi deo daje prikaz najvaznijih Sekundarnih Biomolekulia
biljaka njihovu biogenezu strukturu i funkciju. U svakom delu ovog
udzbenika se nalazi po nekoliko poglavlja.



PRIMARNI BIOMOLEKULI - su obradeni u 9 poglavlja:

Hemijski sastav biljaka
Aminokiseline

Peptidi

Proteini

Enzimi

Bioregulatori

Ugljeni hidrati

Lipidi

Nukleinske kiseline

METABOLIZAM - je obradjen u 6 poglavlja:

Metabolizam aminokiselina i biosinteza proteina
Metabolizam ugljenih hidrata

Metabolizam lipida

Biosinteza nukleinskih kiselina

BioloSke membrane

Oksidativna fosforilacija i transport elektrona

SEKUNDARNI BIOMOLEKULI - su obradjeni u 3 poglavlja:

B Metabolizam fenola
B Metabolizam izoprenoida
B Metabolizam alkaloida, cijanogenih glikozida i glukozinolata

Posebno poglavlje ovog udzbenika predstavlja kratak prikaz iz
domena Ekoloske biohemije, koja ve¢ danas predstavlja izdvojenu
nastavno-naucénu disciplinu na mnogim Univerzitetima u svetu. Ovo tim pre
ako se imaju u vidu trendovi civilizacije, sofisticirane tehnologije i stepen
ugroZenosti zivih bi¢a na nasoj planeti.

Razvoj kompjuterske tehnike omogucio je brze prikupljanje naucnih
informacija, te danasnji udzbenici biohemije da bi dali odgovore na samo
neka od napred pomenutih pitanja prerastaju u monografije koje po svom
obimu prelaze na 100 stranica.
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Primarni Biomolekuli

Karboanhidraza sa nazna¢enom f-nabranom strukturom u centru (D. Voet, J.G.Voet,
Biochemistry 2" ed. John Willey and Sons, Inc. New York, 1995. str. 55)
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Hemijski sastav biljaka
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U sloZenim sistemima eukariota ukljucuju¢i i biljke odvijaju se najfiniji biohemijski
procesi, odgovorni za njihovu reprodukciju, rast i razvice, kao i zZivot u celini.
Biljke sa svojim zaStitnim sistemima i interakcijama sa okolinom, predstavljaju
jednu kompleksnu organizaciono-funkcionalnu celinu koja je sastavljena od velikog
broja razli¢tih hemijskih elemenata. Biljke kao i drugi zivi organizmi imaju
specifican hemijski sastav uslovljen biljnom vrstom, staniStem kao i ¢itavim nizom
ekoloskih faktora. Biljke se medjusobno razlikuju u kvalitativnom sastavu kao i
kvantitativnom udelu elemenata i hemijskih jedinjenja. Razvoj biohemije biljaka
uslovljen je upravo prouc¢avanjem hemijskog sastava biljaka, njihovih biosintetickih
puteva, odn. celokupnim metabolizmom. Hemijski sastav biljaka je odgovoran za
vrstu 1 tok biohemijskih reakcija koje se odvijaju u ¢elijama, organelama tkivima i
organima biljaka. Biljke teZe da odrZe svoj hemijski sastav i ova njihova osobina se
naziva homeostaza. Vrste 1 koli¢ine pojedinih elemenata i molekula u organima i
tkivima biljaka uslovljene su nizom genetskih, ekoloskih i drugih faktora. Studija
hemijskog sastava biljaka moZe se podeliti u tri dela i to proucavanje:

# elementarnog sastava,

¢ vode i

& organskih molekula u sastavu organa i tkiva biljaka.

1.1. Elementarni sastav

Smatra se da su biljke izgradjene iz 107 elemenata periodnog sistema, Sto ukazuje
da kvalitativan sastav biljaka, po broju prisutnih hemijskih elemenata, odgovara
kvalitativnim sastavom nezive prirode. Ipak, biljke se bitno razlikuju od nezive
prirode s obzirom na veoma razli¢itu kvantitativnu zastupljenost pojedinih
elemenata u tkivima biljaka, njithovu povezanost u prostije ili veoma sloZzene
molekulske jedinice, strukturno-organizacionu kompaktnost i funkciju u pojedinim
organima biljaka. Danas se u biljkama proucava oko 60 elemenata, jer fizicko-
hemijske metode poput atomske-apsorpcione spektroskopije i dr. jo§ uvek nisu
dovoljno precizne i za rutinsko odredjivanje ostalih elemenata koji se nalaze u
tkivima biljaka.

Vecina bioelemenata potice iz litosfere i u biljke dospevaju prema sledecoj
shemi (slika 1-1).

Izvor elemenata za biljke je neziva priroda i to pretezno zemljiste. Koliko
¢e biljka akumulirati elemenata zavisi¢e od biljne vrste, zemljiSta, organa biljaka,
ekoloskih faktora i dr. lako funkcija elemenata u biljkama joSu vek nije dore¢ena
poznato je da su oni biljkama najpotrebniji u fazi rasta kada su biohemijski procesi
najintenzivniji.
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Slika 1-1. Distribucija bioelemenata

Elementi koji ulaze u sastav biljaka mogu se klasifikovati na viSe nacina.
Najcesce se klasifikuju prema kvantitativnoj zastupljenosti i funkciji u biljci. Prvi
nacin klasifikacije je zastupljen pretezno u poljoprivrednim naukama. Prema
Kovaljskom elementi prisutni u biljkama se mogu podeliti u tri grupe:

& elementi neophodni za izgradnju i normalan razvoj (1 grupa),

& elementi cija bioloSka funkcija nije dovoljno proucena (11 grupa) i

& elementi Cije se prisustvo smatra slucajnim (111 grupa elemenata).

Simboli nekih elemenata ¢ije prisustvo je dokazano u biljkama kao i
njihove funkcije date su u tabeli 1-1.

Tabela 1-1. Podela bioelemenata u grupe i njihova funkcija.

Grupa Simbol elementa Nalazenje i funkcija u biljkama

C, O, H N, P, S, Ca, K, Cl, Sastojci su enzima, hormona
I Na,Mg, Zn, Fe, Cu, Mn, Mo, vitamina i smatraju se

Co, Se i dr. nezamenljivim.

Sr, , Br, F, B, Si, Cr, Be, Ni, Li, Ulaze u sastav jedinjenja Cija
I Cs, Sn, Al, Ba, Rb, Ti, Ag, Ga, funkcija u metabolizmu nije
Ge, As,, Sb, U, Th, Vidr. dovoljno proucena.

Tl, Nb, In, Te, La, Pr, Nd, Eu, | Nalaze se u biljkama, ali nema
i Tb, Er, W, Hg, Pb, Cd, Re i dr podataka o njihovoj funkciji
u metabolizmu.




Od elemenata I grupe koji su neophodni za razvoj biljaka ubrajaju se
najrasprostranjeniji elementi C,O,H,N,P 1 S tzv. biogeni elementi. Oni su
kovalentno vezani u organskim biomolekulima kao npr. aminokiselinama, ugljenim
hidratima, lipidima, nukleinskim kiselinama i dr. jedinjenjima i ¢ine 99% biomase
biljnog organizma. Ovi elementi imaju relativno malu atomsku masu, sposobni su
da grade visestruke veze i da ucestvuju u obrazovanju strukturnih i “energetskih”
jedinjenja. U grupu elemenata ¢ija funkcija u metabolizmu nije dovoljno proucena
svrstani su elementi koji se u biljkama ¢esto nalaze u jonizovanom stanju. Elementi
I grupe nazvani “slu¢ajnim “ elementima nalaze se u biljkama, ali nema podataka
o njihovoj funkciji.

Funkcije pojedinih elemenata u biohemijskim procesima koji se odvijaju u
biljkama su veoma razli¢ite. Tako npr. oni mogu biti:

¢ strukturne komponente hemijskih jedinjenja u biljkama,

¢ stabilizatori konformacije proteina,

¢ posrednici u katalitiCkim reakcijama,

¢ oksidaciona i redukciona sredstva,

¢ aktivatori ili inhibitori enzima,

+ regulatori kiselo-bazne ravnoteze i pH-vrednosti,

¢ regulatori propustljivosti ¢elijskih membrana itd.

Njihova raspostranjenost i kvantitativna zastupljenost u organima i tkivima
biljaka je veoma razli¢ita. Prema koli¢ini u kojoj se nalaze u biljkama dele se na
makroelemente, mikroelemente 1 ultramikroelemente (slika 1-2). Makroelementi su
zastupljeni u koli¢ini ve¢oj od 0,001%, mikroelementi u koli¢ini od 0,001 do
0.000001%, a ultramikroelementi u koli¢ini manjoj od 0.000001% na apsolutno
suvu biljnu masu.

Grupe i | ] [} v Vv \"/ vii Vil
periode
I H He
II Li Be B C N (0) F Ne
111 Na Mg Al Si P S Cl Ar
v K Ca Ga Ge As Se Br Kr
\Y Rb Cs In Sn Sb Te J Xe
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Slika 1-2. Bioelementi i njihova zastupljenost u biljkama.




Za zivot biljaka su od posebnog znacaja 15 elemenata Ciji su simboli,
prosecne koli¢ine u odnosu na apsolutnu suvu masu i molibden (grani¢ni elemenat
izmedju makro i mikroelemenata) date u tabeli 1-2.

Tabela 1-2. Prosec¢ne koli¢ine znacajnijih elemenata u biljkama u odnosu
na apsolutno suvu masu i molibden (%).

Prose¢na
Naziv elementa Simbol koli¢ina na Koli¢ina u odnosu na

suvu masu molibden
Ugljenik C 36.05 35.000.000
Kiseonik 0] 30.01 30.000.000
Vodonik H 5.04 60.000.000
Azot N 7.37 1.000.000
Kalijum K 0.61 250.000
Kalcijum Ca 0.33 125.000
Magnezijum Mg 0.13 80.000
Fosfor P 0.13 60.000
Sumpor S 0.07 30.000
Hlor Cl 8.07 2.000
Bor B 6.83 2.000
Gvozdje Fe 3.60 1.000
Mangan Mn 1.33 300
Cink Zn 0.40 100
Bakar Cu =0.01 1
Molibden Mo

1.1.1. Osobine 1 funkcije
pojedinih elemenata

Ugljenik - je dominantan i osnovni elemenat biljaka jer izgradjuje skelet svih
organskih jedinjenja. Sa drugim bioelementima (H,O,N,P i S) se jedini gradeci
veoma Sirok spektar lancastih, razgranatih i ciklicnih organskih jedinjenja, koja
imaju ¢esto, izuzetno znacajnu ulogu u metabolizmu biljaka. Najpristupacniji oblik
ugljenika za biljke je njegov oksidacioni oblik - ugljendioksid (CO,), to je gas
slabog ukusa i mirisa, rastvaranjem u vodi daje H,CO;, cest je proizvod
biohemijskih reakcija kao na primer dekarboksilacije. Biljke ga vezuju i ne ostecuju



svoja tkiva. U celijama se mozZe radukovati vodonikom, koji se oslobadja
oksidacijom organskih molekula, ili se u njima stvara razgradnjom vode.

Kiseonik - je po rasprostranjenosti drugi elemenat koji se asimiluje u
elementarnom stanju, vezivanjem za organska jedinjenja uz oslobadjanje energije.
U atmosferu dolazi kao proizvod fotosintetickih reakcija biljaka. U respiratornom
lancu u mitohondrijama oksiduje vodonik sa kojim daje vodu, pri ¢emu se oslobadja
energija neophodna za mnoge biohemijske procese. Kiseonik je gas (pri normalnim
uslovima temperature i pritiska), bez boje, ukusa 1 mirisa, malo tezi od vazduha.
Rastvorljiv je u vodi. Dobar je akceptor elektrona. U nekim oblicima slobodnih
radikala, (slobodni kiseoni¢ni radikali kao O, ", OH™, H,O,) u kojima se pojavljuje,
moze biti i toksi¢an za zivu ¢eliju.

Vodonik - je zastupljen sa 8.0% u odnosu na ukupan elementaran sastav
tkiva biljaka. Ima najmanju atomsku masu, a veliku redukcionu mo¢, sto ga ¢ini
“podobnim” i ekonomi¢nim energetskim posrednikom. U redoks-reakcijama se
pojavljuje kao glavni donator elektrona i ucesnik u stvaranju razli¢itih redukovanih
koenzimskih oblika (NADH + H', FADH,, FMNHj i dr.). U sistemu respiratornog
lanca sa kisonikom, kao samostalno nepostojanim O, daje vodu. Vodonik je gas
bez boje, ukusa i1 mirisa, koji sagoreva plavicastim plamenom. U vecini
biohemijskih reakcija vodonik ucestvuje sa svojim disosovanim oblicima protonom
i elektronom (H" i ¢) dok su reakcije sa njegovim molekulskim oblikom veoma
retke.

Azot - je veoma znaCajan biolemenat iz sastava organskih jedinjenja i
zastupljen je u koli¢ini od oko 11.5% u odnosu na apsolutno suvu masu biljaka.
Lako prelazi iz jednog oksidacionog oblika u drugi. Najvazniji oksidacioni oblik je
nitratni (NO;), dok je redukovani oblik azota amonijak (NH;), odnosno NH,"
ukljucen, u prisustvu slozenih enzimskih sistema, u mnoge biohemijske procese
sinteze 1 metabolizma biljaka. Kao ¢elijski otrov i u manjim koli¢inama, amonijacni
jon se sintazama sa drugim kosupstratima prevodi u oblike neophodne za
funkcionisanje zivota Celija i tkiva u celin. Slobodan N, biljke ne mogu koristiti jer
su u njemu atomi N povezani veoma cvrsto trostrukim vezama. Raskidanje ove
veze je mogucée ako je ono katalizovano enzimom nitrogenazom, koja se nalazi u
nodulama leguminoznih biljaka i azotofiksirajuc¢ih bakterija.

Fosfor - se nalazi u biljkama u obliku soli i estara sa fosfornom kiselinom.
Sastojak je niza jedinjenja od znacaja za biohemijske procese biljaka i to glukozo-
1-fosfata, glukozo-6-fosfata, fosfolipida, fitina, nukleinskih kiselina, i1 vise
koenzima (AMP, ADP, ATP, NADPH, PAL, CoA i dr.). U Biljkama se nalazi i u
obliku slobodne fosforne kiseline. Kao sastojak anhidridne veze (fosfatne veze) kod
nukleozid-fosfata znacajan je prenosilac energije.

Sumpor - je bioelemenat koji, iako malo zastupljen (0.1%), najces¢e u
obliku soli i estara sumporne kiseline, ima vaznu ulogu u mnogim reakcijama
metabolizma. Bitne funkcije ima u respiratornom lancu (redoks-reakcije u prisustvu
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gvozda - sumpor-proteina), zatim odgovoran je za stvaranje disulfidne veze u
proteinima, i sastojak je aminokiselina cisteina,

cistina 1 metionina kao i nekih enzima iz grupe dehidrogenaza, transaminaza i
karboksilaza itd.

Kalijum - je zastupljen u koli¢ini od 1.0%. Nalazi se u jonskom obliku (K ")
u Celijskom prostoru. Smatra se da moze biti kofaktor u nekim enzimskim
reakcijama. Kalijum ne ulazi u sastav organskih jedinjenja koja sintetizuje biljna
celija.

Natrijum - je ekstracelijski katjon koji ne ulazi u sastav organskih
jedinjenja.

Magnezijum — je najceS¢e prisutan u kompleksima sa ATP i drugim
nukleozid-fosfatima u ribozomima gde ucestvuje u biosintezi proteina. Aktivator je
enzimskih sistema u kojima ucestvuju fosfataze, kao i proteina feritina koji ima
znacajnu ulogu u skladistenju gvozda.

Kalcijum -gradi soli sa organskim kiselinama i pektinskom kiselinom te je
regulator aciditeta éelijskog soka, komponenta celijskog zida, regulator koli¢ine
vode u protoplazmi i starenja biljaka. Gradi helate sa proteinima i lipidima u
¢elijskoj membrani. Aktivator je viSe enzima kao npr. oramilaze, ATP-aze,
fosforilaze 1 dr. U biljkama moZze imati i funkciju drugog mesendzera.

Hlor -nije dovoljno proucen bioelemenat kod biljaka. Poznato je da
ucestvuje u transportu elektrona u reakcijama metabolizma i da verovatno ima
uticaja na fotolizu vode, transport ugljenih hidrata i dr. biohemijske procese.

Gvozdje - predstavlja esencijalan mikroelemenat biljaka. Zbog svog
prisustva u flavoproteinima i citohromima znacajna je njegova funkcija u
respiratornom lancu u mitohondrijama. Katalizator je mnogih redoks-reakcija u
¢eliji. Ima ulogu kofaktora u mnogim enzimskim katalizama. Sastojak je katalaze,
peroksidaze, superoksid-dismutaze 1 mnogih drugih enzima.

Mangan -je prenosilac elektrona neophodnih za fotolizu vode. Ucestvuje u
metabolizmu azota, dekarboksilaciji i hidrolitickim reakcijama. Ulazi u sastav nekih
biljnih superoksid-dismutaza i enzima koji prenose fosfatni jon.

Cink -je esencijalni bioelemenat za rastenje i razvic¢e biljaka. Ima visok
afinitet za azotne i sumporne ligande te se u ¢elijama nalazi udruzen sa razli¢itim
jedinjenjima i to proteinima, aminokiselinama i nukleinskim kiselinama. Veoma
¢vrsto je vezan za razne metaloenzime kao npr. dehidrogenaze, fosfataze,
karboksipeptidaze, karboanhidraze, polifenol-oksidaze 1 dr. Aktivator je enzima u
biosintezi triptofana, RNA, i skroba. Smatra se da povecava otpornost biljaka na
bolesti. Sastojak je DNA i RNA-polimeraza kao i karboanhidraze (enzima koji
katalizuje hidrataciju CO, do H,COs).

Bakar - je znaCajan bioelemenat kao prenosilac elektrona u membranama i
mitohondrijama. Neophodan je za sintezu hlorofila i sastojak je mnogih enzima iz
grupe oksidaza kao npr. citohrom-oksidaze (koja u respiratornom lancu aktivira
kiseonik dajuéi vodu sa prisutnim H" u mitohondrijama), zatim polifenol-oksidaze,
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superoksid-dizmutaze 1 dr. Osim navedenog Cu je i sastojak plastocijanina. U
redoks procesima igra ulogu direktnog akceptora elektrona, pri ¢emu se sam
redukuje (Cu®*+ e’ = Cu’").

Kobalt - je esencijalan za biosintezu aminokiseline metionina i
leghemoglobina. Istovremeno je i sastojak nekih enzima kao npr. peptidaze i peptid-
hidrolaze.

Selen - kao mikroelemenat prisutan je u tragovima, ali ga ima u svim
¢elijama 1 tkivima. Ulazi u sastav enzima glutation-peroksidaze koja Stiti
nezasticene membranske lipide od kiseoni¢nih radikala, a pre svih H,O,.

Bor - je esencijalan bioelemenat za rastenje biljaka jer pri njegovom
nedostatku dolazi do nekroze i uginuca biljaka. Odgovoran je za biosintezu
jedinjenja koja sadrze fosfor. Sa giberelinskom kiselinom (GAj) povecava aktivnost
a~amilaze u semenu koje klija.

Molibden - je znacajan bioelemenat, jer ulazi u sastav raznih molibden-
enzima kao nitrogenaze, nitrat-reduktaze, ksantin-oksidaze, u kojima je deo redoks-
sistema za prenos elektrona. Ucestvuje u apsorpciji i translokaciji jona,
metabolizmu auksina i dr. Moze biti i aktivator nekih enzima kao peroksidaze i
katalaze.

1.1.2. Esencijalni metali kao kofaktori

Esencijalni metali su naj¢esce kofaktori enzima u raznim enzimskim reakcijama
metabolizma, te su zbog toga neophodni u mineralnoj ishrani biljaka. Ovo znaci da
dati enzim nebi obavio svoju kataliticku funkciju bez prisustva odgovarajaceg
metala. Prethodno je diskutovan Na' kao glavni ekstraéelijski katjon odn. K kao
intracelijski katjon. U tabeli 1-3 data su neka osnovna zapazanja i za druge
esencijalne metale biljaka kao kofaktora enzima i konstituenata veoma vaznih
molekula tzv “molekula Zivota”, kao i neka fizioloSko-biohemijska stanja koja
nastaju njihovim nedostatkom.

Neki hemijski elementi, koji se inac¢e u prirodi pojavljuju kao zagadivaci
zivotne sredine (Pb, Cd, Hg, Al, As i dr.) predstavljaju inhibitore pojedinih
enzimskih sistema koji su od esencijalnog znacaja jer katalizuju neke veoma vazne
biohemijske reakcije, koje se odvijaju u biljnoj ¢eliji.
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Tabela 1-3. Najznacajniji esencijalni metali biljaka.

Jonski | Neki enzimi sa metalnim L
Metal oblici jonima Zapazanja
Zn Zn* Preko 200; kao npr. Nedostatak Zn smanjuje
karboanhidraza, otpornost biljaka na bolesti.
ptidaze itd.

Cu Cu’, Citohrom c oksidaza, Nedostatak izaziva pojavu
Cu*’ superoksid-dizmutaze i td. crvenih pega na listovima.

Se - Glutation-peroksidaza Sli¢no vitaminu E ima ulogu

antioksidansa.

Mn Mn*", Superoksid-dizmutaza Moze zameniti Mg® u
Mn®” mnogim reakcijama.

Mg Mg** Najvazniji kod ATP- Mg zamenjuje jone kalci-

zavisnih enzima. juma.
Mo - Ksantin-dehidrogenaza, Mo, ¢ini se da je uvek vezan
aldehid-oksidaza i dr. kao kofaktor.
B B** Sa GA; povecava aktivnost | Nedostatak dovodi do nekroze
o-amilaze. i uginuca biljaka
Fe Fe*', Citohrom-oksidaze, kata- Nedostatak Fe god biljaka
3+ . . . .

Fe laza, peroksidaza, itd. izaziva hlorozu.

1.2. Hemijske reakcije u biohemiji

Kada se govori o hemijskim reakcijama u biohemiji moze se zakljuciti da ve¢ina
reakcija nije kompleksna kako se u pocetku mislilo. Mnoge od njih su jednostavnije
reakcije organske hemije u kojima se menjaju funkcionalne grupe, a zastupljene su
u biosintezi proteina, nukleinskih kiselina, masnih kiselina kao i metabolizmu
Secera, aminokiselina, nukleotida i dr. Medjutim, skoro sve biohemijske reakcije
odvijaju se u prisustvu i aktivno ucesce enzimskih katalizatora. Sama kataliza se
vr§i u vodenoj sredini ili sredini pufera odredjene pH-vrednosti (najée$ée oko
neutralne) i u relativno uskom temperaturnom podrucju, §to obezbedjuje optimalnu
aktivnost enzima.

U biohemijskim procesima u ¢elijama biljaka najvazniji tipovi hemijskih
reakcija su:

# S\2 premestanje,

¢ aldolna kondenzacija,

+ fosforilacija i

¢ sinteza amida (slika 1-3).
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1.§ 2 premeétanie:

N NH»
goo L s 0 \ o \> AN
NH—CHi—CHi 7 Ns NH—CH—CH; N |
0=C 0=¢ CH3 N
éHz H3C_ > ?Hz S Y N\/
éHz Ha C|H2 - (Isz
+ Hz OHOH NH+ I
NH; . c NH 3 (lez OH OH
-0 3
Karnozin I H—C—NH3Jr
P Co0’ [
Co0O0

S-Adenozilmetionin
S-Adenozilhomocistein

2. Aldolna kondenzacija: H2$—0Po3‘2
H2$—0P03'2 HC=0 (=0
$=0 + H—C—OH HO—?—H
H,C—OH H,C—OPO;~ H—(—OH
Dihidroksiaceton-  D-Gliceraldehid-3- H—C—OH
fosfat -fosfat b
H,C—OPO3
Fruktoza-1,6-difosfat
o e o
3. Fosforilacija:
o—P—
HO D-glukoza-6-fosfat
HO
o HO
HO HO N
OH - I/ I/ |
D-Glukoza OH X
0 0 0 0 0 N
ol [ [ ol I N—7/
O—}l’—O—Il’—O—Il’— o— 1|= 0— 1|>—0
o o o e}
Adenozin-trifosfat (ATP) OH OH Adenozin-difosfat (ADP) OH OH
4. Sinteza amida:
TTIH—(IjH—COO' ITIH—?{—CO—NH—CHZ—COO'
o=$ CH,SH o=$ CH,SH
ATP ADP + Pi
CH, N ! CH,
[ + H3N—(EH2 | .
CH» ; CH, Glutation
[ N CoO0 N
H_$_NH3 Glicin H—?—NH3
COO’ CO0O’

L-Glutamilcistein

Slika 1-3. Vaznije hemijske reakcije u biohemijskim procesima.
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1.3. Voda 1 njeni strukturni oblici

Voda prekriva preko 70% zemljine kugle i najrasprostranjenije je jedinjenje u
biosferi. Svi Zivi organizmi u sebi sadrze od 70-90% vode. Visoka koncentracija
vode u njima znak je da se veéina reakcija odvija u vodenoj sredini. Biljke sadrze
70-80% vode i to najve¢im delom u protoplazmi u kojoj sluzi kao sredina za sve
biohemijske procese. Najbogatiji biljni organi u vodi su so¢ni plodovi i listovi, a
najsiromasniji se semenke uljarica i drvenasti delovi biljaka. Zivot bi bio nemogué
bez vode, te je za biohemijska tumacenja zivota neophodno razumeti hemijska i
fizicka svojstva ovih jedinstvenih molekula. Hemijski, voda je hidrid kiseonika i
ima neka neuobicajena svojstva u poredjenju sa hidridima S, F ili N. Ona ima
znatno vecu tacku kljucanja u poredjenju sa drugim hidridima $to je iznenadjujuce
za tako mali molekul (tabela 1-4).

Tabela 1-4. Tacke topljenja i kljucanja H,O i hidrida S, F i N.

Hidridi H,0 H,S HF NH;

(tt/tk)
Tacka topljenja (°C) 0 -85 -83 78
Tacka kljucanja (°C) 100 -61 20 -33

Voda je neophodna tecnost u ishrani za razliku od hidrida S, F i N koji su
jako toksicni.

Anomalna fizi¢ka ponaSanja vode u odnosu na druge hidride se mogu
objasniti njihovom molekulskom strukturom. Osam elektrona izmedju atoma grade
veoma stabilnu konfiguraciju. Atom kiseonika je jako elektronegativan i privlaci
vezivni elektronski par O-H od atoma H (slika 1-4). Molekul vode ima slabu
asimetriju naelektrisanja i gradi se vodoni¢na veza, ako slabo negativno
naelektrisanje kiseonikovog atoma privuce slabo pozitivno naelektrisanje atoma
vodonika susednog molekula vode. Navedena struktura vode se naziva dipolarnom
strukturom vode.

20 Slika 1-4.
o @) Molekulska struktura vode: (a)
0. / \ stabilna ljuska sa 8 e (jaka
H H Si—l ¥ 5 kovalentna veza); (b) vezivni
elektroni usmereni ka
(a) (b) kiseonikovom atomu.
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Zahvaljujuéi izrazenoj polarnosti molekula, voda se ponasa kao univerzalni
i veoma dobar rastvara¢ za mnoga organska i neorganska jedinjenja i kao pogodan
reaktant u mnogim biohemijskim reakcijama. Ugao izmedju dva vodonika u dipolu
vode iznosi 105°. Struktura dipola vode prikazana je na slici 1-5.

2b”

Slika 1-5. Struktura dipola vode.

Pozitivan kraj dipola jednog
molekula vode privla¢i negativan kraj
dipola drugog molekula stvaranjem
vodoni¢nih veza. Takav dipolarni
karakter molekula vode odredjuje
njegova fizicka i hemijska svojstva i
esencijalna je za biolosku funkciju.
Dipolarni molekuli vode reaguju sa
proteinima i nukleinskim kiselinama i grade hidratisane slojeve.

Pored dipolarne teorije o strukturi vode postoji i teorija o fetrahidrolnoj i
grozdastoj  strukturi vode. U tecnom agregatnom stanju molekuli vode su
medjusobno povezani u tetrahidrolnu strukturu u kojoj su dipoli vode rasporedjeni
na temenima pravilnog tetraedra (slika 1-6).

S Slika 1-6.
/ N *!" Tetrahidrolna struktura vode.

[ b Mo

- ) | |

, o Zagrevanjem vode pojacava se

kineticka energija njenih molekula,

_ raskidaju se vodoni¢ne veze, udaljuju

' slabodni molekuli jedan od drugog i

smanjuje gustina. Daljim zagrevanjem

slobodni molekuli se izdvajaju i voda

isparava. Povremeno molekuli vode se

a povezuju u obliku grozda odnosno mreze

Heg ) S (slika 1-7), ali je poluzivot ovakve

L ' ’) strukture veoma kratak svega oko 107
~— cts’ sekundi.
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Slika 1-7.

H/O\H.\ o 0\/H Struktura vode oblika

b O\/ LN grozda ili mreze.

R H . .O0—H

H—-0( O_H;"/_O_ U ¢&vrstom agregatnom
i o H— O H stanju — ledu, molekuli
" \4\0/”\0/"'\9/ H vode obi¢no formiraju
0. | iy H  H heksagonalnu (tetrae-
T oo IO/ O/\H darsku) strukturu jer su
|—(6 \\\\\ o P A o’ rqsporedjepi na teme-
NH o nima pravilnog tetraedra.

Vise heksaugaonika,
nanizanih jedan iza drugog, grade Sestougaone kanale koji su ispunjeni vazduhom
te je, zbog toga, led laksi od vode i pliva na povrsini. Ovo svojstvo molekula vode
od posebnog je znacCaja jer u akvati¢nim sistemima na ovaj nacin se Stiti zivi svet
(flora i fauna) u tim sistemima od niskih temperatura. Heksagonalna struktura leda
sa naznac¢enim vdoni¢nim “mostovima” prikazana je na slici 1-8.

Slika 1-8.

Heksagonalna (tetraedarska) struk-tura
vode. Molekuli H,Ou kristalu leda
rasporedeni su na uglovima tetraedra.

Voda je u biljkama rastvaraé¢
za vecinu neorganskih i1 organskih
jedinjenja koja jonizuje zbog svoje
visoke dielektricne konstante. Snaga
privlacenja  (F) izmedju  dva
jednovalentna jona je data jednacinom:

F=c¢'e /Dr’ (1-1)
e'e = naelektrisanje, r = rastojanje, D = dielektri¢na konstanta

U c¢vrstom stanju, D ima malu vrednost tako da je privlacna sila izmedju
jona (F) velika. U vodi D je veliko (F je znatno manje) te se joni odvajaju i
disperguju kroz tecnost. Rastvorljivost soli se pove¢ava hidratacijom jona u vodi te
je ona dobar rastvara za organska jedinjenja (koja ne jonizuju) ako sadrze dovoljan
broj polarnih grupa. U ovom slucaju rastvorljivost je uslovljena asocijacijom
polarnih grupa jedinjenja sa molekulima vode pomoc¢u vodoni¢nih veza. Grupe koje
teze da se udruze sa vodom se nazivaju hidrofilnim grupama.
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Neka od specifi¢nih fizicko-hemijskih svojstva molekula vode odgovorna
su za bioloski znac¢aj vode su navedena u tabeli 1-5.

Tabela 1-5. Neka fizicko-hemijska svojstva vode i njen bioloski znacaj.

Fizicko-hemujska Bioloski znacaj vode
svojstva vode

Visoka specifi¢na Adsorpcija ili zracenje toplote u zivim organizmi-ma
toplota; visok povr- se obavlja sa malom izmenom u temperaturi; Kapilarna
Sinski napon; visoka akcija uslovljava transpiraciju vode u biljkama; Led
gustina na + 4°C; formiran na povrSini ribnjaka i jeze-ra Stiti Zivot u
visoka temperatura vodi; Isparavanjem vode sa lisnih povrSina biljaka
isparavanja, visok snizava temperaturu u uslovima susnog stresa itd.

dipolni moment, itd.

Teznja molekula vode da se medjusobno udruze je pogonska snaga
hidrofobnih interakcija koje spajaju nepolarne molekule i grupe. Ako se nepolarno
jedinjenje (odn. molekul ovog jedinjenja) doda u vodenu sredinu, molekuli vode
koji su se kretali bez reda zapocece da se krecu po nekom redu. Medjutim po II
zakonu termodinamike sistem tezi da postigne maksimalnu vrednost entropije ili
stepen nereda. Da bi ovo ostvario nepolarni molekuli se spajaju tako da se dobija
minimalni broj uredjenih molekula vode a samim tim i maksimalna entropija.

Molekuli koji sadrze hidrofilne i hidrofobne delove nazivaju se amfipati¢ni
molekuli. Oni mogu graditi uredjene strukture kao monoslojeve 1 micele. Na slici
1-9 data je struktura amfipaticnog molekula Na-oleata koji ima polaran (hidrofilan)
i nepolaran (hidrofoban) deo. U micelama hidrofilna negativno naelektrisana
karboksilna grupa je okrenuta vodenoj fazi i vezuje se za nju vodoni¢nim
mostovima. Hidrofobni ugljovodoni¢ni lanac je okrenut prema unutrasnjoj strani
micele i vezuje se za nju Van der Waalsovim silama. Fosfolipidi, proteini i
nukleinske kiseline su takodje amfipati¢na jedinjenja i grade micele odgovorne za
strukture bioloskih membrana.

Micele - su loptasti agregati u kojima je negativno naelektrisana —COO™
grupa povezana sa molekulima vode vodoni¢nim vezama. Nepolarni ugljovodonicni
ostatak je okrenut prema unutras$njosti micele i povezan je Van der Waalsovim
silama. Jedinjenja koja sa vodom grade micele nazivaju se amfipatiénim
jedinjenjima.
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(b)

Na* Slika 1-9.
"o, .9 polarna Monosloj (a) i micela (b).
< glava

Voda je rastvara¢ za
veliki broj jedinjenja (koja mogu
biti hranljive materije, metaboliti
i proizvodi razmene materije).
Veoma je znaCajna  za
biohemijske procese kao npr.
biosinteze, razgradnje,
asimilacije i sl. Ona ¢ini sponu
izmedju celija dva tkiva i
osnovnu cirkulatornu te€nost,
koja kao pokretna traka prenosi
elektrolite, enzime, mineralne
materije i druga jedinjenja. Voda
veoma malo disosuje jer joj je
konstanta disocijacije K,=10™", a koncentracija jona SH'C = SOH C =107 (na
295°K). U jednom dm” se nalazi 107 g jona H' i isto toliko g jona OH", odnosno od
555 miliona molekula vode disosuje samo jedan. lako voda slabo disosuje,
elektroliti disosiju u njoj pri ¢emu se molekuli dipola vode rasporedjuju oko jona
elektrolita tako da se prema katjonu orijentiSe negativan, a prema anjonu pozitivan
kraj dipola vode. Jon-dipol interakcije pri rastvaranju kristala KCI u vodi prikazane
su na slici 1-10.

Na-oleat micela

Na-oleat

+ + 2-
HET _HS 3 | |
52 HS SHs' Slika 1-10. Rastvaranje
+ N kristala KCl u vodi (jon-
+ .0 dipol interakcija K*,CI
O H H
| 52 Cl) 52- / \ /H,0).
H st Hgt 52-O\H H/OSQ‘
o+ 5+

Na slici 1-11 prikazani su primeri nastajanja vodoni¢nih veza imedu

polarnih grupa nekih organskih molekula tipa alkohola, ketona i amina i molekula
vode. Na osobini uspostavljanja intermolekulskih interakcija sa raqzli¢itim
molekulskim vrstama zasnovana je jedna od osnovnih karakteristika molekula vode
kao univerzalnog rastvaraca.
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R e o | stika 111,

o I R\N/ Primeri  vodoniénih  veza
| 0o | izmedu polarnih grupa i
H ' H vode: a — hidroksilna grupa
6\ 'l* : alkohola; b - karbonilna

H H O—y o O\H grupa ketona i ¢ -amino

grupa amina.

(a) (b) (c)

Voda je kiselina, jer je donator H' jona, a moZe se smatrati i konjugovanom
bazom, jer sa porotonima gradi H;O" jone. Pojava H;O" jona tumaci se ¢injenicom
da H koji je kovalentno vezan za O "preskace" na atom O susednog molekula vode
sa kojim se vezuje vodoni¢nim vezama. PrenoSenje protona preko vodoni¢ne veze
naziva se "tunelovanje" i moze biti veoma znacajan fenomen u bioloskim

sistemima (slika 1-12).

PO PPCTCEE
o R
P-9-9-9¢909 69D

Slika 1-12. Transport protona u vodenim rastvorima.

Kada se govori o vodi u biljkama mora se imati u vidu da prema poreklu
biljke sadrze dve vrste vode i to onu koju dobijaju iz spoljne sredine i metabolicku
vodu iz respiratornog lanca. No bez obzira na poreklo smatra se da je u svim Zivim
organizmima pa samim tim i biljkama voda nosilac zivota iz viSe razloga jer je:

¢ supstrat za fotosintezu,

& pokretna "traka" za prenos metabolita i mineralnih materija,

& aktivan ucesnik u biohemijskim reakcijama od kojih su

najrasprostranjenije hidroliticke,

¢ sredstvo koje se adira na polimere pri cemu dolazi do njihove

razgradnje na monomerne jedinice,
¢ dobar je "termostat" pri egzotermnim procesima i dr.

Biljna c¢elija je podeljena na delove (kompartmente) pomocu bioloskih
membrana koje su za veéinu biomolekula i jona teSko prolazne barijere (zbog
hidrofobnog karaktera unutras$nje strane micele odn. negativnog naelektrisanja na
grani¢noj povrsini). Voda difunduje kroz membrane pri ¢emu ih ne modifikuje
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hemijski. Zbog svega navedenog se smatra da je Zivot nastao u vodi, mada ima i
tumacenja prema kojima je on nastao u kosmosu.

1.4. Hemijska jedinjenja u
sastavu organa 1 tkiva biljaka

Ako se posmatraju sa fizioloSkog aspekta, biljke bi se mogle predstaviti kao
"gradjevine" izgradjene iz viSe organa. Medjutim, ako se one posmatraju sa
biohemijskog aspekta, onda one predstavljaju skup astronomskog broja
individualnih bioloskih jedinica - €elija, vidljivih samo pod mikroskopom. Svaka
od ovih ¢elija i njenih podjedinica, koje ih sacinjavaju, predstavlja skup velikog
broja elemenata, mikro- i makromolekula u veoma razli¢itim, manje ili vise
poznatim, organizacionim strukturama i funkcionalnim odredjenjima. Hemijska
jedinjenja u sastavu biljaka, iako brojna i raznolika mogu se podeliti, prema vrsti i
njihovoj slozenosti u dve grupe i to:

¢ neorganska jedinjenja 1

¢ organska jedinjenja.

Neorganska jedinjenja - iako manje brojna u odnosu na organska, imaju
veoma bitne uloge u opStem funkcionisanju biljaka, pre svega u biohemijskim
procesima. Posebno treba ista¢i fosfatni jon (PO,”), koji je najéeiée prisutan u
obliku estara. Imaju¢i u vidu tri prisutne hidroksilne grupe u fosfornoj kiselini
moguce je njihovom odgovaraju¢om zamenom dobiti mono-, di- i triestre.

Zbog  izrazene  elektronegati-

,ORi LORy ,ORy vnosti fosfatni jon je veoma
O=POH O=PTOR, O=PTOR, reaktivan. Izuzetno lako reaguje sa
OH OH ORs : gl

H' te je, zbog toga u ¢elijama uvek
monoestar diestar triestar prisutna  H;PO4, koja  gradi
odgovaraju¢e soli sa katjonima
(npr. sa K', Na' i dr.), dok sa alkoholima gradi fosfatne estre. Estre gradi i sa
prisutnim Secerima (SeCerni fosfati), aminokiselinama (aminoacil-fosfati),
nukleozidima (nukleozid fosfati) i sl.

Fosfatni estri adenozintrifosfat (ATP) i adenozindiofosfat (ADP), sadrze
energijom bogate anhidridne veze, zbog Cega se nazivaju i "visokoenergetski"
fosfati. Oni sluze, pored ostalog, i za energetsko aktiviranje relativno inertnih
molekula, koje u€estvuju u nekim vaznim biohemijskim procesima kao $to su
glikoliza, oksidacija i sinteza masnih kiselina i sl.

Organska jedinjenja - raznovrsnija i prisutnija u organima i tkivima
biljaka, mogu se podeliti u dve podgrupe:
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¢ osnovna organska jedinjenja (manji molekuli; Mr 100 - 300) i
¢ proizvedena organska jedinjenja (makromolekuli; Mr 10° - 10°).

Osnovna organska jedinjenja - koja imaju manje slozenu strukturu i manju
molekulsku masu od 100 do 300, obuhvataju jedinjenja kao Sto su: - aminokiseline,
monosaharidi, nukleotidi masne kiseline i izopren. Manje prisutna jedinjenja ove
podgrupe u biljkama su pojedine vrste alkohola, aldehida, ketona, mono- i
heterocikli¢nih ugljovodonika i dr.

Proizvedena organska jedinjenja - (niskomolekulska i visokomoleku-Iska)
nastaju hemijskim vezivanjem osnovnih jedinjenja glikozidnim, estarskim,
peptidnim i drugim vezama.

U grupi niskomolekulskih jedinjenja pojavljuju se oligosaharidi, glikozidi,
nukleotidi, nukleozidi, estri karbonskih kiselina, estri fosforne kiseline, vitamini,
koenzimi, steroidi i druga.

Jedinjenja ¢ija molekulska masa prelazi 10.000 predstavljaju grupu
visokomolekulskih proizvedenih biopolimera (biopolikondenzata), od kojih se u
biljkama biosintetizuje samo manji broj kao §to su: proteini, nukleinske kiseline,
polisaharidi, lipidi i sl.

Biopolimeri (makromolekuli) biljaka ¢ine veé¢i deo njihove suve materije i
pored vode su najzastupljeniji biomolekuli u biljkama. U zavisnosti da li nastaju
polimerizacijom jedne ili viSe vrsta monomernih jedinica delimo ih na
homopolimere 1 heteropolimere. Homopolimeri su najcesée rezervne ili strukturne
materije biljaka, a heteropolimeri imaju funkcije vezane za zivotne procese biljaka.
Individualnosti ¢elija u raznim vrstama organa poticu od razlicitih struktura
biopolimera. Makromolekuli razli¢itih klasa medusobno se vezuju, gradeci
supramolekulske strukture kao $to su: lipoproteini (kompleks lipida i proteina),
ribozomi (kompleks nukleinskih kiselina i proteina) , enzimski kompleksi itd.
Makromolekuli u supramolekulskim strukturama medusobno su vezani
nekovalentnim vezama. Na najviSem nivou organizacije u hijerarhiji strukture Celije
razni supramolekulski kompleksi se medusobno sastavljaju u celijske organele
(jedro, mitohondrije, hloroplaste itd.)

Organska jedinjenja, prisutna u strukturi organa biljaka, najve¢im delom su
primarni biomolekuli , a manjim delom su sekundarni biomolekuli.

Primarni biomolekuli su jedinjenja neophodna za rastenje i razvice i
reprodukciju kao npr. aminokiseline, proteini, nukleinske kiseline ugljeni hidrati i
lipidi, a sekundarni biomolekuli su veoma rasprostranjena raznovrsna jedinjenja
koja se najvise nalaze u biljkama (npr. biljni fenoli, terpenoidi, alkaloidi, pigmenti,
biljni hormoni, steroidi itd), ali direktno ne ucestvuju u primarnim biohemijskim
aktivnostima.
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Izvod

& Biljke kao i drugi zivi organizmi imaju specifican hemijski sastav
uslovljen biljnom vrstom, staniStem kao i ¢itavim nizom ekoloskih faktora. Biljke
se medjusobno razlikuju u kvalitativnom sastavu kao i kvantitativnom udelu
elemenata i hemijskih jedinjenja.

& Razvoj biohemije biljaka uslovljen je upravo prouc¢avanjem hemijskog
sastava biljaka, njihovih biosinteti¢kih puteva, odn. celokupnim metabolizmom.

# Hemijski sastav biljaka je odgovoran za vrstu i tok biohemijskih reakcija
koje se odvijaju u ¢elijama, organelama tkivima i organima biljaka. Biljke teze da
odrze svoj hemijski sastav stalnim i ta osobina se naziva homeostaza.

# Pod hemijskim sastavom biljaka podrazumeva se elementarni sastav,
voda i hemijska jedinjenja.

# Biljke u svom sastavu sadrze sve elemente periodnog sistema (ukupno do
vremene pisanja ovog udzbenika 109), ali je do sada paznja nau¢nika usmerena
samo na oko 60 elemenata koji su nazvani bioelementima. Oni se prema
zastupljenosti u biljkama dele u tri grupe
i to - makroelemente (<0.001%), mikroelemente (0.001-0.000001%) i
ultramikroelemente (>0.000001%) u odnosu na apsolutno suvu masu biljke.

& Voda je najzastupljenije i najvaznije jedinjenje u biljkama zbog
raznovrsnih funkcija u biohemijskim procesima. Ona je medijum za brojne reakcije
u metabolizmu, reaktant, transporter metabolita, termostat za proteine i nukleinske
kiseline, donator vodonika u fotosintezi itd.

« Biljke sadrZze u svom sastavu osnovna i polimerna organska jedinjenja.
Ona se prema funkciji koju obavljaju u biljkama dele na primarne i sekundarne
biomolekule. Primarni biomolekuli biljaka su sli¢ni sa istim jedinjenjima u ostalim
organizmima, dok su sekundarni biomolekuli specifi¢nost biljne ¢elije i specificni
su za svaku biljnu vrstu.

& Primarni biomolekuli su jedinjenja neophodna za rastenje i razvice i
reprodukciju kao npr. aminokiseline, proteini, nukleinske kiseline ugljeni hidrati i
lipidi, a sekundarni biomolekuli su veoma rasprostranjena raznovrsna jedinjenja
koja se najvise nalaze u biljkama (npr. biljni fenoli, terpenoidi, alkaloidi, pigmenti,
biljni hormoni, steroidi itd), ali direktno ne ucestvuju u primarnim biohemijskim
aktivnostima.
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2.

Aminokiseline

(@ coo
I—I3N'" CH
R

(b)

2.1. Hemijske reakcije
aminokiselina

2.2, Klasifikacija aminokiselina
i njihova funkcija

Aminokiselina u rastvoru,
pH 7 (a) i aminokiselina u
prostoru (b).
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Aminokiseline su, po hemijskom sastavu, organske kiseline kod kojih je na o-C
atomu (prvi atom ugljenika do karboksilne grupe) doslo do supstitucije jednog
vodonikovog atoma amino-grupom (-NH,), a drugog vodonikovog atoma
alifati¢nim ili aromati¢nim ostatkom (R).

Aminokiseline vec¢inom predstavljaju strukturne jedinice proteinskih
molekula i od njihovih osobina uglavnom zavise i osobine proteina. Sto se tice
elementarnog sastava aminokiseline su izgradjene od C, H, N i O, a neke sadrze i
atome S (cistein i metionin). Ostaci R na o-C atomu se medjusobno razlikuju po
veli¢ini, prostornoj strukturi, prisustvu funkcionalnih grupa i dr., $to odredjuje i sam
identitiet svih 20 aminokiselina koje se nalaze u strukturi proteina. Na slici 2-1
prikazana je opsta formula nenaelektrisanog oblika aminokiseline.

R
H .’/ O H Slika 2-1.
He_ /C\ 7 Model nenaelektrisane
/N C\O—H E— H2N_?_H aminokiseline.
H R

Predstavljena struktura pokazuje da je tetraedarski a-C atom kovalentno
vezan sa karboksilnom grupom (-COOH), aminogrupom (—NH,), ostatkom R i
vodonikovim atomom (H). Izuzetak je glicin, po strukturi najjednostavnija
aminokiselina, gde je R atom vodonika, te ne postoji moguénost opticke aktivnosti,
odnosno asimetrinosti  supstituenata na o-C atomu. Ostale proteinske
aminokiseline imaju asimetriCan o-ugljenikov centar vezan za Cetiri razlicita
supstituenta. On daje aminokiselini hiralan izgled i naziva se hiralnim centrom.
Jedinjenja koja sadrZe hiralni centar su opticki aktivna i obréu ravan polarizovane
svetlosti levo (-) ili desno (+). Ekvimolekulska smeSa navedenih oblika gradi
racemat. Stereoizomeri hiralnih jedinjenja, koji odgovaraju po konfiguraciji L-
glicerolaldehidu oznacavaju se velikim slovom L, a oni koji odgovaraju D-
glicerolaldehidu oznaCavaju se slovom D nezavisno od pravca obrtanja ravni
polarizovane svetlosti. Prema tome slova L i D su oznake apsolutne konfiguracije
Cetiri supstituenta na hiralnom atomu ugljenika. Sve proteinske aminokiseline, osim
glicina, se javljaju u obliku L-stereoizomera.

Mikrobi i neki fosili sadrze aminokiseline D- niza, te na osnovu njihove
zastupljenosti moguce je odrediti starost fosila.

U neutralnim rastvorima (pH=7) kisela karboksilna grupa aminokiseline
moZe disocijacijom osloboditi H" jone koje prima bazna amino-grupa iste kiseline
analogno amonijaku. Ovim putem neutralna aminokiselina dobija dvojno (+ i -)
naelektrisanje u rastvoru. Ovakvi dipolarni oblici aminokiseline nazvani su zwitter
joni (dipolarni joni). Aminokiseline u ovom obliku su, zbog povecane
elektrostabilnosti, veoma malo rastvorljive. Dipolarni oblici aminokiselina
prikazani su na slici 2-2.
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R
. O cod® | slika2-2. Dipolarni model
H (+)/C\ / O @ | aminokiselina.
N N — H;N—C—H
/ H O |
H R U obliku dipola-

rnog jona (zwitter jona)
aminokiseline se nalaze na pH-vrednostima 4-9, struktura I. U sredini u kojoj je pH-
vrednost niza aminokiseline se nalaze u katjonskom obliku - struktura II za razliku
od baznih sredina u kojima se aminokiseline nalaze u obliku anjona - struktura I11.

COOH H* co& H coS
® | 2 ® | 2 |
R o R H*

R
Il | 1]

Izoelektricna tacka: pH-vrednost na kojoj se aminokiseline nalaze skoro
potpuno u dipolarnom obliku (zwitter jonskom obliku) naziva se izoelektricnom
tackom, koja ima oznake pHi, pl ili samo I. U tabeli 2-1 date su izoelektri¢ne tacke
nekih aminokiselina.

Tabela 2-1. Izoelektricne tacke (pHi) nekih proteinskih aminokiselina.

Aminokiseline
Neutralne pHi Kisele pHi Bazne pHi
fenilalanin 5.48 asparaginska 2.77 arginin 10.76
serin 5.68 glutaminska 3.22 lizin 9.74
valin 5.96 histidin 7.59

Izoelektricna  tacka (I) se moze matematicki izracunati kod
monoaminomonokarboksilnih kiselina iz konstanti disocijacije karboksilne i amino-
grupe po sledec¢oj jednacini:

_ PK, +pK,

2
pK; - negativan logaritam konstante disocijacije karboksilne grupe
pKos - negativan logaritam konstante disocijacije amino-grupe

1

U cilju §to boljeg razumevanja oblika u kojima se nalaze aminokiseline u
sredinama razli¢itih pH-vrednosti na grafikonu prikazani su dijagrami krivih
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titracija alanina (neutralna aminokiselina) i histidina (bazna aminokiselina) (slika
2-3aib).

@ (v)
e : Ay
‘HyNCHRCOO™ 14
12 : NH}
10 pK1=9.69 12 _CHly=C-000" N
HNy NH CH«Z—C—COO‘
| 10§ = ~

¥ i _ Ny NH
8f H;NCHRCOOH i/ H3NCHRCOO . N
HyNCHRCOO™
H 2 H
PH pH-602@ ", ) p 5 /___(C}x?—éa-coo—
1, NCHRCOO h
1 pKi=231 /!
9 “H;NCHRCOOH .
H,NCHRCOO™ :
0% R T A 0 P
0 1.0 2, 0
Moli OH /mol aminokiseline Moli OH /mol aminokiseline

Slika 2-3. Titracione krive alanina (a) i histidina (b).

Titraciona kriva alanina ima karakter dvobazne kiseline (slika 2-3a). U
alaninu, se nalaze dve titracione grupe, karboksilna i amino grupa. Pri vrlo niskim
pH (kisela sredina) alanin ima protonovanu i nenaelektrisanu karboksilnu grupu i
pozitivno naelektrisanu amino-grupu koja je takodje protonovana. Pod ovim
uslovima alanin ima pozitivan naboj (naelektrisanje) i svojstva katjona.
Dodavanjem baze karboksilna grupa gubi svoj proton i postaje negativno
naelektrisana i pH rastvora se povecava. Ala je sada bez naclektrisanja sa
karakteristikama dipolarnog jona.Ova pH vrednost oznacava izoelektri¢nu tacku
alanina i ima vrednost 6.02. Isto tako pH raste sve vise sa daljim dodavanjem baze,
protonovane amino-grupe gube protone, molekul Ala sada ima ukupan negativan
naboj koji potice od negativno naelektrisane karboksilne grupe te kao molekul
poprima osobine anjona (bazna sredina). U histidinu, promeni na strani imidazola
doprinose titracione grupe. Pri veoma niskim pH (kisela sredina) molekul His ima
dva pozitivna naelektrisanja, a nose ih imidazolska i amino-grupa, i svojstva
katjona. Dodavanjem baze pH se povecava, karboksilna grupa gubi proton i postaje
negativno naelektrisana. His je i dalje pozitivno naelektrisan. Daljim dodavanjem
baze deprotonuje se imidazolska grupa te His postaje nenaelektrisan.(izoelektri¢na
tatka, PI = 7.69), a sa viSe baze deprotonuje se i amino-grupa te His postaje
negativno naelektrisan (anjon). Tako, titraciona kriva His poprima oblik titracione
krive trobazne kiseline (slika 2-3b).
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2.1. Hemijske reakcije
aminokiselina

Aminokiseline kao organska jedinjenja sa dve osnovne funkcionalne grupe, (-
COOH, -NH,), mogu stupati u reakciju sa razliitim jedinjenjima dajuci nove,
biohemijski veoma znacajne proizvode. Medju njima posebno mesto zauzimaju
razne soli, zatim amidi i1 ¢esto veoma sloZeni estri i druga jedinjenja koja nastaju pri
ovim reakcijama. Pri reakcijama karboksilne grupe aminokiselina i OH-grupe
alkohola nastaju estri izrazito baznog karaktera (reakcija 2-1):

| |
H2N—:C—COOH + CoHsOH ——> H2N_|C—COOCZH5 1)
R R
aminokiselina alkohol estar

Aminokiseline u prisustvu sprecificnih enzimskih katalizatora, koji
uslovljavaju dekarboksilaciju, prelaze u odgovarajué¢e amine (reakcija 2-2):

! !
HzN—(|3—COOH T H2N—C|3—H (2-2)

R CO, R
aminokiselina amin

Kisele aminokiseline u prisustvu amonijaka daju odgovarajuce amide
(reakcija 2-3):

O
+NH3 I
HOOC—(CHp),—CH-COOH ——=3 Hy;N—C—(CHp),—CH-COO  (2-3)
NH NH,
glutaminska kiselina amid glutaminske kiseline

U medjusobnim reakcijama aminokiselina - stupa u reakciju karboksilna grupa
jedne aminokiseline sa amino-grupom druge aminokiseline pri ¢emu uz izdvajanje
molekula H,O nastaje peptidna veza kao tip kovalentne veze koja povezuje ostatke
aminokiselina dajuéi peptide i viSe polimere (slika 2-4 a i b).
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(@) Peptidna
! veza |

cod® cod® HI O | Ry
@ | ® | @ |l ! &
H3N—c|;—H + H3N—C|)—H T H3N—c|:1—c—rilﬂ,—?—co
R4 Ro H,0 R1§ H! H
"Dipeptid _
Peptidne vez

? HOH O

§ A o o

? Re M

N-terminalni ostatak ——mer Peptidnoglanca C-terminaini ostatak

Slika 2-4 Nastajanje peptidne veze: (a) dipeptid, (b) mali peptidni lanac.

Sama peptidna veza, posmatajuci internu preraspodelu elektrona izmedu C i
N predstavlja jednu rezonantnu strukturu:
& N

S K e
/\ H /\

Rezonantne strukture peptidne veze

(2-4)

Amino-grupa aminokiselina mozZe stupiti u reakciju metilovanja i
acetilovanja pri cemu nastaju metil- i acetil-derivati (jednacine 2-5 i 2-6):

R H0 R
| )_, | (2-5)
H2N—(|3—COOH + CH3OH HN—C—COOH
H CHsH
metil-derivat
T \
H2N—C|:—COOH + CH3COOCI ———» HN—CH-COOH  (2-6)
H COCHj
acetil-acetat
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Pored karboksilne i amino-grupe u strukturi aminokiselina postoje i druge
za reakciju sposobne funkcionalne grupe kao §to su: imino-grupa, tiol-grupa,
alkoholna grupa alifati¢cnog ostatka, fenolna grupa, guanidinska grupa, disulfidna
grupa i druge. Reakcije navedenih grupa sa odgovaraju¢im reagensima su veoma
Ceste pri analizi aminokiselinskog sastava polipeptidnog lanca. Aminokiseline iz
kojih se protein sastoji analiziraju se posle kisele hidrolize proteina. Aminokiseline
se analiziraju i kao slobodne (npr. u krvnoj plazmi, urinu, biljnim ekstraktima itd.).
Cilj aminoanalize je identifikacija i odredjivanje aminokiselina u datom uzorku.

Stanford Moore 1 William Stein sa saradnicima su razvili metodu za analizu
aminokiselina koje se zasnivaju na njihovom razdvajanju jonoizmenjivackom
hromatografijom na koloni sulfonovanog polistirena. Aminokiseline se u eluatu sa
kolone detektuju i odredjuju posle reakcije sa ninhidrinom. Detekcija se vrsi na
osnovu elucione zapremine, a koncentracija se odredjuje na osnovu merenja
apsorbance rastvora posle reakcije sa ninhidrinom. Postupak je automatizovan u
instrumentu koji se zive aminoanalizator. Tok ninhidrinske reakcije prikazan je na
slici 2-5.

// OH O%C/ \C/
HzN—C‘)—H — > —N— & wL> O

\ OH

Ninhidrih
Schiff-ova baza

s e m B ©§<
g8

\\o é/ NH, \

Kompleks - plave boje

Slika 2-5. Ninhidrinska reakcija aminokiselina.

U navedenoj reakciji ninhidrin daje sa aminokiselinom kao medu proizvod
veoma labilno jedinjenje poznato pod nazivom Schiffova baza koja se potom
dekarboksiluje. Pri tome se dvostruka veza hidroliticki cepa, a iz vezane
aminokiseline nastaje aldehid koji ima jedan C atom manje. Nastali amin reaguje sa
jos jednim molekulom ninhidrina daju¢i jedinjenje tipa kompleksa plave boje tzv.
purpurni pigment. Purpurnu boju u ninhidri-nskoj reakciji daju sve aminokiseline
koje imaju slobodnu o-amino grupu. Prolin i hidroksiprolin u ovoj reakciji daju
Zutu boju.
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2.2. Klasifikacija aminokiselina i

njihova funkcija

U proteinima se, po pravilu nalazi dvadesetak razli¢itih aminokiselina, Cesto
nazvane i proteinskim aminokiselinama, koje su kodirane razli¢itim genima i koje
shodno genetskom =zapisu izrazenom kroz redosled baza odreduju sekvencu
polipeptidnog lanca. Strukture ovih aminokiselina su date na slici 2-6.

COOH
HzN—(f—H

CHs3
Alanin

OOH
H2N—C—H
H3C—(EH

CHs3
Valin
(fOOH
HzN—ﬁI—H
CH2

A4

H3C CHs
Leucin
ﬁIOOH
H2N—C—H
H—(E—CHa
(EHz
CH3
Izoleucin

OOH
NH

Prolin

CEOOH
H2N—CI—H
H
Glicin

lika

| 2)

OOH
H>N—C—H
CH20H
Serin
OOH
HoN —C—H
H—(f—OH
CHs3s
Treonin
I(DOH
H2N —CE—H
CIHz
SH
Cistein
OOH
H2N —(f—H
H2
OH
Tirozin
OOH
H2oN —CE—H
CH2
Triptofan

OOH
HzN—(f—H
H2
COOH
Asparaginska
kiselina
OOH
HzN—(E—H
CIHz
H2
COOH
| insk
Glutaminska
OOH
HzN—(f—H
CH2
NH
y
N
Histidin
COOH
HzN—(E—H
H2
O=C—NH2
Asparagin
OOH
HzN—(F—H
H2

Fenilalanin

OOH
H2N—C—H
(sz
H2
CH2
L
=NH
NH2
Arginin
COOH
H2N—C—H
(sz
H2
H2
H2
NH2
Lizin
(EOOH
H2N —(f—H
H2
(sz
S
CIH3

Metionin

ﬁIOOH
H2N —(f—H
H2
H2

O=C—NH2
Glutamin

2-6. Strukture proteinskih aminokiselina.
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Proteinske aminokiseline se mogu klasifikovati na vise nacina, a najcesce
prema:

¢ polarnosti ostatka R,

& hemijskoj strukturi,

& biohemijskoj funkciji i

¢ degradacionim proizvodima.

Prema polarnosti ostatka R - proteinske aminokiseline se klaskifikuje u
cetiri grupe i to:

& aminokiseline sa neopolarnim (hidrofobnom) ostatkom R,
& aminokiseline sa polarnim (hidrofilnim) ostatkom R,

¢ aminokiseline sa negativno naelektrisanim ostatkom R 1
& aminokiseline sa pozitivno naelektrisanim ostatkom R.

Nazivi aminokiselina, simboli za njihovo obelezavanje, strukturna formula,
kao 1 njihova rasprostranjenost u organizmima biljaka i biohemijska funkcija dati su
u tabelama 2-2 do 2-5.

Aminokiseline sa nepolarnim (hidrofobnim) ostatkom R - obuhvataju Cetiri
aminokiseline sa alifati¢nim ostatkom R (alanin, valin, leucin i izoleucin), jednu sa
heterociklicnim ostatkom (prolin), dve sa aromati¢cnom ostatkom (fenilalanin i
triptofan, koji u strukturi sadrzi indolski prsten) i jednu aminokiselinu sa sumporom
(metionin).

Alanin je najmanje hidrofobna aminokiselina i nalazi se u granicama
izmedju nepolarnih aminokiselina i aminokiselina sa nenaelektrisanom polarnom
grupom. Prolin, koji ima cikli¢nu strukturu, razlikuje se od ostalih aminokiselina i
moze se smatrati kao o-aminokiselina u kojoj je N amino-grupe povezan sa dva C-
atoma u prstenu.

Navedene aminokiseline se medjusobno razlikuju po obliku i veli¢ini R
ostatka. Alanin, valin, leucin i izoleucin imaju alifaticne ugljovodoni¢ne ostatke, od
metil grupe u alaninu, do izo-butil grupe u leucinu i izoleucinu. Metionin je tioetar
¢iji bo¢ni ostatak li¢i po mnogim osobinama na n-butil grupu (atomi C i S imaju
skoro istu elektronegativnost, a atom S po zapremini priblizno odgovara
metilenskoj grupi). U poredjenju sa drugim aminokiselinama prolin, pokazuje, zbog
svog prstena, jedinstvene konformacione osobine. Za benzenov prsten u
fenilalaninu, i1 indolov prsten u triptofanu zajednicka je aromaticna struktura,
nepolarnost i voluminoznost. U tabeli 2-2 dati su nazivi, simboli, karakteristike
strukture hidrofobnog ostatka R, kao i rasprostranjenost u biljnim proteinima.

32



Tabela 2-2. Proteinske aminokiseline sa nepolarnim ostatkom R.

br.

Naziv

Simbol

Struktura
ostatka R

Rasprostranjenost u biljnim
proteinima

Alanin

Ala(A)

CHs

Alanin se nalazi u proteinima
kukuruza i drugih biljaka, a
najvise u fibroinu svile (40%).

Valin

Val(V)

CH
/ \
H 3 C CH3

Valin je esencijalna amino-
kisleina. Nalazi se slobodna u
pasulju (Phaseolus vulgaris), i
drigim biljkama.

Leucin

Leu(L)

Leucin je esencijalna amino-
kiselina. Nalazi se u kukuruzu do
21%, glijadinu pSenice 12% a
slobodna u semenu pasulja,
graska, lupine, pSenice i dr.

Izoleucin

Ie(I)

Izoleucin je esencijalna
aminokiselina biljnih proteina, ali
je zastupljena manje od
prethodno navedenih kiselina.

Prolin

Pro(P)

HN

Prolin se u znatnoj koli¢ini nalazi
u proteinima pSenice, gliadinu i
zeinu.

Fenilala-
nin

Phe(F)

Fenilalanin je esencijalna
aminokiselina koja se najvise
nalazi u fazeolinu, edestinu 1
globulinu.

Triptofan

Trp(W)

CH,

NH

Triptofan je takodje esencijalna
aminokiselina koja se nalazi u
gliadinu do 7%, zeinu i edestinu.

Metionin

Met(M)

S—CH;,

Metionin je esencijalna amin-
okiselina, koja ulazi u sastav
vitamina U. Donor je metil-grupe
u metabolizmu.
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Aminokiseline sa polarnim (hidrofilnim) ostatkom R - su glicin (jedina
aminokiselina koja nema asimetrican o- C atom), serin i treonin (imaju polarnu -
OH grupu vezanu za alifatini niz), tirozin (polarna -OH grupa vezana je za
aromati¢ni prsten), cistein (polarna -SH grupa koja stvara disulfidnu vezu u
proteinima), glutamin i asparagin (sadrze amidnu -NH, grupu).

Glicin ima najmanji mogu¢i R-ostatak (H atom). Serin i treonin imaju
hidroksilnu grupu, ali se medjusobno razlikuju po veli¢ini R ostatka. Serin i treonin
se ¢esto nalaze u aktivnim centrima enzima. Tirozin ima fenolnu grupu. Cistein ima
tiolnu (sulfhidrilnu) grupu koja je jedinstvena po tome $to gradi disulfidnu vezu sa
drugim ostatkom cisteina. Ovaj dimer cisteina naziva se (naro¢ito u starijoj
literaturi) cistin. Zbog sli¢nosti naziva (cistein i cistin), cistin se ponekad naziva i
polu-cistin. Kako genetski kod postoji samo za cistein, a cistin nastaje oksidacijom
cisteina posle translacije, naziv cistin se u novijoj biohemijskoj literaturi redje
koristi.

Treba imati u vidu da svrstavanje pojedinih aminokiselina u navedene
grupe nije iskljucivo. Tako glicin i alanin sa svojim malim bo¢nim ostacima mogu
da se svrstaju i u polarne nenaelektrisane aminokiseline, dok tirozin i cistein sa
svojim grupama koje jonizuju (na viSim pH vrednostima) mogu da se svrstaju i u
polarne naelektrisane aminokiseline.

Tabela 2-3. Aminokiseline sa polarnim (hidrofilnim) ostatkom R.

br. Naziv Simbol Struktura Rasprostranjenost u biljnim
ostatka R proteinima
9. Glicin Gly(G) Glicin je uslovno esencijalna
| aminokiselina i nalazi se u
H svim biljnim proteinima.
10. | Serin Ser(S) Serin se nalazi u svim

proteinima a najvise u zeinu
7.1% i fibroinu svile 14%.
11. | Treonin Thr(T) Treonin je esencijalna
aminokiselina, nalazi se u

CH,OH

H—C—OH znatnoj koli¢ini u gliadinu i
CH; zeinu.
12. | Cistein Cys(C) | Cistein je uslovno esencija-
CH, Ina aminok.iselin.a najV'i§e
| rasprostranjena je u zeinu.
SH
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13.

Tirozin

Tyr(Y)

CH,

Tirozin je jedna od
najrasprostranjenijih uslo-vno
esencijalnih amino-kiselina. U
fibroinu svile se nalazi u
koli¢ini od 13%, zeinu 6.3% 1
gliadinu 3.3%.

14.

Asparagin

Asn(N)

Asparagin se u biljkama na-lazi
pretezno slobodan. Naj-vise ga
ima klicama, izolo-vana je prvi
put iz klice Sar-garepe
(A.officinalis)

15.

Glutamin

GIn(Q)

Glutamin se nalazi u
zivotinjama u manjoj kolicini
od asparagina. Znac¢ajan je
intermedijer u metabolizmu
azota.

Bocni ostaci pet aminokiselina su naelektrisani pri fizioliskim pH. Kisele
aminokiseline (asparaginska i glutaminska) su negativno, a bazne aminokiseline
(lizin, arginin i histidin) su pozitivno naelektrisane na fizioloskim pH.

Aminokiseline sa negativno naelektrisanim polarnim ostatkom R - su

asparaginska 1 glutaminska kiselina, koje imaju po jednu —COO™ grupu vezanu na
kraju alifaticnog R ostatka. Simboli i strukture ostatka R, kao i njihovo
rasprostranjenje u biljkama su date u tabeli 2-4.

Tabela 2-4. Aminokiseline sa negativno naelektrisanim ostatkom R.

br. Naziv Simbol Struktura Rasprostranjenost u biljkama
ostatka R
16 | Aspara- Asp(D) | Asparaginska aminokiselina se
ginska CH, nalazi kao sastojak svih biljnih
kiselina | proteina, a u slobodnom obliku u
COoO semenu zitarica, vocu i povréu.
17. | Gluta - Glu(E) | Iako nije esencijalna, gluta-minska
minska Cl kiselina je zna¢ajna kao donor
. b) . ..
kiselina aminogrupe u reakcijama
CH, transaminacije 1 biosintezi pro-
| ) teina. U znatnim koli¢inama se
00 nalazi u glijadinu (45.7%), zeinu
(27%) 1 edestinu (21%).
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Aminokiseline sa pozitivno naelektrisanim ostatkom R - su bazne: lizin, koji

ima pozitivno naelektrisanu -NHj; grupu na kraju alifati¢nog R ostatka, arginin sa
pozitivnom gvanidinskom grupom i histidin sa slabo baznom imidazolskom
grupom. Lizin i arginin imaju najduZze bocne ostatke od svih standardnih
aminokiselina. Histidin se Cesto nalazi u aktivnim centrima enzima. U tabeli 2-5
date su neke karakteristike ovih aminokiselina.

Tabela 2-5. Aminokiseline sa pozitivno naelektrisanim ostatkom R.

br. Naziv Simbol Struktura Rasprostranjenost u biljnim
ostatka R proteinima
18. | Lizin Lys(K) Lizin nije esencijalna
| aminokiselina i nalazi se skoro
CH, u svim proteinima, ali u malim
(|2H koli¢inama npr. gliadinu
z (0.65%) 1 zeinu (0.2%) .
CH,— CH,—NH;
19. | Arginin Arg(R) Asparagin takodje nije
esencijalna aminokiselina i
| nalazi se u biljnim protei-nima
CH, kao gliadinu iz duvana
CH IHHJ (Nicotinum tabacum, 16%) i
CH,"NH—C—=NH, | 7zeinu (1.7%).
20. | Histidin His(H) |
CH, Histidin se nalazi u svim
NH' biljnim proteinima, a najvise u
| en gliadinu (2.5%) i zeinu (1.8%).
HC—N/H

Pored navedenih aminokiselina biljke sadrze i njihove derivate kao npr.

hidroksiprolin i hidroksilizin.

to:
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Prema hemijskoj strukturi - proteinske aminoki-seline se dele u tri grupe i




¢ alifaticne aminokise-line (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Cys,Met, Lis,
Arg, Asn, Glui Gln),

¢ aromaticne aminokiseline (Phe, Trp i Tyr) i

& heterociklicne aminokiseline (Pro 1 His).

Prema biohemijskoj funkciji - aminokiseline se klasifikuju takodje u tri
grupe i to:

¢ esencijalne aminokiseline,

¢ uslovno esencijalne i

¢ neesencijalne aminokiseline.

Esencijalne (nezamenljive) aminokiseline - sintetizuju biljke, ali ne ¢ovek i
zivotinje. Oni ih moraju unositi hranom da bi obezbedili normalan rast i razvice. U
ovu grupu svrstane su aminokiseline: Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Met, Thr i Lys. Za
Stakore je jos$ 1 histidin esencijalna aminokiselina.

Uslovno _esencijalne amionokiseline - sintetizuju pored biljaka i
heterotrofni organizmi. Medjutim u odredjenim fizioloSkim stanjima kao npr. u
toku intenzivnog rasta, bolesti i sl., moraju se unositi u organizam hranom. U ovu
grupu aminokiselina svrstane su Cys, Tyr, Arg i His.

Neesencijalne (zamenljive) aminokiseline - sintetizuju svi organizmi u
dovoljnim koli¢inama, a to su Ala, Gly, Asn, Gln, Asp i Glu.

Osnovna funkcija proteinskih aminokiselina da sluze kao osnovna
“sirovina” u sintezi proteina kao i nekih sekundarnih biomolekula biljaka.

Neproteinske aminokiseline - pored proteinskih aminokiselina iz biljaka
je izolovano oko 400 neproteinskih aminokiselina koje se u njima nalaze slobodne
ili u obliku peptida. Prema hemijskom sastavu neproteinske aminokiseline se
klasifikuju na viSe naCina. Jedan od naCina hemijske klasifikacije je podela
neproteinskih aminokiselina u osam grupa (tab.2-6).

Funkcija neproteinskih aminokiselina nije jo§ dovoljno proucena. Smatra se
da su rezervoari azota koji u uslovima, kada biljka nema dovoljno azota, omogucuju
sintezu proteinskih aminokiselina. Pojedine aminokiseline mogu imati i druge
funkcije. Tako npr. citrulin je znacajan metabolit u biosintezi arginina, oO-
aminoadipinska kiselina je prekursor u biosintezi veéine proteinskih aminokiselina,
kanavanin rezervoar azota, betain je donator metil-grupe, homoserin intermedijer u
biosintezi i metabolizmu treonina i asparaginske kiseline i sl.

Sem nekoliko izuzetaka aminokiseline su rastvorne u vodi, amonijaku i
drugim polarnim rastvara¢ima, a veoma malo u nepolarnimi slabo polarnim
rastvaracima kao S$to su etanol, metanol i aceton. Aminokiseline sa hidrofilnim
bo¢nim lancem su rastvorljive u vodi. Rastvorljivost u vodi je niza na njihovoj
izoelektri¢noj tacki jer dominantni oblik zwitter jon smanjuje hidrofilna svojstva
amino i karboksilne grupe.
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Strukture, nazivi i nalazenje u biljkama nekih neproteinskih aminokiselina
kao predstavnika strukturnih grupa date su u tabeli 2-6.

Tabela 2-6. Neproteinske aminokiseline biljaka: strukturne grupe, nazivi,

hemijske formule i nalazenje u nekim vrstama biljaka.

NH3

Grupa Naziv Formula Nalazenje
1. | Neutralne L-2-amino- B zalfija
aminokiseline buterna H3CCH 2C|; HCOO (Salvia
kiselina NH 3 officinalis)
2. | Aminokiseline S-metil-L- } pasulj
sa sumporom Cys H3CSCH 2(|: HCOO (Phaseolus
NH3" vulgaris)
azetidin-2- Secerna repa
karbonska &COO- (Beta
3. | Iminokiseline kiselina N vulgaris)
|
H
4. |Kisele L-2-amino- | 566(CH,),cHCOO™ | U Mmnogim
aminokiseline adipinska [, biljkama
kiselina NH3
5. Bazpe o o H,NCNH(CH,)sCHCOO" lubenica
aminokiseline citrulin Il - (Citrullus
o) NH;
lanatus)
6. | Heterocikli¢ne L-alanil- — ) dinja
aminokiseline uracil O:(_\N —CHZCHCOO (Cucumis
e N—< L+
(vilaridin) b Y NHs melo)
7. | Aromaticne N-karbam- ) bob
aminokiseline il-L-hidro- H OO?H coo . (Vicia faba)
ksifenil- NHCONH;
glicin
8. | Ostale v-glutamil-L- QCHCH oo pasulj
. . . R 2
aminokiseline B-fenil-P- NHCO(CH,);CHC00" (Phaseo]us
alanin L.t vulgaris)
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Za biohemijske procese je od posebne vaznosti poznavanje reakcija kojima
podlezu aminokiseline u toku metabolizma. Osnovni tipovi metabolickih reakcija
aminokiselina dati su u tabeli 2-7.

Tabela 2-7. Neke metabolicke reakcije aminokiselina.

Vrsta reakcije Hemijska jednacina
T o RCllH COOH* R'ﬁCOOH e RllllCOOH + R‘(|3HCOOH
ransaminacija NH., 5 5 NH.,
o RCHCOOH —> CO, + R CH,NH,
Dekarboksilacija [
NH,
L RCCOOH *+ NH3+ NADH — RCHCOOH * NAD"
Aminacija ﬁ 3" R?
@) NH,
-2/H/ H-,0
Deaminacija R(|3HCOOH — R(lll‘COOH 4?» R(lll‘COOH
NH NH )
NH3

O funkciji slobodnih o-aminokiselina u biljkama se jo§ uvek malo zna.
Neka istrazivanja upucuju de se neke od njih kao npr. prolin mogu koristiti kao
biohemijski marker u programu selekcije odabranih genotipova otpornih na susu.
Pored navedenih a-aminokiselina koje ulaze u sastav proteina biljke sadrze i druge
aminokiseline koje nisu a- ve¢ B- i y-, a nastaju u metabolizmu na relativno
jednostavan nacin iz o-aminokiselina. One su prisutne u tkivu biljaka u malim
koli¢inama, a njihova uloga u metabolizmu jos§ uvek nije dovoljno proucena. Neke
od ovih aminokiselina date su u tabeli 2-8.

Tabela 2-8. Strukture i biohemijske funkcije nekih - i - aminokiselina.

Naziv Strukturna formula Biohemijska funkcija
1. B—alanin (I:Hz_CHz_COOH S e CoA
i, astojak je Co
2. B-taurin CH,— CH,—SO3H Ima malo podataka o
II\IH funkciji B-taurin u
2 biljkama
3. Y-aminobuterna CH,— CH,— CH,— COOH Nastaje u metabo-
kiselina ILIH lizmu glutamata
2
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Izvod

# Aminokiseline, monomerne jedinice proteina, imaju u osnovi svoje
strukture amino grupu i karboksilnu grupu vezane za isti ugljenikov atom tzv. o-C.
Priroda bo¢nog lanca, oznacena kao R grupa, je osnova za utvrdjivanje razlika u
strukturi izmedju razli¢itih aminokiselina.

& lzuzev glicina, aminokiseline mogu egzistirati i dva stereoizomerna
oblika oznacena L i D. Ova dva stereoizomera se odnose kao predmet i njegov lik u
ogledalu. Aminokiseline nadjene u proteinima tzv. proteinske aminokiseline su sve
L oblika, mada se u prirodi nalaze i neke aminokiseline D oblika. Klasifikacija
aminokiselina se zasniva pre svega na prirodi bo¢nog ostatka tzv. R ostatka. Dva
prakticno najvaznija kriterijuma su polarna ili nepolarna priroda R ostatka i
prisustvo kiselih ili baznih grupa u bo¢nom ostatku.

# U slobodnim aminokiselinama pri neutralnim pH, karboksilna grupa je
disosovana (ima negativan naboj), a amino grupa je asosovana (ima pozitivan
naboj). Aminokiseline bez naelektrisanih grupa u bo¢nom ostatku egzistiraju u
neutralnim pH rastvorima kao zwitter joni (dipolarni joni ili nenaelektrisani
molekuli). Titraciona kriva aminokiselina pokazuje pH-opseg u kojem titraciona
grupa prima ili otpusta protone. Bo¢ni ostatak aminokiselina moze takodje doprineti
titracionim grupama; naelektrisanje na ostatku R mora biti uzeto u obzir u
odredjivanju ukupnog naelektrisanja na aminokiselini.

# Prema biohemijskoj funkciji aminokiseline se klasifikuju na esencijalne,
uslovnoesencijalne 1 neesencijalne aminokiseline. Prvu grupu aminokiselina (Val,
Leu, Ile, Phe, Trp, Met, Thr i Lys) sintetizuju samo biljke, dok ostale dve pored
heterotrofnih sintetizuju i autotrofni organizmi.

& Pored 20 proteinskih biljke sintetizuju daleko veci broj (oko 400) tzv.
neproteinskih aminokiselina koje su na bazi hemijske strukture svrstane u osam
strukturnih grupa.

# O funkciji slobodnih o-aminokiselina u biljkama se jo§ uvek malo zna.
Neka istrazivanja upucuju de se neke od njih kao npr. prolin mogu koristiti kao
biohemijski marker u programu selekcije odabranih genotipova otpornih na susu.

& Pored o-aminokiselina biljke sintetiziju i B- i y-aminokiseline ¢ija
funkcija ni do danas nije potpuno jasna.
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3

Peptidi

(a)

(IDOO'

CH, O CH, O
£ |l

H3N—CH—C—III—CH—C—O—CH3

H
L -aspartil-L-fenilalanin (metil estar)

3.1. Nastajanje peptida
3.2. Vazniji peptidi
biljaka

(b)

Aspartam - sladak peptid:
(a) -struktura,
(b) -prostorni oblik).
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Peptidi su amidi aminokiselina. Nastaju polimerizacijom aminokiselina, to jest
njihovim povezivanjem peptidnom vezom stvarajuci tako peptide sa dve i vise u
lancu vezane aminokiseline. Zbog toga se prema broju aminokiselinaskih ostataka
obi¢no peptidi dele na oligopeptide (2-10 aminokiselinskih ostataka) i polipeptide
(do 100 aminokiselinskih ostataka). Peptidi koji imaju visSe od 100 aminokiselina
nazivaju se proteini. Peptidi se razlikuju od proteina po tome §to dijalizuju kroz
prirodne membrane, za razliku od proteina, koji to ne mogu zbog velike molekulske
mase sa grani-¢nim vrednostima do 10.000 Daltona za peptide i preko 10.000 za
proteine.

3.1. Nastajanje peptida

Nastajanje peptida povezivanjem samo dve aminokiseline peptidnom vezom dato je
na slici 3-1.

terminalna
amino grps

Slika 3-1. Nastajanje dipeptida vezivanjem dve aminokiseline
peptidnom vezom.

Na osnovu ispitivanja kristalnih struktura aminokiselina, amida i dipeptida,
koja su vrsili u periodu od 1930 do 1940, godine Luis Pauling i Robert Corey su
zakljucili da peptidna grupa ima rigidnu-planarnu strukturu. Ovo stereohemijsko
ograni¢enje ima vaznu ulogu u odredjivanju trodimenzionalne strukture peptida.

Oko peptidne veze nije moguca slobodna rotacija te postoje dve planarne
konfiguracije peptidne veze i to_cis i trans peptidna veza Cije strukture su date na
slici 3-2.
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Slika 3-2. Planarne konfiguracije peptidne veze -cis i trans .

U peptidima biljnog porekla i drugim prirodnim peptidima je najvise
zastupljena trans peptidna veza, tj. susedni C, atomi se nalaze sa suprotne strane
peptidne veze. Cis peptidna veza je, zbog sternih smetnji (slika 3-1), za oko 8
kJ/mol manje stabilna od trans peptidne veze. Ona se u proteinima, izuzev u slucaju
peptidne veze u kojoj ucestvuje prolin, i ne nalazi. Postojanje cis peptidne veze, u
ovom sluc¢aju, objasnjava se manjom energetskom barijerom za rotaciju trans u cis
oblik.U biljnoj ¢eliji postoje dve vrste peptida i to:

+ peptidi koji se dobijaju hidrolizom proteina i

+ peptidi koji se nalaze slobodni.

Peptidi prve grupe se nazivaju jo§ "otpadnim peptidima", jer nastaju
delimi¢nom hidrolizom proteina pomocéu proteolitickih enzima. Pored tzv.
“otpadnih proteina” postoji i veliki broj “slobodnih peptida” koji mogu imati
razliCite fizioloSko-biohemijske funkcije. Oni mogu delovati kao redoks sistemi,
hormoni, otrovi ili biti sastojci ¢elijskih zidova.

Kako se aminokiselinski ostaci u peptidima nalaze u obliku acila u
nomenklaturi oni dobivaju nastavak - i/, a nazivi aminokiselina sa slobodnom -
COOH grupom ostaju neizmenjeni. Naziv peptida se formira od aminokiseline koja
ima slobodnu amino grupu.

Kao primer navodimo jedan peptid od tri aminokiseline (slika 3-3):

NH; ' 0
'OOC—ClH—CHz—CHz—(l%—N—CH—(l%—N—CHz—COO'
e
$n

Slika 3-3. Redukovani glutation (GSH)
(v-glutamil-cisteinil-glicin) (y-Glu-Cys-Gly).
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3.2. Vazniji peptidi biljaka

Pored aminokiselinskog sastava, za poznavanje funkcije peptida neophodno je
poznavanje redosleda aminokiselina odn. sekvencu peptida. Do danas je za mali
broj biljnih proteina odredjena sekvenca. Neki vazniji peptidi biljaka dati su u tabeli

3-1.
Tabela 3-1. Vazniji peptidi biljaka (oznaka i nalaZzenje).

Naziv Oznaka Nalazenje
v-glutamil-fenilalanin v-Glu-Phe soja
y-glutamil-cisteinil-glicin | y-Glu-Cys-Gly sve biljke
(glutation)
Glutamil-glutamil- Glu-Glu-Gln mlado lis¢e pasulja
glutamin(fastigmatin)
Leucil-leucin Leu-leu vecina biljaka
Leucil-valin Leu-val krmno bilje
Integerin N-dimetil-Val-Phe-Ser vecina biljaka
o-amanitin (toksin) bicikli¢ni peptid vecina biljaka

Peptidi izgradjeni isklju¢ivo iz aminokiselina nazivaju se homomerni
peptidi, a oni koji sadrze u svom sastavu i neki drugi ostatak nazivaju se

heteromerni peptidi.

Glutation - je tripeptid y-Glu-Cys-Gly (y-glutamil-cisteinil-glicin). To je
veoma rasprostranjen celijski peptid koji se javlja u redukovanom (GSH) i
oksidovanom (GSSG) obliku. Za njegove oksidoredukcione osobine odgovorne su

Oksidacija
-2H -2¢

+2H +2¢
Redukcija

D GSH

Slika 3-4.

Oksidacija i redukcija glutationa

(GSH = redukovan glutation;
GSSG = oksidovan glutation)

GSSG

2 (’Y-Glu—Clys—Gly)

Red

(v—Glu—cltys—Gly)

(Y-Glu——(liys—Gly)

SH
GSH

[0

7
S

GSSG
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tiolne grupe.
Oksidoredukcija
glutationa  moze  se

napisati jednacinom iz
koje se vidi da 2GSH
oksidacijom daju GSSG
(slika 3-4).

Glutation ima
znacaj kao  "gasioc"
kiseoni¢nih radikala
(toksi¢ni oblici O,). Osim
navedenog glutation

moze imati i1 funkciju
koenzima kod nekih
dehidrogenaza kao npr.




glicerinaldehid-3-fosfat dehidrogenaze (EC 1.2.1.12), formalde-hid dehidrogenaze
(EC 1.2.1.17)idr.

Peptidi biljaka mogu biti i fizioloski aktivna jedinjenja i na osnovu toga se
klasifikuju u Cetiri grupr i to:

¢ peptidne alkaloide,

¢ peptidne antibiotike (dekapeptid gramicidin S),

+ peptidne toksine (heptapeptidi amanitin i taloidin) 1

¢ peptidne hormone.

Neki peptidi imaju sladak ukus kao saharin, dulcitol i dr. Sladak ukus imaju
peptidi koji sadrze asparaginsku kiselinu. TipiCan je aspartam (L-aspartil-L-
fenilalanin metil estar) oko 300 puta sladji od saharoze. Postoje i peptidi sa gorkim
ukusom. Oni se mogu naci u pivu i graditi u toku zrenja sira. Intenzitet gorkog
ukusa zavisi¢e od vrste i broja hidrofobnih bo¢nih lanaca. Neutralizacija gorkog
ukusa vrsi se uvodjenjem jedne polarne i jedne nehidrofobne grupe u odredjenu
sfernu konformaciju molekula peptida.

Izvod

& Peptidi nastaju vezivanjem karboksilne grupe jedne aminokiseline i
amino grupe druge aminokiseline kovalentnom (amidnom) odnosno peptidnom
vezom. Peptidna grupa je planarna pa ovo stereohemijsko ogranienje ima vaznu
ulogu u odredjivanju trodimenzionalne strukture peptida. Ona moze zauzimati cis i
trans polozaj. U biljnim peptidima i dr. prirodnim peptidima preovladjuje trans
polozaj peptidne veze. Prema broju aminokiselinskih ostataka peptidi se dele na
oligopeptide (2-10 aminokiselina) i polipeptide (10-100 aminokiselina).

# Peptidi mogu ispoljavati i odgovarajuce fizioloske efekte pa ih shodno
tome delimo na:

¢ peptidne alkaloide,

¢ peptidne antibiotike,

¢ peptidne toksine i

¢ peptidne hormone.

& Peptidi sa asparaginskom kiselinom u sekvenci uglavnom imaju sladak
ukus poput saharina ili dulcitola. Takav peptid je aspartam (L-aspartil-L-fenilalanil
metil estar). Postoje i peptidi sa gorkim ukusom (gorak ukus piva potice iz ekstrakta
hmelja ili je¢ma obogacenih peptidima gorkog ukusa).
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proteina

4.3. Klasifikacija
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o-heliks
(oruzvojnica)
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Proteini su biopolimeri velikih molekulskih masa izgradjeni iz aminokiselina (od
100 do priblizno 1.000) povezanih peptidnim vezama, §to odgovara relativnoj
molekulskoj masi (Mr) od 10.000 do 100.000 Daltona i vise. Ime protein dao je
Berzelius, a prvi put u literaturi se spominje daleke 1840. godine u udzbeniku
Muldera. Ime se izvodi iz gréke re€i proteios - zauzima prvo mesto i ono je potpuno
opravdano za proteine. Kod svih zivih sistema pa time i biljaka proteini imaju dve
esencijalne i razli¢ite uloge: oni predstavljaju strukturni materijal i pokazuju
karakteristicnu aktivnost i funkciju pa su samim tim i nosioci osnovnih Zivotnih
funkcija u ¢eliji. Svi zivotni procesi ¢elije se odvijaju u strukturama proteina ili uz
njihovo ucesce. Oni su i katalizatori brojnih biohemijskih procesa u celiji. Moze se
re¢i da ne poznajemo zivot bez proteina. Njihove fizi¢ko-hemijske osobine su
zasnovane na koloidnom karakteru molekula proteina (geli-,soli) koji je uslovljen
njihovim izuzetno velikim molekulima. Proteini biljaka se razlikuju medusobno u
broju i redosledu aminokiselinskih ostataka, polipeptidnih lanaca, molekulskoj masi
itd. U biljkama se nalazi u proseku oko 30% organske materije od ¢ega na proteine
kod pojedinih biljnih vrsta otpada u proseku 15-20%. Proteini se nalaze ili slobodni
u citoplazmi ili su asosovani sa drugim makromolekulima u ¢elijskim organelama.

4.1. Osobine proteina

Bioloska funkcija proteina je u tesnoj vezi sa njihovim fizicko-hemijskim
osobinama te se one intenzivno proucavaju. Relativne molekulske mase (Mr)
proteina se odredjuju na vise razli¢itth nacina. Jedan od njih je diferncijalno
centrifugovanje po kojem se Mr odredjuje na osnovu brzine taloZenja proteina.
Relativne molekulske mase proteina su veoma razlicite, a njihove brojne vrednosti
su uslovljene metodom odredjivanja. Hordein iz je¢ma ima Mr 2.700, edestin iz
konoplje 31.000, a ureaza iz soje 48.000. Proteini disosuju kao katjoni ili anjoni i
mogu se smatrati polielektrolitima sa visoko izrazenim amfolitnim svojstima (slika
4-1). U zavisnosti od pH rastvora reaguju kao kiseline ili baze. Povecanjem
pozitivnog i negativnog naelektrisanja proteina povecava se njihova hidratacija i
rastvorljivost. Stepen hidratacije je uslovljen ukupnim naelektrisanjem i nije
zavisan od oznake naelektrisanja. Suprotno navedenom, pravac kretanja proteina u
elektricnom polju (ka anodi ili ka katodi) uslovljen je naelektrisanjem proteina. Kao
i kod aminokiselina, (u slucaju ravnoteze izmedju pozitivnih i negativno
naelektrisanih grupa) koristi se izoelektricna tacka (pl) kao parametar za
karakterizaciju proteina. Tako npr. izoelektri¢na tacka gliadina iz pSenice je na pH
7.1, zeina na 6.2, a edestina 5.5. Veli¢ina izoelektricne tacke je uslovljena vrstom
aminokiseline, prisustvom hidrofilnih i hidrofobnih grupa na povrSini molekula,
veli¢inom pH rastvora, koncentracijom, prirodom prisutnih elektrolita, strukturom
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itd. Na izoelektri¢noj tacki kada proteini nisu naelektrisani rastvorljivost proteina,
viskoznost i stepen hidratacije imaju najmanje vrednosti.

HOOC NH;" “00C NH;" ~00C NH,
(katjon) (dipolarnijon) (anjon)
pH<7 pH=7 pH>7

Slika 4-1. Shematski prikaz jonskih vrsta proteina na razlicitim pH .

Kao polimeri aminokiselina proteini u zavisnosti od sredine u kojoj se
nalaze mogu imati istovremeno i pozitivno i negativno naelektrisane grupe.
Pozitivno naelektrisane grupe obrazuju €-amino grupa lizina, imidazolski ostatak
histidina i gvanidilna grupa arginina, a negativne [B- i Yy-karboksilne grupe
asparaginske i glutaminske kiseline, fenolna grupa tirozina i tiolna grupa cisteina.

Proteini sa vodom grade koloidne rastvore. Stabilnost ovih koloida je
razlicita i uslovljena je afinitetom prema vodi. Rastvori proteina u biljci imaju
funkciju puferskih sistema velikog kapaciteta, a stabilnost u rastvoru je uslovljena
njihovim afinitetom prema vodi odn. prisustvom hidrofilnih i hidrofobnih grupa u
molekulu. U tabeli 4-1 dati su neki primeri ovih grupa.

Tabela 4-1. Hidrofilne i hidrofobne grupe u molekulu proteina.

Hidrofilne grupe
proteina

Hidrofobne grupe
proteina

Karboksilna (-COOH)

Metil (-CH;)

Karbonilna (>C=0)

Metilenska (-CH»-)

Hidroksilna (-OH)

Etil (-C,Hs)

Aldehidna (-CHO)

Propil (-C;Hg)

Amino (-NH,)

Fenil (-C6H5)

Imino (>NH)

Izopropenska (-CsHg)

Amidna (-CONH,)

Sulfhidrilna (-SH)

Hidrofilni proteini su okruzeni slojem vode (hidratacioni sloj), mogu da
okluduju hidrofobne supstance i spreCe njihovo izdvajanje iz rastvora. Ova
protektivna koloidna funkcija proteina je odgovorna za stabilnost mnogih tecnosti u
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zivim organizmima. Dodavanjem polarnog rastvaraca kao npr. alkohola ili acetona,
ili visoke koncentracije neutralnih soli gubi se hidratacioni sloj i proteini se taloze
(isoljavaju).

TaloZenje proteina iz rastvora se moze obaviti na razli¢ite nacine. Najcesce
se u laboratoriji proteini taloze isoljavanjem (taloZenje sa solima). Za taloZenje sa
solima su odgovorni katjoni i anjoni. Oni se prema sposobnosti isoljavanja
svrstavaju i lipotropne nizove u kojima se sposobnost taloZzenja smanjuje sleva na
desno.

katjoni: Cs*", Rb*", K, Li", Ba®", Sr*", Ca*", Mg*",

anjoni: SO,”, CI, Br, NOs, I, CNS".

Proteinski rastvori se pri odredjenim uslovima pretvaraju u koloidne sisteme
- gele Cija su svojstva uslovljena hemijskom strukturom proteina. Osuseni gel moze
da veze mnogo vise vode i to vezivanje vode se naziva bubrenjem gela (ono je od
posebnog znacaja za prehrambenu industriju).

Proteini mogu biti ekstremno nerastvorljivi ili dobro rastvorljivi. Pri vi§im
temperaturama (kuvanjem) proteini se denaturiSu (naruSava se njihova nativna
trodimenzionalna struktura), pri ¢emu se povec¢ava njihova nerastvorljivost u vodi.
Zbog relativno velike molekulske mase proteini mogu graditi sole i gele.

Pomoc¢u polarnih grupa proteini mogu vezati i do 30 g vode na 100 g
proteina (vezana voda se na niskim temperaturama ne moze smrznuti). Kada se
vezuju sa drugim jedinjenjima grade komplekse koji su od velikog znacaja za
¢elijske 1 meducelijske strukture. Moze se re¢i da je individualnost svakog
organizma uslovljena proteinima koji ga izgraduju.

4.2. Strukture proteina

Molekul proteini u prostoru moze biti organizovani u 4 strukture i to: primarnu,
sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu strukturu.

Primarna struktura (1°) - proteina predstavlja redosled (sekvencu)
aminokiselina i polozaj disulfidnih mostova (—S—S— veza), a po novijem i udeo
pojedinih aminokiselina u polipeptidnom lancu. Naziva se jos i sekvencom. Peptid
H,N-Leu-Gly-Thr-Val-Arg-Asp-His-COOH se razlikuje u primarnoj strukturi od
peptida H,N-Val-His-Asp-Leu-Gly-Arg-Thr-COOH, c¢ak i ako oba imaju isti broj i
iste vrste aminokiselina, ali se razlikuju u njihovom redosledu. Primarna struktura je
stabilizovana peptidnim vezama. Primarna struktura je genetski predodredena i ona
se prenosi sa generacije na generaciju i1 zapocinje aminokiselinom sa N-
terminalnom amino-grupom, a zavrSava se aminokiselinom sa C-terminalnom
karboksilnom grupom. Najmanja izmena u primarnoj strukturi moze imati znacajan
efekat na svojstva proteina. Genetskim studijama je utvrdeno da biljke sintetizuju
veliki broj (10°-10°) strukturno razli¢itih proteina. Utvrdeno je da povezivanjem 20
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aminokiselina (bez ponavljanja) mogu se dobiti 2,4 x 10'® razligitih polipeptidnih
molekula. Ako se aminokiseline u nizu ponavljaju, broj moguéih polipeptida je
skoro beskonaCan. Proteini koji imaju sliéne sekvence nazivaju se homologi
proteini. Oni imaju ¢esto i sli¢nu funkciju. Homologija proteina se moze objasniti
¢injenicom da su se oni u toku evolicije sintetizovali iz istog prekursora. Do danas
je odredjena primarna struktura kod nekoliko stotina proteina (~700). Prvi
polipeptid kod koga je odredena primarna struktura bio je insulin (Sanger, 1953), a
prvi protein, ribonukleaza iz pankreasa (Hirs, Stein i Moor, 1959). Ribonukleaza iz
pankreasa sadrzi 124 aminokiselinska ostatka. Primarna struktura proteinskog dela
citohroma C pSenice data je na slici 4-2.

H2N-Aia-Ser-Phe-Ser-Glu-Ala-Pro-Pro-Gly-/lx(;n-Pro-Asp-Ala-Gly-
Ala-Lys-Ile-Phe-Lys-Thrz-gys-Cys-Ala-Gln-Cys-His-Thr-Val-Asp-/i(l)a-
Gly-Ala-Gly-His-Lys-Gln-Gly-Pro-Asn-Iilgu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-
Arg-Gln-Ser-Gly-Thr?"})hr-Ala-Gly-Tyr-Ser-Tyr-Ser-Ala-Ala-/i(s)n-Lys-
Asn-Lys-Ala-Val-Glu-Trp-Glu-Glu-Zgn-Thr-Leu-Tyr-Asp-Tyr-Leu-
Leu-Asn-Pro-fgs-Lys-Tyr-Ile-Pro-Gly-Thr-Lys-Met-Val-lzge-Pro-Gly-
Leu-Lys-Lys-Pro-Gln-Asp-Arg-i\ol(e)t-Asp-Leu-Ile-Ala-Tyr-Leu-Lys-

Lys-/illnghr-Ser-Ser-COOH

Slika 4-2. Primarna struktura proteinskog dela citohroma c iz pSenice.

Pored pSenice primarna struktura citohroma je odredjena iz 40 organizama
§to je omogucéilo da se nacini (kompjuterom) hipoteticno filogenetsko stablo, u
kojem su duZzine linija izmedju vrsti proporcionalne duzini evolucije (slika 4-3).

Navedeno filogenetsko stablo citohroma ¢ se u potpunosti slaze sa
bioloskim filogenetskim stablom, jer se razlike u morfoloskoj strukturi pojavljuju
kao posledica izmene u primarnoj strukturi. [zmene u primarnoj strukturi se vrse
veoma sporo. Da bi do izmena doSlo na 1 mestu u primarnoj strukturi proteina
potrebno je da prodje 280 miliona godina.

U primarnoj strukturi proteina sadrzano je obilje informacija na osnovu
kojih su formirani moderni koncepti u biohemiji. Odredjivanje primarne strukture
proteina je prevashodan zadatak biohemicara.
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Slika 4-3. Hipoteti¢no filogenetsko stablo citohroma ¢ po L.Harperu i
P.Weissu, iz Physiologisce Cheime 1979, Springer Verlage, Berlin.

Dva aspekta prostorne (trodimenzionalne) strukture prostog polipeptidnog
lanca nazvane sekundarna i tercijarna struktura mogu biti razmatrane odvojeno.
Ovi nivoi struktura, pa samim tim i bioloske aktivnosti, direktna su posledica
primarne strukture.

Sekundarna struktura (2°) - predstavlja dobro definisane i lako
prepoznatljive lokalno uredjene strukture (konformacije) polipeptidne kicme pri
¢emu se priroda bocnih ostataka i njihova konformacija ne uzimaju u obzir. Drugim
re¢ima ona predstavlja nain nabiranja polipeptidnog lanca u prostoru, kao i
uvrtanje amidnih ravni oko veze koja spaja o-C atome proteinskih lanaca.
Polipeptidna ki¢ma predstavlja povezanu sekvencu rigidnih planarnih peptidnih
grupa (slika 4-4), tako da svaki aminokiselinski ostatak u polipeptidnom nizu ima
dva stepena slobode, tj. moguce su rotacije oko dve veze: Co-C* (W) i Co-N ()
(slika 4-4). Ovi uglovi se nazivaju i rotacioni ili torzioni uglovi.
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Slika 4-4. Polipeptidni niz u svojoj maksimalnoj istegnutoj konformaciji.

Uglovi ¢ i y se definisu kao 180° kada je peptidni niz u planarnoj , trans
konformaciji, poveéava se kada se vrsi rotacija oko C,-C, odnosno C,-N veze u
smeru kretanja kazaljke na satu, gledajuci sa C, atoma u pravcu C,-C ili Co-N (slika
4-5). Po ranijoj konvenciji ova potpuno istegnuta konformacija bi se definisala sa ¢
=y = 0°. Oduzimanjem 180° od ovih vrednosti dobijaju se uglovi definisani po
sadasnjoj konvenciji.

SR R PN

Slika 4-5. Segment polipeptidnog niza sa obelezenim torzionim
(rotacionim) uglovima oko veza Cy-N (9) i Co-C ().

Konformacija polipeptidne ki¢me u potpunosti se definiSe navodjenjem
svih ¢ 1 y uglova za svaki aminokiselinski ostatak u nizu.

Nacdin nabiranja polipeptidnog lanca je wuslovljen sekvencom
aminokiselinskih ostataka kao i “silama” koje povezuju razliCite odsecke
polipeptidnog lanca (vodonicne, jonske, hidrofobne veze i Van der Waalsove sile).

Vodonicna veza - je nekovalentna veza koja se gradi izmedju
elektronegativnih atoma (obi¢no kiseonika i azota) i vodonika vezanog za drugi
elektronegativan atom istog ili razli¢itog molekula. U proteinima vodonicne veze se
grade izmedju C=0 jedne peptidne veze i amidnog vodonika -NH grupe druge
peptidne veze ako se priblize na udaljenosti 0.28 nm. U sekundarnoj strukturi
proteina vodonicne veze se grade na nacin prikazan slikom 4-6.
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Slika 4.6. Vodoni¢ne veze u sekundarnoj strukturi proteina.

Vodoni¢ne veze se oznacavaju tackastom crtom i poseduju osobinu da
molekule ili grupe fiksiraju u specifican geometrijski polozaj. Energija vodonic¢ne
veze iznosi 1/10 energije kovalentne veze.

Jonska veza - se gradi izmedju elektronegativnih i elektropozitivnih grupa,
koje se medjusobno privlace.

Disulfidna veza - je vrsta kovalentne veze koja se uspostavlja izmedju
dehidrogenovane tiolne -SH grupe dva cisteinska ostatka (-S-S-).

Hidrofobne nepolarne veze - su najslabije kovalentne veze koje se grade
izmedju nenaelektrisanih grupa kao npr. -CH; i -CH,OH.

Van der Waalsove sile - deluju na malom razmaku izmedju pozitivno
naelektrisanog jezgra jednog atoma i negativnog elektrona drugog atoma odn.
nepolarnih grupa kao $to su metilna, ugljovodoni¢ni radikali, benzolovo jezgro i dr.

Proteini se sintetizuju sekvencijalnom adicijom aktiviranih aminokiselina u
rastu¢i polipeptidni lanac i umotavaju u strukturu nativnog proteina. Nacin
umotavanja uslovljen je primarnom strukturom koja omoguéuje stvaranje odredenih
hemijskih veza. Umotavanje polipeptidnog lanca se realizuje u tri tipa sekundarnih
struktura i to: orheliks(oruzvojniza),  [-plisirana  struktura (nabrana [
konformacija) i [-obrt. Delovi proteina koji se ne umotavaju ni u jedan oblik
sekundarne strukture nazvani su “random coil” ili struktura slu¢ajnog namotavanja
klupceta odn. neuredena struktura. Najrasprostranjeniji oblik sekundarne strukture
je o-uzvojnica koja je energijom najsiromasnija i najstabilnija konformacija
proteina.
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o-Heliks - je najpoznatiji oblik sekundarne strukture proteina koju je
identifikovao Linus Pauling 1951 g. i ona ukljucuje strukturu u prostoru samo
jednog polipeptidnog lanca. “Ki¢ma” lanca je aranzirana u heliks sa 3,6
aminokiselinskih ostataka u svakom obrtu. U a-heliksu svaka peptidna NH-grupa je
povezana vodoni¢nom vezom za peptidnu karbonilnu grupu. Vodoni¢ne veze se
stvaraju izmedu pojedinih navoja $to daje ovoj strukturi posebnu stabilnost (slike 4-
714-8).

Slika 4-7. Model a-uzvojnice
\ - vodonié¢ni mostovi,
® _ ostaci R.

Ostaci R u datom modelu, koji
mozemo konstruisati kao levu i desnu
spiralu su pretezno orijentisani ka
spoljnoj strani, i mogu medjusobno
reagovati kao i sa rastvorom u kojem se
nalaze. U uzvojnici svaki
aminokiselinski ostatak doprinosi usponu
navoja za 0.15 nm u smeru osovine
valjka. Svaki navoj je izgradjen iz 3.6
aminokiselinskih ostataka te se po jednom navoju dobija period identi¢nosti od 0.54
nm.  Heliks je asimetri¢an (hiralan) i moze da bude desni i levi. Desni heliks se
navija u pravcu prstiju desne ruke kada se palac upravi u pravcu ose heliksa u smeru
njgovog rasta. Polipeptidni niz zauzima konformaciju o-heliksa jer se ¢ i y uglovi
koji karakteriSu o-heliks nalaze u okviru sterno dozvoljene oblasti. Medjutim, ta
konformacija ne bi bila trajna (postojana) da nije dodatno stabilizovana. Stabilnost
a-heliksa potice od viSe faktora, a pre svih o-heliks je stabilizovan
intramolekulskim vodonicnim vezama koje se uspostavljaju izmedju N-H i C=0
grupa peptidnih veza iz polipeptidne ki¢me. Za razumevanje stabilnosti heliksa
relevantna su i razmatranja konformacione stabilnosti proteina.
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Slika 4-8. Loptasto-Stapic¢ast model desne o - heliks spirale:
(a) u kojoj su vodoni¢ne veze izmedu N-H grupe iz n-tog aminokiselinskog ostatka
i C=0 iz n+4-tog aminokiselinskog ostatka obelezene isprekidanim linijama i
(b) model strukture proteina sa naznac¢enim heliksnim regionima.

Prose¢na duzina o-heliksa u globulammim proteinima iznosi 17 a (11
aminokiselinskih ostataka ili 3 zavoja). U pojedinim globularnim proteinima
nadjeni su heliksi od 53 aminokiselinska ostatka. Neke aminokiseline teze da
poremete strukturu o-heliksa kao npr. prolin kija se ne moze uklopiti u strukturu o-
heliksa.. Sli¢no se ponasaju i aminokiseline sa naelektrisanim i voluminoznim
grupama. Biljni proteini najveéim delom imaju strukturu u prostoru koja zauzima
oblik o-heliksa.

Istrazivanja L.Paulinga su takodje pokazala da proteini pored o-heliksa
mogu imati i B-strukturu koja je dobila &itav niz imena kao npr. struktura
presavijenih povrSina, nabrana, plisirana struktura itd.

B-plisirana struktura (B-nabrana struktura, [(niz, [Fplodica) — obuhvata
paralelne nizove nekoliko polipeptidnih molekula medusobno povezanih
intermolekulskim vodonicnim vezama (N-H....O=C) iz peptidnih veza u
polipeptidnim lancima. Polipeptidni nizovi su u ravni dok su bocni nizovi
orijentisani iznad ili ispod te ravni. Konformacija polipeptidnog niza u B-plo¢ici
nesto se razlikuje (slika 4-9) od konformacije a-heliksa $to daje polipeptidnom nizu
nabranu strukturu. B-nabrana struktura moze biti:

¢ antiparalelna - u kojoj su susedni, vodonicno vezani, polipeptidni

nizovi suprostavljenih smerova i
& paralelna - u kojoj su susedni, vodonicno vezani, polipeptidni
nizovi istog smera (slika 4-9).
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Mesovite paralelne i antiparalelne plocice takodje su moguce, mada u tom
slu¢aju mora da dodje do devijacije ¢ i y torzionih uglova. Posledica -strukture su
razlike u orijentaciji aminokiselinskih ostataka R. U B-keratinu lanci leze paralelno
na razmaku od 0.71 nm, za razliku od fibroina svile koji ima antiparalelnu [-
strukturu sa medusobno upletenim polipeptidnim lancima, koji se paralelno pruzaju
i medusobno povezuju intermolekulskim vodoni¢nim vezama.

Nabrana [B-konformacija se &esto javlja u proteinima. U globularnim
proteinima one se sastoje od 2 do 15 segmenata polipeptidnih nizova. Jedan
segment polipeptidnog niza u B-plo€ici sadrzi 15 aminokiselinskih ostataka
(prose¢no 6 ostataka, $to odgovara duzini od 21 A ili 0.21 nm). U globularnim
proteinima podjednako se javljaju paralelna i antiparalelna -struktura. MeSovite 3-
plocice se redje javljaju. Paralelne B-strukture sa manje od 5 nizova retko se nalaze
u proteinima. Ovo moguée ukazuje da su paralelne B-strukture manje stabilne od
antiparalelnih, S§to se moZe objasniti razlikama u vodoni¢nom vezivanju (slika 4-9).

Slika 4-9.

-nabrana ploc¢ica. Vodoniéne veze
su prikazane isprekidanom linijom,
a smer peptidnog niza strelicom. Cy
atomi su obeleZeni tackama: (a)
antiparalelna, planarna B-plocica
Co-Cp veza prikazana je kratkom
crtom na C, atomu; (b) vodoni¢ne
veze u antiparalelnoj i (¢) paralelnoj
B-plocici sastavljenoj iz tri niza.

Planarne B-plocice retko se
nalaze u  proteinima. Takve
strukture su nadjene npr. u
glutation-reduktazi. ~ Veéina  [-
plocica nije planarna, nego je (kada se gleda duz ravni plo¢ice u smeru peptidnog
niza) izvijena udesno. Polipeptidni niz u izvijenoj B-plo¢ici predstavlja vrlo
istegnuti levi heliks sa dozvoljenom sternom performansom. Kao i o-heliks tako i
B-plocica je stabilizovana vodoni¢nim vezama koje se uspostavljaju izmedu imino i
karbonilne peptidne grupe jednog ili vise polipeptidnih lanaca (slika 4-10). o-heliks
i B-plo¢ica mogu biti levo i desno usmerene i odredjuju se metodama opticke
rotacione disperzije i cirkularnog dihroizma. Na koji nacin ¢e neki proteinski lanac
zapoceti da se orijentiSe u prostoru bi¢e uslovljeno prisustvom aminokiselina (Glu,
Met i Ala ¢e graditi prvenstveno a-heliks, a Val i Ile B-plocicu).
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Slika 4-10.
Trodimenzionalni oblik B-strukture.

Povezivanje peptidnih nizova u -
plo¢ici ~ moze da  bude veoma
komplikovano: Cesto su dva susedna niza
povezana dugim intermedijernim nizom
koji moze da sadrzi i  heliks.
Najjednostavnije  povezivanje susednih
antiparalelnih nizova je peptidnim zavojem
koji je u istoj ravni sa plo¢icom i koji se
naziva ukosnicom (slika 4-11). Uzastopni
paralelni nizovi u B-ploéici povezuju se
peptidnom petljom koja mora da bude iznad
ili ispod ravni plocice. Petlja moze da bude
desna i leva (slika 4-11). Antiparalelni
nizovi u plocici skoro uvek su povezani

desnom petljom (slika 4-11). Ovo se objasnjava lakim nastajanjem desne petlje iz

izvijenog niza B-plocice (slika 4-12).

(a) (b)

(c) Slika 4-11.
Povezivanje susednih
nizova u B-plocici: (a)
povezivanje susednih

antiparalelnih  peptidnih
nizova tipa ukosnice; (b)

desna petlja medju paralelnim nizovima i (c) leva petlja medju paralelnim nizovima.

Slika 4-12. Shematski prikaz uvijanja polipeptidnog niza u desnu
petlju (probajte ovo da napravite sa trakom od hartije).

Pored o-heliksa i B-plocice u globularnom proteinu preostali deo strukture

se nalazi u obliku S-obrta (f-zavijutka).
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B-zavijutak - oko polovine polipeptidnog niza u proseénom globularnom
proteinu uvijeno je u obliku a-heliksa i B-plocice, dok se preostali deo ve¢inom
nalazi u obliku B-zavijutka.

Polipeptidni niz moZe da napravi ostar zavoj u kojem ucestvuju 4 uzastopna
aminokiselinska ostatka. Ovaj zavoj, posto Cesto povezuje nizove u B-plo¢icama,
naziva se i B-zavijutak, a javlja se kao tip I, tip II i tip III. U njemu se nalaze ostaci
glicina, prolina, asparagina i serina. Ovaj tip prostorne strukture proteina se javlja u
globularnim proteinima.

Omega petlja - Skoro svi globularni proteini koji sadrze vise od 60
aminokiselinskih ostataka sadrze jednu ili viSe petlji koje se sastoje iz 6 do 16
aminokiselinskih ostataka u kojima se ne nalaze B-plo€ice i o-heliksi i kod kojih je
rastojanje medju krajevima polipeptidnog niza manje od 0.1 nm. Takva petlja koja
Cesto sadrzi i B-zavijutke, a koja se zbog
svog oblika naziva 1 omega petlja,
predstavlja kompaktnu strukturu u kojoj su
boCni ostaci aminokiselina na takvom
rastjanju da mogu medjusobno da intereaguju
(slika 4-13).

Slika 4-13.
Model ispunjenih sfera omega petlje.

Kombinacijom o-heliksa i P-plo¢ice mogu nastati razli¢iti oblici
supersekundarne strukture proteina (slika 4-14).
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Shematski dijagrami supersekundarnih struktura proteina. Strelice pokazuju smer
polipeptidnog lanca. (a) Bof jedinica,(b) oot jedinica, (¢) B-obrt i (d) greki kljug.
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Tercijarna struktura (3°) - predstavlja visi oblik organizacije proteina u
prostoru u kojoj se nabiraju segmenti heliksa, plisirane strukture i B-obrta peptidnog
lanca u trodimenzionalnu strukturu nativnog proteina ili proteinske subjedinice
stvaraju¢i globule ili fibrile. Moze se re¢i da tercijarna struktura predstavlja nacin
organizacije (rasporeda) sekundarnih struktura 1 polozaj boc¢nih ostataka
aminokiselina u molekulu datog proteina. Kod proteina koji se sastoje iz samo jedne
globule to je najvisi oblik strukture. Tercijarna struktura proteina zahteva potpuno
ureden trodimenzionalni raspored svih atoma u molekulu proteina. Ova struktura
stabilizovana je pored vodoni¢ne i drugim energetski jo§ povoljnijim hemijskim
vezama izmedu R ostataka aminokiselina u polipeptidnom lancu kao $to su jonske,
kovalentne, hidrofobne, disulfidne veze i disperzne sile uslovljene intramolekulskim
interakcijama funkcionalnih grupa iz bo¢nih nizova. Primeri napred navedenih veza
dati su na slici 4-15.

(a) Disperzne sile (b) Jonska sila

}

—COO ——NH;"

/
Proteinski lanac Proteinski lanac
(©) Vodonic¢na veza (d) Disulfidni most

5*/5—

—OH.....0=C-O

l

—S— §—

Proteinski molekul Protenski molekul

Slika 4-15. Intramolekulske veze u tercijarnoj strukturi proteina: a - disperzne sile,
b - jonska veza, ¢ - vodoni¢na veza, d - disulfidni most.

Nacin stvaranja tercijarne strukture. I danas se smatra da nabiranje
peptidnog lanca pocinje ve¢ u toku njegove biosenteze na ribozomima. Nacin
nabiranja odreden je sekvencom. Odredene aminokiseline (Glu, Ala, Leu, Met)
posebno su sklone da grade a-heliks. Ako se u redosledu nalaze 4 takve
aminokiseline ili ih je pet, tada se one rasporeduju u o-heliksu, koja dalje raste dok
se u sekvenci ne pojavi aminokiselina sa malom sklonos¢u stvaranja o-heliksa (Gly,
Pro, Asn, Tyr, Lys, Val i dr.) koja prekida heliks. Slicno se ponasaju aminokiseline
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Tyr, Val, Ile sklone stvaranju B-nabrane strukture, suprotno Ser, Gly, Lys, Glu, Pro
1 Asp koje su naznaCene kao aminokiseline koje prekidaju nabranu strukturu. Kako
je sekvenca genetski determinisana to je i prostorna struktura genetski definisana.

Tercijarna struktura je termodinamicki pogodnija od sekundarne, jer
hidrofobni ostaci R na kraju peptidnog lanca imaju znatno manje izraZzenu
tendenciju za narusavanje strukture vode.

Proteini se klasifikuju na osnovu tercijarne strukture u globularne koji
mogu biti loptasti ili elipsoidni i fibrilarne koji mogu biti jednostruki, dvostruki ili
viSestruki (slika 4-16).

Slika 4-16.
Tercijarna struktura proteina:
(a) globularna, (b) fibrilarna.

Globularni - su oni
proteini kod kojih su odnosi
njihovih osa (duzina : S$irina)
manji od 10:1. Sastoje se iz
peptidnih lanaca koji su izuvijani
1 namotani na kompaktan nacin.
Medusobni odnos njihovih osa
nije veéi od 3:1 ili 4:1. Kod
biljaka globularni proteini su pre
svega bioloski aktivni proteini.

Fibrilarni (fibrilni) proteini - su strukturni proteini kod kojih su odnosi osa
veci od 10. Nastaju preplitanjem nekoliko polipeptidnih lanaca. Fibrilarni proteini
su jako izduzeni (sl. 4-16b) i pretezno se javljaju u obliku sekundarne strukture. Oni
grade vlakna, od kojih su neka ugradena u matrice od organskog ili neorganskog
materijala, Sto dodatno doprinosi ¢vrsto¢i bioloskih struktura u kojima se ovi
molekuli nalaze. Fibrilni proteini, imaju strukturnu i zastitnu ulogu, a predstavljaju
klju¢ne komponente u bioloskim strukturama.

Fibrilarni proteini su nerastvorni, i ne mogu se dobiti u kristalnom stanju,
Sto znatno otezava njihovo izolovanje i ispitivanje. Medutim na osnovu difrakcije
X-zraka vlakna fibrilnih proteina mogu da se dobiju osnovni podaci o strukturi ovih
molekula. Zbog svoje relativno jednostavne strukture ovi proteini su pogodni za
izuCavanje odnosa izmedu strukture, svojstava i funkcije proteina.

Navedeni oblici strukture proteina nastaju umotavanjem o-uzvojnice
sekundarne strukture. Novija istraZivanja su pokazala da se u vecini globularnih
proteina globula ne sastoji samo iz o-heliksa ve¢ sadrzi i domene B-strukture
(paralelne i antiparalelne) koji se naizmenicno smenjuju. Ovi domeni su od
posebnog znaCaja za specificnost delovanja aktivnog centra bioloski aktivnih
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proteina (enzima). Prema vrsti domena koje sadrze proteini tercijarne strukture se
mogu klasifikovati u 4 grupe:
¢ proteine u kojima preovladava struktura oi-uzvojnice,
¢ proteine u kojima preovladava B-nabrana struktura,
¢ proteine u kojima se a-uzvojnica nalazi u jednom delu
strukture, a u drugom P-nabrana struktura i
¢ proteine u kojima se naizmeni¢no smenjuju o-heliks i B-plocica.

Princip izmenjivosti Boop-supersekundarne strukturna je karakteristika
mnogih do danas ispitanih dehidrogenaza (enzima) kod kojih se pravilno izmenjuju
odsecci o-heliks i B-nabrane strukture. Na slici 4-17 prikazan je iseCak tercijarne
strukture gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze na kojoj se prepoznaje princip
izmenjivosti Bafop-supersekundarne strukture.

Slika 4-17.

Tercijarna  struktura  gliceraldehid
3-fosfat dehidrogenaze (pojednost-
avljen prikaz ofaf supersekunda-
rne strukture enzima).

Kod mnogih dehidrogenaza
nadena je sli¢na tercijarna struktura
Sto filogenetski posmatrano pokazuje
da su ovi molekuli proizasli iz istog
praoblika. Postoje, ocigledno,
homologne tercijarne strukture, isto
kao §to postoje i homologne sekvence. Sto su proteini vise divergirali od
zajednickog pretka i razlike u njihovoj aminokiselinskoj sekvenci su vece.
Identi¢nost aminokiselinske sekvence od 25-30% smatra se visoko znacajnom, tako
da se proteini, kod kojih se utvrdi ovaj nivo identi¢nosti aminokiselinske sekvence,
nedvosmisleno svrstavaju u homologe. Posto se slicnost u funkciji smatra takodje
indikacijom da su proteini divergirali od zajedni¢kog pretka, kao kriterijum za
utvrdjivanje homologije medju proteinima uzima se i (u najSirem smislu) slicnost u
njihovim funkcijama. Na osnovu poredjenja kristalnih struktura i aminokiselinskih
sekvenci, utvrdjeno je da se polipeptidni nizovi u domenima kod kojih je > 30%
aminokiselinske sekvence identi¢no, uvijaju na isti na¢in, a oni kod kojih je < 25%
aminokiselinske sekvence identi¢no, uvijaju se (ali ne neophodno) na razlicit (nov)
nacin.

Sve je viSe podataka, koji ukazuju, da se i polipeptidni nizovi kod kojih
sli¢nosti u aminokiselinskim sekvencama nisu statisti¢ki zna¢ajne (< 25%), uvijaju
na slican nacin. Tako npr. citohromi koji imaju < 30% identi¢ne sekvence imaju
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oc¢igledno sli¢ne tercijarne strukture. Sli¢na je situacija i sa drugim sli¢nim
(homologim) proteinima. Postavlja se pitanje da li kod ne-homologih proteina mogu
da se jave sli¢ne tercijarne strukture. Ovo bi ukazivalo da su neki na¢ini uvijanja
polipeptidnog niza (neke topologije) periferne u odnosu na druge. Analizom
uvijanja ne-homologih polipeptidnih nizova (identi¢nost sekvence <25%, sli¢nost
tercijarne strukture <80%, bez funkcionalne sli¢nosti) utvrdjeno je da se 46% ne-
homologih domena (koji se trenutno nalaze u proteinskoj bazi podataka) uvija na
jedan od nacina prikazanih na slici 4-14. Sli¢an nacin uvijanja polipeptidnih nizova
koji se javlja kod tri ili viSe proteina koji nisu homologi naziva se super uvijanje.
Razliciti oblici tercijarnih struktura nekih globularnih proteina sa domenima o.-
heliksa i B-plisirane strukture dati su na slici 4-18.

Slika 4-18.
© Tipovi struktura nekih
globularnih proteina
(a) dominira o-heliks;
(b) dominira B-plisirana
struktura;
(¢) mesana o- heliks i B-
nabrana struktura.

()

Promena  tercijarne
strukture uslovljava promenu

' d bioloskih (na primer enzimsko
klozailkk Imunoglobulin Hek=okinaza, o . .
duvana V,domen Aemen 1 ili hormonsko delovanje) i

fizickih osobina proteina. Ona
se menja pod uticajem genetskih mutacija pri kojima dolazi do konformacionih
izmena i stvaranja manje aktivnih i neaktivnih proteina.

Kvaternarna struktura - je finalni oblik strukture proteina nastala
interakcijom razli€itih polipeptidnih lanaca. Veliki proteini (npr. globularni
proteini mase vece od 100 kD) skoro po pravilu se javljaju u obliku agregata koji se
sastoje iz subjedinica asosovanih na geometrijski odredjen nacin. Naziv kvaternarna
struktura za proteine koji se sastoje iz nekovalentno vezanih subjedinica, uveo je
Bernal, 1958 godine, kao dopunu nesto ranije uvedenim terminima primarna,
sekundarna i tercijarna. Mnogi rastvorljivi proteini, a i neki nerastvorljivi, su
izgradeni iz dva ili viSe (dimer, trimer ili tetramer) polipeptidnih lanaca ili
subjedinica koje mogu biti iste ili razli¢ite. Ove subjedinice se mogu izolovati iz
koncentrovanog rastvora soli ili pod blagim uslovima denaturacije. U tabeli 4-2 dat
je pregled nekih proteina koji su izgradeni iz dve i viSe subjedinica.
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Tabela 4-2. Proteini sa dve i viSe subjedinica.

Vrsta proteina Mr Broj
proteina subjedinica

Nitrat-reduktaza 197.000 2
Aldolaza 142.000 3
Heksokinaza 96.000 4
Gliceraldehid-3-fosfat 140.000 4
dehidrogenaza
Ureaza 483.000 6
Glutamat-dehidrogenaza 2.000.000 8
Mozaik virus duvana 40.000.000 2130

Subjedinice nisu uvek identicne. Kod ne-homologih proteina, enzimi i
drugi bioloski aktivni molekuli kombinovanjem subjedinica u kvaternarnu strukturu
Stite se od proteolitickog ataka.

Subjedinice proteina mogu uticati jedna na drugu prilikom vezivanja
manjih molekula. Ta pojava se naziva kooperativnost. Veza subjedinica moze biti
jaca uz uces¢e manjih molekula (pozitivna kooperativnost) ili slabija (negativna
kooperativnost). Kvaternarna struktura
proteina je stabilizovana Van der
Waalsovim silama, vodoni¢nim,
hidrofobnim i  jonskim  vezama
uspostavljenim izmedu  razli¢itih
subjedinica (intermolekulske
interakcije).

Uopsten oblik  kvaternarne
strukture proteina moze se pri-kazati
pomocu modela enzima aspartat-
amonijumliaze (EC 4.3.1.1) u kojem je
svaka podjedinica predstavljena poseb-
nom loptom (slika 4-19).

Slika 4-19.
Model kvaternarne strukture aspartat-amonijumliaze.

Dovoljno je da se samo jedna subjedinica izdvoji iz agregata kvaternarne
strukture molekula proteina pa da enzim izgubi svoju biolosku funkciju. Aspartat-
amonijumliaza ili aspartaza (EC 4.3.1.1) katalizuje reversnu konverziju aspartata u
fumarat (jednacina 4-1)
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"00G—GH,—GH—COO’ CH—COO™ + NH4 (4-1)
NH» CH—COO"
A spartat Fumarat

Strukture proteina u prostoru (sekundarna, tercijarna i kvaternarna) date su
na slici 4-20.
(a)

©)

(b)

By

8

Tercijarna struktura: ay
kompletan proteinski lanac
(B-lanac hemoglobina)

Kwvaternarna struktura:
(4 posebna lanca hemoglo-
bina ugruZena u oligomer)

Sckundarna
struktura (heliks)

S1.4-20. Strukture proteina: sekundarna (a), tercijarna (b) i kvaternarna (c).

Napred navedene strukture proteina se nazivaju nativne ili
visokoorganizovane strukture. One su odgovorne za njihova bioloska svojstva, a
samim tim i funkcije u biljkama i dr. Zivim organizmima. Nativnu strukturu mogu
menjati mnogi faktori. Protein kome je promenjena nativna struktura naziva se
denaturisanim proteinom. U toku denaturacije globularni proteini se izduzuju u
fibrilarne da bi potom dobili neuredjenu strukturu (koja se definiSe jos i kao stanje
nereda) i nastaje kao posledica izmena u disperznim silama, vodoni¢nim i jonskim
vezama itd.U prisustvu redukcionih agenasa raskidaju se i disulfidne veze
(reduktivna denaturacija). Reduktivna denaturacija ribonukleaze u 8 M urei sa
tioetanolom prikazana je na slici 4-21. U nekim slu¢ajevima denaturacija moze biti
reversna pa dobija naziv renaturacija. Proces u kojem se ireversnom denaturacijom
dobija ¢ist proizvod naziva se koagulacijom. Denaturacija proteina je nasla primenu
u pripremi hrane odnosno povecanju svarljivosti i u medicini.

Denaturaciju proteina mogu izazvati razliiti agensi kao npr. visoka
temperatura, UV-zrafenje, kiseline i baze, organski rastvaraci, soli teskih metala, X-
zraci, detergenti, urea i dr.
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Slika 4-21. Reduktivna denaturacija i renaturacija ribonukleaze: (1) nativni
protein, (2) denaturisan i (3) renaturisan protein.

Denaturacijom proteina se gube njihova bioloska svojstva, menja njihova
rastvorljivost u vodi, rastvorima soli, alkoholu, zatim viskoznost rastvora, oblik i
izgled molekula, hidrofilnost, povec¢ava se osetljivost na delovanje proteolitickih
enzima i dr. Denaturacijom proteina se istovremeno vrsi i njihova promena u
hidrofilnosti. Starenje je jedna vrsta ireverzibilne denaturacije proteina. Procesi koji
rezultiraju u ireverzibilnoj denaturaciji mogu biti konformacioni (agregiranje i
nastajanje pogresnih struktura) i kovalentni (hidroliza peptidnih veza, nastajanje S-
S veza, deamidovanje itd).

4.3. Klasifikacija proteina

Proteini biljaka su osnovna hrana ljudi i Zivotinja jer su jedini izvor esencijalnih
aminokiselina. U ishrani ljudi biljni proteini su zastupljeni sa 80%, proteini
zivotinja sa 15%, a riba sa 5%. Do danas je iz biljaka izolovan veliki broj proteina,
te se javlja potreba za njihovom klasifikacijom. Zbog nepoznavanja primarne
strukture veéine proteina, nije se mogla uvesti hemijska klasifikacija te je pokusano
da se biljni proteini klasifikuju prema:

¢ slozenosti,

& subcelularnoj lokacij,

& funkciji,

& clektroforetskoj pokretljivosti i dr.

Nijedna od navedenih klasifikacija nije kompletna i one se medjusobno
mogu dopunjavati. Medjutim u praksi se najceSce koristi klasifikacija proteina
prema sloZenosti (u Sirem smislu), na osnovu koje se proteini mogu podeliti u dve
grupe i to:

¢ proste (nekonjugovane ) proteine i

¢ sloZene (konjugovane) proteine.
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Prosti (nekonjugovani) proteini - daju hidrolizom samo aminokise-
line 1 dele se na globularne 1 fibrilarne proteine. Jo§ je Osborn 1924. godine
globularne proteine biljaka klasifikovao na osnovu njihove rastvorljivosti i
osobina koja je jos i danas u upotrebi u Cetiri grupe (tabela 4-3).

Tabela 4-3. Prosti (globularni) proteini biljaka.

Naziv Rastvorljivost Sastav Nalazenje
proteina
Rastvorni u desti- | Sadrze pretezno U biljkama se nalaze u
lovanoj vodi pri Glu, Lys, Leu koli¢ini 0.6-2.0% i to manje
| neutralnim ili slabo (15%) ine u zelenim delovima, a vise u
Albumini kiselim pH, sadrze Gly. zrnu kao leukozin u pSenici,
zagrevanjem lako razi, jeému i legumelin u
koaguliSu. grasku.
Nerastvorni u Sadrze prete- Veoma su rasprostranjeni u
vodi , arastvorni u | zno Leu(4%)Val | biljkama i to kao legumin u
o razblazenim , Lys, Ser, Glu, grasku, fazeolin u pasulju,
Globulini rastvorima soli, ane sadrze Gly. | konglutin u lupini, glicinin u
zagrevanjem tesko soji 1 edestin u konoplji.
koaguli$u
Nerastvorni u vodi, | Ne sadrze Lys U biljkama se nalaze od 1-
rastvorima soli i ali su bogati u 3% i to: orizenin u pirincu,
Glutelini EtOH, a ras-tvorni | Pro, Asp i Glu. vicilin u grasku, glutenin u
u jakim ki-selinama pSenici i kukuruzu.
i bazama
Rastvorni su u | SadrZe najvi- Se U zmastim kulturama i to:
Prolamini | 90% etanolu, ali ne Pro i Glu. avein u ovsu, gliadin u
iuvodi.. pSenici, hordenin u jeCmu.

Zastupljenost navedenih globularnih proteina u semenu nekih biljnih vrsta
prikazana je u tabeli 4-4.

Tabela 4-4. Udeo globularnih proteina (% u odnosu na ukupne proteine).

Biljna Albumin Globulin | Glutelin Prolamin

vrsta (%) (%) (%) (%)
Avena sativa (Ovas) u tragu 80 5 15
Zea mays (Kukuruz) 14 0 31 48
Oryza sativa (Pirinac) 5 10 80 5
Pisum sativum (Grasak) 40 60 0 0
Cucurbita pepo (Bundeva) u tragu 92 malo u tragu
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Slozeni (konjugovani) proteini ili proteidi - sadrze pored proteinskog i
neproteinski deo koji se naziva prosteticnom grupom. Ona je obi¢no vezana za
proteinski deo molekula kovalentnim, heteropolarnim ili koordinativnim hemijskim
vezama. ProstetiCna grupa moze biti neki ugljeni hidrat, lipid, nukleinska kiselina,
metal, pigment, fosfatni ostatak i dr. Prema prirodi prosteticne grupe slozeni
proteini (konjugovani proteini ili proteidi) se mogu podeliti u nekoliko grupa i to:

¢ nukleoproteine,

¢ glikoproteine,

¢ lipoproteine

¢ metaloproteine i dr.

Nukleoproteini - su slozeni proteini jedra, hromozoma, ribozoma i
mitohondrija. Oni kao neproteinsku komponetu sadrze nukleinske kiseline. Sastoje
se iz baznog proteina histona ili prolamina ¢ije se relativne molekulske mase krecu
od 10.000 do 20.000 pa i viSe. U biljkama histoni se javljaju u osnovna tri
strukturna oblika i to kao:

- histoni bogati Lys,

- histoni sa manjim sadrzajem Lys i

- histoni bogati Arg.

Obicno u svojoj strukturi histoni sadrze viSe stotina aminokiselinskih
ostataka (najces¢e od 100 - 250) i sa nukleinskim kiselinama grade jedinjenja tipa
soli koja omotavaju spiralu DNA.

Lipoproteini - sadrze lipid kao neproteinsku komponentu koji je veoma
¢vrsto vezan za ostatak proteina tako da se ova dva dela molekula veoma tesko
razdvajaju elektroforezom, ultracentrifugovanjem i talozenjem solima teskih metala.
Lipidna komponenta je najcesce lecitin, kefalin ili holesterol. Odnosi proteinskog
dela prema lipidnom variraju od 20:80 do 75:25. Lipoproteini se najve¢im delom
nalaze u ¢elijskoj membrani, mitohondrijama i sl.

Lipoproteini su od posebnog znacaja za strukturu i funkciju celijskih
membrana. Postoji visSe modela kojima se predstavljaju ¢elijske membrane. Na slici
4-22 dat je jedan od njih nazvan fluidno-mozai¢ni model, koji je postavio Singer
1971.g.

Slika 4-22. Fluidno-mozai¢ni model membrane po Singeru.
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Glikoproteini - sadrze ugljene hidrate od kojih najéesce oligosaharide kao
prosteti¢nu grupu. Oni mogu biti sastojci Celijskih membrana, enzimi (kao npr.
peroksidaza), lektini (fitohemaglutin koji izaziva aglutinaciju eritrocita), hormoni,
otrovni proteini (ricin iz semena ricinusa) komponente sluzi i dr. Mnogi
glikoproteini transportuju supstance kroz membrane.

Metaloproteini - su konjugovani proteini sa metalima. U
metaloproteinima metali su funkcionalni sastojci ovih molekula i obi¢no nosioci
njihovih katalitickih i regulatornih funkcija. Znacajniji metaloproteini koji sadrze
gvozde su citohromi, respiratorni pigmenti, enzimi (npr katalaza i dr) itd. Cink je
prisutan u karboanhidrazama, a neki glikoliticki enzimi i proteaze sadrze
magnezijum. Bakar je prisutan u nekim oksidoreduktazama. U grupu
metaloproteina se ubrajaju i Na-zavisne ATP-aze kao i enzimima sa Mo tzv. Mo-
enzimi. Kako su ova jedinjenja Cesto obojena kao npr. citohromi i dr. mogu se
svrstati 1 u hromoproteine. Od navedenih najrasprostranjeniji su metaloproteini sa
gvozdem. Pored napred navedenih klasifikacija proteini se mogu klasifikovati i po
osnovu njihove bioloske funkcije na vise grupa koje obuhvataju:

¢ enzime,

¢ rezervne proteine (proteini semena),

+ metabolicke proteine (proteini citoplazme),

+ membranske proteine (periferni i integralni proteini) itd.

Kako su ve¢ neke od navedenih grupa proteina obradene ranije u ovom
poglavlju ili ¢e biti u poglavljima koja slede (enzimi) to na ovom mestu navodimo
samo neke karakteristike i bioloSke funkcije membranskih proteina. Proteini u
biolo§kim membranama mogu biti udruzeni sa lipidnim slojem na dva nacina: kao
periferni proteini - na povr§ini membrane, ili kao integralni proteini (slika 4-23).

g

Slika 4-23. Neki tipovi proteina udruzeni sa membranama.

Proteini na slici 4-23 oznaceni brojevima 1, 2 i 4 su integralni proteini,
dok je protein 3 periferni protein. Kao $to je i pokazano integralni proteini mogu
biti udruzeni sa lipidnim slojem membrana na viSe nafina kao npr. poprecni-
tunelski (protein 1), sasvim leze¢i u membrani (protein 2) i projektovan u membrani
(protein 4). Membranski proteini imaju razlic¢ite funkcije u bioloskim membranama
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bilo kao pomagaci u transportu supstanci u ili izvan ¢elije tzv. transportni proteini
ili pak u “hvatanju” specificnih bioloski aktivnih supstanci Sto je specifi¢nost
receptorskih proteina.

U novije vreme se proteini klasifikuju i prema subcelularnoj lokaciji.
Njihov procentni udeo u nekim znacajnim organelama je slede¢i: 40-60% u
hloroplastima, 35-40% u mitohondrijama i 1-2% u jedru.

Proteini se mogu klasifikovati i prema elektroforetskoj pokretljivosti.
Elektroforeza je kretanje naelektrisanih molekula proteina u rastvoru pod uticajem
jakog elektri¢énog polja koje je uslovljeno naelektrisanjem i molekulskom masom
proteina.

Od biljnih proteina od posebnog su znacaja proteini ratarskih kultura. Neki
od njih mogu biti inhibitori proteolitickih enzima sisara (kao npr. tripsin inhibitor
soje, TIS) i tako smanjiti hranljivu vrednost biljnih proteina. Ovi inhibitori nisu jo§
dovoljno prouceni ali rezultati koji postoje ukazuju da se o njima mora voditi
racuna pri koris¢enju biljnih proteina u ishrani. Procentni udeo proteina u nekim
ratarskim kulturama je razlicit i dat je u tabeli 4-5.

Tabela 4-5. Procentni udeo proteina u odnosu na suvu masu.

Kultura Udeo proteina
(%)
10
Kukuruz (Zea mays) 12
Psenica (Triticum vulgare) 16-24
Ricinus (Ricinus communis) 15-30
Suncokret (Helianthus annuus) 30-40
Soja (Glycine max)

Povrée sadrzi relativno malo proteina te je uobiCajeno da se oni
obracunavaju u odnosu na sirovu masu. Krompir (Solanum tuberosum) sadrzi 2%,
kupus (Brassica oleraceae) 1.5%, mrkva (Dactus carota) i krastavac (Cucumis
sativus) 0.01%, a paprika (Capsicum annum) 1.2-1.6%.

Kwvalitet proteina biljaka se ceni prema koli€ini esencijalnih aminokiselina
1 njihovoj svarljivosti. Oni mogu biti “nepotpuna hrana” ukoliko su deficitarni u
nekim aminokiselinama. Tako npr. proteini trava su deficitarni u svim
aminokiselinama, zrna kukuruza u Lys, graska u Trp i Met, pasulja u Lys 1 sl.
Proteini pSenice sadrze polovinu potrebnog Lys za ¢oveka, a proteini krompira i
graska tre¢inu Met i Cys. Procentni udeo esencijalnih aminokiselina u proteinima
suncokreta, lucerke i spana¢a dat je u tabeli 4-6.
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Tabela 4-6. Udeo esencijalnih aminokiselina u proteinima ratarskih kultura.

Aminokiselina Zein Gliadin Suncokret | Lucerka Spana
(%) kukuruza psSenice

Valin 1.9 3.0 5.1 5.0 6.1
Leucin 2.9 6.0 6.4 6.3 9.5
Izoleucin - - 4.3 3.7 4.9
Fenilalanin 7.6 2.5 4.5 33 6.1
Metionin 2.4 2.3 1.5 1.0 2.1
Triptofan 1.8 1.4 1.4 - -
Lizin - 8.2 3.6 7.9 7.3

Kvalitet proteina pre svega zavisi od aminokiselinskog sastava i njihove
zastupljenosti, $to odredjuje njihovu “nutritivnu” i1 “energetsku” vrednost, kao i
fiziolosko-biohemijsku funkciju u éeliji. U tabeli 4-7 dat je aminokiselinski sastav
dominantnih proteina nekih ratarskih kultura.

Tabela 4-7. Aminokiselinski sastav nekih proteina ratarskih kultura (%).

Amino- Edestin iz Zein iz Gliadin iz Kukurbitin iz

kiselina konoplje kukuruza psSenice tikve
Gly - - 1.0 5.1
Ala 4.3 9.8 2.5 5.7
Val 5.7 1.9 3.0 5.6
Leuille 4.7-7.5 25.0 6.0 13.3
Phe 5.5 7.6 2.5 8.3
Pro 4.3 9.0 13.2 5.4
Met 2.4 2.4 2.3 2.5
Cys 0.9 0.9 2.3 0.8
Ser 6.3 1.0 0.1 5.7
Thr 3.9 - 3.0 3.0
Tyr 4.3 5.9 3.1 3.7
Trp 1.5 0.2 0.9 -
Asp 12.0 1.9 1.4 6.8
Glu 20.7 31.3 46.0 24.2
Arg 16.7 1.6 3.2 15.2
Lys 2.4 - 0.6 4.0

Proteini biljaka bi¢e i u buduénosti glavna hrana za ¢oveka i zivotinje i
pored toga Sto se planiraju novi izvori proteina - sinteticki proteini kao i proteini iz
parafina nafte, planktona mora i dr. Osim za ishranu proteini su znac¢ajni za primenu
kao antimetaboliti (toksi¢ni proteini) i kao zaStitna sredstva protiv.
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Izvod

& Proteini su najrasprostranjeniji, a pored nukleinskih kiselina i najvazniji
makromolekuli biljaka. Po hemijskom sastavu su polimeri aminokiselina, specifi¢ni
za odredjene biljne vrste. Proteini disosuju kao katjoni ili anjoni i mogu se smatrati
polielektrolitima sa visoko izrazenim amfolitnim svojstima.

& Kod svih zivih sistema pa time i biljaka proteini imaju dve esencijalne i
razli¢ite uloge: oni predstavljaju strukturni materijal i pokazuju karakteristicnu
aktivnost 1 funkciju pa su samim tim i nosioci osnovnih zivotnih funkcija u celiji.
Svi zivotni procesi ¢elije se odvijaju u strukturama proteina ili uz njihovo ucesce.
Oni su i katalizatori brojnih biohemijskih procesa u ¢eliji.

& Moze se re¢i da ne poznajemo Zivot bez proteina. Njihove fizicko-
hemijske osobine su zasnovane na koloidnom karakteru molekula proteina (geli-
,s0li) koji je uslovljen njihovim izuzetno velikim molekulima. Proteini biljaka se
razlikuju medusobno u broju i redosledu aminokiselinskih ostataka, polipeptidnih
lanaca, molekulskoj masi itd.

& Proteini sa vodom grade koloidne rastvore. Stabilnost ovih koloida je
razlicita i uslovljena je afinitetom prema vodi. Rastvori proteina u biljci imaju
funkciju puferskih sistema velikog kapaciteta, a stabilnost u rastvoru je uslovljena
njihovim afinitetom prema vodi odn. prisustvom hidrofilnih i hidrofobnih grupa u
molekulu.

& Nativna ili visokoorganizovana struktura proteina pored primarne
(redosled amonokiselina) podrazumeva i prostornu odn. trodimenzionalnu strukturu
koja je definisana sekundarnom, tercijarnom i kvaternarnom strukturom proteina.

& Proteini biljaka se klasifikuju prema sloZenosti strukture, funkciji,
subcelularnoj lokaciji 1 elektroforetskoj pokretljivosti.

& Kwvalitet biljnih proteina je wuslovljen prisustvom esencijalnih
aminokiselina (Val, Leu, Ile, Phe, Met, Trp i Lys).

& Neki proteini biljaka mogu biti Stetni za coveka 1 Zivotinje jer
inhibitorno deluju na proteoliticke enzime organa za varenje, npr. tripsin-inhibitor
soje (TIS). To je protein relativno male molekulske mase (Mr 21.100) izgradjen iz
181 aminokiselinskog ostatka poznate sekvence sa o-heliksnom strukturom u
prostoru.

& Zadatak struc¢njaka biljne proizvodnje je stvaranje proteinskih sorti i
hibrida (soja i dr.) bez proteolitickih inhibitora, kako bi njihova hranjiva vrednost
bila $to veca.
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Razmena materija i svih Zivotnih procesa odvija se biohemijskim reakcijama
katalizovanim sa nekoliko hiljada proteinskih katalizatora - enzima. Enzimi su
specificni prosti ili sloZeni globularni proteini (sa izuzetkom nekih skoro otkrivenih
ribonukleaza-RNaza koje katalizuju sopstveno uplitanje) koji ubrzavaju, ili regulisu
brzinu termodinamicki mogucih reakcija, smanjivanjem energije aktivacije na
relativno niskoj temperaturi i normalnom pritisku. U ¢elijama se nalaze u kolic¢ini
od 90% u odnosu na ukupne proteine, ali je samo mali broj enzima aktivan u
posmatranom trenutku.

5.1. Hemijski sastav, strukture
1 funkcije enzima

Proucavanje hemijskog sastava enzima zapocelo je izolovanjem prvog enzima
ureaze (1926. godine) u kristalnom stanju, iako su procesi katalizovani enzimima
bili poznati od davnina. Smatra se da je do danas izolovano i hemijski
determinisano oko 3.000 enzima c¢ije realativne molekulske mase (M;) imaju
vrednost od 12.000 do preko 1.200 000.

Prema hemijskom sastavu enzimi se mogu klasifikovati u 3 grupe i to:

& proste proteinske enzime,

¢ metalo-proteinske enzime i

¢ sloZene proteinske enzime.

Prosti proteinski enzimi - su izgradjeni isklju¢ivo iz proteina, odnosno
polimerizovanih aminokiselina i imaju sve hemijske osobine Cistih proteina. Oni se
prema slozenosti to jest broju polipeptidnih lanaca u molekulu mogu podeliti na
monomerne 1 oligomerne enzime.

Monomerni enzimi - su enzimi izgradjeni isklju¢ivo od prostog
polipeptidnog lanca i ne mogu disosovati u manje jedinice. Najces¢e katalizuju
hidroliticke reakcije i obi¢no su izgradjeni od 100-300 aminokiselinskih ostataka.
Vrednosti M; se krecu od 13.000 do 30.000. Monomerni enzimi su neke proteinaze
i peptidaze.

Oligomerni enzimi - su izgradjeni iz dva ili viSe polipeptidnih lanaca koji
su povezani nekovalentnim interakcijama (ali ne i peptidnim vezama), pa se
nazivaju dimernim, trimernim ili tetramernim enzimima Cije M, imaju vrednosti
iznad 35.000. Enzimi glikolaze su oligomerni i izgradjeni su od 2 ili 4 subjedinice.

Metalo-proteinski enzimi - kao biokatalizatori pored proteina u svojoj
strukturi imaju i metalni jon (kao kofaktor) koji olakSava enzimu da obavi
kataliticku funkciju. Neki od enzima koji u svojoj strukturi sadrze metalni jon dati
suu tabeli 5-1.
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Tabela 5-1. Enzimi sa metalnim jonom kao kofaktorom.

Naziv enzima Metalni joni
(kofaktori)

Katalaza, peroksidaza Fe*'/Fe’
Tirozinaza, citohrom-oksidaza cu*
Arginaza, fosfotransferaza Mn**
Alkohol-dehidrogenaza Zn**
Fosfo-hidrolaza Mg**
Piruvat-kinaza K'
Glutation-peroksidaza Se*”

Slozeni proteinski enzimi - pored proteinskog dela u svom sastavu imaju
koenzim (Co) ili prosteti€nu grupu (vidi poglavlje 6). Proteinski deo enzima se
naziva apoenzim, a slozeni enzim holoenzim. Tako npr. sloZeni proteinski enzim
je i piruvat-dekarboksilaza koja kao koenzim u svojoj strukturi sadrzi vitamin B;.

Sematski prikaz prostih i slozenih enzima dat je na slici 5-1. Prost enzim A
se jedini sa koenzimom (Co) ili prosteticnom grupom u slozeni dvokomponentni
enzim ili holoenzim B.

APOENZIM (A) + KOENZIM (Co) = HOLOENZIM (B)

B

A Co

Slika 5-1. Prosti (A) i slozeni (dvokomponentni) enzim (B).

Shematski prikaz opste enzimske reakcije dvokomponentnog enzima dat je

na slici 5-2.
e .
| — 6-
. @
E P

ES
k+1 k+2
E+S __— ES— > E+P
k-1

Slika 5-2. Shematski - enzimska reakcija sa dvokomponentnim enzimom.
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Na slikama 5-1 i 5-2 se vidi da molekul enzima nije aktivan celom svojom
povrSinom ve¢ samo njenim manjim delom koji je sposoban da se spaja sa
supstratom. Navedeni deo enzimske povrSine se naziva aktivnim centrom. On je
kod prostih jednokomponentnih enzima zamrSeno trodimenzionalno udubljenje
(pukotina ili dZzep) definisane strukture koja nastaje nabiranjem aminokiselinskih
ostataka proteinskog lanca. Zauzima samo oko 5% od celokupne povrsine enzima.
Kod slozenih dvokomponentnih enzima u aktivnom centru se nalazi koenzim ili
metalni jon odn. prosteticna grupa. Kako se enzimske reakcije odvijaju u vodenoj
sredini u kojoj enzimi "plivaju" to je aktivan centar enzima ispunjen molekulima
vode. U momentu kada se enzim vezuje sa supstratom, supstrat istiskuje vodu iz
aktivnog centra enzima (i tako utiCe da sredina oko njega bude manje polarna).
Odnosi veli¢ine molekula E, S i vode dati su na slici 5-3.

Supstrat
Kompleks ES
Voda Slika 5-3.
Enzim, supstrati i enzim-
supstrat kompleks (ES) u
. vodenoj sredini.
Enzim

U aktivnom centru enzima postoje mesta za vezivanje supstrata i kataliticko
mesto. Funkcionalne grupe aktivnog centra mogu ucestvovati u vezivanju supstrata
ili sudelovati u enzimskoj reakciji kao kataliticke grupe.

Enzimi se vezuju za supstrat uspostavljanjem hemijskih veza izmedu
funkcionalnih grupa enzima, (koenzima ili prosteticnih grupa) sa funkcionalnim
grupama supstrata. Reaktivne funkcionalne grupe mogu reagovati kao elektrofilne
(siromasne elektronima) ili kao nukleofilne grupe (bogate elektronima), pri cemu
jedna grupa reaguje sa drugom grupom. U enzimima metalni joni Mg®", Mn*" i Fe’",
kao i NH," grupa proteina deluju kao elektrofilne, a -OH grupa Ser, -HS grupa Cys,
imidazolska grupa His i sl. kao nukleofilne grupe te omogucéavaju uspostavljanje
kovalentnih veza. Osim navedenog, enzim i supstrat se mogu spajati jonskim,
vodonicnim, koordinativnim vezama kao i Van der Waals-ovim silama.

Spajanje enzima i supstrata se moze prikazati pomocu nekoliko modela kao
npr. :

¢ model kljuca i brave po E. Fisher-u,

¢ model indukovanog prilagodavanja po D. Koshland-u,

& model fluktacionog prilagodavanja.
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Model kljuca i brave - po kojem je aktivnho mesto enzima samo po sebi
oblikom komplementarno obliku supstrata (slika 5-4). Supstrat se vezuje u dve
tacke aktivnog centra enzima dovode¢i reaktivne grupe u blizinu dva kataliticka
mesta. Ovaj model je postavljen u vreme kada strukture enzima nisu bile poznate
(1890. g.).

Slika 5-4.

Model kljuca i brave po
Emilu Fisheru. V-mesto
vezivanja na enzimu; K
- kataliticCko mesto; V-
mesto za vezivanje na
supstratu; R - reaktivna

grupa.

Vs

ES

Navedeni model je pogodan samo za tumacenje vezivanja dva ili viSe
supstrata kao i tumacenje kinetike enzimskih reakcija, ali nije pogodan za
tumacenje fleksibilnosti enzima. Prema modelu kljuca i brave u toku vezivanja E sa
S ne dolazi do konformacionih promena, jer sve strukture ostaju fiksirane.

Model indukovanog prilagodavanja - je noviji model, kojeg je 1958. godine
formulisao Koshland. On je analizom X-zracima, i drugim spektroskopskim
metodama utvrdio da postoji razlika izmedju slobodnog enzima i enzima vezanog
za supstrat. Vezivanje supstrata za enzim moze dovesti do konformacionih promena
tj. izmena u trodimenzionalnoj, ali ne i u primarnoj strukturi enzima (slika 5-5).

Slika 5-5.

Model indukovanog
prilagodavanja, akti-
vnog centra enzima
obliku” supstrata po
Danijelu Koshlandu.

Aktivno mesto enzima “labavo visi” u prostoru prema krutom supstratu i
tako omogucava da se enzim omota oko supstrata i priblizi katalitickim reaktivnim
grupama. Supstrat se u ovom slu¢aju moze porediti sa rukom, a aktivnho mesto
enzima sa gumenom rukavicom. Supstrat (ruka) ostaje fiksirana, a aktivan centar
(rukavica) menja konformaciju da bi bio komplementaran vezuju¢em supstratu.
Pomo¢u modela indukovanog prilagodjavanja moze se ostvariti visok stepen
specifi¢nosti enzima. Prema napred navedenom modelu reakcije katalizuju enzimi
heksokinaze i karboksipeptidaze.
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Model fluktacionog prilagodavanja - postavljen je zato Sto prethodna dva
modela nisu mogla da objasne specificnost enzima. U nekim sluc¢ajevima struktura
aktivnog mesta je komplementarna, ali ne egzaktno u odnosu na supstrat. Ako je
struktura aktivnog mesta kruta, supstrat se mora iskriviti” (deformisati) da bi se
vezao za enzim. Navedena deformacija bi¢e rezultat razvlacenja i slabljenja veza
koje se potom kidaju i omoguéavaju enzimsku reakciju.

Pored napred navedenih modela u literaturi se pominju i neke alternativne
konformacione promene indukovane supstratima i drugi modeli vezivanja enzima i
supstrata. Veze izmedju E 1 S su relativno slabe i krec¢u se u rasponu 12,55 - 50,25
kJ/mol. Gradjenje kompleksa ES se moze eksperimentalno odrediti pomocu:

- elektronske mikroskopije,

- promene fizickih svojstava enzima (rastvorljivosti, stabilnosti

na toplotu i dr.),
- gubitkom stereospecificnosti,
- promenom spektroskopskih velicina i dr.

Enzimske reakcije - se mogu nazvati reakcijama aktivnog centra. Ukoliko
je enzimska reakcija viSesupstratna onda na enzimu moze postojati vise aktivnih
centara. Da bi se bolje razumela funkcija enzima mora se poznavati dobro i sredina
u kojoj on deluje i to pH ratvora, temperatura, koncentracija supstrata i enzima,
prisustvo aktivatora i inhibitora i dr.

Enzimi su katalizatori sa velikom efikasno$éu jer katalizuju pretvaranje 107
- 10° molekula supstrata u minuti. Tako npr. reakcija ¢ije poluvreme bez enzima
iznosi 300 godina ubrzala bi se sa enzimom sa faktorom 10" i poluvreme reakcije
bi iznosilo 1 sekundu. Smatra se da se reakcije katalizovane enzimima u
protoplazmi odvijaju 10° - 10" puta brze od spontanih reakcija u vodenim
rastvorima. Za razliku od neorganskih katalizatora koji katalizuju razne hemijske
reakcije (npr. razni metalni joni) i pri tome trpe hemijske promene, enzimi izlaze iz
reakcije nepromenjeni. Zbog navedenog jednu istu reakciju mogu da katalizuju i
1.000 puta sa istom efikasnos¢u. Napred navedene osobine enzima su nasle primenu
u industriji gde se imobiliziraju vestackim membranama, kroz koje prolazi
kontinualno supstrat, daju¢i proizvod reakcije u industrijskim razmerama (enzim
celulaza hidrolizuje celulozu do glukoze).

5.2. Energija aktivacije 1
specifiCnost enzima

Vecina hemijskih jedinjenja je nestabilna in vitro na sobnoj temperaturi. Nasuprot
tome, pod ovim uslovima glukoza moze stajati i viSe godina a da se u prisustvu
kiseonika ne oksiduje u CO, i H,O. Isto tako u nekoj drugoj reakciji reaktanti A i B
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nece dati proizvod P, jer pri njihovim sudarima znatno porastu odbojne sile izmedu
elektronskih oblaka. Da bi se oni “zgnjecili” mora se obaviti rad uz pomo¢
povecane energije sistema, (pre pocetka reakcije potencijalna energija sistema je
ravna zbiru potencijalne energije reaktanata). Povecanje potencijalne energije
reaktanata sistema moze se posti¢i na viSe nacina kao npr.:

¢ povecanjem temperature (kod termohemijskih reakcija),

¢ osvetljavanjem ( kod fotohemijskih reakcija) i

¢ dodavanjem katalizatora.

U prva dva slucaja dodavanjem energije se povecava kineticka energija
reaktanata i tako savladava energetska barijera na putu gradenja proizvoda P prema
jednacini 5-1a.

A+ B —> P (5-1a)

Pocetna energija koja se dovodi reaktantima A i B da bi dali proizvod P
naziva se energija aktivacije. Vrednosti energije aktivacije su male kod reaktivnih
reaktanata a visoke kod slabo reaktivnih reaktanata. Katalizatori smanjuju energiju
aktivacije 1 time omogucavaju uspostavljanje ravnoteze. Reakcije katalizovane
enzimima se odvijaju prema principu katalize meduproizvoda. U ovom slucaju
enzim se kratkotrajno veze sa supstratom u meduproizvod ES koji ima nizu energiju
aktivacije u odnosu na istu reakciju bez katalizatora. Kompleks ES ima dovoljno
energije za gradenje kompleksa EP a potom i proizvoda P (jednacina 5-1b).

E +S & ES & EP - E + P (5-1b)

Dijagrami promene energije u reakcijama katalizovanim enzimima i bez
njih dati su na slici 5-6.

Ao Bezenzima

Sa enzimom

Energiia

Energua aktivacije

—
|

P E+P

Slika 5-6. Dijagram promene energije.
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Prema tome osnovna funkcija enzima u biohemijskim procesima je snizenje
energije _aktivacije. Vrednosti energije aktivacije nekih katalizovanih i
nekatalizovanih reakcija date su u tabeli 5-2.

Tabla 5-2. Vrednosti energije aktivacije kod nekih reakcija izrazene u kJ/mol.

Bez Sa neorganskim
Vrsta reakcije katalizatora katalizatorom Sa enzimom
Razlaganje H,0, 75.10 (H+); 54.70 katalaza; 27.20
(Pt); 49.50
Hidroliza saharoze 133.80 (H"); 107.90 saharaza; 39.70
Hidroliza uree 140.20 (H"); 117.34 ureaza;
48.50

Oksidacija glukoze u CO, i O, obavlja se u biljkama u toku respiracije bez
dodavanja energije jer enzimi koji katalizuju ovaj multistepeni proces sniZavaju
energiju aktivacije. Ova i druge biohemijske reakcije odvijace se do uspostavljanja
ravnoteze koju karakteriSe konstanta ravnoteze (K).

Enzimi, za razliku od neorganskih katalizatora, poseduju osobinu koja se
naziva specifi€nost. Razlikujemo dve vrste specificnosti enzima i to:

& specificnost prema supstratu i

& specificnost delovanja.

Specificnost prema supstratu - uslovljava njegovu veliku selektivnost u
izboru supstrata. Ona je jedna od znacajnijih svojstava zive materije, jer omogucéava
povezivanje enzimskih reakcija u metabolicke puteve. Enzimi mogu imati nekoliko
vrsta specificnosti prema supstratu i to:

Apsolutnu specifiénost - kada enzim katalizuje pretvaranje samo jednog
supstrata (npr. vec¢ina dehidrogenaza, ureaza, arginaza itd.).

Grupnu specifiénost - enzim katalizuje reakcije sa nizom supstrata (npr.
aldoheksoze se mogu fosforilisati sa kinazama i ATP).

Stereohemijsku specifi€nost - kada enzim katalizuje pretvaranje samo
jednog stereoizomernog oblika supstrata (npr. D-aminooksidaza ili L-
aminooksidaza itd.).

Opticku specificnost - enzim katalizuje razlaganje celog molekula ili
samo jednog njegovog dela (a-glukozidaza hidrolizuje samo o-, ali ne i B-
glikozidnu vezu).

Specificnost delovanja - je sposobnost enzima da reaktivna grupa u
aktivnom centru enzima moze da katalizuje samo jednu reakciju.

79



5.3. Michaelis-Mentenov prilaz
kinetici enzimskih reakcija

Kvantitativna odredivanja enzima su veoma teSka, jer je njihova koncentracija u
¢eliji veoma niska. Zbog navedenog se enzimi uglavnom odreduju na bazi efekata
koje oni pokazuju u odnosu na supstrat odn. nestajanjem supstrata i gradenjem
proizvoda.

Za mnoge se enzime brzina katalize (V) tj. aktivnost enzima, menja sa
promenom koncentracije supstrata ¢(S) i moZze se predstaviti hiperbolom nazvanom
krivom zasi¢enja, kako je prikazano na slici 5-7. Pri stalnoj koncentraciji enzima
c(E) 1 niskoj c(S), V je gotovo linearno proporcionalna c(S). Pri visokoj ¢(S), V
gotovo 1 ne zavisi od ¢(S). Godine 1913. Leonor Michaelis i Maud Menten
predlozili su jednostavan model za razjasnjenje tih kinetiCkih osobina. U tom
modelu intermedijer je specifiCan kompleks enzima i supstrata (ES). Taj
najjednostavniji model koji razjasnjava kineticka svojstva mnogih enzima
predstavljen je jednacinom 5-2:

E+S—11§'—‘FS s p.p (52)
2

Enzim E se spaja sa supstratom S i stvara kompleks ES uz konstantu brzine
reakcije k;. Kompleks ES mogu zadesiti dve sudbine. Moze se disosovatiu E i S uz
konstantu disocijacije k, ili nastaviti prema proizvodu (P) i uz konstantu k;. Model
pretpostavlja da se nimalo proizvoda reakcije ne vraca u ishodni supstrat; taj uslov
vazi samo u pocetnoj fazi reakcije, odnosno pre nego Sto koncentracija proizvoda
znatno poraste.

V)
V max Slika 5-7.

Dijagram brzine reakcije (V)
kao funkcije koncentra-cije
supstrata c(S), za enzim koji
Vi /2 sledi Michaelis-Mentenovu
kinetiku (V. je maksimalna
brzina, V.x/2 je polovina

m maksi-malne brzine
katalizovane reakcije, a K, je
Michaelis-Mentenova
konstanta).

koncentracija supstrata SSC
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Ukoliko Zelimo dobiti izraz koji dovodi u vezu brzinu enzimske katalize s’
koncentracijom supstrata i koncentracijom enzima (sl.5-7) kao i brzinama pojedinih
faza reakcije, moramo poci od €injenice da je brzina reakcije katalizovane enzimom
jednaka proizvodu koncentracije kompleksa ES i kj

V =k; c(ES) (5-3)
Brzine stvaranja i razlaganja ES kompleksa date su jednac¢inama 5-4 i 5-5:

brzina stvaranja: ES =k; c(E) ¢(S) 5-4)
brzina razlaganja: ES = (k, + k3) c(ES) (5-5)

Zanima nas brzina katalize uz uslov stabilnog stanja (dinamicka
ravnoteza). U stabilnom stanju koncentracije intermedijera se ne menjaju, dok se
koncentracije reaktanata i proizvoda menjaju. To se dogada u sluc¢aju kad su brzine
stvaranja i raspadanja kompleksa ES jednake. Izjednaavanjem desnih strana
jednacina 5-4 i 5-5 dobija se jednacina 5-6:

ki ¢(E) ¢(S) = (k» + ks) c(ES) (5-6)
Resavanjem jednacine 5-6 po c(ES) dobija se

c(E) «(S)

o(ES) = (kK)o (5-7)

Jednacina 5-7 se moze pojednostaviti uvodenjem nove konstante K,
nazvane Michaelisova konstanta.

_ k+k
K= 227 (5-8)

Uvrstavajuéi je u jednacinu 5-7 dobijamo

o(ES) = L) (5-9)

m

Uz pretpostavku da je koncentracija enzima mnogo manja od koncentracije
supstrata, koncentracija nevezanog supstrata c(S) ¢e biti gotovo jednaka ukupnoj
koncentraciji supstrata. Koncentracija nevezanog enzima c(E) jednaka je razlici
ukupne koncentracije enzima E; i koncentracije kompleksa ES:

¢(E) = c(E: ) - ¢(ES) (5-10)
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Ako se dobijeni izraz uvrsti u jednacinu 5-9 dobija se jednacina 5-11
c(ES) = (c(Ex) - c(ES)) c(ES)/Kn (5-11)

Resenje jednacine 5-11 za c(ES) daje

o(ES) = ofE,) % (5-12)

o(ES) = () — Bl (5-13)

ili

Uvrstavanjem tog izraza za c¢(ES) u jednacinu 5-3, dobija se izraz za brzinu
katalizovane reakcije (jednacina 5-14):

V=3 ofB,) ——)
= k3 o(E;) c(S) + K, (5-14)
Maksimalna brzina reakcije V. dobija se kada je enzim zasicen
supstratom, tj. kad je c(S) mnogo veca od K,,, pa se c(S)/(c(S) + K,,) priblizava
brojnoj vrednosti 1. Tada je

Vimax = k3 c(Er) (5-15)

UvrStavanjem jednaCine 5-15 u jednacinu 5-14 dobija se Michaelis-
Mentenova jednacina kojom se definiSu kvantitativni odnosi izmedu V i ¢(S) kada
Su Vi 1 K poznate vrednosti (jednacéina 5-16):

c(S)

V= Vmax C(S) + Km (5-16)

Michaelis-Mentenova jednacina definiSe kineticke parametre date na slici
5-7. Pri niskoj koncentraciji supstrata, kada je ¢(S) mnogo manja od
Km, V=0¢(S)Vma/2, brzina reakcije je direktno proporcionalna koncentraciji
supstrata. Suprotno, kada je c(S) mnogo ve¢a od K,,, V = V., tj. brzina je najveca
1 nezavisna od koncentracije supstrata.

Znacenje K, vidi se i iz jednadine 5-16. Kada je ¢(S) = K, tada je V =
Vimax/2. Dakle, K, je jednaka koncentraciji supstrata pri kojoj je postignuta
polovina maksimalne brzine reakcije (jednacina 5-17):

Kin = ¢(S) Vinax / 2 (5-17)
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Enzimi koji reaguju sa jednim supstratom (tzv. jednosupstratne reakcije)
obi¢no imaju prostu kinetiku, u oblasti niskih koncentracija supstrata, koja se
naziva kinetikom I reda, te se eksperimentalnim putem moze odrediti K,;,. Da bi se
mogla dobiti ta¢na vrednist K,, preparat enzima mora biti dobro precis¢en. Kinetika
jednosupstratnih reakcija se moze opisati krivom zasi¢enja po Michaelisu i
Mentenu (slika 5-7).

U biljkama mali broj enzima katalizuje reakcije u kojima ucestvuje samo
jedan supstrat. Vecina enzima katalizije reakcije u kojima ucestvuju dva ili vise
supstrata pa se takve reakcije nazivaju multisupstratnim reakcijama. Kako njihova
kinetika nije jednostavna, kao kod jednosupstratnih reakcija, one se proucavaju
posebno. Utvrdjeno je da se kinetika multisupstratnih reakcija moZze odvijati po tri
razli¢ita mehanizma i to:

¢ uredjenom mehanizmu (svi supstrati ucestvuju u reakciji po

specificnom redosledu pre oslobadjanja prvog proizvoda),
¢ slucajnom mehanizmu (svi supstrati ucestvuju u reakciji po
slu¢ajnom redosledu pre oslobadjanja prvog proizvoda) i

& ping-pong mehanizmu ( jedan do dva proizvoda se oslobadjaju

pre nego §to se svi supstrati dodaju enzimu).

Uredjeni mehanizam - precizno definise kako se supstrat vezuje za aktivni
centar enzima (jedenacina 5-18).

B P
E+ A=— EA\L-PEA\B‘——‘EDQ*L R=—= E+ Q (5-18)

Po ovom mehanizmu svi proizvodi se oslobadjaju po specificnom
redosledu, ali tek nakon vezivanja oba supstrata za enzim. U jedna¢inama 5-18 i 5-
19 dato je gradjenje kompleksa prvog supstrata sa enzimom (EA) kao i trojnog
aktivnog kompleksa sa drugim supstratom B (EAB). Posle gradjenja trojnog
kompleksa zapocinje kataliza u kojoj se oslobadja prvo proizvod P, a potom Q.

A B P

E l l T TQ e (519

EA EAB =—— PQ EQ

Enzim alkohol-dehidrogenaza katalizuje izmenu dva supstrata i to etanola i
NAD" prema uredjenom mehanizmu. Proizvodi reakcije su acetaldehid i NADH
(jednacina 5-20).
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NAD" CH3CH,0H CHsCHO NADH HT

b [

Slu¢ajni mehanizam - oznacava kinetiku reakcije kod kojih su supstrati A
i B dodani enzimu po slu¢ajnom redosledu te se naziva jos$ i slucajnim ili Bi Bi -
mehanizmom (jednacina 5-21).

A B Q P
EA EP
E Q—E (5-21)
EB /(EAB == EPQ )\ EQ
A P

Ping-pong mehanizam - se odvija kod reakcije u kojoj E prvo gradi
kompleks sa supstratom A i njegovim proizvodom P, a potom sa supstratom B i
njegovim proizvodom Q. F je modifikovan E koji sa supstratom B gradi drugi
proizvod Q posle ¢ega se regeneriSe E (jednacina 5-22).

E (5-20)

A P B Q
E l T l T E (5-22)
EA=—FP F FB == EQ

Primer reakcije za ping-pong mehanizam je reakcija katalizovana sa acetil-
CoA-karboksilazom. U ovoj reakciji se prvo dva supstrata dodaju enzimu, oslobode

dva proizvoda, pa se tek onda dodaje drugi supstrat i oslobadja finalni proizvod
(jednacina 5-23).

ATP HCO3 ADP Pi acetil-CoA malonil-CoA

A S O D Y I

E (5293
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5.3.1. Va1 Ky 1 moguénosti odredivanja

Michaelisova konstanta K, i najveca brzina V., mogu se lako odrediti iz brzina
katalize pri razli¢itim koncentracijama supstrata ako enzim deluje prema
jednostavnoj Semi datoj u jednacini 5-2. Zbog toga je pogodno Michaelis-
Mentenovu jednacinu preurediti u izraz koji daje pravolinijski dijagram §to su
1934.g. ucinili Lineweawer i Burk koriste¢i recipro¢ne vrednosti obeju strana
Michaelis-Mentenove jednacine Sto daje

11 K,
Y%

max

(5-24)

Dijagram 1/V prema 1/c(S) daje pravu liniju sa odseckom na ordinati
1/Vmax 1 koeficijentom smera odnosno nagibom prave K,,/V . (slika 5-8).

1/V
nagib = Ki/Vmax

odsecak na

apscisi = - 1/K,, Y odsecak na ordinati = 1/V .«

v

1/18]

Slika 5-8. Dvostruko recipro¢ni Lineweaver-Burkov dijagram enzimske kinetike:
1/V u funkciji 1/¢(S). Nagib pravcea je K/ Vax, 0dseCak na ordinati je 1/V .y, a na
apscisi - 1/K,.

5.3.2. Znacenje vrednosti K, 1 V.«

Vrednosti K,, - raznih enzima jako se razlikuju (tabela 5-3). Za vecéinu enzima
vrednosti K., leZe izmedu 10" i 10 mol/l. Vrednosti K., za neki enzim zavise od
koncentracije i prirode supstrata kao i uslova u kojima reakcija tece kao Sto su
temperatura i jonska jacina. Michaelisova konstanta K;;, ima dva znacenja.
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Prvo, to je koncentracija supstrata pri kojoj je pola aktivnih mesta enzima
ispunjena, tj. pri kojoj je postignuta polovina maksimalne brzine reakcije. Kad se
jednom zna K,,, moze se izraCunati frakcija ispunjenih mesta (f.;) pri svakoj
koncentraciji supstrata:

VvV  c(S)
¢(S)+K,,

fes =
%

max (5-25)
Tabela 5-3. K, vrednosti nekih enzima.
Km
Enzim Supstrat (mol dm™)

glukokinaza glukoza 1x10™
fruktokinaza fruktoza 7x10™
katalaza vodonikperoksid (H,O,) 6x10°
karboanhidraza CO, 8x107
« HCO; (bikarbonat) 5x10”
piruvat-karboksilaza piruvat 1x107
treonin-deaminaza treonin 5x107

Drugo, konstanta K,, srodna je konstantama brzina pojedinih faza u
kataliti¢koj shemi prikazanoj jednacinom 5-2. U jednacini 5-8 K, je definisana kao
(ks + k3)/k;.

Posmatrajmo grani¢ni slucaj kada je k, mnogo veca od k;. To znaci da je
disocijacija kompleksa ES u E i S mnogo brza od stvaranja E i P. Uz taj uslov
(k2>k3) sledi daje

K =ko/k; (5- 26)

Konstanta disocijacije kompleksa ES glasi:

_C(E)-c(S) _k,
ST C(ES) Kk,

(5-27)

Drugim recima, K, je jednaka konstanti disocijacije kompleksa ES ako je k;
mnogo manja od k,. Kada je taj uslov ispunjen K,, je mera jacine kompleksa ES:
velika K, znaci slabo vezivanje, a mala K,, pokazuje jako vezivanje. Treba naglasiti
da K, pokazuje afinitet vezivanja kompleksa ES samo kada je k, mnogo veca od k;.
To je slu¢aj kod mnogih, ali ne i kod svih enzima.
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Michaelis-Mentenova konstanta je znacajna ze enzimologiju iz vise razloga
1to:

¢ kao merna veli¢ina afiniteta enzima prema supstratu,

¢ procenjiva¢ metabolicke reakcije in vivo,

¢ za identifikaciju enzima iz raznih izvora,

¢ za izraCunavanje koncentracije supstrata pri kojoj se moze postici
maksimalna brzina reakcije itd.

Najveéa brzina V., - pokazuje broj izmena (turnover number) enzima ako
je poznata koncentracija aktivnih mesta c(E,), jer je

Vmax = k3 ¢(Ey) (5-28)

Tako npr. , rastvor karboanhidraze (c = 10°° mol/L) katalizuje stvaranje H,CO; (c =
0.6 mol dm ~ s™') kada je potpuno zasiéena supstratom. Dakle, k; je 6 x10° s™',
Kineticka konstanta k; naziva se brojem izmena enzima i predstavlja broj molekula
supstrata pretvorenih u molekule proizvoda u jedinici vremena kada je enzim
potpuno zasiéen supstratom. Za katalazu ovaj broj iznosi 40.000.000 s i jedan je
od najvecih poznatih brojeva enzima. Brojevi izmena veéine enzima za njihove

fizioloske supstrate nalaze se u rasponu izmedu 1 i 10* s (tabela 5-4).

Tabela 5-4. Maksimalni brojevi izmena nekih enzima.

Enzimi Broj izmena
(s”)
katalaza 40.000.000
karboanhidraza 800.000
DNA-polimeraza | 15
triptofan-sintetaza 2
lizozim 0.5

5.3.3. Kineti¢ka savrSenost enzimske
katalize: k../K,, odnos

Kada je koncentracija supstrata mnogo veca od K,,, brzina katalize jednaka je ks,tj.
broju izmena. No u fizioloskim uslovima vecina enzima nije zasi¢ena supstratom.
Odnos c(S)/K,, najéesce je izmedu 0.01 i 1.0. Kada je ¢(S)<K,, brzina enzimske

katalize mnogo je manja od ks, jer veéina aktivnih mesta enzima nije zauzeta
(jednacina 5-29):
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v =:—3-c(E)-c(S) (5-29)

m

Kad je c(S)<K,, , koncentracija slobodnog enzima c(E) gotovo je jednaka
ukupnoj koncentraciji enzima c(E), pa je

v ::—3@(3).0(5,) (5-30)

m

Postoje 1i bilo kakva ograni¢enja vrednosti ki/K,,? Taj odnos zavisi pre
svega od konstanti brzina ki, k, 1 ks, §to se moze pokazati supstitucijom K,
(v.jednacinu 5-8):

= (5-31)

Krajnju granicu vrednosti ks;/K,, postavlja k; , brzina stvaranja kompleksa
ES. Ta brzina ne moze biti ve¢a od brzine difuzije kontrolisanog susretanja enzima i
njegovog supstrata. Vrednost k; ogranicava difuzija, pa ona ne moze biti veca od
10% do 10° mol™ L s™'; zato je i gornja granica ks/K,, izmedu 10%i 10° mol” L s™". To
se ograniCenje odnosi i na enzime kompleksnijih reakcijskih puteva od onog u
jednacini (5-2). Najveéa brzina katalize pri zasi¢enju supstrata, oznacena kao K,
zavisna je od nekoliko konstanti brzina reakcije, a ne samo od k;. Kod tih enzima
potrebno je uzeti u obzir parametar k., /K,. Vrednost k./K, odredenog broja
enzima poput karboanhidraze i triozofosfat-izomeraze su izmedu 10*i 10° mol L s°
!, §to pokazuje da su postigli kineticku savrienost. Njihovu brzinu katalize
ograniCava samo brzina kojom susrecu supstrat u rastvoru. Bilo kakvo dalje
povecavanje brzine katalize moze se posti¢i samo smanjivanjem vremena difuzije
Sto je moguce kod enzima organizovanih u takozvane multienzimske komplekse.

5.3.4. Mehanizam enzimske katalize

Preduslov za studije mehanizma enzimske katalize je poznavanje enzimskih
reakcija koje se odvijaju u Cetiri faze (jednacina 5-32).

I 11 11 Y
E+SESESEP—-SE+P 5.3

U prvoj fazi E se pravilno priblizava supstratu (da bi se za njega vezao
jonskom, kovalentnom ili nekom drugom vezom). U drugoj fazi se indukovano
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menja S pod uticajem enzima da bi se omogucila odgovarajuc¢a enzimska reakcija
(III faza). U Cetvrtoj fazi se oslobadja proizvod reakcije (P) i regenerisan enzim je
sposoban da stupi u narednu reakciju.

Mehanizmi enzimskih reakcija su ¢esto isti. Oni se mogu tumaciti samo ako
je poznata primarna struktura aktivnog centra enzima. Neki ostaci amonokiselina su
predodredjeni za katalitiCko delovanje. Smatra se da su za enzimsku katalizu
odgovorna tri mehanizma zastupljena u:

¢ kovalentnoj katalizi,
¢ kiselo-baznoj katalizi i
¢ katalizi metalnim jonima.

Kovalentna kataliza - nastaje ukoliko se E 1 S vezuju kovalentnom vezom.
U ovoj katalizi ucestvuje veliki broj nukleofilnih funkcionalnih grupa bocnih
ostataka amino kiselina koje sa elektrofilnim grupama supstrata mogu uspostaviti
kovalentan tip vezivanja u prelaznom stanju ES kompleksa. Tipi¢ne nukleofilne
grupe u R ostacima aminokiselina su tipa:

—-COO’, -NH,, -OH, —SH 1idr.

Navedene grupe mogu reagovati sa elektrofilnim grupama supstrata i
graditi kovalentne veze.

Kiselo-bazna kataliza - nastaje ako se u toku odredjene enzimske reakcije
prenose protoni. Dobri akceptori protona u R ostacima aminokiselina su ostaci His,
Glu, Asp, Cys i dr.

Kataliza metalnim jonima - je jedan od vrlo znacajnih mehanizama u
enzimskoj katalizi jer su oko 1/4 izolovanih enzima metaloenzimi, ili se aktiviraju
metalnim jonima. Kataliza pomocu metalnih jona odvija se najverovatnije
gradjenjem tzv. ternernog E-Me-S kompleksa. Ovaj kompleks se moze graditi na
nekoliko nacina kao npr.:

¢ gradjenjem kompleksa sa supstratnim mostom (E-S-Me),
¢ gradjenjem kompleksa sa enzimskim mostom (Me-E-S) i
¢ gradjenjem kompleksa sa metalnim mostom (E-Me-S).

Mehanizmi katalize metalnim jonima u biljkama su veoma oskudno
prouceni za razliku od coveka i zivotinja. Posebno je dobro prou¢en mehanizam
katalitickog delovanja himotripsina u reakcijama degradacije polipeptidnog lanca.
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5.4. Faktori koji uti¢u na
aktivnost enzima

Citav niz faktora uti¢e na aktivnost enzima, a samim tim i na tokove biohemijskih
reakcija u biljkama. Jedan deo ekoloSke biohemije bavi se i proucavanjima faktora
spoljne sredine koji uti¢u na enzimske sisteme tako $to svojim prisustvom aktiviraju
ili inhibiraju tokove metabolickih procesa u biljnoj ¢eliji. Od faktora koji uticu na
aktivnosti enzima posebno su znacajni:

¢ koncentracija supstrata,

& koncentracija enzima,

¢ temperatura,

¢ pH,

& koenzimi i prosteticne grupe,

& aktivatori i inhibitori,

& alostericni efektori i interkonverzija i dr.

Efekat koncentracije supstrata - Kod nekatalizovanih hemijskih
reakcija povecavanjem koncentracije, reaktanata pri konstantnoj temperaturi
reakcije, povecava se i brzina nastajanja proizvoda to jest brzina hemijske reakcij u
jedinici vremena. Isti slucaj je i kod reakcija katalizovanih enzimima. Ako se
koncentracija supstrata poveca, pri konstantnoj koncentraciji enzima, poveéava se i
brzina reakcije i svoj maksimum postize pri odredenoj koncentraciji supstrata tzv.
optimalnoj koncentraciji nakon Cega daljim povecanjem koncentracije supstrata
brzina reakcije se ne menja ili ¢ak opada. Ovi odnosi su dati krivom zasi¢enja, koja
je graficki prikazana na slici 5-7 (strana 112).

Efekat koncentracije enzima - Brzina reakcije razlaganja supstrata
katalizovane enzimom je proporcionalna koncentraciji enzima pri konstantnoj
povecanjem koncentracije enzima pri konstantnim drugim uslovima. Efekat
koncentracije enzima na brzinu

A katalizovane reakcije prikazan je
100 dijagramom na slici 5-9.
(%) |
50 | Slika 5-9.
Uticaj koncentracije enzima na
R brzinu katalizovane reakcije.

koncentracija enzima [E] Efekat temperature —
Povecanjem temperature povecava se i brzina katalizovane reakcije do jednog
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maksimuma posle ¢ega brzina opada jer se enzim denaturiSe. Za svaku enzimsku
reakciju postoji temperaturni optimum (TO) pri kojem je relativna aktivnost enzima
najveca (slika 5-10). U zivim Ccelijama temperaturni optimumi imaju razlicite
vrednosti i oni se kreéu u granicama fizioloskih temperatura. Temperaturni
optimumi biljaka se kre¢u u intervalu 10° - 50° (npr. hlorofilaz ima TO na 25°,
amilaza na 46" itd.).

A
(%) emperaturni Slika 5-10.

100 optimum (TO) Uticaj temperature na
aktivnost enzima.

50 |- Efekat pH — Izmenom pH
vrednosti sredine u kojoj
enzim deluje menja se
I I I I . :

D> konformacija enzima odn.

20 40 60 (t°C) njegovog aktivnog centra

(usled kidanja vodoni¢nih i
drugih veza). Istovremeno se jonizuju funkcionalne grupe, odstranjuju H" sa R
ostataka aminokiselina u polipeptidnom lancu ¢ime u odredenom stepenu moze
zapoceti 1 denaturacija enzima. Ona pH vrednost na kojoj je aktivnost enzima
najveca naziva se pH optimum. Ona ne moze biti identi¢na sa njegovom normalnom
pH vrednosti u ¢eliji. 1z navedenog proizilazi da pH vrednosti mogu biti znacajni
faktori u intracelularnoj kontroli enzimske aktivnosti. Zavisnost aktivnosti enzima
od pH vrednosti moze se prikazati graficki pri ¢emu je dobivena kriva u sustini
rezultanta disocijacione krive pratec¢ih anjonskih i katjonskih grupa koje ucestvuju u
katalitickoj reakciji (slika 5-11).

A

Slika 5-11.
PH optimum Uticaj pH na brzinu reakcije
100 |- (aktivnost enzima).
(%)
50 |-

Veéina enzima imaju
pH optimume u slabo kiseloj
| | v | | ili neutralnoj sredini, kada je
aktivnost enzima najveca. pH
4 6 8 10 pH optimumi nekih enzima biljaka

v

i odgovarajuci supstrati na koje deluju dati su u tabeli 5-5.
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Tabela 5-5. pH optimumi nekih enzima.

Enzimi Odgovarajuci pH optimum
supstrati
Katalaza H,0, 7.0
Amilaza skrob 4.5-5.0
Papain protein 5.0
Glutamat-dehidrogenaza glutamat 6.0
Piruvat-karboksilaza piruvat 4.8

Optimum aktivnosti jednog enzima istog organa biljke moze biti razlicita
ukoliko je izolovan iz razlicitih organela tako npr. polifenol-oksidaza jabuke iz
mitohondrija ima pH optimum na pH 7.2, a iz hloroplasta na pH 5.1.

Aktivnost enzima se uvek u laboratoriji odredjuje na njegovim pH
optimumima Sto se postize upotrebom odgovarajuc¢ih pufernih sistema. Ukoliko se
aktivnost enzima ne bi odredjivala u puferima, usled niskih ili visokih pH vrednosti,
dolazilo bi do denaturacije ili inaktivacije enzima.

pH vrednosti su veoma vazne i za regulaciju aktivnosti enzima. Biljna ¢elija
ima oko 3000 enzima od kojih je samo odredjeni broj aktivan u posmatranom
trenutku. Primer zavisnosti aktivnosti nekih enzima korena graska od pH vrednosti
dat je na slici 5-12. Povecanjem pH od 3.5 do 5.0 raste aktivnost peroksidaze do
maksimalne vrednosti. Daljim poveé¢anjem pH aktivnost peroksidaze se smanjuje, a
raste aktivnost ATP-aze itd.

0o + A ‘\‘
/ Slika 5-12.
} Zavisnost  aktivnosti  enzima
\ korena graska od pH vrednosti (o-
/ peroksidaza, e - ATP-aza, A-
2 \ triozofosfat-dehi-drogenaza) iz
i knjige Plant Cell Structure and
/‘ \ : Metabolism, Lnoghman, London
1974.
NI

. Koenzimi i/ili prosteti€ne
3 5 7 s _fv‘ou grupe su“pomagaci”’ slozenih
enzima u obavljanju njihove
kataliticke funkcije. Jo$ su Joung i Harden dokazali da enzimi pod odredjenim
uslovima, dijalizom i slicno gube svoju kataliticku aktivnost. Ali, ako se ove dve
fizicki odvojene frakcije ponovo spoje, enzim postaje ponovo kataliticki sposoban.
To znaci da je deo enzimskog sistema koji se moZze odvojiti dijalizom - kofaktor od
esencijalnog znacaja za kataliticku funkciju enzima. Po hemijskoj prirodi to su

[
o

Relativna aktivnost u Y
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neproteinske supstance, gotovo redovno organski molekuli relativno male
molekulske mase (<1x10%) i termostabilne, koje su nazvane koenzimi. (Opgirnije o
koenzimima u poglavlju 6).

Pored ovih kofaktora otkriven je i veliki broj enzima koji najcesce kao
neproteinsku komponentu sadrze neko organsko jedinjenje male molekulske mase,
neophodne za ispoljavanje katalitiCke aktivnosti enzima, ali koja se ne moze
obi¢nom dijalizom odvojiti od proteinskog molekula, ve¢ se to postize energi¢nim
hemijskim dejstvom npr. upotrebom (NH4),SO,. Ova komponenta naziva se
prosteticnom grupom enzima.

Prema P.Karlsonu (1988) postoji vise razloga na osnovu kojih se mogu
napraviti razlike izmedu koenzima i prosteti¢ne grupe. Obe ove funkcije ucestvuju
hemijski u katalizovanom procesu, u toku kojeg i same podlezu hemijskim
promenama.

Koenzimi povezuju najmanje dva enzima u katalizi neke metabolicke
reakcije. Ovo se moze ilustrovati sledeCcom shemom koja objasnjava funkciju
koenzima NAD u prenosu vodonika:

SH
AD oo, NAD SH,

S NADH.......NADH S

Za razliku od koenzima koji je spona izmedu najmanje dva enzima, enzim
sa prosteticnom grupom (holoenzim) moze reagovati sa dva razlicita supstrata, npr.
sa donatorom i akceptorom vodonika. Ovaj proces se odvija simultano. U toku
hemijske reakcije prosteticna grupa se menja (npr. vezuje vodonik ili neku grupu),
ali se na kraju reakcije vraca u prvobitno stanje. Treba medutim napomenuti da je
Cesto vrlo teSko odrediti Sta je koenzim, a Sta prosteti¢na grupa.

Aktivnost enzima u mnogome zavisi od prisustva aktivatora i inhibitora u
katalizovanoj reakciji.

Aktivatori - Pored organske prirode prosteticne grupe enzima, kataliticka
aktivnost velikog broja enzima ne moze se Cesto zamisliti bez prisustva neorganskih
komponenata. Tako npr., enzimi polifenoloksidaze, sadrze Cu*" koji je ¢vrsto vezan
za protein i koji verovatno obezbeduje kataliticku aktivnost ovog enzima. S’ druge
strane, enzimi kao S$to su citohromi, katalaze, peroksidaze i drugi sadrze kao
prostetiénu grupu porfirinski tetrapirolni prsten u &ijem se centru nalazi Fe'.
Karboanhidraza, koja ima vaznu ulogu u transportu CO, je takode metaloenzim sa
Zn*", koji je &vrsto vezan za proteinski deo enzima. Navedeni primeri metalnih jona
kao aktivatora enzimskih sistema odnose se na teSke metale, koji se od proteina
dosta tesko mogu odvojiti. Osim njih i laki metali ucestvuju u gradi enzimskih
molekula, odakle se mogu relativno lako izdvojiti kao npr. kod raznih fosfataza, za
&iju je aktivnost potrebno prisustvo Mn®>" ili Mg®". Pored jona metala u katalizi
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enzimskih reakcija ne retki su i joni nemetala tipa CI'i sl, kao i to da ve¢ina enzima
ispoljava svoj optimum dejstva u prisustvu samo jednog jona. Pored toga ima ih gde
je ucesce vise jona jednako vredno.U prisustvu aktivatora pocetna brzina enzimske
reakcije raste, pri cemu se dobijaju reakcione krive koje se medusobno manje ili
viSe razlikuju u zavisnosti od vrste aktivatora, vremena aktivacije, pH, temperature,
antagonizma jonova, kao i prirode i mehanizma aktivacije itd.

Na slici 5-13 je prikazana aktivacija NAD-zavisne fosfokinaze sa Mg*" i
Mn*" jonima metala u funkciji kofaktora.

Slika 5-13.
100 |— Uticaj jona metala na brzinu
enzimske katalize.
(%0)
Pored toga $to se metalni
50 joni ponasaju kao aktivatori
enzima mnogi od njih imaju i
suprotan, dakle efekat inhibicije.
Primeri metalnih  jona kao
aktivatora i inhibitora enzimskih
koncentracijajona metala reakcija dati su u tabeli 5-6.
Tabela 5-6. Metalni joni kao aktivatori i inhibitori nekih enzima.
Enzimi Aktivatori Inhibitori
nitrat-reduktaza Mo*" Wi v
alkohol dehidrogenaza K", NH," ili Rb" Na', Li"ili Cs"
fosforilaza Mg>", K*,Rb"ili Cs" Na'
enolaza Zn* Mg*" ili Mn*" Ca’" ili Sr*
glutamin-sintetaza Mg”" ili Mn®" Cd* iPb™
glutamat-dehidrogenaza Mg*"ili Ca** Cd*" i Pb*

Inhibitori - su jedinjenja ili metalni joni u vecoj koncentraciji, koji
smanjuju brzine enzimskih reakcija. Na toj pojavi zasnivaju se vazni kontrolni
mehanizmi u bioloskim sistemima. Mnogi lekovi kao i otrovi deluju upravo
inhibiranjem enzima. Enzimska inhibicija moze pruziti uvid i u mehanizam
enzimskog delovanja. Ta inhibicija moze biti ili reverzibilna ili ireverzibilna.

Ireverzibilna inhibicija - je takva vrsta inhibicije kod koje se inhibitor
kovalentno veze za enzim tako ¢vrsto da je disocijacija vrlo spora ili se uopste ne
desava. Delovanje nervnih bojnih otrova na acetilholin-esterazu (EC 3.1.1.7),
enzim Cija je uloga vazna u prenosu nervnih impulsa, primer je ireverzibilne
inhibicije.
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Nasuprot tome, reverzibilna inhibicija - nastaje brzim uspostavljanjem
ravnoteze inhibitora i enzima i njihovim labavim vezivanjem tako da ih je moguce
odvojiti lako dijalizom ili razblazivanjem. Ova vrsta inhibicije ima znacajnu ulogu
u regulaciji metabolizma. Postoji viSe vrsta inhibicija koje se razlikuju u
parametrima definisanim Lineweaver-Burkovom dijagramu od kojih navodimo
sledece:

¢ konkurentna (kompetitivna) inhibicija,

& nekonkurentna (nekompetitivna) inhibicija,

& inhibicija supstratom i proizvodom i

¢ alostericna inhibicija i interkonverzija

Neki od navedenih tipova reverzibilne inhibicije enzima prikazani su na
slici 5-14.

(a)

Slika 5-14.

Kompetitivna i nekompetitivna inhibicija:

(a) ES-kompleks bez inhibitora, (b) kompeti-
tivni i (c) nekompetitivni inhibitor.

Kompetitivm
inhibitor

Konkurentna (kompetitivna) inhibicija - je
najjednostavniji oblik reversne inhibicije. Javlja
se u slucajevima kada je inhibitor sli¢an
supstratu 1 veze se kao i supstrat za isto aktivno
mesto enzima. Ako je za aktivno mesto enzima
vezan supstrat onda enzim ne moze vezati
inhibitor i obrnuto. Drugim re€ima, vezivanje
supstrata i kompetitivnog inhibitora medusobno
se iskljucuju, pa jednaCina enzimske reakcije
glasi:

E + S== ES— E + P

Mekompe titivni “ +1
mbibiter (5-33)
El

Kompetitivna inhibicija usporava katalizu smanjivanjem broja enzimskih
molekula na koje je vezan supstrat. Klasi¢an primer kompetitivne inhibicije je
delovanje malonata na sukcinat-dehidrogenazu (EC 1.3.99.1) enzim koji oksiduje
(dehidrogenuje) sukcinat (jednacina 5-34).
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C|ZOO- (liOO_

CH CH
| 2 (EC 1.3.99.1 "+ FADH, (5-34)
CHy CH

| _ FAD |
COO COO

sukcinat fumarat

Ako se reakcionoj smeSi doda malonat brzina gradenja fumarata se
smanjuje jer se sada malonat veze za aktivno mesto enzima. Navedeni molekuli se
razlikuju po tome Sto sukcinat ima dve, a malonat jednu metilensku grupu.

Fizioloski znaCajan primer kompetitivne inhibicije je stvaranje 2,3-
difosfoglicerata od 1,3-difosfoglicerata. Difosfoglicerat-mutaza (EC 5.4.2.1) je
enzim koji katalizuje ovu izomerizaciju. Nije neobicno §to je proizvod ove reakcije
zbog strukturne sli¢nosti ujedno i kompetitivni inhibitor supstrata (jednacina 5-35).

O
¢—opo;” ey
3 (EC54.21) ,

H—C—OH = H—C—OPO3

| 5 | >, (5-35)
H,C—OPO3 H; C—OPO3
1,3-difosfoglicerat 2,3-difosfoglicerat

Nekonkurentna (nekompetitivna) inhibicija - predstavlja takode

reverzibilni tip inhibicije u kojoj se inhibitor i supstrat mogu istovremeno vezati za
enzim. To zna¢i da se njihova vezivna mesta ne prekrivaju (slika 5-14).
Nekompetitivni inhibitor deluje prvenstveno smanjivanjem broja izmena enzima, a
ne udelom enzimskih molekula s vezanim supstratom $to je slu¢aj kod kompetitivne
inhibicije.

Kinetika kompetitivne i nekompetitivne inhibicije - Kompetitivna i
nekompetitivna inhibicija mogu se razlikovati merenjem brzina katalize pri
razli¢itim koncentracijama supstrata i inhibitora. U kompetitivnoj inhibiciji odsecak
na dijagramu 1/V prema 1/c(S) jednak je i kad ima i kad nema inhibitora, premda je
nagib razlicit (slika 5-15), jer se V. ne menja kompetitivnim inhibitorom.
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/v

("™™) sa inhibitorom
(—) bez inhibitora

-1/Kin

E+ S ES—>E+P

I

S| 7S]
1K

Slika 5-15.

Dvostruko recipro¢ni (Lineweaver-Burkov) dijagram enzimske kinetike u prisustvu
(isprekidana linuja ) 1 odsustvu (puna linija) kompetitivnog inhibitora: V.« se ne
menja, a K, raste.

Kljucni znacaj kompetitivne inhibicije jeste da se moze nadvladati dovoljno
visokom koncentracijom supstrata. Supstrat i inhibitor se takmice u vezivanju za
isto mesto na enzimu, pa ¢e pri dovoljno visokoj koncentraciji supstrata gotovo sva
aktivna mesta biti zauzeta supstratom i enzim ¢e delovati u potpunosti. Porast
nagiba dijagrama 1/V prema 1/c(S) srazmeran je energiji vezanja kompetitivhog
inhibitora. U prisustvu kompetitivnog inhibitora jednacina 5-24 se zamenjuje i
glasi:

1
VoV,

(5-36)

gde je c(I) koncentracija inhibitora, a K; konstanta disocijacije kompleksa enzim-
inhibitor 1 glasi :

E +1« EI

_c(E)e(l)
" c(El) (5-37)

Drugim reCima, u prisustvu kompetitivnog inhibitora nagib pravca
povecava se za faktor (1 + SIC/K).
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U nekompetitivnoj inhibiciji (slika 5-16) V.« se smanjuje, pa se odseCak na
osi y poveéava. Za isti faktor povecava se i nagib koji je jednak Ku/V ma. Za
razliku od V.« ovaj tip inhibicije ne menja K,,. Nekompetitivna inhibicija se ne
moze nadvladati povecanjem koncentracije supstrata. Maksimalna brzina u
prisustvu nekompetitivnog inhibitora V . je

V — Vmax
" 4 vl /K, (5-38)

( ) bez inhibitora

E + S=<== ES—> E + ¥§

-1/K;

v

1/18]

Slika 5-16.

Dvostruko recipro¢ni (Lineweaver-Burkov) dijagram enzimske kinetike u prisustvu
(e ) 1 odsustvu ( ) nekompetitivnog inhibitora: K; se ne menja, a Vax
se smanjuje.

Iz navedenog sledi da se kinetika enzimskih reakcija inhibiranih
kompetitivnim i nekompetitivnim inhibitorima pokorava Michaelis-Mentenovoj
kinetici.

Inhibicija supstratom i proizvodom - Od ranije opisane zavisnosti
aktivnosti enzima od koncentracije supstrata ima izuzetaka. Neki enzimi reaguju
sporije pri visokim koncentracijama supstrata §to se oznacava pojmom inhibicije
supstratom, jer se pretpostavlja da se tada veze vise od jednog molekula supstrata
za aktivno mesto enzima te se brzina reakcije smanjuje. Na sli¢an nac¢in mogu i
proizvodi reakcije, koji se nakupljaju u vecoj koncentraciji tokom reakcije inhibirati
enzim tako S§to proizvod postaje supstrat za povratnu reakciju koja ¢ée biti
favorizovana pri visokim koncentracijama proizvoda, zbog cega se ovaj tip
inhibicije oznacava pojmom inhibicije proizvodom. Ukoliko iz energetskih razloga
(npr. nepovoljan polozaj ravnoteze) ne dode do reakcije, proizvod reakcije se moze
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vezati za enzim i tako spreiti pristup supstratu. Inhibicija proizvodom stoga
kineti¢ki odgovara konkurentnoj inhibiciji.

Neki enzimi su bioloski prilagodeni da u metabolizmu pored kataliti-Cke
funkcije, imaju i regulatornu ulogu pa se nazivaju regulatornim enzimima. Postoje
dve glavne grupe regulatornih enzima : 1. alostericni enzimi, Cija se kataliticka
aktivnost menja nekovalentnim vezivanjem specificnih metabolita za molekul
enzima izvan aktivnog mesta i 2. kovalentno modulirani (promenjeni) enzimi koji
prelaze iz aktivnih u neaktivne oblike delovanjem drugih enzima. Ove dve grupe
regulatornih enzima deluju na promene u metabolizmu celije veoma brzo;
alosteri¢ni enzimi u toku nekoliko sekundi, a kovalentno regulisani enzimi u toku
nekoliko minuta.

1. Alosteri¢ni enzimi i alosteri¢ni efektori — Jednostavnoscu i
Sirokom primenljivo$¢u Michaelis-Mentenov model je uveliko doprineo razvoju
enzimske hemije. Ipak kineticka svojstva mnogih enzima ne mogu se razjasniti
Michaelis-Mentenovim modelom. Mnogi bioloski katalizatiri su alostericni enzimi
sa sigmoidnim dijagramima odnosa brzine reakcije V i koncentracije supstrata c(S);
time se oni razlikuju od enzima sa hiperbolicnim dijagramima te zavisnosti prema
Michaelis-Mentenovoj jednacini (5-16). Kod alostericnih enzima jedno aktivno
mesto u enzimu moze delovati na drugo aktivno mesto istog molekula. Moguéi
ishod tog medudelovanja podjedinica istog molekula jeste vezivanje supstrata koje
postaje kooperativno i daje sigmoidni dijagram zavisnosti V od ¢(S). Osim toga,
aktivnost alostericnih enzima moze se menjati takozvanim regulacijskim
molekulima vezanim za nekatalitiCka mesta. Zbog navedenog se na alosteri¢ne
enzime ne moze primeniti Michaelis-Mentenova jednacina (5-16). Uporedni prikaz
kinetike enzimske reakcije sa hiperboli¢nim i sigmoidnim dijagramom dat je na
slici 5-17.

v 4 Slika 5-17.
Kriva zasi¢enja
100 (a) po Mighaelis-.Menten-u i
(b) sigmoidna kriva
Postoji viSe pretpostavki koje
50 objasnjavaju mehanizam alosteri¢ne
regulacije tj. medusobnog pretvaranja
neaktivnog 1 aktivnog oblika alosteri-
0 ¢nih enzima.

[S] Jacques Monod, Jeffries Wyman
i Jean-Pierre Changeux, su 1965 godine

predlozili. elegantan pristup tumacenju delovanja alostericnih enzima i uoblicili ga
u formi dva modela:

4 skladnim (harmoniénim) modelom i

+ sekvencijalni model
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Primenimo skladni model na alostericni enzim sastavljen od dve jednake
podjedinice sa po jednim aktivnim mestom. Pretpostavimo da podjedinica moze
postojati u jednoj od dve konformacije, nazvane R i T. Stanje R (relaksirano) ima
veliki afinitet za supstrat, a stanje T (napeto) nizak (slika 5-18).

SER

T-oblik R-oblik
(nizak afinitet za supstrat) (visok afinitet za supstrat)

Slika 5-18. Shematski prikaz T i R konformacije alosteri¢nih enzima

Oblici R i T mogu preci jedan u drugi. Vazna pretpostavka ovog prelaza
jeste isto konformaciono stanje obeju podjedinica zbog oCuvanja simetrije dimera.
RR i TT su dopustene konformacije, ali RT nije dopustena. Dva dopustena stanja
bez supstrata oznacavaju se sa Ty i Ry, a L je odnos njihovih koncentracija:

Ry & Ty (5-39)

L = ¢(To)/c(Ro) (5-40)

Pretpostavimo zbog jednostavnosti da se supstrat ne veze za T-
konformacioni oblik enzima. R-stanje dimera moZe vezati jedan ili dva molekula
supstrata (ti oblici oznacavaju se sa R;, odnosno R,):

Ro+S < R, (5-41)
R, +S o R, (5-42)
_ 20(Ry)e(S) _ e(R)o(S) (5.43)
TUeR) (R

U navedenom modelu je tzv. mikroskopska konstanta disocijacije (Kg) za
vezivanje prvog i drugog molekula supstrata na R-oblik dimernog enzima jednaka.
Faktor 2 u jednacini 5-43 potiCe od Cinjenice da se supstrat moze vezati na svako od
dva mesta na R, i tako dati R, kao $to se moze i otpustiti sa svakog od dva mesta u
R,, ¢ime opet nastaje R;.

Cesto je potrebno izraziti zavisnost frakcijskog zasi¢enja Y od
koncentracije supstrata (jednacina 5-44):

(zauzetamesta) _ ¢(R,)+2c(R,)
(ukupnamesta) - 2c(T,)+c(R,)+c(R,)+c(R,))

Uvrstavanjem jednacina 5-39 do 5-43 u jednacinu 5-44 dobija se izraz za Y:

(5-44)
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o(S), _1+e(S)/IK s

(K L+(1=c(S)/K)?

(5-45)

Prikazimo graficki jednadinu 5-45 sa Kg=10" mol/L i L=10". Takav je
dijagram Y u zavisnosti od c(S) sigmoidan, a ne hiperboli¢an (slika 5-21). Drugim
reCima, vezivanje supstrata je kooperativno.

Ako je broj izmena enzima po aktivnom mestu isti za kompleks ES u R; i
R, tada ¢e i dijagram brzine reakcije prema koncentraciji supstrata biti sigmoidan
jer je:

V=Y Vmax (5-46)

Prikazimo taj proces vezivanja slikom 5-19. Bez supstrata gotovo su svi
molekuli enzima u obliku T. Taénije, u gornjem primeru na svakih 10* molekula
enzima u obliku T postoji samo jedan molekul u obliku R. Dodatkom supstrata
pomera se ta konformacijska ravnoteza prema obliku R, jer se supstrat veze samo
na taj oblik. Prema osnovnom postulatu modela kada se supstrat veze na jedno
mesto, drugo mesto istog enzimskog molekula takode mora biti u obliku R, tj.
prelaz iz T u R i obrnuto je skladan, harmonican (concerted). Vidimo dakle da udeo
enzimskih molekula u obliku R progresivno raste sa dodavanjem supstrata, pa je
vezivanje supstrata kooperativno. Kada se aktivna mesta potpuno zasite, svi su
enzimski molekuli u R konformaciji.

Slika 5-19.
Skladni (harmonicni) model kooperativnog vezivanja
(=

supstrata na alosteri¢ni enzim. Niskoafinitetni oblik
TT preskace” nakon vezivanja prvog molekula
supstrata u visokoafinitetni oblik RR  (L.Stryer,

Biochemistry 3" ed. W.N.Freeman and Company,
New York, 1988. str.104,s1.6.21).

’] L +s Napred navedenim modelom mogu se lako
razjasniti ucinci alostericnih efektora (aktivatora i

: inhibitora). Alosteri¢ni inhibitor se veze prvenstveno
na oblik T, a alosteri¢ni aktivator prvenstveno na oblik
R enzima (slika 5-20).
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alostericki Slika 5-20.

inhibitor ™\ U skladnom modelu alosteri¢ni inhibitor  (Sestougao)
stabilizuje stanje T, a alosteri¢ni aktivator (trougao)
stabilizuje  konformacioni oblik R  (L.Stryer,
Biochemistry 3" ed. W.N.Freeman and Company,
I | e New York, 1988. str.105, s1.6.22).

T-stanje

;'Lf:;w::ﬂtki Zbog toga alosteri¢ni inhibitor pomera
tvator . ~

konformacionu ravnotezu R <> T prema T, a
Y alosteri¢ni aktivator prema obliku R. Ti se efekti mogu

kvantitativno  izraziti  promenom  alosteri¢ne
ravnotezne konstante L koja je promenljiva u
jednacini 5-45. Alosteri¢ni inhibitor povecava L, a
R-stanje alosteri¢ni aktivator smanjuje L. Ti su ucinci prikazani

na slici 5-21 dijagramom zavisnosti Y od c¢(S) za
vrednosti L = 10 (uz aktivator), L = 10* (bez aktivatora i inhibitora) i L = 10> (uz
inhibitor). Frakcijsko zasi¢enje Y pri svim vrednostima c¢(S) smanjuje se u prisustvu
inhibitora, a povecava u prisustvu aktivatora.

L =10 /+/7“ Slika 5-21.

aktivator
0,81 Frakcijsko zasienje Y kao
L =101 funkcija koncentracije supstrata
051 prema skladnom modelu

(jednacina 5-38). Prikazani su i
uticaji alosteri¢nog aktivatora i
inhibitora

A inhibitor

1 L 1 !
0 ! 2 o/(mal/dm?) Alostericna  inhibicija
ima posebno znacenje kod
retroaktivne inhibicije (eng. feedback inhibition) sekvencijalnih metabolickih
reakcija, kao Sto je enzimska reakcija katalizovana aspartat-karbamoil-
transferazom (AKTaza; EC 2.1.3.2) (slika 5-22). Ova reakcija je prva u nizu
reakcija koje vode formiranju citidin-trifosfata (CTP) i uridin-trifosfata (UTP), koji
su neophodni u biosintezi nukleinskih kiselina. U navedenoj reakciji kondenzacijom
karbamoil-fosfata i1 aspartata uz defosforilaciju enzimom aspartat-karbamoil-
transferazom stvara se karbamoil-aspartat kao prvi intermedijer koji u nizu
sekvencijalnih reakcija koje slede daje krajnji proizvod CTP. Nastali CTP kao
znaCajan metabolit u navedenoj reakciji predstavlja tipiCan primer reakcije
inhibirane proizvodom.
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Karbamoil fosfat

; [l Il
2:0,pD-C—NH, C—NH,

N ATCaza |
NH
NH3+ ) 2 )
S DR A 00C—CH—CH,-COO0
H—CH, HPO,4 Karbamoil aspartat
Aspartat
povratna y serije
inhibicija y reakcija
NH,
N7
o o o % |
[l [l [l 0) N

Citidin trifosfat (CTP)
(Alostericni inhibitor ATCaze) OH OH

Slika 5-22. CTP kao alosteri¢ni inhibitor AKTaze.

Citidin-trifosfat, kao krajnji proizvod serije reakcija povratno inhibira
AKTazu, kao $to je pokazano i samom reakcijom.

Vazno je, na ovom mestu, razgraniciti dva pojma alosteri¢nih efektora.
Pojam homotropni efektori odnosi se na alostericne interakcije identi¢nih liganada
(vezanih molekula ili jona), dok su heterotropni efektori interakcije razliCitih
liganada. Kooperativno vezivanje supstrata na enzim u prethodnom primeru je
homotropni efektor. Nasuprot tome, ucinak aktivatora ili inhibitora na vezivanje
supstrata je heterotropni efektor, jer dolazi do interakcija razli¢itih vrsta molekula.

Sekvencioni model alosteriénih interakcija - je postavio Danijel
Koshland mladi. Za tumacenje najjednostavnijeg oblika tog modela pretpostavlja se
da postoje samo dva konformaciona oblika enzima (R i T) koje moze zauzeti bilo
koja podjedinica:

¢ supstrat menja oblik podjedinice za koju se vezao (konformacije drugih
podjedinica u enzimu ne menjaju se znatno) i

¢ konformaciona promena izazvana vezivanjem supstrata na jednu
podjedinicu moze povecati ili smanjiti afinitet vezivanja za supstrat drugih
podjedinica istog enzimskog molekula.

Na slici 5-23 prikazan je sekvencioni model procesa vezivanja u
alostericnom enzimu. Vezivanje je kooperativno ako je afinitet oblika RT za
supstrat veci od afiniteta oblika TT.
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Jednostavni sekvencioni model razlikuje se od skladnog modela u nekoliko
svojstava. Prvo, u sekvencionom modelu se ne pretpostavlja ravnoteza stanja R 1
stanja T. Taj model pretpostavlja da upravo vezivanje supstrata izaziva
konformacioni prelaz iz T u R. Drugo, konformacione promene razli¢itih
podjedinica enzima iz stanja T u stanje R odvijaju se u nizu, a ne harmoni¢no.
Hibridni oblik RT u sekvencionom modelu ima znacajnu ulogu, a u skladnom nije
mogu¢. Skladni model pretpostavlja da je za interakciju podjedinica u oligomernim
proteinima bitna simetrija i zato trazi da se pri alosteri¢nim prelazima to svojstvo
saCuva. Nasuprot tome, sekvencioni model pretpostavlja da podjedinice mogu
delovati jedna na drugu ¢ak i u razli¢itim konformacionim stanjima. Na kraju, ti se
modeli razlikuju i po tome $to su u skladnom modelu homotropne interakcije nuzno
pozitivne, a u sekvencionom modelu mogu biti ili pozitivne ili negativne. Hoce 1i se
drugi molekul supstrata vezati za alosteri¢ni enzim jace ili slabije od prvog, zavisi
od nastale konformacione promene oblika enzima prouzrokovane vezivanjem prvog
molekula supstrata.

Koji je model interakcija verovatniji ? Nekim alosterinim proteinima vise
odgovara skladni model, a za druge je sekvencioni

. primenljiviji. No postoji grupa enzima koju ne
7 zadovoljava ni jedan od ova dva modela. Pretpostavka

da za te enzime postoje samo dva znacajna

T konformaciona stanja (R i T) previse je ograniCena. Za
’l L+5 razumevanje alostericnih osobina tih enzima potrebni
su kompleksniji modeli.

Slika 5-23.
Sekvencioni model kooperativnog vezivanja supstrata na
AT alosteri¢ni enzim. Prazno aktivno mesto u obliku RT ima
,’ L vedi afinitet vezivanja supstrata nego mesta u obliku TT.
+s
2 Kovalentno modulirani __(promenjeni)

requlatorni_enzimi — Kod ove grupe regulatornih
enzima, medusobno pretvaranje neaktivnih i aktivnih
oblika vrsi se kovalentnim promenama (moduliranjem)
RR specificne grupe u molekulu enzima pomoc¢u drugog
enzima. Kovalentna modulacija je fizioloski
mehanizam za “ukljucivanje” i “iskljucivanje” enzima. Modifikacijom proteinskog
dela molekula (npr. fosforilacijom) enzim moze izgubiti svoju aktivnost. Enzim
mozZe ponovo postati aktivan ako se fosfatna grupa odstrani tj. enzim se
demodifikuje. Kovalentna modulacija regulatornih enzima moze se posti¢i ne samo
prenosenjem fosfatne grupe sa ATP na enzim, kao Sto je slucaj kod fosforilaza.
Takode moze se vrsiti i prenoSenjem adenil grupe sa ATP na enzim. Primer
navedenog tipa je regulacija glutamin sintetaze.
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5.5. Nomenklatura 1

klasifikacija enzima

Vecina enzima poseduje jedno ili viSe trivijalnih imena koja se izvode na cetiri

nacina i to prema nazivu:
¢ supstrata,
¢ reakcije,
¢ supstrata i reakcije ili

# necega drugog (neinformativni nazivi).

Trivijalni nazivi nekih enzima koji su izvedeni prema prethodno opisanim

nacinima dati su u tabeli 5-7.

Tabela 5-7. Trivijalni nazivi nekih enzima.

Nazivi nekih Supstrat i reakcija
enzima
Ime supstrata + aza
fumaraza fumarna kiselina
peroksidaza peroksid
saharaza saharoza

glukoza-6-fosfataza

glukoza-6-fosfat

Ime reakcije + aza

dekarboksilaza dekarboksilacija
dehidrogenaza dehidrogenacija
esteraza esterifikacija
oksidaza oksidacija
reduktaza redukcija

Ime supstrata i reakcije + aza

alkohol-dehidrogenaza

oksidacija alkohola

glukozo-oksidaza

oksidacija glukoze

aspartat-sintaza

sinteza aspartata

Neinformativna imena

katalaza

razgradnja peroksida

papain

hidroliza proteina

Klasifikacija enzima zapoceta je joS 1961. godine. Tada je Internacionalna
unija za biohemiju (IUB) uvela katalog za nekoliko hiljada enzima ¢ije su funkcije
poznate. Enzimi su u katalogu klasifikovani po numerickom sistemu u Sest glavnih
grupa. Unutar svake grupe enzimi su podeljeni u podgrupe (tabela 5-8).
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Tabela 5-8. Klasifikacija enzima prema katalogu IUB.

Grupa Podgrupa Podpodgrupa Vrsta enzima
1.0ksidoreduktaze 1. deluje na 1. akceptor NAD 1. alkohol-
(Katalizuju prenosSe- = CH-OH ili NADH dehidrogenaza
nje elektrona sa jed- 2. deluje na 2. akceptor O, 2.
nog molekula na aldehidnu i glukozooksidaza
drugi). keto-grupu

donora
2. Transferaze 1. prenos C-1 | 1. metil- 1.guanidinacetat-
(Enzimi koji prenose grupe transferaze metiltransferaza
funkcionalne grupe. 2. prenos
Oni odstranjuju grupe grupa koje 2. amino- 2. aspartat-
sa jednog molekula i sadrze azot transferaze aminotransferaza
vezuju ih za drugi
molekul).
3. Hidrolaze 1. hidrolizuju | 1. karboksil- 1. glukoza-6-
(Enzimi koji razlazu estarske esteraza fosfataza
biomolekule pomocu veze
vode). 2. hidrolizuju | 2. fosfodiesteraza | 2 fosfo-diesteraza
peptidne 3. SH-proteinaza 3. papain
veze
4. Liaze (sintaze) 1.=C-C=liaze | 1. karboksilaze 1. piruvat-
(Katalizuju reakcije dekarboksilaza
odstranjivanja grupe 2. aldehid-liaze 2. aldolaza

sa supstrata, ali ne
hidrolizuju supstrat).

5. lzomeraze
(Katalizuju reakcije
izomerizacije, odno-
sno, strukturne, geo-
metrijske i stereoizo-
merne promene).

1.racemizacije
i epimerizacije

1. epimeraze
ugljenih hidrata

1. ribuloza-5-
fosfat epimeraza
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6. Ligaze 1. stvaranje 1. aminoacil- 1. tirozil-tRNA-

(sintetaze) >C=0 tRNA-sintaza sintaza
(Katalizuju poveziva- veze
nje dva molekula uz
ucesée ATP).

Pored trivijalnog naziva za svaki enzim je uveden radni naziv i Sifra (kodni broj ;
EC) enzima, a ¢ine ga 4 broja.

Prvi broj oznacava tip reakcije ili grupu, kojoj enzim pripada drugi vrstu
katalizovane reakcije (npr. kod oksidoreduktaza drugi kodni broj oznacava tip
redukcionog ekvivalenta), a treci detaljnije objasSnjava katalizovanu reakciju i daje
vrstu akceptora. Za drugi kodni broj joS se kaze da oznaCava podgrupu, a
tre¢i podpodgrupu enzima. Cetvrti kodni broj definie supstrat, te se ozna¢ava jos i
individualnim brojem enzima. Klasifikacija enzima po kodnim brojevima od 1 do 6
data je u tabeli 5-8. Danas se u biohemijskoj literaturi pored imena enzima
obavezno mora naznaciti i enzimska klasifikacija sa kodnim brojevima (npr.
alkohol-dehidrogenaza; EC 1.1.1.1).

5.6. [zoenzimi 1
multienzimski kompleks

Izoenzimi (izozimi) - su slozeni globularni enzimi izgradeni iz dva ili vise oblika
jednog enzima iste supstratne specifi¢nosti koji katalizuju istu reakciju. Tako npr.,
kombinovanjem dve osnovne podjedinice (A i B) u razli¢itim odnosima nastaju
tetramerni enzimi koji se razlikuju u primarnoj i kvaternarnoj strukturi, pH i
temperaturnom optimumu, izoelektri¢noj tacki, molekulskoj masi, naelektrisanju i
imunohemijskim osobinama. Izoenzimi nastaju kao posledica kodiranja podjedinica
globularnog proteina razli¢itim genima. Studija izoenzima se obavlja uz pomoé
metoda proteinske hemije kao $to su gel filtracija, elektroforeza i dr.

Nomenklatura izoenzima je zasnovana na njihovim trivijalnim nazivima uz
uvodenje dopunskog obelezavanja slovima abecede ili brojevima. Prvi izolovani
izoenzimi bili su NAD ili NADP-zavisne-laktat- dehidrogenaze (EC 1.1.1.27),
(LDH), koja u glikolizi katalizuje oksidaciju mlecne kiseline u pirogrozdanu
kiselinu. Molekulska masa LDH je 134.000 i izgraden je iz 4 podjedinice, sa
M, 33.500. Prema strukturi podjedinice ovog enzima razlikuju se dva strukturna tipa
(koji su kodirani razli¢itim genima) i oznacavaju se slovima M i H. Hibridizacijom
ovih oligomera nastaje pet elektroforetski razdvojenih izozima koji pokazuju da je
LDH tetramer (slika 5-25).
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M, Hibridi H, LDH Tetrameri

Slika 5-25.
i Elektroforeogram laktat-de-
o Sk ” el hidrogenaze. M i H su oblici

LDH koji imaju razliitu
pokretljivost.(D. Voet, J.Voet,

sl gy a L7 Biochem-istry 2" ed. John
Wiley and Sons, Inc., New
L3
— | MzH, % Hibridi
Prva dva izoenzima
L, i L, pri elektroforezi

York, 1995. str. 183; sl.7-
Linsygilgc @ L putuju ka anodi (anodne

62).
frakcije), poslednja dva Ly i
Ls ka katodi (katodne

Poreldo Ls frakcije) dok L; zauzima
— M, % srediSnji polozaj na
elektroforeogramu. Pored

=0

toga S§to se izoenzimi
razlikuju po elektrofo-retskoj pokretljivosti i naelektrisanju navedene frakcije
izoenzima se razlikuju i po bioloskoj funkciji. Anodne frakcije katalizuju
pretvaranje pirogrozdane kiseline u aerobnim uslovima, a katodne u anaerobnim,
dok srednja frakcija i u jednim i u drugim.

Reakcija u kojoj se fruktoza-6-fosfat fosforilacijom prevodi u fruktozu- 1,6-
difosfat je jedna od klju¢nih u metabolizmu ¢elije:

Fruktoza-6-fosfat + ATP — fruktoza-1,6-difosfat + ADP

Fosforilovanje fruktoze je visoko egzogena i ireverzibilna reakcija koju
katalizuje fosfofruktokinaza (EC 2.7.1.11) ¢ija je uloga u glikolizi kljucna.

Fosfofruktokinaza - je tetramer (drugacije receno, to je enzim izgraden iz
4 podjedinice) sa alostericnim tipom interakcija. Ovaj enzim egzistira u dva
neznatno razliita oblika oznacena kao M i L, kao Sto su moguce i razlicite
kombinacije monomera ovog enzima (kao npr. MsL;, M,L,, M;L3) kada grade
tetramere (slika 5-26). Razlika u aminokiselinskom sastavu ovih podjedinica je
veoma mala tako da dva izoenzima mogu biti odvojena jedan od drugog i
elektroforezom.
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4 M3L 1 Msz Ml L3 4
Slika 5-26. Moguc¢i izoenzimi fosfofruktokinaze.

Esteraza iz kukuruza je izgradjena iz dve razliCite podjedinice kodirane
razli¢itim genima. Oznacavaju se E, 1 E; pa se njihovom kombinacijom mogu dobiti
tri izoenzima i to: E{E,, E(E, 1 E;E,.

Proucavanje enzima biljaka je postalo veoma intenzivno kako u genetickim
studijama tako i u selekciji. Utvrdjeno je da se izoenzimski sastav menja u toku
nicanja semena i da je znaCajan za rastenje i razvice biljaka. Izoenzimska slika
peroksidaze se menja i nakon infekcije biljaka pri ¢emu dolazi do povecéanja broja
izoenzimskih traka sa 4 na 9. U toku nicanja kukuruza broj izoenzimskih traka
glutamat-dehidrogenaze se povecava od 5 do 9 za 72 Casa. Sli¢ni rezultati su
dobijeni i odredjivanjem izoenzimskog sastava glutamat-dehidrogenaze u tikvi
(slika 5-27).

Slika 5-27.
Izoenzimi peroksidaze iz kukuruza (a): 1-suvo seme, 2-nakvaseno seme 48 h, 3-
nakvaSeno seme kukuruza 72 h i glutamat-dehidrogenaze iz tikve (b): 0-seme,
12,416 dan nakon nicanja.
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Spektar izoenzima se moZe izmeniti u razli¢itim periodima ontogeneze kao
i faktorima spoljasne sredine te je njihovo odredivanje naslo primenu u
biohemijskoj dijagnostici od interesa za biljnu proizvodnju.

Pored toga Sto enzimi u intaktnoj biljnoj celiji katalizuju reakcije
samostalno, ima i slucajeva kada se oni udruzuju u agregate koji se nazivaju
multienzimski kompleksi.

Multienzimski kompleks - predstavlja grupu enzima udruzenih zajedno
u jednu asocijaciju (mozaik), koji katalizuje sekvencu metabolickih reakcija kao Sto
je pokazano jednacinom 5-47.

Ei. E» E:; E, Es
$158,-58;5S8,-5S;—> P+E;; (5-47)

Primer multienzimskog kompleksa je sinteza masnih kiselina koja se odvija
u citoplazmi uz ucesée 7 udruzenih enzima tako §to proizvod jedne reakcije postaje
supstrat za drugu reakciju. Takav kompleks iz kvasca ima relativnu molekulsku
masu od 2.3 x 10*, i sastoji se iz samo dva tipa polipeptidnih lanaca, a svaki od njih
je kodiran jednim genom. Podjedinica A (M,=185.000) sadrZi acil-nosa¢-protein,
kondenziraju¢i enzim i [-ketoacil- reduktazu, dok podjedinica B (M,=175.000)
sadrzi acetil-transacilazu, malonil-transacilazu, B-hidroksiacil-dehidratazu i enoil-
reduktazu. Sintetaza masnih kiselina sisara (M,;=400.000) takode se sastoji iz dve
vrste podjedinica, slicnih onima kod kvasca. Zapravo se mnogi eukariotski
multienzimski kompleksi sastoje od multifunkcionalnih proteina, u kojima su
razli¢iti enzimi kovalentno povezani u samo jedan polipeptidni lanac. Na taj je
nacin sinteza razlic¢itih enzima u potpunosti koordinira