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1. POGLAVLIJE

IVA STANICA

Danas se biokemija bavi uglavhom kemijskim reakegau ivoj stanici, a takoer i
vezom koja postoji izmau stanine strukture i njene funkcije. Albert Lehninger idefo je
ivu stanicu kao izotermni sustav molekula koje ssame prilagouju, vezuju, obnavljaju i
produ uju, a izmjenjuju tvari i energiju s okolinoriakav sustav radi uz maksimalnu ustedu
energije, a organske reakcije koje se tu odvijatalkzirane su enzimima koje proizvodi sama
stanica. Makromolekule koje stvaraju komponentaisga nastaju od gravnih biomolekula
(prekursora). Seeri, lipidi, proteini i nukleinske kiseline daljeidjeluju u izgradnji stanhih
sustava koji omoguwavaju funkciju ive stanice. Obzirom na vehu i kompleksnost gre,
postoje dva glavna tipa ivih stanica: prokariotsleikariotske.

1.1. Prokariotske ive stanice

Prokarioti su mali jednostamii organizmi, obino manji od Imm (10° m), a openito
ne vei od 3 mm. Imaju jednostavnu strukturnu organizaciju. Nemaggru i nedostaju im
mnoge membranske strukture koje se nalaze u sjorestani nim tipovima. Tri su glavne
skupine prokariota: bakterije, mikoplazme i modtere alge.

1.2. Eukariotske ive stanice

Eukariotske stanice su i kompliciranije od prokariotskih. Ove stanicesisutne
u viSim biljnim i ivotinjskim organizmima. Bithaazlika od prokariotskih stanica je Sto one
sadr e jezgru u kojoj je nasljedna tvar vezana rmriosome. Jezgrina membrana ima mnogo
pora kroz koje se vrSi izmjena tvari izmejezgre i citoplazme.

1.3. Vanije stani ne komponente

Da bi mogli govoriti o biokemijskim procesima i fkriji bakterijske, biljne ili
ivotinjske stanice, potrebno je poznavati njihopedstanine komponente. Mel glavne
podstanine komponente ubrajaju se:

1.3.1. Stanina membrana. Sve podstanne komponente se nalaze unutar stami
membrane koja ima vitalnu ulogu kod prolaza hrarstamicu i uklanjanja nepotrebnih tvari.
Po kemijskom sastavu membrana sadri mnogo lipidarateina. Proteini su uglavnhom
integralni dio membrane odgovoran za transporti.tv@ni u staninoj membrani grade
ultramikroskopske pore, a o vethi tih pora ovisi koje molekule mogu pridkroz membranu.

1.3.2. Citoplazma.Citoplazma je vodena faza unutar staeimembrane koja sadr i otopine
raznih makromolekula. Npr. mnogi enzimi se nalazeitoplazmi. Citoplazma je ina
potpora stannim organelama kao Sto su jezgra i mitohondrijelikDpe se neobinim
svojstvom da mo e nastupiti kao tekoa i da se mo e elasto izobli iti kao kruto tijelo. U
citoplazmi se odvijaju dvije va ne funkcije: prenma kemijske energije u rad i biosinteza
proteina.



1.3.3. JezgraKao Sto samo ime ka e, jezgra je srediSnja i vilod stanina organela kod
eukaritskih stanica. Odvojena je od citoplazme thugm slojem jezgrine membrane koja
regulira kretanje tvari u jezgru i izvan nje. Zeaje jezgre u metabolizmu stanice mo e se
vidjeti ako umjetno otklonimo jezgru. Tada va netighosti stanice prestanu, nema diobe i
kona no stanica ugiba. Poznato je da se u jezgri nalagino ava vei dio nasljedne tvari
koja se nalazi u kromosomima. Kromosomi su sagtavipd DNA i proteina. Jezgra sadr i
jednu ili viSe malih okruglih jezgrica koje imajawiu ulogu kod sinteze RNA molekula.

1.3.4. Mitohondrije. Mitohondrije su kompleksne stane organele izdu enog oblika.
Najva nija im je funkcija produkcija potrebne engegu obliku molekula ATP, tj. fosfatne
skupine koja se vee na ADP s visokim energijskimtgncijalom. Mitohondrije esto

nazivaju energetskim centralama stanice. U njimgreé&zvodi oko 95% molekula ATP u
ivotinjskim stanicama. U biljnim stanicama postotge maniji jer se ATP proizvodi u
kloroplastima. Tekuna unutar mitohondrija sadri proteine, neutrallyg@de, nukleinske

kiseline i enzime potrebne za funkcioniranje cikllimmunske kiseline.

1.3.5. Ribosomi i endoplazmatska mre icaRibosomi su susSne citoplazmatske tvorbe
(0,15 - 20 nm) na kojima se sintetiziraju proteMiogu biti slobodni u citoplazmi ili vezani
za endoplazmatsku mre icu. Endoplazmatska mre icga ksadri ribosome je grubog,
granularnog sastava, za razliku od glatke endop#ste mre ice koja ne sadr i ribosome.

1.3.6. Golgijev aparat. Golgijev aparat je otkriven nakon primjene elekskog
mikroskopa. Oblik Golgijevog aparata je slo en gleda kao niz meusobno povezanih
cjev ica, mjehuria i cisterni. Cisterne su prostori obavijeni membra u koje se mogu
gomilati razliite tvari i izlu evine. Mnogobrojne cisterne su nusobno vezane i izgledaju
kao skupovi lamela. Golgijev aparat jesto vezan uz stamu membranu, tako da preko
membranskih pora sudjeluje u transportu tvari preiienih u podstarmim organelama.

1.4. Kemijska aktivnost stanice

Kemijska aktivnost itave stanice, u smislu njenog rasta, odr avanj@bnove
sainjava proces metabolizma. U stanicama dolazi daldai kog razgraivanja proteina,
masti i Seera iz hrane. Oslobena energija se pretvara u kemijsku energiju ukabATP,
zatim, u kinetiku energiju za pokretanje mi&ii toplinu za odr avanje tjelesne temperature.
Pored energije, u katabdtim procesima stanice dolazi do nastajanja jedragtanolekula.
Anaboli ki procesi u stanici su oni kod kojih jednostavnijgolekule meusobnim
udru ivanjem grade kompleksnije makromolekule, @ kazultat dolazi do stvaranja novog
stani nog materijala i do rasta stanice.

N :=__ Golggjev aparat

B Citoplazma
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2. POGLAVLIJE

BIOMOLEKULE

Fizi ari su znanstvenim metodama pranaali da je svemir star 15-20 milijardi
godina. Iz sadasnje slike svemira i opa anja dawmir Siri, zakljueno je da je svemir
nastao velikom eksplozijom (“big bang”). Sev sustav je nastao prije priblino 4,5-5
milijardi godina, a prve organske molekule na Zgnpljetpostavlja se, prije 3,5-3,8 milijardi
godina. Zemljina praatmosfera se sastojala od wdikji je kao najlakSi element izmakao
djelovanju sile te e. Vulkani su neprestano izbatiiplinove koji su mijenjali prvobitnu
atmosferu. Praatmosfera nije sadr avala kisik, wglavnhom H, CH,, NHzi H20.

Ruski znanstvenik Oparin (1936.) pretpostavio g i prve organske molekule
nastale abiotki, bez sudjelovanja ivih organizama. Ame istraiva Miller (1953.)
potvrdio je ovu opasku poznatim Millerovim pokusom.

prikupljeni uzorak
' za analizu

Millerov pokus

On je u laboratoriju oponasao uvjete praatmosféngjesu vodene pare, metana, amonijaka i
vodika izloio je elektrinim pranjenjima i djelovanju UV-zraka. MjeSavinae smee
obojila. Kemijske analize kondenzata dokazale sstganje razliitih malih organskih
molekula, izmeu ostalog aminokiselina i nukleotida. Dakle, Mitderpokus je dokazao da su
male organske molekule mogle nastati prije nega ostojali ivi organizmi.

2.1. Molekulska osnova ivih organizama

Organski spojevi ili biomolekule u ivim organizmensu veoma raznoliki i vrlo
kompleksni. Npr. jedna jedina stanica neke balktesgdr i oko 5000 razlitih biomolekula.



Da bi izolirali, identificirali ili sintetizirali ko razliite biomolekule iz ivih organizama,
biokemi ari bi imali nepremostive probleme, ali se prirdgabrinula” i "pojednostavila” te
probleme. Tako su mnoge makromolekule (proteinkleinske kiseline, polisaharidi itd.)
izgra ene od veoma malog broja jednostavnih biomolekipr. svi proteini su izgraeni od
20 aminokiselina, dok su nukleinske kiseline izgrae od samoetiri razli ita prekursora koji
se meusobno povezuju i stvaraju raznolike nukleinskelkie.

Postoji nekoliko principa u molekulskoj logici iiorganizama:

postoji osnovna jednakost u strukturi biomolekul

sva iva bi a koriste iste prekursore za izgradnju makromokekul

sve biomolekule imaju specifiu funkciju u stanici,

identitet ivih bi a je zaStien posjedovanjem, na svojstveninaizgra enih,
makromolekula

* biomolekule koje se ne mogu sintetizirati u moorganizmu moraju se
unijeti s hranom.

* % ok *

2.2.  Osnovni sastojci ive tvari

2.2.1. Bioelementi.Samo 27 od 92 prirodna elementa imaju bitnu ulcguazli ite forme
ivota. Osnovni elementi ive tvari su C, H, O, R,i S, zatim ioni Nj K*, Mg®*, C&" i CI,
dok se Fe, Cu, Zn i ostali elementi nalaze u tragay

2.2.2. Biomolekule.Sve biomolekule mogu se promatrati kao derivatjikmfodika. Jedan
ili viSe vodikovih atoma mogu biti zamijenjeni raatim funkcijskim skupinama koje
karakteriziraju razliite vrste biomolekula:

Funkcijska skupina Struktura Vrsta biomolekule
Hidroksilna R-OH Alkoholi
Aldehidna R-CHO Aldehidi
Keto R-CO-R Ketoni
Karboksilna R-COOH Kiseline
Amino R-NH Amini

Amido R-CO-NH Amidi

Tiolna R-S-H Tioli
Esterska RCOO-R Esteri

Eterska RO-R, Eteri

Biomolekule mogu imati viSe funkcijskih skupinaagtemeno kao Sto je slaj kod
aminokiselina ili Seera. Svaka funkcijska skupina u biomolekulamai ih kemijski
reaktivnijima od polaznog zasinog ugljikovodika. Funkcijske skupine utjena raspored
elektrona i na geometriju susjednih atoma i nantjn pove avaju kemijsku reaktivnost
biomolekule u cjelini.



2.3. Pretee

Pretee su osnovne, jednostavne molekule koje svojim pwaejem izgrauju
slo enije i kompleksnije makromolekule. Postoji déko tipi nih pretea od kojih su
izgra eni proteini, nukleinske kiseline, &i i masti:

2.3.1. Pretee proteina.Pretee koje izgrauju proteine su aminokiseline. Sve aminokiseline
posjeduju najmanje po jednu amino i karboksilnupsku, a meusobno se razlikuju u dijelu
molekule gdje se ve e razita R-skupina. U sastav proteina ulazi 20 ratzhi aminokiselina

2.3.2. Pretee nukleinskih kiselina. Nukleinske kiseline su nastale polimerizacijom
deoksiribonukleotida u DNA, odnosno ribonukleotid®NA. Svaki nukleotid je izgran od

tri karakteristina pretea: dusSikova organska baza (pirimidinska ili purgisiSeer pentoza
(riboza ili deoksiriboza) i fosforna kiselina

2.3.3. Pretee masti. Masti su izgraene od glicerola i viSe-masnih kiselina.

2.3.4. Pretee Seera. Osnovna preta jea-D-glukoza.

2.4. Kemijske veze meu biomeolekulama

2.4.1. lonska veza.Atomi s nepopunjenom valentnom elektronskom orbitalprimaju
elektrone koje otpusStaju atomi koji u vanjskoj ¢abiposjeduju malo elektrona.

2.4.2. Kovalentna veza.Ovaj tip veze nastaje tako Sto dva atoma dijelgdra ki
elektronski par, tako da preklapanjem atomskihtaldinastaju molekulske orbitale, a atomi
se udru uju u molekule.

2.4.3. Nekovalentne vezelakve veze nastaju izme atomskih grupa, a da se pri tom ne
preklapaju njihove atomske orbitale. To su vodikdvdrofobne i Van der Walsove veze.

Vodikove vezese stvaraju izmes neke HO-grupe ili HN-grupe i slobodnog
elektronskog para atoma kisika, odnosno atoma duaiko se pribli e na udaljenost od 0,28
nm. Energija vodikove veze je 1/10 kovalentne vdm®ju bithu ulogu za stabiliziranje
prostornog ureenja makromolekula.

Hidrofobne vezenastaju kada se ugljikovodie skupine nalaze u vodenoj sredini.
Dolazi do poremegja u strukturi vode jer se "kidaju” vodikove veP®remeaj je manji ako
se dvije ili viSe ugljikovodinih skupina toliko priblie da izmeu njih viSe ne postoje
molekule vode. Hidrofobno istiskivanje vode rezaltyrupiranjem ugljikovodnih skupina.

Van der Walsoveeze nastaju djelovanjem jezgre i elektrona atanp@adne molekule
na jezgre i elektrone atoma iz druge molekule. R&a izme u privla nih sila i sila
odbijanja dr e molekule na odrenoj udaljenosti. Svako primicanje ili odmicanje lekula
zahtijeva utroSak energije. Elektroni iznmeatoma nisu ravhomjerno udaljeni, &sto dolazi
do stvaranja dipola u molekulama. Uslijed ragh elektronegativnosti takve molekule se
me usobno privlae ili odbijaju adekvatnim silama pa tako nastajmevdipol-dipol.

Kemijske veze direktno utj@ na molekulsko ustrojstvo ive stanice. U malim
molekulama i primarnim strukturama makromolekulajeluju kovalentne veze, dok u
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sekundarnim i tercijarnim strukturama makromolekukao i njihovom udruivanju u
kvarterne strukture i stame organele uglavnom sudjeluju nekovalentne veze.

2.5. Voda

Kemijske veze kisika u vodi su mgsobno pod kutom od 184pa je molekula vode
zakrivljena. Kako atom kisika na sebe privlalektrone s vodika, nastaje dipolni moment, tj.
atomi kisika postaju negativniji, a vodikovi atopzitivnije nabijeni. Polarizacija molekule
vode omoguava stvaranje vodikovih veza, koje dovode do asoifg molekula vode, pa je
op u formulu vode pravilnije pisati u obliku ¢),.

2.5.1. Anomalije vodeZbog vodikovih veza voda u usporedbi sgHli H,Se ima mnoge
neobi ne osobine. U usporedbi s navedenim spojevima, ottabala imati lediSte na — 150
°C a vrelidte na — 88C. Upravo anomalije vode uslijed vodikovih vezaajgrbitnu ulogu za
nastajanje i odr avanje ivota na zemlji, prije & Sto je voda u tekem stanju pri
normalnim atmosferskim uvjetima. Visoka toplinadsgvanja vode je taker posljedica
vodikovih veza, ali igra bitnu ulogu u ivim orgaamima, npr. olakSava odvenje topline pri
procesima znojenja. Voda je izvrsno otapalo i zarganske i za organske spojeve. Pri
otapanju mo e da do potpunog disociranja soli u ione, dok karbbiesikiseline najes e
samo djelomino disociraju. Po topljivosti u vodi razlikuju s&ltofilne (aminokiseline, Seri

, hukleinske kiseline) i hidrofobne (masti i lipidirste spojeva.

2.5.2. Reakcije s vodomVoda mo e biti reaktant ili produkt neke kemijskeakcije.
Prilikom nastajanja makromolekula proteina i nuk$ékih kiselina, formalno se sastojci
povezuju uz odcjepljenje vode. Hidrolizom se makotakule mogu opet razlo iti na sastavne
dijelove. Konano najva nija reakcija koja upravo omogwa ivot na zemlji je cijepanje
vode energijom svjetlosti pri fotosintezi i obratremkcija, nastajanja vode pri sagorijevanju
hranljivih sastojaka i dobivanja energije u aeratrganizmima.

2.5.3. pH - vrijednost vodenih otopina.Sorensen (1909) uveo je pH vrijednost koju je
definirao kao negativni logaritam koncentracije kodih iona

pH = - log[H']

U skladu s tim danas se upotrebljava simbol pOH kejznauje negativni logaritam
koncentracije hidroksid iona pOH = - log[QHte simbol pK kao negativni logaritam
konstante ravnote e pK = - log K. Odnosno, za kmpsodukt vode vrijedi izraz:

pH + pOH = pkK,.

Vrijednost pK, na 25°C iznosi 14, $to znada istoj vodi na 25°C u kojoj je koncentracija
H* iona 10" mol/l pripada vrijednost pH = 7 (neutralna vrijedh pH). Otopine s pH < 7
smatraju se kisele, a s pH > 7 lu nate.

U biokemiji je pojam pH vrlo va an jer mnogi pragieu ivim organizmima jako
ovise o koncentraciji Hiona, tj. pH vrijednosti. U ekstracelularnom paosti krvnoj plazmi
pH je jednak 7,4, tu je koncentracija lena izrazito stalna i normalan raspon je izmeH =
7,35 — 7,45. Vanstame tekuine imaju pH vrijednosti koje mogu znatno odstupa&tiu ani
sok (pH 1,5 - 3,0), sadr aj tankog crijeva (pH d®aili mokra a (pH oko 5).
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3. POGLAVLJE

AMINOKISELINE

Aminokiseline koje izgrauju proteine u kemijskom sastavu imaju amino skupin
karboksilnu skupinu, vodikov atom i raatu R skupinu vezane na-ugljikov atom. Ovaj
ugljikov atom je kod svih aminokiselina asimeam tj. kiralan (na svakoj vezi ima druga
skupinu) izuzev glicina. Kod glicina, najjednostgeg predstavnika aminokiselina, rea
ugljikov atom vezana su dva vodikova atoma pa stwgaije asimetrian.

0
HoM——CH—C——0H

R
opa formula

Svi proteini u svim ivim organizmima izgrani su od dvadeset raatih L-
aminokiselina. Razlitost je uvjetovana sa dvadeset vrsta R skupirastagu aminokiselina.
Aminokiseline uglavhom nose imena prema tvari izeksu prvi put izolirane, aesto se
oznaavaju skraenim simbolima od tri slova ili samo jednim slovom.

Pored toga Sto aminokiseline izguu proteine, one imaju i druge va ne funkcije u
ivim organizmima. U metabolizmu se mogu ra#lb mijenjati i davati va ne ishodne
spojeve za izgradnju i drugih bitnih spojeva zatiyednog organizma.

3.1. Klasifikacija aminokiselina prema R skupini

Prema R skupini, odnosno njezinoj tendenciji reaga s vodom na pH = 7,
aminokiseline dijele se wetiri skupine: 1. nepolarne ili hidrofobne R skugi2. polarne i
elektri ki nenabijene skupine, 3. polarne i negativrabijene skupine, 4. polarne i
pozitivho nabijene skupine.
3.1.1. Nepolarne ili hidrofobne aminokiselineGlicin je najjednostavnija aminokiselina
(nalazi se u skleroproteinimalanin se mo e formalno shvatiti kao ishodni spoj za sstate

aminokiseline jer zamjenom jednog ili oba vodikametilnoj skupini s nekim drugim
ostatkom nastaju strukturne formule ostalih amiselkna.

0 0
HyM—— CH—C ——OH HoM—— CH—C——0OH
H CHa

glicin (M, = 75) alanin (M= 89)
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Valin, leucin i izoleucinmaju razgranat ugljikov skelet. Kemijski su veb ni pa se
vrlo teSko meusobno odjeljuju.

o) 0 o)
HoN CH—M OH HZN—CH—|C|:—OH HZN—CH—M—OH
CH—CHjs C|ZH2 CH—CHs
CHg C|:H—CH3 CH,
L, L,
valin (M, = 117) leucin (M= 131) izoleucin (M= 131)

Prolin koji se esto nalazi u proteinskim hidrolizatima je cikie gra e. DuSikov atom
u a - polo aju uklju en je u prsten, pa stoga nije primarni nego sekumdanin. Fenilalanin
sadr i jedan aromatski prsten. Fenilalanin je adnjoj vezi s tirozinom, koji spada u polarne i
elektri ki nenabijene aminokiselindriptofan je heterociklika aminokiselina koja posjeduje
indolni prsten.

0
H_OH HZN—CH—U‘—OH Ho;N——CH—C——0H
é CH, C|IH2
HN
7
0D
prolin (M, = 115) fenilalanin (M= 165) triptofan (M= 204)

Metionin pored toga Sto ulazi u sastav proteina va arkgoi donor metilne skupine.

CHs
metionin (M= 149)
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3.1.2. Polarne ali elektriki nenabijene aminokiseline. U ovoj skupini ima Sest
aminokiselina: Serin sadr i jednu hidroksilnu skupinu koja pokazuje uaene reakcije
alkohola, npr. stvaranje estera s kiselinaiir@onin je viSi homolog serina. Posjeduje dva
asimetrina C atoma, pa stoga mo e postojatietiri stereoizomera.

o) o)
|
H2N—CH—H—OH HoN——CH—C——0H
CH, CH—OH
C|)H CHs
serin (M = 105) treonin (M= 119)

Cisteinsadr i sumpor. SH skupina prilno je reaktivha i mo e lagano dehidrirati. Pri
tome se dvije molekule povezujucistin, a takvo povezivanje preko S - S veze swesse U
mnogim proteinima (disulfidna veza).

(l)H
H,N——CH—C——O0H O0—c¢C NH2
| Hz Ha
CH, CH—C—S S C CH
NH —_—
SH 2 C 0]
OH
cistein (M = 121) cistin (M = 240)

Tirozin posjeduje fenolnu OH skupinu koja ima slabo kisslajstva.Asparagin i
glutaminposjeduju kiselu amidnu grupu koja im daje hidnaisvojstva.

0 0 o)
| | |
H,N——CH—C——OH H,N——CH—C——OH HoN——CH—C——0OH
CH, CH, CH,
C——O CH,
NH, c—o
NH,

OH
tirozin (M = 181) asparagin (M 132) glutamin (M= 146)



3.1.3. Polarne i negativho nabijene skupineAsparaginska i glutaminsk&iselina na
bo nom lancu imaju jo$ jednu karboksilnu skupinu kgopton lagano disocira. Zbog toga
nastaju daljnji negativni naboji. Ova svojstva mmatutje u na elektrokemijska svojstva
proteina bogatih asparaginskom i glutaminskom kiseh.

o 0
[
HoN—— CH—C——OH HoN——CH—C——0H
CH, CH,
c=—o CHe
OH ¢=—0
OH
asparaginska kiselina (M= 133) glutaminska kiselina (M= 147)

3.1.4. Polarne i pozitivno nabijene aminokiseline.U ovu skupinu ubrajaju se tri
aminokiseline koje se odlikuju bamom skupinom na pobaom lancu i stoga djeluju kao
lu ine. Lizin posjeduje slobodnu amino skupinu na patmon lancu.

(o) 0] O
I I
H,N——CH—C——OH H,N——CH—C——OH H,N——CH—C——OH
CH, CH, CHz
CH, CH,

CH, CH, \\
NH

CH, NH
NH, C——NH
NH,
lizin (M, = 146) arginin (M = 124) histidin (M1 = 155)

Arginin posjeduje gvanidino skupinu koja imagabazna svojstva od pobw amino skupine
lizina. Histidin sadr i imidazolni prsten koji kod mnogih enzimeelljje kao donor i akceptor
protona.

3.2. Aminokiseline koje ne ulaze u sastav proteina
Osim dvadeset aminokiselina koje izgupu proteine, u prirodi ima i drugih

jednostavnim peptidima ili su pak merodukti metabolizma. Npr. aminokiseline sa



sumporom, koje su u vezi s cisteinom i metionind@isteinska kiselina njezin produkt

dekarboksilacijgaurin.

O

H,N——CH—C——OH

CH,

SO5
cisteinska kiselina

H

H,N——CH—C——H

CH,

SO5
taurin

Lantioninima jedan S atom manje od cistina. Izoliran jridrolizata vune.

(l)H
o=—cC NH>
| H, H,
(l:H—C S C CH
NH, c=—o0
OH
lantionin

Neke aminokiseline nastaju metabkim transformacijama "obnih" aminokiselina. To su

npr.ornitin iz arginina ili b-alanin iz asparaginske kiseline.

i)l

H,N——CH—C——OH

CH»

CH,

NH,

ornitin

3.3.  Aminokiseline kao dvopolni ioni

O

H——CH—C——OH

CH,

NH,

b-alanin
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Aminokiseline su ionizirane pri neutralnom pH, otopinama se nalaze kao dvopolni
ioni (Zwiter-ioni). Kad je aminokiselina u dvopolmo obliku, njezina amino-skupina je



protonirana {NHz"), a karboksilna skupina je disociranaCQQO). lonizacijsko stanje
aminokiselina mijenja se sa pH.

R OH™  HOH R OH™  HOH R
% \/ \p
*H3N COOH bt *HsN C00~ bt H,N CO0~
pH=1 pH=7 pH =11
Zbog svoje dipolnosti aminokiseline se ponasaju xaferi i imaju karakteristne titracijske

krivulje. Zbog ovih osobina aminokiseline igrajulosiva nu ulogu u odr avanju neutralne
vrijednosti pH u ivim organizmima.

3.3.1. Titracijske krivulje. Disociranje kiselih i baznih skupina aminokiselimadlo na je
zakonu o djelovanju masa jednako kao i disociralgbih kiselina i baza.

HA = H + A

[HT [A]

[HA]
Svaka skupina ima svoju konstantu disociranja Kojkee negativni logaritam oznava kao

pK vrijednost. Henderson-Hasselbalchova jednad fileapuje samo drugdi izraz konstante
disociranja. Prvo se tra i rjeSenje 8]

Ako se sada izvrSi inverzija - IqiA]/ [AT], promijenit e se predznak i dobiti Henderson-
Hasselbalchova jednad ba

pH=pK + log ----------

17



Henderson-Hasselbalch-ova jednad ba je vrlo prakti za izraunavanje pH
vrijednosti koje se uspostavljaju u smjesama skisélina. Puferi imaju osobinu da ve u'H
ione (i OH ione) i tako ubla avaju promjene pH koje nastajuddikom kiselina, odnosno
luina. Kao puferske smjese ognito slu e slabe kiseline ili slabe baze u smgssisvojim
solima. Njihovo pufersko djelovanje najbolje je adpu ju pK vrijednosti.

Aminokiseline se takcer ponaSaju kao puferi. Karboksilna skupina amiselkna
mo e kao kisela grupa disociranjem oslobodittidne, dok bazina amino skupina prima‘H
ione. Kad su obje skupine disocirane dobivamo dipolion. Za mnoge je svrhe prakto
prikazati disociranje aminokiselina titracijskomivkdjom. Titracija se vrSi kiselinom ili
lu inom. Postignuta pH vrijednost se unosi kao foijgk dodane koliine kiseline, odnosno
lu ine. Aminokiseline posjeduju dvije ili tri pK wednosti. Npr. glicin ima samo karboksilnu
i amino skupinu u svom sastavu, pa stoga posjesduy dvije pK vrijednosti. Histidin, pored
karboksilne i amino skupine, posjeduje joS jednudtu skupinu na pobamom lancu, pa
posjeduje ukupno tri pK vrijednosti.

i o R e

I |
0 0.5 1.0 1.5 2.0

Molovi NaOH dodani po molu glicina

3.3.2. lzoelektrina to ka. Izoelektrina toka predstavlja pH pri kojem je molekula
aminokiseline elektrki neutralna i ne mo e se kretati u elektrom polju. Matematki
gledano, izoelektrna toka je aritmetika srednja vrijednost dviju konstanti ionizacije;
kiselog i bazinog oblika.

PH = (pK 41,0+ pK.10) /2

- pK 41, 0 Je vrijednost konstante ionizacije izmeoblika aminokiseline u +1 stanju i stanja
kada je ukupan naboj aminokiseline 0;
- pK .1, oje vrijednost konstante ionizacije izmeoblika aminokiseline u -1 stanju i stanja
kada je ukupan naboj aminokiseline 0.

18



3.3.3. pK vrijednosti funkcijskih skupina. Svakoj funkcijskoj skupini odgovara njena
konstanta disociranja. Vrijednosti pK kiselinskeugkie su u intervalu 1,7-2,6. Za amino
skupinu, pK vrijednosti se kra u intervalu 8,9-10,6. Razlie R skupine imaju vrlo razlite

pK vrijednosti.

Aminokiselina pK pKz pKs
-COOH -NH R-grupa

Glicin 2,34 9,60

Alanin 2,34 9,69

Leucin 2,36 9,60

Serin 2,21 9,15

Treonin 2,63 10,43

Glutamin 2,17 9,13

Asparaginska kiselina 2,09 9,82 3,86

Glutaminska kiselina 2,17 9,67 4,25

Histidin 1,82 9,17 6,00

Cistein 1,71 10,78 8,33

Tirozin 2,20 9,11 10,07

Lizin 2,18 8,95 10,53

Arginin 2,17 9,04 12,48

3.4. Opti ka aktivnost aminokiselina

3.4.1. Zakretanje polarizirane svjetlosti. Sve aminokiseline izuzevsi glicin sadre
asimetri an ugljikov atom. Poznato je u organskoj kemijindalekule koje sadr e asimetan
ugljikov atom posjeduju sposobnost zakretanja [potane svjetlosti u polarimetru. Takve

tvari se nazivaju optki aktivnim.

Molekule koje su optki aktivhe posjeduju asimetan ugljikov atom te mogu imati
dvije razli ite forme u prostoru kao neki predmet gledan ularca

O

H,N——CH—C——OH

CH,
L-alanin

C|IHO
C
HO ‘\H
CH,OH
L-gliceraldehid

HO

O—0

H NH,

A

CHgj
D-alanin

C|2HO
C
/
: ‘\OH
CH,OH
D-gliceraldehid

19



Takve dvije forme su optki izomeri-enantiomeri, a oznavaju se velikim slovima L i D.
Predznak L, odnosno D, za sve molekule koje pogjealsimetrian ugljikov atom odreen je
konvencijom prema odgovarapj formi L-gliceraldehida, odnosno D-gliceraldehida
Predznak L i D ne zavise od toga je li neka molakaakree polariziranu svjetlost u lijevo ili
desno. U tu svrhu koriste se oznaké i((+) ili mala slova (I) i (d). Ako u otopini inmao
ekvimolarne koncentracije L i D izomera, tada tapota nee zakretati polariziranu svjetlost
u polarimetru. Takve smjese nazivaju se racaimi ili jednostavno racematima.

3.4.2. Apsorpcija u UV/VIS podru ju elektromagnetnog zra enja. Sve aminokiseline
apsorbiraju svjetlost u dalekom UV podw (manjem odl =220 nm) Sto nema velikog
Zna aja za eksperimentalna istra ivanja. Dimer cistefoistin) apsorbira nd = 240 nm, te
omogu ava dokazivanje disulfidne veze u nekom peptidnantu. Fenilalanin apsorbira na
| =260 nm, atirozin i triptofan imaju maksimum agxije na = 280 nm.

Budu i da svi proteini u svom sastavu imaju manje iBevitirozina i triptofana ovo
interesantno svojstvo se mo e iskoristiti za kveativno spektrofotometrijsko odrvanje
koncentracije proteina pri valnoj duljihi= 280 nm, ali i za kvalitativnho odrevanje proteina
koji u svome sastavu nemaju aminokiseline tirozipfofan i fenialanin.

hez Trp, TyriPhe

20 240 260 280 300 320

Valna duljina (nm)
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3.5. Karakteristi ne kemijske reakcije aminokiselina

3.5.1. Ninhidrinska reakcija. Ninhidrinska reakcija se koristi za detekciju i edvanje
koncentracije aminokiselina. Ova reakcija je veasjgtljiva pa se kolorimetrijski mogu vrlo
precizno odrediti i vrlo male koncentracije amirsmina.

3.5.2. Reakcija s 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenomSpoj 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen, poznat
kao Sangerov reagens, reagira sa slobodnom amimginskn u aminokiselini, pri emu
nastaje uto obojena dinitrofenil aminokiselina kge lako kromatografski identificirati i
spektrofotometrijski kvantitativno odrediti pri vedj duljini| =360 nm. Ova reakcija je vrlo
bitna za odreivanje proteinskih struktura.

02N 02N
N02 N02

F + HN—R — F—NH—R

21
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3.6.  Op e kemijske reakcije aminokiselina

Op a kemijska svojstva aminokiselina su povezana fmoslu karboksilne i amino
skupine, s druge strane prisutnost reaktivnog Ratket objasSnjava specifia svojstva
pojedinih aminokiselina. Reagirajus dvije funkcijske skupine aminokiseline stvaraju
karakteristine derivate.
3.6.1. Svojstva povezana s karboksilnom skupinom

Prisutnost karboksilne skupine daje aminokiselia@wojstva organskih kiselina:

a) Esterifikacija s alkoholima u prisutnosti jakitkiselina. Esteri aminokiselina su

teku ine koje mogu destilirati pod smanjenim tlakomekgpm vremena uglavnom
polimeriziraju ili kondenziraju gradecikli ne amide.

O

HoN CH—C OH + R—OH — H,N—CH—C——O0——R  + H,O

R R

b) Reakcija dekarboksilacije i nastajanje aminBekarboksliacija je moga
kemijskim putem ili enzimski (enzimi dekarboksilaze

0
H,N—CH—C——OH ——> H,N——CH, + CO,

R R

c) Stvaranje amidaStvaranje amida je rezultat reakcije aminokiseineminom.

O

ﬁ

HoN CH—C OH + R——NH; ——> H,N—CH—C——N——R' + H,O

R R H

Ove reakcije imaju posebnu va nost ako amin potd druge aminokiseline. Tada nastaje
peptidna veza.



3.6.2. Svojstva povezana s amino skupinom

a) DezaminacijaDjelovanjem nitratne kiseline dolazi do dezamirmaaminokiseline
uz stvaranje odgovaraje kiseline - alkohola i oslobanje dusika.

HzN CH—C——O0H + HNO, — R—— CH—COOH + N, + H,0
R OH
Mjerenjem osloboenog duSika moge je odreivanje koncentracije aminokiselina.

b) Stvaranje iminaKondenzacijom aromatskih aldehida s aminokiselinaastaju
imini.

R——CHO + HN——CH—R ___ R~——CH——N—~CH—R
COOH COOH

c) Reakcije s fenilizotiocijanatom (Edmanova reajej. Ovaj spoj takoer reagira s
amino skupinom i prvo u lu natoj sredini daje N-flederivat koji se zatim ciklizira daju
feniltiohidantoin kojeg je lako identificirati.

3.7. Raspodjela aminokiselina u ljudskom organizimn

Od dvadeset aminokiselina koje izgugu proteine, ljudski organizam ne mo e
sintetizirati njih deset: arginin, histidin, valieucin, izoleucin, treonin, metionin, lizin,
triptofan i fenilalanin. Ove aminokiseline sesto nazivaju bitne iovjek ih mora uzimati u
prehrani. Ostale se mogu sintetizirati u ljudskorganizmu i nazivaju se nebitne: alanin,
asparagin, asparaginska kiselina, cistein, glutskairkiselina, glutamin, glicin, prolin, serin i
tirozin.

Glicin i alanin su bez sumnje najprisutnije amiisekne u ljudskom organizmu.
Glicin je posebno u velikoj kolini prisutan u kolagenu. Arginin izgraje neke proteineak
do 90 % ukupne mase. Serin i treonin su u malontofas zastupljeni u veni proteina.
Asparaginska kiselina i glutaminska kiselina &sto nalaze u obliku njihovih amida, tj.
aminokiselina asparagina i glutamina. Triptofatajeo er prisutan u malim postocima.
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3.7.1. Aminokiseline u krvii mokra i

U krvi i mokrai se javljaju svih dvadeset aminokiselina u slobwdrobliku. Njihova
koncentracija varira u odrenim granicama i ima vrlo vanu ulogu u medicinskoj
dijagnostici. Npr. mnoga oboljenja direktno utjena koncentraciju pojedinih aminokiselina u
krvi i mokra i, Sto uzrokuje devijacije u odnosu na normalne demtracije i pomae u
donoSenju ispravne dijagnoze.

U krvi se nalazi izmeu 0,30-0,35 g/L slobodnih aminokiselina Sto predgiaoko
40 mg/L slobodnog dusSika. Dokazivanje svih aminekia je danas vrlo jednostavno i radi
se automatski Sto omogava brzu i tonu dijagnostiku.

U mokrai se nalazi odreena koncentracija slobodnih aminokiselina, ali itgtho i
njihovih derivata i produkata njihove metab&k razgradnje. Mokra@&vinom dnevno se
uklanja izmeu 10 i 25 mg svake aminokiseline. Od derivata akigeina, najznaajniji su
1-metilhistidin i 3-metilhistidin. Drugi produkti azgradnje aminokiselina su taurin, (iz
cisteina), b-alanin (iz asparginske kiselinegraminobutanska kiselina (iz glutaminske
kiseline),a-aminobutanska kiselina (iz treonina, metioninarire) itd.

3.8. Biosinteza aminokiselina

Kada se govori o biosintezi aminokiselina najptijeba razmotriti izvor i ulazak
dusika u aminokiseline. Taj proces zaipge redukcijom dusika iz zraka,Nu NH,". Visi
organizmi ne mogu prevesti ,Nu organski oblik. Tu pretvorbu provode bakterije i
modrozelene alge. Proces pregnja N u NH;" je kataliziran slo enim enzimom koji se
sastoji od dvije skupine proteinskih komponenataluktaze koja osigurava elektrone velike
redukcijske moi, i nitrogenaze koja upotrebljava te elektrone za redukciju N NH,".
Energija veze RIN iznosi oko 950 kJ/mol, pa je stoga za preage N u NH,;" potreban ATP
kao izvor energije. Stehiometrija zbirne reakcijejak se odvija u mikroorganizmima je
slijede a:

N,+6€ +12ATP +12HO® 2NH; "+ 12 ADP + 12 Pi+ 4 H
Sliedei korak ulaska du$ika u biomolekule je ugradnjas;NH aminokiseline. Pri tome

glutamat i glutamin imaju kljunu ulogu. Pod djelovanjem glutamin sintetaze aneenipn
reagira s glutamatom (glutaminska kiselina) i ugja se u glutamin.



4. POGLAVLJIE

PEPTIDI

Peptidi su molekule ili makromolekule koje nastajue usobnim povezivanjem
aminokiselina. U peptidnim lancinekarboksilna skupina jedne aminokiseline se ve @na
amino skupinu druge aminokiseline peptidnom vezomemu se gubi jedna molekula vode.
Ravnote a te reakcije jako je pomaknuta prema Hizirde za biosintezu peptidnih veza treba
ulo iti energiju, a za njihovu hidrolizu ne trebRrema dogovoru za petak polipeptidnog
lanca uzima se amino kraj (N-terminal), to jestrawkiselina na kraju lanca kojoj je slobodna
aminoskupina, a za svrSetak karboksilni kraj (C-termined jest aminokiselina na drugom
kraju lanca kojoj je slobodna karboksilna skupiRalipeptidni lanac se sastoji od glavnog
lanca ili okosnice, (dio koji se pravilno ponavlja) promjenljivog dijela koji sadri
me usobno razlite ogranke, aminokiselinske R ostati&ijedovi aminokiselina do 100
peptidnih veza uglavhom se nazivaju peptidima,ekqr100 proteinima. Svaki peptidni lanac
posjeduje najmanje jednu amino skupinu i jednu dksinu skupinu te prema tome ima
puferska svojstva. Puferska svojstva nekog peptiddno ovise i od pobaih R ostataka.

4.1. Peptidna veza

Reakcija a-karboksilne skupine jedne aminokiselineasamino skupinom druge
aminokiseline daje sekundarni amid, a vezaureminokiselinama se naziva peptidna
veza.

Formula peptida panje slijeva od amino skupine u desno prema karbmsskupini (npr.
metionil-histidil-alanin).

4.2. Dokaz postojanja peptidne veze
Eksperimentalni dokazi peptidne veze su mnogohrojni

Hidrolizom nekog peptida u otopini progresivho eakbncentracija aminoskupina i
karboksilnih skupina Sto se mo e jednostavno dokamgracijom. U polaznom
peptidu bile su slobodne samo one skupine na kmagepeptida, dok poslije hidrolize
one su slobodne u svakoj aminokiselini sastavraptiga.

Peptidi imaju karakteristan infracrveni spektar.

Difrakcija (rasipanje) x-zraka potwije peptidnu vezu i omogava odreivanje
polo aja atoma koji je izgrauju.
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Karakteristike peptidne veze:

svih Sest atoma £CO-NH-G, koji izgra uju peptidnu vezu nalaze se u istoj ravnini
(Ca sua-ugljikovi atomi susjednih aminokiselina u vezi).

a-ugljikovi atomi dviju aminokiselina koje su povemapeptidnom vezom nalaze se
uglavnom uranspolo aju u odnosu na peptidnu vezu.

Peptidna veza je stabilizirana rezonanthom strokiurto jest delokaliziranom dvostrukom
vezom izmeu ugljika i kisika koja se premjeSta izmeugljika i duSika.
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Tako formirana dvostruka veza onemogua rotaciju oko same peptidne veze. Man a-
ugljikov atom jedne aminokiseline je s jedne straeean s duSikom iz jedne peptidne veze, a
s druge strane s ugljikom iz druge peptidne verepdstoji mogunost rotacije izmeu C,-N
veze koja je odreena kutony , kao i rotacije izmeu C,-C koja je odreena kutony . Kada

su dvije peptidne veze koplanarne tada su ti kyemnaki.

4.3. Redoslijed aminokiselina u nekom peptidu

Redoslijed povezivanja aminokiselina u nekom pmkptima presudnu ulogu za
njegovu strukturnu grar i bioloSku aktivnost. Glavni principi odrivanja redoslijeda
aminokiselina u nekom peptidu su:

a) Odreivanje aminokiselina na N i C zavrSetku istra ivgnueptida.

b) Hidroliza peptida na oligopeptide (upotreba eoditi kog enzima) te njihovo
razdvajanje nekom od kromatografskih metoda.

c) Odreivanje aminokiselina na N i C zavrSetku svakog apigptida, a zatim
odre ivanje redoslijeda aminokiselina u svakom oligdjukp

d) Hidroliza peptida u razlitim uvjetima (upotreba druggeg proteoliti kog enzima) da
se dobiju razliiti oligopeptidi.

e) Ponovno odravanje aminokiselina na N i C zavrSetku svakog mastalog
oligopeptida i odreivanje redoslijeda aminokiselina.

f) Povezivanje svihinjenica i odreivanje cjelokupnog redoslijeda aminokiselina u
istra ivanom peptidu.

Upotrebom proteolitikog enzima peptidni lanac se cijepa naitbodre enim mjestima:

" 0000000 00
nn—§)- )@)€ coor Hn— (@)-@-coon H2N—“'_ COOH



28

4.4.  Odre ivanje aminokiselina na N zavrSetku

4.4.1. Sangerova metoddl-Fluoro-2,4-dinitrofenol reagira sa slobodnom N#Rupinom, a
zatim se izvrsi hidroliza peptida i identificira arakiselina povezana na 2,4-dinitrofenol.

NO,

NO,

H
/CK 1 2 3 4 5
O,N NO,

l Hidroliza

H
/@:N_? . ‘ j
2
O,N NO, ®

Ako se identificira viSe derivata dinitrofenola jakak je da je peptid bio razgranat i imao
viSe N zavrSetaka:

’7NH2
@

®
v 0000000 @0 o

@
o
HZN\..“

Nedostatak Sangerove metode je Sto je potrebnsitizkompletnu hidrolizu peptida da bi se
oslobodilia-DNP-aminokiselinski derivati. Posto je peptid rez@n, odreivanje slijedeih
aminokiselina u nizu nije moga.
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4.4.2. Enzimska metoda (aminoegzopeptidazaEnzimi egzopeptidaze su enzimi Kkoji
specifi no kataliziraju oslobaanje krajnjih aminokiselina u nekom peptidu. Upbtnea
enzimaa-aminoegzopeptidaze oslolzase aminokiselina na N zavrSetku. Budse njenim
odvajanjem demaskira slijed® amino skupina, moga je oslobaati drugu, pa treu
aminokiselinu u slijedu. Razlika je u brzini oslobaja. Npr. za peptid ABCD ovisnost
koncentracije oslobanih aminokiselina u funkciji vr.emena biti sljedea:

4.5.  Odre ivanje aminokiselina na C zavrSetku

4.5.1. Kemijska metoda.Odre ivanje C-terminalne aminokiseline je moguprimjenom
hidrazinolize koja podrazumijeva tretiranje peptiddrazinom pri 100 °C. Peptidne veze se

kidaju, a aminokiseline se javljaju u obliku hididee Jedino aminokiselina na C-zavrSetku je
u slobodnom stanju.
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4.5.2. Enzimska metoda (karboksiegzopeptidaza)Karboksiegzopeptidaza odcjepljuje
krajnju C aminokiselinu na nekom peptidu, 8b kao Sto toine aminoegzopeptidaze.

4.6. Hidroliza peptidne veze unutar peptidnih laaca

Ako je peptidni lanac predugak potrebno ga je frakcionirati, tj. pocijepati edgne
peptidne veze u unutrasnjem dijelu peptidnog lancdjem da se dobiju krapeptidi. Va no
je da se ova cijepanja izvrSe na ponovljivinauvijek na istim mjestima. U tu svrhu se koriste
dvije metode: enzimsko i kemijsko cijepanje peptidreza.

4.6.1. Neselektivna hidroliza peptidnog lancaSve peptidne veze u nekom peptidnom
lancu hidroliziraju ako se peptid tretira s 6M H@A temperaturi 1C tijekom 24 sata.
Dobije se smjesa aminokiselina koje su izgrale peptidni lanac, bez ideje kojim
redoslijedom su bile povezane. Neselektivho cijgpaeptidnog lanca je moge i enzimski
(enzim pepsin).

4.6.2. Selektivna hidroliza peptidnog lanca. Razliiti proteoliti ki enzimi imaju
specifi nost cijepanja peptidnih lanaca naro lokaliziranom mjestu. Npr. enzim tripsin
specifi no cijepa peptidne veze koje ukliyu karboksilnu skupinu lizina ili arginina. Ako
jedan peptid iman) ostataka lizina ili arginina tripsire u initi slijede e:

pojavit e sen fragmenata naijim e C-terminalima biti lizin ili arginin
pojavit e se jedan fragment koji odgovara C-zavrSetku pol@zpeptidnog lanca.

Ala-Phe-His-Liz-Met-Glu-Arg-Tyr-Ser-Arg-Ala-Ala-His
Ala-Phe-His-Liz + Met-Glu-Arg +  Tyr-Ser-§r +  Ala-Ala-His

Poslijie ovakvog katalitkog cijepanja, fragmenti peptidnog lanca se razjuaj
kromatografski ili elektroforetski, a zatim se Edrmaom metodom odrejje redoslijed
aminokiselina u svakom fragmentu. Ista proceduvquti se s drugim enzimom koji ima
drugaiju specifi nost. Npr. kimotripsin cijepa peptidne veze u k@ija karboksilna skupina
iz neke aromatske aminokiseline (tirozin, triptgféemilalanin).

Ala-Phe-His-Liz-Met-Glu-Arg-Tyr-Ser-Arg-Ala-Ala-His
Ala-Phe + His-Liz-Met-Glu-Arg-Tyr + Ser-Arg-Ala-Ala-His

Ovakva analiza s dva razlia enzima omogwava odreivanje redoslijeda fragmenata u
peptidnom lancu. Odrévanjem N- i C-terminalnih aminokiselina i odireanje redoslijeda
aminokiselina u svakom fragmentu rezultira odranjem redoslijeda aminokiselina u
cjelokupnom inicijalnom peptidnom lancu.

Kemijsko cijepanje i razdvajanje peptidnih lanacelektivho enzimsko cijepanje
peptidnog lanca mo e biti upotpunjeno kemijskimepignjem. Npr. esto se koristi BrCN koji
cijepa peptidnu vezu kod metionina.

Ala-Phe-His-Liz-Met-Glu-Arg-Tyr-Ser-Arg-Ala-Ala-His

Ala-Phe-His-Liz-Met +  Glu-Arg-Tyr-Ser-Arg-Alada-His



Unutar jednog peptidnog lanca ili izme dva peptidna lancaesto dolazi do
povezivanja disulfidnim mostom. Za razaranje diguibdg mosta koriste se dvije kemijske
metode:

Oksidacija permravljom kiselinom :

----- —C\|(S——"'" -----——CYS——-----
o]
S // SO3H
| -
+ 2 Ho—c\ +
|S OH  ----- —CYS——-----
----- CYs B SO3H

----- ——cvs 2 --ee-——CYS——-----

SH
+ 2 HSCHCH,OH —— +
SCH,CH,0OH

S SCH,CH,OH

L ——

----- —c

4.7.  Odre ivanje redoslijeda aminokiselina Edmanovom metodom

Edmanova metoda podrazumijeva odcjepljivanje akiggina s N-terminala, a da pri
tome ne dolazi do razgradnje kompletnog peptidazojgsha aminokiselina se identificira, a
skra eni peptid ide u daljnju proceduru te se jedna magam odreuju aminokiseline u
peptidnom lancu.
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4.8. BioloSka uloga peptida

Peptidi imaju vrlo bitnu bioloSku ulogu. Najpozijiapeptidi su s jedne strane
hormoni, a s druge antibiotici. Pored toga moguwbitlozi mo danih neuroprijenosnika kao
Sto su enkefalini ili koenzima kao Sto je glutat{oksido-redukcijski koenzim).

Tyr-Gly-Gly-PheMet (Met-enkefalin) Tyr-Gly-Gly-Pheeu (Leu enkefalin)
Glu-Cys-Gly
-2e
2 Glu-Cys-Gly - .
+2e
SH 3
Glutation Glu-Cys-Gly

4.8.1. Hormonski peptidi. Mnogi hormoni su po kemijskoj grapeptidi. Npr. hormoni
hipotalamusa i hipofize: ocitocin, vasopresin.

Adrenokortikotropin (ACTH) je peptid od 39 amino&imia. Hormoni guStera su takoer
peptidi. Inzulin je peptid od dva lanca: lanac Aairdl aminokiselinu, dok lanac B ima 30
aminokiselina. Peptid glukagon je izgesm od 29 aminokiselina. Mnogi drugi hormoni su
tako er krai ili du i peptidi.

4.8.2. Peptidi antibiotici. Peptidi mogu imati ulogu antibiotika. Npr. pencijgizmijenjeni
dipeptid valina i cisteina.

4.8.3. Ostale biolosSke uloge peptid&eptidi su esto vrlo jaki otrovi. Npr. mnogi zmijski
otrovi po kemijskom sastavu su peptidi. Kona peptidi su citostatici te se upotrebljavaju u
terapijama lijeenja zloudnih tumora.
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5. POGLAVLJIE

PROTEINI

Proteini se od peptida razlikuju po kompleksnastieli ini molekula. Openito,
peptidni lanci du i od 100 aminokiselina ubrajaj  proteine. Ove makromolekule se dijele
na jednostavne i slo ene. Jednostavni su izgnasamo od aminokiselina, a slo eni imaju i
druge graevne sastojke (prostekie skupine). Prema prostétoj skupini slo eni proteini se
dijele na lipoproteine (sadr e lipide), glikopratei (Seere), nukleoproteine (nukleotide),
fosfoproteine (fosfornu kiselinu), metaloproteiee( Cu, Zn i Ni) i kromoproteine (obojene
skupine). Prema topljivosti u vodi proteini se Hjena netopljive skleroproteine (imaju
vlaknastu strukturu i grade potporna tkiva) i toyajglobularne ili sferoproteine (izuzetak su
neki membranski proteini).

5.1. Podjela proteina prema strukturnoj gra i

5.1.1. Primarna struktura predstavlja redoslijed aminokiselina povezanih tioemm
vezama u nekoj proteinskoj molekuli. Peptidni laj@copru en u prostoru bez dodatnih
povezivanja unutar peptidnog lanca. Takva strukjawvha se kod denaturiranih proteina i oni
uglavnom nemaju bioloski znaj.

Peptidno povezivanje izma aminokiselina u nekom peptidnom lancu primarmekstire je
preduvjet nastajanja slo enijeg strukturnog weja proteina (sekundarna i tercijarna
struktura).

5.1.2. Sekundarna strukturanastaje uslijed vodikovih veza koje se stvarajuaai kisika
karbonilne skupine (=CO) jedne peptidne veze | amgdvodika (-NH) druge peptidne veze.
Ako do e do pribliavanja na udaljenost od 0,28 nm dvijeppidne veze se povezuju
vodikovom vezom i na tom mjestu stabiliziraju poysb ure enje proteina.

H

0000 000

Q

Vodikova veza
H

0000 0000

e}

Energija vodikove veze je 1/10 energije kovalenteee, meutim budui da se u proteinskoj
molekuli mo e nalaziti velik broj ovih veza, dobivee ukupno znatan iznos energije koji
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stabilizira prostorno urenje cijele proteinske molekule. Postoje dvije ersekundarne
strukture proteinaa-uzvojnica ib-nabrana ploa.

a) a-uzvojnica predstavlja strukturu kod koje se peptidni lanao®va i u prostoru
zauzima ureenje oblika opruge. Sve R skupine su smjeStene gneamia-uzvojnice. Od
navoja do navoja karboksilne i amino skupine iztjpkegph veza su meusobno rasporene
jedna iznad druge na udaljenosti od 0,28 nm. Wdgrife raSirena-uzvojnica koja sadri u
prosjeku 3,6 aminokiselina po uvojku, jer se talepastavlja maksimalan broj vodikovih
veza. Ako je veina R skupina hidrofobne naravi tadaj@izvojnica netopiva u vodi.

CO grupa n peptidne veze gradi vodikovu vezu sagiipom n+4 peptidne veze

b) b-nabrana plo a se izrazito razlikuje od-uzvojnice. Peptidni lanac lo-nabranoj
plo i je istegnut, a vodikove veze izme-NH i =CO skupina nastaju unutar jednog te istog
peptidnog lanca ili izmeu razli itih peptidnih lanaca. Ovisno o smjeru peptidnindea,
postoje paralelne i antiparalelbenabrane ploce.



5.1.3. Tercijarna struktura je zastuplijena kod globularnih proteina. Ona nestslijed
blizine aminokiselinskih R ostataka u samoj pratko) molekuli. Pod utjecajem vodikovih
veza, hidrofobnih, disulfidnih i ionskih veza dadlao povijanja peptidnog lanca, a proteinska
molekula zauzima sfemi izgled u prostoru. Prostorno usmje je stabilizirano energijom
navedenih veza.

Vodikova Disulfidna lonska Hidrofobna veza

Vodikova veza kod tercijarne strukture mo e nasiatie u peptidnih veza osnovnog
lanca, izmeu polarnih grupa pobaih R ostataka, te izma peptidnih veza i polarnih
grupa R-ostataka.

Disulfidne veze nastaju dehidriranjem dvaju pabb cisteinskih R ostataka.

lonske veze nastaju izme pozitivno i negativno nabijenih R-aminokiselinski
ostataka (lizin, histidin, arginin i asparginskglutaminska kiselina)

Hidrofobne veze nastaju pribli avanjem hidrofobraminokiselinskih ostataka (valin,
leucin, izoleucin itd.) Uz izuzetak membranskih temoa, hidrofobne veze djeluju
prvenstveno u unutrasnjosti molekule proteina.

Tercijarna struktura ne znaisklju ivanje primarne i sekundarne strukture. Ona jevarst
kombinacija tih struktura.

Postoje proteini u kojima previadava tercijarnauldura od a-uzvojnica, zatim
proteini u kojima prevladavia-nabrana ploa. Zatim proteini u kojima se nalaze odvojene
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uzvojnice odb-nabranih ploa i proteini kod kojih se pravilno izmjenjuju odsje a-
uzvojnica ib-nabranih ploa (@bab strukture).

5.1.4. Kvarterna struktura nastaje meusobnim udru ivanjem i polimerizacijom proteina
tercijarne strukture. Ovo udru ivanje se temelji i&im vezama koje se sustei kod
tercijarne strukture (vodikove, disulfidne, ionskedrofobne veze).

5.2. Konformacija proteina

Konformacija proteina opisuje njegovo ueaje u prostoru. Do promjene uemja u
prostoru proteinske molekule mo e daaskidanjem nekovalentnih i disulfidnih veza wanut
molekule. Pri takvim promjenama ka e se da je profgomijenio svoju konformaciju, a da
je konfiguracija ostala ista

5.3.  Topljivost proteina u vodi

Topljivost proteina u vodi varira ovisno o prirgglioteina. Openito, proteini ija je
tercijarna struktura naruSena manje su topljiviadiv Dakle svi fenomeni koji naruSavaju



prostorno ureenje proteina dovode do smanjenja njihove topljivasvodi, tj. svi fenomeni
koji utje u na kidanje vodikovih veza, disulfidnih, hidrofabni ionskih veza u strukturi
proteina.

(A) Topljivi u vodi (B) Netopljivi u vodi
R ostaci prema vani hidrofilni a prema R ostaci prema vani hidrofobni, a prema
unutra hidrofobni (enzimi, véna unutra hidrofilni (membranski proteini).

globularnih proteina)

5.3.1. Utjecaj pH. Topljivost nekog proteina je opnito minimalna pri pH izoelektme
to ke (pH pri kojem je ukupan naboj proteinske molekednak nula).

5.3.2. Utjecaj ionske silamProteini su openito bolje topljivi pri manjoj ionskoj jakosti tj.

pri manjoj koncentraciji otopljenih soli.

1 . . . :
m= N c Xz’ ¢ - koncentracija svakog iona’ - naboj svakog iona

Utjecaj pH i ionske jakosti na topljivost proteinaodi.
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5.3.3. Utjecaj temperature. PoviSenjem temperature se smanjuje topljivost pratde
dolazi do denaturiranja i njihovog talo enja.

5.3.4. Utjecaj organskih otapala.Proteini su vrlo malo topljivi u organskim otapaim
Npr. u alkoholima i acetonu proteini se gotovo tegpaju.

5.3.5. Utjecaj nekih kemijskih spojeva. Npr. trikloroctena kiselina (5 %) dovodi do
talo enja veine proteina (CGICOOH). Slino je i s perklornom kiselinom.

5.4. Puferska svojstva proteina

Proteini, kao peptidi i aminokiseline, imaju pea svojstva. Pored terminalnih
amino i karboksilnih skupina postoje i mnogi R est§pozitivno i negativho nabijene
aminokiseline) koji utjeu na ukupan naboj proteina. @mito pri odreenom pH, neki
proteini su pozitivno nabijeni, a neki negativho/ismo o njihovom aminokiselinskom
sastavu. Mogle je dobiti titracijsku krivulju proteina, ali irejteSko interpretirati jer su R
ostaci mnogobrojni, a i njihoveKpvrijednosti u proteinu su razite od K vrijednosti
aminokiseline uistom stanju.

5.5.  Odre ivanje izoelektri ne to ke proteina

Proteini se pri odreenom pH u elektrnom polju kreu prema katodi ili prema anodi
(ovisno o ukupnom naboju proteina). PodeSavanjenmgldnu vrijednost pri kojoj se protein
ne kree u elektrinom polju eksperimentalno (elektroforetski) seeodje izoelektrina
to ka pK proteina. 1zoelektrna to ka proteina predstavlja pH pri kojem je ukupan mnabo
proteina jednak nula.

5.6. Kemijska svojstva proteina

Kemijska svojstva nekog proteina su & kemijskim svojstvima pojedinih
aminokiselina koje ga izgraju, vodei ra una o injenici da su one ovdje masobno
povezane u peptidni lanac. Ove reakcije omagaju odreivanje pojedinih dijelova
strukture proteina: odrévanje terminalnih aminokiselina, odiganje aktivhog mjesta u
enzimu itd. S raznim reagensima proteini daju ab®jprodukte. Kao i kod peptida, takve
reakcije omoguavaju odreivanje njihove koncentracije (reakcija s ninhidmmo "biuret"
reakcija itd.).

5.7.  Apsorpcija proteina u ultraljubi astom podru ju

Proteini posjeduju moguaost apsorpcije UV svjetlosti pri valnoj duljini &BO nm.
Ova apsorpcija je povezana s prisutmo8rozina i triptofana mau R ostacima. Ovo svojstvo
se mo e iskoristiti za procjenjivanje koncentracjpeoteina u nekoj otopini. Za precizno
odre ivanje koncentracije potrebna je kalibracija istim proteinom. To je potrebno jer
pojedini proteini u svome sastavu imaju promjenfjadr aj tirozina i triptofana, pa za istu
molarnu koncentraciju dvaju razlih proteina mogu biti razlite apsorbancije.
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5.8. BioloSka uloga proteina

Ime protein, izvedeno od dee rije i proteno, zna zauzimam prvo mjesto. Ovakvo
ime je opravdano za spojeve koji imaju bitne ulaggotovo svim bioloSkim procesima. Npr.
enzimska kataliza, prijenos i pohrana molekula naio koordinirano pokretanje misgi,
mehanika vrsto a ko e i kostiju, imunosna zastita, stvaranje iyireenje nervnih impulsa,
kontrola rasta stanica itd.

5.8.1. Mioglobin i hemoglobin.Mioglobin i hemoglobin su proteini koji prenose ikisi
kraljeSnjaka. Mioglobin pospjeSuje prijenos kisikamiSi ima i slui kao spremnik kisika u
tom tkivu. Hemoglobin se nalazi u eritrocitima uslza transport kisika u krvi. Ova dva
proteina ve u kisik jer sadr e vezanu prosté&ti skupinu hem. Hem je supstituirani porfirin s
atomom eljeza u sredini. Atom eljeza mo e biti aljezo (ll) ili eljezo (Ill) stanju. Samo
eljezo (I) oblik ve e i prenosi kisik.

a) Mioglobin je samostalni polipeptidni lanac od 153 R aminelkiska ostatka (M=
17800). To je globularni protein tercijarne struktuija unutrasSnjost se sastoji gotovo
isklju ivo od nepolarnih ostataka, a povrSina sadri igooé i nepolarne ostatke. Otprilike
75% polipeptidnog lanca uvijeno je u osaruzvojnica vrlo kompaktnog oblika. Hem
skupina je smjeStena u unutrasSnjem nepolarnom gpacjS jedne strane, preko petog
koordinacijskog mjesta, atom eljeza iz hema iz@ay® vezan na duSikov atom proksimalnog
histidinskog ostatka iz peptidnog lanca. S druganst, preko Sestog koordinacijskog mjesta,
na eljezo se vee molekula kisika. U blizini mjestvezanja kisika nalazi se distalni
histidinski ostatak iz polipeptidnog lanca. Proksim histidin poveava afinitet hema za
kisik, a distalni histidin sterki smanjuje mogunost vezanja ugljik (II) dioksida i sprjava
oksidaciju hema u eljezo (lll) oblik.
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Od razmotanog apomioglobina i hema mo e se ponostvoriti djelatha molekula. Taj
renaturacijski pokus pokazuje da aminokiselinskedl mioglobina sadri svu informaciju
potrebnu za ispravno uvijanje molekule. Pretpogasé da je smjeStaj nepolarnih ostataka u
unutrasnjosti mioglobina va na pokrefa sila za uvijanje te molekule.

b) Hemoglobin je protein kvarterne strukture koji se sastoji adiri polipeptidna
lanca od kojih svaki sadri po jednu hem skupinmalviSe vrsta hemoglobina od kojih je
hemoglobin A, prete ni oblik hemoglobina u odrasljbdi, izgra en odasb, podjedinica.
Trodimenzijske tercijarne struktura- i b-lanaca hemoglobina uvelike nalikuju strukturi
mioglobina, iako se njihovi aminokiselinski sljed@asvim razlikuju.
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c) Sli nosti i razlike pri djelovanju mioglobina i hemogbina. Hemoglobin je
alosteri ki protein, a mioglobin nije. Ta razlika seitnje na tri naina:

1. Vezanje kisika na hemoglobin je kooperativhnaamioglobin nije.

2. Afinitet vezanja kisika za hemoglobin ovisi o pKoncentraciji CQ, a kod mioglobina ne
oVisi.

3. Afinitet vezanja kisika za hemoglobin ovisi o nkentraciji difosfoglicerata, a kod
mioglobina ne ovisi.

Vezanje kisika na mioglobin i hemoglobin mo e sdimieati udjelom zaposjednutih vezivnih

mjesta (Y). Vrijednost Y mo e varirati od O (svaesja prazna) do 1 (sva mjesta popunjena).

Radi razlike vezanja kisika na mioglobin i hemoghgbrazlikuju se i njihove krivulje
disociranja. Mioglobin ima ve afinitet za kisik iji parcijalni tlak kisika pri kojem je Y=0,5
(50% mijesta zaposjednuto) iznosp B 133,3 Pa, dok za hemoglobigyB 3,47 kPa.
Vezanje kisika za mioglobin jednostavna je ravnate

MbO,=Mb +G

Konstanta kemijske ravnote e K za disocijaciju eksbglobina je

K = [Mb] [O,]/[MbO;]

Udio zaposjednutih vezivnih mjesta Y (frakcijskszanje) definira se kao:

Y = [MbG] / (IMbO] + [Mb])
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Kombiniranjem ovih dviju jednad bi dobije se:
Y =[O/ ([O] +[K])

Budu i da je kisik plin, njegova koncentracija mo e geaziti preko parcijalnih tlakova p¢p
te je tada

Y= p(Q)/ (p(Oy) + Pso)

Dijagram jednad be je hiperbola, a krivulja dis@sija teoretski izrainata po jednad bi
podudara se s eksperimentalno izmjerenom krivulf@mmioglobin, uzimaju u obzir da je
Pso = 133,3 Pa.

Vezanje kisika za hemoglobin je kooperativno t@jega vrijedi druga jednad ba:
Hb(O)s=Hb +4Q

Konstanta kemijske ravnote e K za disociranje ak#globina je

K = [Hb] [O2] /[Hb(Oz)4]

Y = [0]([02]* + [Psd] )

Dijagram takve jednad be je sigmoidalna krivuljgi&pokazuje da vezanje prve molekulg O
na hemoglobin pote vezanje daljnjih molekula kisika na istu hemogisku molekulu.
Obratno, otpustanje prve molekule kisika olakSapaigtanje ostalih molekula kisika.
Koncentracija H i CO, utje u na otpustanje kisika s hemoglobina, dok ne utjea vezu
kisika i hemoglobina. U tkivu koje brzo metabol&impr. misSi koji se ste e, proizvodi se

mnogo CQ i H" koji poti u otpuStanje kisika sa oksihemoglobina. U plm kapilarama
dogaa se suprotno, visoka koncentracija (ti e otpustanje Hi CO,. Ove meusobne
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ovisnosti vezivanja €@ H' i CO, za hemoglobin poznate su kao Bohr-ov efekt, koji
omogu ava prijenos @ H' i CO, kroz krvotok i njihovu razmjenu me tkivima.

2,3-Difosfoglicerat (DPG) ve e se na hemoglobinnamo mijenja njegov afinitet za kisik.
Bez DPG By hemoglobina iznosi 133,3 Pa isto kao kod molekuoieglobina. Oigledno da
prisustvo DPG molekula u eritrocitima ima kljw ulogu za kooperativho funkcioniranje
hemoglobina.



6. POGLAVLJE

ENZIMI

Enzimi su globularni proteini tercijarne ili kvarhe strukture koji na povrSini imaju
ve inu polarnih aminokiselinskih ostataka, dok su repo ostaci okrenuti prema
unutrasnjosti molekule. Ovako organizirane protensnolekule nazvane enzimi imaju
visoku katalitiku mo i specifinost za pojedine kemijske reakcije i supstrate wimi
organizmima. Katalitka mo nekog enzima se tuje njegovom sposobnas da smanjuje
energiju aktivacije kemijskih reakcija.

Enzimi ubrzavaju reakcije i preko milijun puta, dov esto kataliziraju samo jednu kemijsku
reakciju ili skup vrlo srodnih reakcija, a speaifost za supstrat n&s e je potpuna. Rijetki
su primjeri da proteinski dio enzimske molekule satalno djeluje kao bioloSki katalizator.
Uglavhom proteinski dio enzimske molekule (apoenzitneba udruiti s nekom
neproteinskom molekulom (kofaktorom) da bi se mbatikatalitika mo. Aktivni oblik
enzima naziva se holoenzim:

holoenzim = apoenzim + kofaktor

Enzimski proteini uglavhom imaju svojstvo udru iyarviSe elementarnih struktura grade
kvarterne strukture. Ako su sve podjedinice idemdiradi se o0 homopolimernom, a ako su
razli ite o heteropolimernom enzimu.

Izoenzimi predstavljaju posebne shjeve heteropolimernih enzima u kojima su
kataliti ke aktivnosti razliitih podjedinica identine.

Polienzimski sustavili polifunkcionalni enzimi su proteinske molekusposobne da
kataliti ki djeluju s viSe razliitih kofaktora. Interes jedne takve organizacijel jeoordinaciji
viSe razliitih enzimskih aktivnosti.
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6.1. Definicija aktivnog mjesta

U trenutku katalitike promjene supstrat je s enzimom povezan uglavalaim
nekovalentnim vezama (vodikove, hidrofobne i Van \@&alsove veze) Sto omogava brzu
izmjenu molekula supstrata na enzimu. Ta izmjenadegaa u jednom dijelu enzima
nazvanom aktivno mjesto.

Aktivno mjesto predstavlja mali broj aminokiselirmjeStenih u unutraSnjosti u
hidrofobnom dijelu proteinske molekulgje prostorno ureenje odgovara molekuli supstrata.
Takav trodimenzijski prostor u hidrofobnoj unutrgti enzima je odgovoran za njegovu
kataliti ku mo .

Aminokiseline koje izgrauju aktivno mjesto ne moraju biti susjedne aminekne u
peptidnom lancu (slika A). S druge strane aktivn@sto kod nekog enzima mo e imati
definirano prostorno urenje prije i poslije vezanja supstrata (slika Bi,nao e i mijenjati
prostorno ureenje nakon povezivanja sa supstratom (slika C).e@ifo postoje etiri vrste
aminokiselina u sastavu nekog enzima:

Indiferentnene sudjeluju u aktivnosti enzima. Mo e ih se odsiti bez umanjenja
enzimske aktivnosti.

Konformacijske slu e kao potpora funkcijskim aminokiselinama. Mo @ se
odstraniti, a enzimska aktivnost je i dalje prisytime utim enzim postaje vrlo
osjetljiv i nepostojan.

Pomo ne aminokiseline nemaju kontakt sa supstratom, ali ganpokretljivosti
aminokiselinama u blizini aktivnog mjesta. Bez ngihzim uglavnom gubi katalitu
mo .

Kontaktne aminokiseline izgrauju aktivno mjesto i u direktnom su kontaktu sa
supstratom. Ove aminokiseline osiguravaju kat&litimo enzima.
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6.2. Enzimska kinetika

Brzina enzimske reakcije se izraava preko kok supstrata S promijenjenog u
produkt P u jedinici vremena. Ova brzina ovisi anéentraciji enzima [E], koncentraciji
supstrata [S] i o afinitetu enzima za supstrat.

v=d[P]/dt

6.2.1. Utjecaj koncentracije enzima i supstratana brzinu enzimske reakcije.Po etna
brzina enzimske reakcije divproporcionalno ovisi 0 koncentraciji enzima. Prinktantnoj
koncentraciji supstrata, maksimalna brzina enzinrsiedcije raste s porastom koncentracije
enzima do neke odrene vrijednosti, nakonega ostaje konstantna. Maksimalna brzina
enzimske reakcije ovisi o0 prirodi i koncentracijizéma.

Ako se poveava koncentracija supstrata {[S [S3] > [S;] > [Si1]), a da koncentracija
enzima ostaje nepromijenjena, tadagina brzina nastajanja produkta enzimske reakgije
raste analogno s porastom koncentracije supstrata.

Brzina enzimske reakcije raste progresivno da btigla maksimalnu vrijednost koja ne ovisi
o daljnjem poveanju koncentracije supstrata. Maksimalna brzinanesize reakcije takcer
ovisi o prirodi i koncentraciji enzima.
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6.2.2. Michaelis-Mentenova pretpostavkaMichaelis i Menten su predloili jednostavan
model za razrjeSenje kinetike enzimski katalizinakemijskih reakcija:

Ky ks

E+S
Kz

Enzim se spaja sa supstratom i stvara enzim-stipstmapleks uz konstantnu brzinu reakcije
ki. Enzim supstrat kompleks mo e disocirati na enzisupstrat uz konstantu brzirke ili

nastaviti dalje prema stvaranju produkta uz kortst@rzineks. U stacionarnom stanju brzina
stvaranja enzim-supstrat kompleksa je jednaka bnpgovog raspadanja

Vstvaranja: Vraspadanja
Ki[E][S] = (ko + k3)[ES]
Iz dobivene jednad be mo e se izvesti

k +k; _ [E][S]

k [ed

gdje jeKu = (kot+ko)/ky nova konstanta, nazvana Michaelisova konstanta.

. Ll

[ES

Ako s [Er] oznaimo ukupnu koncentraciju enzima u sustavu, tadafeentracija slobodnog
enzima u reakcijskom sustavu jednaka:

—

[E] = [E+] - [ES]
pa se za Michaelisovu konstantu mo e pisati sljedeaz:

<, = ElIS _ (Ed]- [ES)lS]

Fd ~ [ES
NACHE
Y
AR . +jg [

ﬂ

odnosno:

E$=EH

[
KM



Ako se brzina enzimske reakcije izrazi preko brzgtearanja produkta, odnosno brzine
raspadanja enzim-supstrat kompleksa k3[ES] tada se dobije izraz:

e

U stacionarnom stanju kada je sav enzim zasisupstratom ([ES] = [ postie se
maksimalna brzina enzimske reakcigdd= ks [Et]), @ u svakom momentu enzimske reakcije
za brzinu vrijedi takozvana Michaelis-Mentenovanjad ba:

_ Ve [S]
Ky +[9

6.2.3. Grafi ko odre ivanje Michaelisove konstante i maksimalne brzine Michaelis-
Mentenova jednad ba mo e se pisati u obliku jedr@Epravca

1_
v

qd v (y = ax+b)

To je Lineweaver i Burkov pravac koji predstavijmkciju 1 f é u kojoj je
%

M

odsje ak na ordinatib = L , dok je nagiba =

max max

Grafi ki prikaz ove jednad be omogava odreivanje Michaelisove konstant&y i
maksimalne brzine reakcije:

Prakti no odre ivanje pravca je moge kada se eksperimentalno odredi tri ili viSe dmjesti
brzine reakcije\) u funkciji koncentracija supstrata (S).
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6.2.4. Znaenje Michaelisove konstante.Prema definiciji Michaelisova konstanta je
jednaka

ko i ks su konstante brzine reakcije prvog reda koje isedxaju jedinicama$
k; je konstanta brzine reakcije drugog reda i onarseava jedinicama LS mor*

_st+st 1

-1
= = =molL
M stxmoll molt

K

Kv predstavlja koncentraciju supstrata [S] pri kojej pola aktivnih mjesta na enzimu
ispunjeno supstratom i kada enzim posti e polovitaksimalne brzine reakcije.

Kada se jednom odredi vrijednost;Ktada se mo e izrainati frakcija popunjenih aktivnih
mjesta na enzimu pri svakoj koncentraciji supstrata

Ku konstanta odreuje koliki je afinitet enzima za supstrat. Kadavei Ky tada je manji
afinitet enzima za supstrat i obrnuto. Afinitetayghom ovisi o konstantama brzine reaké&ije
i ko, dok brzina stvaranja produkta P, tj. brzina erskienreakcije ovisi o konstanti brzike
Zato se konstantl naziva katalitika konstanta brzine iesto oznaava sk, Ona odreuje



broj molekula supstrata promijenjenih u jedinicgnrena na jednoj molekuli enzima. Poznata
je kao prometni broj enzima.

6.3. Moduliranje enzimske aktivnosti

Pokretanje neke enzimske reakcije, njeno odvijafjezina kojom se odvija ovise 0
prirodi enzima i njegovog supstrata, ali i od uajstedine u kojoj se odvija. Faktori koji wti
na enzimsku aktivnost dijele se na: enzimsku relgnpst, enzimsku specifnost, fizi ke
uvjete sredine i utjecaj kemijskih tvari.

6.3.1. Reverzibilnost enzimskih aktivnosti.Sve biokemijske reakcije su reverzibilne, a
enzimi kataliziraju reakcije u oba smjera i pri ®nubrzavaju uspostavljanje kemijske
ravnote e bez promjene konstante kemijske ravnotédko ova reverzibilnost nije uvijek
uo ljiva, razlog je Sto se produkti enzimskih reakaijglavnom dalje koriste kao supstrati
nekih drugih reakcija.

6.3.2. Specifinost enzimskih reakcija. Neki enzim Kkatalizira samo jednu odeau
kemijsku reakciju ili grupu slnih reakcija, a specifnost prema supstratu je uglavnom
potpuna, tolika da je potrebno zadovoljiti i stemeecifi nost. Enzim djeluje samo na
odre eni opti ki izomer. Npr. ako selektivno djeluje na L-alaniagda ne djeluje na D-alanin.
Enzimi se uglavnom dijele prema specifdsti enzimskih reakcija u Sest velikih grupa:

a) Oksidoreduktaz&ataliziraju reakcije oksidacije i redukcije.

b) Transferazekataliziraju transport kemijskih grupa s moleko&molekulu.

c) Hidrolazekataliziraju povezivanje vode sa supstratom.

d) Liazekataliziraju transport kemijskih grupa na supsttanastajanje dvostruke veze.
e) lzomerazeataliziraju meumolekularno preureenje.

f) Ligazekataliziraju reakcije sinteze i nastajanje kemijskeza C-C, C-O, C-S, C-N.

6.3.3. Fiziki uvjeti sredine. Kao i druge kemijske reakcije, enzimske reakcijésevo
fizi kim uvjetima sredine u kojoj se odvijaju.

a) Utjecaj temperatureEnzimske reakcije se ubrzavaju s poviSenjem tenyreraali
samo do odreene vrijednosti, jer na viSim temperaturamaip@ denaturacija apoenzima
(proteinskog dijela). Dijagram temperaturne ovigniosa tipi an izgled.
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a) Rastui dio krivulje je podlo an Arheniusovom zakonulnk = - koji ka e da

brzina kemijske reakcije raste u prosjeku dva put@orastu temperature za 10 °C.

b) Opadajui dio krivulje odgovara progresivnoj inaktivacijineima radi razgradnje
proteinskog dijela uslijed poviSenja temperature- fEmperatura razgradnje)

b) Utjecaj pH: Ako se odredi brzina enzimske reakcije u ovisnosfiH sredine u
kojoj se odvija mo e se primijetiti da aktivnostzma raste, prolazi kroz maksimum, a zatim
opada. Mo e se zakljuti da za neku enzimsku reakciju postoji optimafdth pri kojem je
enzim najaktivniji.

6.3.4. Utjecaj kemijskih tvari. Na enzimske reakcije mogu utjecati kemijske tvajekse
mogu nai u reakcijskoj smjesi.

a) Aktivatori enzimske aktivnospo prirodi su vrlo razliti. Jedni su pravi aktivatori
(npr. metalni ioni), a drugi su u stvari anti inibdsi (npr. cijanidni ion). Aktivatori uglavnom
ubrzavaju enzimske reakcije, a da pri tom ne majenjafinitet enzima za supstrat
(Michaelisova konstanta ostaje nepromijenjena).




b) Aktivacija metalnim ionima. Mnogi enzimi se aktiviraju metalnim ionima.
Prakti no sve kinaze se aktiviraju s Kgionom koji se ve e na ATP molekulu i pokee
enzzimsku reakciju. Alkohol dehidrogenaze se aldjuirsa ZA*, a piruvat dekarboksilaze s
Mn=" itd.

c) Zimogena aktivacijaOva aktivacija je interesantna jer omogua specijaliziranim
stanicama da sintetiziraju enzime u neaktivhomkobiitako se zastite od autoproteolize. To
je sluaj s proteolitikim enzimima koji se poslije izlivanja u ekstracelularni prostor
mijenjaju iz neaktivnog enzima (zimogen) u aktiemzim. Npr. enzimski neaktivni prekusor
kimotripsinogen skravanjem peptidnog lanca cijepanjem samo jedne geetveze prelazi u
aktivni p-kimotripsin.

d) Kovalentna aktivacija. Aktivnost enzima se moe regulirati kovalentnom
ugradnjom neke kemijske skupine u neaktivan enkipr. aktivacija fosforilaze, enzima koji
katalizira metabolizam glikogena.

6.4. Inhibitori enzimske aktivnosti

Inhibitori enzimske aktivnosti djeluju na vrlo fazte naine. Ireverzibilni inhibitori
trajno denaturiraju enzim i prekidaju njegovu aktigt. To su uglavnom kemijske tvari koje
denaturiraju proteinski dio enzima i nemaju neksgdman znaaj u biokemiji. Reverzibilni
inhibitori utje u na enzimsku kinetiku i moguak zaustaviti kataliziranu reakciju, ali ova
inhibicija mo e biti kontrolirana. Interes za rew@silnim inhibitorima je vrlo velik jer
omogu avaju mijenjanje enzimske aktivnosti nekog enzindanom trenutku Sto omogava
mnoge praktine primjene. Razlikuju se dva tipa inhibitora: katifivni i nekompetitivni.



6.4.1. Kompetitivna inhibicija. Kompetitivni inhibitor je neki kemijski spoj porsikturi
sli an supstratu koji se mo e smjestiti u aktivno mpeshzima. Na nivou aktivnog mjesta
enzima dolazi do natjecanja izmesupstrata i inhibitora.

U kompetitivnoj inhibiciji mijenja se Michaelisou@nstanta, dok maksimalna brzina reakcije
ostaje jednaka. Michaelis-Menten jednad ba imadsijeizraz

1+
\Y; \Y; K

i 1

S

gdje je [I] koncentracija inhibitora, K, konstanta disociranja kompleksa enzim-inhibitor.
Michaelisova konstant&{,") uz inhibitor se poveava pa se odsjek na x-osi smanjuje.

Kll/l = KM 1+M

Vmax KI
11 + M xé Lineweaver i Burkov pravac koji opisuje kompetitil inhibiciju.
V Vmax Vmax

6.4.2. Nekompetitivna inhibicija. Pri ovoj inhibiciji inhibitor se ne ve e na aktienmjesto
supstrata i nema natjecanja izraesupstrata i inhibitora. Inhibitor se ve e izvaktignog
mjesta i afinitet enzima za supstrat nije promgenjU ovakvim uvjetima inhibitor se mo e
vezati na enzim-supstrat kompleks, kao Sto se stsafpmo e vezati na enzim-inhibitor
kompleks (na enzimu mogu istovremeno biti vezaninibitor i supstrat).
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U nekompetitivnoj inhibiciji mijenja se maksimalnlarzina reakcije dok Michaelisova
konstantaKy, ostaje nepromijenjena. Maksimalna brzina se sn@ama se odsj@k na osi y
pove ava.

Vl — Vmax
1+
KI
1.1 Ku, 1
v Vrlnax Vrlnax [ﬂ
E:L 1+M + KM 1+M Xi
v Vmax KI Vmax | [ﬂ
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7. POGLAVLJE

KOFAKTORI | VITAMINI

Svi enzimi su proteinske naravi, jedni su izgmai samo od aminokiselina (npr. enzim
ribonukleaza, lizozim itd.) i oni se nazivaju halofeini. Drugi, heteroproteini su izgrani od
proteinskog dijela apoenzima i neproteinskog dijetdaktora. Povezivanje apoenzima s
kofaktorom daje aktivni enzim koji se naziva holpiem.

7.1.  Zajedni ka svojstva svih kofaktora

Kofaktori nisu proteini.

To su termo-stabilni spojevi za razliku od apoerskog proteinskog dijela koji je
termo-labilan.

Kofaktori sudjeluju u enzimskoj reakciji reagirajisa supstratom u aktivnom mjestu.
Kofaktori nisu odgovorni za specifiost enzimske reakcije.

Kofaktori se potpuno razlikuju od reakcijskog sugts.

Ve ina kofaktora su izgraeni od cikli kih i heterocikli kih jezgri. NajeS e, ovi se
spojevi ne mogu sintetizirati u ljudskom organizinmoraju se unositi s hranom.
Mnogi kofaktori su derivati u vodi topljivih vitama

7.2. Podjela kofaktora

koenzimi

metalni ioni (Md"*, C&*, Zr**, Mn*" itd).
7.3. Podjela koenzima po nanu djelovanja

prosteti ke skupine
kosupstrati

7.3.1. Specifina svojstva prosteti kih skupina. Posebna svojstva prostddih skupina su:
prosteti ka skupina je kovalentnim vezama trajno vezangooarzim
prosteti ka skupina djeluje u okviru jedinstvene enzimskakoge koja se odvija u dva
dijela:

0 promjena strukture
0 povratak u poetno stanje

pri tome prostetika skupina ne disocira s apoenzima.
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Djelovanje FAD (flavin-adenin dinukletid) kao presitke skupine
7.3.2. Specifina svojstva kosupstrata Posebna svojstva prostddih skupina su:

Kosupstrati su slabo vezani za apoenzimski di&a @isociraju.

Kosupstrati se nikad ne vigu u poetno stanje, a da ostaju udru eni s apoenzimom s
kojim su sudjelovali u enzimskoj reakciji. Oni dts@ju s tog apoenzima i ve u se na
drugi apoenzim gdje se regeneriraju.

R COOH
H— (|:—OH HO—C—H
H—C—H

| CHy

R

T COOH

c=—o0

| o—c¢C
CH—H |
| CH3

Djelovanje NAD (nikotinamid-adenin dinukleotid) kao kosupstrata

7.4. Podjela koenzima po bioloskoj funkciji

7.4.1. Koenzimi prijenosnici funkcijskih skupina.Prijenos funkcijskih skupina je jedan od
osnovnih biokemijskih procesa. Enzimi transferaatakziraju ove procese u kojima je uloga
koenzima da privremeno prihvati metaboliziranu éipk nekog supstrata i da je prenese na
drugi supstrat. Tijekom ovog intermedijernog stanmjigo supstrata koji se prenosi je u
aktiviranom ili koenzimskom obliku. Koenzimi kao ijpnosnici funkcijskih skupina su
relativno malobrojni i imaju vrlo bitnu ulogu u nadolizmu. Veina su derivati u vodi
topljivih vitamina (vitamin B, Bj;, koenzim A, folna kiselina, vitamin 1B biotin) te
nukleozidi, nukleotidi ili polinukleotidi.
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a) Vitamin Bg igra bitnu ulogu pri prijenosu aminokiselina u miom metabolizmu.
Funkcionalna struktura ovog koenzima je piridokissifat koji je u stvari esterski derivat
vitamina B i fosforne kiseline.

b) Vitamin B; ili tiamin djeluje u metabolkim promjenama raznih molekula.
Njegova funkcionalna struktura je aktivni derivasforne kiseline tiamin pirofosfat:

Djelovanje tiamin pirofosfata se uvijek svodi najgmos aldehidne skupine s tri glavna
supstrata: piruvat,a-ketoglutarat i1 ksiluloza-5-fosfat. Uz djelovanjenzema piruvat-
dekarboksilaze,a-ketoglutarat dekarboksilaze i transketolaze omega je metabolka
transformacija ovih supstrata. Tiamin pirofosfat ywijek vrsto vezan za navedene
apoenzime s kojima funkcionira kao prosteai skupina.

c) Koenzim A u svome sastavu ima molekulu pantotenske kisdlitamin Bs) i
cisteamina (aktivni dio molekule). Uloga koenzimajeAda pri metabolkim promjenama
prenosi acilne skupine. Tu ulogu obavlja pomeeaktivne tiolne SH skupine u cisteaminu.

Od svih uloga, najva nija uloga koenzima A je pnigs acetilne jedinice i njeno uvenje u
ciklus limunske kiseline.
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Na sli an nain prenosi i ostale acilne jedinice (npr. pri metiatkim promjenama masnih
kiselina). Koenzim A ima bithu ulogu u biosintezi katabolizmu masnih kiselina,
dekarboksilaciji piruvata, metabolizmu cisteinaydintezi biotina itd.

d) Folna kiselina ili tetrahidrofolattako er pripada vitaminima grupe B. Koenzimi
folne kiseline imaju dvostruku ulogu:

prenose monougljikove skupine sa supstrata narsipst
kataliziraju njihove meusobne transformacije

Koenzimi folne kiseline prenose formil (-CHORrmimino (-CH=NH) i hidroksi-metil
(-CH,OH) skupine.

e) Vitamin By, je koenzim koji ima kompleksnu molekuliji aktivni dio sadri Co
ion koji u trenutku aktivnosti mijenja oksidacijsisianje C&" == Cd**. Ovaj koenzim
reagira na tri razlita naina, ovisno o apoenzimu:

katalizira reakcije izomerizacije monougljikovihigkna

katalizira redukcije radikala
katalizira transport metil radikala

vitamin B>
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f) Adenozil metioninje specifian koenzim koji ima va nu ulogu u intermedijernom
metabolizmu prijenosa metilne skupine H

g) Biotin ili vitamin H je koenzim koji prenosi CO S apoenzimom je povezan
amidnom vezom izmeu njegove karboksilne skupine i lizinskog R ostatkeapoenzimu.

h) Adenozin trifosfat u ulozi koenzimaPored energetske uloge, ATP ima visok
potencijal za prijenos raznih skupina. Tijekom kateanih reakcija, ovisno o apoenzimu,
mo e prenositi ortofosfatnu i pirofosfatnu skupiragenozilni ostatak i adenozin monofosfat.



7.4.2. Oksidoredukcijski koenzimi. Ovi koenzimi su povezani s bioloSkim procesima
oksidacije i redukcije. U veéni slu ajeva djeluju u mitohondrijima u procesu disanja i
oksidacijske fosforilacije.

a) Niacin ili nikotinat je vitaminski prekursor vrlo va nog piridinskog &ozima
nikotinamid-adenin dinukleotiddNAD"), koji igra vrlo va nu ulogu pri prijenosu elektraru
bioloSkim oksido-redukcijskim procesima. Nikotinatski dio molekule prenosi elektrone i
protone.

Niacin

Nikotinamid-adenin dinukleotid je koenzim koji seglavnom ponaSa kao kosupstrat, a
sudjeluje u katabolkim procesima dehidrogenacije ratih supstrata.

b) Nikotinamid-adenin dinukleotid fosfat (NADB. Razlikuje se od NAD samo po
fosfatnoj skupini koja se nalazi vezana na drugoatdinu u ribozi.

NADP" sudjeluje u oksido-redukcijskim procesima naasiinain kao i NAD", me utim on
ne sudjeluje u katabokim, ve se uglavnom susre u biosintetskim procesima.
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c) Vitamin By ili riboflavin je prekursor drugog va nog oksido-redukcijskog kaena
flavin adenin dinukleotida (FAD) , koji je u kattlikim procesima uglavnonvrsto vezan na
apoenzim i ponaSa se kao prostai skupina. Flavinski dio molekule prima elektrone
protone.

d) Oksido-redukcijski koenzimi koji u sastavu imajskupinu hem. Oksido-
redukcijski koenzimi, koji u sastavu imaju skupihem, prenose elektrone pri bioloSkim
procesima tako da eljezo iz porfirinske jezgre laepri tome mo e mijenjati oksidacijsko
stanje ili ostati nepromijenjeno. Kod razlih citokroma oksidacijsko stanje eljeza se
mijenja
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-e

Fet

Fet*

+e

dok kod katalaze, peroksidaze i raznih oksidazezel je uvijek u trovalentnom stanju (e
Porfirinske jezgre kod svih ovih enzima su uglavnomsto vezane za apoenzim i ponaSaju
se kao prostetke skupine.

Ovi oksido-redukcijski koenzimi imaju vrlo va nuagju u procesu disanja, u respiracijskom
lancu, prilikom konanog sagorijevanja hranjivin sastojaka i prijenokkteona te stvaranja
molekule vode i oslobanja energije.

7.4.3. Ostali oksido-redukcijski koenzimi

a) Lipoidna kiselina je koenzim koji prenosi vodik i acetilne skupirig. svome
sastavu sadr i dva atoma sumpora koji su aktivjalovi molekule.

b) Vitamin K ili filokinon igra bithu ulogu pri koagulaciji kiv Njegova oksido-
redukcijska aktivnost nije joS poznata.

c) Glutationje tripeptid (Glu-Cys-Gly) koji lako i reverzibitnmo e otpustiti elektron
i s drugom molekulom izgraditi disulfidni most



d) Kinonski koenzimisu derivati ubikinona ili koenzima Q Kkoji se naaxn
mitohondrijima. To su reverzibilni oksido-reduké&ijsustavi koji prenose vodik i elektrone,
ali imaju bitnu ulogu u procesu oksidacijske fos&mije pri sintezi ATP molekula. Oni
djeluju izme u flavinskih enzima i citokromasC

e) Askorbinska kiselina ili vitamin Ge tako er reverzibilan oksido-redukcijski sustav
za kojeg je poznato da u biljnom svijetu funkciankao koenzim, dok u ivotinjskom svijetu
ta mu uloga jos nije precizirana.

f) Vitamin A i vitamin D su nekoenzimski vitamini koji sudjeluju i u oksido
redukcijskim procesima i u prijenosu funkcijskihugkna. Vitamin A ima va nu bioloSku
ulogu u mehanizmu biokemijskin procesa koji oma@yaju vid, dok je mehanizam
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djelovanja vitamina D joS nedovoljno istra en. Paim je da igra bithu ulogu u procesima
okoStavanja i metabolizmu fosfora i kalcija. PresaalaSnjim spoznajama nije utgno da
vitamin A i vitamin D imaju koenzimsku ulogu.
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8. POGLAVLJE

SE ERI

Seeri su organske molekule izgene od lanca ugljikovodika na kojem je vezano
viSe hidroksilnih skupina i po jedna aldehidnakiito skupina. Najmaniji Seri su trioze:
dihidroksiaceton i gliceraldehid.

Se eri su vrlo rasprostranjeni u prirodi i imaju vifege bioloske uloge:

strukturni elementi: npr. celuloza u biljnom sujeta u ivotinjskom svijetu
polisaharidi izgrauju zastitne opne i oklope

energetska rezerva: glikogen kod ivotinja i Skiobiljnom svijetu

osnovni intermedijeri metabolizma: npr. 8e riboza koja ulazi u izgradnju RNA,
DNA i raznih koenzima

uloga receptora raznih signala: na povrSini stagideoproteini i glikolipidi svojim
Se ernim dijelom molekule imaju ulogu receptora razmiemijskih i elektrinih
signala.

8.1. Podjela Seera

8.1.1. Jednostavni Seeri ili monosaharidi se dijele na aldoze i ketoze. Lanaco@ atoma
ima n-1 hidroksilnu skupinu i ovisno o vrsti & a, jednu aldehidnu ili jednu keto skupinu.
Prema broju C atoma dijele se na trioze, tetrogetqze, heksoze i heptoze.

8.1.2. Sloeni Seeri se dijele na holozide i heterozidelolozidi su izgraeni od viSe
me usobno povezanih monosaharidnih jedinica koje sepngu glikozidnom vezom. Prema
slo enosti dijele se na oligosaharide 2-10 jedinigalisaharide viSe od 10 monosaharidnih
jedinica.Heterozidi(glikozidi) su spojevi monosaharida ili oligosaharida s neke§eernom
frakcijom koja se naziva aglikon.

8.2. Linearna struktura monosaharida

Od najjednostavnijih trioza gliceraldehida i ditukisiacetona produ ivanjem C lanca
dobivaju se tetroze, zatim pentoze i heksoze. thgrise uglavhom susre samo D-oblici
Se era.

Epimeri su strukture koje se mesobno razlikuju po prostornom uenju samo jednog
asimetrinog C atoma. Molekule ovih Sra razlikuju se samo po polo aju OH skupine na

65



nekom C atomu. S druge strane, strukturni oblicil prema dogovoru odr@ju se prema
polo aju OH skupine na predzadnjem C atomu i tesparedbi sa L i D gliceraldehidom.

8.3.  Cikli na struktura monosaharida
Linearno predstavljanje strukture monosaharidagedno, meutim nije kompletno.

Odre en broj svojstava monosaharida je maguwbjasniti jedino imaju u vidu cikli nu
strukturu:

Svi poznati aldehidi i ketoni pokazuju pozitivnuakeiju s natrijevim bisulfitom, dok
Se eri ne pokazuju tu reakciju:

R-CHO + NaHS®@ <2 R-CHOH + SG@Na

O igledno je da aldehidne i keto skupine uesenma nisu slobodne kao u ostalim
aldehidima i ketonima, te stoga ne mogu reagirli@<isulfitom.

Aldehidi i ketoni u reakcijama s alkoholima gradmetale i ketale, dok Seri mogu
izgraditi samo poluacetale i poluketale.
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Postoje i drugi dokazi da aldehidna i keto skupinge erima nisu potpuno slobodne kao u
ostalim aldehidima i ketonima. Razlog tome je Stmtar molekule monosaharida postoji
mogu nost reakcije aldehidne ili keto skupine s nekomati@holnih skupina. U toj reakciji
dolazi do izgradnje ciklke strukture. Haworth je pokazao da kod heksozazaraje prstena
ide u reakciji s alkoholnom skupinom na petom Gratpodnosno predzadnjem C atomu u
lancu kod ostalih monosaharida.



8.3.1. Haworth-ov eksperimentalni dokazna sljedei na in pokazuje poziciju zatvaranja
prstena:

1. Metiliranje slobodnih OH skupina. Hidroksilna skogikoja zatvara prsten ne reagira.

2. Hidroliza razrije enom HCI, regenerira se samo aldehidna OH skupistale OH
skupine ostaju metilirane

3. Oksidacija s HN® nastaje trimetoksi glutarna kiselina kao dokaz vese, inae bi
nastala neka druga dikarboksilna kiselina s manjat@na. Trimetoksi glutarna
kiselina mo e nastati samo ako je poluacetalna vezee u prvog i petog C atoma u

glukozi.
HO, H
HyCO, H
\(l:/ 3 \C/
H— C—OH _|_
| CHyl H (l: OCH;
HO—C—H
Hz;CO—C—H HCI
S T o —
H_lc—o"' L H— C— OCHs 2
H—C H—(liJ
CH,OH CH,OCH;,
HO, H
N/
<|3 COOH
H_lc_OCHs H— C—OCH;
co,
HNO.
HyCO—C—H O ’ HsCO—C—H +
—
H——C——0CH, 3. CHgOH
H—C—OCH,
H—C
COOH
CH,0CH;Z

8.4.  Prostorno ure enje cikli nih monosaharida

Osnovni naini prostornog ureenja monosaharida su oblici stolice i broda.

Kao posljedica povezivanja monosaharida u dikii strukturu javlja se novi asimetan C
atom s mogunos u stvaranja dvaju razitih izomera. Ovi izomeri se nazivagnomerj a
razlikuju se samo po stereokemijskoj konfiguradi@ prvom asimetrnom C atomu Koji
prilikom izgradnje poluacetala mo e imati OH skupinznad ili ispod osnovne ravnine.
Strukturea anomera imaju OH skupinu s ra#ié strane od Sestog C atomab anomera
imaju OH skupinu s iste strane na kojoj se nalegti€C atom. Ove anomerne strukture imaju
va an bioloski znaaj. Npr. u celulozi je zastupljgmanomerni oblik, a u Skrobu i glikogenu
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a-anomerni oblik glikozidne veze. Budu da ovjek posjeduje enzime koji mogu
razgraditi sama-anomerni oblik, celuloza je neprobavljiva u ljudsk organizmu.

8.5. Svojstva Seera

Seeri su topljivi u vodi, meutim teSko kristaliziraju iz vodenih otopina.
Kristalizaciju Seera iz vodenih otopina moe se poboljSati dodatk@ikohola. Za
identifikaciju Seera koriste se njihova dva osnovna svojstva: speefmo zakretanja
polarizirane svjetlosti i kromatografsko ponasanje.

8.5.1. Opti ka aktivnost Se era. Budu i da imaju najmanje jedan asimeémn C atom, svi

Se eri imaju mo zakretanja polarizirane svjetlosti. Svjetlost maglretati u lijevo ili u
desno, ali kao kod aminokiselina, zakretanje poiamne svjetlosti nema nikakve veze sLiD
strukturnim oblicima.

8.5.2. Kemijska stabilnost Seera. Se eri se cikliziraju u kiseloj sredini, a pri tomestaju
odgovarajui furfurali.

o\ /H
C
H—C—0H
H—c::—OH
H—C—OH
cleon

H* HC——CH

—

+ 3HO
uz grijanje HC\ /C\ k
@) CHO

Pentoza Furfural

0 H

N

H—C—OH

OH—C—H

H—C—OH H* HC—CH
L T

uz grijanje /C\ /C\
HOH,C @) CHO

H—C—OH
CH,OH

Heksoza Hidroksimetil furfural
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Furfurali koji se dobiju ciklizacijom Sera u kiseloj sredini imaju svojstvo da reagiraju s
fenolima, s ciklikim aminima ili heterocliklikim spojevima dusSika. Produkti ovih reakcija
su razni obojeni derivati. Raziia obojenja se dobiju za razte Seere, a ako su obojenja
stabilna, reakcije se mogu Koristiti za kvalitabvnkvantitativno dokazivanje Sera. U tu
svrhu koriste se:

a-naftol (Molish-ova reakcija)

rezorcinol (Selimanoff-ova reakcija)

orcinol (plavo-ljubi ast derivat slu i za identifikaciju riboze)
difenil amin (Dische-ova reakcija)

U lu natoj sredini Seeri se bez zagrijavanja epimeriziraju ili mijenjapjaldo oblika u keto
oblik.

Pored ovih kemijskih svojstava koja ograavaju stabilnost Sera, oni posjeduju i
karakteristine kemijske reakcije povezane s karbonilnom skupinb s prisutnosu
alkoholnih skupina.

8.5.3. Kemijska svojstva povezana s karbonilnonkapinom

a) Redukcija Seera. Slobodnu karbonilnu skupinu mo e se reducirati Kehii ili
enzimski. Enzimska redukcija &a je reverzibilna, a kemijska nije. Redukcijom efa
nastaju polialkoholi.

Q H
\c/ CH,OH
H—C—OH H—C—OH
—— HO—C—H

HO—C—H NaBH,
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH20H
D-sorbitol

D-glukoza
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b) Oksidacija Seera. Oksidacija Seera je mogua na viSe nana:
U lu natoj sredini mnogi metalni kationi oksidiraie ere (Fehling-ova otopina).
R-CHO + 2CuO + KOH—> R-COOK + Cu,0O + H,O

Blagi oksidansi, kao brom i jod, u lu natoj otopioksidiraju aldehidnu skupinu S&ra
u karboksilnu skupinu i nastaju aldonske kiseline.

Ova oksidacija je moga i enzimskim putem. Npr. enzim glukozaoksidazadiks
glukozu u glukonsku kiselinu. Ova reakcija se suste metabolizmu Sera kod svih
ivih organizama.

Oksidacija samo primarne alkoholne skupine dovodnastajanja uronskih kiselina

o H o H
N N
C C
H—C—OH H—C—OH
HO—C—H Oksidacija HO—C—H
D ——
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
CH,0H COOH
D-glukoza D-glukuronska kiselina

Oksidacija perjodnom kiselinom i kod aldoza i koetdza dovodi do cijepanja-
glikolnih skupina.
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c) Reakcija adicije i supstitucije na aldehidnoj sgini. U reakcijama s alkoholima,
fenolima, aminima i organskim kiselinama poluadefaielaze u acetale. Takvi acetali
nazivaju se glikozidi, a nastala veza izmeSeera i neSeernog dijela molekule naziva se
glikozidna veza. Prema anomernoj konfiguraciji mbié a- i b-glikozidna veza. Pored O-
glikozida, odcjepljenjem vode izme poluacetalne OH skupine &ea i amino skupine nekog
amina mogu nastati takozvani N-glikozidi.

d) Djelovanje alkohola i fenolaPoluacetiliranje unutar molekule &a ograniava
reakcije adicije na karbonilnu skupinu. S alkohalinfenolima Seeri grade glikozidnu vezu
C;-O-R na prvom C atomu. Prema konfiguraciji na anomme C-atomu postoja i b-
glikozidna veza. Npr.

e) Djelovanje amonijaka i amina.Reakcija aldehidne skupine iz &ea
(poluacetala) s aminima je vrlo tesko izvediva lbolatoriju. Ipak u prirodi se nalaze vrlo
va ni spojevi u kojima je prvi C atom nekog &ea povezan s dusikovim atomom iz amino
skupine (N-glikozidna veza). To je shj kod svih nukleozida. Npr.

f) Djelovanje fosforne Kkiseline.Fosforna kiselina reagira s poluacetalnom ili
poluketalnom skupinom Sera. Npr. vrlo va an prirodan spoj glukoza-1-fosfata bitnu
ulogu u metabolizmu glikogena:

Glukoza-1-fosfat
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8.5.4. Kemijska svojstva povezana s alkoholnom sginom

a) lzgradnja estera anorganskih kiselinRoznati su esteri HNkiseline koji se
koriste kao lijekovi za bolesti kardiovaskularnagst®va ovjeka. Esteri sulfatne kiseline se
susreu kod glikokonjugata koji u ivim organizmima imajulogu vezivnih tkiva. Esteri
borne kiseline uglavhom se koriste u metodama mfketskog razdvajanja Sera, jer se
mnogo lakSe kreu u elektrinom polju od istog Seera.

Posebnu skupinuine esteri fosforne kiseline. Ovi esteri su vrlgp@stranjeni u
prirodi i imaju bitnu bioloSku ulogu. Poznati su:

Monofosforni esteri nagSe na primarnoj alkoholnoj skupini &Fa. Npr.a-D-
glukozil-6-fosfat

Cikli ki monofosforni esteri. Npr. adenozin 3'-5' cikii monofosfat ima vrlo bitnu
ulogu u regulaciji metabolkih procesa.

Polifosfatni esteri kao adenozin trifosfat (ATP)olkula ATP ima veliki znaaj kao
kemijska energija ivih organizama, ali i u ulozioénzima raznih enzimskih
kompleksa.



Esteri fosforne kiseline koji povezuju dvije ilis@ molekula Seera preko esterske
veze. Ova struktura je u osnovi svih nukleinskiekna.

b) Esteri organskih kiselinaOrganske kiseline sa &ima takoer grade estere.
Poznati su esteri octene kiseline, esteri benzdjesadine, esteri fenolnih kiselina (npr. esteri
galne kiseline su u osnovi prirodnih tanina).

COCH

HO OH

OH
Galna kiselina

8.6. BioloSki va ni monosaharidi

U prirodi su zastupljene dvijgérioze, D-gliceraldehid i Dihidroksi aceton, i to
uglavnom u fosforiliranom obliku. Samo jediedrozg D-4-fosfoeritroza, ima bioloski znaj
u metabolizmu Sera.Pentozeimaju poseban biolosSki znaj: D-Riboza je osnovni sastojak
nukleozida, nukleotida i ribonukleinskih kiselinBored toga nalazi se u sastavu mnogih
koenzima. 2-deoksi-D-Riboza je homolog D-Ribozeojokje alkoholna skupina na drugom
C atomu izostavljena. Ona je osnovni sastojak dabksaukleinskih kiselina. D-Ribuloza je
klju ni intermedijer u metabolizmu Sera. D- i L-Arabinoza su vrlo rasprostranjene uquti.
Ina e, L-Arabinoza je rijetki prirodni L-Ser s odreenom bioloSkom ulogom. D-Arabinoza
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je prekursor dvije vrlo raSirene heksoze: D-glukoBemanoze Heksozekoje imaju bioloski
interes su aldoze (D-glukoza, D-galaktoza, D-maphozatoze (D-fruktoza i levuloza). D-
Glukoza je najrasprostranjeniji & u prirodi. Nalazi se u slobodnom stanju, ali i u
polisaharidima Skrobu, celulozi i glikogenu. Kodvjeka se nalazi slobodna u krvi, a kao
rezerva pohranjena je u jetri i migna u obliku glikogena. D-Galaktoza ulazi u sastav
oligosaharida. Pored toga galaktoza ulazi i u sagtdisaharida, heterozida, glikoproteina i
glikolipida. D-Manoza je va an sastojak glikopratai D-Fruktoza je prisutna u slobodnom
stanju u vou i medu, a sastojak je disaharida saharozenéptbzgedino sedoheptuloza ima
bioloSki znaaj (va an intermedijer u metabolizmu &a).

8.7.  Oligosaharidi

Oligosaharidi nastaju glikozidnim povezivanjem jdvido deset monosaharidnih
jedinica.

R-OH + HO-R'<2 R-O-R' + HO

Glikozidna veza je stabilna u baznoj sredini, aloMako mo e biti raskinuta kiselom ili
enzimskom hidrolizom. Prema broju monosaharidnitlinjea oligosaharidi se dijele na
disaharide, trisaharide itd.

8.7.1. Odreivanje strukture nekog oligosaharida. Prepoznavanje strukture nekog
oligosaharida podrazumijeva: odreanje njegove prirode, nBa povezivanja
monosaharidnih jedinica i konfiguracije glikozidweze.

a) Odre ivanje prirode oligosaharida Hidrolizom glikozidne veze, bilo kiselinom
bilo enzimom, oligosaharid se mo e rastaviti nataase monosaharide. Kod nekog
disaharida mogue je dobiti dvije identine monosaharidne jedinice (homogeni disaharid) ili
razli ite (heterogeni disaharid). Priroda hidroliziramtonosaharida mo e se jednostavno
odrediti zakretanjem polarizirane svjetlosti ilnkwslojnom kromatografijom.

b) Odreivanje vrste glikozidne vezeNastajanje nekog disaharida moguje
spajanjem monosaharidnih jedinica na dva raalnaina:

Mogu e je povezivanje preko poluacetalnih i poluketalrskupina kod obje
monosaharidne jedinice:

u tom sluaju nastali disaharid gubi reduciragusvojstva jer nema slobodnu ni jednu
aldehidnu ni keto skupinu.



Mogu e je povezivanje poluacetalne ili poluketalne skepjedne monosaharidne
jedinice s alkoholnom skupinom druge monosaharigetinice. U tom sluaju
disaharid zadr ava reduciraja svojstva jer mu uvijek ostaje slobodna druga
aldehidna ili keto skupina.

Eksperimentalno je lako odrediti ima li neki disatlaeducirajua svojstva ili nema, te prema
tome odrediti vrstu glikozidne veze. S druge strqarebno je precizirati alkoholnu skupinu
koja sudjeluje u stvaranju veze, ako se radi ohdigdu koji zadr ava reduciraj@a svojstva.

c) Konfiguracija glikozidne vezeNeki disaharid mo e postojati u dva anomerna
oblikaa i b. Prema tome raspoznajuaeb glikozidne veze. Postoje dvije vrste metoda da se
odredi anomerna konfiguracija disaharida:

Kemijske metod@odrazumijevaju reakcije disaharida s nekim pdhbksilnim alkoholom
(npr. glicerolom). Djelovanje olovo acetata posligakcije s NaBhkl dovodi do cijepanja
disaharida i do stvaranja glikozida s glicerolonvako dobiveni produkt mo e se usporediti s
glikozidom glicerola poznate anomerne konfiguracte zakljuiti o vrsti nepoznate
konfiguracije.

Enzimske metodpodrazumijevaju specifno cijepanje glikozidnih veza. Nyr-glukozidaza
cijepa samdb-glukozidne veze. Ako se poslije djelovamjaglukozidaze na neki disaharid
glukoze meu produktima javlja slobodna glukoza, zakhl je da se radilo b-glukozidnoj
vezi.

8.7.2. Bioloski va ni oligosaharidi

a) Nereducirajui disaharidi. Saharozaili kuhinjski Seer je disaharid glukoze i
fruktoze, koje su povezane ab) glikozidnom vezom. Saharoza nema reduciifju
svojstava, jer su i aldehidna i keto skupina uldpie u nastanak glikozidne veze.

Trehalozaje disaharid koji se nalazi u Sampinjonima i nekimsektima. Ovaj disaharid
nastaje povezivanjem dviju glukoza preko njihovildehidnih skupina grade (1a-la)
glikozidni vez.
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b) Reducirajui disaharidi. Maltoza je produkt razgradnje polisaharida Skroba i
glikogena. Ona nastaje povezivanjem dviju glukozalgi (1a-4) glukozidnu vezu, Sto znia
da je osjetljiva na djelovanpe-glukozidaze.

Celebiozaje produkt razgradnje polisaharida celuloze. Nasp@vezivanjem dvije glukoze
(1b-4) glukozidnom vezom, Sto znala je osjetljiva na djelovanje-glukozidaze.

Laktoza je mlije ni Seer koji nastaje povezivanjem galaktoze i glukozadgn (1b-4)
glikozidnu vezu, koja je osjetljiva na djelovamjegalaktozidaze.
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8.8. Polisaharidi

Polisaharidi su spojevi koji hidrolizom oslotzgu veliki broj monosaharidnih
jedinica. Razlikuju se homogeni i heterogeni pdlagadi. Homogeni polisaharidi su izgeni
od iste vrste monosaharidnih jedinica, a heterogdmazli itih vrsta.

8.8.1. Struktura polisaharida. Polisaharidi imaju primarnu strukturuje prepoznavanje
podrazumijeva odrevanje prirode polisaharidne molekule (heterogehi homogeni),
odre ivanje vrste i konfiguracije glikozidnih veza. M odreivanja primarne strukture su
iste kao kod oligosaharida. Pored primarne stragktypolisaharidi mogu imati viSe
strukturalne redove koji odraju njihovo prostorno uresnje.

Spiralna struktura Razgranata struktura Paralelna struktura

Slo ene strukture polisaharida nastaju uslijed koglih veza meu monosaharidnim
prekursorima i specifnih glikozidnih veza na mjestima grananja.

8.8.2. Homogeni polisaharidi.Svi monosaharidni Seri mogu izgraivati odgovarajue
polisaharide. Npr. glukoza gradi glukozane, fruktdmuktozane, manoza manane, galaktoza
galaktane itdGlukozanisu najesSi prirodni polisaharidi glukoze. Najva niji zaovjeka su
Skrob, glikogen i celuloza. Skrob je va na rezeghakoze bilinog porijekla koja ima veliku
va nost za prehranu ljudi. Skrob je netopljiv u di@j vodi, dok je u vruwj vodi parcijalno
topljiv. U prisutnosti joda Skrob daje karakteristh plavo obojenje koje se koristi za njegovo
titrimetrijsko odreivanje. Skrob je izgreen od 15-30% amiloze i 70-85% amilopektina.
Amiloza je linearni polimer koji nastaje povezivam D-glukoza (&-4) glukozidnim
vezama. Broj glukoza u amilozi je 200-3000. Ona spaalnu konformaciju u kojoj je 6-7
glukoznih jedinica u jednoj spirali. Stabilizacipgostornog ureenja je rezultat vodikovih
veza meu glukoznim jedinicama u disaharidu maltozi. Amidgin je izgraen od glukoznih
lanaca u kojima je zastupljenaatt) glukozidna veza, koji su masobno razgranati §16)
glukozidnim vezama. Hidroliza amilopektina uz enzamilazu daje smjesu disaharida
maltoze i izomaltoze. Daljnja hidroliza kiselinorti maltazom daje osnovni sastojak D-
glukozu. U amilopektinu postoji jedno grananje nasje no 25 jedinica glukoze.



Grananje glikogena i amilopektina

Glikogenje ivotinjski ekvivalent amilopektina iz Skrob&vaj homogeni polisaharid glukoze
je va an skladisni oblik glukoze kod svih viSih atinjskih vrsta. Za razliku od amilopektina,
glikogen je mnogo razgranatija molekula. U sredigtakromolekule grananje je na 3-5
jedinica glukoze, a na perifernim dijelovima prosie grananje je na 10-15 jedinica glukoze.
U glikogenu su identificirane i éE3) glukozidne veza i poneka fruktoza. BioloSkagal@vih
strukturalnih anomalija joS uvijek nije poznata.oBglukoza u glikogenu ovisi o porijeklu.
Npr. glikogen iz jetre ovjeka je izgraen od pribli no 30 000 jedinica glukoze.

Celulozaje biljni polisaharid koji nastaje linearnim poveanjem viSe od 10 000 jedinica
glukoze. Vrsta glikozidne veze je h#), Sto celulozu ini neprobavljivom u ljudskom
organizmu jer ne posjeduje enzimeaglukozidaze. Stabilnost prostornog ueaja se temelji
na vodikovim vezama izme hidroksilne skupine na trem C atomu jedne glukoze i
heterocikli kog kisika susjedne glukoze.

Tako se stvaraju paralelni lanci koji se organjmira mikrovlakna iji je presjek prosjeno

350 nm.Dekstranisu polisaharidi koji nastaju &16) glukozidnim povezivanjem D-glukoza
(molarna masa dekstrana je izraés0 000 i 100 000).

8.8.3. Heterogeni polisaharidi. Heterogeni polisaharidi se nalaze i u biljnom i u
ivotinjskom svijetu gdje uglavnom imaju ulogu izginje potpornih i zastitnih tkiva. Npr.

glikozaminoglikani su heterogeni polisaharidi izgeai od ponavljanih disaharidnih jedinica
koje sadr e derivat jednog od amino 8ea (glukozamina ili galaktozamina).
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Jedan od Sera u disaharidu sadri negativno nabijenu karboksiili sulfatnu skupinu.
Glavni glikozaminoglikani su hijaluronat, kondraitsulfat, keratan sulfat, heparan sulfat i
heparin. Ovi spojevi se ne nalaze slobodni u tkajime su povezani s proteinima grade
vrlo razli ite sloene makromolekule koje izgraju visokoelastina tkiva podlo na
mehanikoj deformaciji (zglobovi, hrskavica, koa itd.). U proteoglikanskim
makromolekulama glikozaminoglikani su kovalenthaas@ na polipeptidnu okosnicu preko
aminokiselina serina ili treonina.

U proteoglikanskim makromolekulama uvijek se pojaagtruktura veze ksiloza-galaktoza-
galaktoza-glikozaminoglikan koje se dalje mogu uawati nekovalentnim vezama.

8.9.  Glikokonjugati

Glikokonjugati su heterogeni spojevi izgeai od oligosaharidne Serne jedinice s
jedne strane i proteina ili lipida s druge straSe.erni ostaci glikokonjugata su smjesteni
obi no na vanjskoj strani stamih membrana i imaju bitnu ulogu receptora razmgmala u
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procesu prijenosa informacija u unutrasnjost swni¢ staninim membranama eukariotskih
stanica maseni udio &ra u obliku glikoproteina olmo je izmeu 2 i 10%.

8.9.1. Glikoproteini. Ovi slo eni proteini se razlikuju od proteoglikanKao Sto je ve
pokazano, proteoglikani su manji peptidni lanci @mani s dug&im polisaharidima i
sudjeluju u izgradnji potpornih tkiva, a glikoprotenastaju spajanjem male oligosaharidne
Se erne jedinice na veliku proteinsku molekulu. Pastdya naina povezivanja proteinske
molekule i Seerne jedinice:O- i N-glikozidne vezePrilikom izgradnje glikoproteinske
molekule, oligosaharid se preko N-acetil glukozaaminN-acetil galaktozamina povezuje sa
serinskim, treoninskim ili asparaginskim R ostacimproteinima. Hidrofobni dio proteina je
ugra en u dvosloj stanhe membrane, a hidrofilni dio s oligosaharidnomirjedm je s
vanjske strane stamie membrane gdje ima ulogu receptora raznih signala

8.9.2. Gilikolipidi. Glikolipidi su spojevi koji imaju jedan hidrofobniipidni i jedan
hidrofilni Se erni dio. Hidrofilna Seerna jedinica je glukoza ili galaktoza na koju sdjed
nadovezuju razgranati oligosaharidi, dok hidrofoloi® molekule ine diacil glicerol ili
aminoalkohol sfingozin i na njega vezana viSeméasselina.



9. POGLALJE

LIPIDI

Lipidi su prirodni derivati koji nastaju u reakaij@ masnih kiselina s alkoholima ili
aminima. Jednostavni lipidi su izgeni samo od atoma ugljika, vodika i kisika. Tu se
ubrajaju gliceridi kod kojih je alkohol glicerolragi slo eni spojevi kod kojih je alkoholna
skupina neki alifatski alkohol s viSe C atoma irgid u kojima je alkohol sterol. Slo eni
lipidi pored C, H i O atoma mogu sadr avati i N,ilPS atome. Lipidi imaju dvostruku
bioloSku ulogu: kao rezerva hranljivin sastojakarijeme gladovanja (jednostavni lipidi) i
kao strukturni elementi za izgradnju bioloskih meama (slo eni lipidi).

Rezerva hranjivin sastojakdednostavni lipidi su osnovni sastojci masnih tkivaivim
organizmima i imaju ulogu rezerve hranljivih saska za energetske potrebe nekog
organizma, ali i kao izvor prekursora za izgradsimenih lipida. Ve inski hranljivi sastojci
su jednostavni lipidi tipa glicerida i esterifiamag kolesterola.

Strukturni elementBtani ne membrane su po kemijskoj gralo eni lipidi. Prepoznaju se
vanjska stanna membrana, zatim unutraSnje staei membrane: jezgrina membrana,
mitohondrijska membrana, endoplazmatska mreica. ik inski sastojci navedenih
membrana su uglavnom fosfolipidne i sfingolipidnelekule.

9.1. Prekursori lipida - viSe masne kiseline

Vise masne kiseline koje izgnagju lipide su uglavhom monokarboksilne organske
kiseline s ukupnim brojem C atoma e od etiri. Pored karboksilne skupine mogu imati |
druge funkcijske skupine. Mogu biti zashe | nezasene masne kiseline, ali gotovo uvijek s
nerazgranatim lancem. Velika wea prirodnih masnih kiselina ima paran broj C aom
Masne kiseline se obilje avaju prema broju C atarpeema broju i polo aju dvostrukih veza:

Chix n - broj C atoma
X - broj dvostrukih veza

Na primjer:

Cis0 - miristinska kiselina ima 14 C atoma i nemastrukih veza
Cig:2 (cis,cisD’, D' - linoleinska kiselina ima 18 C atoma i dvijis dvostruke veze
iza devetog i dvanaestog C atoma.
9.1.1. Zasiene viSe masne kiselinderazgranate zagne masne kiseline su najrasirenije u

prirodi. Op a formula je GH2,02, gdje jen broj C atoma uglavnom paran.

b a
W
/ oy
ch_CHZ_CHZ -t CHZ_CHZ_COOH
n n-1 n-2 3 2 1
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Vode i ra una o tetraedarskoj strukturi C atoma zase masne kiseline sadre C atome
udaljene 0.252 mm i pod kutom od 109°.

109 0,252 nm
H\ /H
N \ C /COOH
Ny g ) .
/ N\
H/\H HoH

Glavne zasiene masne kiseline u prirodi su: palmitinska (1&t@ma) i stearinska (18 C
atoma) i u manjem postotku miristinska (14 C atontighoceri na (24 C atoma).

9.1.2. Nezasene masne Kkiseline.Nezasiene masne Kkiseline sadre jednu ili vise
dvostrukih veza. Prisustvovanje dvostrukih vezadivoogu nostcis i trans izomerije koja

ima va nu strukturnu ulogu jer dovodi do prelamamjalekule.
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Cis konfiguracija je mnogoes a i va nija s bioloSkog aspekta.

Oleinska kiselina je najrasprostranjenija nezash masna Kkiselina. Prisutna je u svim
prirodnim mastima i uljima (40% u svinjskoj masti80% u maslinovom ulju). Tekina je
na sobnoj temperaturi (£ +16 °C).

9.1.3. Prostaglandini.Cikli ne masne kiseline izolirane iz prostate, zatim liz @ 1 iz
mozga, ponasaju se kao tvari s hormonskim svojstvidjeluju na kontrakcije glatkih mi&.
Prostaglandini su kemijski derivati prostama kiseline.

Ovisno o maloj strukturnoj promjeni molekule prosiane kiseline, prostaglandini mogu
imati vrlo razliite fizioloSke funkcije. Mogu djelovati na organeprodukcije, na glatke
miSi e, nervni i kardiovaskularni sustav. Medicinskieir@s za ovim spojevima je vrlo veliki.

Npr. mehanizam djelovanja vrlo popularnog aspimaivija se preko inhibicije biosinteze
prostaglandina.
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9.1.4. Fizika svojstva masnih kiselina

a) Temperatura taljena i kljuanja Prisustvovanje dvostrukih veza u nezasim
masnim kiselinama sni ava temperaturu taljenja nasill na odgovaraju zasienu masnu
kiselinu. S druge strane temperatura Idjja je utoliko viSa Sto je lanac C atoma du i, dok
prisustvovanje dvostrukih veza prakido nema utjecaja na temperaturu kdjnja.

b) Spektroskopska svojstvid istom stanju kiseline su bezbojne i ne apsorbiraju
svjetlost ni u vidljivom ni u UV podryu valnih duljina. 1zuzetak su nezashe masne
kiseline koje imaju viSe konjugiranih dvostrukinzee Npr. oleoestearinska kiselina ima tri
konjugirane dvostruke veze i apsorbira pfia= 268 nm.

Prostaglandini apsorbiraju UV zenje pril ma= 217 nm i pril ma= 278 nm Sto omogava
spektralno odravanje njihovih koncentracija.

9.1.5. Kemijska svojstva viSemasnih kiselina pozana s karboksilnom skupinom

a) Stvaranje soliViSemasne kiseline grade soli u reakcijama s alkalmetalima
(KOH, NaOH) grade pri tome sapune. Za razliku od masnih kiseliregusi su topljivi u
vodi. Oni imaju svojstva stvaranja pjena i emulz@akle potie njihova primjena.

H;C——(CH,);—COOH + NaOH ——> H;C—(CH,);—COOH + H;O

Molekula sapuna u stvari ima dva pola: hidrofilmianski dio -COO | hidrofobni alifatski
lanac C atoma u R ostatku



Prema vrsti otapala u kojem se aaneka molekula sapuna, ona se ponasSa na dvaiteazli
naina:

b) Stvaranje esterd/iSe masne kiseline reagiraju s alkoholima i izgija estere. U
svrhu frakcioniranja i odrevanja masnih kiselinaesto se koristi reakcija stvaranja metil-
estera masnih kiselina koji su isparljivi spojevi mogu se istraivati plinskom
kromatografijom.

o)
HsC— (CH,)-—COOH + CH,OH —> H,C——(CH,)-—C + H0

CH,

9.1.6. Kemijska svojstva masnih kiselina povezars dvostrukim vezama

a) Reakcija adicijeAko se nazasena masna kiselina tretira bromom ili jodom,
adicijom ovih halogenih elemenata na dvostruku \azije se odgovarajuderivat.

HsC— (CH,)-— CH—CH— (CH,),—— COOH

f Br,

HsC— (CHy)7— CH— CH— (CH,);—— COOH

Br Br
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Gubljenje crveno-sme boje ukazuje na troSenje.Bn reakciji adicije i mo e biti dokaz
dvostruke veze u nezashnoj masnoj kiselini. Zastne kiseline ne daju ovu reakciju.

Hidrogeniranjem nezasnih masnih kiselina nastaju odgovarajzasiene masne kiseline.
Ova reakcija je naSla praktiu primjenu u proizvodnji margarina iz biljnih ulja

HsC— (CH,);— CH— CH— (CH,)—— COOH
o

HsC— (CH,)7— CH,— CH,—— (CH,),——COOH

b) Oksidacija dvostruke veZEretiranjem nezasenih masnih kiselina peroksidima ili
sli nim oksidansima nastaju toksi spojevi epoksidi:

H H
+ H,0, | |

C\ /C
O

Pri djelovanju neorganskih kiselina pri 50 °C nézaxse masne kiseline s jednom dvostrukom
vezom daju odgovarajuglikol.

Yy

——CH—CH + H0

H
+ H,SO, |
C

OH OH
Ako se nezasenu masnu kiselinu tretira s jakim oksidansom (komxdrana otopina KMng)
dolazi do cijepanja molekule i stvaranja dvije kise:

Yy

——CH=CH

HsC—— (CHy)s— CH— CH— (CH,);—— COOH

f KMnO,
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c) Autooksidacija masnih kiselingAutooksidacija masnih kiselina je proces koji se
normalno odvija pod djelovanjem kisika iz zraka.dvia kiseline poprimaju karakterisn
ranketljiv miris. Ovaj proces se aktivira prisustvcenzima lipoksidaza priemu nastaju
toksi ni aldehidi i razni derivati neugodnog mirisa. Rjaftno i privremeno autooksidacija
masnih kiselina mo e se sprij@ upotrebom prirodnih ili sintetskih antioksidans

9.2.  Jednostavni lipidi

9.2.1. Giliceridi ili masti. Gliceridi su neutralne masti i kvantitativno suragaprostranjenije

u prirodi. To su esteri glicerola i masnih kiseliiNa glicerolu postoje tri mjesta esterifikacije

dva @) i jedno p).

Heterogeni triglicerid

Heterogeni gliceridi su oni u kojima se na glicarolalaze vezane razlie masne kiseline.
Gliceridi mogu biti mono-, di- i trigliceridi ovismo broju vezanih masnih kiselina. U prirodi
se uglavnom nalaze heterogeni trigliceridi, alijeéto se susreu i homogeni trigliceridi.

a) Prostorno ureenje triglicerida U teku em stanju tri viSe masne kiseline na
glicerolu se rasporelju tako da je kut meu njima 120°. Na takav nan hidrofobni repovi su
ravnomjerno okrenuti prema vaniine itavu molekulu hidrofobnom.
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b) Fizi ka svojstva triglicerida Topljivost Radi izrazite hidrofobnosti, gliceridi su
netopivi u vodi, a dobro topivi u organskim otapai benzenu, kloroformu, eteru, vem
alkoholu te u aceton.emperatura taljenja gliceridavisi o koli ini vezanih nezasenihcis
masnih kiselina.Cis dvostruke veze lome alifatske repove i smj@ju kompaktne
hidrofobne strukture, Sto za posljedicu ima snieetgmperature taljenja. Stoga su gliceridi, s
viSe nezasienih masnih kiselina u sustavu, u tedmn stanju pri sobnoj temperaturi i nazivaju
se ulja, dok su gliceridi s viSe zamsnih masnih kiselina u sustavu na sobnoj temperatur
Krutine i nazivaju se masti.

Zasi ene masne kiseline i nezasne Nezasiene masne kiselinecss
masne kiseline sansdvostrukom dvostrukom vezom dovode do
vezom omoguavaju kompaktne prelamanja alifatskih lanaca Sto
strukture. onemoguava kompaktne strukture.

c) Kemijska svojstva gliceridaHidroliza glicerida U kiseloj sredini (5% kSQOy)
kidaju se esterske veze i dobije se smjesa glaemlasnih kiselina.

R,——COO—CH, CH.OH R——COOH
+ H,SO, 2 !
R,—— COO—CH — > CHOH 4 R,—COOH
3H,0
Rs—— COO—CH, CH,OH R;—— COOH

Saponifikacija gliceridaAko trigliceridi reagiraju s KOH ili NaOH oni se stavljaju na
osnovne sastojke glicerol i masne kiseline, a mas®ine istovremeno reagiraju stvaraju
sapune. Taj proces je poznat kao saponifikaci@sao je primjenu u kozmeikioj industriji.
Saponifikacijski broj je kolina KOH (izraena u mg) potrebna za saponificirarjey
triglicerida.

R;——COO—CH R——COOK
1 2 + 3KOH CH,OH 1
R,—COO—CH —— > CHOH + R,——COOK

rijanje
R;—— COO—CH, grjan CH,OH R;—— COOK
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Alkoholiza gliceridaGliceridi reagiraju s alkoholima (npr. metanol éianol). Pri tome se
osloba a glicerol i viSe masne kiseline u obliku metil-gtil-estera.

R;——COO—CH, CH,OH R;——COOCH,
+ 3CH,OH

R,——COO—CH — > CHOH 4+ R, —COOCH

R;——COO—CH, CH,OH R;——COOCH,

Ranketljivost gliceridaje posljedica oksidacije dvostrukih veza u nezsm masnim
kiselinama. Prvo nastaju odgovarajyperoksidi, a zatim mo e do do cijepanja masnih
kiselina na mjestima dvostrukih veza. Osladga se aldehidi i isparljive organske kiseline.
Ovi spojevi su uzrok neugodnog mirisa i ukusa. Men sli na razgradnja mo e uzrokovati
nastajanje ketonskih kiselina koje osloag u procesu dekarboksilacije metil-ketone.

Metil-ketoni imaju tono definiran ukus i miris, a oslob@u se u metabolizmu
mikroorganizam&Penicillium roda, te su nasli Siroku primjenu u proizvodnjzpatih sireva
Camambert i Roquefort.

9.2.2. Steroidisu esteri masnih kiselina i sterolskih alkoholae Swasne kiseline mogu

graditi steroide, koji kodovjeka imaju vrlo va nu ulogu pri transportu maskikelina.
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9.3.  Slo eni lipidi

Slo eni lipidi imaju va nu strukturnu ulogu u izgdnji bioloskih membrana. Pored
strukturne uloge imaju vanu ulogu u stanicama n@Zgnervnog sustava u izgradniji
mijelinskih ovojnica i prijenosu nervnih impulsa.

Slo eni lipidi u svojoj kemijskoj grai imaju polarni i nepolarni dio. Zahvaljuju ovoj
strukturnoj grai, u vodi zauzimaju tano odre ene strukture (micele i lamele) gdje se polarni
dijelovi okre u prema vodi, a nepolarni se nmsobno udru uju hidrofobnim vezama.



9.3.1. Glicerofosfolipidi.Glicerofosfolipidi su esteri fosforne kiseline igticerida. Fosforna
kiselina se uglavnom ve e rapolo aj L-glicerola. Ovi spojevi nisu topljivi u@tonu te se
to svojstvo mo e iskoristiti pri njihovom odvajanpd obi nih glicerida.

Glicerofosfolipidi imaju dipolnuu molekulu te stogaaju sli na svojstva kao sapuni, @
se zna njihova orijentacija kada se ma razli itim otapalima.

hidrofilna glava (fosforna kiselina + alkohol)
hidrofobni repovi (R ostaci viSemasnih kiselina).

Na fosfornu kiselinu mogu biti vezani rati alkoholi odre uju i glicerofosfolipidnoj
molekuli razli ite bioloSke uloge.

a) Fosfatidil-kolin (Lecitin) U fosfatidil-kolinu na fosfornu kiselinu je vezawolin, a
na glicerol su vezane dvije masne kiseline, uglaviid je nezasiena a R zasi ena masna
kiselina.

Lecitini su uti spojevi koji imaju puferska svojat: kisela radi fosforne kiseline i bama
radi amonijeve skupine u kolinu. Irasu jako rasprostranjeni u prirodi, posebno ih gono
ima u pluima, jetri, mozgu, umancu jaja itd.
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b) Fosfatidil-etanolamin (kefalin)U fosfatidil-etanolaminu na fosfornu kiselinu je
vezan etanolamin. Pri pH 7 ovi spojevi su nestelliod lecitina. Postoje strukture u kojima
je vezana samo jedna masna kiselina (lizo kejalini

c) Fosfatidil-serin Fosfatidil-serin predstavlja 50% glicerofosfolipidaozga kod
kojeg su masne kiseline u polo ajy RR; uglavnom stearinska i oleinska kiselina.

d) Fosfatidil-inozitidi To su spojevi izgreeni od glicerola, masnih kiselina, fosforne
kiseline i razliitih izomera inozitola.

Na inozitol se mogu vezati monosharidne ili oligumadne jedinice Sera. Fosfatidil
inozitidi se nalaze u sastavu stanih membrana i u ivotinjskom (mozak) i u biljnomigetu
(soja, kikiriki i pSenica), a identificirani su iokd bakterija. esto imaju ulogu receptora
bioloskih signala te su va na karika u prijenosalbskih signala.
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9.3.2. Sfingolipidi. Sfingolipidi su slo eni lipidi koji u svojoj struktri umjesto
glicerola imaju nezaseni aminoglikolni alkohol sfingozin (1,3-dihidrok&amino-oktadeka-
4-en). Dvostruka veza mo e biti hidrogenirana, plvt sfingolipidi imaju viSu temperaturu
taljenja.

Sfingolipidi se razlikuju od glicerofosfolipidgoo tome Sto masna kiselina nije vezana
esterski ve amidnom vezom preko amino skupine sfingozina. Takojevi nazivaju se
ceramidi koji imaju slinu strukturu kao glicerofosfolipidi. S jedne strgy@arna hidroksilna
skupina na koju se mo e vezati fosforna kiselinas aruge strane hidrofobni rep od
uglikovodikovog lanca i vezane viSe masne kiselde.polarni dio, preko fosforne kiseline,
mogu se vezati kolin ili monosaharidne ili oligoaatne Seerne jedinice. ViSemasna
kiselina uglavnom ima 24 C atoma ali mo e biti ippéinska ili stearinska.

a) FosfosfingolipidiKada se na primarnoj alkoholnoj skupini ceramid& ¥esforna

kiselina a na nju kolin tada nastaje sfingomijelin.

b) Glikosfingolipidi Kod glikosfingolipida na alkoholnoj skupini je vezgednostavni

Se er ili oligosaharid.

Seerni dio glikosfingolipida ima vanu ulogu kao regaer raznih signala na povrsini s
vanjske strane stame membrane.
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9.3.3. Lipoproteini. Budu i su netopljivi u vodi lipidi se udru uju s protdma kako bi se
mogli transportirati krvotokom. Takve molekulske kopine nazivaju se lipoproteini.
Lipoproteini se meusobno razlikuju po velini, gustoi, kemijskom sastavu i bioloskoj ulozi.

a) Teski lipoproteini HDL (High density lipoprotein Teski lipoproteini osiguravaju
transport fosfolipida i manjim dijelom kolesterola krvotoku. Imaju gusta r = 1,063 -
1,210 g/mL. Dimenzija 5 - 10 nm. Molekulska masa=M.00 000 - 400 000. Sadr e pribli no
50% proteina, 25% fosfolipida, 12% esterificiran&glesterola, 10% triglicerida i 3%
slobodnih masnih kiselina.

b) Lagani lipoproteini LDL (Low density lipoprotein Ovi lipoproteini su glavni
prijenosnici kolesterola od jetre do perifernihviki Kolesterol je vezan na fosfolipidnu
frakciju. Srednja gust@ im jer = 1,035 g/mL, M= 3 300 000. Dimenzija 17 - 26 nm. Oni
sadr e 25% proteina i 75% lipida, a lipidna fralecie izgraena od 20% fosfolipida, 15%
triglicerida, 50% esterificiranog kolesterola, 12stebodnog kolesterola i ostatak su slobodne
masne kiseline.

c) Vrlo lagani lipoproteini VLDL (Very low densityipoprotein). Ovi lipoproteini su
glavni prijenosnici triglicerida od jetre do penféh tkiva. Enzimski sustav lipoprotein lipaza
hidrolizira lipoproteine i osloba viSemasne kiseline iz triglicerida. Gustor = 0,96 -
1,006 g/mL, dimenzije 40 - 100 nm. Molekulska maga precizno odreena. lzgraeni su od
10% proteina i 90% lipida. Sami lipidi su izgemi od 20% fosfolipida, 8% kolesterola u
slobodnom stanju, 15% esterificiranog kolester6@®p triglicerida i ostatak su slobodne viSe
masne kiseline.

d) Kilomikroni i lipomikroni. Kilomikroni se pojavljuju u krvi poslije apsorpcije
lipida u crijevima (egzogeni lipidi), a lipomikrorsu sintetizirani u jetri. Kilomikroni i
lipomikroni su estice male guste r < 0,96 g/mL, velikih dimenzija >500 nm, neodeae
molekulske mase. lzgrani su od samo 1% proteina i 99% lipida. Lipidnd diadr i 85%
triglicerida, 10% fosfolipida i 5% slobodnog kolesila. Osnovna uloga kilomikrona i
lipomikrona je prenoSenje bilo egzogenih bilo eretog lipida do perifernih tkiva.



9.4. BioloSke membrane

BioloSke membrane su zapreke visokoselektivhe pmopsti koje stvaraju zatvorene
odjeljke poput cijelih stanica ili organela unutstanice. Membranske crpke i propusti
reguliraju molekulski i ionski sastav tih odjeljakBored toga membrane kontroliraju tijek
informacija izmeu stanica i njihove okoline. Vanu ulogu pri tomenaju specifini
membranski proteini koji kao receptori prihegu i prenose vanjske poticaje. U bioloskim
membranama odvijaju se i dva najvanija procesatvprbe energije; fotosinteza i
oksidacijska fosforilacija. Fotosinteza koja pretv&nergiju svjetlosnog zranja u energiju
kemijske veze odvija se na unutrasnjoj membraniodlasta, a oksidacijska fosforilacija pri
kojoj nastaje ATP odvija se na unutrasnjim membmaaaiitohondrija.

9.4.1. Gra a bioloSkih membrana. Gra a bioloSkih membrana je raznolika kao i njihove
funkcije. Ipak one imaju odreni broj zajednikih svojstava:

- Membrane su plaste tvorevine debele samo nekoliko molekula, kogea uju odjeljke
razli itog sastava. Debljina membrana iznosi 6-10 nm.

- Membrane se uglavnom sastoje od lipida i proteifaseni omjer proteina i lipida vime
membrana je izmes 1:4 i 4:1. Membraneesto sadr e i ugljikohidrate vezane na lipide i
proteine. Funkcije bioloSkih membrana su neoph@#nedr avanje ivotnih procesa.

- Membranski lipidi su razmjerno male molekule kajeaju i hidrofilni i hidrofobni dio. U
vodenim otopinama ti lipidi spontano stvaraju zagve dvoslojeve molekula koji spevaju
protok polarnih molekula.

- U posebnim funkcijama membrane sudjeluju spetifiproteini koji imaju funkciju
receptora, kanala, katalizatora, provodnika eneifjicrpki. Membranski proteini su ugreni

u lipidne dvoslojeve poma hidrofobnih aminokiselinskih ostataka.

- Molekule proteina i lipida u membranama dre seedap nekovalentnim vezama
(uglavnom hidrofobne). Kemijska gra membrana je asimetna, tj. unutradSnja i vanjska
strana su razlite.

- BioloSke membrane nemaju fiksno ue@je u prostoru, one su uglavnom tekivorevine i
mogu se smatrati gustim dvodimenzijskim otopinaneausobno povezanih proteina i lipida.

9.4.2. Propusnost i prijenos tvari kroz staninu membranu. Radi hidrofobnosti lipidne
membrane su izolatoriiji elektri ni otpor iznosi oko 1bWecn?. Hidrofobne molekule
ralativno lako prolaze kroz stame membrane, meatim elektri ni otpor membrana sprjava
slobodan prolaz iona i drugih hidrofilnih spojevanimka su molekule vode koje prolaze u
malim skupinama molekula i to kroz Supljine u meamama koje nastaju uslijed
konformacije njenih nezasnih masnih kiselina. Takvi paketi molekula vodensanji od
hidratiziranih iona te mogu prolaziti kroz nastalgljine. Ostale hidrofilne tvari zahtijevaju
membranske proteine koji sudjeluju u njihovom prigsu. Postoje raziti prijenosni
mehanizmi kroz stanne membrane:

a) Pasivna difuzijapodrazumijeva slobodan prolaz tvari za koje pespare ili kanali
(membranski proteini). Prijenos tvari se odvijarsjamo sa strane ve koncentracije na stranu
manje koncentracije tvari.
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b) Prijenos pomou nosaa temelji se na speciinom djelovanju molekule koja se
prenosi s nekim prijenosnikom (integralnim memiskam proteinom) koji olakSava
prijenos. | ovaj proces prijenosa je pasivan i {@ge spontano sa strane @e&oncentracije
na stranu manje koncentracije tvari. Radi potrebdjetovanja specifnog prijenosnika
naziva se olakSana difuzija.

c) Aktivni prijenos podrazumijeva prijenos iona ili hidrofilnih moldeusuprotno
gradijentu koncentracije. Potrebna je energija daldslo do prijenosa. lzvor energije je
uglavnom hidroliza ATP molekula. Tada se govorironarnom aktivnhom prijenosu. Ako je
aktivni prijenos neke tvari povezan s istovremerspontanim prijenosom neke druge
hidrofilne molekule ili iona, tada se govori o sadarnom aktivhom prijenosu. U ovom

slu aju energiju za aktivni transport daje spontanjepos ove druge hidrofilne molekule ili
iona.
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10. POGLAVLJE

BIOENERGETIKA

Kemijski procesi u ivim organizmima odvijaju s@ jpstim principima i zakonitostima
kao i svi drugi kemijski procesi. Postavljaju séapja kako stanice crpe energiju iz okoline i
kako je koriste za svoje potrebe. Odgovore na aamjp daje posebna grana biokemije koja
se temelji na termodinamici, a naziva se bioenéaet

10.1. Slobodna entalpija i spontani procesi
Za objasnjenje i razumijevanje energetike ivih gamnizama, najkorisnija

termodinamika funkcija je slobodna entalpif2G. Ova funkcija je vrijedan kriterij po kojem
se zna hee li neka biokemijska reakcija tespontano (bez utroSka energije).

DG<O0 spontana reakcijadzergoni proces)
DG =0 sustav je u ravnote i
DG >0 potrebno je utroSiti energijar{dergoni proce$

Pojmove egzergon i endergon treba razlikovati gthpwa egzotermarDH<0) i endoterman
(DH>0) proces koji se odnose na termodindmifunkciju entalpiju.

Spontano doganje neke kemijske reakcije ovisi 0 konstanti kek@jravnote e i poetnim
koncentracijama reaktanata.
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Za jednu opu kemijsku reakciju
A+BEC+D

vrijedi izraz za slobodnu entalpiju

DG = RTIn[C][D] RTIn []eq[D]e‘*

B[4 T [BlA.

[1 - bilo koje poetne koncentracije

[ ]eg- ravnote ne koncentracije

Ovisno o poetnim koncentracijama proces mo e biti i egzergemdergon, a ako se krene od
ravnote nih koncentracija égledno jeDG = 0. Ako se reakcija odvija u standardnim uvjetima
(po etne koncentracije svih reaktanata su 1 mol/L) tagledi izraz:

DG’ =- RTIn —-RTInK

Uvo enjem ovog izraza u gornju jednad bu zaiogu aj dobije se izraz:

0 06 rrn )

6] A

Spontanost kemijske reakcije ne ovisi o vrijedn@&’, nego o vrijednostDG. Npr. DG°
mo e biti ve e od nule, ali upotrebom vié koncentracija reaktanata u odnosu na ravnote ne
koncentracije, posti e sBG < 0, odnosno posti e se spontan proces.

10.2. Endergone reakcije

Endergone reakcijeDG > 0) se ne odvijaju spontano, noém termodinamiki
nepovoljnu reakciju mo e pokrenuti termodinaiipovoljnija kemijska reakcija. Npr.

U standardnim uvjetima glukoza ne mo e spontangirai s fosfornom kiselinom jer jBG

te reakcije vee od nule (endergona reakcija). Miém, uz egzergonu reakciju hidrolize ATP,
mogu a je pretvorba glukoze u glukoza-6-P. Mo e se z2aldij da termodinamiki povoljna
reakcija mo e pokrenuti termodinanki nepovoljnu reakciju.



10.3. Metastabilnost ivog sustava

ivim organizmima potreban je neprestan dotok sldhe energije za tri osnovna
procesa: meharki rad stezanja misa i drugih staninih pokreta, za aktivni prijenos
molekula i iona kroz starme membrane i za biosintezu biomolekula. Ovi prioods avaju
neki ivi organizam u stanju koje je daleko od tewtimami ke ravnote e, a slobodna energija
potrebna za to odravanje po# iz okoline. Kemotrofna ba dobivaju tu energiju
oksidacijom kemijskih tvari iz hrane, a fototrofbaa pretvorbom svjetlosne energije. Prije
nego se ulo i u pokretanje mi&, aktivni prijenos tvari ili u biosintezu, eneagge pretvara u
posebne oblike prijenosne energije: adenozin fatds protonski i ionski gradijent

10.3.1. Adenozin trifosfat (ATP) kao izvor energiMolekula ATP je bogata energijom jer
sadri dvije fosfoanhidridne veze koje hidrolizonsloba aju svaka za sebe 30,5 kJ/mol.
Oslobo ena energija mo e se iskoristi za pokretanje enul@tgprocesa.

U ivim organizmima postoje i druge molekule kgp®sjeduju visok potencijal za
prijenos fosfatne skupine i oslolanje energije za pokretanje endergonih procesa. Npr
fosfoenol piruvat PG® = - 61,9 kJ/mol) ili karbamoil fosfaDG® = - 51,5 kJ/mol).

10.3.2. Protonski i ionski gradijent kao izvor ergje BioloSke membrane su zapreke s
visokoselektivnom propusna$. 1zme u ostalog one nadziru protonske i ionske gradijente
op enito. O promjeni slobodne energije prenoSene &rad staninu membranu ovisi he |i
transportni proces biti aktivan ili pasivan. Ako g@matra nenabijenu molekulu u otopini,
promjena slobodne entalpije pri prijenosu te tgagedne strane gdje je njezina koncentracija
1, ha drugu stranu, gdje njezina koncentracija izope zadana jednad bom:

DG = RTIn 2 = 2303RTlog 2

Cl Cl
Kada je rije o nabijenim esticama mora se misliti i na elekt potencijal preko membrane.
Zbroj koncentracijskog i elektmog lana zove se elektrokemijski potencijal. U tom aju
promjena slobodne entalpije ionskog ili protonskoadijenta iznosi:

DG = RTIn2 + zFDE
c,

Z— broj naboja prenesene tvari
F - Faradayeva konstanfa$ 9,648x160 C mol?)
E — elektrini potencijal s razlitih strana bioloSke membrane
Oslobo ena energija pri spontanom egzergonom prolasku tvakekroz staninu membranu
mo e se iskoristiti za pokretanje nekog endergopaogcesa (npr. biosinteza ATP ili aktivni
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transport neke tvari kroz stanu membranu). Izravni pogon mnogih transportnincesa
kroz staninu membranu u svezi je s protokom iona niz eleldnafski gradijent. Tako npr.
glukoza ulazi u stanice uz istovremeni ulazak Mma. Brzina i opseg transporta glukoze
ovise 0 egzergonom koncentracijskom gradijentti Nena kroz membranu. S druge strane
hidroliza ATP molekula se koristi za ponovno izvacije N4 iona iz stanice.

Kona no sinteza ATP molekula je omogna energijom protonskog gradijenta na
unutrasnjoj membrani mitohondrija u procesu oksjdike fosforilacije. U respiracijskom
lancu protoni se izbacuju iz matriksa mitohondrijpreko unutraSnje membrane u
me umembranski prostor. Prilikom povratka protona utrikg, energija protonskog
gradijenta se koristi za sintezu ATP molekula.igledno je da je moga pretvorba
energetskih valuta jedne u drugu, meém dok je ivi organizam na ivotu mora se odr atr
trajna neravnote a u korist ATP molekula i membiats potencijala s razlitih strana
stanine membrane. Ravnote a ADP + %2 ATP je uvijek pomaknuta u korist ATP. Za
odr avanje ovakve neravnote e ATP molekula i iongkgradijenta (cca 60mV), iva stanica
mora stalno crpiti energiju od okoline.

Respiratorni lanac



11. POGLAVLJE

METABOLIZAM

Metabolizam (izmjena tvari) predstavlja mre ni sasttisua kemijskih reakcija pri
kojima stanice nekog organizma crpe energiju iZeswkoline (katabolizam) i sintetiziraju
osnovne pretee za izgradnju vlastitih makromolekula (anabolizarBroj reakcija u
organizmu je velik, ali broj vrsta reakcija i moilg& koje u njima sudjeluju je razmjerno
malen. U svim oblicima ivota srediSnju ulogu imaup od stotinjak molekula. U ovim
predavanjima izlo ena samo og naela crpljenja energije iz hrane (katabolizam). Qo
zadaa katabolizma je stvaranje ATP koji se troSi zarptdnje miSia, aktivni transport tvari
I biosintetske procese u nekom organizmu.

11.1. Crpljenje energije iz hrane

Stvaranje energije oksidacijom hranljivih tvari neose podijeliti u tri stupnja: Prvi
stupanj se odvija u eludcu i crijevima gdje seikelmolekule iz hrane cijepaju na manje.
Proteini se hidroliziraju u dvadeset vrsta aminekma, polisaharidi u jednostavne 8ee
poput glukoze i fruktoze, a masti u glicerol i maiseline. U ovoj fazi ne nastaje energija.
Drugi stupanj se odvija u stanicama gdje se nastaée molekule dalje razgraju do
nekoliko jednostavnih jedinica koje imaju srediSmjlogu u metabolizmu. 1z vene ovih
molekula (Seera, masnih kiselina i nekih aminokiselina) stvaeeaacetilna jedinica koja se
povezuje s koenzimom A. U ovoj fazi nastaje nedtaske energije u obliku ATP. Tre
stupanj se odvija u mitohondrijama i sastoji seitlisa limunske kiseline (Krebsov ciklus) i
oksidacijske fosforilacije. To su krajnji koraci®#acije molekula iz hranljivih tvari. Acetilna
jedinica se na ovom stupnju oksidira u ®,0. Za svaku acetilnu jedinicu koja se oksidira
u ciklusu limunske kiseline prenesu setiri elektrona na koenzime NADi FAD. Pri
oksidaciji reduciranih koenzima NADH i FADHu procesu oksidacijske fosforilacije nastaje
ATP. Ve ina ATP stvorenog razgradnjom hranljivih tvari ragstna ovom stupnju.
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11.2. Razgradnja glukoze (glikoliza)

Glikoliza ima dvojaku ulogu, da razgmge glukozu u svrhu stvaranja ATP ali i
osiguravanja graevnih osnovnih jedinica za sintezu stamih sastojaka. Npr. iz nastalih
acetilnih jedinica mogu se sintetizirati masne liige Glikoliza predstavlja slijed kemijskih
reakcija u kojima se glukoza transformira u piruuat istovremeno stvaranje ATP. Kod
aerobnih organizama glikoliza je predigra cikluguunske kiseline. U aerobnim uvjetima
piruvat ulazi u mitohondrije gdje se pretvara utiérme jedinicu koja se potpuno oksidira u
CO, i H,0O. Ako nema dovoljno kisika, kao u migikoji se aktivno ste e, piruvat se pretvara
u laktat koji ulazi krvotok i vraa se u jetru. U nekih anaerobnih organizama popasdca
piruvat prelazi etanol. Na shn nain u nekim anaerobnim mikroorganizmima glukoza se
pretvara u piruvat koji prelazi u laktat. Stvaraafanola i laktata iz glukoze naziva se proces
vrenja (fermentacije).

Deset reakcija glikolize odvijaju se u citosolu bgu se podijeliti u tri stupnja. U
prvom stupnju glukoza se pretvara u fruktoza-1fésfat fosforilacijom, izomerizacijom i
ponovnom fosforilacijom. U tim reakcijama glukoza saktivira i obogauje energijom
potrebnom za daljnju transformaciju. Za svaku molekglukoze utroSe se dvije ATP
molekule. U drugom stupnju aldolaza cijepa frukt@zécdifosfat u dihidroksiaceton fosfat i
gliceraldehid-3-fosfat koji lako prelaze jedan wgirtako da u daljnje pretvorbe od jedne
glukoze odlaze dva gliceraldehid-3-fosfata. Dvijeolekule gliceraldehid-3-fosfata se
oksidiraju i fosforiliraju u dvije molekule 1,3-di§foglicerata. Zatim se pretvaraju u dvije
molekule 3-fosfoglicerata priemu nastaju dvije molekule ATP. U tesm stupnju glikolize
dvije molekule 3-fosfoglicerata se prevode u dvaata i nastaju joS dvije molekule ATP.
Pri oksidaciji gliceraldehid-3-fosfata akceptor kttena je NAD. Da bi se glikoliza dalje
odvijala taj koenzim se mora obnoviti. U aerobnimetima glikolizom stvoreni NADH se
oksidira u procesu disanja i pri tome se regendidd”. U anaerobnim uvjetima NADse
regenerira redukcijom piruvata u laktat, dok u neknikroorganizmima NAD se obnavlja
sintezom etanola ili laktata iz piruvata. Ta dvagasa se zovu vrenje.
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11.3. Ciklus limunske kiseline

Ciklus limunske kiseline je konai op i put oksidacije hranljivih sastojaka. Mea
molekula ulazi u ciklus u obliku acetil-CoA. Vezdikglize i ciklusa limunske kiseline je
oksidacijska dekarboksilacija piruvatiane se stvara acetil-CoA. Ta reakcija i reakcijdusa
odvijaju se u mitohondrijama za razliku od glik@ikoja se doga u citosolu. Ciklus panje
kondenzacijom oksaloacetatay]C acetil-CoA (G) Sto daje citrat (6) koji se izomerizira u
izocitrat (G). Oksidacijska dekarboksilacija tog intermedijelaje a-ketoglutarat (). U
narednoj reakciji odvaja se i druga molekula,C@ sea-ketoglutarat dekarboksilira do
kompleksa sukcinil-CoA. Zatim se ovaj spoj cijepaastaje sukcinat (i oslobaa se
visokoenergijski GTP. Sukcinat se zatim oksidirafulmarata (G) koji se tada hidrogenira u
malat (G). Kona no se malat oksidira i time se regenerira oksatlaa¢€,). Time dva atoma
ugljika iz acetil-CoA ulaze u ciklus, a dva izlaze obliku CQ u uzastopnim
dekarboksilacijama koje kataliziraju izocitrat-déttugenaza a-ketoglutarat dehidrogenaza.
U etiri redukcijsko-oksidacijske reakcije ciklusadg para elektrona prenesu na tri molekule
NAD®, a jedan par na jednu molekulu FAD. Ti se reducinmsai elektrona zatim oksidiraju
u elektron-transportnom lancu i daju jedanaest kudée ATP. Uz to, izravno nastaje jedan
visokoenergijski fosfat (GTP) u ciklusu limunskesdiine. Zato se za svaku acetilnu jedinicu
koja se u ciklusu potpuno oksidira w® i CO, stvori ukupno dvanaest visokoenergijskih
fosfatnih veza.
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Ciklus limunske kiseline funkcionira samo u aerobnivjetima jer su mu potrebni
NAD" i FAD. Ti se nosa elektrona regeneriraju kad NADH i FARHprenesu svoje
elektrone elektron-transportnim lancem ng @i emu se stvara ATP. Ciklus se kontrolira
regulacijom triju enzima koji u njemu sudjeluju.sdkoenergijski naboj smanjuje aktivnost
citrat-sintetaze, izocitrat dehidrogenaze i kettgiat dehidrogenaze. Drugo vano
regulacijsko mjesto je stvaranje acetil-CoA iz pata. Aktivnost kompleksa piruvat
dehidrogenaze kontroliraju povratno spre na regjdawukleotidima (ATP i GTP) i kovaletno
mijenjanje. Ovi mehanizmi imaju za svrhu smanjieabjzine stvaranja acetil-CoA kada je
visoka koncentracija ATP. S druge strane, kada rjerggski naboj stanice nizak, tj.
koncentracija ADP visoka, tada je stimulirana is@ti dehidrogenaze i ubrzan ciklus
limunske kiseline.

11.4. Oksidacijska fosforilacija

Molekule NADH i FADH, nastale u glikolizi, oksidaciji masnih kiselinaciklusu
limunske kiseline mogu se smatrati molekulama bogahergijom, jer svaka od njih ima par
elektrona ijim prijenosom na druge molekule se oslobavelika energija. Oksidacijska
fosforilacija je proces u kojem nastaje ATP kadetektroni prenose s NADH i FADHha
molekulski kisik Q. Ovaj proces se doga putem serije respiratornih noaaelektrona
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smjeStenih na unutrasnjoj mitohondrijskoj membraiklus limunske kiseline i oksidacija
masnih kiselina odvijaju se u susjednom matriksahmndrija.

U procesu oksidacije, pri postupnom prijenosu eteld s NADH i FADH na kisik, oslobaa
se energija

NADH + 1/2Q + H = HO + NAD' (DG° = - 220,0 kJ/mol)

FADH, + 1/2Q = HO + FAD DG° = - 200,6 kJ/mol)
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Slobodna entalpija oslobena u ovim oksidacijama koristi se za crpljenjetgma iz
matriksa mitohondrija i stvaranje membranskog pdjala (proton-motorne sile), koji nastaje
uslijed razlike u koncentraciji protona s raitlh strana unutrasnje mitohondrijske membrane.
Tri vrste kompleksa za prijenos elektrona djeluao kcrpke protona. Za vrijeme prijenosa
elektrona stvara se gradijent protona kroz unupuagitohondrijsku membranu. Izvana je pH
nii za 1,4 jedinice nego unutra, a membranski poi@l je E =0,14 V pri emu je vanjska
strana pozitivha. Ukupni elektrokemijski potencijap sastoji se od doprinosa Sto daju
membranski potencijalE i gradijent koncentracije HDpH )

(Dp= E —RT/FDpH =-0,14 V- 0,6 (-1,4) = 0,224 V

Ova ukupna proton-motorna sila od 0,224 V odgowwaodnoj entalpiji protona od -21,8
kJ/mol koja se mo e iskoristiti za sintezu ATP weesu fosforilacije. U tom procesu ATP se
sintetizira kada protoni kroz spectfi enzimski kompleks spontano teku natrag u matriks
mitohondrija. Osloboena energija se koristi za fosforilaciju ADPQ° = + 30,5 kJ/mol).
Prema tome, oksidacija i fosforilacija su meobno povezani gradijentom protona kroz
unutrasnju mitohondrijsku membranu. Prilikom oksigiajedne molekule NADH nastaje 3
molekule ATP, a oksidacijom jedne molekule FADhhstaju 2 molekule ATP.

11.5. Razgradnja masnih kiselina

Masne kiseline u obliku triacilglicerola pati iz hrane ili su uskladistene u masnom
tkivu, a iz tih izvora mogu se mobilizirati hidrblikim djelovanjem enzima lipaza.

S jedne strane, oslobeni glicerol se pretvara u D-Gliceraldehid-3-fostadji odlazi u
glikolizu i dalje se razgraije do piruvata.
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S druge strane, oslobene masne kiseline se aktiviraju pom@TP i CoA. Aktivirani oblik
masnih kiselina je odgovarajuAcil-CoA.

Acil-CoA u citosolu se pretvara u Acil-karnitin kgyrolazi kroz mitohondrijske membrane i
tako unosi masnu kiselinu u matriks mitohondrijaariitin ponovno izlazi iz matriksa
mitohondrija i odlazi u citosol.

U mitohondrijskom matriksu masne kiseline se razgja ponavljanjem slijeda odetiri
reakcije p - oksidacija masnih kiselina): oksidacija vezam@aFRAD, hidratacija, oksidacija
vezana na NAD te tioliza pomou CoA. Poslije svakog ciklusa masna kiselina jasima za
dva C atoma, a reducirane molekule FADHNADH nastale u oksidacijskim koracima se
regeneriraju u procesu oksidacijske fosforilacheetil-CoA nastao u tiolitikom cijepanju,
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kondenzacijom s oksaloacetatom ulazi u ciklus liskenkiseline i dalje se razgnge do CQ
i H20.

11.6. Razgradnja aminokiselina

Proteini i peptidi iz hrane se razgmu u eludcu i crijevima pod djelovanjem
proteoliti kih enzima. Oslobcene aminokiseline se krvotokom raznose do tkivae g u
citosolu stanica ugraju u vlastite proteine ili transformiraju u drugemolekule. ViSak se
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aminokiselina iznad koline potrebne za biosintezu proteina i drugih biekola ne mo e ni
uskladistiti u organizmu ni direktno izliti iz organizma. ViSak se aminokiselina upotretdja
kao metaboliko gorivo. Amino skupine se odstranjuju u obliku canjeva iona koji se u
ciklusu uree pretvara u ureu, a ona se igkel preko bubrega i mokravine. Preostali
ugljikovi atomi u obliku odgovaraje ketokiseline se prevode u osnovne metakeljedinice
acetil-CoA i piruvat ili direktno u neke maprodukte ciklusa limunske kiseline.
Razgradnja aminokiselina paje uklanjanjem njihove amino skupine. Piridoksal

fosfat (Vitamin B) je klju ni koenzim za sve transaminaze koje kataliziraje @akcije.

Ve ina se amino skupina slijevaadketoglutarat daju glutamat koji se zatim oksidacijski
deaminira pri emu nastaje aminijev ion i regenerira&eetoglutarat.

11.6.1. Ciklus ureeDio nastalog amonijeva iona nastalog razgradnjonmakiselina troSi se
za biosinteze dusikovih spojeva. Visak amonijevajdoudui da je otrovan za stanicu, kod
ve ine kopnenih kraljeSnjaka se pretvara u ureu, anzalu uje iz organizma. Urea se
sintetizira u takozvanom ciklusu uree. To je seiakcija u kojoj nastaje urea iz amonijeva
iona i uglji nog dioksida. Neposredna predeuree je aminokiselina arginin koju enzim
arinaza hidrolizira na ureu i ornitin. Ostale ragkciklusa uree slu e sintezi arginina iz
ornitina. Na ornitin se najprije prenosi karbamailskupina, pa nastaje citrulin. Nakon toga
dolazi do kondenzacije citrulina i aspartata i agstja argininosukcinata. Na kraju
argininosukcinat se cijepa na arginin i fumarakl@ reakcija uree se jednim dijelom odvija
u matriksu mitohondrija, a drugim dijelom u citasoGledajui zbirnu reakciju stehiometrija
sinteze uree je:

CO, + NH;" + ATP + aspartat + #0 = urea + ADP + fumarat
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Nastanak fumarata u ciklusu uree ja va an zato agtopovezuje ciklus uree s ciklusom
limunske kiseline. PotroSeni aspartat se regeneritanarata u ciklusu limunske kiseline.



11.6.2. Razgradnja uglikovih okosnicaPreostale ugljikove okosnice aminokiselina, nakon
odvajanja amino skupina, se dalje razgia i koriste kao metabolko gorivo. Strategija
razgradnje ugljikovih okosnica jest u tome da sengaglavni meuprodukti metabolizma,
koji se mogu prevesti u glukozu ili se oksidiraticiklusu limunske kiseline. Zapravo se
ugljiikove okosnice raznolikog niza od dvadeset akigelina slijevaju u samo sedam
molekula: piruvat, acetil-CoA, acetoacetil-CoA-ketoglutarat, sukcinil-CoA, fumarat i
oksaloacetat.
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