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PREDGOVOR

Biokemija se u nekoliko posljednjih desetlje¢a ubrzano razvija i bez sumnje je postala veoma vazna
znanost u rjeSavanju mnogih pitanja zivota. Njezine spoznaje od velikog su znacaja u dijagnostici i
medicini, poljoprivredi i zastiti okoli$a, farmaceutici i dijetetici, psihologiji i vojnoj strategiji.

Biokemija je znanost kod koje je eksperimentalni rad od izuzetne vaznosti. Laboratorijska nastava
bitno doprinosi ukupnosti prirodoznanstvenog obrazovanja jer je eksperiment temelj, potvrda i
poticaj znanosti.

Ovaj biokemijski priru¢nik obuhvaéa osnovne metode ispitivanja, prepoznavanja i odredivanja
najvaznijih biokemijskih molekula a namijenjen je uéenicima srednjih skola u kojima se izvode
vjezbe iz biokemije. Sadrzaj priru¢nika nastao je preuzimanjem teksta i vjezbi iz ranije literature
(popis autora na kraju priru¢nika) te je oblikovan i prilagoden nastavnom planu i programu
Biokemije s vjezbama. Priru¢nik nas upoznaje s osnovnim metodama kvalitativnog i kvantitativnog
ispitivanja biokemijskih spojeva a podijeljen je u sedam cjelina koje se odnose na ispitivanje
vitamina, alkaloida, lipida, ugljikohidrata, proteina, enzima i nukleinskih kiselina.

Zbog slabe opremljenosti vecine Skolskih laboratorija, navedene su najjednostavnije metode
ispitivanja ali koje istovremeno omogucuju da se shvati upravo bit samog ispitivanja (na ¢emu se
temelje odredena dokazivanja), iz ¢ega ucenik lako moze sam donositi valjane zakljucke utemeljene
na steCenom znanju i na vlastitom promatranju.

Osim ovladavanja opisanim radnim tehnikama od ucdenika se ocekuje da izosStri Sposobnost
zapazanja i shvati da su bioloske molekule izuzetno osjetljive na promjene u okolini. Zbog toga ¢e
razumjeti vaznost pridrzavanja svih pojedinosti navedenih u propisima i razvijati vjestinu preciznog
izvodenja svih mjerenja. Ucenici ¢e nauciti biljeziti svoja zapazanja tokom rada te prikazati i
obrazloziti svoje rezultate rada.

U priruéniku je navedena 21 vjezba. Uz svaku vjezbu, nakon uvodnog dijela, istaknut je zadatak
rada, naveden je pribor i potrebne kemikalije te detaljan opis same vjezbe. Kod kvantitativnih
odredivanja naveden je primjer izratunavanja rezultata. Tamo gdje je potrebno ucrtane su tablice
(ukupno 14) za tabelarni prikaz rezultata. Kod veéine vjezbi prikazane su i odgovarajuée aparature
te zajedno s dijagramima ima ukupno 13 slika.

Rijeka, 2011 Biserka Knezevi¢, dipl.ing.
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1. VITAMINI

Vitamini su organski spojevi koji su u malim koli¢inama nuzni za normalan rad i razvoj ljudskog i
zivotinjskog organizma. Sudjeluju u mnogim vaznim metabolickim procesima kao $to su
razgradnja hrane koju unosimo u organizam, sinteza enzima i stani¢nih tkiva, podrzavanje

zaStitnih svojstava organizma prema bolestima, alergijama, infekcijama i dr.

Prvi vitamin otkriven je 1911. godine. Kazimir Funk je iz ljuske rize izolirao kristalnu tvar i
nazvao je vitamin (latinski vita = Zivot, amin = amino spoj) zato Sto je pokazivala visoki
fizioloski efekat u lijeCenju bolesti beri-beri a sadrzavala je aminoskupinu. I vitamini koji su

otkriveni kasnije, iako nisu sadrzavali aminoskupinu, zadrzali su stari naziv.

Kemijska priroda vitamina je razlicita i vec¢ina vitamina ima relativno slozenu strukturu. Dijele se
prema topljivosti:
a) vitamini topljivi u mastima i uljima (A, D, E i K)

b) vitamini topljivi u vodi (C i vitamini B-skupine, pantotenska kiselina, folna kiselina)

Vedinu vitamina organizam ne moZe sam sintetizirati nego th mora unositi putem hrane u obliku
gotovog vitamina ili u obliku provitamina iz kojeg, u organizmu, nekom jednostavnom reakcijom
nastaje odgovarajuci vitamin. (Organizam moze sam sintetizirati odredenu koli¢inu K vitamina i

neke vitamine iz B-serije).

Dnevne potrebe ljudi prema vitaminima su vrlo razli¢ite (od 3 pg za vitamin B;, do 100 mg

dnevno za vitamin C).

Stanja koja se javljaju zbog potpunog nedostatka pojedinih vitamina u organizmu nazivaju se
avitaminozama, a kada ih je nedovoljno hipovitaminozama. Hipervitaminoza se javlja kada se u
organizam unese koliina vitamina vec¢a od potrebne. To nije toliko opasno ako se radi o
vitaminima topljivim u vodi jer se oni lako izlu¢uju iz organizma putem bubrega. Medutim, kod
vitamina topljivih u mastima, koli¢ine koje se ne utroSe u metaboli¢kim procesima, u organizmu

se odlazu u tkivima, najviSe u jetri, i mogu izazvati toksi¢ne reakcije.



1. vjezba
Dok azivanje vitamina (C, Ai D)

Zadatak viezbe: Predvidenim reakcijama dokazati vitamine C, A i D u zadanim uzorcima

Pribor: epruvete, drveni stalak, kapaljke, laboratorijska ¢asa od 250 cm®, drvena $tipaljka

Kemikalije:
otopina FeCl3 otopine Fehling 1'i 1l
otopina Ks[Fe(CN)g] otopina AgNOs3,
otopina J,/KJ otopina NH,OH
otopina KmnQO, otopina NaOH

(sve otopine su 1 %-tne)

C —vitamin ili L (+) askorbinska kiselina

C vitamin je lakton 2,3-diketogulonske kiseline. Javlja se kao tipi¢ni redoks-sistem zivih
organizama i dolazi u dihidro- i dehidro-formi. Dehidro-askorbinska kiselina takoder pokazuje

vitaminsko djelovanje, ali mnogo manje.
(Laktoni su cikli¢ki esteri nastali reakcijom karboksilne skupine sa OH-skupinom y C-atoma.
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dihidro-forma dehidro-forma

L (+) askorbinska kiselina



Cisti C-vitamin je bijela kristaliniéna tvar, vrlo kisela okusa, dobro topljiv u vodi. Vodena otopina
je nepostojana.

Po kemijskoj strukturi C-vitamin nalikuje na Secer, ali je daleko jaci reducens od Secera.

1. Dokazivanje vitamina C

Dokazivanje se zasniva na kiselim ili reduciraju¢im svojstvima spoja.

Postupak:

b) Dokazivanje sa otopinama FeCls ili Ks[Fe(CN)g]
Otopini C-vitamina (u epruveti) dodajte 1-2 kapi razrijedene otopine FeCls ili K3[Fe(CN)s].
Boja reagensa se odmah gubi. C-vitamin reducira Fe** ione u Fe?*, a sam se pri tome oksidira

iz dihidro- u dehidro-formu.

CsHsOs + 2 FeCl; CsHsOg + 2FeCl, + 2HCI

b) Dokazivanje s otopinom I, ili otopinom KMnO,

Reakcija tece na isti nacin kao i prethodna tj. dolazi do obezbojenja dodanih otopina.

2CsHgOg + 2Kmnoy 2 CsHeOg + KosMno, + MNO, + 2H,0

b) Dokazivanje s Fehlingovim otopinama
Vodena otopina C-vitamina ve¢ u hladnom reducira Fehlingov reagens pri ¢emu se odmah
izlu¢i zuti talog Cu(OH). Ako se nastali talog zagrije, stvara se crveni talog Cu,O.

Vjezba se izvodi isto kao kod odredivanja ugljikohidrata.

CeHgOg + 2CU2+ + 4OH ——» CeHgOp + 2CU(OH) + 2H,0

b) Dokazivanje s Tolensovim reagensom
Otopina C-vitamina reducira ione srebra iz vodene otopine AgNO3; do elementarnog srebra
koje se izluCuje na stijenkama epruvete.

Vjezba se izvodi isto kao kod odredivanja ugljikohidrata.

CeHgOs + ZAQ(NH3)20H ——» CgHeOs +2Ag + 4NH; + 2H,0



2. Dokazivanje vitamina A

Vitamin A spada u vitamine topljive u ulju. Potreban je za odrzavanja niza funkcija u organizmu.

Djeluje na funkciju vida i regulira rast i razvoj organa. Obnavlja epitel sluznice i koze.

a) Djelovanje koncentrirane H,SO, na vitamin A

Na suho satno staklo stavite 5 kapi otopine ribljeg ulja u kloroformu (1 : 5). Dodajte kap

konc. H,SO,. Stvara se crveno-ljubicasta boja.

b) Djelovanje antimonovog(lll)-klorida na vitamin A

Na suho satno staklo stavite jednu kap ribljeg ulja i dvije kapi otopine antimonovog(lll)-
klorida u kloroformu. Sadrzaj promijesajte staklenim Stapi¢em. Pojavljuje se plava boja koja

ukazuje na prisutnost vitamina A u ribljem ulju.

3. Dokazivanje vitamina D

D-vitamin takoder spada u vitamine topljive u uljima. To nije jedinstven vitamin ve¢ postoji
nekoliko varijanti slicne grade i svi obavljaju iste funkcije. Unosi se hranom ili nastaje u kozi
djelovanjem ultraljubicastih suncevih zraka. Osnovna mu je funkcija regulacija

okostavanja tkiva i odnosa kalcij — fosfor u organizmu, pravilnog razvoja kostiju i zubi i

utjece na rast djece.

a) Djelovanje broma na vitamin D

Na suho satno staklo stavite 1 kap ribljeg ulja i 2 kapi otopine broma u kloroformu i

promijesajte Stapicem. Nakon nekog vremena pojavljuje se zeleno-plava boja.
b) Djelovanje anilina na vitamin D
U suhu epruvetu stavite 4-5 kapi ribljeg ulja i 5-6 kapi kloroforma. Promijesajte staklenim

Stapi¢em pa dodajte 1-2 kapi anilina i lagano  zagrijavajte. Za vrijeme zagrijavanja Zuta

emulzija prelazi u crvenu.



2. A LKALOIDI

Alkaloidi su heterociklicki organski spojevi koji u prstenu sadrze jedan ili visSe atoma dusika i
zbog toga imaju bazi¢na svojstva. Vrlo su raSireni u biljnom svijetu gdje uglavnom nastaju iz
aminokiselina. Za ljudski organizam vecina alkaloida je otrovna jer izazivaju znacajne fizioloske
efekte. U malim koli¢inama koriste u medicinske svrhe ali se na zalost vrlo cesto i
zloupotrebljavaju. Alkaloidi koji djeluju na ziv€ani sustav nazivaju se droge a prema nacinu
djelovanja dijele se u nekoliko skupina: (M. Sikirica, 1996.)

a) stimulansi — povecavaju osjetljivost Ziv€anog sustava, ubrzavaju reakcije i stvaraju
osjecaj snage (primjeri su nikotin iz duhana, kofein kojeg ima u kavi, ¢aju i1 kakau a
dodaje se i u coca-colu, kinin koji se dodaje razli¢itim bezalkoholnim pi¢ima kao $to je
tonik, te kokain)

b) hipnotici — smiruju¢e droge koje smanjuju osjetljivost Zivéanog sustava i usporavaju
reakcije na podrazaje iz okoline. U tu se kategoriju svrstavaju mnogobrojne sinteticke
droge, koje se koriste kao tablete za spavanje ili za umirenje (npr. diazepam i klorazepam)

c) narkotici — ublazavaju bolove za §to se primjenjuju u medicinske svrhe ali se i
zloupotrebljavaju ( najpoznatiji su alkaloidi dobiveni iz opijuma: morfin, kodein, heroin)

d) psihodeli¢ne droge — niti stimuliraju niti usporavaju reakcije Ziv€anog sustava veé
izazivaju halucinacije i psihoze. Osobe pod utjecajem tih droga vide, ¢uju i osjecaju

nepostojece. U tu kategoriju pripadaju npr. LSD, PCP, marihuana i dr.

O
H N
7 0]
CH, CH,
/ .
N/ CHj 0 HO™

Nikotin Kofein Morfin

Heroin Kokain

Strukturne formule nekih poznatijih alkaloida



2. vjezba
lzolacija kofeina iz caja

Zadatak: Izolirati kofein iz ¢aja i odrediti maseni udio.

Kemikalije:
2 vrecice caja kloroform

kalcijev ili natrijev karbonat etanol (¢=96 % )

Pribor:  Erlenmayerova tikvica od 300 cm®, Liebigovo hladilo, metalni stalak, hvataljke,
plamenik, mrezica, vodena kupelj, lijevak za odjeljivanje, stakleni lijevak, menzura od

25 cm?, tikvica za destilaciju, lula, ¢asa od 400 cm®, Erlenmayerova tikvica od 100 cm®.

Postupak: Izvazite 6 g Caja i prenesite u Erlenmayerovu tikvicu od 300 cm3. Dodajte 6 g
kalcijevog karbonata (ili 4,5 g natrijevog karbonata) i 60 cm® vode. Smjesu plamenikom
zagrijavajte uz povratno hladilo oko 20 minuta. Vruéu otopinu filtrirajte preko naboranog filter
papira, filtrat ohladite na sobnu temperaturu, prebacite u lijevak za odjeljivanje i ekstrahirajte tri
puta sa po 15 cm® kloroforma. Ekstrakcija se mora provoditi vrlo blago jer bi se snaznim
izmuckivanjem stvorila emulzija koja se ne bi mogla odijeliti.

Sva tri ekstrakta (slojevi sa kloroformom) skupljajte u suhu i prethodno izvaganu tikvicu za
destilaciju od 100 cm®. Kloroform uklonite destilacijom preko vodene kupelji. Ostatak u destilirki
susite u suSioniku na temperaturi od 50°C kroz pola sata, ohladite i izvazite.

Prekristalizacija se moze provesti pomoc¢u etanola. (Zagrijavanje i ekstrakciju raditi u

digestoru. Kod ekstrakcije obavezna je upotreba zastitnih rukavica)

Proracun:
masa Caja: m(Caj) =
masa prazne destilirke: m(destilirka) =
masa destilirke i kofeina: m(destilirka+kofein) =
masa kofeina: m(kofein) =
m(kofein)
maseni udio kofeina: w(kofein, ¢aj) = ---------------- =100
m(caj)



3. MASTI | ULJA

Masti i ulja spadaju u jednostavne lipide. Mogu biti biljnog i zivotinjskog podrijetla a vazan su
prehrambeni artikl ¢ovjeka. Ulja nastaju u raznim dijelovima biljaka, najviSe u sjemenkama i
plodovima, a masti u masnom tkivu zivotinja. Biljke iz kojih se dobivaju ulja nazivaju se uljarice
a najvaznije su suncokret, soja, uljana repica, maslina, kokosova palma, lan, konoplja, kukuruzne

klice.

Kemijski sastav

Po kemijskom sastavu ulja i masti su esteri trovalentnog alkohola glicerola i masnih kiselina. Na
osnovu tog sastava ¢esto ih nazivamo triacilgliceridima.

U mastima su pretezno zastupljene zasi¢ene masne kiseline (od kojih su najvaznije palmitinska
C15H3:COOH i stearinska C17H3sCOOH) a u uljima prevladavaju nezasi¢éene masne kiseline (npr.
oleinska C;7H33COOH i linoleinska C;7H3;COOH). Kod prirodnih masti i ulja u jednoj molekuli
najéescée su razliCite masne kiseline i uvijek sadrze paran broj C atoma. Osim triacilglicerida
prirodne masti sadrze i neke druge bioloski vazne spojeve kao §to su vitamini (A,D,E,K), ili su

vezani u obliku glikolipida i lipoproteina.

Fizikalna svojstva

Fizikalna svojstva ulja i masti (kao $to su gustoca, taliSte, vreliste, indeks loma) ovise o
svojstvima onih masnih kiselina koje su najvise zastupljene. Jedno od vaznijih svojstava masti i
ulja je njihova topljivost. Topljive su u nepolarnim organskim otapalima a najbolja otapala su
eter, petroleter, benzen, ksilen, kloroform, tetraklorugljik, trikloretilen i dr.

Kemijska svojstva

Kod masti i ulja moguce su odredene kemijske reakcije a najveci znacaj imaju reakcije hidrolize,

adicije i oksidacije. Adicija i oksidacija uglavnom se odvijaju kod spojeva sa nezasi¢enim masnim

kiselinama a hidroliza je moguca 1 kod jednih i kod drugih.
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1. Reakcije hidrolize

Ovim reakcijama masti i ulja se razgraduju na glicerol i masne kiseline. Mogu se provesti u
kiseloj sredini (pomocu kiselina), luznatoj sredini (pomocu baza) te uz pomo¢ enzima kao $to je
hidroliza masti u zivim organizmima. U reakciji s bazama, razgradnjom masti i ulja nastaju sapuni

pa se takva hidroliza naziva saponifikacija.

2. Reakcije adicije moguce su ako su u sastavu masnoca zastupljene nezasi¢ene masne kiseline.
Mogu se adirati molekule halogenih elemenata, vodika, H,0,, H,SO, itd. Ove reakcije imaju i
vaznu prakti¢nu primjenu. Koriste se u

a) analitickoj kemiji za identifikaciju masti (npr. odredivanje jodnog broja)

b) kod tehnoloskih procesa prerade ulja i masti (npr. hidrogeniranje u proizvodnji margarina)

3. Reakcije oksidacije sa kisikom iz zraka na mjestima dvostruke veze. Moguca su dva slucaja.
a) ukoliko molekule masti sadrze mali broj dvostrukih veza, na tim mjestima dolazi do razgradnje
pa nastaju aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline s manjim brojem C atoma a takve molekule imaju
jak i neugodan miris. Ta pojava naziva se ranketljivost ili uzeglost.

b) Kod molekula ulja koje sadrze velik broj dvostrukih veza, djelovanjem kisika iz zraka javljaju
se reakcije polimerizacije $to ulju daje svojstvo suSivosti. Ako se ulje nanese u tankom sloju na
neku podlogu i izloZi utjecaju suncevih zraka, stvrdnut ¢e se u ¢vrstu kozicu ili film. Na ovom
svojstvu temelji se upotreba susivih ulja za izradu uljnih veziva — firnisa, koji se primjenjuju u

industriji boja i lakova.

3.1. SAPONIFIKACIJA

Saponifikacija je postupak razgradnje masti i ulja pomocu luzina. Ovakvom reakcijom iz masti i
ulja nastaju glicerol i soli masnih kiselina koje se zovu sapuni pa je cijeli postupak po tome

nazvan saponifikacija.
Osim saponifikacije postoje i drugi na¢ini razgradnje masti i ulja i to:

a) kataliticka razgradnja - primjenjuje se u industriji a izvodi se pomoc¢u oksida nekih metala

b) enzimska razgradnja — odvija se u zivom organizmu pod utjecajem enzima lipaze
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Alkalna hidroliza, tj. saponifikacija, uglavnom se izvodi pomo¢u NaOH ili KOH. Tom reakcijom
nastaju odgovarajuce soli masnih kiselina, sapuni. Buduc¢i da su samo alkalne soli masnih kiselina

topljive u vodi, ti su spojevi od velikog komercijalnog znacaja.

CH,-O-COR CH,-OH
| |
NaOH

CR-O-COR CH-OH  + 3 R-COO Na*

|
CH,-O-COR CH,-OH

sapun

mast ili ulje glicerol

Sapuni su smjesa soli masnih kiselina. Komercijalnu vaznost imaju uglavnom natrijevi i kalijevi
sapuni koji su ujedno i jedini topljivi u vodi. Natrijevi sapuni su tvrdi i sluze za pranje a kalijevi
su mekani 1 uglavnom se koriste kao teku¢i sapuni ili u industriji kod proizvodnje raznih Sampona

i drugih sredstava za pranje.

U vodi sapun disocira na sljede¢i nacin :

H,O
R-COO-Nat @ ——— R-COO- + Na*
karboksilat
ion

U karboksilat ionu se razlikuje hidrofilni dio (-COO™ skupina) i hidrofobni dio (ugljikovodi¢ni
dio). Hidrofilni dio, prilikom pranja, se kvasi vodom a sa masno¢ama se ne mijesa. Hidrofobni dio
se ponasa obrnuto, tj. ne mijeSa se sa vodom a mijeSa se sa masno¢ama. Zbog suprotnih
djelovanja pojedinih dijelova u molekuli sapuna, sapun omogucuje da se masne nakupine

necistoca rasprse u sitne Cestice i odvoje od podloge na kojoj su se nakupile.

Sapuni imaju i neke loSe strane kao npr. :
a) luZznatog su karaktera
b) tesko peru u tvrdim vodama i prekomjerno se trose jer se stvaraju netopljivi Ca-sapuni

¢) u kiselim vodama ne mogu prati jer se izlu€uju slobodne masne kiseline
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3. vjezba

Saponifikacija ulja

Zadatak vjezbe: Provesti postupak saponifikacije masti ili ulja i ispitati svojstva nastalih

produkata. Napisati jednadzbe reakcija 1 obrazloziti rezultate ispitivanja.

Pribor: okrugla tikvica od 250 cm®, menzura od 50 cm®, Liebigovo hladilo, plamenik,
mrezica, stakleni lijevak, tikvica za destilaciju, termometar, lula za destilaciju,
Erlenmeyerova tikvica od 100 cm?, laboratorijska ¢aga od 150 cm®, stakleni $tapié,

Biichnerov lijevak, satno staklo, metalni pribor

Kemikalije:
mast ili ulje, (m=5g) H,SO,4 (w =10 %)
KOH kruti, (m=379) otopina NaOH (w= 10 %),
etanol, (V =40 cm®) CCly, 4 %-tna otopina
NaCl (zasi¢ena otopina), Br;, u tetraklormetanu (w=5 %)

SI. 1. Aparatura za refluksiranje Sl. 2. Aparatura za destilaciju

Postupak: U tikvicu od 250 cm® s okruglim dnom stavite 5 g masti (ili ulja), 3 g kalijevog

hidroksida i 40 cm? etanola te dobro promijesajte. Na tikvicu postavite Liebigovo hladilo i zatim
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zagrijavajte oko pola sata na temperaturi klju¢anja otapala (78°C). Reakcija je zavrSena kada u
reakcijskoj smjesi visSe nema kapljica ulja, tj. onda kada se nekoliko kapi reakcijske smjese moze
ravnomjerno pomijesati sa nekoliko kapi vode (ispitajte u epruveti). Tada sadzaj tikvice preko
lijevka prenesite u tikvicu za destilaciju, te destilacijom uz Liebigovo hladilo iz reakcijske smjese
uklonite etanol. Ostatku u destilirki dodajte 75 cm® vruée destilirane vode da se otopi. Sa ovom

sapunskom otopinom izvrsite sljedece pokuse.

1. Ispitivanje svojstava sapuna

a) 25 cm® sapunske otopine stavite u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 cm® i dodajte lagano, uz
mijeSanje, zasi¢enu otopinu natrijevog klorida. Sapun koji se na ovaj nacin formira kao talog,
filtrirajte preko Biichnerovog lijevka, talog isperite sa malo zasi¢ene otopine NaCl, pa ga ostavite
da se osusi na satnom staklu. (Dok se sapun susi izvedite druga ispitivanja). Nakon susenja uzmite
jedan dio suhog taloga i u epruveti isprobajte da li se otapa u vodi. Ispitajte koliko se sapun pjeni i

to tako da uzmete drugi dio taloga u $ake i protrljate izmedu dlanova sa malo vode.

b)  Pomijesajte 10 cm® sapunske otopine sa jednakom koli¢inom vodovodne vode, dobro

promuckajte u Erlenmeyerovoj tikvici i zabiljezite rezultate. Da li se smjesa pjeni?

2. lzoliranje masnih kiselina i ispitivanje njihovih svojstava

20 cm? sapunske otopine zakiselite s razrijedenom H,SO,. Neotopljeni organski spoj koji se pri
tome izdvoji kao talog, odvojite od otopine filtriranjem, talog isperite vodom i sa tim talogom

izvedite nekoliko sljede¢ih pokusa:

a) U epruveti isprobajte topljivost ovog taloga u vodovodnoj vodi i usporedite je sa topljivos¢u
koju ste ispitivali u pokusu 1.a. Zakljucak potkrijepite jednadzbom reakcije.

b) Dio taloga snazno promuckajte sa malom koli¢inom otopine NaOH. Da li otopina koja se pri
tom dobije ima svojstvo pjenjenja? Zasto? Sto je dobiveno? Napisite odgovarajuéu reakciju.

¢) Otopite malu koli¢inu taloga u 2-3 cm? tetraklormetana, pa tome dodajte nekoliko kapi 4 %-
tne otopine broma u tetraklormetanu. (Koristiti zastitne rukavice i raditi u digestoru jer je
tetraklormetan otrovan.)

Da li se brom obezbojio? Zasto? Napisite jednadZbu.
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3.2. JODNI BROJ

Jodni broj (I.B.) je masa joda izrazena u gramima koju moze adirati 100 g ulja ili masti.® To je
karakteristican pokazatelj (kemijska konstanta) za stupanj nezasi¢enosti masnih kiselina koje
izgraduju odredeno ulje ili mast. Jodni broj sluzi takoder za identifikaciju ulja ili masti i za
ocjenjivanje suSivih ulja. Vrijednosti jodnog broja za neke poznatije masnoce prikazane su u

tablici 1.

Tab. 1.: Jodni broj nekih vaznih masnoca

Naziv masnoca Jodni broj
Kokosova mast 7-10
Svinjska mast 46 — 66
Govedi loj 31-47
Maslac 26 — 45
Maslinovo ulje 76 — 90
Suncokretovo ulje 120 - 135
Sojino ulje 124 - 138
AraSidovo ulje 84 — 102
Repicino ulje 79-85
Ricinusovo ulje 82-90
Laneno ulje 168 — 204
Tungovo ulje 147 - 211

lzvor: Sustercié, N.: Ispitivanje materijala, Kemijsko-tehnoloski obrazovni centar, Zagreb, 1979

Neka odstupanja u veli¢ini jodnog broja mogu nastati:
a) kod zivotinjskih masnoca zavisno od hrane i

b) kod biljnih masnoc¢a zavisno od klime i zemljista

Bit odredivanja. = Odredivanje se zasniva na svojstvima nezasi¢enih masnih kiselina da uz

odredene uvjete mogu na mjestima dvostrukih veza adirati halogene elemente:
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H H H H
| | | |

-c=C- + B, ——> -C-C-
| |

Br Br
Za odredivanje jodnog broja ima vise metoda, no kod svih je princip isti: na ulje ili mast
otopljenu u pogodnom otapalu djeluje se suviskom halogena, a neadirani dio odredi se
jodometrijski, titracijom pomocu otopine natrijevog tiosulfata.
Ovdje ¢e biti opisana Winklerova metoda kao jedna od jednostavnijih. Kao otapalo primjenjuje se
tetraklorugljik ili kloroform, a kao sredstvo za halogeniranje smjesa otopina kalijevog bromata i

kalijevog bromida.

Najces¢i izvori pogresaka kod svih su postupaka sljedeci ¢inioci:

a) koli¢ina halogena

b) vrijeme trajanja reakcije

C) utjecaj svjetlosti

d) prisutnost zraka
Tako npr. prevelike koli¢ine halogena, predugo trajanje reakcije i utjecaj svjetlosti mogu
uzrokovati i reakcije supstitucije, $to dovodi do povecanja rezultata. Ako se reakcija izvodi u
prisutnosti zraka, tj. u otvorenoj reakcijskoj posudi, dolazi zbog isparavanja do gubitka halogena,
Sto takoder povecava rezultat. Iz navedenih razloga potrebno je strogo postovati propisane uvjete

rada.

Kao §to je ve¢ receno, kao sredstvo za halogeniranje sluzi smjesa otopine kalijevog bromata i
kalijevog bromida. Elementarni brom potreban za reakciju adicije nastaje oksidacijom bromidnog

iona pomoc¢u bromatnog iona u kiseloj sredini:
BrO; + 6H" + 6 S Br + 3H,0

2Br 5 Br, + 267 /x3

BrOs + 6H" + 6Br S 3Br, + Br + 3H,0

BrO; + 6H" + 5Br S 3Br, + 3H,0

KBrO; + 6 HClI + 5KBr S 3Br; + 3H,0 + 6 KCI
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Dio izlu¢enog broma adira se na dvostruke veze, a kada se adiranje zavrsi, suviSak broma reagira

s dodanim kalijevim jodidom prema jednadzbi:

Br, + 21" S 1, + 2Br

Tako izluceni jod titrira se sa titracijskom otopinom uz Skrob kao indikator:

b + 2 5 21T

25,05 5 S,065 + 2

L + 25,05 5 21 + S,06%

I, + 2 Nay,S,03 s Na,S,0¢ + 2 Nal

4. vjezba

Odredivanje jodnog broja

Zadatak vjezbe: Odrediti jodni broj zadanog uzorka i na osnovu rezultata i podataka u tablici 1.
odrediti vrstu uzorka.
Pribor: Erlenmeyerova tikvica od 250 cm® za odredivanje jodnog broja (2 komada), bireta
od 50 cm® (2 kom.), menzura od 25 cm®, menzura od 10 cm?® (2 kom.), menzura od

5 cm®, metalni pribor

Kemikalije:
tetraklorugljik ili kloroform, (V =10 cm®)
otopina kalijevog bromata, c(KBrOz) = 0,1 mol/L, (V =50 cm®)
10%-tna otopina kalijevog bromida, w(KBr) = 0,10, (V =10 cm®)
10%-tna otopina HCI, w(HCI) = 0,10, (V =15 cm®)
10%-tna otopina kalijevog jodida, w(KI) = 0,10, (V =15 cm®)

otopina natrijevog tiosulfata, c(Na,S,;03) = 0,1 mol/L x f,

svjeza otopina Skroba
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Postupak: U tikvicu za odredivanje jodnog broja odvagnite 0,2 — 0,3 g + 0,0001 g ulja ili masti,
dodajte 10 cm? tetraklorugljika ili kloroforma i promijesajte da se ulje odnosno mast otopi. Nakon
toga dodajte biretom 50 cm?® otopine KBrO; i menzurom 10 cm?® otopine KBr i 15 cm® otopine
HCI. Tikvicu odmah zatvorite i promijesajte sadrzaj. Potom tikvicu ostavite u mraku jedan sat pri
sobnoj temperaturi. Nakon isteka jednog sata, dodajte menzurom 15 cm?® otopine Kl, oprezno
promijesajte, isperite stijenke tikvice sa 50 cm?® destilirane vode i odmah titrirajte s otopinom
Na,S,05 poznatog faktora, do svijetlo Zute boje joda, a zatim uz dodatak 2 cm?® svjeZe otopine
Skroba titrirajte dalje dok nestane modra boja jod-skrob kompleksa.

Na isti nacin izvedite slijepu probu, tj. posve jednak postupak samo bez uzorka.

Izracunavanje:

masa uzorka za analizu: m(uzorka)

titracijska otopina Na,S,;03:  ¢(NayS,03) x f

utro$ak otopine Na,S,03 za slijepu probu: V;(Na,S,03)
utroSak otopine Na,S,;03 za uzorak ulja: V,(Na,S,03)
utroSak otopine Na,S,;03 za adiciju: V(Na,S;03) =V; -V,
Mr (I,) = 126,9

Osnova izracunavanja je: n (1) = n (Na;S,053)

m (|) IM (|) =C (Na28203) xfxV (Na28203)

m (|) = C (Nazszog) x fx V(Nazszog) X M (l)

m(l)/g m(l)/g
I.B. = = x 100
m (uzorka) / 100 g m (uzorka) / g

¢ (Na,S,0,) xfx V (Na,S,05) x M (1)

m (uzorka)

x 100

e
I
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3.3. MASTI U ZIVEZNIM NAMIRNICAMA

U prakti¢noj kontroli Ziveznih namirnica pod pojmom masti podrazumijevaju se one tvari, koje se
iz neke namirnice mogu potpuno ekstrahirati pomoc¢u bezvodnog etera i koje nakon suSenja u
suSioniku ne isparavaju s vodenom parom .

Masti izdvojene iz zivezne namirnice neposrednom ekstrakcijom nazivaju se Cesto “slobodne
masti”. Pod pojmom “ukupne masti” podrazumijeva se sve S§to se moze ekstrahirati iz neke
namirnice nakon njenog, prethodnog, razaranja sa kloridnom ili sumpornom kiselinom.

Dobiveni ekstrakt nije u kemijskom pogledu nikada Cista mast, jer se pored triglicerida masnih
kiselina u eteru i ostalim otapalima (petroleter, trikloretilen i dr.) otapaju i druge tvari. Kod veéine
namirnica prisustvo stranih tvari je neznatno, pa razlike u stvarnoj i izmjerenoj vrijednosti nisu

velike.

3.3.1. ODREDIVANJE SLOBODNIH MASTI

Bit odredivanja. Odredena koli¢ina namirnice ekstrahira se s odredenom koli¢inom otapala

(trikloretilen) i onda se iz alikvotnog dijela ekstraktne otopine odreduje sadrzaj masti

otparavanjem otapala.

Slobodne masti su one koje se mogu iz namirnice izdvojiti neposrednom ekstrakcijom s
odgovaraju¢im otapalom. Takve masti nisu kemijski vezane s drugim sastojcima niti su

uklopljene u stanicama tvari.

Ekstrakcija se moze provoditi kao hladna i topla ekstrakcija.

Kod namirnica u kojima je mast “slobodna” tj. Nije uklopljena u stanice (kao npr. U maslacu,
margarinu, finom brasnu, kakau), ekstrakcija se provodi u hladnom.

Ekstrakcija u toplom tj. Kuhanjem s otapalom primjenjuje se za namirnice u kojima mast nije

“slobodna”. Ovdje ¢e biti prikazan najjednostavniji na¢in odredivanja, tj. Ekstrakcija u hladnom.
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5. vjezba

Ekstrakcija “slobodnih masti”
metodom po Grossfeld-u

Zadatak vijezbe: Primjenom hladne ekstrakcije odrediti sadrzaj “slobodnih masti” u zadanoj

namirnici.

Pribor: Erlenmeyerova tikvica od 300 cm® s ubrugenim ¢epom, menzura od 100 cm® i od 25 cm?®,
stakleni lijevak, satno stakalce, laboratorijska ¢asa od 50, 150 i 250 cm?®, papir za filtriranje

naborani, metalni pribor

Kemikalije:
trikloretilen (V =50 cm®)

Postupak: U Erlenmeyerovoj tikvici odvagnite 5 do 10 g (+ 0,01 g) namirnice npr. Finog brasna i
tome menzurom dodajte 50 cm? trikloretilena. Tikvicu zatvorite ubrusenim &epom i nekoliko
minuta dobro mijeSajte a zatim filtrirajte preko naboranog filter papira. Za vrijeme filtracije
lijevak poklopite satnim stakalcem da se sprijeCi gubitak otapala isparavanjem. (raditi u

digestoru uz obaveznu upotrebu zastitnih rukavica))

Od filtrata odvojite 12,5 cm® u osusenu i odvaganu &asicu. Otapalo otparite do suha na vodenoj
kupelji, (u digestoru) a potom susite 1 sat u susioniku kod 105°C. Nakon ohladenja izvazite.

(Preostalu trikloretilensku otopinu predestilirajte, u digestoru, kako bi regenerirali otapalo).

Izracunavanje:

masa uzorka za analizu: m(uzorka) u g
masa isparnog ostatka: m(isp. Ost.) u g
gustoéa masti: p = 0,92 g/cm?

faktor preracunavanja: 23
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Radi sloZenosti i duzine izvoda, prikazana je kona¢na jednadzba izraCunavanja

% masti = 100

m (isp. ost.)

m (uzorka)

92

23 - m (isp. ost.)

Veli¢ina 23 je konadan rezultat preraGunavanja upotrebljenog volumena u cm® otopine

trikloretilena i ekstrahirane masti u masu (g) uzevsi u obzir alikvot volumena ekstrakta koji

odgovara masi isparnog ostatka u gramima.

Postoje tablice koje olakSavaju cjelokupno raCunanje. U tim tablicama se procita samo masa

isparnog ostatka, a u odgovarajuc¢oj koloni se nade postotak masti.

Tab. 2.: Sadrzaj slobodnih masti u odnosu na isparni ostatak

Isparni

ostatak SadrZaj masti u %

od 25

cm?®

ekstrakta | 0,000 | 0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,004 | 0,005 | 0,006 | 0,007 | 0,008 | 0,009*
090g | 3747|3751 | 37,55 | 37,60 | 37,64 | 37,68 | 37,73 | 37,77 | 37,81 | 37,86
091g | 37,90 | 37,94 | 37,99 | 38,03 | 38,03 | 38,12 | 38,16 | 38,20 | 38,25 | 38,29
092g | 38,24 | 38,38 | 38,42 | 38,46 | 38,51 | 38,55 | 38,59 | 38,64 | 38,68 | 38,72
0,93g | 38,77 | 38,81 | 38,86 | 38,90 | 38,94 | 38,99 | 39,03 | 39,07 | 39,12 | 39,16
094g |39,20| 39,25 | 39,29 | 39,33 | 39,33 | 39,42 | 39,46 | 39,51 | 39,55 | 39,59
0,959 | 39,64 | 39,68 | 39,72 | 39,77 | 39,81 | 39,85 | 39,90 | 39,94 | 39,98 | 40,03
0,96g | 40,08 | 40,12 | 40,16 | 40,20 | 40,25 | 40,29 | 40,33 | 40,38 | 40,42 | 40,47
0,97g | 40,51 | 40,55 | 40,60 | 40,64 | 40,68 | 40,73 | 40,77 | 40,81 | 40,86 | 40,90
0,989 40,95 | 40,99 | 41,03 | 41,08 | 41,12 | 41,16 | 41,23 | 41,25 | 41,29 | 41,34
0,999 41,39 | 41,43 | 41,47 | 4151 | 41,56 | 41,60 | 41,64 | 41,69 | 41,73 | 41,78

* treCa decimala mase isparnog ostatka

lzvor: Sustercié, N.: lspitivanje materijala, Kemijsko-tehnoloski obrazovni centar, Zagreb, 1979.
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3.3.2. ODREDIVANJE UKUPNIH MASTI

Bit odredivanja jest da se odredena koliCina namirnice, ekstrahira s neodredenom koli¢inom

otapala 1 nakon zavrSene ekstrakcije, otapalo se otpari iz cjelokupnog ekstrakta i nakon susenja

ekstrakt vaze.

Ekstrakcija «ukupnih masti» se izvodi u Soxhlet-ovoj aparaturi koja se sastoji od tri dijela: od
tikvice u kojoj se vrSi zagrijavanje otapala, od ekstraktora (srediSnji dio) u kojem se vrsi
ekstrakcija namirnice i od hladila koje se postavlja okomito na ekstraktor a sluzi za kondenzaciju

otapala (refluksiranje). Takva aparatura sluzi za ekstrakciju krutih tvari.

6o a) Soxhletova aparatura za ekstrakciju:
; A —tikvica s otapalom
i B — srednji dio aparature
: C —tuljac s talogom
by ) D — povratno hladilo
\5 » / E — odvojak za odlijevanje otapala

: W‘J b) i ¢) modifikacije srednjeg dijela
z aparature

a) b) C)

Sl. 3.: Aparatura za ekstrakciju masti po Soxhletu

22



Priprema namirnice za ekstrakciju i izbor otapala

Namirnica koja se ekstrahira eterom mora biti usitnjena i potpuno suha, jer eter zajedno s masti
otapa dijelom i vodu te tako povlaci i druge u vodi topljive tvari. Osim toga eter lakSe prodire u
suho tkivo nego u vlazno.

Osim etera, za ekstrakciju po Soxhlet-u Cesto se upotrebljava i petroleter s vrelistem 35 do 45°C.
Od ova dva otapala eter bolje otapa masti, ali mu je negativna strana $to je jako higroskopan pa ga
treba Cuvati 1 od vanjske atmosfere, a prije ekstrakcije po potrebi i susiti s bezvodnim natrijevim
sulfatom ili kalcijevim kloridom.

Petroleter ima pak tu prednost §to je jeftiniji i ne zahtijeva posebne postupke ¢is¢enja. Ipak prije
upotrebe treba ispitati da ne sadrzi nehlapive sastojke. Prednost mu je i to §to ne otapa vodu koja

se nalazi u namirnici pa ju stoga ne treba susiti prije ekstrakcije.

Za odredivanje ukupnih masti koristi se nekoliko metoda a medusobno se razlikuju samo po
odvagi namirnice, koli¢ini kiseline, duzini kuhanja i trajanja ekstrakcije, sto je navedeno u tablici
3. Medu najto¢nije metode za odredivanje ukupnih masti spada metoda po Weibull-Stoldt-u, te se

moZze Kkoristiti za najrazlicitije vrste namirnica.

Tab. 3.: Masa uzorka, trajanje hidrolize i ekstrakcije za pojedine namirnice

Namirnica Masa uzorka u g Duzina kuhanja u Sati ekstrakcije
minutama
brasno i pecivo 20 20 3
jaja u prahu 10 30 1
mlijeko u prahu 20 20 3
mlijeko 100 30 1
sir 5 30 1
svjezi sir 20 30 1
meso i mesni proizvodi 10 30 1
maslac, margarin 5 20 1
kakao zrna 5 15 4

lzvor: Sustercic, N.. Ispitivanje materijala, Kemijsko-tehnoloski obrazovni centar, Zagreb, 1979.
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6. vjezba
Odredivanje ukupnih masti

metodom po Weibull-Stoldt-u

Zadatak vjezbe: Odrediti udio «ukupnih masti» u zadanoj namirnici, ekstrakcijom u aparaturi po
Soxhlet-u, metodom po Weibul-Stoldt-u.

Pribor: laboratorijska ¢asa od 400 i 600 cm?®, stakleni Stapi¢, satno staklo, menzura od 100 cm?®,
stakleni lijevak, filter papir, Erlenmeyerova tikvica od 300 cm?, okrugla tikvica od 350 cm?, tuljac
za ekstrakiju, kuglice za vrenje, aparat po Soxhlet-u, metalni pribor

Kemikalije:

koncentrirana klorovodi¢na kiselina, (V =60 cm?)
petroleter,

otopina srebrovog nitrata c(AgNO3) = 0,1 mol/dm?.

Postupak: Izvazite odredenu masu namirnice (prema tablici 3) i prenesite u ¢asu od 600 cm®. Uz
mijesanje staklenim 3tapiéem postupno dodajte najprije 100 cm® hladne destilirane vode i potom
60 cm® koncentrirane klorovodi¢ne kiseline. Casu pokrijte satnim stakalcem i polako, u digestoru,
zagrijte do vrenja 1 ostavite da dalje polako vrije jo§ 15-20 minuta (odnosno prema tablici). Vrucu
suspenziju filtrirajte preko naboranog filter papira i talog isperite vru¢om vodom sve dotle dok
filtrat ne daje viSe reakciju na kloride. Papir s ostatkom prenesite na satno staklo i u susioniku

susite kod 105°C oko 1 sat.

Nakon susenja filter papir s ostatkom stavite u tuljac i sve zajedno u ekstraktor Soxhlet-ovog
aparata. Satno staklo isperite otapalom te otapalo ulijte u ekstraktor.

U okruglu tikvicu Soxhlet-ovog aparata stavite nekoliko staklenih kuglica i zajedno susite u
suSioniku kod 105°C. Nakon ohladenja izvazite tikvicu i na kraju sastavite aparaturu.

Potrebnu koli¢inu otapala dodajte na sljede¢i nacin: kroz hladilo lijevajte toliko otapala da se
ekstraktor napuni do visine teglice odnosno da se preko teglice prelije u tikvicu. Nakon §to se
ekstraktor na taj nacin ispraznio, dolijte joS toliko otapala da se napuni priblizno jo§ do polovice
ekstraktora — vodeci pri tom rac¢una o velicini tikvice. Naime, cjelokupna koli¢ina otapala ne smije

biti veca od ¥ volumena tikvice.. Na kraju pustite kroz hladilo dosta jaku struju vode.
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Grijanje izvodite ili na elektri¢énoj vodenoj kupelji ili na elektriénom grijacu (daleko od otvorene
vatre). Temperaturu zagrijavanja podesite tako da kondenzirane kapljice otapala padaju takvom

brzinom da se jedva mogu brojiti, no ipak da ne teku u neprekidnom mlazu.

Nakon zavrSene ekstrakcije, destilaciju prekinite u trenutku kad se otapalo upravo prelilo iz
ekstraktora u tikvicu. Trenutak prije toga skinite aparat sa grijalice. Potom otvorite aparat, iz
ekstraktora izvadite tuljac, aparat ponovo sastavite i otapalo predestilirajte u ekstraktor. Kad je
ekstraktor pun, odlijte otapalo i po potrebi nastavite destilaciju dok se iz tikvice ne odstrani sav
visak otapala. Nakon toga tikvicu s ekstraktom zagrijavajte na vodenoj kupelji dok otapalo
potpuno ispari. Zatim tikvicu u leze¢em polozaju susite jedan sat u suSioniku kod 105°C odnosno

koliko konkretan propis trazi. Nakon hladenja tikvicu izvazite i izraCunajte udio masti u uzorku.

Rezultati odredivanja:

masa namirnice:  m(namirnice) =

masa prazne tikvice: m(prazne tikvice) =
masa tikvice i masti: m(tikvica + mast) =
masa ekstrahirane masti: m(masti) =

maseni udio masti:  w(masti) =

NAPOMENA:

Potpunost ekstrakcije zavisi od vise cimbenika:

* od prirode te od veli¢ine Cestica same tvari koja se ekstrahira

« od prirode otapala tj. njegove sposobnosti otapanja i prodiranja u namirnicu
* od brzine kruznog toka otapala u aparaturi za ekstrakciju

* od relativnog odnosa koli¢ine otapala i tvari koja se ekstrahira
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3.3.3. ODREDIVANJE MASTI U MLIJEKU

Sadrzaj masti u mlijeku je najvazniji podatak za ocjenjivanje kvalitete mlijeka. To je ujedno i
ishrane. Prosje¢ni sadrzaj masti u kravljem mlijeku iznosi 2,5 — 5,5 % a u mlijeku koje dolazi na
trziSte najvise do 3,6%.

Za odredivanje masti u mlijeku u laboratorijima se skoro iskljuivo upotrebljava

acidobutirometrijska metoda po Gerber-u jer je brza, jednostavna i jeftina.

Bit odredivanja. Metoda se zasniva na razgradnji svih sastojaka mlijeka pomoc¢u koncentrirane

sulfatne kiseline, osim masti, koja se izlu¢uje na povrsini tekuéine. IzIu€ivanje masti pospjesuje i
olaksava dodatak amilnog alkohola koji sa sumpornom kiselinom stvara topljive estere i nema
nikakav utjecaj na sadrzaj masti. LoSa strana metode je upotreba koncentrirane sumporne kiseline

pa zahtijeva pazljivo rukovanje pri radu.

Za odredivanje masti potreban je butirometar po Gerber-u i odgovarajuca specijalna centrifuga,
takoder po Gerber-u. Butirometar je staklena cijev, s jedne strane zatvorenog konusnog oblika a
drugi (otvoreni) kraj je proSiren, tzv. grlo butirometra. Srednji dio je plosnatog oblika (slicno kao
medicinski termometar) sa urezanom skalom koja je bazdarena tako da sadrzaj masti pokazuje
direktno u %. Za punomasno mlijeko upotrebljava se butirometar sa skalomod 0 -7, 0-9 ili 0

—12 %, a za obrano od 0 — 1 %.

7. vjezba

Odredivanje masti u mlijeku
metodom po Gerberu

Zadatak vjezbe: Odrediti sadrzaj masti u odgovaraju¢em uzorku mlijeka.

Pribor: butirometar po Gerber-u, centrifuga po Gerber-u, pipeta od 11 cm®, pipeta od 10 cm®,

graduirana pipeta od 5 cm®, vodena kupelj

Kemikalije:
sumporna kiselina p = 1,820 g/cm®, (V =10 cm®)

amilni alkohol (1-pentanol) (V=1 cm?)
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Postupak: Pipetom odmjerite 10 cm® sumporne kiseline i paZljivo prenesite u butirometar. Nakon
toga, pazljivo da se slojevi ne izmije$aju, na sumpornu kiselinu dodajte 11 cm® mlijeka i 1 cm?®
amilnog alkohola. Butirometar dobro zatvorite gumenim ¢&epom i nekoliko puta dobro
promijesajte da se sav kazein rastvori, odnosno da se sumporna kiselina dobro pomijesa s ostalom
smjesom. Prilikom muckanja Cep treba cvrsto pritisnuti palcem da pri mijeSanju ne izleti. Smjesa
se pri mijeSanju jako ugrije pa je potrebno butirometar drzati umotan u krpu. Dok je smjesa jos
topla stavite butirometar u centrifugu i centrifugirajte 5 — 10 minuta (1000 — 1200 okretaja u
minuti). Nakon centrifugiranja butirometar drzite u vodenoj kupelji 5 — 10 minuta na temperaturi

65°C 1 zatim odmah ocitajte postotak masti.

Donji meniskus, tj. grani¢ni sloj masti ima oblik ravne linije i ostro je odijeljen od donje kisele
tekuc¢ine dok gornji meniskus ima oblik luka. Ocitava se donji rub meniskusa. Pri ocitavanju treba
paziti da je Citav sloj masti unutar skale butirometra. Pri oitavanju butirometar se drzi okomito sa
¢epom okrenutim prema dolje. Izlu¢ena mast mora biti potpuno bistra. Pazljivim radom sadrzaj

masti moze se odrediti s to¢nosS¢u =+ 0,05 %.

e ) A e /\‘
SRR
Sg 5 M‘1..mmnlm|i.i.,1|,u\;ﬁ1\\1\ s

Sl. 4.: Butirometar

Primjer oditavanja:

donji grani¢ni sloj: = 1,80
gornji ocitani sloj: = 5,55

sadrzaj masti: 5,55 - 1,80 = 3,75 % (vol. %)
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4. UGLJIKOHIDRATI

Ugljikohidrati su jedna od najvaznijih skupina biomolekula u prirodi. Podjednako su vazni za sva
ziva bica bilo kao hrana, odnosno izvor energije, ili kao vazan strukturni materijal (celuloza kod
biljaka). Biljke ih proizvode sloZzenim procesom fotosinteze koji se odvija preko niza pojedinacnih
reakcija dok ih ljudi i Zivotinje dobivaju posredno iz biljaka

Kemijski sastav

Prema kemijskom sastavu ugljikohidrati su gradeni od ugljika, vodika i kisika, ¢iji omjer kod
vec¢ine ugljikohidrata odgovara opcoj formuli C,(H,0), U strukturi sadrze jednu karbonilnu
skupinu (aldehidnu ili ketonsku) 1 odredeni broj hidroksilnih skupina.

Prema slozenosti ugljikohidrati se dijele u 3 velike skupine:

1. Monosaharidi - to su ugljikohidrati koji se ne mogu hidrolizom razgraditi na jednostavnije
ugljikohidrate. Oni se dalje dijele prema polozaju karbonilne skupine na aldoze i ketoze ili prema
broju C atoma na trioze, tetroze, pentoze, heksoze i heptoze. Najvazniji monosaharidi su glukoza i
fruktorza.

2. Oligosaharidi - su ugljikohidrati gradeni od 2-10 molekula monosaharida (Bregovec, Deljac,
Sunko, 1986.) i hidrolizom se mogu razgraditi na jednostavnije ugljikohidrate. Ako sadrze samo
dvije molekule monosaharida nazivaju se disaharidima, sa tri molekule su trisaharidi itd.
Najvazniji disaharidi su saharoza, maltoza, laktoza i celobioza.

3. Polisaharidi - su najslozeniji ugljikohidrati koji mogu sadrzavati nekoliko stotina ili tisuca
molekula monosaharida te se hidrolizom mogu razgraditi na jednostavnije ugljikohidrate. S
obzirom da su uglavnom gradeni od istovrsnih molekula monosaharida, predstavljaju prirodne

biopolimere. Najvazniji polisaharidi su skrob, glikogen i celuloza.

Kod oligosaharida i polisaharida molekule monosaharida su medusobno povezane glikozidnom
vezom koja nastaje spajanjem dviju hidroksilnih skupina pojedinih monosaharida, uz izlu¢ivanje
molekule vode.

Jednostavniji ugljikohidrati Cesto se zajednickim imenom nazivaju Seceri ili saharidi. ITako se
Se¢erima mogu odrediti sustavni nazivi prema [UPAC-ovoj nomenklaturi, ipak su se u uporabi

zadrzali trivijalni nazivi koji se tvore uz pomo¢ nastavka —0za (glukoza, fruktoza, saharoza itd.).
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41. KVALITATIVNO DOKAZIVANJE UGLJIKOHIDRATA

Za kvalitativno dokazivanje jednostavnih ugljikohidrata ne postoji jedinstveni reagens kojim bi se
direktno moglo dokazati o kojem Seceru se radi. Zbog toga je potrebno svaki Secer ispitati pomocu
nekoliko reagensa kojim se utvrduje odredeno svojstvo a dokazivanje se temelji na reakcijama
karakteristi¢nih skupina Secera - to su aldehidna ili ketonska i hidroksilne skupine. Uglavnom su
to reagensi pomocu kojih se moze utvrditi da li se radi o monosaharidu ili disaharidu, da 1i Secer
spada u skupinu aldoza ili ketoza i da li je Secer reducirajuéi ili nereduciraju¢i. Za utvrdivanje
ovih triju karakteristika, mogu se koristiti razli¢ite metode koje se medusobno razlikuju po samom

reagensu za dokazivanje.

8. vjezba

Kvalitativno dokazivanje
jednostavnih ugljikohidrata

Zadatak: Nizom reakcija sa zadanim reagensima odrediti: a) koji su Seceri aldoze a koji ketoze
b) koji su monosaharidi a koji disaharidi, c¢) koji su reduciraju¢i Seceri a koji nereducirajuci.

Rezultate prikazati tabelarno i obrazloziti ¢ime se objasnjavaju takvi rezultati.

Pribor: 4 epruvete, drveni stalak za epruvete, drvena §tipaljka, kapaljke, ¢aga od 250 cm®

Kemikalije:
konc. H,SO,4 Fehling I'i Fehling Il
a-naftol u etanolu (w =5 %) Benediktov reagens
konc. HCI Barfoedov reagens
rezorcinol AgNO; (W =5 %)
zasi¢ena otopina NaOH NH4OH (w = 25 %)
NaOH (w =10 %) Foulgerov reagens
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I. Dehidratacija s mineralnim kiselinama

Dokazivanje se temelji na dehidrataciji ugljikohidrata sa jakim mineralnim kiselinama i
naknadnoj reakciji s nekim fenolom pri ¢emu nastaje obojeni produkt.

Sa koncentriranom H,SO, ¢isti ugljikohidrati pocrne jer ih H,SO,4 potpuno dehidrira (oduzima im
svu vodu) i ostaje samo ugljik.

U vodenim otopinama $eceri se djelomic¢no dehidriraju (kiselina im oduzima samo 3 molekule

vode) pa nastaju spojevi:

(@]
iz pentoza o ili iz heksoza {/ \ 7
{ \ 2 HO-CH,— -
/ \ _ C\ 2 0 AN H
o
H 5-hidroksimetilfurfural
furfural

Sa raznim fenolima kao npr. a-naftol, rezorcinol i sl., ovi spojevi daju obojene produkte reakcije.

1) Reakcija po Molis-Udranskome
Ova reakcija predstavlja op¢i dokaz za sve ugljikohidrate u bioloSkom materijalu. Sluzi samo za
utvrdivanje da li neki prirodni materijal (sok, med, sirup mlijeko i sl.) uopée sadrzi ugljikohidrate

ali ne daje nikakav uvid u to o kojem se Seceru radi.

Postupak:

U dobro ogis¢ene epruvete redom stavite oko 1 cm® (20 kapi) 1-postotnih otopina razlicitih
uzoraka (namirnica ili drugih prirodnih materijala). U svaku epruvetu zatim dodajte 2 kapi 5 %-
tne otopine a-naftola u etanolu i smjesu promuckajte. Tada oprezno uz stijenku epruvete dodajte
10 kapi konc. H,SO,. Nakon kra¢eg vremena na grani¢nom sloju pojavljuje se prsten crveno-

ljubicaste boje Sto dokazuje da uzorak sadrzi neki Secer.

2) Reakcija po Selivanovu

Ova reakcija sluzi za dokazivanje Secera-ketoza.

30



Postupak:

U ¢&iste epruvete ponovo stavite po 1 cm® otopina poznatih $eéera i dodajte nekoliko zrnaca
rezorcinola te nekoliko kapi konc. HCI. Epruvete stavite u vodenu kupelj i zagrijavajte oko dvije
minute. U epruvetama gdje se nalaze Seceri ketoze pojavit ¢e se crvena boja.

Vazno je da sve Cetiri epruvete istovremeno stavite u vodenu kupelj. Isto vrijedi i kod svih

narednih metoda gdje se koristi vodena kupelj.

3) Dokazivanje ketoza Fulgerovim reagensom

I ovim postupkom dokazuje se da li su Seceri aldoze ili ketoze.

U epruvete odmijerite po 2 cm® otopina poznatih Secera i dodajte po 1 cm® koncentrirane
klorovodic¢ne kiseline i Fulgerova reagensa. Smjesu zagrijavajte preko vodene kupelji do nastanka

plavozelene boje sto je dokaz za ketoze.

II Dokazivanje s jakim luZinama:

Ako se otopine Secera kuhaju s koncentriranim otopinama jakih luzina npr. s NaOH do¢i ¢e
do polimerizacije. Otopina postaje smeda i javlja se ugodan miris po karamelu. Naime, jake luzine
na temperaturi vrenja razgraduju monosaharide na manje molekule kao $to su mravlja kiselina,
mlijecna kiselina i dr. kiseline, a takva smjesa razgradnih produkata zove se karamel. Nakon toga
male molekule se polimeriziraju. Tokom zagrijavanja dolazi i do reakcija epimerizacije tj. do
premjestanja atoma na prvom i drugom ugljikovom atomu pa monosaharidi prelaze iz jednog u
drugi oblik (iz aldehidne forme u keto-formu). Jedna od metoda koja se zasniva na ovom principu

je Mohrova metoda.

Reakcija po Mohru:
Postupak:

U epruvete stavite po 1 cm® otopina Secera i isto toliko zasiéene otopine NaOH i
zagrijavajte istovremeno na laganom plamenu ili u vodenoj kupelji. Otopine ¢e poprimati smedu
boju i osjetit ¢e se miris po karamelu. Monosaharidi ¢e reagirati brze pa se ovom metodom moze
dokazati koji Seceri su monosaharidi a koji disaharidi (iako nije dovoljno pouzdano). Kod
disaharida najprije treba do¢i do hidrolize na monosaharide, zatim do cijepanja na manje molekule

pa tek tada dolazi do polimerizacije.
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11 Reakcije na aldehidnu i ketonsku skupinu s blagim oksidansima

Ove reakcije zasnivaju se na oksidaciji slobodnih poluacetalnih grupa ugljikohidrata sa slabim
oksidansima kao $to su ioni Cu®*, Ag®, Bi*" i Hg** U njihovoj prisutnosti $ecer se oksidira a ioni
Cu®, Ag', Bi*" i Hg* se reduciraju.
Ukoliko u toku odredivanja nastane bakrenasto-crveni talog, znaci da se radi o reduciraju¢em
Seceru.
1. Reakcije sa Cu?* ionima primjenjuju se kod:
Fehlingovog testa — to je otopina Cu®* iona u jako alkalnoj sredini,
sluzi za dokazivanje svih reducirajucih Secera
Benediktovog testa — otopina Cu®* iona u slabo alkalnoj sredini,
sluzi za dokazivanje svih reducirajucih Secera
Barfoedovog testa — otopina Cu?* iona u slabo kiseloj sredini, sluzi za
dokazivanje reduciraju¢ih monosaharida pa se moze
koristiti za utvrdivanje razlike izmedu monosaharida
i disaharida. (Disaharidi reagiraju puno sporije.)

0 /°
R-C + 2Cu2* + 40H —= R-C + Cu,0 + 2H,0

N

Y OH

Postupak:

a) Reakcija s Fehlingovim otopinama
U epruvete redom stavite po 1 cm?® otopina ispitivanih §eéera pa u svaku epruvetu
dodajte po 1 cm?® otopina Fehling | i Fehling I1. Epruvete oprezno zagrijavajte do vrenja direktno
na plamenu ili preko vodene kupelji. Reducirajuci Seceri dat ¢e pozitivnu reakciju tj. u epruveti ¢e
nastati bakrenasto-crveni talog. (Zagrijavati treba istovremeno sve epruvete radi lakse

usporedbe.)

b) Reakcija s Benediktovim reagensom
Ova metoda takoder sluzi za dokazivanje reducirajucih Secera.
Na 1 cm® Benediktovog reagensa dodajte 1 cm?® otopine ugljikohidrata i epruvete drzite u vrucoj
vodenoj kupelji 5 minuta. Ako su prisutni reducirajuéi Seceri pojavit ¢e se talog koji postepeno
mijenja boju od zelene, preko zute i narancaste do crvene (u pocetku nastaje CuOH a na kraju

bakrenasto crveni talog Cu,0).
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c) Reakcija s Barfoedovim reagensom
U epruvete stavite po 1 cm® Barfoedova reagensa i po deset kapi otopina ispitivanih
Se¢era. Smjesu zagrijavajte u vru¢oj vodenoj kupelji 4-5 minute. U slucaju reduciraju¢ih Secera
nastat ¢e crveni talog Cu,O. Ova reakcija ima i selektivnu karakteristiku jer monosaharidi
reagiraju brze (unutar 5 minuta), dok velike molekule reagiraju tromije i sporije (vise od 10

minuta). Zbog toga se ovom metodom moze utvrditi razlika izmedu monosaharida i disaharida.

2. Reakcija sa ionima Ag* (Tolensov reagens)

Poluacetalna skupina ugljikohidrata moze reducirati ione srebra do elementarnog srebra koji
se izluCuje i talozi na stijenkama epruveta. Tolensov reagens je amonijakalna otopina srebrovog
nitrata.

o /°

7
R-C  +2[Ag(NH,),]JOH R-C + 2Ag + 4NH; +H,0
> "~ OH
H

U dobro o&iséene epruvete stavite 0,5 cm® 5 %-tne otopine srebrovog nitrata i 1 cm® vode. Tome
oprezno dodajte 1 kap 10 %-tne vodene otopine NaOH. Stvorit ¢e se smedi talog srebrovog oksida
kojeg dalje otopite opreznim dokapavanjem 25 % vodene otopine amonijaka da se stvoreni talog,
uz snazno potresanje epruvete, potpuno otopi i otopina postane prozirna. Doda li se previse
amonijaka reakcija neée uspjeti. U tako pripremljenu otopinu Tolensovog reagensa dodajte 1 cm?
otopine ispitivanog Secera i zagrijavajte u vodenoj kupelji. Ukoliko se izlu¢i sloj elementarnog

srebra dokazani su reducirajuci Seceri.

Sve dobivene rezultate prikazite tabelarno.

Tab. 4.: Kvalitativno dokazivanje monosaharida i disaharida

Reagens | Foulgerov | Mohrova | Fehlingov | Benedikt. | Barfoed. | Tohlens.

poSeliva. | reagens | reakcija test test test reagens

Glukoza

Fruktoza

Saharoza

Laktoza
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Na osnovu prethodnih rezultata definiraj vrstu pojedinog Secera.

Tab. 5: Vrste monosaharida i disaharida prema svojstvima

monosaharid aldoza ili reducirajudi ili
ili disaharid ketoza nereducirajuci
Glukoza
Fruktoza
Saharoza
Laktoza

4.2. GRAVIMETRIJSKO ODREDIVANJE MONOSAHARIDA

Gravimetrijsko odredivanje monosaharida spada u metode kvantitativnog odredivanja gdje se do

konacnog rezultata dolazi vaganjem mase izlu¢enog tesko topivog taloga.

Bit odredivanja: Odredivanje monosaharida zasniva se na reduktcijskoj sposobnosti aldehidne i

ketonske skupine monosaharida.

Kao oksidans sluze bakrovi(ll) ioni.

Reakcija tece kvantitativno u luznatoj otopini kompleksne soli bakrovog(ll) tartarata (Fehlingove
otopine), pri ¢emu nastaje crveni talog bakrovog(l) oksida tj. Cu,O.

Za oksidaciju jednog mola aldehida u jedan mol karboksilne skupine stehiometrijski su potrebna

dva mola bakrove soli:

O /O

R— C + 2Cu(OH), —>= R—¢C + Cu,0 + 2H,0
h N\
H OH

U stvarnosti, jedan mol glukoze reducira pet molova soli bakra, sto zavisi od uvjeta reakcije.

Naime, djelovanjem baza na aldoze i ketoze nastaju dijelom spojevi koji takoder imaju reduktivna
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svojstva, no usprkos slozenosti reakcije, oksidacija aldoza i ketoza moze se provesti kvantitativno
— uz strogo pridrzavanje odredenih uvjeta rada.

Nakon provedenog postupka vaze se dobiveni talog bakrovog(l) oksida i izracuna sadrzaj Secera.

Izracunavanje se vrsi uporabom tablica koje predstavljaju empirijski utvrdeni maseni odnos taloga
Cu,0O ekvivalentan masi monosaharida odnosno nekih disaharida.

Kod disaharida koji nisu reduciraju¢i (kao npr. saharoza) potrebno je prije odredivanja provesti
hidrolizu, tj. razloziti disaharide na monosaharide. Monosaharidi dobiveni hidrolizom disaharida

nazivaju se — invert.

9. vjezba
Gravimetrijsko odredivanje monosaharida

metodom po Grossfeld-u

Zadatak vjezbe: Gravimetrijskom metodom odrediti sadrzaj monosaharida u prirodnom uzorku

(med, voéni sirup i sl.)

Pribor: laboratorijske ¢ade od 100, 250, 400 i 600 cm®, odmjerna tikvica od 250 cm?®, stakleni
Stapi¢, stakleni lijevak, filter papir, graduirana pipeta od 10 cm?, trbusasta pipeta od 25 cm?,

stakleni lon¢i¢€ za filtriranje, crveni lakmus papir, satno staklo, kapaljke, metalni pribor

Kemikalije:

otopina NaOH (c = 1 mol/dm?®) otopina BaCl, (w =0,05)
Carezlill (V=10 + 10 cm®) etanol + eter (1:1)
Fehlinglill  (V=25+25cm®)

Postupak:
a) Pripremanje uzorka: U &asici od 100 cm® odvagnite oko 2g (+/- 0,01) g uzorka, otopite u

malo vruée, destilirane vode i uz pomo¢ staklenog lijevka prenesite kvantitativno u odmjernu
tikvicu od 250 cm®. Tikvicu napunite do pola volumena (usput treba ispirati ¢agicu). Otopinu
oprezno neutralizirajte otopinom NaOH (c = 1 mol/dm®) pomoc¢u birete, graduirane pipete ili

kapaljke uz pH indikator papir. Potom dodajte po 10 cmotopine Carezz | i Carezz 11 kako bi
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istalozili bjelantevine i druge reduktivne tvari koje mogu smetati pri redukciji Cu?* iona.
Tikvicu dopunite do oznake, zaCepite, dobro promijesajte i filtrirajte preko naboranog filter

papira tako da prvih 20 cm? filtrata bacite. Filtrat mora biti bistar.

b) Oksidacija $eéera pomoéu Cu?* iona: U &agu od 400 cm® pipetom odmijerite po 25 cm?
otopine Fehling I i Fehling II, zagrijte na plameniku do vrenja i u vrelu otopinu (nakon §to ste
uklonili plamenik) pipetirajte 10 cm?® filtrata uzorka, zagrijte ponovo do vrenja i pustite da
umjereno kuha jo$ to¢no 2 minute. Uklonite plamenik i naglo ohladite dodatkom oko 100 cm®

hladne, prokuhane vode (bez O) i pustite da se talog Cu,O slegne. Filtrirajte preko suSenog i

izvaganog loncica za filtriranje. Talog isperite nekoliko puta hladnom prokuhanom vodom,

tako da je uvijek prekriven slojem tekucine. Vodom ispirite dotle dok filtrat ne prestane davati

reakciju na sulfate.

Na kraju isperite talog Cu,O smjesom alkohola i etera i lon¢i¢ s talogom susite u suSioniku
pola sata na 105°C. Nakon ohladenja u eksikatoru, izvazite na analitickoj vagi do +/- 0,001 g.
Iz dobivene koli¢ine taloga Cu,O u mg, procitajte iz tablica po Grossfeld-u (tab. 5)

odgovarajucu koli¢inu glukoze.

Primjer za izra¢unavanje:

masa uzorka: my(uz.) =2,22 g

masa uzorka za analizu 2,22 g x 10cm®

nakon razrijedivanja: my (uz.) = = 0,088 ¢
250cm’

m, (uz.) = 88 mg

masa praznog lon¢ica: m; =12,572¢
masa lonci¢a + Cu,0: my; =12,672¢
masa Cu,O: ms = my—mz = 0,100g = 100 mg

Prema tabeli po Grossfeld-u , masi od 100 mg Cu,O ekvivalentna je masa od 45,2 mg glukoze.
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maseni udio glukoze:

Tab. 6.: Izvod iz tabele prema Grossfeldu za gravimetrijsko odredivanje glukoze i inverta na

bazi nadene mase Cu,0.

w (glukoze) =

m (glukoze) / mg

45,2 mg

m; (uzorka) / mg

w (glukoze) = 0,514 ili

51,4 %

88 mg

Cu,O | glukoza | invert Cu,O | glukoza | invert Cu,O | glukoza | invert
mg mg mg mg mg mg mg mg mg
88 39,8 40,6 111 50,2 51,4 139 62,8 64,6
89 40,3 41,1 112 50,6 51,8 140 63,3 65,1
90 40,7 41,6 113 51,1 52,3 141 63,7 65,6
91 41,2 42,0 114 51,5 52,8 142 64,2 66,0
92 41,6 42,5 115 52,0 53,2 143 64,6 66,5
93 42,1 43,0 116 52,4 53,7 144 65,0 67,0
94 42,6 43,5 117 52,9 54,2 145 65,5 67,5
95 43,0 43,9 118 53,3 54,7 146 66,0 67,9
96 43,4 44,4 119 53,8 55,2 147 66,4 68,4
97 43,9 44,8 120 54,2 55,7 148 66,9 68,9
98 44,3 45,3 121 54,7 56,1 149 67,4 69,3
99 44,8 45,8 122 55,1 56,5 150 67,8 69,8
100 45,2 46,3 123 55,6 57,0 151 68,2 70,3
101 45,7 46,7 124 56,0 57,5 152 68,7 70,8
102 46,1 47,2 125 56,5 58,0 153 69,2 71,2
103 46,6 47,6 126 56,9 58,5 154 69,9 71,7
104 47,0 48,0 127 57,4 59,0 155 70,0 72,2
105 47,5 48,5 128 57,8 59,4 156 70,5 72,7
106 47,9 49,0 129 58,3 59,9 157 71,0 73,2
107 48,4 49,5 130 58,7 60,3 158 71,4 73,6
108 48,8 49,9 131 59,2 60,8 159 71,9 74,1
109 49,3 50,4 132 59,6 61,3 160 72,3 74,6
110 49,7 50,9 133 60,1 61,6

134 60,5 62,3
135 61,0 62,7
136 61,5 63,2
137 61,9 63,7
138 62,4 64,1

lzvor: Susterci¢, N.: Ispitivanje materijala, Kemijsko-tehnoloski obrazovni centar, Zagreb, 1979.
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4.3. VOLUMETRIJSKO ODREDIVANJE MONOSAHARIDA |
DISAHARIDA

Princip odredivanja sastoji se u tome da se prisutni disaharidi (prvenstveno saharoza) hidrolizom
prevedu u monosaharide a zatim se odreduju kao monosaharidi.

Nakon hidrolize otopina se neutralizira, istaloze se bjelancevine i otfiltriraju. Monosaharidi u
filtratu se oksidiraju pomoéu Fehlingovih otopina odnosno Cu?*-iona a nastali talog Cu,O se otopi
pomocu zeljezovog(ll1)-amonijevog sulfata ili otopine i zeljezovog(lll) sulfata u koncentriranoj
sumpornoj kiselini. Nakon toga otopina se titrira s otopinom kalijevog permanganata poznate
koncentracije. 1z utroska KmnO, izracuna se masa bakra te se na osnovu toga iz tablica ocita

sadrzaj secera u uzorku.

Reakcije:

R-CHO + 2CuSO; + 4NaOH ——» R-COOH + Cu0O + 2Na,SO, + 2 H,0

Cu,O + Fez(SO4)3 + H,SO, — 2CuSO, + 2FeSO, + H,O

10 FeSO4 + 2KMnOs + 8H;SO; ——5 5Fey(S04)3 + 2MNnSO4 + K;SO4 + 8 H,O

SI. 5.: Pribor za titraciju
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10. vjezba
Volumetrijsko odredivanje monosaharida

I disaharida metodom po Bertrand-u

Zadatak vjezbe: Volumetrijskom metodom odrediti sadrzaj invertnog Sec¢era u prirodnom uzorku

(med, voéni sirup i sl.).

Pribor:  laboratorijske &ase od 100, 250 i 400 cm®, odmjerna tikvica od 250 cm?®, graduirana
pipeta od 10 cm®, trbusasta pipeta od 25 cm?, stakleni lijevak, stakleni §tapi¢, Erlenmeyerova
tikvica od 300 cm®, menzura od 50 cm?, bireta od 50 cm?®, kapaljka, crveni lakmus papir, satno

staklo, metalni pribor

Kemikalije:

konc. HCI  (V =0,5cm’) otopina NaOH (c = 1 mol/dm®)
Carezlill (V=10 + 10cmd) otopina KMnQ, (¢ = 0,02 mol/dm?®)
Fehling l'i Il (V=25 +25cm?) otopina BaCl, (w = 0,05)

otopina Zeljezovog (I1I)-amonijevog sulfata (V = 50 cm®)

Postupak:
| Pripremanje uzorka: U &asicu od 100 cm® odvagnite oko 2 g uzorka, otopite u 50 cm? tople,

prokuhane vode i kvantitativno prenesite u odmjernu tikvicu od 250 cm?® ispiruéi &agu
destiliranom vodom. Nakon toga pristupite hidrolizi. Otopini dodajte pipetom 0,5 cm?
koncentrirane HCl i tikvicu drzite na vodenoj kupelji oko pola sata.

Nakon ohladenja otopinu oprezno neutralizirajte s otopinom NaOH (1 mol/dm?®) uz indikator papir
ili metiloranz. Potom otopini dodajte po 10 ml otopina Cares I i Cares II kako bi se istalozile
bjelancevine i druge reduktivne tvari koje bi ometale redukciju bakrenih iona. Tikvicu nadopunite
destiliranom vodom do oznake, dobro promijesajte 1 sadrzaj filtrirajte kroz naborani filter papir

tako da prvih 20 cm? filtrata bacite.

Il Redukcija Cu®* iona: U Erlenmeyerovu tikvicu od 300 cm® pipetom odmijerite po 25 cm?®

otopina Fehling I i Fehling 11 i zagrijavajte na plameniku do vrenja. Uklonite plamenik i u tikvicu
pipetom dodajte 10 cm® prethodno pripremljenog uzorka te ponovo zagrijavajte jo§ 2 minute.
Nakon toga naglo dodajte 100 cm?® prokuhane i ohladene destilirane vode i ostavite da se slegne
stvoreni talog bakrovog(l) oksida. Bistru otopina iznad taloga oddekantirajte preko filter papira.

Talog koji je ostao u Erlenmeyerovoj tikvici isperite sa toplom vodom do negativne reakcije na
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sulfate (odnosno do nestanka plave boje) i vodu opet dekantirajte preko istog filter papira. Nakon
toga, talog na filter papiru prelijte sa 50 cm® otopine Zeljezovog(lll) amonijevog sulfata ili
zeljezovog(l11) sulfata u sumpornoj kiselini. Filtrat sada hvatajte u istu tikvicu u kojoj je glavni
dio taloga. Sav talog ¢e se otopiti i dobiti bistra otopina plavo-zelene boje. Dobivenu otopinu
titrirajte s otopinom KMnO, koncentracije 0,02 mol/dm® i poznatog faktora koncentracije do
smede-zelenog obojenja.

Na osnovu dobivenih rezultata i uz pomo¢ tablice po Bertrand-u (tab. 6) odredite udio

monosaharida i disaharida u zadanom uzorku.

Primjer izracunavanja:

masa uzorka m=2g
29 x 10cm?
masa uzorka nakon razrjedivanja My = ---------------- = 0,089
250 cm®
prema jednadzbama:

n(Cu) = 5n(KMnO,)
m (Cu) =5 x V(KMnO,) x ¢(KMnO,) x f(KMnO,) x M(Cu)
m (Cu) izraziti u mg

iz tablica se ocCita ekvivalentna koli¢ina invertnog Sec¢era

masa Secera u mg

maseni udio Secera: W= X 100 %

masa uzorka m; u mg
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Tab. 7.: lzvod iz tablice po Bertrand-u (za izracunavanje invertnog seéera, glukoze i laktoze)

Secer Koli¢ina bakra u mg Secer Koli¢ina bakra u mg
u mg invert glukoza laktoza umg invert glukoza laktoza
10 20,6 20,4 14,4 56 105,7 105,8 76,2
11 22,6 22,4 15,8 57 107,4 107,6 77,5
12 24,6 24,3 17,2 58 109,2 109,3 78,8
13 26,5 26,3 18,6 59 110,9 111,1 80,1
14 28,5 28,3 20,0 60 112,6 112,8 81,4
15 30,5 30,2 21,4 61 1143 1145 82,7
16 32,3 32,2 22,8 62 115,9 116,2 83,9
17 34,5 34,2 24,2 63 117,6 117,9 85,2
18 36,4 36,2 25,6 64 119,2 119,6 86,5
19 38,4 38,1 27,0 65 120,9 121,3 87,7
20 40,4 40,1 28,4 66 122,6 123,0 89,9
21 42,3 42,0 29,8 67 1242 1247 90,3
22 44,2 43,9 31,1 68 125,9 126,4 91,6
23 46,1 45,8 32,5 69 127,5 128,1 92,8
24 48,0 47,7 33,9 70 129,2 129,8 94,1
25 49,8 49,6 35,2 71 130,8 131,4 95,4
26 51,7 51,5 36,6 72 132,4 133,1 96,9
27 53,6 53,4 38,0 73 134,0 134,7 98,0
28 55,5 55,3 39,4 74 135,6 136,3 99,1
29 57,4 57,2 40,7 75 137,2 137,9 100,4
30 59,3 59,1 42,1 76 138,9 139,6 101,7
31 61,1 60,9 43,4 77 140,5 141,2 102,9
32 63,0 62,8 44.8 78 142,1 1428 104,2
33 64,8 64,6 46,1 79 143,7 1445 105,4
34 66,7 66,5 47,4 80 145,3 146,1 106,7
35 68,5 68,3 48,7 81 146,9 1477 107,9
36 70,3 70,1 50,1 82 148,5 149,3 109,2
37 72,2 72,0 514 83 150,0 150,9 110,4
38 74,0 73,8 52,7 84 151,6 152,5 111,7
39 75,9 75,7 54,1 85 153,2 154,0 112,9
40 77,7 77,5 55,4 86 154,8 155,6 114,1
41 79,5 79,5 56,7 87 156,4 157,2 1154
42 81,2 81,1 58,0 88 1579 158,8 116,6
43 83,0 82,9 59,3 89 159,5 160,4 117,9
44 84,8 84,7 60,6 90 161,1 162,0 119,1
45 86,5 86,4 61,9 91 162,6 163,6 120,3
46 88,3 88,2 63,3 92 164,2 165,2 121,6
47 90,1 90,0 64,6 93 165,7 166,7 1228
48 91,9 91,8 65,9 94 167,3 168,3 1240
49 93,6 93,6 67,2 95 168,8 169,9 125,2
50 95,4 95,4 68,5 96 170,3 171,5 126,5
51 97,1 97,1 69,8 97 1719 173,1 127,7
52 98,8 98,9 71,1 98 173,4 174,6 128,9
53 100,6 100,6 72,4 99 175,0 176,2 130,2
54 102,2 102,3 73,7 100 176,5 177,8 1314
55 104,0 104,1 74,9
lzvor: Vaji¢, B.: Zivezne nemirnice, odredivanje osnovnih sastojaka, Sveuciliste u Zagrebu, 1968.
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4.4. DOKAZIVANJE SKROBA

Skrob je polisaharid graden od molekula glukoze povezanih a(1-4) glikozidnom vezom.
Unutar molekule skroba razlikuju se dvije frakcije: amiloza 1 amilopektin. Amiloza je unutarnji
dio molekule Skroba graden od spiralno savijenih lanaca i topljiva je u vodi. Amilopektin je
vanjski dio molekule $kroba, graden od razgranatih lanaca i netopljiv je u vodi. Pored a(1-4)
glikozidne veze kod amilopektina javlja se i a(1-6) veza.

Sa otopinom joda Skrob daje karakteristi¢cno modro-ljubi¢asto obojenje, ne zbog kemijske reakcije

nego zato §to se ioni joda (I3) ugraduju u zavijutke unutar strukture Skroba.

11. vjezba

Dokazivanjei hidroliza Skroba

Zadatak vijezbe. Ispitati reakciju Skroba s otopinom joda i Fehlingovim otopinama. Provesti

hidrolizu $kroba te ponovo izvesti dokazivanje s otopinom joda i Fehlingovim reagensom.

Obrazloziti dobivene rezultate.

Pribor: epruvete, drveni stalak, kapaljke, menzura od 5 i 25 cm?, dvije laboratorijske ¢ase od 400

cm®, Erlenmeyerova tikvica od 100 cm?, drvena $tipaljka, stakleni Stapi¢, satno stakalce, crveni

lakmus papir

Kemikalije:
otopina Skroba (w =1 %) konc. HCI
Lugolova otopina bezvodni Na,CO;
Fehling | i 1l

Postupak:

1. Ispitivanje s otopinom joda
Pripremite svjezu otopinu §kroba. U epruvetu stavite 1-2 cm? ove otopine i dodajte nekoliko
kapi Lugolove otopine (otopina joda u otopini KJ). Pojavljuje se ljubicasto-plava boja. Zatim

tu otopinu zagrijavajte do vrenja pa ohladite. Zabiljezite i objasnite promjene.
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2. Ispitivanje s Fehlingovim reagensom

U epruvetu stavite po 1 cm® otopina Fehling | i Fehling Il reagensa i isto toliko otopine

Skroba. Lagano zagrijavajte na plameniku ili preko vodene kupelji. Zabiljezite i objasnite

zapazanja. Da li je skrob reducirajuca tvar?

3. Hidroliza Skroba

U ¢asi od 400 cm® zagrijte 200 cm® vode do vrenja (to je topla kupelj), a u drugu &adu uzmite isti
volumen hladne vode (hladna kupelj).

U Erlenmajerovu tikvicu od 100 cm? stavite 25 cm® 1 %-tne otopine $kroba, dodajte 1 cm® konc.
HCI i dobro izmijeSajte. Podijelite ovu otopinu na 5 jednakih dijelova tj. u 5 epruveta i sve
epruvete stavite u toplu kupelj. U odredenim intervalima (prema tablici) vadite po jednu epruvetu,
ohladite u hladnoj kupelji i pretresite u Erlenmajerovu tikvicu od 100 cm?®. Zatim u tikvicu treba
dodavati bezvodni Na,COj3 sve dok ne prestane oslobadanje CO, (na kraju provjerite sa lakmus

papirom da li je neutralizirano do kraja). Tu otopinu podijelite u dvije epruvete pa u jednoj

izvrSite ispitivanje s jodom (Lugolova otopina) a u drugoj izvedite Fehlingov test.

Rezultate unosite u tablicu.

Tab. 8.: Rezultati hidrolize Skroba

Vrijeme hidrolize

Test sa jodom

Fehlingov test

1. epruveta — nakon 2’

2. epruveta — nakon 6’

3. epruveta — nakon 10’

4. epruveta — nakon 15’

5. epruveta — nakon 20’

Mogu¢i odgovori:

negativno

u tragovima
pozitivno

izrazito pozitivno
(upisati i obojenja)
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4.5. KVANTITATIVNO ODREDIVANJE CELULOZE

Celuloza je polisaharid op¢e formule (CeH19Os)x Gradena je od molekula glukoze
povezanih B(1-4) glikozidnom vezom. Celuloza je glavni sastojak stani¢nih stijenki biljaka, a uz
nju u biljkama nalazimo i druge ugljikohidrate kao hemicelulozu, pektinske tvari i lignin

(necelulozne tvari). Prema sadrzaju celuloze varira i mehani¢ka ¢vrsto¢a mnogobrojnih biljaka.

Celuloza je potpuno netopiva u vodi i skoro potpuno otporna prema djelovanju razrijedenih
kiselina 1 razrijedenih luZina. Fehlingova otopina ju ne oksidira. Tek tretiranje s jakim
koncentriranim kiselinama ili pak razrijedene kiseline kod vrlo visoke temperature, razgraduju
molekulu celuloze do disaharida celobioze odnosno dalje do monosaharida glukoze.

Onaj dio nekog biljnog materijala ili namirnice koji zaostaje u neotopljenom stanju nakon
polusatnog kuhanja s razrijedenom kiselinom (1,25%-tnom sumpornom kiselinom) i polusatnog

kuhanja s razrijedenom luzinom (1,25%-tnom kalijevom luzinom) predstavlja sirovu celulozu.

Odredivanje sirove celuloze odnosno sirovih vlakana u ziveznim namirnicama od velikog
je znacaja jer su to tvari koje ljudski organizam ne moze probaviti i koje, ako su prisutne u
velikim koli¢inama, ometaju probavu namirnica i resorpciju. hrane. Prema tome, po sadrzaju
celuloze ocjenjuje se kvaliteta namirnica u pogledu njihove hranjive vrijednosti.
Ipak odredeni, mali sadrzaj celuloze u namirnicama pozitivno djeluje na probavne organe jer

regulira peristaltiku crijeva i potice ih na rad.

Za odredivanje sirove celuloze izradeno je nekoliko tipova metoda koje se baziraju na
osobinama celuloze i njezinom odnosu prema drugim sastojcima, koji zajedno s celulozom dolaze
u biljnim namirnicama. Osnovni cilj svih metoda je da se pomoc¢u odgovarajucih reagensa uklone

sve strane tvari te sa ve¢om ili manjom to¢no$c¢u odredi sadrzaj Ciste celuloze.

44



12. vjezba
Odredivanje celuloze metodom

po Scharrer—-Kurschner-u

Ovo je gravimetrijska metoda s obzirom da se trazeni spoj izdvaja i odreduje u obliku taloga.
Postupak se sastoji iz dva dijela. U prvom dijelu se odreduje sirova celuloza koja ukljucuje
prisutnost i drugih netopivih tvari, prije svega mineralnih (anorganskih) tvari. Ako se zeli odrediti
sadrzaj Ciste celuloze onda, u drugom dijelu vjezbe treba odrediti sadrzaj mineralnih tvari na nacin

kako se odreduje pepeo.

Zadatak vjezbe: Metodom Scharrer-Kurschner-a odrediti sadrzaj Ciste i sirove celuloze te sadrzaj

pepela u zadanom uzorku. Rezultate prikazati kao masu i kao maseni udio.

Pribor:  okrugla tikvica od 250 cm®, Liebigovo hladilo, stakleni longi¢ za filtriranje, stakleni

Stapi¢, laboratorijska ¢ada od 250 cm?, porculanski longi¢ za Zarenje, metalna klijesta

Kemikalije:
octena kiselina (w=70%) (V =75cmd etanol
konc. HNO; (V =5cm®) eter
trikloroctena kiselina (m=2g)

Postupak:

1 g tvari (Zivezne namirnice) kuhajte pola sata u tikvici s povratnim hladilom s 25 cm?®
prethodno pripremljene smjese za otapanje neceluloznih tvari. Smjesa se dobije mijeSanjem 75

cm?® 70 %-tne octene kiseline, 5 cm® koncentrirane dusi¢ne kiseline, i 2 g trikloroctene kiseline.

Ako se pojedini djeli¢i namirnice uhvate za stijenke tikvice, za vrijeme kuhanja treba koji put
protresti cijelu aparaturu. Nakon kuhanja otopinu jo$ vrucu filtrirajte kroz stakleni lonc¢i¢ za
filtriranje uz ne bas jaki vakuum kako se ne bi zacepile pore filtera. Talog najprije isperite s nesto
vru¢eg, naprijed navedenog reagensa, nakon toga vru¢om destiliranom vodom i konaéno
etanolom i eterom (tri puta etanolom i dva puta eterom). Talog prenesite u prethodno izzareni i
izvagani porculanski lon¢i¢ i susite u susioniku jedan sat kod 110-120°C. Nakon hladenja u

eksikatoru lon¢i¢ sa sadrzajem izvazite i iz razlike izracunajte sadrzaj sirove celuloze.
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Da bi odredili sadrzaj Ciste celuloze talog prenesite U izvagani lon¢i¢ za Zarenje, najprije spalite
na nizoj temperaturi a zatim zarite na visokoj, ohladite i izvazite. Dobivenu masu pepela, koji je
zaostao nakon zarenja, odbijte od mase sirove celuloze da dobijete masu cCiste celuloze. Sa tim

podatkom izracunajte i maseni udio celuloze u namirnici.

Podaci za izracunavanje:

masa uzorka my =
masa praznog lonc¢ica my =
masa loncica i sirove celuloze ms =
masa sirove celuloze my =
maseni udio sirove celuloze wy =
masa loncica i pepela ms =
masa pepela Me =
maseni udio pepela Wy =

masa Ciste celuloze my =
maseni udio Ciste celuloze W3 =

Sl. 6.: Pribor za zarenje
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5. AMINOKISELINE | PROTENI

Proteini ili bjelan¢evine su visokomolekularni organski spojevi sa duSikom Kkoji hidrolizom daju
aminokiseline. Aminokiseline, osim $to su osnovne strukturne jedinice proteina, u Zivim tkivima i
organima nalaze se takoder i u slobodnom stanju ili vezane sa raznim drugim organskim
spojevima.

Djelovanje proteina

Proteini, kao i amino kiseline, osim $to predstavljaju gradivni materijal, ukljueni su i u sve
kriticne funkcije zive tvari: regulacija metabolizma, transport (npr. kisika), funkcioniranje
ziv€anog sustava, kataliticko djelovanje 1 dr.

Grada proteina

Aminokiseline u proteinima povezane su preko svojih funkcionalnih skupina i to tako da iz jedne
aminokiseline reagira karboksilna skupina a iz druge aminoskupina pri ¢emu se izdvaja molekula
vode. Veza koja nastaje zove se peptidna ili amidna veza.

U izgradnji proteina naseg organizma sudjeluje dvadeset aminokiselina. Deset ih organizam sam

stvara a deset ih unosima sa hranom i te aminokiseline nazivaju se esencijalne ili bitne.

Prema strukturi proteini se dijele na globularne ili kuglaste i fibrilarne ili nitaste. Prostorni izgled
odnosno konfiguracija molekula uvjetovana je djelovanjem veznih i neveznih interakcija izmedu
pojedinih dijelova polipeptidnog lanca $to se objaSnjava prouCavanjem primarne, sekundarne,

tercijarne i kvartarne strukture proteina.

Svojstva proteina

S obzirom na strukturu proteini se razlikuju i po svojstvima. Dok su fibrilarni netopljivi u vodi
(otapaju ih samo jake kiseline i luzine), globularni proteini su topljivi u vodi i otopinama soli ali
su osjetljivi na poviSenu temperaturu. Proteini su amfoternog karaktera, imaju karakteristiCan
izoelektri¢ni pH (ili izoelektricna tocka) i opticki su aktivne tvari. Pod utjecajem raznih faktora
(visoka temperatura, promjena pH sredine, prisustvo iona teSkih metala ili organskih otapala)
mijenja se sekundarna i tercijarna struktura proteina uslijed ¢ega se mijenjaju i njihova prirodna
svojstva. Kidaju se nekovalentne veze medu molekulama 1 dolazi do koagulacije proteina. Ta

pojava naziva se denaturacija.
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5.1. KVALITATIVNO DOKAZIVANJE PROTEINA

Kvalitativno dokazivanje proteina temelji se na reakcijama aminokiselina od kojih su gradeni
proteini. U toku dokazivanja moze do¢i do promjene boje otopine ili do stvaranja taloga pa se te

reakcije dijele na obojene 1 taloZne reakcije za dokazivanje proteina.

13. vjezba

Dokazivanje aminokiselina 1 proteina

Za dokazivanje proteina moze se kao uzorak uzeti 5 %-tna otopina kupovnog albumina ili se
pripremi otopina bjelanjka na sljede¢i nacin:

bjelanjak jednog jajeta se dobro promucka sa 100 cm® vode i filtrira preko vate.

Zadatak vjezbe: Obojenim i taloznim reakcijama ispitati prisutnost aminokiselina u zadanom

uzorku.

Pribor: epruvete, drveni stalak, drvena Stipaljka, kapaljke

Kemikalije:
HNO; (w =10 %) NaOH (w =40 %)
NaOH (w =10 %) PbAC, (w =10 %)
CuSO; (w=1%) HCI (w =10 %)
KOH (w =10 %) etanol
(NH.)2SO4) otopina albumina (w =1 %)

otopina ninhidrina u etanolu (w=1%)

1. Obojene reakcije proteina

a) Ksantoproteinska reakcija

Pozitivnu ksantoproteinsku reakciju daju one bjelancevine u ¢ijem sastavu se nalaze aromatske

aminokiseline (fenilalanin, tirozin, triptofan). Dokazivanje se temelji na reakciji sa duSicnom
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kiselinom kod ¢ega dolazi do nitriranja benzenske jezgre aromatskih aminokiselina i nastaju
nitrospojevi karakteristicne Zute boje. Dodatkom natrijeve luzine boja se mijenja u narancasto-

smedu.

Postupak:

U 1-2 cm? otopine albumina ili bjelanjka dodajte otprilike 2 cm® 10 %-tne dusi¢ne
kiseline. Kod toga nastaje bijeli talog zgrusane bjelancevine. Ako sadrzaj epruvete zagrijete, talog
¢e pozutjeti (xanthos /grc./ = zut).

Sadrzaj epruvete ohladite na sobnu temperaturu, pustite da se talog slegne i zatim odlijte glavninu
tekuéine. Ostatku u epruveti dodajte 10 %-tne otopine NaOH do alkalne reakcije. Zuti talog se

otopi i prelazi u narancasto-smedu otopinu.

Ksantoproteinska reakcija odvija se i na nasoj kozi kad npr. prsti dodu u dodir s dusi¢cnom
kiselinom. Koza pozuti a nakon pranja sapunom zuta boja koze, uslijed alkalne reakcije sapunice,

prelazi u narandzasto-smedu.

b) Biuret reakcija

Biuret je spoj koji nastaje pri zagrijavanju karbamida ili uree. Pri tome se dvije molekule uree

povezuju ketoimidnom vezom (- CO — NH - ) uz oslobadanje jedne molekule amonijaka.

O] o

I [
HN-C-NH, + H,N-C-NH, —= HN-C-NH-C-NH, + NH,

o) o)
I I

karbamid biuret

Biuret je bezbojna kristalna tvar topljiva u vodi. Sa otopinom bakrovog (1) sulfata, u prisustvu

baze, daje ljubicasto obojenje jer sa ionom bakra nastaje kompleksni ion.

_ — >
o H H
\\c_/ oy
Y N\ /N—C\
H—N Cu N—H
\C—N/ N N— c/
Vi N/ N
o) H H o]

Kompleks molekule biureta s ionom bakra
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Pozitivnu biuret reakciju daju svi spojevi koji u svom sastavu sadrze ketoimidnu vezu.

Postupak:
U epruvetu stavite oko 2 cm® otopine albumina ili bjelanjka i 4-5 kapi vrlo razrijedene

(1 %) otopine bakrovog sulfata. Otopina ¢e poprimiti zelenkastu boju. Tome polako dokapavajte
10 %-tnu otopinu KOH dok talog ne prede u ljubicastu otopinu (kompleksni spoj s bakrom).

Biuret reakcija bit ¢e pozitivna ako uzorak sadrzi barem dvije od sljede¢ih skupina:

S NH
/O

- CH, - NH, -C -C_ -
“NH, NH, “NH,

¢) Ninhidrinska reakcija

Ninhidrin je karakteristini reagens za dokazivanje aminokiselina. Sve aminokiseline s

ninhidrinom daju plavo do ljubi¢asto obojenje, osim prolina koji dale Zuto obojenje.

U epruvetu odmijeri oko 2 cm?® otopine albumina i dodaj 0,5 cm?® otopine ninhidrina u etanolu.
Sadrzaj epruvete zagrijavaj na vodenoj kupelji i nakon toga ohladi. Nakon kraceg stajanja

zabiljezi obojenje.

(e} o) o
OH ~0
2 + R—CH—COOH — » —N= + R=C_ *CO, +3H,0
OH | H
N Vi
o NH, OH o
ninhidrin

2. TalozZne reakcije proteina

Talozne reakcije proteina temelje Se na pojavi denaturiranja proteina tj. promjeni njihove prirodne
grade. Pod utjecajem raznih faktora bjelancevine se taloZze u obliku koloidnog taloga a ta

promjena moze biti reverzibilna i ireverzibilna.
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c) Reakcije reverzibilnog taloZenja:

Kod ovih reakcija ne dolazi do trajne promjene prirodne strukture bjelancevina pa se istaloZeni
proteini lako vracaju u otopinu ve¢ dodatkom vode. U ovakve reakcije spada vecina reakcija
isoljavanja bjelancevina iz njihovih vodenih otopina solima lakih metala i amonijevih soli ( npr.
NaCl, MgSO,, (NH,),SOy ...)

Pokus 1. Talozenje pomo¢u amonijevog sulfata

U epruvetu stavite oko 1-2 cm® otopine albumina ili bjelanjka i dodajte kristale amonijevog
sulfata. Smjesu promuckajte pri ¢emu nastaje bijeli talog. Nakon toga u epruvetu dodajte

destilirane vode 1 promuckajte. Talog ¢e se otopiti.
b) Reakcije ireverzibilnog taloZenja:

U ovim reakcijama bjelancevine se nepovratno taloze tj. zgruSavaju (denaturiraju) jer se pri tom
bitno mijenja njihova prirodna struktura. Do ovakvog taloZenja moze do¢i djelovanjem soli teSkih
metala (Hg, Pb, Cu i dr.), jakih kiselina, organskih otapala ili djelovanjem visoke temperature.
Pokus 2. Talozenje pomocu soli teSkih metala

U epruvetu stavite 1-2 cm?® otopine albumina ili bjelanjka, dodajte nekoliko kapi 40 %-tne otopine
NaOH i pazljivo zagrijavajte nekoliko minuta. Luznatoj otopini dodajte par kapi otopine olovnog
acetata . Nastati ¢e tamni talog ili smede obojenje od izluc¢enog olovnog sulfida.

Pozitivnu reakciju daju proteini u ¢ijem sastavu se nalaze aminokiseline koje sadrze sumpor
(cistin, cistein, metionin).

Pokus 3. Talozenje pomocu jake kiseline

U epruvetu stavite 1-2 cm® otopine albumina ili bjelanjka, i dokapavajte koncentriranu kloridnu
kiselinu. Dodatkom HCI mijenja se pH otopine uslijed ¢ega se bjelancevine koaguliraju pa se
pojavljuje bijeli pahuljasti talog. Dodatkom vode provijerite da li je promjena trajna.

Pokus 4. TaloZenje pomocu alkohola (organsko otapalo)

U epruvetu stavite 1-2 cm® otopine albumina ili bjelanjka i tome dodajte isto toliko 96 %-tnog
etanola. BjelanCevine ¢e se koagulirati i ispadati iz otopine u obliku bijelog taloga.

Pokus 5. Talozenje zagrijavanjem

U epruvetu stavite 1-2 cm® otopine albumina ili bjelanjka, i zakuhajte. Zamucéenje ili talog od
zgrusanih bjelancevina dokaz su promjene u strukturi bjelanCevina. Provjerite da li je

promjena trajna.
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5.2. KROMATOGRAFIJA AMINOKISELINA

Kromatografija je tehnika za razdvajanje raznih molekula na temelju njihovih fizikalnih svojstava,
kao Sto su topivost, adsorpcijska svojstva, velicina molekule, naboj molekule ili bioloske
specificnosti (Flogel i Lauc, 1998.). Ovisno o tome koja fizikalna svojstva koristimo za
razdvajanje molekula kromatografija moze biti:

a) adsorpcijska

b) tekucinsko-tekué¢inska

¢) ionsko izmjenjivacka

d) plinsko-tekucinska

e) gel-filtracijska

Kromatografske se tehnike koriste u preparativne (procis¢avanje i izolacija) i analiticke svrhe
(detekcija ili mjerenje).

Sustav za kromatografiju sastoji se od nepokretne (stacionarne) i pokretne (mobilne) faze.
Nepokretnu fazu predstavlja nosa¢ (Cvrsta tvar ili tekuéina na nekoj podlozi). Pokretnu fazu
predstavljaju razli¢ita otapala, smjesa otapala ili plin. Kromatografsko razdvajanje temelji se na
raspodjeli molekula izmedu nepokretne i pokretne faze ovisno o koeficijentu raspodjele (Kg), koji

predstavlja omjer koncentracije u nepokretnoj i pokretnoj fazi.

Prema nacinu izvedbe kromatografije razlikujemo:
a) kromatografiju na stupcu (koloni) — ako se nepokretna faza nalazi u cijevima
b) tankoslojnu kromatografiju — ako je nepokretna faza u obliku tankog sloja nanesena
na staklenu, aluminijsku ili plasticnu plocu

c) papirnu kromatografiju — ako papir sluzi kao kromatografski nosac.

Kod tankoslojne i papirne kromatografije odgovarajuca koli¢ina uzorka nanosi se na odredenoj
udaljenosti od jednog kraja nosaca (predstavlja start). Tvari prisutne u uzorku kroz nosa¢ nosi
otapalo pri ¢emu dolazi do njihovog razdvajanja ovisno o koeficijentu raspodjele svake tvari
izmedu nosaca i otapala. Nakon odredenog vremena u kojem je otapalo proslo neku duljinu puta
po tankom sloju ili papiru, istovrsne molekule ¢e se nakupljati u obliku vrpce. Udaljenost vrpce
od starta ovisi o0 vrsti tvari odnosno njezinom afinitetu prema nepokretnoj fazi. Sto je taj afinitet

vedi tvar ¢e preci kraci put 1 ranije formirati vrpcu.
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Nakon zavrSenog kromatografskog razdvajanja, tvari dokazujemo kvalitativno (bojanjem ili
kemijskom reakcijom pri kojoj nastaje obojeni produkt) te kvantitativno (ispiranjem sa nosaca i
odredivanjem koncentracije tvari).

Sliku raspodjele zovemo kromatogram, a mjesto odredene tvari na kromatogramu izraZavamo
omjerom udaljenosti tvari i otapala od starta $to predstavlja R¢ vrijednost.

Vrijednost R¢ je omjer duljine puta d; koji je presla ispitivana tvar i duljine puta d koji je u isto
vrijeme preslo Cisto otapalo. To je konstanta karakteristi¢na za tvar uz uvjet da se odredivanje
izvodi pod istim uvjetima (nepokretna faza, temperatura, otapalo) te moze sluziti za identifikaciju

tvari.

Danas je gotovo nemoguce zamisliti analiticki laboratorij u kojem se ne izvodi bar jedan oblik
kromatografskog ispitivanja. Prednosti ove metode su velike jer zahtijevaju jednostavnu aparaturu
(osim plinske kromatografije), razdvajati se mogu tvari slicnih svojstava i grade a za samu

analizu dovoljne su izuzetno male koli¢ine uzoraka.

14. vjezba

Tankoslojna kromatografija aminokiselina

Zadatak vjezbe:  Primjenom tankoslojne kromatografije odrediti R vrijednost zadanih

aminokiselina i identificirati ih.

Kemikalije: n-butanol (za kromatografiju ili p.a.), aceton (za kromatografiju ili p.a.), 96%

etanol, octena kiselina, destilirana voda, n-propanol, ninhidrin, L-aminokiseline

Pribor: kadica za kromatografiju, staklena plo¢a 10x10 cm prekrivena 0,1 mm debelim slojem
celuloze (Merck), kapilare, laboratorijska ¢asa od 100 cm®, menzure, elektri¢no susilo sa

stalkom, prskalica

Otopine:
Standardne otopine aminokiselina:

1 g aminokiseline u 10 cm® destilirane vode
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Smjesa za razdvajanje (priprema se neposredno prije upotrebe):
35 cm?® n-butanola
35 cm? acetona
10 cm?® octene kiseline
20 cm? destilirane vode
Otopina za bojenje:
0,5 g ninhidrina u 100 cm?® smjese acetona i n-propanola 1:1

Postupak:
Pripremite smjesu za razdvajanje, ulijte ju u kadicu za kromatografiju i dobro poklopite.

Pricekajte 30 min da se atmosfera u kadici zasiti parama otapala. Za to vrijeme pripremite plocicu
za kromatografiju na slijede¢i nacin: obicnom olovkom lagano, da se ne oSteti tanki sloj na
plocici, ucrtajte jednu crtu 1,5 cm od kraja plocice i jos jednu 8 cm dalje tj. 0,5 cm od drugog ruba
plocice. Na pocetnoj crti (startna linija) oznacite mjesta za nanoSenje uzoraka na razmaku od 1
cm. Uzorke nanosite kapilarom, malo po malo uz susenje toplim zrakom kako bi tragovi bili $to
uzi. Nakon susenja ploCicu postavite okomito u kadicu (uzorke okrenite prema dolje) pazeéi da

ne uronite dio plocice na koji ste nanijeli uzorke. Dobro poklopite kadicu i ¢ekajte dok fronta
otapala ne dode do gornje crte na plocici. Izvadite plo€icu iz kadice i1 osusSite je toplim zrakom.
Plo¢ica je suha kada viSe ne osjetite miris otapala (octene kiseline). Radi prepoznavanja
aminokiselina ploCicu poprskajte otopinom ninhidrina. Nakon nekog vremena pojavit ¢e se
obojeni tragovi uzoraka (proces se moze ubrzati grijanjem ).

Za svaki uzorak izra¢unajte R vrijednost i usporedbom sa standardnim Ry vrijednostima zakljucite

0 kojim se aminokiselinama radi.

SlI. 7.: Tankoslojna kromatografija
a) nanoSenje uzorka na plo€icu kapilarom

b) plocica u kromatografskoj kadici
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5.3. KVANTITATIVNO ODREDIVANJE PROTEINA

Bit metode sastoji se u tome da se uzorak kuha s koncentriranom sumpornom kiselinom, pri
¢emu se organski dio razori u CO, i H,O (tzv. mokro spaljivanje), a dusik iz amino-skupine
prelazi u amonijak koji s prisutnom kiselinom daje amonijev sulfat. Amonijak se iz amonijevog
sulfata oslobada kuhanjem s koncentriranom natrijevom luzinom, destilira, hvata u zasi¢enoj

otopini borne kiseline i titrira otopinom HCI.

15. vjezba
Odredivanje bjelancevina

metodom po Kjeldahl-u
Zadatak: Metodom po Kjeldahl-u odrediti sadrzaj proteina u zadanoj namirnici.
Pribor:  Kjeldahlova tikvica od 50 cm?® menzura od 10 i 20 cm?®, stakleni lijevak, tikvica za

destilaciju, termometar, lula za destilaciju, Erlenmeyerova tikvica od 100 cm?, Liebigovo hladilo,

bireta od 50 cm?, laboratorijska ¢a$a od 250 cm?®, stakleni §tapi¢, metalni pribor

Kemikalije:
konc. H,SO, (V=5cmd HsBO; (zasié. otop.) (V=10 cm®)
H,0, W=30%) (V=2cmd metil-crveno + metil-plavo
NaOH (w=30%) (V=20cmd HCI (c = 0,05 mol/dm®)
fenolftalein

Postupak:

a) Spaljivanje uzorka:

Na analitickoj vagi odvagnite otprilike 0,1-0,3 g uzorka i kvantitativno prenesite u suhu
Kjeldahlovu tikvicu od 50 cm® pa prelijte sa 5 cm® koncentrirane sumporne kiseline. Kiselinu
lijevajte polako niz grlo i1 nakon toga dobro promijeSajte. Cijeli sadrZzaj mora biti ovlazen
kiselinom jer u protivnom mogu nastati gubici (dusik bi izlazio u elementarnom obliku). Tikvicu
zatim polozite na mrezicu i ucvrstite za stalak u kosom polozaju, kao $to je prikazano na slici 7.

U pocetku zagrijavajte na malom, slabom plamenu priblizno 5 minuta, a zatim pojacajte plamen
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da otopina dobro vrije. Nakon pola sata uklonite plamenik, ostavite da se tikvica ohladi na zraku i
u ohladenu otopinu dodajte 1-2 cm® 30 %-tne otopine vodikovog peroksida. Lagano promijesajte
tikvicu paze¢i da sadrzaj ne izade iz tikvice zbog pjenjenja koje se javlja uslijed razvijanja kisika.
Sad tikvicu ponovo zagrijavajte dok otopina ne postane bezbojna i bistra i dok ne prestane

razvijanje mjehurica kisika. Po potrebi dodajte jos malo vodikovog peroksida.

SI. 8.: Spaljivanje uzorka u Kjeldahlovim tikvicama: a) pojedinacno; b) u nizu

b) Destilacija amonijaka:

Amonijak se destilira u Parnas-Wagnerovoj aparaturi. Pogodna je za serijska odredivanja jer je ne
treba sastavljati i rastavljati a poslije svake destilacije automatski se prazni i moze se zapoceti
nova destilacija. U nedostatku Parnas-Wagnerove aparature moze se upotrijebiti obi¢na aparatura

za destilaciju s vodenim hladilom $to je predvideno i kod ove vjezbe.

SI. 9.: Parnas-Wagnerova aparatura za
destilaciju amonijaka
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Razlozenom i ohladenom uzorku u Kjeldahlovoj tikvici dodajte 10 cm® destilirane vode i
kvantitativno, preko lijevka, prenesite u tikvicu za destilaciju. To ¢ete postici tako da Kjeldahlovu
tikvicu isperete osam puta malom koli¢inom destilirane vode. Pri tom treba imati na umu da
volumen tekuéine u tikvici za destilaciju ne prijede polovicu volumena posude ni nakon dodatka
luzine i zavrienog ispiranja. Zatim kroz lijevak ulijte postupno 20 cm® 30 %-tne otopine natrijeve
luzine, odnosno toliko da natrijeve luzine bude 20 % viSe nego sumporne kiseline. Na kraju
dodajte 2-3 kapi fenolftaleina (da biste provjerili luznatost otopine) i zatvorite tikvicu ¢epom kroz

koji je provucen termometar.

U predlozak (Erlenmajerova tikvica od 100 cm® ) stavite 10 cm? zasiéene otopine borne kiseline i
kap indikatora (smjesa metil-crvenila i metil-plavila) pri ¢emu se smjesa oboji ljubi¢astom bojom.
Predlozak namjestite tako da vrh lule bude uronjen u otopinu otprilike 1 mm. Destilaciju izvodite
direktnim zagrijavanjem preko mrezice. Kad je sve pravilno namjesteno pocnite sa destilacijom.
Nakon §to ljubicasta boja otopine u predloSku prijede u zelenu nastavite sa destilacijom jo$ 5
minuta i prekinite. Potom predlozak spustite toliko da otvor lule bude 3 mm iznad povrSine
tekuc¢ine i destilaciju nastavite joS dvije minute. Nakon toga Iulu isperite malom koli¢inom
destilirane vode koju hvatate u predlozak. Za ¢itavo vrijeme destilacije teku¢ina u predlosku mora

biti hladna (tikvicu drzati u zdjelici s ledom).

c) Titracija amonijaka:

Sadrzaj u predlosku promijesajte i titrirajte s otopinom HCI koncentracije 0,05 mol/dm® dok
zelena boja otopine ne prijede u ljubicastu. Iz utroska kiseline izra¢unajte sadrzaj dusika u uzorku

odnosno sadrzaj bjelancevina.

JednadzZbe reakcija:

spaljivanje: organska tvar + H,SO, —» (NH,),S0; + CO, + H,0

destilacija: NH; + H3BO; —»  NH4H;BO;

titracija: NH,H,BO; + HCI — H3;BO; + NH,CI
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Racun:
Na osnovu gornjih jednadzbi reakcija proizlazi sljedec¢i omjer bitan za daljnji proracun:
n(NHs) = n(N) = n(HCI)

m(N)
M(N)

= Cc(HCI) * f(HCI) * V(HCI)

Svrha odredivanja bila je da se odredi maseni udio bjelan¢evina u uzorku.
Iz rezultata titracije izracunajte masu dusika prema gornjem izrazu a masu bjelancevina dobit ¢ete

tako da masu dusika pomnozite s faktorom fy koji je dobiven empirijski i iznosi 6,25. Na kraju jo§

izracunajte maseni udio bjelancevina u uzorku.

m(bjelancevine) = m(N) «f,,

m(bjelancevine)

w(bjelacevine) =

m(uzorak)
Rezultati odredivanja:
masa uzorka: m(uzorka) =
utrosak HCI: V(HCI) =
koncentracija (HCI): c(HCI) =
faktor koncentracije: f(HCI) =
masa dusika: m(N) =
masa bjelancevina: m(bjelancevina) =
maseni udio bjelancevina: wi(bjelancevina) =
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5.4. POTENCIOMETRIJSKA TITRACIJA AMINOKISELINA

Aminokiseline su, kao i vec¢ina bioloskih molekula (proteini, nukleinske kiseline) poliprotonske
kiseline. Ako takvim spojevima postupno dodajemo luzinu, do¢i ¢e do niza protonskih
disocijacija a svaki disocijacijski korak stvorit ¢e svoje pufersko podrucje. pKa vrijednosti
dovoljno se razlikuju da se na prikazu titracijske krivulje lako mogu raspoznati pojedini

disocijacijski koraci odnosno puferska podrucja (kao na slici 9).

mol NaOH/ mol aminokis.

SI. 10.: Titracijska krivulja aminokiseline arginin

Otopina koja se opire promjeni pH poznata je kao puferska otopina (otopina slabe kiseline i
njezine konjugirane baze odnosno otopina slabe baze i njezine konjugirane kiseline). Djelovanje
pufera objasnit ¢emo na najjednostavnijem primjeru:

HA S H + A
Dodatkom kiseline u pufersku otopinu anion A™ preuzima dodani H* i stvara HA i tako smanjuje
pH promjenu. Dodatkom OH™ iona, oni preuzimaju protone od HA stvaraju¢i H,O + A" Time se

takoder onemogucava ili barem smanjuje pH promjena. Maksimalni puferski kapacitet otopine
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slabe kiseline HA i njezine konjugirane baze A" je u ¢asu kada je [A’] = [HA], tj. kada je pH
otopine jednak pKa.

Kod aminokiselina postupna se ionizacija odvija na kemijski razli¢itim skupinama. Tako glicin
ima karboksilnu skupinu i amino skupinu koje ioniziraju. Kod neutralnog pH glicin je u

“zwitterionskom” obliku.

H— CH — COOH H— CH— COO~ H— CH — COO~
" NH, *NH, NH,
ukupni nabo;j: +1 0 -1

Titriranjem glicina do¢i ¢e do disocijacije protona u dva koraka. Glicin je amfoterni elektrolit jer
do disocijacije protona dolazi i u kiselom i u bazi¢énom podrucju pH. Oc¢ekujemo da ¢e kod
odredenog pH koncentracija pozitivnih i negativnih naboja biti jednaka. Taj pH poznat je pod

imenom izoelektri¢na to¢ka. Moze se izracunati ako su poznate vrijednosti pKa; i pKa,.

(PKa; + pKa,)

pH = —— = pl
2

pH izoelektri¢ne tocke obi¢no oznacavamo simbolom pl.

Ako molekula ima vise od dvije ionizacijske skupine, disocijacija protona teCe u viSe koraka.
Izoelektri¢na tocka nalazit ¢e se u onom podrucju pH, u kojem je zwitterionski oblik molekule
dominantna vrsta. pl ¢e kao i kod glicina biti jednak onom pH kod kojeg je koncentracija
molekularnog oblika s jednim pozitivnim nabojem jednaka koncentraciji molekularne vrste s
jednim negativnim nabojem. Opcenito mozemo reci da je pl jednak aritmetickoj sredini pKa

vrijednosti onih disocijacijskih reakcija u kojima izravno sudjeluje zwitterionski oblik.
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16. vjezba
Potenciometrijska titracija aminokiselina

Zadatak: Na osnovu podataka dobivenih potenciometrijskom titracijom zadane aminokiseline
nacrtaj titracijsku krivulju pa iz nje odredi broj disocijacijskih koraka i pH puferskih podrucja te

uz pomo¢ tablice 10 izracunaj pl zadane aminokiseline.

Kemikalije:
otopina aminokiseline (120 mg / 40 cm?® destilirane vode)

NaOH ( 0,2 mol/dm®)
HCI (0,2 mol/dm®)

Pribor:  pH-metar, bireta za NaOH, bireta za HCI, pipete, ¢asa od 100 cm®, milimetarski papir

Postupak: U &asi od 100 cm® pripremite otopinu aminokiseline, uronite kombiniranu elektrodu
spojenu na prethodno ukljuceni i bazdareni pH-metar i titrirajte sadrzaj u ¢asi 0,2 M otopinom
NaOH. Luzinu dodavajte u malim obrocima (0,5 cm?®) kako bi grafi¢ki prikaz titracije sadrzavao
Sto vise eksperimentalnih to¢aka. Nakon svakog dodatka luzine uzorak dobro promijesajte,
ocitajte pH 1 zabiljezite ga u tablicu. Na isti nacin titrirajte otopinu aminokiseline otopinom 0,2 M
HCI.

Tab. 9:. Titracija luzinom Tab. 10.: Titracija kiselinom
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Prema dobivenim podacima izradite graficki prikaz tako da na os apscise nanesete dodani

volumen HCI (s lijeve strane) i NaOH (s desne strane) u cm®, a na ordinatu ogitani pH.

pH

VHCI (mL) V NaOH (mL)

SI. 11.:Ucrtavanje titracijske krivulje zadane aminokiseline

Tablica 11.: lonizacijske konstante funkcionalnih skupina
nekih aminokiselina kod 20°C

Aminokiselina M, pKa; pKa, pKas
Alanin 89,1 2,35 9,69
Arginin 1742 2,17 9,0 12,48
Asparagin 132,1 2,02 8,8
Asparaginska kis. | 133,1 2,09 3,86 9,82
Cistein 1212 | 1,71 8,33 10,78
Glutaminska kis. 1471 2,19 4,25 9,67
Glutamin 146,1 2,17 9,13
Glicin 75,1 2,34 9,6
Histidin 155,2 1,82 6,0 9,17
Lizin 146,2 | 2,18 8,95 10,53
Prolin 1152 | 1,99 10,60
Serin 105,1 2,21 9,15
Tirozin 181,2 2,2 9,11 10,07

lzvor: M. Flogel i suradnici, Biokemija, Odjel za Biomedicinske znanosti,Zagreb, 1995.
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6. ENZIMI

Enzimi su tvari proteinske prirode koje nastaju u zivotinjskim ili biljnim tkivima. Uloga im je
ubrzavanje kemijskih reakcija u Zivim stanicama pa ih nazivamo i bioloskim katalizatorima.
Njihovi aminokiselinski ogranci imaju funkcionalne skupine koje mogu katalizirati odredene
reakcije. Samo mali dio molekule enzima predstavlja njegovo aktivno mjesto, na koje se veze tvar
iz reakcije (supstrat). Enzimi mogu djelovati samo na to¢no odredene molekule pa kazemo da
imaju selektivno djelovanje. Njihova visoka specifi¢nost djelovanja objasnjava se oblikom

pukotine ili Zlijeba $to je u strukturi enzima izgraduju aminokiselinski ogranci.

Glavna funkcija enzima je ubrzavanje kemijskih reakcija u zivom organizmu. Enzimi imaju
veliku katalitiCku moc¢ (reakciju ubrzavaju milijun do milijardu puta) ali ne mogu pomaknuti
kemijsku ravnotezu. U enzimskim reakcijama nema sporednih niti nezeljenih reakcija. Da bi
enzim djelovao kao katalizator mora do¢i u kontakt sa supstratom koji ima oblik komplementaran
aktivhom mjestu enzima (po sistemu kljuca i brave). U toku reakcije enzim sa supstratom stvara
enzim-supstrat kompleks koji zahtijeva manju energiju aktivacije i upravo zbog toga se reakcija

moze brze odvijati. To mozemo prikazati na sljede¢i nacin:

— &

enzim supstrat enzim produkti

SI. 12. Mehanizam djelovanja enzima
(stvaranje kompleksa enzim-supstrat)

Kataliticka aktivnost mnogih enzima regulira se raznim tvarima. Jedne aktiviraju djelovanje
enzima (aktivatori) a druge usporavaju ili spre¢avaju rad enzima (inhibitori). Ioni nekih metala
djeluju kao aktivatori i sastavni su dio koenzima dok mnogi otrovi i lijekovi djeluju kao inhibitori.
Na enzimsku aktivnost takoder utjecu: pH, temperatura, te koncentracija supstrata i koncentracija

enzima i koenzima.
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17. vjezba

Specifi¢nost djelovanja enzima

Karakteristicna osobinu enzima je specificnost njihovog djelovanja. Pod tim pojmom
podrazumijeva se svojstvo da svaki enzim djeluje samo na jedan supstrat ili skupinu srodnih
supstrata, odnosno na odredeni tip kemijske veze u razli€itim supstratima. Takoder je znacajna i
stereokemijska specificnost tj. u prisutnosti nekoliko stereoizomera enzimi djeluju samo na jedan
od njih.

Raspon specifi¢nosti enzima dosta je Sirok. Naime, neki enzimi raspolazu vrlo Sirokim stupnjem
specifi¢nosti (npr. ureaza ubrzava hidrolizu peptidne veze), dok su drugi usko specifi¢ni (npr.
maltaza ubrzava hidrolizu disaharida maltoze, a nema nikakav u¢inak na hidrolizu disaharida
saharoze). Isti je slucaj sa amilazom (enzim iz pljuvacke) koja ubrzava hidrolizu polisaharida a

nema nikakav efekt na disaharide.

Zadatak vjezbe: Ispitati specificnost djelovanja enzima amilaze i ureaze te obrazloziti dobivene

rezultate.

Pribor: epruvete, drveni stalak, laboratorijska asa od 250 cm®, drvena $tipaljka, kapaljke, crveni

lakmus papir

Kemikalije:
otopina amilaze (y = 1,0 g/L) otopina uree (=50 g/L),
otopina skroba (y = 10 g/L) otopina acetamida (y = 50 g/L)
otopina saharoze (y =10 g/L) so0jino brasno

otopine Fehling 1 i 11
1) Specifi¢nost djelovanja amilaze
Amilaza je enzim iz grupe hidrolaza §to znaci da ubrzava reakcije hidrolize kod odredenih

molekula. Kao i svi ostali enzimi, specifi¢na je samo za odredene reakcije odnosno supstrate a ta

specifi€nost moZe se okarakterizirati kao uska specifi¢nost 1 Siroka specificnost.

Postupak:
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U dvije epruvete stavite po 5 kapi otopine amilaze i razrijedite je 10 puta. U jednu epruvetu
dodajte 10 kapi otopine Skroba a u drugu 10 kapi otopine saharoze. Pricekajte 10 minuta, a zatim

provjerite aktivnost obje epruvete na Fehlingov reagens. Objasnite dobivene rezultate.

2) Specifi¢nost djelovanja ureaze

Ureaza je enzim iz grupe hidrolaza, podgrupa amidaza.

U jednu epruvetu stavite oko 2 cm® otopine uree a u drugu isto toliko otopine acetamida
(etanamid). U obje epruvete dodajte po 1 g sojinog brasna. Na otvor obje epruvete stavite
navlazeni crveni lakmus papir i drzatite ga do promjene boje. Objasnite dobivene rezultate te

napisite reakcije koje se zbivaju.

18. vjezba
Utjecaj aktivatora i inhibitora

na aktivnost enzima

Za normalno funkcioniranje nekih enzima cesto je neophodno prisustvo odredenih iona tokom
reakcije. Ti ioni su najcesce kationi mada mogu biti i anioni (npr. klorid ion). Aktivnost drugih
enzima ne mora se bitno mijenjati u prisustvu tih iona. Na aktivnost enzima mogu imati utjecaj,
osim iona, i neke druge tvari razliCite kemijske prirode. Tvari koje pojacavaju aktivnost enzima

nazivaju se aktivatori.
S druge strane ima kationa (Ag, Pb, Hg) koji su narocito toksi¢ni za skoro sve enzime. Takve
tvari zovemo inhibitorima. Osim spomenutih kationa i druge kemijske tvari mogu biti inhibitori.

Pored opcih postoje i specificni inhibitori.

Zadatak vjezbe: Ispitati utjecaj NaCl i CuSO, na aktivnost amilaze.
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Pribor: epruvete, drveni stalak, laboratorijska ¢asa od 250 cm®, drvena Stipaljka, kapaljke,

menzura od 5 cm®

Kemikalije:
otopina amilaze (y=1,0 g/L) otopina $kroba (y = 10 g/L)
otopina NaCl (y =10 g/L) otopina joda (Lugolova otopina)
otopina CuSOy (y =10 g/L)

Postupak: U tri epruvete stavite po 10 kapi otopine amilaze razblazene sa 30 kapi vode. U prvu
epruvetu dodajte 1-2 kapi otopine NaCl, u drugu 1-2 kapi otopine CuSO, a u tre¢u 1-2 Kkapi
destilirane vode. U sve tri epruvete dodajte po 5 kapi otopine Skroba i ostavite ih 5 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon toga sve tri probe ispitajte s otopinom joda. Rezultate prikazite

tabelarno 1 obrazlozite ih.

Tab. 12.: Utjecaj aktivatora i inhibitora na enzime

Reakcija s J, Aktivator ili

(obojenje) inhibitor

| epruveta
(NaCl)

Il epruveta
(CuS0O,)

Il epruveta

(destilirana voda)

66



19. vjezba

Utjecaj temperature na aktivnost enzima

Enzimi su jako osjetljivi na promjenu temperature. Osjetljivost prema temperaturi je u tijesnoj
vezi sa njihovom proteinskom strukturom. Svaki enzim ima svoju optimalnu temperaturu kada
iskazuje maksimum svoje kataliticke mo¢i. Optimalne temperature za najveci broj enzima krec¢u
se izmedu 38 1 40 °C. Iznad te temperature enzimi postepeno gube svojstva bioloSkih katalizatora.
Ovo svojstvo potpuno gube na temperaturi izmedu 60 i 80 °C, zbog denaturacije. Stupanj
inaktivacije ne ovisi samo o visini temperature nego i o duzini toplinskog djelovanja. Temperature
nize od optimalne takoder smanjuju brzinu enzimske katalize. Na temperaturi od 0°C brzina
katalize je vrlo mala. Medutim, efekt niskih temperatura je reverzibilan i moze se koristiti za

konzerviranje enzima.

Zadatak vjezbe: Ispitati utjecaj temperature na aktivnost amilaze.

Pribor: epruvete. drveni stalak, laboratorijske ase od 100 i 250 cm?®, kapaljke, drvena 3tipaljka,

stakleni Stapic, satno staklo, menzura od 5 cm®

Kemikalije:
otopina amilaze (y = 1,0 g/L)
otopina skroba (y = 10 g/L)

otopina joda (Lugolova otopina)

Postupak: U tri epruvete stavite po 2 cm?® razrijedene otopine amilaze. Prvu epruvetu stavite u
ledenu kupelj a drugu epruvetu ostavite na sobnoj temperaturi. Sadrzaj trec¢e epruvete zagrijte do
vrenja i kuhajte jo§ 2-3 minute a nakon toga ostavite da se ohladi na sobnu temperaturu. U sve tri
epruvete dodajte po 2 cm® otopine kroba. U prvu epruvetu stavite $krob ohladen na ledu. Drugu i
treu epruvetu ostavite na sobnoj temperaturi, a prvu epruvetu cijelo vrijeme drzite na ledu. U
svaku epruvetu stavite stakleni Stapi¢. Iz svake epruvete Stapi¢em na satno staklo stavite po 2-3
kapi smjese. Tome dodajte isto toliko otopine joda. ZapiSite promjenu svakog od tri uzorka. Isti
postupak ponavljajte svake tri minute sljede¢ih pola sata (ili dok ne dobijete Cetiri uzastopno ista
rezultata) a rezultate prikazite tabelarno. Nakon toga prvu epruvetu izvadite iz leda da poprimi
sobnu temperaturu i tada provjerite djelovanje Lugolove otopine na uzorak. Zapisite i objasnite

promjene.
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Tab. 13.: Utjecaj temperature na aktivnost enzima

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

min | min | min | min min min min min min min min

| epru.
0°C

Il epr
23°C

11 epr
100"C

20.. vjezba
Utjecaj pH na aktivnost enzima

Aktivnost enzima ovisna je 0 pH otopine u kojoj se enzimska reakcija odvija. Svaki enzim
posjeduje optimalni pH pri kojem je najaktivniji, odnosno postize maksimalnu aktivnost, koja se
snizenjem ili poviSenjem pH znacajno smanjuje. Zona djelovanja je dosta uska. | s jedne i s druge
strane od pH optimuma aktivnost enzima se smanjuje. Utjecaj pH na aktivnost enzima dovodi se u
vezu sa njihovom proteinskom prirodom. Naime, stupanj ionizacije enzima ovisi 0 pH sredine,
kao i kod drugih proteina i amino kiselina. Pretpostavlja se da je maksimum katalitickog svojstva

enzima vezan za jedan od ionskih oblika koji enzim moze imati pod odredenim pH uvjetima.

Zadatak vjezbe: Odrediti optimalni pH za aktivnost amilaze.

Pribor: epruvete, drveni stalak, mikropipete, kapaljke, laboratorijska ¢aga od 250 cm?® drvena

Stipaljka, termometar od 100°C

Kemikalije:
otopina Na,HPO, (c = 0,2 mol/dm?) otopina $kroba (y =5 g/L)

68




otopina limunske kiseline (c = 0,1 mol/dm?) otopina amilaze (y = 1,0 g/L)

otopina NaCl (y =10 g/L) otopina joda (Lugolova otopina)

Postupak: U cetiri epruvete mikropipetom stavite otopine Na,HPO, prema prilozenoj tablici.
Zatim u svaku dodajte oznacenu koli¢inu otopine limunske kiseline. Pod tim uvjetima pH smjese
kre¢e se od 5,6 do 8,0. U svaku epruvetu dodajte po 10 kapi otopine NaCl i isto toliko otopine
Skroba. Na kraju dodajte po 10 kapi otopine amilaze razrijedene 50 puta. Sadrzaj epruveta
promijesajte i stavite ih u vodenu kupelj 5-10 minuta na temperaturi od 38°C. Epruvete nakon
toga ohladite i u svaku dodajte po 2 kapi otopine joda i promijesajte. Promatrajte dobivena

obojenja i odredite pH pri kojem amilaza djeluje najaktivnije.

Tab. 14.: Utjecaj pH na aktivnost enzima

V (Na;HPO4) | V (lim. kis.) L.
Br. epruvete pH Obojenje
umL umL
1 0,58 0,42 5,6
2 0,77 0,23 6,8
3 0,87 0,13 7,2
4 0,97 0,03 8,0

&

vi bk
L@

W

SI. 13.: Utjecaj pH na aktivnost enzima
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6. NUKLEINSKE KISELINE

Nukleinske kiseline su visokomolekularni biokemijski spojevi koje mozemo smatrati kljuénim
molekulama Zivota. Nalazimo ih u svim organizmima kao genetski materijal. Otkrivene su jo$
1869. godine ali je njihovo biolosko znacenje bilo nepoznato sve do 1944. kada je dokazana
njihova genetska funkcija. Model tih sloZzenih molekula izraden je 1953. godine (J. Watson, F.

Crick i M. Wilkins) kada je objasnjen i nacin prijenosa informacija kod diobe stanica.

Prema kemijskoj strukturi nukleinske kiseline su linearne makromolekule sastavljene od velikog
broja stepenasto povezanih nukleotida. U svakom nukleotidu nalaze se Secer i fosfat medusobno
povezani esterskom vezom u dugacke lance i baza koja je bo¢no vezana na Se¢er N-glikozidnom
vezom. Prema vrsti $eéera nukleinske kiseline dijele se na deoksiribonukleinske (Secer 2-deoksi-
D-riboza) i ribonukleinske (Sec¢er D-riboza). Baze su adenin i gvanin (purinske baze) te citozin,
timin i uracil (pirimidinske baze). Deoksiribonukleinska kiselina DNA sastoji se od dva lanca
savijenih oko iste osi, povezanih preko komplementarnih baza, dok se ribonukleinska kiselina
sastoji samo od jednog lanca i puno manjeg broja nukleotida. DNA molekule nalaze se u jezgri
stanice a RNA u citoplazmi.
Za DNA molekule je osnovno da su u njima pohranjene (kodirane) sve informacije o nasljednim
osobinama koje se prenose s generacije na generaciju tijekom diobe stanica a koje se temelje na
redosljedu baza u samom lancu (genom).
RNA molekule imaju zadatak prenositi te informacije i sudjelovati kod sinteze proteina. Postoje
tri vrste RNA molekula:

a) informacijska — koja prepisuje informacije sa DNA molekula (prepisuju se komplementarne

baze) i prenose do ribosoma
b) transportna — koja prenosi aminokiseline potrebne za sintezu proteina

c) ribosomska — koja sudjeluje kod samog procesa sinteze proteina

Za izolaciju nukleinskih kiselina iz biljnih stanica koriste se razli¢ite metode. Svima je ipak
zajednicko da se najprije moraju razoriti Cvrste celulozne stani¢ne stijenke i stanicne
membrane kako bi sadrzaj stanice iziSao u otopinu. Nakon toga nukleinske kiseline se
odvajaju od proteina s kojima su ¢vrsto vezane i na kraju se istaloZze s odgovarajué¢im
sredstvom, najceSce etanolom. Ukoliko se Zeli razdvojiti molekule DNA od RNA to se

postize odgovaraju¢im enzimom (Rnaza ili Dnaza) ovisno koju kiselinu je potrebno izolirati.
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21. vjezba

lzolacija nukleinskih kiselina

Zadatak vjezbe: 1z uzorka (rajcice, kivija ili banane) izolirati nukleinske kiseline.

Kemikalije:
NaCl (m = 3g) otopina detergenta (V = 10 cm®)
proteaze (V =80 puL) etanol na -20°C (V=20 cm®)
Pribor: laboratorijske &age od 100 i 250 cm?, stakleni $tapi¢, elektriéna mijesalica, stakleni
lijevak, filter papir, kivete sa ¢epom, menzura od 25 cm®.
Postupak:

Stavite 3g NaCl i 10 cm?® otopine bioaktivnog detergenta u laboratorijsku ¢agu od 250 cm?® te nadopunite
vodom do ukupnog volumena od 100 cm®. SnaZno mijesajte otopinu dok se sol ne otopi. Usitnite
namirnicu na komadice veli¢ine 1 x 1 cm 1 stavite u ¢aSu s otopinom. Detergent otapa lipide i razara
stanicni zid i nuklearne membrane a NaCl pomaze u tom procesu kao aktivator.

Casu sa otopinom drzite 15 minuta u vodenoj kupelji na temperaturi 60°C. Visoka temperatura ubrzava
oslobadanje DNA iz jezgre i deaktivira enzime koji bi mogli uzrokovati razgradnju DNA (enzimi DN-
aze). Nakon toga smjesu naglo ohladite na sobnu temperaturu (¢asu drzite na ledu oko 10 minuta uz
blago potresivanje). MijeSanjem pomocu elektricne mjesalice u trajanju od 5 sekundi razorite stanice
odnosno njihove membrane. Duzim mijeSanjem unistile bi se i same molekule DNA.

Nastalu suspenziju filtrirajte preko filter papira i sakupite oko 20 cm? ekstrakta. Na filter papiru ostat ée
odvojeni dijelovi stanicnog zida a u filtratu su otopljene molekule DNA 1 proteina. Filtrat prenesite u
kivetu, dodajte 80 uL otopine proteaze, zatvorite kivetu ¢epom i sadrzaj promijesajte prevréuci kivetu.
Proteaze razgraduju proteine i1 spre¢avaju njihovo talozenje.

Da bi se iz otopine istalozile molekule DNA, u ekstrakt dodajte 20 cm® hladnog etanola,
rashladenog na temperaturu od -20°C. Niska temperatura osigurava da DNA ostane u obliku
taloga, odnosno u otopini se izdvaja u obliku tankih niti. Omotavanjem tih niti oko Stapica ili

Spatule izvucite DNA iz otopine 1 promatrajte pod mikroskopom.
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8. PRIPREMA NEKIH VAZNIJIH REAGENSA

1. Barfoed-ov reagens:

6,6 g bakrenog(l1)-acetata otopite u 1 cm® ledene octene kiseline i otopinu razrijedite destiliranom

vodom na 100 cm?.
2. Benedict-ov reagens:

7,3 g natrijevog citrata i 10 g Na,CO; otopite u malo destilirane vode i otopinu razrijedite na

3

priblizno 80 cm® 1,73 g CuSO,4 x 5H,0 otopite u priblizno 10 cm?® destilirane vode i tu otopinu

dodajte uz mijesanje u citrat-karbonatnu otopinu. Dobivenu smjesu razrijedite na 100 cm®.
3. Carezz I:

15 g K4[Fe(CNg)] otopite u destiliranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 cm® i dopunite vodom

do oznake.

4. Carezz Il:

50 g ZnSO, otopite u destiliranoj vodi u odmjernj tikvici od 100 cm?® i dopunite vodom do oznake.
5. Fehling I:

3,5 g CuSO, x 5H,0 otopite u 100 cm® destilirane vode.

6. Fehling II:

17 g K-Na-tartarata (KnaC,H.Og x 4H,0) i 6 g NaOH otopite u 100 cm?® destilirane vode.
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7. Foulgerov reagens:

40 g uree otopite u razrijedenoj sumpornoj kiselini (w = 20 %). U otopinu dodajte 2 g SnCl; i

zagrijavajte dok se smjesa ne razbistr. Nadopunite do 100 cm® sumpornom kiselinom.

8. Lugolova otopina:

Otopite 4 g KJ u 100 cm?® destilirane vode pa dodajte 2 g joda i otopite.

9. Skrob (1 %-tna otopina):

U ¢asi od 250 cm® zakuhajte 100 cm?® destilirane vode. Odvagnite 1 g §kroba, razmutite u &istoj
CaSici sa malo hladne vode i uz mijesanje izlijte u prokuhanu vodu. Pustite jo§ 1-2 minute da kuha

i zatim ohladite.

10. Tolensov reagens:

U dobro o¢idéenu epruvetu stavite 1 cm® 10 %-tne otopine srebrovog nitrata i 1 cm? destilirane
vode. Tome oprezno dodajte nekoliko kapi 10 %-tne vodene otopine NaOH. Nastat ¢e smedi talog
srebrovog oksida kojeg dalje otopite dokapavanjem 10 %-tne vodene otopine NH4OH i to taman
toliko da se stvoreni talog potpuno otopi pri ¢emu nastaje kompleksni diaminosrebrov kation

[Ag(NH3),]". Reagens uvijek treba biti svjeZe pripremljen.

11. Zeljezov(II) amonijev sulfat:

Izvazite 16,00 g Fep(SO4)s X (NH4),S04 X 24H,0 ili 11,04 g Fep(SO4)s X (NH4)S04 x 12 H,0,
prenesite u odmjernu tikvicu od 100 cm?, otopite i nadopunite destiliranom vodom do oznake. 3
volumena ove otopine pomijesajte sa 2 volumena 10%-tne H,SO,,

Reagens se moZe pripremiti i na sljede¢i na¢in: U odmjernu tikvicu od 100 cm?® stavite 10 g
Fe,(SO4); x n H,O i dodajte 5 cm® koncentrirane sumporne kiseline te oprezno nadopunite

destiliranom vodom do oznake.
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