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kristalizacija halogenidnih i nehalogenidnih derivata govedeg i ljudskog inzulina primjenom metode difuzije
para visece kapi. KoriStene su Hampton Research VDX ploce od 24 spremnika. Plo¢e su drzane u mraku na
temperaturi od 20 °C. Varijacijom koncentracije precipitantnih reagensa, koncentracije proteina i veliine kapi
dobiveni su monokristali derivata inzulina. Dodatkom natrijevog klorida i soli odgovarajueg metala
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niklov(ll) klor-, manganov(Il) klor-, bakrov(Il) klor- i molibdenov(VI) klor-derivat ljudskog inzulina. Uz
dodatak natrijevog jodida kristalizira cinkov(ll) jod-derivat ljudskog inzulina, a uz dodatak soli odgovarajuceg
metala kristaliziraju vanadijev(lV) i molibdenov(VI) derivat ljudskog inzulina. Strukture cinkovog(ll) klor-,
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ABSTRACT

CRYSTALLIZATION OF INSULIN DERIVATIVES WITH ADDITION OF HALIDES
Adela Jurkovié

This thesis consists of two parts: the research and methodological one. In the research part of the thesis
crystallization of halogen and non-halogen derivatives of bovine and human insulin by the hanging drop vapour
diffusion method is described. Hampton Research VDX plates consisting of 24 wells were used. The plates were
kept in the dark at 20 °C. Single crystals of insulin derivatives were obtained by variations in the concentration
of the precipitant solution, protein concentration and drop size. The following insulin chloro derivatives were
crystallized with addition of NaCl and a metal salt in the precipitant solution: zinc(Il) chloro-derivative of bovine
and human insulin; cobalt(ll) chloro-, nickel(Il) chloro-, manganese(ll) chloro-, copper(ll) chloro- and
molybdenum(V1) chloro-derivatives of human insulin. By addition of Nal the zinc(ll) iodo derivative of human
insulin was crystallized. By addition of a metal salt vanadium(IV) and molybdenum(V1) derivatives of human
insulin were crystallized. The X-ray diffraction experiment was conducted on the zinc(l1) chloro, zinc(ll) iodo
and cobalt(ll) chloro derivatives of human insulin to determine their molecular and crystal structure. The three
mentioned derivatives were found to crystallize in the trigonal system, R3 space group. The zinc(ll) chloro-
derivative exhibits the 4Zn form (T3R5 form). The zinc(l1) iodo-derivative is of the 2Zn type, but also in the
T3R3 form, usually atypical for the 2Zn type; and the cobalt(l1) chloro-derivative exhibits the 2Zn type (T¢ form).

In the methodological part of the Thesis entitled Integrated approach to teaching digestive enzymes,
teaching material for the integrated lesson unit “Digestive enzymes” is suggested. An overview of the teaching
curriculum in chemistry and biology for elementary and high school, with the reference to digestive enzymes,
was made. Instructions for teachers, tests for self-evaluation (groups A and B) with experiments and a
knowledge assessment test for fourth grade high school students are enclosed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Proteinska kristalografija je omoguc¢ila uvid u strukturu najzastupljenijih bioloSkih
makromolekula — proteina, a time i znacajno doprinijela razumijevanju njihove funkcije u
organizmu. Metoda difrakcije rentgenskog zraCenja donijela je moguénost promatranja
proteina na atomskoj razini, gdje se koriste zrake valne duljine od oko 1 A. Za ovu metodu
proteini moraju biti u obliku kristala, jer jedino tako mozemo dobiti signal dovoljne jacine za
analizu strukture promatranog proteina.

Da bi se uopée moglo pristupiti odredivanju kristalne strukture, potrebno je prirediti
kristal odgovarajuée kvalitete. Taj proces je za male molekule nesto jednostavniji, dok je za
proteine mnogo slozeniji. Kristalni rast proteina je pod utjecajem brojnih faktora (pH-
vrijednost pufera, temperatura, vrijeme rasta kristala, vibracije i zvuk, dodani ligand i
koncentracija proteina), a to znaci da je potrebno provesti puno eksperimenata da bi se nasli
najbolji uvjeti za kristalizaciju.

Povijest otkri¢a inzulina 1 njegov terapeutski ucinak predstavljali su paradigmu
integracije fizioloskog i biokemijskog pristupa u eksperimentalnoj medicini. Inzulin je
hormonski protein koji, osim §to ima brojne uloge u organizmu, predstavlja prekretnicu u
biokemiji. Naime, na njemu su Sanger i suradnici 1953. godine otkrili da proteini imaju
definirani slijed aminokiselina, odnosno primarnu strukturu®. Inzulin nastaje u gusteraci gdje
se dio luci direktno u krv, a dio ostaje pohranjen u gusteraci u obliku romboedarskih kristala
koji sadrze cinkove ione?.

Cilj ovog diplomskog rada bio je prirediti, pomoc¢u metode difuzije para visece kapi,
monokristale derivata inzulina uz dodatak halogenida i razli¢itih soli esencijalnih metala.
Promatralo se koji su najbolji uvjeti za dobivanje jedini¢nih kristala. Neki od dobivenih
monokristala bili su podvrgnuti eksperimentu difrakcije rentgenskog zracenja, te im je

analizirana struktura i odredena koordinacija pripadaju¢eg metalnog iona.

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Inzulin

Istrazivanja na inzulinu provode se ve¢ skoro sto godina. Razlog tome su brojne uloge koje
ima u organizmu. Jedna od najvaznijih uloga koju ovaj peptidni hormon ima jest regulacija
metabolizma glukoze, ¢ime sluzi u odrzavanju homeostaze i sprjeCavanju Secerne bolesti ili
dijabetesa. Inzulin takoder regulira i mnoStvo drugih stani¢nih procesa, kao Sto su sinteza
proteina i masti, sinteza DNA i RNA, te rast i diferencijaciju stanica. Ipak, najvise se
istrazivao sam mehanizam djelovanja inzulina u organzimu Sto je dovelo do otkri¢a strukture
inzulina, identifikacije njegovog prekursora (preproinzulina i proinzulina), mehanizma
sekrecije, te identifikacije inzulinskog receptora.

Znanstvenici Frederik G. Banting i Charles H. Best su 1921. godine otkrili hormon
inzulin®, a tek trinaest godina kasnije, 1934. Hans Jensen i Earl A. Evans su dokazali da se
radi o proteinu®. Naime, sve do tada se smatralo da su svi hormoni male molekule.

Prema kemijskom sastavu hormone dijelimo na: steroidne hormone, peptidne hormone
i hormone tirozinske strukture. Posebne skupine hormona ¢ine hormoni kukaca i biljni
hormoni.® Hormoni su spojevi koji nastaju kao proizvodi Zlijezda s unutarnjim izluGivanjem
(endokrine Zlijjezde), pa tako hormon inzulin nastaje u gusteraci 1 luci se direktno u krv.
Gusteraca se sastoji od Langerhansovih otoci¢a i1 acinusa (slika 1). Langerhansovi otoci¢i
imaju endokrinu ulogu te ih sacinjavaju a-stanice koje luce glukagon i B-stanice koje luce
inzulin. Acinusi ¢ine egzokrini dio gusSterace 1 luce probavne enzime u kanale guSterace.
Probavni enzimi se zatim iz gusterace lu¢e u dvanaesnik.

Iako se inzulin akumulira u gusteraci kao heksamer koji sadrzi cinkove ione, aktivan je
kao monomer koji ne sadrzi cink’. Inzulin se u otopini nalazi u obliku dimera, ali se u
romboedarskim kristalima nalazi u obliku heksamera s oktaedarski koordiniranim cinkovim
ionom®. Cinkovi ioni su podlozni zamjeni nekim drugim dvovalentnim metalnim kationima®.
Zanimljivo je da do kristalizacije inzulina dolazi i u samom organizmu. Naime, B-Stanice
gustera¢e imaju spremis$ne vezikule s visokom koncentracijom cinkovih i kalcijevih iona u
kojima se nakuplja viSak inzulina 1 to u obliku kristala. Postoje istrazivanja u kojima je

dokazano da se ioni kalcija in vivo vezu za romboedarske kristale koji sadrze cink.?

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad
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GUSTEI?'—\( A LANGERHANSOVI

\ < T OTOCICT

Slika 1. Pojednostavljeni prikaz grade gusterace i mehanizma otpustanja inzulina.

Sama svrha kristalizacije u tim vezikulama je efektivno skladiStenje inzulina i zaStita
molekula inzulina od proteoliti¢ckih enzima. Budu¢i da je monomer inzulina bioloski aktivna
forma koju prepoznaju receptori za inzulin u ciljnim stanicama, iznimno je vazno da se
kristalni heksameri inzulina otope i disociraju velikom brzinom. Izmjereno je da je vrijeme

potrebno da aktivni inzulin dode do stanica jetre samo nekoliko sekundi.*®

2.1.1. Otkrice inzulina

Prije otkri¢a inzulina, dijabetes je bila bolest ¢iji je ishod bila sigurna smrt. Lije¢nici
su znali da je Secer bio poguban za pacijente sa SeCernom bolesti, pa su ih Cesto stavljali na
rigorozne dijete. U najboljem slucaju, takav tretman je oboljelima produZzio Zivot za nekoliko
godina, ali ih nikada nije spasio. Ponekad se dogadalo da su pacijenti ¢ak i umirali od gladi. U
19. stoljecu, istrazivanja na pacijentima umrlima od Secerne bolesti su pokazala da je doslo do
oStecenja na gusteraci. Tako je 1869. godine njemacki student medicine, Paul Langerhans,
otkrio nepoznate strukture u guSteraci. Mislio je da se radi o limfnim Zzlijezdama, da bi tek
1893. godine poznati francuski histolog Edouard Laguesse te strukture nazvao Langerhansovi
oto&iéi, u Cast znanstvenika koji ih je prvi otkrio.™

Od 1889. do oko 1920. godine u Njemackoj, fiziolog Oskar Minkowski 1 lijecnik

Joseph von Mering provodili su pokuse na psima, pokuSavajuci otkriti kako uopc¢e dolazi do

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

dijabetesa. U svojim istrazivanjima su dokazali ako se guSteraca odstrani psu, da ¢e pas
oboljeti od Secerne bolesti i takoder, ako se podveze kanal gusterace koji dovodi probavne
enzime u dvanaesnik, da ¢e pas razviti neke probavne probleme ali ne dijabetes. Zakljucili su
da gusteraa ima dvije funkcije: proizvodnju probavnih enzima i proizvodnju tvari koja
regulira koli¢inu glukoze u krvi.? Sada su znali da je kljué u izolaciji te tvari. Medutim, jako
sporo su napredovali sa izolacijom.

Krajem 1920. godine u Torontu, u Kanadi, kirurg Frederick Grant Banting postavio je
hipotezu da probavni sokovi koje izlucuje gusteraca mogu imati Stetan ucinak na tvari koje
proizvode Langerhansovi otoCi¢i, pa je htio napraviti pokus u kojem bi podvezao kanale
gusterace. To bi naravno imalo za posljedicu prestanak proizvodnje probavnih enzima
gusteraCe, ali 1 samo njeno propadanje. On je htio izolirati spoj za koji je mislio da ima
antidijabetski ucinak, a kojeg luce stanice Langerhansovih otoci¢a. Svoju ideju je iznio
profesoru John McLeodu, vodec¢em stru¢njaku koji se bavio dijabetesom u Kanadi, ali on nije
pokazao interes za Bantingovu ideju. Banting ga je na kraju ipak uspio nagovoriti i McLeod
mu je napokon dao laboratorij u kojem bi mogao provoditi svoja istrazivanja (slika 2), deset

pasa i medicinskog studenta da mu pomaze.™ Student se zvao Charles Best.

Slika 2. Laboratorij u kojem su F. G. Banting i C. Best otkrili inzulin.

1921. godine su zapoceli s pokusima i to tako da su jednom psu odstranili gusteracu. Time su
kod psa izazvali sljede¢e simptome: porast razine glukoze u krvi, neutazivu Zed i ucestalo
mokrenje, te sve vecu slabost.'? Bilo je ocito da je pas obolio od Se¢erne bolesti. Drugom psu

su podvezali kanale guSterace, ¢ime je gusteraca degenerirala, te su je na kraju 1 odstranili. U

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad
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njoj je preostalo na tisu¢e Langerhansovih otoci¢a iz kojih su izolirali spoj koji su nazvali
izletin. Spoj koji su oni nazvali izletin postao je poznat pod nazivom inzulin.** Ekstrakt

izletina su ubrizgali psu koji je bolovao od Secerne bolesti (slika 3).

Slika 3. F. G. Banting (desno) i C. Best (lijevo) s jednim od pasa koji je bolovao od dijabetesa.

Psa su stavili na terapiju od nekoliko injekcija inzulina dnevno, pri ¢emu je primjeceno
povlacenje svih simptoma dijabetesa. Svoje rezultate su podijelili s profesorom McLeodom
ali on je htio da ponove postupak vise puta, medutim zbog razliite Cisto¢e njihovih
inzulinskih ekstrakata, rezultati nisu uvijek bili isti. Bez obzira na to, McLeod je vidio vaznost
njihovih rezultata, pa im je dao jo§ financijskih sredstava i premjestio ih u ve¢i laboratorij
kako bi efikasnije mogli provoditi svoja istraZivanja. Sve to je ubrzalo istraZivanje.

Krajem 1921. godine, biokemi&ar Bertram Collip se pridruZio istrazivackom timu.?
Njegov zadatak je bio prociS€avanje inzulina do te mjere da bude pogodan za testiranje na
ljudima. U tijeku istraZivanja su otkrili da nije potrebno da guSteraca degenerira, ve¢ su
koristili neostecene gusterace i to ne vise od pasa, nego od goveda.

Testiranje na ljudima su Banting i Best zapoceli na sebi samima i njima ekstrakt
inzulina nije Stetio. Bez obzira na to, Collip je nastavio sa prociS€avanjem inzulina, te je
takoder utvrdio koje su doze potrebne za lijeCenje, bez straha od predoziranja pacijenata.

1922. godine su ve¢ odabrali prvog pacijenta kojemu ¢e davati inzulin. Bio je to
cetrnaestogodisnji djeCak Leonard Thompson. Odmah €im je poceo primati inzulin, bilo mu je
znacajno bolje. Nakon toga su prosirili svoje testiranje na veliki broj dobrovoljaca koji su isto

bolovali od dijabetesa, te je i njima nakon primanja inzulina bilo bolje.
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Vrlo brzo Banting i Best objavili su prvi rad o svojem otkricu. Tako je cijeli
znanstveni svijet brzo saznao za inzulin. 1923. godine, Banting i McLeod su dobili Nobelovu

nagradu za medicinu (slika 4).

Slika 4. Lice nagradne medalje za medicinu.

Banting se jako naljutio $to je Nobelova nagrada iSla njemu i McLeodu, a ne njemu i Bestu.
Zato je odlucio nov¢ani dio nagrade podijeliti s Bestom. Ne smijemo zaboraviti i McLeodovu
kljuénu ulogu u otkri¢u inzulina. Naime, on je otpocetka podrzavao i financirao cijelo
istrazivanje. Vrlo brzo nakon otkrica inzulina, pocelo je s njegovom masovnom
proizvodnjom.

Iako inzulin nije lijek za dijabetes, on omogucava oboljelima gotovo normalan zZivot.
Kada se pojavio, bio je poput ¢uda 1 oboljeli za koje se mislilo da ¢e umrijeti za nekoliko
dana, bili su spaSeni. Dijabetes je jedna od najraSirenijih degenerativnih bolesti danasnjice, s

kojom se oboljeli bore do kraja Zivota.

2.1.2. Struktura inzulina

Inzulin je protein i kao takav ima strukturu u kojoj razlikujemo cetiri razine:
a) primarna struktura — linearan slijed aminokiselina u polipeptidnom lancu s istaknutim
polozajem disulfidnih veza;
b) sekundarna struktura — obuhvaca geometrijski pravilne ponavljajuce prostorne strukture
stabilizirane vodikovim vezama izmedu karbonilnih i amino-skupina na polipeptidnoj
okosnici (npr. a-uzvojnica i f-nabrana ploca);
c) tercijarna struktura — c¢ini ukupnu trodimenzijsku strukturu koju zauzima jedan

polipeptidni lanac;
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d) kvaterna struktura — postoji kod onih proteina koji se sastoje od vise polipeptidnih lanaca

(podjedinica), medusobno asociranih nekovalentnim interakcijama.
2.1.2.1. Primarna struktura inzulina

lako je inzulin otkriven 1921. godine, tek mu je 1953. odredena primarna struktura. Primarnu
strukturu govedeg inzulina su odredili Frederick Sanger i suradnici®, a 1958. godine Sangeru
je dodijeljena Nobelova nagrada iz podrucja kemije.

Ljudski inzulin je polipeptidni hormon (M, = 5808)"° koji se sastoji od dva
polipeptidna lanca i 51 aminokiseline (lanac A sadrzi 21 aminokiselinu i lanac B 30
aminokiselina). Lanci A i B su medusobno spojeni sa dva disulfidna mosta, a tre¢i disulfidni

most se nalazi unutar lanca A™® (slika 5).

Gly

Val

Glu

Gln —C!fs —Cyg="hr—Ser— —C!fs— Ser —Leu—Tyr —Gln-Leu-Glu - Asn—"Tyr—Cye—Asn

Il-Iis —Leu-Cys = Gly—8er —Hiz —Leu-Val —=Glu- Ala =Leu=Tyr -Leu-Val —(ljys

Gln Gly
Jﬁsn (l}lu
‘lfal J&r o
Il’he -Lys=Pro="Thr=Tyr -Phe-Phe-Gly

Slika 5. Primarna struktura ljudskog inzulina (disulfidni mostovi su oznaceni crtama crvene boje).

Prvo je bio odreden slijed aminokiselina za govedi inzulin, a ubrzo nakon toga za ljudski
inzulin i razli¢ite druge zivotinjske inzuline. Usporedujuéi sljedove aminokiselina, mogle su
se uociti manje razlike u A i B lancima (tablica 1). Budu¢i da ljudske stanice prepoznaju
svinjski i govedi inzulin, te dvije forme su se koristile u lijeCenju dijabetesa sve dok nije

metodom rekombinantne DNA pronaden efikasniji nain proizvodnje inzulina.
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Tablica 1. Razlike u sljedovima aminokiselina u lancima A i B izmedu ljudskog, govedeg i

svinjskog inzulina.

VRSTA SISAVCA | —oNACA LANAC B
— A8 A10 B30
?I—?c\)]#e(l)( sapiens L.) Thr lle Thr
E;BOQ\?S&?JI’US L) Ala Val Ala
(SSVUIQJ(?omestica Ly | ™ Ile Ala

2.1.2.2. Monomer inzulina

U otopini pri neutralnom pH inzulin se nalazi u obliku monomera®’ i kao takav
predstavlja aktivan oblik hormona. Monomer inzulina ima globularnu strukturu (slika 6) gdje
je lanac B omotan oko kompaktnijeg lanca A. Unutrasnjost mu je hidrofobna, a povrSina
vecinom hidrofilna sa dvije hidrofobne regije.

Do smatanja dolazi zbog disulfidnih veza izmedu cisteina na polozajima A7 i A20 s
cisteinima na polozajima B7 1 B19. A7-B7 disulfidna veza se nalazi na povrS$ini, dok se A20-
B19 disulfidna veza nalazi u unutrasnjosti molekule. UnutraSnjost monomera inzulina je
izrazito stabilna, a toj stabilnosti pridonose intramolekulska A6-A11l disulfidna veza, kao i
puno elektrostatskih interakcija izmedu lanaca A 1 B (CysAll i GlnB4, GluA4 i LysB29,
CysAT i HisB5, TyrA19 i PheB25, ArgB22 i AsnA21), te nepolarni ostaci aminokiselina
obaju lanaca (LeuAl6, LeuB11, LeuB15, lleA2 i PheB24).

Lanac A se sastoji od dvije antiparalelne a-uzvojnice (lleA2-AlaA8 i LeuAl3-
TyrA19) koje su povezane okretom od SerA9 do SerAl2, te stabilizirane disulfidnom vezom
izmedu CysA6 i CysAll (slika 7a). N- i C- terminalni aminokiselinski ostaci stvaraju dodirnu
povrSinu stabiliziranu van der Waalsovim vezama izmedu [leA2 1 TyrA19.

Lanac B se sastoji od jedne a-uzvojnice (SerB9-CysB19), te ima nepravilan V-oblik.
Aminokiseline GlyB20 i GlyB23 omogucavaju takav oblik lanca. Posljedica takvog oblika je
stvaranje van der Waalsovih veza izmedu aminokiselina PheB24 1 TyrB26, sa

aminokiselinama o-uzvojnice, LeuB15 i LeuB11 (slika 7b).
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Slika 6. Prikaz monomera ljudskog inzulina. Lanac A je oznaéen crvenom, a lanac B plavom bojom.

Slika 7. a) Struktura lanca A ljudskog inzulina (vrpcasti prikaz).

b) Struktura lanca B ljudskog inzulina (vrp¢asti prikaz).
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2.1.2.3. Asocijacija molekula inzulina — dimer i heksamer

Inzulin se moze samoudruzivati ili asocirati i pri tome stvara dimere, tetramere,
heksamere ili vece agregate. Pri visSim koncentracijama i u odsustvu cinkovih iona, inzulin
asocira u dimere a uz prisustvo cinkovih iona tvori heksamere.®

Svaka molekula dimera se sastoji od dva monomera (monomera | i Il), odnosno od
cetiri polipeptidna lanca (A, B, C i D). Monomer inzulina ima ve¢inom hidrofilnu povr$inu sa
dvije hidrofobne regije. Upravo te dvije hidrofobne regije omogucavaju asociranje monomera
u dimere. Dimeri nastaju tako da se a-uzvojnice i C-terminalne aminokiseline B i D lanca
pakiraju antiparalelno jedne prema drugima (slika 8).

Stabilnost u dimeru se postize stvaranjem vodikovih veza izmedu monomera, i to
izmedu aminokiselina PheB24 (monomera 1) i TyrD26 (monomera II), te aminokiselina

TyrB26 (monomera 1) i PheD24 (monomera II).

Slika 8. Prikaz dimera ljudskog inzulina. Lanac A je oznacen plavom, lanac B crvenom,

lanac C Zutom i lanac D naranc¢astom bojom.

Prve monokristale inzulina je kristalizirao Abel 1926. godine®®, a tek je Scott 1934. godine
otkrio da se radi o kompleksu sa cinkom.? Trodimenzijska struktura inzulina odredena je u
laboratoriju Dorothy Hodgkin ¢ak 35 godina kasnije (1969. godine). Radilo se o svinjskom
27n inzulinu, ¢ija je struktura odredena do razlucenja od 2,8 A" Nakon toga, rijesen je velik
broj struktura cinkovog(Il) inzulina pri niZoj rezoluciji.

Prisustvo cinkovih iona uzrokuje kristalizaciju inzulina u obliku heksamera, koji ima
kompaktni kuglasti oblik. Heksamer inzulina tvori romboedarske i monoklinske kristale.
Mijenjanjem Kkristalizacijskih uvjeta moguce je prirediti kristale triju formi heksamera

inzulina: 2Zn inzulin, 4Zn inzulin i inzulin s fenolom. Oznaka 2Zn znacila je da se u
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navedenom heksameru nalaze 2 cinkova iona, a oznaka 4Zn ukazivala je na prisustvo 4
cinkova iona. Medutim, kasnije se pokazalo da postoje 4Zn heksameri koji mogu sadrzavati
samo 2 cinkova iona, pa se preslo na oznacavanje T (T kao napet, engl. tense) i R (R kao
opusten, engl. relaxed) za opisivanje B lanca inzulinovog monomera.? Ta promjena u lancu
B odnosi se na prvih osam aminokiselinskih ostataka (od PheB1 do GlyB8) i to ako je taj dio

izduzen oznacava se sa T, odnosno ako ima oblik a-uzvojnice oznacava se sa R (slika 9).

Slika 9. a) T oblik lanca B monomera inzulina.

b) R oblik lanca B monomera inzulina.

Zato je tocnije te tri forme heksamera inzulina oznacavati sa Tg (Sest lanaca B je u
izduzenoj konformaciji), T3R3 (tri lanca B su u izduzenoj, a tri u konformaciji a-uzvojnice) i
Rs (Sest lanaca B je u konformaciji a-uzvojnice). Postoji jos i R" oznaka (f od engl. frayed),
koja se koristi kada monomer u R obliku ima ,,istroSenu a-uzvojnicu u kojoj su prva tri
ogranka lanca B izduzena (PheB1-AsnB3).

Heksamere inzulina mozZemo ukratko okarakterizirati kao dimer koji se sastoji od
trimera, budu¢i da se sve promjene u strukturi odvijaju usporedno u trimerima koje
sacinjavaju lanac A ili B.

2Zn, odnosno Tg heksamer se sastoji od dva identi¢na dimera medusobno povezanih

preko osi simetrije treceg reda, te od dva iona cinka koji se takoder nalaze na toj osi (slika
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10). Svaki ion cinka je oktaedarski koordiniran s tri atoma dusika iz HisB10, odnosno HisD10
(po jedan atom dusika iz svakog od tri dimera koji ¢ine heksamer) i1 sa tri atoma kisika iz

molekula vode.?! Stabilizaciju ovom heksameru omoguéuju vodikove veze izmedu

aminokiselina PheB1 i GluC17, GluB21 i AsnD3, te GInB4 i LeuD17.

Slika 10. Prikaz 2Zn, odnosno T heksamera ljudskog inzulina. Lanac A je ozna¢en plavom, lanac B
crvenom, lanac C zutom i lanac D narancastom bojom.

Cinkovi ioni (na slici jedan iznad drugoga) su prikazani kao crni kruziéi.

47n heksamer ljudskog inzulina moZe sadrZavati razli¢it broj iona cinka u heksameru, te se
oznacava kao T3R3 heksamer.??® Ova forma inzulina kristalizira u prisustvu velike
koncentracije kloridnih ili tiocijanatnih iona.

Trec¢a forma heksamera ljudskog inzulina ili Rg forma, kristalizira u prisustvu fenola i

fenolnih derivata.?*

2.1.3. Biosinteza inzulina u organizmu

Preproinzulin i proinzulin su prekursori aktivnog hormona inzulina. Preproinzulin je
jednolancani polipeptid molekulske mase 12 kDa, koji nastaje na ribosomima grubog
endoplazmatskog retikuluma p-stanica guSterate. On wulazi u cisterne grubog

endoplazmatskog retikuluma pomocu signalnog peptida. Signalni peptid ¢ini hidrofobni N-

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 13

terminalni dio lanca preproinzulina koji se sastoji od 16 aminokiselina i on ne postoji u
proinzulinu.

Signalna peptidaza, koja se nalazi na membrani grubog endoplazmatskog retikuluma,
prepozna i odcijepi signalni peptid i preproinzulin odmah prolazi promjenu u konformaciji.
Naime, dolazi do stvaranja disulfidnih veza koje sudjeluju u formiranju tercijarne strukture
proinzulina, direktnog prekursora inzulina.?

Proinzulin, protein molekulske mase od 9 kDa, se sastoji od A i B lanca inzulina koji

su medusobno spojeni veznim C-peptidom, te tako ¢ine jedinstveni lanac® (slika 11).
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Slika 11. Shematski prikaz molekule proinzulina s nazna¢enim disulfidnim vezama. Zute

kuglice oznacavaju mjesto gdje dolazi do proteolize.

Iz grubog endoplazmatskog retikuluma proinzulin se transportira u Golgijev aparat, pa u
sekretorne granule gdje prolazi proteolizu, pakiranje i skladiStenje te se moze oslobadati
egzocitozom iz granula kao aktivni hormon inzulin.

Vezni C-peptid je polipeptidni segment proinzulina kojemu moze varirati broj
aminokiselina od 26 do 31. Na mjestima gdje su vezane dvije bazi¢ne aminokiseline (Arg-Arg
I Lys-Arg) dolazi do proteolitickog cijepanja proinzulina na inzulin i vezni C-peptid.
Proinzulin takoder pokazuje svojstvo samoudruZivanja kao i inzulin, formiraju¢i dimere 1

cink(Il) heksamere sli¢ne onima u inzulinu.?® Trodimenzijska struktura proinzulina jo$ nije
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odredena, iako su dobiveni pogodni monokristali za analizu.?” Razlog bi mogao biti taj §to
vezni C-peptid ne zauzima stalnu orijentaciju u molekuli proinzulina.
Ve¢ su neko vrijeme poznate brojne funkcije inzulina a glavne su sljedece:
a) membranski transport glukoze, aminokiselina i nekih iona;
b) povecano skladistenje glukagona;
c) stvaranje triglicerida;

d) stimulacija sinteze DNA, RNA i proteina.?

2.2. Kristalizacija proteina

Proteini, kao 1 mnoge druge molekule, mogu stvarati kristale ako se nalaze u odgovaraju¢im
uvjetima. Dobivanje odgovaraju¢ih monokristala pogodnih za rentgensku strukturnu analizu
je najtezi korak u kristalizaciji proteina. Glavni faktori koji utjecu na kristalni rast proteina su
sljede¢i: pH vrijednost pufera, temperatura, vrijeme rasta kristala, vibracije i zvuk, dodani
ligand i koncentracija proteina.

Kristalizacija proteina je vrlo nezahvalna i zbog osjetljive prirode proteinskih kristala.
Naime, proteini posjeduju nepravilne povrSine ¢ime nastaju veliki kanali unutar samog
proteinskog kristala. Zato se izmedu slabih nekovalentnih interakcija koje drze kristalnu
reSetku na okupu, nalazi nekoliko slojeva molekula otapala.29

Proteini kristaliziraju na vrlo sli¢an nacin kao 1 male molekule. Njihov vanjski izgled
se medusobno bitno ne razlikuje. Razlike se ocituju u strukturi, njthovim fizikalnim 1
mehani¢kim svojstvima, mehanizmu 1 kinetici rasta, te u uvjetima za nukleaciju 1 rast.
Proteinski kristali su vrlo meki i opéenito sadrze izmedu 30 i 70 % vode, koja se nalazi na
raznim mjestima unutar kristala. Zato mozemo zakljuciti da se proteinske molekule unutar

proteinskog kristala nalaze u vodenom okruzenju.*
2.2.1. Osnove kristalizacije proteina

Za pocetak je potrebno otopiti proc¢iseni protein u odgovaraju¢em otapalu iz kojeg ga
se moze istaloziti u kristalnoj formi dodatkom soli ili nekog organskog spoja. Sam proces
kristalizacije se obi¢no sastoji od tri faze: nukleacije, rasta kristala i prestanka rasta

kristala.®!
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Da bi doslo do nukleacije ili formiranja malih agregata koji predstavljaju jezgre ili
nukleuse (centre kristalizacije), potrebno je dovesti otopinu u prezasi¢eno stanje. Nuzno je
prezasi¢enje svesti na najnizu mogucu razinu, jer inace dolazi do nastanka velikog broja
nukleusa ili malih kristala, §to nije od Kkoristi. Rast kristala se javlja kada se formira
nespecifi¢ni ili nepravilni agregat, nastao nasumi¢nim medumolekulskim interakcijama. Samo
stvaranje kristalnih jezgara ne dovodi nuzno do nastanka monokristala odgovarajuce veliCine.
Da bi se dobio kristal zadovoljavajuée veliine, protein mora savladati energetsku barijeru
nazvanu kriticna veli¢ina. Kada jezgra dosegne tu kriti¢nu veli¢inu, sposobna je za daljni rast

(slika 12). U suprotnom, dolazi do otapanja jezgre i kristal se ne uspije formirati.

SPECIFICNI

\ AGREGATI

NESPECIFICNI
PROTEINU ACREGAII
OTOPINI

Energija, 4 G

Vrijeme, t >

Slika 12. Prikaz nastanka kristala u ovisnosti slobodne energije o vremenu.*

Kada je sustav u ravnotezi, njegova slobodna energija je minimalna. U ovom slucaju
minimalna energija se postize kada su molekule proteina potpuno solvatizirane i kada nastanu
kristali. U prezasiCenom stanju sustav viSe nije u ravnotezi 1 zato teZi ponovhom
uspostavljanju ravnoteze ili, u ovom slucaju, ka stvaranju kristala.

Proces nukleacije i rasta kristala objasnjen je u dijagramu topljivosti proteina (slika
13). Na dijagramu topljivosti proteina se uocavaju dva prostora razli¢itih koncentracija
odvojenih krivuljom topljivosti, a to su: zona premalog zasi¢enja (nezasi¢eno stanje) i zona
prezasi¢enja (prezasié¢eno stanje). U podrucju ispod krivulje otopina je nezasicena i tu nece
do¢i do kristalizacije. Iznad krivulje topljivosti se nalazi zona prezasi¢enja i1 tu je za dani

parametar Y (npr. koncentraciju precipitata), koncentracija proteina viSa nego ona u ravnotezi.
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Slika 13. Dijagram topljivosti proteina.

Podrucje prezasi¢enog stanja moze se podijeliti, ovisno o razini prezasi¢enja, u sljedece tri
Z0one:
1) zona precipitacije ili podruéje gdje se suviSak molekula proteina odmah odijeli od
otopine tvore¢i amorfne agregate;
2) zona nuklacije ili podrucje u kojem se stvaraju kristali;
3) metastabilna zona ili podru¢je gdje je mogué nastanak kristala, ali uz pomo¢
mehanickog protresanja otopine ili uz dodatak kristali¢a kao poticaj za nukleaciju.33
Za priredivanje odgovaraju¢ih monokristala, optimalni uvjeti su poc€etak stvaranja jezgre u

zoni nukleacije, odmah uz granicu s metastabilnom zonom.

2.2.2. Metode kristalizacije

S vremenom se razvilo nekoliko metoda kojima se postize kristalizacija proteina. Sve metode
imaju isti cilj — dobivanje odgovaraju¢ih monokristala, ali medusobno se razlikuju po nekim
osnovnim principima. NajceS¢e se upotrebljavaju sljede¢e metode: metode difuzija para
(gdje razlikujemo metodu viseée kapi |\ metodu sjedeée kapi), zatim tzv. ,batch*

kristalizacija i metoda dijalize.
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2.2.2.1. Metoda difuzije para

Ova tehnika se koristi na dva nacina: kao metoda viseée kapi i kao metoda sjedece
kapi. Metoda difuzije para u visecoj kapi (engl. Hanging Drop Method) je naj¢esce koristena
metoda kristalizacije proteina® i to je metoda koristena u ovom radu.

Kod metode viseée kapi, kapi se prireduju tako da se na silikonizirano pokrovno
stakalce nanose otopina proteina i precipitantna otopina (otopina spremnika) u omjeru 1:1.
Zatim se stakalca stavljaju u utore na spremniku koji sadrzi 1 cm® precipitantne otopine i to
tako da kap visi iznad spremnika. Spremnik je na kraju potrebno hermetic¢ki zatvoriti ili
pomocu masti nakon koje se stavlja odgovarajuéi poklopac, ili jednostavno gornji dio ploce

oblijepiti prozirnom ljepljivom trakom (slika 14).

pokrovno stakalce s

/ visetom kapi

spremnik s
& precipitantnom

otopinom

Slika 14. Shematski prikaz metode difuzije para u vise¢oj kapi s nazna¢enim smjerom isparavanja

vode.

Metoda sjedeée kapi (engl. Sitting Drop Method) se koristi kada otopina proteina ima malu
povrsinsku napetost i kada zelimo upotrijebiti ve¢i volumen kapi. Ovako kap ne mozZe
skliznuti sa silikoniziranog stakalca, ve¢ je smjeStena na posebnom mjestu u spremniku (slika
15).

Obje metode difuzije para funkcioniraju na principu isparavanja i difuzije vode ili
lakohlapljive tekuéine izmedu otopina razli¢itih koncentracija, ¢ime se postiZze prezasi¢enje u
kapi (u otopini proteina). Koncentracija precipitata je manja u kapi nego u otopini, pa voda (ili
lakohlapljiva tekucina) isparava iz kapi sve dok se koncentracija precipitata iz kapi ne

izjednaci s koncentracijom precipitata u spremniku.
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if/ sjedeca kap
/ .

H,0 H0

|

spremnik s
< precipitantnom

otopinom

Slika 15. Shematski prikaz metode difuzije para u sjedecoj kapi s nazna¢enim smjerom isparavanja

vode.

Kristalizacija proteina u kapi te¢e tako da se otopina proteina ukoncentrira isparavanjem ili
difuzijom iz nezasi¢enog do prezasi¢enog stanja. Kako se pojavljuju prvi kristali, polako ¢e se

smanjivati koncentracija proteina sve dok ne dosegne krivulju topljivosti.
2.2.2.2.,,Batch“ kristalizacija

Kod ove najstarije metode kristalizacije proteina, koncentrirana otopina proteina se
pomijeSa s precipitantnom otopinom velike koncentracije. Na taj nafin se odmah dobiva
prezasicena otopina iz koje kristali polako rastu. Kristalizacijska kap, koja se sastoji od uzorka

otopine proteina i precipitata, prekrivena je uljem kako bi se sprijecilo isparavanje (slika 16).

kristalizacijska

/ kap

spremnik s

uljem

Slika 16. Shematski prikaz ,,Batch* kristalizacije.
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2.2.2.3. Metoda dijalize

Kod metode dijalize (engl. Dialysis Method) koncentracija makromolekula ostaje ista
(koncentracija proteina) dok se koncentracija malih molekula (koncentracija precipitata)

mijenja prolaskom kroz polupropusnu membranu (slika 17).

EEL polupropusha

/ membrana

( spremnik s otopinom
/ | — proteina

] =

& spremnik s

‘— . .
precipitantnom
otopinom

pokrovno stakalce

i

Slika 17. Shematski prikaz metode dijalize.

Polako se postiZe ravnoteza izmedu otopine proteina i precipitata u okolnom otapalu, a unutar
membrane za dijalizu se postiZze prezasi¢eno stanje molekula proteina. Tako S vremenom

dolazi do kristalizacije, te se koncentracija proteina polako smanjuje.

2.2.3. Faktori koji utjecu na rast proteinskih kristala

Svaki protein je jedinstven, stoga se parametri pogodni za kristalizaciju odreduju posebno za
svaki protein. Cilj je dobiti monokristale pogodne za rentgensku strukturnu analizu. Na
uspjesnost kristalizacije utjecu razliciti faktori, a oni glavni ¢e biti detaljnije opisani kako

slijedi u tekstu.

2.2.3.1. pH-vrijednost pufera

Kontakti izmedu molekula proteina su preduvjet za njihovo slaganje u kristalnu strukturu, a
oni ovise o lokalnoj distribuciji naboja.

Elektrostatske interakcije izmedu molekula proteina nastaju ionizacijom slobodnih
karboksilnih i amino-skupina, te ionizacijom bo¢nih ogranaka koji sadrze ionizabilne skupine.

Medutim, ako dode do neutralizacije istih, kao §to se 1 dogada kod niske ili visoke vrijednosti
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pH, moze se dogoditi da se smanji koli¢ina elektrostatskih interakcija koje se stvaraju u
proteinu. Tako manipulacijom i kontrolom relativnog broja nabijenih grupa mozemo
kontrolirati veli¢inu 1 kvalitetu kristala koji se treba formirati. To je najlakSe postici
variranjem vrijednosti pH pufera. Za neke proteine, kristalizacija se dogada preko Sirokog
raspona pH-vrijednosti, no u pravilu je unutar jedne pH jedinice. Veéina proteina kristalizira u
blizini fizioloske pH-vrijednosti (pH = 7), ali ima i onih koji kristaliziraju iz otopina ¢ija je
pH-vrijednost ispod 5 ili iznad 9. Pri tome uvijek treba voditi ratuna da ne dode do
dentauracije proteina.

pH-vrijednost je ucinkovit kristalizacijski faktor zato jer proteini pokazuju pH ovisan
minimum topljivosti te ¢e se otapati, taloziti ili kristalizirati pri tocno odredenim
vrijednostima pH. Minimum topljivosti moze biti jednak izoelektri¢noj tocki proteina (pl), ali
te ne mora uvijek biti tako zbog drugih kemijskih i fizikalnih ¢imbenika koji utjecu na

eksperiment kristalizacije.
2.2.3.2. Temperatura

Temperatura Cesto utjeCe na nukleaciju 1 na rast kristala, ali isto tako 1 na njthovu
koli¢inu, veli¢inu, kvalitetu 1 topljivost. Jedna od prednosti u variranju temperature kod
kristalizacije je ta §to mozemo reverzibilno kontrolirati prezasi¢enje otopine. Time mozemo
povecati broj novonastalih kristala, ali i otkriti nove kristalizacijske uvjete. Cesto se
variranjem u temperaturi mozemo posluZiti ako Zelimo djelomi¢no otopiti nastali kristal, te
opet pokusati dobiti veci 1 pravilniji kristal ili samo ako Zelimo dobiti dodatni nukleacijski
centar.

Obicno se kristalizacija proteina vrsi na temperaturi nesto nizoj od sobne (u rasponu
od 18 do 24 °C) pa sve do 4 °C. Veéina proteina je stabilnija i manje topljiva na niZoj
temperaturi, te daju pravilnije monokristale. lako to ne mora biti uvijek tako, potrebno je
kristalizaciju provesti na razli¢itim temperaturama da bi se utvrdila temperatura pri kojoj je
protein najstabilniji i pri kojoj ¢e dati pravilne monokristale pogodne za rentgensku strukturnu

analizu.
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2.2.3.3. Koncentracija proteina

Koncentraciju proteina povezujemo s prezasi¢enjem. Zato koncentraciju proteina biramo tako
da je na pocCetku postavljanja kristalizacije ispod stupnja zasi¢enja, a da za vrijeme
uspostavljanja ravnoteze otopina polako postigne i prijede granicu zasi¢enja. Smanjenje
koncentracije proteina usporava rast i javljaju se monokristali. Kristalizaciju je najbolje
izvesti u rasponu koncentracije proteina od 3 do 10 mg cm 3. Veliki proteini zahtjevaju manju
koncentraciju (obi¢no od 2 do 5 mg cm’3), dok manji vecu (obi¢no od 20 do 50 mg cm’3).33
Na trzi$tu postoje i razliCiti kitovi koji omogucuju testiranje da li je koncentracija
proteina povoljna za precipitiraju¢i reagens koji ¢e se koristiti pri kristalizaciji (slika 18).
Takvi kitovi obi¢no sadrze najceS¢e koriStene precipitiraju¢e reagense koji se koriste za

Kristalizaciju.

Slika 18. Primjer kita koji se koristi za provjeravanje odgovarajuée koncentracije proteina za

eksperiment kristalizacije.

2.2.3.4. Ostali faktori

Ostali faktori koji utjecu na kristalizaciju proteina su: ligandi, vrijeme, te vibracije i zvuk.
Razli¢iti metalni ioni i1 kofaktori sudjeluju u stabilizaciji proteinskog kristala, ali i
odreduju njegovu strukturu. Detaljnijom analizom primarne strukture proteina moze se
predvidjeti koji ligandi bi mogli doprinijeti stabilizaciji proteina.
Vrijeme potrebno za kristalizaciju monokristala moze varirati u rasponu od nekoliko
sati do nekoliko godina. Brzina rasta kristala je funkcija prezasicenosti, pa tako veliki kristali

s minimalnim defektima nastaju kod nizeg prezasi¢enja i manje brzine rasta.
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Vibracije i zvuk su takoder neki od faktora koji utjeCu na rast kristala. Naime, za
dobivanje velikog monokristala pripremljena kristalizacijska plo¢a mora mirovati najmanje
nekoliko dana do prvog pomicanja i provjeravanja da li su nastali kristali. Prijevremeno

pomicanje moze uzrokovati pojavu mnostva mikrokristala.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Eksperimentalni postupci

Kristali klor-derivata govedeg i ljudskog inzulina, kristali jod-derivata ljudskog inzulina, te
nehalogeni derivati ljudskog inzulina priredeni su na Zavodu za op¢u i anorgansku kemiju
Prirodsolovno-matematic¢kog fakulteta u Zagrebu.

Koristeni su komercijalno dostupni govedi i ljudski inzulin proizvodaca Sigma. Sve
soli 1 ostali reagensi koriSteni u eksperimentalnom dijelu (proizvodac¢: Kemika) su koristeni
bez daljnjeg procis¢avanja.

Za podeSavanje to¢ne pH vrijednosti pufera, koriSten je pH metar, Mettler Toledo
MC226. Kristalizacija je provedena metodom difuzije para vise¢e kapi, koju je uveo
Cutfield® te usavriio Xiao®. U eksperimentu su koristene Hampton Research VDX plode.

Eksperimentalni uvjeti koriSteni za kristalizaciju navedenih derivata inzulina navedeni
su u Dodatku (tablica 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 12).

Kristali su promatrani svjetlosnim mikroskopom Olympus SZX 12 i snimljeni
digitalnim fotoaparatom Olympus C-4040 ZOOM.

Preliminarno sakupljanje difrakcijskih podataka izvrSeno je na instrumentu Oxford
diffraction Xcalibur 3 s CCD detektorom s bakrenom anodom (Cu-Ka zraenje) u struji
dusika pri 100 K. Podaci pri ve¢em razlu¢enju su zatim snimljeni u sinkrotronu Elettra u

Trstu.

3.1.1. Priprema otopina precipitantnih reagensa

a) Priprema 0,15 mol dm"2 otopine (CH3CO0),Zn - 2H,0

Odvagano je 1,65 g cinkovog(ll) acetata dihidrata (molarna masa 219,51 g mol™) i

nadopunjeno do 50 mL s destiliranom vodom.
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b) Priprema 0,15 mol dm2 otopine (CH3COOQ),Co - 4H,0
Odvagano je 3,74 g kobaltovog(ll) acetata tetrahidrata (molarna masa 249,08 g mol™) i

nadopunjeno do 50 mL s destiliranom vodom.

¢) Priprema 0,15 mol dm® otopine Ni(NQs), - 6H,0

Odvagano je 2,18 g niklovog(ll) nitrata heksahidrata (molarna masa 290,81 g mol™) i

nadopunjeno do 50 mL s destiliranom vodom.

d) Priprema 0,15 mol dm"® otopine MnSQ, - H,O

Odvagano je 1,27 g manganovog(ll) sulfata monohidrata (molarna masa 169,02 g mol™) i

nadopunjeno do 50 mL s destiliranom vodom.

e) Priprema 0,15 mol dm 2 otopine (CH3CO0),Cu - H,0
Odvagano je 1,49 g bakrovog(ll) acetata monohidrata (molarna masa 199,65 g mol™) i

nadopunjeno do 50 mL s destiliranom vodom.

f) Priprema 0,15 mol dm2 otopine (NH4)sM0;054 - 4H,0
Odvagano je 9,27 g amonijevog heptamolibdata tetrahidrata (molarna masa 1235,86 g mol™) i

nadopunjeno do 50 mL s destiliranom vodom.

g) Priprema 0,15 mol dm > otopine VOSO,

Odvagano je 1,22 g vanadilovog sulfata (molarna masa 163,01 g mol™) i nadopunjeno do 50

mL s destiliranom vodom.

h) Priprema 5 mol dm 2 otopine NaCl

Odvagano je 14,61 g natrijevog klorida (molarna masa 58,44 g mol™) i nadopunjeno do 50

mL s destiliranom vodom.

i) Priprema 5 mol dm® otopine Nal

Odvagano je 18,73 g natrijevog jodida (molarna masa 149,89 g mol™) i nadopunjeno do 25

mL s destiliranom vodom.
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3.1.2. Priprema otopine pufera

Odvagano je 11,76 g natrijeva citrata dihidrata (Na3CgHsO; - 2H,0, molarna masa 293,97 g
mol ™) i nadopunjeno do 40 mL s destiliranom vodom &ime je dobivena otopina koncentracije
1 mol dm™. Za podesavanje pH-vrijednosti na 6,4 koristena je vodena otopina limunske
kiseline (C¢HgO3 - H,O, molarna masa 210,14 g mol™) koncentracije 1 mol dm>. Vodena
otopina limunske kiseline priredena je vaganjem 10,51 g C¢HgO3 - H,O i nadopunjivanjem do

50 mL s destiliranom vodom. Pomoc¢u pH metra podesen je pH otopine na 6,4.

3.1.3. Priprema otopine proteina

Budu¢i da ni ljudski ni govedi inzulin nisu dobro topljivi u vodi, priredene su otopine u
razrijedenim kiselinama. Za kristalizaciju klor-derivata inzulina oba proteina su otopljena u
0,02 mol dm™ otopini klorovodi¢ne kiseline do koncentracije od 3,00 mg cm 2 (3,00 mg
inzulina otopljeno je u 1 cm® 0,02 mol dm2 otopini HCI), odnosno do koncentracije od 7,50
mg cm® (7,50 mg inzulina otopljeno je u 1 cm® 0,02 mol dm™3 otopini HCI).

Za kristalizaciju jod-derivata inzulina, ljudski protein je otopljen u 0,02 mol dm
otopini jodovodiéne kiseline do koncentracije od 3,00 mg cm 2 (3,00 mg inzulina otopljeno je
u 1 cm® 0,02 mol dm™ otopini HI), odnosno do koncentracije od 7,50 mg cm™ (7,50 mg

inzulina otopljeno je u 1 cm® 0,02 mol dm™ otopini HI).
3.1.4. Metoda kristalizacije

Kristali klor-, jod- i nehalogenih derivata govedeg i ljudskog inzulina dobiveni su metodom
difuzije para visece kapi pomoc¢u Hampton Research VDX ploca (slika 19). Svaka ploca
sastojala se od 24 spremnika (4 reda x 6 stupaca). Dimenzije pojedinog spremnika iznosile su
15,0 x 10,6 x 2,2 cm.

Nakon priredivanja potrebnih otopina proteina, uslijedilo je ispunjavanje svakog
spremnika na Hampton Research VDX ploci s 1 cm® precipitantne otopine. Precipitantna
otopina se sastojala od 100 mm?® pufera (1 mol dm™ otopina natrijeva citrata podeSena na
vrijednost pH od 6,4 s 1 mol dm™ otopinom limunske kiseline), 100 mm? acetona, te
variraju¢ih volumena 5 mol dm™2 otopina natrijevog klorida (za klor-derivat) ili natrijevog

jodida (za jod-derivat) i 0,15 mol dm™ otopine odredene soli (cinkovog acetata dihidrata,
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kobaltovog(ll) acetata tetrahidrata, niklovog(ll) nitrata heksahidrata, manganovog(ll) sulfata
monohidrata, bakrovog(ll) acetata monohidrata, amonijevog heptamolibdata tetrahidrata ili

vanadilovog sulfata). Do 1 cm® spremnik je nadopunjen redestiliranom vodom.

Slika 19. Prikaz Hampton Research VDX ploca.

Eksperimentalni uvjeti Koristeni za kristalizaciju klor- i jod-derivata inzulina se nalaze u
tablicama u Dodatku.

Nakon §to su svi spremnici na plo&i ispunjeni 1 cm® precipitantnom otopinom,
potrebno je nanijeti malu koli¢inu otopine proteina u obliku kapi (volumena 1 ili 1,5 mm®) i
na tu kap se nanosi precipitantna otopina istog volumena pomocu mikropipete na
silikonizirano pokrovno stakalce. Stakalce s kapima je potrebno oprezno preokrenuti i staviti
na nosace pojedinog spremnika, tako da kapi vise iznad spremnika. Kada se sva stakalca

postave na spremnike, plo¢a se zatvara posebnom prozirnom ljepljivom trakom (slika 20).

Slika 20. Prozirna ljepljiva traka koja sluZi za zatvaranje Hampton Research VDX ploca.
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Ploce su drzane u mraku, na temperaturi od 20 °C. Kristali po¢inju nastajati ve¢ nakon 3 do 5
dana, te mogu nastajati ¢ak i do 6 mjeseci nakon postavljene kristalizacije. Nakon §to su
kristali nastali, promatrani su svjetlosnim mikroskopom i snimljeni digitalnim fotoaparatom
(slike se nalaze u Dodatku).

Budu¢i da se u kapi i spremniku nalaze razli¢ite koncentracije otopina precipitata,
dolazi do isparavanja vode u spremnik. To dovodi do povecanja koncentracije proteina, ¢ime
zapocinje kristalizacija. Do uspjeSne kristalizacije nije lako do¢i, pa je potrebno varirati
razliite uvjete (temperaturu, koncentraciju precipitantnih reagensa, koncentraciju proteina i

veli¢inu kapi), $to uvjetuje veliku koli¢inu ponavljanja eksperimenta.

3.2. Sakupljanje podataka metodom difrakcije rentgenskog zracenja na

monokristalu

Svako nastajanje kristala ne mora nuzno znaciti da su ti kristali pogodni za snimanje metodom
difrakcije rentgenskih zraka. Naime, da bi se moglo odrediti u kojem sustavu kristalizira
odredeni protein, potrebno je dobiti monokristale odgovaraju¢e kvalitete. Kada su takvi
kristali dobiveni, vrsi se eksperiment difrakcijskog zracen;j a*

Pokrovno stakalce sa zeljenim kristalom se uzima pincetom i okrene, te stavlja pod
mikroskop. Kristal se iz kapi zahvati najlonskom om¢om (promjera od 0,05 do 1 mm), koja se
nalazi na metalnom magnetskom nosacu, i ostaje unutar omce zbog povrSinske napetosti

(slika 21).

Slika 21. Kristal uspjesno uhvacen u najlonsku oméu.
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Odabrani kristal se zatim iz kapi u kojoj se nalazio, prenosi u otopinu krioprotektanta (70 %
maticnice i 30 % glicerol) gdje ga ostavimo na par minuta da bi se provjerilo da nije doslo do
promjena na samom Kristalu. Kristal je nuzno prije samog snimanja na kratko drzati u otopini
krioprotektanta jer se snimanje odvija na 100 K, Sto lako moze narusiti strukturu kristala
buduéi da kristal proteina sadrzi velik broj molekula vode.

Zatim se kristal opet zahvati najlonskom om¢om i postavlja na goniometarsku glavu
rentgenskog difraktometra (slika 22) gdje se naglo hladi u parama dusika pri temperaturi od

100 K.

Slika 22. Postavljanje kristala na goniometrijsku glavu rentgenskog difraktometra.

Eksperiment difrakcije rentgenskog zraCenja proveden je na sljede¢im kristalima:
cinkovog(ll) klor-derivata, cinkovog(ll) jod-derivata i kobaltovog(ll) klor-derivata ljudskog
inzulina.

Kristali su snimljeni u sinkrotronu Elettra (slika 23) u Trstu (zracenje valne duljine 1,0
A). Dobiveni podaci su obradeni pomoéu programskog paketa MOSFLM® te su odredeni

parametri jedini¢ne ¢elije za svaki kristal.

Slika 23. Multidisciplinarni sinkrotronski laboratorij Elettra u Trstu.
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§ p

§4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Uvjeti kristalizacije

Svaki protein je jedinstven, stoga se parametri pogodni za kristalizaciju odreduju posebno za
svaki protein. Tako se i u ovom sluc¢aju mijenjanjem razli¢itih kristalizacijskih uvjeta doslo do
pogodnih jedini¢nih kristala halogenidnih i nehalogenidnih derivata govedeg i ljudskog
inzulina. U Dodatku se nalaze tablice u kojima su navedeni eksperimentalni uvjeti kod kojih
je doslo do kristalizacije.

Optimalni uvjeti za kristalizaciju cinkovog(ll) klor-derivata govedeg i ljudskog
inzulina su sljededi (tablica 2): mnozinska koncentracija natrijevog klorida za govedi derivat
inzulina izmedu 1,25 i 2,00 mol dm3, odnosno za ljudski derivat inzulina izmedu 0,75 i 2,00
mol dm 3, te koncentracija cinkovog(ll) acetata dihidrata izmedu 0,022 i 0,045 mol dm za
oba derivata. Precipitantna otopina se sastojala od 100 mm?® pufera, 100 mm?® acetona te od
rastu¢ih volumena otopina cinkova acetata dihidrata i natrijeva klorida ¢ime je varirana
njihova koncentracija u mati¢nici. Na taj nacin se ispitao utjecaj koncentracije proteina 1 soli
(natrijevog klorida i cinkovog(ll) acetata dihidrata) na kristalizaciju. Pocetna koncentracija
proteina bila je 3,00 mg cm™, a protein je bio otopljen u 0,02 mol dm™ otopini klorovodi¢ne
kiseline.

Kod nizih koncentracija obaju soli, nije doslo do nastanka kristala ili je nastalo puno
sitnih kristali¢a koji su €inili talog u kapima. Moze se primjetiti iz rezultata da je ljudski klor-
derivat inzulina kristalizirao i pri nizim koncentracijama natrijevog klorida, dok govedi klor-
derivat nije.

Za dobivanje kristala cinkova(ll) jod-derivata ljudskog inzulina, optimalni uvjeti su
(tablica 2): mnozinska koncentracija natrijevog jodida izmedu 0,60 i 1,05 mol dm™ i
mnozinska koncentracija cinkovog(ll) acetata dihidrata od 0,022 mol dm~3. Precipitantna
otopina se sastojala od 100 mm? pufera, 100 mm?® acetona, te od stalnih volumena otopine
cinkova(ll) acetata dihidrata i rastu¢ih volumena otopina natrijeva jodida. Na taj nacin se
ispitao utjecaj koncentracije proteina i soli (natrijevog jodida) na kristalizaciju. Pocetna
koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm3, odnosno 7,50 mg cm™ a protein je bio otopljen u
0,02 mol dm™ otopini jodovodi¢ne kiseline. Porastom koncentracije natrijeva jodida,
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nastajalo je sve vise kristala, ali su pri najve¢im ispitanim koncentracijama vec¢inom bili srasli
ili napukli. Uzrok tome je vjerojatno prevelika brzina rasta kristala.

Za kristalizaciju kobaltova(ll) klor-derivata ljudskog inzulina su optimalni uvjeti
sljede¢i (tablica 2): mnozinska koncentracija natrijevog klorida izmedu 1,00 i 2,00 mol dm 3,
te kobaltovog(ll) acetata tetrahidrata izmedu 0,022 i 0,045 mol dm>. Mati¢nica se sastojala
od 100 mm?® pufera, 100 mm?® acetona, te od sve manjih volumena otopine kobaltova(ll)
acetata tetrahidrata i rastu¢ih volumena otopina natrijeva klorida. Na taj naéin se ispitao
utjecaj koncentracije proteina i soli (natrijevog klorida i kobaltovog(ll) acetata tetrahidrata) na
kristalizaciju. Pocetna koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm>, odnosno 7,50 mg cm ™ a
protein je bio otopljen u 0,02 mol dm™ otopini klorovodiéne kiseline.

Vise puta su se nastojali dobiti kristali kobaltovog(Il) klor-derivata ljudskog inzulina.
U ovom radu su navedeni kristalizacijski uvjeti na dvije plo€e (tablica 8 i 10 u Dodatku) u
kojima su nastali navedeni kristali. Naime, na plo¢i koja je stajala duze od pola godine,
zamijeCene su promjene boje precipitantne otopine i mati¢nice (od svijetlo ruzicaste do
ljubicaste) a kristali su bili ruziCaste boje, Sto je i snimljeno (slika 52, 53 i 54 u Dodatku).
Takve promjene u boji precipitantne otopine i mati¢nice su dokaz supstitucije iona cinka sa
ionom kobalta u kristalu inzulina®.

Za dobivanje kristala niklova(ll) klor-derivata ljudskog inzulina potrebni su ovi
uvjeti (tablica 2): mnoZinska koncentracija natrijevog klorida izmedu 1,50 i 2,00 mol dm™, te
niklovog(ll) nitrata heksahidrata izmedu 0,030 i 0,037 mol dm™. Precipitantna otopina se
sastojala od 100 mm® pufera, 100 mm? acetona, te od sve manjih volumena otopine
niklovog(Il) nitrata heksahidrata i rastu¢ih volumena otopina natrijeva klorida. Na taj nacin se
ispitao utjecaj koncentracije proteina i soli (natrijevog klorida i niklovog(ll) nitrata
heksahidrata) na kristalizaciju. PoGetna koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm>, odnosno
7,50 mg cm ™ a protein je bio otopljen u 0,02 mol dm™ otopini klorovodi¢ne kiseline.

Odgovarajuc¢i monokristali su nastali pri viSim koncentracijama natrijevog klorida, dok
pri manjim koncentracijama nije nastalo niSta ili puno malih kristali¢a koji su tvorili talog. U
uvjetima navedenima u tablici 2 nastaju kristali pogodni za eksperiment difrakcije. Ti kristali

su zadovoljavajuce veli€ine, te nisu napukli ili srasli.

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

31

Tablica 2. Prikaz optimalnih uvjeta za kristalizaciju cinkovog(ll) klor-derivata govedeg i

ljudskog inzulina, te cinkovog(Il) jod-, kobaltovog(ll) klor-, niklovog(ll) klor-derivata

ljudskog inzulina.

DERIVAT INZULINA
GOVEDI LJUDSKI
cinkov(Il) cinkov(Il) cinkov(ll) kobaltov(Il) niklov (1)
klor-derivat klor-derivat jod-derivat klor-derivat klor-derivat
¢(NaCly / mol dm™ 1,25-2,00 0,75-2,00 - 1,00 -2,00 1,50-2,00
c(Nal) / mol dm™ - - 0,60 - 1,05 - -
¢(Zn(CH,CO0),2H,0)
/' mol dm 0,022 - 0,045 | 0,022 - 0,045 0,022 - -
¢(Co(CH;C00),-4H,0)
/ol dm3 - - - 0,022 - 0,045 -
c(Ni(NO3),-6H,0) /
mol dm™ } - - - 0,030 - 0,037
c(pufer, CeHsNazO5 -
2H,0) / mol dm"® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
pH (pufer,
CoHsNa:0,-2H,0) 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4
V (10% aceton) / mm’ 100 100 100 100 100
y (inzulin) / mg cm * 3,00 3,00 3000750 | 3,00i750 3,00 7,50
t/°C 20 20 20 20 20

Kristali manganovog(ll) klor-, bakrovog(ll) klor- i vanadijevog(lV) derivata ljudskog
inzulina su dobiveni samo u jednom spremniku odgovarajuce ploce.

Zanimljivo je da je dobiveni kristal manganovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina
bio iznimno velik i pravilan (slika 58 u Dodatku), te da je bio jedini kristal na svojoj ploci.
Njegovi kristalizacijski uvjeti su bili (tablica 3): mnoZzinska koncentracija natrijevog klorida
od 1,50 mol dm3, te mnozinska koncentracija manganovog(Il) sulfata monohidrata od 0,022
mol dm=. Na taj nacin se ispitao utjecaj koncentracije proteina i soli (natrijevog klorida i
niklovog(Il) nitrata heksahidrata) na kristalizaciju. Pocetna koncentracija proteina bila je 3,00
mg cm >, a protein je bio otopljen u 0,02 mol dm™ otopini klorovodicne kiseline.

Kod kristalizacije bakrovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina, nije nastalo nista ili je

nastajalo jako puno sitnih kristali¢a. Tek u jednom spremniku su primjeceni, doduse manji, ali
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pravilni kristali koji su se ¢inili pogodnim za drugi dio eksperimenta (slika 59 u Dodatku).
Kristalizacijski uvjeti tog spremnika su bili (tablica 3): mnozinska koncentracija natrijevog
klorida od 1,50 mol dm 3, te mnoZinska koncentracija bakrovog(Il) acetata monohidrata od
0,037 mol dm>. Pogetna koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm 3, a protein je bio otopljen
u 0,02 mol dm™ otopini klorovodi¢ne Kiseline.

Pokusavalo se takoder dobiti kristale vanadijevog(lV) i vanadijevog(lV) klor-derivata.
Medutim, samo su dobiveni kristali vanadijevog(IV) derivata ljudskog inzulina i to samo u
jednom spremniku na ploci. Ostali spremnici ili nisu sadrzavali nista ili su imali puno malih
kristali¢a. Kristalizacijski uvjeti pri kojima su dobiveni manji kristali i glatkih rubova (slika
70 u Dodatku) su (tablica 3) mnozinska koncentracija vanadilovog(IV) sulfata od 0,015 mol
dm. Podetna koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm™, a protein je bio otopljen u 0,02 mol
dm otopini klorovodi¢ne kiseline.

Optimalni uvjeti za dobivanje kristala molibdenovog(V1) derivata ljudskog inzulina
bili su sljedeci (tablica 3): mnozinska koncentracija amonijevog heptamolibdata tetrahidrata
izmedu 0,030 1 0,048 mol dm~3. Pogetna koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm ™, odnosno
7,50 mg cm, a protein je bio otopljen u 0,02 mol dm™ otopini klorovodicne kiseline.
Povoljni kristalizacijski uvjeti za dobivanje kristala molibdenovog(VI) klor-derivata ljudskog
inzulina (tablica 3) razlikuju se od uvjeta za dobivanje kristala molibdenovog(VI) derivata
ljudskog inzulina jedino u tome $to je optimalna mnoZzinska koncentracija amonijevog
heptamolibdata tetrahidrata bila izmedu 0,022 i 0,045 mol dm=3, te u tome 3to je u
precipitantnu otopinu dodana otopina 5 mol dm™ natrijevog klorida &ija je optimalna
mnozinska koncentracija za kristalizaciju iznosila izmedu 1,00 i 2,00 mol dm~3. Pocetna
koncentracija proteina bila je 3,00 mg cm ™, odnosno 7,50 mg cm > a protein je bio otopljen u
0,02 mol dm™3 otopini klorovodi¢ne kiseline.

Primjeceno je da je puno vise kristala molibdenovog(VI) derivata nastalo pri veéim
nego pri manjim koncentracijama amonijevog heptamolibdata tetrahidrata, dok su skoro u
veéini spremnika na odgovarajucoj plo¢i dobiveni Kristali molibdenovog(VI) klor-derivata
ljudskog inzulina (slika 65, 66, 67, 68 i 69 u Dodatku).

Uvijeti za nastanak kristala povoljnih za eksperiment difrakcije se nalaze u tablici na

1ducoj stranici.
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Tablica 3. Prikaz optimalnih uvjeta za kristalizaciju manganovog(I1) klor-, bakrovog(ll)

klor-, vanadijevog(lV), molibdenovog(VI) i

inzulina.

molibdenovog(VI) klor-derivata ljudskog

DERIVAT LJUDSKOG INZULINA

vanadijev ) )
manganov(ll) | bakrov(ll) (V) molibdenov(VI) | molibdenov(VI)
klor-derivat | klor-derivat ) derivat klor-derivat
derivate
c(NaCl) / mol dm’*® 1,50 1,50 i i 1,00 - 2,00
C(MnSO4‘H20) /
mol dm™ 0,022 ) i i i
C(CU(CHgCOO)QHQO)
/ mol dm™ i 0,037 i i i
C((NH4)5M07024‘
4H,0) / mol am - - - 0,030 - 0,048 0,022 - 0,045
2
c(VOSO,) /
mol dm™3 i ) 0,015 i i
c(pufer, CsHsNazO; -
2H,0) / mol dm”® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
2
pH (pufer,
CoHsNa;0,2H,0) 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4
V (10% aceton) / mm?® 100 100 100 100 100
y (inzulin) / mg cm™ 3,00 3,00 3,00 3,00 7,50 3,00 7,50
t/°C 20 20 20 20 20

4.2. Difrakcijska mjerenja

Eksperiment difrakcije rentgenskih zraka na monokristalima cinkovog(ll) klor- derivata i

kobaltovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina proveden je na sinkrotronu Elettra u Trstu, na

linijji XRD1 s 2M Pilatus detektorom. Na Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu je proveden

eksperiment difrakcije rentgenskih zraka na monokristalu cinkovog(ll) jodo-derivata ljudskog

inzulina pomo¢u Oxford Diffraction Xcalibur 3 difraktometra s CCD detektorom, s Cu-K,

zraCenjem (slika 24).
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Slika 24. Oxford Diffraction Xcalibur 3 difraktometar.

Dobiveni podaci su obradeni pomocéu kompjutorskog programskog paketa MOSFLM® i tako

su odredeni parametri jedini¢ne Celije 1 kristalni sustav gore navedenih derivata ljudskog

inzulina (tablica 4).

Tablica 4. Rezultati mjerenja dobiveni difrakcijom rentgenskih zraka na Kkristalima

cinkovog(Il) klor-derivata, cinkovog (1) jod-derivata i kobaltovog(ll) klor-derivata ljudskog

inzulina.
LJUDSKI DERIVAT INZULINA
cinkov(ll) klor- cinkov(Il) jod- kobaltov(ll)
derivat derivat klor-derivat
KRISTALNI SUSTAV trigonski Trigonski trigonski
R3 R3 R3
PROSTORNA GRUPA (heksagonska (heksagonska (heksagonska
reSetka) reSetka) reSetka)
TEMPERATURA / K 100 100 100
VALNA DULJINA / A 1,00 1,00 1,00
NAJVECA REZOLUCIJA / A 1,41 1,22 1,22
a=b=79,79 a=b=79,60 a=hb=4593
PARAMETRI JEDINICNE c=36,78 c=237,28 c=116,98
CELIJE / A a=p=90° a=p=90° a=p=90°
y=120° y=120° y=120°
BROJ REFLEKSA 16481 22138 26625
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4.3. Struktura cinkovog(ll) klor-, cinkovog(l1) jod-, kobaltovog(ll) i
kobaltovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina

Cinkov(I1) klor-derivat ljudskog inzulina pripada 4Zn tipu (TsRs tipu), kristalizira u
trigonskom sustavu, u prostornoj grupi R3. Jedini¢na ¢elija mu sadri Sest heksamera T3Rs'
koji posjeduju kristalografsku os simetrije treCeg reda, a svaki heksamer sadrzi Cetiri iona
cinka. Asimetri¢na jedinica se sastoji od jednog TR' dimera (lanci A, B, C, D) koji se sastoji
od dva razli¢ita monomera. Upravo je TR struktura ljudskog inzulina prva rijeSena struktura
proteina metodom difrakcije rentgenskog zradenja na polikristalnom uzorku*. Medutim, u
ovom sluc¢aju nije doslo do dvostrukog produljenja (produljenje osi C), kao Sto inace dolazi
kod ovog derivata inzulina pri temperaturi od 100 K.

T3Rs" heksamer sadrzi Setiri cinkova iona. Jedan cinkov ion je smjesten na osi treceg
reda 1 oktaedarski je koordiniran sa tri atoma duSika iz HisB10 / HisF10, te s tri kisikova
atoma iz tri molekule vode (slika 25) ili tetraedarski s tri duSikova atoma iz HisB10 / HisF10,
te klorovim ionom. Naime, kod ovakve dualne koordinacije vjerojatnost za oktaedarsku ili
tetraedarsku koordinaciju iznosi 50%.%? Ostala tri cinkova iona su tetraedarski koordinirana s
dva iona klora i dva dusikova atoma iz HisD5 / HisH5 (slika 25).

Slika 25. Prikaz oktaedarske i tetraedarske koordinacije cinkovih iona u T3R5 heksameru
cinkovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina. Cinkovi ioni su prikazani kao sivi,

molekule vode kao crveni i ioni klora kao zeleni kruziéi.
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Cinkov(Il) jod-derivat ljudskog inzulina pripada 2Zn tipu, medutim T3R3 tipu koji je inace
atipi¢an za 2Zn tip. Cinkovi ioni na trigiri takoder imaju dualnu koordinaciju: oktaedarski su
koordinirani s tri dusikova atoma iz tri HisB10 / HisD10 i tri kisikova atoma iz tri molekule
vode (slika 26a) ili tetraedarski s tri duSikova atoma iz tri HisB10 / HisD10 i s jodidnim

ionom (slika 26b). I ovdje je zastupljenost obje koordinacije podjednaka.

Slika 26. Prikazi dualne koordinacije cinkovih iona u Tg heksameru cinkovog(ll) jodo-derivata
ljudskog inzulina:
a) Oktaedarska koordinacija cinkovog iona;

b) Tetraedarska koordinacija cinkovog iona.

Kobaltov(I1) derivat ljudskog inzulina pripada 2Zn tipu (T tipu)®, te mu se u jedini¢noj
¢eliji nalaze tri heksamera. Asimetri¢na jedinica sadrZi jedan dimer, T, (lanci A, B, C i D),
koji se sastoji od dva identiéna monomera. Svaki heksamer se sastoji od dva iona kobalta koji
su oktaedarski koordinirani s tri dusikova atoma iz tri HisB10 / HisD10 i s tri kisikova atoma
iz tri molekule vode.

U ovom radu dobiveni su drugadiji parametri jedini¢ne Celije za kobaltov(ll) klor-
derivat ljudskog inzulina (tablica 4). lako je struktura kobaltovog(ll) klor-derivata ista kao i
ona kobaltovog(Il) derivata, njegovo pakiranje u jedinicnu celiju se razlikuje (slika 27a).

Klorovi ioni su izazvali drugacije pakiranje, ali ne i promjenu koordinacije kobaltovog iona.
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Slika 27. a) Dijagram pakiranja kobaltovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina (gledano duz c 0s).

b) Dijagram pakiranja kobaltovog(II) derivata svinjskog inzulina (gledano duz c 0s).
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§ 5. ZAKLJUCAK

Pomoé¢u metode difuzije para u viseéoj kapi pri temperaturi od 20 °C nakon nekoliko dana
dobiveni su sljedeci pravilni monokristali: cinkov(ll) klor-derivat govedeg i ljudskog inzulina,
te cinkov(ll) jod-, kobaltov(ll) klor-, niklov(Il) Kklor-, manganov(ll) klor-, bakrov(Il) Klor-,
vanadijev(1V), molibdenov(V1) i molibdenov(VI) klor-derivat ljudskog inzulina.

Kruti uzorak govedeg i ljudskog inzulina otopljen je u 0,02 mol dm™* otopini HCI za
klor-derivat, odnosno 0,02 mol dm™> otopini HI za ljudski jod-derivat, do koncentracije od
3,00 i 7,50 mg cm 3. Kristali su se stvarali iz kapi koje su sadrzavale otopinu inzulina i
precipitantnu otopinu. Precipitantna otopina se sastojala od pufera (1 mol dm™ vodena
otopina natrijevog citrata dihidrata s pH vrijedno$¢u podeSenom na 6,4), acetona, redestilirane
vode i otopina soli (za cinkove(ll) klor-derivat NaCl i (CH3COO),Zn - 2H,0, za cinkov(ll)
jod-derivat Nal i (CH3COO),Zn - 2H,0, za kobaltov(ll) klor-derivat NaCl i (CH3COOQ),Co -
4H,0, za niklov(I1) klor-derivat NaCl i Ni(NOs), - 6H,0, za manganov(ll) klor-derivat NaCl i
MnSO, - H,0, za bakrov(Il) klor-derivat NaCl i (CH3COO),Cu - H,0, za vanadijev(IV)
derivat VOSOy, i za molibdenove(V1) derivate (NH4)sM070,4 - 4H,0 sa ili bez dodatka NaCl).

Mnozinska koncentracija (CH3COO),Zn - 2H,O pri kojoj su dobiveni pravilni
monokristali cinkovog(ll) klor-derivata govedeg i ljudskog inzulina bila je izmedu 0,022 i
0,045 mol dm™. Ova dva derivata su se razlikovala po koncentracijama natrijevog klorida
potrebnih za dobivanje monokristala i to na sljede¢i nacin: za govedi derivat optimalne
koncentracije NaCl su bile izmedu 1,25 i 2,00 mol dm™, odnosno za ljudski derivat inzulina
izmedu 0,75 i 2,00 mol dm™. Po&etna koncentracija proteina otopljenog u vodenoj otopini
klorovodiéne kiseline koncentracije 0,02 mol dm ™ bila je 3,00 mg cm™.

Mnozinska koncentracija (CH3COO),Zn - 2H,O pri kojoj su dobiveni pravilni
monokristali cinkovog(ll) jod-derivata ljudskog inzulina bila je 0,022 mol dm>3, a
koncentracije natrijevog jodida su bile izmedu 0,60 i 1,05 mol dm>. Pocetna koncentracija
proteina otopljenog u vodenoj otopini jodovodiéne kiseline koncentracije 0,02 mol dm™ bila
je 3,00 mg cm i 7,50 mg cm>.

Mnozinska koncentracija (CH3COO),Co - 4H,O pri kojoj su dobiveni pravilni
monokristali kobaltovog(Il) klor-derivata ljudskog inzulina bila je izmedu 0,022 i 0,045 mol

-3

dm™, a koncentracije natrijevog klorida su bile izmedu 1,00 i 2,00 mol dm3. Podetna
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koncentracija proteina otopljenog u vodenoj otopini klorovodi¢ne kiseline koncentracije 0,02
mol dm2 bila je 3,00 mg cm i 7,50 mg cm .

Mnozinska koncentracija Ni(NOgz), - 6H,O pri kojoj su dobiveni pravilni monokristali
niklovog(ll) Kklor-derivata ljudskog inzulina bila je izmedu 0,030 i 0,037 mol dm>, a
koncentracije natrijevog klorida su bile izmedu 1,50 i 2,00 mol dm . Pogetna koncentracija
proteina otopljenog u vodenoj otopini klorovodiéne kiseline koncentracije 0,02 mol dm ™ bila
je 3,00 mg cm 27,50 mg cm 2.

Mnozinska koncentracija MnSO, - H,O pri kojoj je dobiven jedan pravilan
monokristal manganovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina bila je 0,022 mol dm>, a
koncentracija natrijevog klorida je bila 1,50 mol dm™. Pogetna koncentracija proteina
otopljenog u vodenoj otopini klorovodi¢ne kiseline koncentracije 0,02 mol dm bila je 3,00
mg cm 3,

Mnozinska koncentracija (CH3COO),Cu - H,O pri kojoj su dobiveni manji pravilni
monokristali bakrovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina bila je 0,037 mol dm>, a
koncentracija natrijevog klorida je bila 1,50 mol dm™. Pocetna koncentracija proteina
otopljenog u vodenoj otopini klorovodicne kiseline koncentracije 0,02 mol dm™ bila je 3,00
mg cm >,

Mnozinska koncentracija VOSO, pri kojoj su dobiveni manji pravilni monokristali
vanadijevog(IV) derivata ljudskog inzulina bila je 0,015 mol dm™. Pocetna koncentracija
proteina otopljenog u vodenoj otopini klorovodi¢ne kiseline koncentracije 0,02 mol dm™ bila
je 3,00 mgcm 3.

Mnozinska koncentracija (NH4)sM07024 - 4H,O pri kojoj su dobiveni pravilni
monokristali molibdenovog(V1) klor-derivata ljudskog inzulina bila je izmedu 0,022 i 0,045
mol dm, a koncentracije natrijevog klorida su bile izmedu 1,00 i 2,00 mol dm>. Pogetna
koncentracija proteina otopljenog u vodenoj otopini klorovodi¢ne kiseline koncentracije 0,02
mol dm™ bila je 3,00 mg cm™® i 7,50 mg cm™. Za dobivanje pravilnih monokristala
molibdenovog(VI) derivata ljudskog inzulina mnozinska koncentracija (NHz)sM070,4 - 4H,0
bila je izmedu 0,030 i 0,048 mol dm3, a po&etna koncentracija proteina otopljenog u vodenoj
otopini klorovodicne kiseline koncentracije 0,02 mol dm iznosila je 3,00 mg cm~ i 7,50 mg
cm,

Dobiveni jedini¢ni kristali cinkovog(II) klor-, cinkovog(Il) jod- i kobaltovog(ll) klor-
derivata ljudskog inzulina su bili pogodni za prikupljanje difrakcijskih podataka. Eksperiment
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difrakcije rentgenskih zraka na monokristalima cinkovog(ll) klor-derivata i kobaltovog(ll)
klor-derivata ljudskog inzulina proveden je na sinkrotronu Elettra u Trstu, na liniji XRD1 s
2M Pilatus detektorom.

Na Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu je proveden eksperiment difrakcije
rentgenskih zraka na monokristalu cinkovog(ll) jod-derivata ljudskog inzulina pomodéu
Oxford Diffraction Xcalibur 3 difraktometra s CCD detektorom, s Cu-K, zracenjem.

Cinkov(Il) klor-, cinkov(ll) jod- i kobaltov(Il) klor-derivat ljudskog inzulina
kristaliziraju u trigonskom sustavu, u prostornoj grupi R3. Cinkov(ll) Kklor-derivat ima
sljedeée parametre jedini¢ne ¢elije: a=b=79,79 A, c=36,78 A, a = f=90° y =120° a vrlo
sliéne ima i cinkov(II) jod-derivat: a=b = 79,60 A, c =3728 A, a = p = 90° y = 120°. Dok
kobaltov(l1) klor-derivat ima neocekivano drugacije parametre jedini¢ne ¢éelije: a = b = 45,93
A, c=116,98 A, o= =90° y=120°

Cinkov(ll) klor-derivat ljudskog inzulina pripada 4Zn tipu (TsRs  tipu). Jedini¢na
¢elija mu sadrzi Sest heksamera T3R3f, a svaki heksamer sadrzi Cetiri iona cinka. Jedan cinkov
ion je smjeSten na osi tre¢eg reda 1 oktaedarski je koordiniran sa tri atoma dusika iz HisB10 /
HisF10, te s tri kisikova atoma iz tri molekule vode ili tetraedarski s tri duSikova atoma iz
HisB10 / HisF10 (dualna koordinacija), te klorovim ionom. Ostala tri cinkova iona su
tetraedarski koordinirana s dva iona klora i1 dva duSikova atoma iz HisD5 / HisHS.

Cinkov(Il) jod-derivat ljudskog inzulina pripada 2Zn tipu, te neocekivano T3Rj3 tipu.
Cinkovi ioni na trigiri takoder imaju dualnu koordinaciju: oktaedarski su koordinirani s tri
dusikova atoma iz tri HisB10 / HisD10 i tri kisikova atoma iz tri molekule vode ili
tetraedarski s tri duSikova atoma iz tri HisB10 / HisD10 1 s jodidnim ionom.

Kobaltov(ll) derivat ljudskog inzulina pripada 2Zn tipu (Te tipu), te mu se u jedini¢noj
¢eliji nalaze tri heksamera. Svaki heksamer se sastoji od dva iona kobalta koji su oktaedarski
koordinirani s tri dusikova atoma iz tri HisB10 / HisD10 i s tri kisikova atoma iz tri molekule
vode. lako je struktura kobaltovog(ll) klor-derivata ista kao i ona kobaltovog(ll) derivata,
njegovo pakiranje u jedinicnu Celiju se razlikuje. Klorovi ioni su izazvali drugacije pakiranje,

ali ne i promjenu koordinacije kobaltovog iona.
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§ 7. Dodatak XV

§7. DODATAK

Dodatak sadrzi eksperimentalne uvjete koriStene za uspjesnu kristalizaciju derivata inzulina
metodom difuzije para u vise¢oj kapi.

Svaka kucica tablice predstavlja jedan spremnik Hampton Research VDX ploce.
Ukupni volumen precipitantne otopine u svakom spremniku Hampton Research VDX ploce
iznosio je 1 cm®. Sve vrijednosti u tablicama su izraZene u mm?®,

Kristali su promatrani pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus SZX 12) i snimani

pomocu digitalnog fotoaparata (Olympus C-4040 ZOOM).
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Tablica 5. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije cinkovog(ll) klor-derivata govedeg inzulina
(20.10.2009.) metodom difuzije para u vise¢oj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetna masena koncentracija govedeg inzulina iznosila je 3,00 mg cm™, te je bio otopljen u
0,02 mol dm™ otopini HCI. Na pokrovna stakalca su nano$ene otopine proteina u obliku kapi

(gore: 1 i dolje: 1,5 mm®) koje su pomijesane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

1

2

3

4

5

6

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?®
(CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C0O0),Zn
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm°®NaCl | 300 mm°®NaCl | 350 mm°NaCl | 400 mm® NaCl
500 mm® voda 450 mm® voda 400 mm® voda 350 mm® voda 300 mm® voda 250 mm® voda
g: puno sitnih g: nista g: veliki srasli, g: veliki, srasli g: dva velika, g: veliki,

d: puno sitnih d: puno sitnih nepravilan d: veliki, pravilna nepravilan
d: slika 28 pravilan d: veliki, d: slika 29
nepravilan

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm?®
(CHAC00),Zn
2H,0
150 mm?® NaCl
450 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm?®
(CHsC00),Zn
2H,0
200 mm® NaCl
400 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm®
(CH5C00),Zn
2H,0
250 mm® NaCl
350 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm®
(CH5C00),Zn
2H,0
300 mm® NaCl
300 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm®
(CHAC00),Zn
2H,0
350 mm® NaCl
250 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm?®
(CHAC00),Zn
2H,0
400 mm® NaCl
200 mm?® voda

g: puno sitnih
d: nista

g: slika 30
d: nista

g: veliki,
pravilan
d: nista

g: nista
d: slika 31

g: mali, srasli
d: nista

g: veliki,

pravilan

d: veliki,
nepravilan

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsCO0),Zn
2H,0
150 mm® NaCl
400 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsCO0),Zn
2H,0
200 mm® NaCl
350 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsCO0),Zn
2H,0
250 mm® NaCl
300 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsC00),Zn
2H,0
300 mm® NaCl
250 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CH,COO0),Zn
2H,0
350 mm® NaCl
200 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CH,COO0),Zn
2H,0
400 mm?® NaCl
150 mm® voda

g: nista
d: puno sitnih

g: puno sitnih
d: puno sitnih

g: puno sitnih
d: puno sitnih

g: veliki,
pravilan i tri
mala nepravilna
d: dva mala,
pravilna

g: slika 32
d: slika 33

g: velik, pravilan
d: dva velika,
pravilna

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

300 mm?® 300 mm? 300 mm?® 300 mm?® 300 mm?® 300 mm?
(CH4CO0),Zn | (CHZCO0),Zn | (CH;CO0),Zn | (CHLCOO0),Zn | (CH3COO),Zn | (CH,COO),Zn
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm°®NaCl | 300 mm°NaCl | 350 mm°NaCl | 400 mm® NaCl
350 mm® voda 300 mm® voda 250 mm® voda 200 mm® voda 150 mm® voda 100 mm® voda
g: nista g: puno sitnih g: velik, g: velik, srasli g: veliki, g: dva velika,

d: nista d: slika 34 pravilan d: slika 35 pravilan srasla

d: velik, d: veliki, d: Cetiri velika,

nepravilan nepravilan nepravilna
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Slika 28. Slika 29.

Slika 30. Slika 31.

Slika 32. Slika 33.

Slika 34. Slika 35.
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Tablica 6. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije cinkovog(Il) klor-derivata ljudskog inzulina
(8.02.2010.) metodom difuzije para u vise¢oj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetna masena koncentracija ljudskog inzulina iznosila je 3,00 mg cm™3, te je bio otopljen u
0,02 mol dm™ otopini HCI. Na pokrovna stakalca su nano$ene otopine proteina u obliku kapi

(gore: 1 i dolje: 1,5 mm®) koje su pomijesane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

1

2

3

4

5

6

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?®
(CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C00),Zn (CH3C0O0),Zn
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 350 mm® NaCl 400 mm?® NaCl
500 mm® voda 450 mm® voda 400 mm® voda 350 mm® voda 300 mm® voda 250 mm® voda

g: nista g: nista g: puno malih g: nista g: puno malih g: puno malih

d: nista d: nista d: slika 36 d: nista d: puno malih d: dva velika,

srasla

100 mm? pufer
100 mm? aceton
200 mm?®
(CHsC00),Zn
2H,0
150 mm® NaCl
450 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
200 mm?®
(CHsC00),Zn
2H,0
200 mm® NaCl
400 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
200 mm®
(CHsC00),Zn
2H,0
250 mm® NaCl
350 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
200 mm®
(CHsC00),Zn
2H,0
300 mm® NaCl
300 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
200 mm®
(CH,COO0),Zn
2H,0
350 mm® NaCl
250 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
200 mm?®
(CH,COO0),Zn
2H,0
400 mm?® NaCl
200 mm?® voda

g: mali, pravilan
d: puno malih,
pravilnih

g: nista
d: slika 37

g: slika 38
d: veliki, srasli

g: mali, srasli
d: veliki, srasli

g: nista
d: nista

g: dva velika,
srasla

d: puno malih,
sraslih

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsCO0),Zn
150 mm® NaCl
400 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsCO0),Zn
200 mm® NaCl
350 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsCO0),Zn
250 mm® NaCl
300 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CHsC00),Zn
300 mm® NaCl
250 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CH,COO0),Zn
350 mm® NaCl
200 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(CH,COO0),Zn
400 mm?® NaCl
150 mm® voda

g: nista
d: nista

g: slika 39
d: slika 40

g: nista
d: nista

g: puno malih
d: puno malih

g: nista
d: nista

g: puno malih,
sraslih

d: puno velikih,
sraslih

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

300 mm® 300 mm® 300 mm® 300 mm® 300 mm® 300 mm®
(CH4CO0),Zn | (CHZCO0),Zn | (CH;CO0),Zn | (CHLCOO0),Zn | (CH3COO),Zn | (CH,COO),Zn
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 350 mm°NaCl | 400 mm® NaCl
350 mm?® voda 300 mm?® voda 250 mm?® voda 200 mm?® voda 150 mm® voda 100 mm?® voda
g: puno malih, g: puno malih g: puno malih g: puno malih, g: veliki, g: veliki,
pravilnih d: slika 41 d: slika 42 pravilnih pravilan pravilan
d: puno malih, d: veliki, d: slika 43 d: puno malih
sraslih nepravilan
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Slika 36. Slika 37.

Slika 38. Slika 39.

Slika 40. Slika 41.

Slika 42. Slika 43.
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Tablica 7. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije cinkovog(ll) jod-derivata ljudskog inzulina
(8.02.2010.) metodom difuzije para u viseéoj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetne koncentracije ljudskog inzulina od 3,00 mg cm >, odnosno 7,50 mg cm > su otopljene
u 0,02 mol dm otopini HI i u obliku kapi su nanoSene na pokrovna stakalca (gore: 1 mm®
3,00 mg cm™ otopine proteina i dolje: 1,5 mm® 7,50 mg cm™® otopine proteina), te su

pomijesane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

1

2

3

4

5

6

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm? pufer
100 mm? aceton

150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?®
(CH;CO0),Zn | (CH;CO0),Zn | (CH;COO),Zn | (CH;COO),Zn | (CHsCO0),Zn | (CH,CO0),Zn
100 mm® Nal 105 mm® Nal 110 mm® Nal 115 mm® Nal 120 mm® Nal 125 mm® Nal
550 mm® voda 545 mm® voda 540 mm® voda 535 mm® voda 530 mm® voda 525 mm® voda
g: nista g: puno malih, g: nista g: nista g: slika 44 g: veliki,

d: niSta sraslih d: niSta d: nista d: nista nepravilni, srasli
d: puno malih d: nista

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
150 mm?®
(CHsC00),Zn
130 mm® Nal
520 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
150 mm?®
(CHsC00),Zn
135 mm? Nal
515 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
150 mm?®
(CH5C00),Zn
140 mm? Nal
510 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
150 mm?®
(CH5C00),Zn
145 mm? Nal
505 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
150 mm?®
(CHAC00),Zn
150 mm® Nal
500 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
150 mm?®
(CHAC00),Zn
155 mm? Nal
495 mm?® voda

g: puno malih,
sraslih
d: nista

g: slika 45
d: nekoliko
malih, sraslih

g: veliki,
nepravilan,
srasli
d: nista

g: dva velika
(pravilan i
nepravilan)
d: slika 46

g: puno malih,
sraslih
d: nista

g: puno malih,
sraslih

d: puno malih,
sraslih

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH,C00),Zn
2H,0
160 mm® Nal
490 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH5C00),Zn
2H,0
165 mm® Nal
485 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH5C00),Zn
2H,0
170 mm® Nal
480 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH5C00),Zn
2H,0
175 mm® Nal
475 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH,C00),Zn
2H,0
180 mm? Nal
470 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CHAC00),Zn
2H,0
185 mm® Nal
465 mm® voda

g: nista
d: nista

g: dva velika
kristala, srasla
d: puno malih

g: veliki,
nepravilni, srasli
d: puno malih

g: slika 47
d: puno malih,
sraslih

g: slika 48
d: puno malih,
sraslih

g: veliki,
pravilan i puno
malih
d: puno malih,
sraslih

100 mm? pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CHsC00),Zn
190 mm® Nal
460 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CHsC00),Zn
195 mm® Nal
455 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH5C00),Zn
200 mm?® Nal
450 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CH5C00),Zn
205 mm?® Nal
445 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CHAC00),Zn
210 mm?® Nal
440 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
150 mm?
(CHsCOO0),Zn
215 mm® Nal
435 mm® voda

g: slika 49 g: nista g: veliki,, g: veliki, g: pet velikih, g: puno malih
d: nista d: nista nepravilan, nepravilan, nepravilnih d: puno malih
srasli srasli d: nekoliko
d: nista d: nista malih
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Tablica 8. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije kobaltovog(ll) klor-derivata ljudskog inzulina
(8.02.2010.) metodom difuzije para u vise¢oj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.
Podetne koncentracije ljudskog inzulina od 3,00 mg cm >, odnosno 7,50 mg cm > su otopljene
u 0,02 mol dm2 otopini HCI i u obliku kapi su nanosene na pokrovna stakalca (gore: 1 mm®
3,00 mg cm™ otopine proteina i dolje: 1,5 mm® 7,50 mg cm™® otopine proteina), te su

pomijesane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

200 mm?® voda

1 2 3 4 5 6
100 mm® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer
100 mm?® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm? aceton
300 mm® 300 mm® 300 mm® 300 mm® 300 mm® 300 mm®
(CH,CO0),Co | (CH,CO0),Co | (CHsCO0)Co | (CHsCOO),Co | (CHsCOO),Co | (CHsCO0),Co
150 mm° NaCl | 200 mm°®NaCl | 250 mm®NaCl | 300 mm°NaCl | 350 mm® NaCl 400 mm?® NaCl
350 mm® voda 300 mm® voda 250 mm® voda

150 mm® voda

100 mm?® voda

250 mm?® voda

g: nista g: nista g: nista g: nista g: nista g: veliki,
d: mali, d: slika 50 d: slika 51 d: veliki, d: puno malih, nepravilni, srasli
nepravilan, nepravilni, srasli nepravilnih d: puno malih,
srasli nepravilnih,
sraslih
100 mm? pufer | 100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm?® pufer | 100 mm°®pufer | 100 mm? pufer
100 mm® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton
250 mm? 250 mm? 250 mm? 250 mm? 250 mm? 250 mm?
(CH,C00),Co | (CH,CO0),Co | (CH3;CO0),Co | (CH;CO0),Co | (CH,COO),Co | (CHsCOO0),Co
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 350 mm®NaCl | 400 mm® NaCl
400 mm® voda 350 mm® voda 300 mm® voda

200 mm?® voda

150 mm?® voda

300 mm® voda

g: nista g: nista g: nista g: nista g: veliki, g: puno malih,
d: nista d: puno malih, d: puno malih d: nista pravilan, srasli nepravilnih,
nepravilnih, d: veliki, sraslih
sraslih pravilan, srasli d: puno malih
100 mm? pufer | 100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm?®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm? pufer
100 mm?® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm? aceton
200 mm? 200 mm? 200 mm? 200 mm? 200 mm? 200 mm?
(CH3;C00),Co | (CH;CO0),Co | (CH;CO0),Co | (CH;CO0),Co | (CHsCO0),Co | (CH,COO),Co
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm®NaCl | 300 mm°NaCl | 350 mm®NaCl | 400 mm° NaCl
450 mm®voda | 400 mm?® voda 350 mm® voda

250 mm?® voda

200 mm?® voda

350 mm?® voda

g: mali, g: nista g: slika 53 g: nista g: veliki, g: veliki,
nepravilni d: slika 52 d: slika 54 d: nista nepravilni, srasli | nepravilni, srasli
d: nista d: nista d: puno malih
100 mm® pufer | 100 mm°®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer | 100 mme®pufer | 100 mm? pufer
100 mm® aceton | 100 mm? aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton
150 mm® 150 mm® 150 mm® 150 mm® 150 mm® 150 mm®
(CH3CO0O0),Co (CH3C00),Co (CH3C0O0),Co (CH3C0O0),Co (CH;C00),Co (CH3C00),Co
150 mm® NaCl | 200 mm®NaCl | 250 mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 350 mm°®NaCl | 400 mm® NaCl
500 mm?® voda 450 mm® voda 400 mm® voda

300 mm?® voda

250 mm?® voda

g: nista g: nista g: puno malih g: puno velikih, g: nista g: nista
d: nista d: nista d: puno malih nepravilnih d: puno malih d: nista
d: nista
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Tablica 9. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije niklovog(ll) klor-derivata (A i B red) i
manganovog(ll) klor-derivata (C i D red) ljudskog inzulina (7.04.2011.) metodom difuzije
para u visecoj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetne koncentracije ljudskog inzulina od 3,00 mg cm >, odnosno 7,50 mg cm > su otopljene
u 0,02 mol dm otopini HCI i u obliku kapi su nanoSene na pokrovna stakalca (gore: 1 mm®
3,00 mg cm™ otopine proteina i dolje: 1,5 mm® 7,50 mg cm™® otopine proteina), te su

pomijeSane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

1 2 3 4 5 6
100 mm® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer
100 mm® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton
300 mm?® 300 mm?® 300 mm?® 250 mm?® 250 mm?® 250 mm?®
Ni(NO3), Ni(NO3), Ni(NO3), Ni(NO3), Ni(NO3), Ni(NO3),
‘6H,0 ‘6H,0 ‘6H,0 ‘6H,0 ‘6H,0 ‘6H,0
200 mm*NaCl | 300 mm®NaCl | 400mm®NaCl | 200mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 400 mm®NaCl

300 mm® voda

200 mm?® voda

100 mm? voda

350 mm?® voda

250 mm?® voda

150 mm?® voda

g: puno malih g: puno malih g: nista g: nista g: nista g: veliki,
d: puno malih d: puno malih d: nista d: nista d: slika 55 nepravilan, srasli
d: slika 56

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

200 mm?® 200 mm?® 200 mm® 150 mm?® 150 mm?® 150 mm?®
Ni(NO3), Ni(NO3), Ni(NOs), Ni(NOs), Ni(NOs), Ni(NOs),
200 mm?® NaCl 300 mm® NaCl 400 mm® NaCl 200 mm?® NaCl 300 mm?® NaCl 400 mm® NaCl

400 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

300 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

200 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

450 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

350 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

250 mm?® voda

g: nista g: nista g: nista g: nista g: nista g: puno malih
d: niSta d: slika 57 d: veliki, d: niSta d: niSta d: nista
nepravilan
100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm?®pufer | 100 mm® pufer
100 mm?® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm? aceton
300 mm® 300 mm® 300 mm® 250 mm® 250 mm® 250 mm®
MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20
200 mm*® NaCl | 300 mm*NaCl | 400 mm®NaCl | 200 mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 400 mm?* NaCl

300 mm® voda

200 mm?® voda

100 mm® voda

350 mm® voda

250 mm?® voda

150 mm?® voda

g: puno malih
d: puno malih

g: nista
d: nista

g: nista
d: nista

g: nista
d: nista

g: nista
d: nista

g: nista
d: nista

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

200 mm?® 200 mm?® 200 mm?® 150 mm® 150 mm® 150 mm®
MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'H20 MnSO4'HQO
200 mm?® NaCl 300 mm® NaCl | 400 mm?® NaCl 200 mm?® NaCl 300 mm?® NaCl 400 mm® NaCl

400 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

300 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

200 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

450 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

350 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton

250 mm?® voda

g: nista g: puno malih g: puno malih g: nista g: slika 58 g: nista
d: nista d: puno malih d: puno malih d: nista d: nista d: nista
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Tablica 10. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije bakrovog(ll) klor-derivata (A i B red) i
kobaltovog(Il) klor-derivata (C i D red) ljudskog inzulina (8.04.2011.) metodom difuzije para
u visecoj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetne koncentracije ljudskog inzulina od 3,00 mg cm >, odnosno 7,50 mg cm > su otopljene
u 0,02 mol dm otopini HCI i u obliku kapi su nanosene na pokrovna stakalca (gore: 1 mm?®
3,00 mg cm™ otopine proteina i dolje: 1,5 mm® 7,50 mg cm™® otopine proteina), te su

pomijeSane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

350 mm?® voda

1 2 3 4 5 6
100 mm® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer
100 mm® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton
300 mm?® 300 mm?® 300 mm?® 250 mm?® 250 mm?® 250 mm?®
(CHsCO0),Cu | (CHsCO0),Cu | (CHsCOO),Cu | (CHsCOO),Cu | (CH,CO0),Cu | (CHsCOO),Cu
Hzo Hzo Hzo Hzo Hzo Hzo

200 mm*NaCl | 300 mm*NaCl | 400mm*NaCl | 200mm?®NaCl | 300mm®NaCl | 400 mm®NaCl
300 mm® voda 200 mm?® voda 100 mm? voda

250 mm?® voda

150 mm?® voda

450 mm® voda

g: nista g: nista g: nista g: puno malih g: slika 59 g: nista

d: nista d: nista d: nista d: puno malih d: puno malih d: puno malih
100 mm? pufer | 100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm?® pufer | 100 mm°®pufer | 100 mm? pufer
100 mm® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton

200 mm? 200 mm? 200 mm? 150 mm? 150 mm? 150 mm?

(CHsCO0),Cu | (CHsCOO),Cu | (CHsCOO),Cu | (CHsCOO),Cu | (CH,COO),Cu | (CHsCOO),Cu

Hzo Hzo Hzo Hzo Hzo Hzo
200 mm*NaCl | 300 mm*NaCl | 400mm*NaCl | 200mm®NaCl | 300mm®NaCl | 400 mm®NaCl
400 mm® voda 300 mm® voda 200 mm® voda

350 mm® voda

250 mm?® voda

350 mm® voda

g: niSta g: niSta g: puno malih g: nista g: puno malih g: nista

d: nista d: nista d: puno malih d: nista d: puno malih d: nista
100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer
100 mm?® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm? aceton

300 mm? 300 mm? 300 mm? 250 mm? 250 mm? 250 mm?

(CHsC00),Co | (CHsCO0),Co | (CHsCOO),Co | (CHsCOO),Co | (CHsCOO),Co | (CH,CO0),Co
200 mm° NaCl | 300 mm®NaCl | 400 mm®NaCl | 200 mm°NaCl | 300 mm°NaCl | 400 mm°® NaCl
300 mm® voda 200 mm® voda 100 mm® voda

250 mm?® voda

150 mm?® voda

450 mm® voda

g: nista g: nista g: slika 60 g: nista g: nista g: niSta

d: nista d: nista d: puno malih d: nista d: nista d: nista
100 mm® pufer | 100 mm°® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm? pufer
100 mm® aceton | 100 mm? aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton

200 mm® 200 mm® 200 mm® 150 mm® 150 mm® 150 mm®

(CHsCO0),Co | (CHsCO0),Co | (CHsCO0),Co | (CHsCO0),Co | (CHsCO0),Co | (CHsCOO),Co
200 mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 400mm®NaCl | 200mm®NaCl | 300 mm®NaCl | 400 mm®NaCl
400 mm® voda 300 mm?® voda 200 mm?® voda

350 mm?® voda

250 mm?® voda

g: nista g: slika 61 g: slika 62 g: puno malih, g: slika 64 g: niSta
d: nista d: nista d: slika 63 nepravilnih, d: nekoliko d: nista
sraslih manjih,
d: nista nepravilnih,
sraslih
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Tablica 11. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije molibdenovog(VI) (A i B red) i
molibdenovog(V1) klor-derivata (C i D red) ljudskog inzulina (8.04.2011.) metodom difuzije
para u visecoj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetne koncentracije ljudskog inzulina od 3,00 mg cm 3, odnosno 7,50 mg cm > su otopljene
u 0,02 mol dm2 otopini HCI i u obliku kapi su nanoSene na pokrovna stakalca (gore: 1 mm®
3,00 mg cm™ otopine proteina i dolje: 1,5 mm® 7,50 mg cm™® otopine proteina), te su

pomijeSane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

1

2

3

4

5

6

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
320 mm®
(NH;)sM0704
-4H,0
480 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
300 mm?®
(NH;)sM0;05,
-4H,0
500 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
280 mm®
(NH,4)sM0;05,
-4H,0
520 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
260 mm®
(NH,4)sM0;05,
-4H,0
540 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
240 mm?
(NH,)§M07024
-4H,0
560 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
220 mm?®
(NH,)6M07024
-4H,0
580 mm?® voda

g: nista
d: veliki,
pravilan

g: nista
d: nista

g: nista
d: nista

g: nista
d: veliki,
pravilan

g: nista
d: nista

g: nista
d: nista

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
200 mm®
(NH4)sM07054
600 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
180 mm®
(NH4)sM0705,
620 mm?® voda

100 mm? pufer
100 mm?® aceton
160 mm®
(NH4)sM0705,
640 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
140 mm?®
(NH4)sM0705,
660 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
120 mm?®
(NH4)sM0705,
680 mm?® voda

100 mm?® pufer
100 mm?® aceton
100 mm®
(NH4)sM0705,
700 mm?® voda

g: veliki,
nepravilan
d: nista

g: puno malih
d: puno malih

g: nista
d: nista

g: nista
d: puno malih

g: puno malih
d: puno malih

g: nista
d: nista

100 mm? pufer
100 mm? aceton
300 mm?
(NH4)sM07054
200 mm® NaCl
300 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
300 mm?
(NH4)sM0705,
300 mm® NaCl
200 mm® voda

100 mm? pufer
100 mm? aceton
300 mm?
(NH4)sM0705,
400 mm?® NaCl
100 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(NH4)sM0705,
200 mm® NaCl
350 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(NH4)sM0705,
300 mm® NaCl
250 mm® voda

100 mm?® pufer
100 mm? aceton
250 mm?
(NH4)sM0705,
400 mm?® NaCl
150 mm® voda

g: dva velika,
nepravilna,
srasla
d: veliki,
pravilan

g: puno malih,
nepravilnih,
sraslih
d: niSta

g: tri velika,
nepravilna
d: dva velika,
nepravilna

g: dva velika
nepravilna
d: dva velika,
nepravilna

g: slika 65
d: slika 66

g: puno malih,
nepravilnih,
sraslih
d: puno malih,
nepravilnih

100 mm? pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

100 mm?® pufer
100 mm? aceton

200 mm? 200 mm? 200 mm? 150 mm? 150 mm? 150 mm?
(NH,)sM07054 (NH,)sM07054 (NH,)sM07054 (NH,)sM070,4 (NH4)M070,, (NH4)sM070,,
200 mm° NaCl | 300 mm®NaCl | 400 mm®NaCl | 200 mm°NaCl | 300 mm°NaCl | 400 mm® NaCl
400 mm® voda 300 mm® voda 200 mm® voda 450 mm® voda 350 mm® voda 250 mm® voda
g: slika 67 g: veliki, g: dva velika, g: slika 68 g: slika 69 g: dva velika,
d: dva velika, pravilan nepravilna, d: nista d: nista nepravilna
pravilna d: nista srasla d: dva velika,
d: puno malih nepravilna
Adela Jurkovié¢ Diplomski rad




§ 7. Dodatak XXiX

Slika 65. Slika 66.

Slika 67.

Slika 69.

Adela Jurkovié¢ Diplomski rad



§ 7. Dodatak XXX

Tablica 12. Eksperimentalni uvjeti kristalizacije vanadijevog(lV) (A 1 B red) i
vanadijevog(lV) klor-derivata (C i D red) ljudskog inzulina (8.04.2011.) metodom difuzije
para u visecoj kapi pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.

Podetne koncentracije ljudskog inzulina od 3,00 mg cm >, odnosno 7,50 mg cm > su otopljene
u 0,02 mol dm2 otopini HCI i u obliku kapi su nanoSene na pokrovna stakalca (gore: 1 mm®
3,00 mg cm™ otopine proteina i dolje: 1,5 mm® 7,50 mg cm™® otopine proteina), te su

pomijesane s kapima istih volumena precipitantne otopine.

1

2

3

4

5

6

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

100 mm? pufer
100 mm?® aceton

320 mm?® 300 mm?® 280 mm? 260 mm?® 240 mm? 220 mm?®
VOSO, VOSO, VOSO, VOSO, VOSO, VOSO,
480 mm® voda 500 mm® voda 520 mm® voda 540 mm® voda 560 mm® voda 580 mm® voda
g: nista g: nista g: puno malih g: puno malih g: nista g: nista
d: nista d: nista d: nista d: puno malih d: nista d: nista
100 mm? pufer | 100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm?® pufer | 100 mm°®pufer | 100 mm? pufer
100 mm® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm® aceton
200 mm?® 180 mm? 160 mm?® 140 mm?® 120 mm?® 100 mm?®
VOSO, VOSO, VOSSO, VOSSO, VOSSO, VOSO,

600 mm?® voda

620 mm?® voda

640 mm?® voda

660 mm?® voda

680 mm?® voda

700 mm?® voda

g: nista g: niSta g: puno malih g: puno malih g: nista g: slika 70
d: nista d: nista d: puno malih d: nista d: nista d: puno malih
100 mm? pufer | 100 mm°® pufer | 100 mm® pufer | 100 mm?® pufer | 100 mm°®pufer | 100 mm? pufer
100 mm?® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm? aceton
300 mm? 300 mm? 300 mm? 250 mm? 250 mm? 250 mm?
VOSO, VOSO, VOSSO, VOSSO, VOSSO, VOSO,
200 mm*NaCl | 300 mm*NaCl | 400mm®NaCl | 200mm*NaCl | 300mm®NaCl | 400 mm®NaCl

300 mm® voda

200 mm?® voda

100 mm® voda

350 mm® voda

250 mm?® voda

150 mm?® voda

g: nista g: nista g: nista g: nista g: puno malih g: puno malih
d: nista d: nista d: nista d: nista d: puno malih d: nista
100 mm® pufer | 100 mm°®pufer | 100 mm®pufer | 100 mm® pufer | 100 mm®pufer | 100 mm? pufer
100 mm?® aceton | 100 mm?® aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm?®aceton | 100 mm? aceton
200 mm? 200 mm? 200 mm? 150 mm? 150 mm? 150 mm?
VOSO, VOSO, VOSO, VOSSO, VOSSO, VOSO,
200 mm*NaCl | 300mm*NaCl | 400mm®NaCl | 200mm®NaCl | 300mm®NaCl | 400 mm®NaCl

400 mm® voda

300 mm® voda

200 mm?® voda

450 mm® voda

350 mm® voda

250 mm?® voda

g: nista g: nista g: nista g: nista g: puno malih g: puno malih
d: nista d: nista d: nista d: nista d: puno malih d: puno malih
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§8. UVOD
8.1. Kemija kao nastavni predmet

Prirodne znanosti pruzaju jedinstvenu sliku o svijetu §to nas okruzuje i zato bi trebale biti
temelj opceg obrazovanja svakog ¢ovjeka. Vazno je shvatiti da se svi fizikalno-kemijsko-
bioloski procesi u prirodi odvijaju medusobno povezano. U hrvatskim Skolama se nastava iz
prirodoslovne grupe predmeta izvodi strukturno nepovezano, pa izmedu ostalog, ucenici
imaju poteskoca u razumijevanju i povezivanju srodnih pojmova i koncepata. Kako se prelazi
s makroskopskog do atomarnog poimanja pojmova, stupanj apstrakcije je sve veci i time je
nastavno gradivo sve teze razumljivo, S$to uzrokuje gubitak interesa kod ucenika za
prirodoslovnu grupu predmeta.

Ucenici ¢e najlakSe upamtiti 1 razumijeti kemijske 1 bioloske promjene na temelju
vlastitog iskustva, odnosno izvodenjem pokusa. Ucestala obrazovna praksa je da se nastava
kemije i biologije izvodi frontalnim oblikom rada, u kojem su uéenici samo pasivni sudionici.
Suvremena Skola manje inzistira na poznavanju Cinjenica, a viSe na razvijanju sposobnosti.
Svrha ucenja kemije 1 biologije je da se na osnovu malog broja odabranih Cinjenica, kod
ucenika razvije sustav misljenja koji ¢e omoguciti primjenu ste€enog znanja i iskustva, te ih
osposobiti za daljnji zivot.

Predmet priroda koji se uvodi u 5. i 6. razredu osnovne $kole u Republici Hrvatskoj,
prethodi nastavnim predmetima biologiji i kemiji. Kemija i biologija se kao nastavni predmeti
uvode u 7. 1 8. razredu osnovne Skole. U srednjoSkolskoj nastavi se kemija i biologija
poucavaju kao A 1 B nastavni program. Program A se odnosi na pou¢avanje kemije i biologije
tijekom sve Cetiri godine, a program B samo na prva dva razreda srednjih strukovnih $kola.
Satnica nastave kemije, odnosno biologije, za osnovnu Skolu kao i za oba programa srednje
skole iznosi 70 sati godisnje.’

Cilj metodi¢kog dijela ovog diplomskog rada je potaknuti kod buduéih nastavnika
kemije i biologije kreativnost i interdisciplinarni pristup pri obradi i usustavljivanju neke
nastavne cjeline ili jedinice. Povezivanjem nastavnih sadrzaja prirodoslovnih predmeta
prikladnim nastavnim strategijama, metodama i postupcima, moguce je posti¢i znanstveno

utemeljeno stvaranje koncepata i trajnost usvojenih znanja.
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8.2. Obrazovne strategije i metode

U didaktici se pod strategijom misli na skup postupaka koji dovode do ostvarivanja nekih
ciljeva, a pod metodom na naéin aktiviranja sudionika odgojno-obrazovnog procesa.
Strategije obuhvacaju nastavne metode i postupke specifi¢ne za odredena odgojno-obrazovna
podrugja.

U prirodoslovnhom podruéju su dominantne strategije ucenja otkrivanjem i
strategija ucenja poucavanjem. Dok se ucenje otkrivanjem temelji na u¢enikovom vlastitom
iskustvu, ucenje poucavanjem se temelji na variranju odnosa izmedu tri bitna Cinitelja tzv.
didaktickog trokuta (nastavnika, ucenika i nastavnih sadrzaja).

Ucenje otkrivanjem sadrzi sve etape spoznajnog procesa. Polazi od uocavanja i
definiranja problema, preko vlastite aktivnosti u pronalazenju rjeSenja do izvodenja
zakljuCaka i1 nalazenja rjeSenja. Ucenje otkrivanjem se jo§ zove i iskustveno uéenje jer se do
spoznaja dolazi vlastitim iskustvom. Poucavanje je nesto skraceni proces ucenja, ono nije
temeljeno na vlastitom iskustvu nego se koriste iskustva drugih ljudi, sistematizirana u
razli¢itim izvorima. Pou€avanje takoder polazi od problema, postavljanja pitanja, hipoteza, ali
se rjeSavanje problema, trazenje odgovora ne provodi vlastitim iskustvom nego se odgovori
traze 1 nalaze ve¢ gotovi.l’z’3

Strategija poucavanja se sluzi trima metodama: problemsko poucavanje, heuristicko

poucavanje i programirano poucavanje. Problemsko poucavanje polazi od definiranja
problema, 1 to tako da u tome aktivno sudjeluju ucenici definiranjem vlastitog videnja
problema i uo¢avanjem suprotnosti onoga $to znaju i onoga $to opazaju. Nakon definiranja

problema traze se odgovori. Heuristicko poucavanje takoder polazi od problema, a u€enik se

postupno vodi do rjeSenja pomocu raznih dijaloskih postupaka. U programiranoj nastavi
sadrzaji 1 vjestine koje u€enik treba nauciti su predoceni unaprijed odredenim redoslijedom.
Nakon svakog koraka ucenik odgovara ili odabire jedno od ponudenih rjeSenja sljedeci
nastavne upute. Bitno je da u€enik odmah dobiva povratnu informaciju i to ne samo u obliku
toénog ili neto¢nog odgovora, veé da u¢enika upuéuje na ispravno zakljuéivanje.!

Ucenje otkrivanjem se sluZzi sljede¢im metodama: istraZivanjem, projektom i

simulacijom. Metoda istrazivanja u nastavi kemije sadrzi sve elemente znanstvene metode

(shema M-1). Najprije je potrebno definirati problem, a zatim formulirati hipotezu
(pretpostavku). Hipoteza je rezultat misaonog eksperimenta. Nakon formuliranja hipoteze

slijedi prikupljanje podataka, Sto se u nastavi kemije i biologije ¢ini pokusom
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(eksperimentom) kojeg izvode ucenici, ali i neposrednim promatranjem pojava u prirodi. Na
temelju prikupljenih podataka se trazi zakon kojim se mogu opisati uocene promjene. Rezultat

pokusa se pokusava objasniti suvremenom teorijom.

problem

|

hipoteza — | pokus | = | zakon | —® | teorija | = | provjerateorije
eksperimentom

\

modificiranje
teorije

Shema M-1. Opis strategije istrazivanja.'

Metoda simulacije se primjenjuje kada sudjelovanje u stvarnim situacijama nije

moguce, pa se polazi od neke problemske situacije, te se izdvaja zamiS$ljena okolnost koja
traZi rjeSenje.

Projekt je sloZenija metoda u strategiji ucenja otkrivanjem. Svaki se pokus koji izvode
ucenici ili demonstrira nastavnik moze metodicki obraditi i kao mali istrazivacki proj ekt.?

Ne postoje to¢no odredena pravila kada ¢e se i kako primijeniti ove strategije i metode
u pojedinim nastavnim situacijama. Izbor pojedine strategije ovisi ponajprije o cilju i sadrzaju

ucenja.

8.3. Razine znanja po Bloomovoj taksonomiji

Znanje je logicki pregled cinjenica i generalizacija o objektivnoj stvarnosti koje je Covjek
usvojio i trajno zadrzao u svojoj svijesti.® Uenje je kompleksan proces koji obuhvaca
usvajanje znanja, vjestina 1 navika, te se njime trajno mijenja ponaSanje pojedinca.

Znanje je viSeslojno 1 hijerarhijski organizirano, te se u tome viSe autora slaZe.
Medutim, razli€iti autori imaju razlicite taksonomije ili klasifikacije znanja. Najpoznatija je
ona Benjamina Samuela Blooma i suradnika iz 1956. godine (,,Taxonomy of educational

objectives: the classification of educational goals“).* On je promatrao uéenje kao proces u
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kojem nadogradujemo prethodna znanja u cilju razvoja slozenijih razina razumijevanja.
Prema njegovu se prijedlogu oblici ucenja dijele u tri kategorije: kognitivnu, afektivnu i
psihomotori¢ku. Svaka Kkategorija se dijeli na razine i to od najjednostavnije prema
najslozenijoj spoznajnoj domeni.

Kognitivna kategorija ukljucuje uéenje i primjenu steCenog znanja. U okviru ove
kategorije Bloom razlikuje Sest hijerarhijskih razina ucenja. Svaka razina pojedine kategorije
sadrzi kljucne glagole koji omogucéavaju definiranje kvalitativnih 1 kvantitativnih ishoda
uéenja na osnovu kojih uéenici mogu pokazati usvojena znanja, vjestine i stavove.

> 1. Cinjeni¢no znanje

Usvajanje ¢injeni¢nog znanja je najnizi obrazovni cilj. Znanje se definira kao sje¢anje na prije
naucene sadrZaje. Odnosi se na temeljna znanja koja student mora ste¢i da bi shvatio smisao
predmeta koji uci. To se prisje¢anje moze odnositi na Siroki raspon sadrzaja: od usvajanja
terminologije, preko prisje¢anja na specifi¢ne Cinjence, pa sve do sje¢anja na slozene teorije.
Sve Sto treba posti¢i na toj razini znanja jest prisjetiti se odredene informacije, koje ne mora
nuzno znaciti i razumjevanje. Primjerice, ucenik treba memorirati, definirati, opisati, oznaciti,
nabrojati, prepoznati.

> 2. Razumijevanje

Razumijevanje se definira kao sposobnost promisljanja o zna¢enju usvojenih ¢injenica. Ta se
kognitivna kategorija znanja moze pokazati interpretiranjem naucenih ¢injenica, sazimanjem,
objaSnjavanjem ili predvidanjem ucinaka ili posljedica. Ovaj je obrazovni cilj visi od
prethodnog jednostavnog prisje¢anja na informacije i predstavlja takoder najnizi stupanj
razumjevanja. Primjerice, za tu razinu znanja ucenik treba znati interpretirati slike, karte,
tablice i grafikone, verbalne zadatke prevesti u formule, na temelju cinjenica predvidjeti
posljedice, navesti primjer, interpretirati, preoblikovati (parafrazirati).

» 3. Primjena

Primjena se odnosi na sposobnost uporabe naucenih pravila, zakona, metoda ili teorija u
novim, konkretnim situacijama. Primjerice, na toj spoznajnoj razini ucenik treba znati rijesiti
matematicki problem, konstruirati grafikon ili krivulju, demonstrirati ispravnu uporabu neke
metode ili postupka.

» 4. Analiza

Na analitickoj razini znanja uc¢enik mora biti sposoban naucene sadrzaje razdvojiti na sastavne

dijelove i razumjeti organizacijsku strukturu. Pri tome uéenik mora znati odrediti sastavne
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dijelove i odnose medu njima kao i organizacijske principe. Ovaj je obrazovni cilj visi od
razine razumjevanja i razine primjene, jer je za tu razinu znanja potrebno zdruzeno
razumjevanje sadrzaja i organizacijske strukture materijala. Primjerice, na toj razini u¢enik
mora usporedivati, suprotstavljati, prepoznati neizrecene pretpostavke, razlikovati cinjenice
od zakljucaka, razlikovati uzrok od posljedice, odrediti znacaj podataka, analizirati
organizacijsku strukturu djela.

» 5. Sinteza

Sintetizirati znaci iz pojedinacnih dijelova stvoriti novu cjelinu. Obrazovni cilj u ovom
slucaju isti¢e kreativno ponasanje s naglaskom na formuliranje novih obrazaca ili
struktura. Primjeri obrazovnih ciljeva sinteticke razine znanja jesu: sposobnost kombinacije,
postavljanja hipoteze, planiranja, reorganizacije, odrzati dobro organizirani govor
(predavanje), predloziti plan pokusa.

» 6. Procjena

Procjena znaci sposobnost svrhovite prosudbe vrijednosti materijala (govora, istrazivackog
izvjestaja, projekta). Prosudbe se moraju temeljiti na to¢no definiranim kriterijima. Obrazovni
ciljevi ovog podrucja su najvisi u spoznajnoj hijerarhiji jer sadrze elemente svih prethodnih
razina uz dodatak sposobnosti prosudbe vrijednosti utemeljene na to¢no definiranim
kriterijima. Primjeri obrazovnih ciljeva ove razine znanja jesu: prosuditi primjerenost
zakljucaka iz prikazanih podataka, prosuditi logicnu postojanost pisanog materijala ili
predavanja.’

Afektivna kategorija se odnosi na sredivanje raspona i vrijednosti. U okviru ove
kategorije razlikuje se sljede¢ih pet hijerarhijskih razina ucenja: prihvacanje (ukljucuje
svjesno pracenje), reagiranje (odnosi se na aktivno sudjelovanje i1 reagiranje), usvajanje
vrijednosti (¢ini procjenu osobe u odnosu s nekim objektom, dogadajem ili ponasanjem),
organiziranje vrijednosti (odnosi se na organizaciju vrijednosti prema prioritetima na osnovu
usporedbe 1 izuCavanja odnosa) 1 vrijednosno prosudivanje (¢ini posjedovanje osobnog
sustava vrijednosti kojim se kontrolira osobno ponasSanje).

Posljednju kategoriju po Bloomu ¢ini psihomotorna kategorija koja ukljucuje razvoj
tijela 1 vjeStina. Ona se dijeli takoder na pet hijerarhijskih razina ucenja, a to su: imitacija
(odnosi se na pracenje i ponavljanje operacije koju netko pokazuje), manipulacija (Cini
izvodenje odredene radnje uz uputu od nastavnika), razvoj preciznosti (ukljucuje precizno ali

sporo izvodenje odredene radnje), artikulacija (Cini sposobnost koordinacije viSe radnji uz

Adela Jurkovié Diplomski rad



§ 8. Uvod 48

primjenu dvije ili viSe vjestina), automatizacija (odnosi se na istovremeno izvrSavanje vise
operacija primjenom razli¢itih vjestina s lako¢om).®

Revidirana taksonomija Andersona i Krathwohla’ se pojavila 45 godina nakon
Blooma 1 njegove tzv. ,prave taksonomije“. Ovdje je Sest razina kognitivne kategorije
zamijenjeno glagolima, jer se smatra da su tako bolje opisani nacini kako do¢i do pojedinog

obrazovnog ishoda.

6. VREDNOVANJE 6. KREIRATI

5. SINTEZA 5. VREDNOVATI
4. ANALIZA 4. ANALIZIRATI
3. PRIMJENA 3. PRIMIJENITI
2. RAZUMIJEVANJE 2. RAZUMJETI
1. ZNANJE 1. ZAPAMTITI

Shema M-2. Usporedba Sest razina kognitivne kategorije prema Bloomu (lijevo) i prema revidiranoj

taksonomiji Andersona i Krathwohla (desno).

Taksonomija kognitivnog ponasanja predstavlja shemu prema kojoj se klasificiraju obrazovni
ishodi i standardi. Sve kategorije su sloZene hijerarhijski, gdje jednostavnija postignuca
prethode slozenijim (shema M-2).

Ovakve taksonomije sluze kao pomo¢ nastavniku pri definiranju obrazovnih ishoda i
ucenickih postignuéa za pojedinu nastavnu jedinicu, iako je tesko tocno izmjeriti koje su sve

kategorije zadovoljene nakon izvodenja svake nastavne jedinice.
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§9. UPUTA ZA NASTAVNIKE
9.1. Probavni enzimi u nastavi kemije i biologije

S probavnim enzimima ucenici se prvi puta susre¢u u nastavi kemije u 8. razredu osnovne
Skole u sklopu nastavne cjeline ,,Enzimi®, a u nastavi biologije u istom razredu u sklopu
nastavne cjeline ,,Grada, uloga i bolesti probavnih organa“.

U ovom diplomskom radu predlozen je nastavni materijal za integrirani nacin
izvodenja nastavne jedinice ,,Probavni enzimi s u¢enicima 4. razreda gimnazije. Buduéi da
se radi 0 dva-blok sata ponavljanja namijenjena za kraj 4. razreda gimnazije, o¢ekuje se da su
ucenici u ovoj fazi skolovanja stekli odgovarajuca znanja i postignuc¢a na nastavi iz kemije i

biologije (prirode) navedena u tablici M-1.

Tablica M-1. Nastavne teme i o¢ekivani obrazovni ishodi iz kemije i biologije (ili prirode)
koji prethode integriranoj nastavnoj jedinici ,,Probavni enzimi“ za ucenike 4. razreda

gimnazije u spiralnom slijedu pojmova.

Predmet i

Nastavne teme Obrazovni ishodi
Razred
Protok tvari i - navesti povezanost protoka tvari i energije sa
" PRIRODA, 6. Zivotnim procesima u biljkama i Zivotinjama te
energije . . . . s
odnosima u hranidbenim lancima
Raznolikost BIOLOGIJA, 7. - razlikovati nacin ishrane autotrofnih i heterotrofnih

Zivoga svijeta organizama, saprofita i parazita®

- zapamtiti i objasniti da kemijske reakcije uvijek
prati promjena energije izmedu promatranoga
Kemijske reakcije reakcijskog sustava i okoline
i energija - uoditi da sustav moze izmijeniti energiju s okolinom
u obliku topline i rada

- povezati promjenu koncentracije  reaktanata,

KEMUA, 7. povisenje temperature i dodatak katalizatora s

promjenom brzine kemijske reakcije
Brzina kemijske - uociti da su katalizatori tvari koje ubrzavaju
reakcije kemijske reakcije, a na kraju reakcije ostaju

nepromijenjeni
- navesti primjenu Kkatalizatora u svakodnevnom
Zivotu (enzimi, kvasac, kruh, alkoholno vrenje itd.)®
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Nastavne teme

Predmet i
Razred

Obrazovni ishodi

Osnove kemijskog
racuna

Kovalentna veza

KEMUA, 1.

definirati i objasniti pojmove relativna atomska i
relativna molekulska masa, brojnost jedinki,
mnozina jedinki, Avogadrov broj, molarna
masa,molarni volumen, te moc¢i objasniti njihove
pripadajuc¢e mjerne jedinice

primjeniti navedene pojmove i njihove pripadajuce
mjerne jedinice u racunskim zadacima

definirati i objasniti  pojmove elektronske
konfiguracije-pravilo okteta

razlikovati i prepoznati na primjeru jednostruku,
dvostruku i trostruku kovalentnu vezu

razlikovati pojmove zajednicki i nepodijeljeni
elektronski par

odrediti usmjerenost kovalentne veze u prostoru i
gradu molekula na temelju zajednickih i
nepodijeljenih elektronskih parova

prepoznati na primjeru molekule koje odstupaju od
pravila okteta®

Energija i
kemijske promjene

Otopine

Kemijska kinetika

KEMUA, 2.

objasniti uzroke energijskin promjena do kojih
dolazi tijekom promjene agregacijskog stanja ili
tijekom kemijske reakcije

povezati kemijsku energiju i kemijsku vezu
razlikovati pojmove sustav i okolina

razlikovati pojmove egzotermne i endotermne
promjene

prikazati dijagramom rezultate termokemijskog
pokusa

izraunati reakcijsku entalpiju

izraziti kemijski sastav smjese tvari (omjeri, udjeli,
koncentracije, molalitet) te na jedan nacin izraZen
kemijski sastav izraziti na drugi na¢in (primjerice,
pretvoriti masenu u mnozinsku koncentraciju)

objasniti i razlikovati pojmove: kataliza, katalizator
i inhibitor

objasniti pojam enzima i ulogu enzimskih funkcija u
zivim sustavima

graficki obraditi rezultate mjerenja brzine kemijske
reakcije

definirati i razlikovati pojmove kiselina i baza u
okviru Brensted-Lowryjeve i Lewisove teorije

Kiseline, baze i predvidjeti ishode jednostavnih kiselinsko-baznih
soli kemijskih reakcija
predvidjeti pH-vrijednost vodenih otopina razli¢itih
tvari
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Nastavne teme

Predmet i
razred

Obrazovni ishodi

Oksidacija i
redukcija

KEMUA, 2.

objasniti pojam oksidacijski broj i odrediti ga u
zadanom primjeru

povezati pojmove oksidacije i1 redukcije s
promjenom oksidacijskog broja

objasniti pojmove oksidacijskog i redukcijskog
sredstva i odrediti ih u zadanome primjeru kemijske
reakcije’

Ugljikohidrati-
monosaharidi,
disaharidi i
polisaharidi

Aminokiseline i
bjelan¢evine

Enzimi

KEMIJA, 8.

samostalno izvoditi pokuse dokazivanja
reducirajucih Secera u tvarima prirodnoga podrijetla
napisati najjednostavnijom sumarnom jednadZzbom
fotosintezu i stani¢no disanje te primijeniti znanja o
fotosintezi i stanicnom disanju steCena u nastavi
biologije

poznavati prirodne izvore, kemijski sastav i podjelu
ugljikohidrata

definirati monosaharide kao najmanje strukturne
jedinke ugljikohidrata (glukoza i fruktoza)

definirati disaharide (saharoza, maltoza i laktoza) i
polisaharide  (Skrob, celuloza, glikogen), te
razlikovati njihov bioloski znacaj

pokazati pokusom prisustvo Skroba u razli¢itim
namirnicama

definirati aminokiseline kao spojeve koji nuzno
sadrze amino- i karboksilnu skupinu

opisati povezivanje aminokiselina peptidnom vezom
u polipeptide

pokazati pokusom prisustvo bjelanéevina u
razli¢itim uzorcima

procijeniti utjecaj razli¢itih ¢imbenika (kiselina,
luzina, soli teskih metala i temperature) na svojstva
proteina

povezivati  znanja 0  aminokiselinama i
bjelan¢evinama steCena u nastavi Dbiologije s
iskustvima i znanjima ste¢enima u nastavi kemije

pokazati pokusom da su enzimi proteini

samostalno izvesti pokus i obrazloziti hidrolizu
skroba enzimima

povezivati znanja o enzimima steCena u nastavi
biologije s iskustvima i znanjima steCenima u
nastavi kemije®

Kemijska osnova
Zivota

BIOLOGUA, 1.

objasniti medusobni odnos monomera i polimera
bioloski znacajnih molekula

navesti uzroke raznolikosti bjelancevina kao
preduvjeta bioloske raznolikosti

opisati znaCenje enzima za kemijske reakcije u
zivim bi¢ima
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Nastavne teme

Predmet i
Razred

Obrazovni ishodi

Energija i zivotni
procesi

BIOLOGIA, 1.

definirati metabolizam kao skup svih biokemijskih
procesa u stanici

objasniti proces fotosinteze u biljci (na razini opce
jednadZzbe fotosinteze) objasniti stani¢no disanje kao
proces kojim aerobni organizmi dolaze do energije
(na razini op¢e jednadzbe stani¢nog disanja)
objasniti vrenje kao proces kojim anaerobni
mikroorganizmi dolaze do energije (na razini opcée
jednadzbe alkoholnog vrenja)®

Ugljikohidrati
(monosaharidi,
disaharidi,
polisaharidi);
Aminokiseline i
proteini;
Enzimi

KEMUA, 4.

prikazati strukture bioloski vaznih molekula (Seceri,
aminokiseline, proteini) Lewisovim strukturnim
formulama, kondenziranim strukturnim formulama,
molekulskim formulama, formulama s veznim
razlomljenim crticama, te prostornim prikazom s
punim klinom i crtanim klinom

objasniti pojam 1 navesti primjer asimetri¢no
supstituiranog ugljikova atoma

shematski prikazati opéu formulu molekule
aminokiseline i objasniti nastajanje peptidne veze
izmedu dvije molekule aminokiseline

prepoznati peptidnu vezu na strukturnom prikazu
polipeptida

navesti najrasprostranjenije
disaharide i polisaharide u prirodi
navesti i pokusima pokazati tipicne dokazne
reakcije bioloSkih molekula (Secera i proteina), te
napisati odgovarajuce jednadzbe kemijskih reakcija
objasniti i razlikovati primarnu, sekundarnu,
tercijarnu i kvaternu strukturu proteina

uoditi na primjeru i navesti medumolekulske sile i
interakcije u primarnoj, sekundarnoj, tercijarnoj i
kvaternoj strukturi proteina

pokazati pokusom da su enzimi proteini

razlikovati i definirati pojmove: enzim, supstrat,
aktivno mjesto, aktivator i inhibitor®

monosaharide,

Kompleksni
spojevi

KEMUA, 3.

poznavati temeljne pojmove o kompleksnim
spojevima’

Grada, uloga i
bolesti probavnih
organa

Izmjena tvari,
protok energije i

BIOLOGIJA, 8.

imenovati dijelove probavnoga sustava i opisati
njihovu ulogu

obrazloziti ulogu probave u razgradnji hrane
povezati gradu probavnoga sustava cCovjeka s
ishranom namirnicama biljnoga i Zivotinjskoga
podrijetla

obrazloziti vaznost hrane kao izvora gradivnih tvari,
energije 1 zastitnih tvari

zdrava . S . . oy

prehrana razlikovati najvaznije sastojke hrane i obrazloziti
utjecaj prehrane na zdravlje®
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Nastavne teme Predmet i Obrazovni ishodi
Razred

- razlikovati sastojke hrane koji su izvor energije u
organizmu i koji izgraduju organizam

- opisati probavne organe i odrediti njihov polozaj u
tijelu

- povezati gradu organa za probavu s njihovom

BIOLOGUA, 3. ulogom

- opisati enzimsko djelovanje ptijalina i pepsina

- objasniti ulogu jetre i gusterace u probavi hrane
objasniti ulogu Zuci u probavi hrane

- usporediti ulogu tankog i debelog crijeva u probavi
hrane’

Metabolicki i
probavni sustav

9.2. Enzimska kataliza

U zivoj stanici se odvijaju bezbrojne kemijske reakcije, od kojih je za mnoge vazno i nuzno
da se odvijaju brzo. Brzina kemijske reakcije ovisi o0 energiji aktivacije, tj. o energiji
potrebnoj da se raskinu postojece kemijske veze. Brzina vecine spontanih kemijskih reakcija
nije dovoljna za normalno funkcioniranje stanice. No, u bioloSkim sustavima su prisutni
enzimi koji znacajno ubrzavaju kemijske reakcije 1 imaju funkciju katalizatora.

Enzimi kao i ostali katalizatori, snizavaju energiju aktivacije i time znacajno ubrzavaju
kemijsku reakciju. Iako mehanizam enzimski katalizirane reakcije moZe biti identiCan
mehanizmu nekatalizirane reakcije, ¢esto se enzimski katalizirana reakcija odvija drugacijim
reakcijskim putem od nekatalizirane. Naravno, u oba slucaja je promjena standardne
reakcijske Gibbsove energije, A/G° ista (definirana pocetnim i kona¢nim stanjem), a time 1
konstanta ravnoteze, K. To zapravo znaci da enzim (ili neki drugi katalizator) proporcionalno
ubrzava polaznu i povratnu reakciju i ne djeluje na konstantu ravnoteze. ™

Enzimi su opcenito globularni proteini, te mogu biti gradeni od samo nekoliko
desetaka ili ¢ak do preko 2500 aminokiselina. Mnogi enzimi su puno vec¢i od supstrata na koji
djeluju. Mjesto u kojem dolazi do katalize zovemo aktivho mjesto enzima. Krajem 19.
stoljeca smatralo se da supstrat mora oblikom odgovarati aktivnom mjestu (model kljuca 1i
brave), no danas se zna da aktivno mjesto oblikom odgovara supstratu tek nakon vezanja
(model izazvanog pristajanja).*

Karakteristicno svojstvo enzimske katalize je da se kemijska reakcija dogada unutar

aktivnog mjesta enzima, a ne u otopini. Reakcijom izmedu enzima 1 supstrata nastaje
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kompleks enzim-supstrat, a na kraju enzimske reakcije nastaje produkt i enzim izlazi iz
reakcije nepromijenjen. Enzimi su visokospecificni i samo jedan enzim obi¢no katalizira
samo jednu reakciju pod odredenim fizikalno-kemijskim uvjetima. U organizmu, enzimi
kataliziraju reakcije koje su medusobno povezane unutar metabolizma.'

Enzimsku aktivnost moguce je ucenicima pribliziti jednostavnim analogijama. Ovdje
¢u navesti jedan primjer iz literature. Zamislite dijete (ono neka predstavlja enzim) s iglom
kako busi balone (neka baloni predstavljaju supstrat) u velikoj prostoriji. Ako se u prostoriji
nalazi samo jedno dijete i po jedan balon svaka tri metra, u sekundi se ne bi probusilo bas§
previse balona. Ako biste dodavali sve vise balona u prostoriju, dijete ne bi moralo daleko
trcati do svakog iduéeg balona, pa bi se brzina buSenja povecala. Ako bi baloni bili toliko
brojni da im se razina pruza do djetetova struka, dijete bi jako brzo busilo balone pa
dodavanje jo§ balona u prostoriju ne bi viSe doprinosilo brzini buSenja balona (dijete bi
dosegnulo najvecu brzinu ili V). Kada bi se u prostoriji nalazilo jo§ jedno dijete, brzina
busenja bi se udvostrucila.

Utjecaj temperature na enzime (ili na dijete, u ovom slucaju) je isti kao i na proteine.
Previsoka ili preniska temperatura ¢e dovesti do denaturacije enzima (ili do onesposobljavanja
svih aktivnosti djeteta), a na optimalnoj temperaturi ¢e enzimska aktivnost biti najveca

(odnosno, dijete ¢e imati najpovoljnije uvjete za buSenje balona).12

9.2.1. Inhibicija kemijske reakcije

Inhibitori enzimske reakcije mogu biti ireverzibilni i reverzibilni. Karakteristino je za
ireverzibilnu inhibiciju da dolazi do kompletnog gubitka enzimske aktivnosti nakon nekog
vremena, te se enzimska aktivnost moze povratiti samo odredenim kemijskim metodama. Ako
je inhibitor reverzibilan, povrat enzimske aktivnosti moze se ostvariti bilo fizikalnim bilo
kemijskim putem. Naime, enzim i reverzibilni inibitor nalaze se u kemijskoj ravnotezi i
uklanjanjem inhibitora pomice se ravnoteza prema nastajanju slobodnog enzima.

Razlikujemo tri vrste reverzibilnih inhibitora:

> 1. Kompetitivni (konkurentni) inhibitor

Ovaj inhibitor je po svojoj strukturi slican supstratu, pa se veze u aktivno mjesto enzima i
tako konkurira supstratu pri vezanju za slobodni enzim.

> 2. Nekompetitivni (nekonkurentni) inhibitor

Ovaj inhibitor se veze u mjestu bitnom za aktivnost enzima, ali ne u samom aktivnom mjestu.
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> 3. Akompetitivni (akonkurentni) inhibitor

Ovaj inhibitor se ne veze na slobodni enzim, nego na neki drugi oblik (na primjer, na
kompleks enzim-supstrat).*

Ako Zelimo povu¢i analogiju kao i onu kod enzimske katalize od maloprije, sa
djetetom koje buSi balone, onda mozemo re¢i da je ireverzibilna inhibicija analogna
onesposobljavanju svih aktivnosti djeteta. Kompetitivna inhibicija se dogada onda kada su
neki baloni napravljeni od debele gume koja se ne moze probusiti. Broj probusenih balona u
sekundi bi onda ovisio o tome koliko ima balona napravljenih od gume koja se moze probusiti
i koliko ima onih od debele gume koja se ne moze probusiti. Nekompetitivna inhibicija bi se
dogodila onda kada bismo djetetu zavezali ruke iza leda odredeni dio vremena, pa bi dijete
busilo balone onda kada mu ruke ne bi bile zavezane, a onaj dio vremena kada bi mu ruke bile

zavezane ne bi busilo balone.*

9.3. Probavni sustav i probavni enzimi ¢ovjeka

Probavni sustav je dobar primjer na kojem se moZe ucenicima objasniti 1 pribliziti kako
enzimi u ljudskom organzimu vrse klju¢ne funkcije za Zivot.

Svim Zivim bi¢ima za rast i razvoj potrebna je energija. Jedan od najvaznijih izvora
energije je hrana. Autotrofni organizmi mogu iz anorganskih tvari primljenih iz okoliSa
sintetizirati organske spojeve koristeci se svjetlosnom energijom (fotoautotrofi) ili kemijskom
energijom oslobodenom u razli¢itim kemijskim reakcijama (kemoautotrofi). Za razliku od
autotrofnih organizama, heterotrofni organizmi ovisni su o organskim spojevima koje su
sintetizirali autotrofni organizmi.

Covjek spada u heterotrofne organizme, u svejede. Za ljudsko zdravlje vazna je
uravnotezena i raznovrsna prehrana. Tvari koje sadrzi nasa hrana velikim dijelom je gradena
od bioloskih molekula (ugljikohidrata, masti i proteina) koje predstavljaju najvazniji izvor
energije za nas organizam.

Osnovna zadaa probavnog sustava je pretvorba hrane u sastojke koji se mogu
apsorbirati u krvotok ili limfu. Taj proces se zove probava. Obuhvac¢a mehanicko usitnjavanje,
gibanje 1 mijeSanje hrane te djelatnost raznih enzima koji razgraduju ugljikohidrate,
bjelandevine i masti (amilaze, proteaze i lipaze).'®

Probavni sustav (slika M-1) proteze se gotovo ¢itavom duzinom naSeg tijela — od usta,

kroz vrat, prsnu i trbuSnu Supljinu sve do zavrSnog crijeva i analnog otvora. Probavilo je u
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osnovi duga cijev, koja je sastavljena od niza probavnih organa koji se nadovezuju jedan na
drugi, ne samo u slijedu ve¢ i u funkciji. Unutar probavnog sustava djeluju i probavne zlijezde
s izlu¢ivanjem probavnih sokova u probavilo. To su tri para zlijezda slinovnica, guSteraca i
jetra.X

Probavni kanal Cine usta, zdrijelo, jednjak, zeludac, tanko crijevo, debelo crijevo i analni
otvor. Hrana se prima u probavni sustav te razgraduje do osnovnih gradevnih jedinica koje se
apsorbiraju kroz sluznicu crijeva i iskoriStavaju u organizmu. Nakon toga se neiskoriSteni i

Stetni produkti probave odstranjuju iz organizma.*

zdrijelo
usna supljina

zli jezde slinovnice -

jednjak

Jetra

zuénimjehur Zeludac

: —— qusterada
dvanaesnik - 9

- tanko crijevo

slijepo crijevo debelo crijevo

anus -

Slika M-1. Shema anatomije probavnog sustava.

Usta ¢ine pocetak probavnog kanala. U njima se nalaze zubi koji mehanicki ustinjuju hranu,
miSiéni jezik koji mijeSa hranu i izvodni kanali Zlijezda slinovnica koji luce slinu ¢ija je pH-
vrijednost od 5,6 do 7,6. Slina sadrzi enzim ptijalin (amilazu) koja u ustima razgraduje oko
70 % Skroba na maltozu i glukozu. Slina, osim §to probavlja Skrob, sluzi i za ,,podmazivanje*

¢ime se olakSava zvakanje i gutanje hrane. Gutanje je refleksna reakcija, prilikom koje
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epiglotis zatvara prolaz hrane u nosnu Supljinu ili dusnik. Dok hrana prolazi kroz Zzdrijelo,
blokirano je srediste za disanje.

Daljni dio probavila je jednjak — miSi¢na cijev, okomito polozena izmedu zdrijela i
zeluca. Kada je jednjak prazan, on je stisnut i stijenke su mu priljubljene. Progutana hrana
putuje u obliku malih kuglica jednjakom podmazanim sluzi prema Zelucu, uzastopnim
stezanjem miSi¢ne stijenke, peristaltikom.

Zeludac je proireni dio probavne cijevi Govjeka, koji se sastoji od ulaznog dijela
jednjaka u Zeludac, tijela Zeluca i vodoravno polozenog izlaznog dijela koji se veze na
dvanaesnik. Stijenka zeluca gradena je od nekoliko slojeva misi¢a, Cije su kontrakcije vazne
za mijeSanje hrane i potiskivanje tog sadrzaja (himusa) u dvanaesnik. U stijenci zeluca nalaze
se brojne zlijezde koje luce probavne sokove i sluz. Probavni Zelucani sokovi sastoje se od
vode, soli, probavnih enzima i klorovodi¢ne kiseline. Od enzima najvazniji je pepsin, koji se
zapravo luci prvo kao inaktivni oblik pepsinogen koji se aktivira uz prisutnost klorovodi¢ne
kiseline. Pepsin je proteaza, odnosno sluzi za probavljanje bjelanéevina i najaktivniji je u
jako kiselom mediju (kada je pH-vrijednost oko 2). Ta jaka kiselost je takoder vazna za
uniStavanje bakterija koje dospiju u Zeludac. Probava bjelanc¢evina zapocinje u Zelucu pa se
hrana bogata bjelancevinama najduze zadrzava u Zelucu.

Lucenje Zelucanog soka regulirano je ziv€anim putem i hormonima, te ima tri faze.
Prva faza (moZdana faza) zbiva se prije nego hrana dospije u zeludac, a potaknuta je vidnim,
mirisnim ili okusnim podrazajima koji pokrecu sekreciju Zelucanih zlijezda. U drugoj fazi
(zelucana faza) hrana dolazi u Zeludac te podrazivanjem sluznice zeluca potice lucenje
hormona gastrina. Gastrin krvlju djeluje na stanice sluznice Zeluca 1 potice lucenje zelu¢anog
soka. U trecoj fazi (crijevna faza) sadrzaj zeluca, koji je uSao u pocetni dio tankog crijeva,
poti¢e lucenje hormona koji ¢e putem krvi smanjiti lucenje Zeluanog soka i kontrakcije
zeluca. U zZelucu se lu¢e u malim koli¢inama i zeluCane lipaze, enzimi za razgradnju masti.
Medutim, njihov je ucinak u Zelucu slab, jer ti enzimi ne mogu optimalno djelovati u
njegovom kiselom mediju.

Sadrzaj zeluca prolazi u dvanaesnik — pocetni dio tankog crijeva. Na dvanaesnik se
nadovezuje srednji dio ili jejunum, te krajnji dio ili ileum. Unutarnja povrSina crijeva je zbog
brojnih crijevnih resica oko 10 puta vec¢a od ukupne povrSine koze, a takva velika povrSina
sluzi za apsorpciju hranjivih tvari kroz sluznicu u krvotok. U dvanaesniku se zbiva intenzivna

razgradnja hranjivih tvari jer na himus djeluje niz enzima. Enzime izlucuju zlijezde u sluznici
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tankog crijeva. Himus koji stize iz zeluca ima nisku pH-vrijednost. Hidrogenkarbonatnim
ionima koje izlu¢uju Brunnerove Zlijezde u lumen crijeva, neutralizira se himus do pH-
vrijednosti od oko 8.

U dvanaesnik gusteraca lu¢i pankreasnu amilazu (koja razgraduje skrob i glikogen
do disaharida), pankreasnu lipazu te razne proteaze (tripsin, Kkimotripsin i
karboksipolipeptidaze). Gusteraca, osim ove egzokrine uloge, ima i endokrinu ulogu (Iuci
hormone glukagon i inzulin). pH-vrijednost guStera¢inog soka iznosi izmedu 7,1 i 8,3 a sastoji
se od prethodno navedenih enzima, vode i hidrogenkarbonatnih iona. Pankreasna lipaza
razgraduje masti na glicerol i masne kiseline. Medutim, da bi se masti enzimima razgradile,
potrebna je zu¢ koja sluzi emulgiranju (rasprsivanju) masti u male kapljice.

Zué se stvara u jetri, organu koji je kljuéni organ metabolizma i probave u organizmu,
te obavlja mnoge 1 kljune zadace. Iz jetre izlazi Zucovod koji se ulijeva u dvanaesnik.
Prostorno gledano, jetrene stanice su izmedu krvnih i Zu¢nih kapilara. Smjer strujanja zuci
suprotan je smjeru strujanja krvi. Jetrene stanice preko zuci izlucuju zucne kiseline, Zu¢ne
boje i ostale otpadne tvari. Zuéne kiseline pomazu u probavi masti kao emulgatori, a Zu¢ne
boje su ostatak razgradenog hemoglobina iz propalih eritrocita. Zuéna boja, bilirubin, u
crijevu dalje se razgraduje pomocu bakterija u sli¢ne Zutosmede spojeve, koji stolici daju
karakteristi¢nu boju.

Srednji i zavr$ni dio tankog crijeva vazni su za zavrSetak probave enzimima te za
apsorpciju produkata enzimske razgradnje hranjivih tvari u krvotok ili limfu. Od amilaza,
ovdje se lu¢e saharaza, maltaza, izomaltaza i laktaza, koje pomazu u razgradnji disaharida na
monosaharide. Takoder se Iuce lipaze koje razgraduju preostale masti | proteaze
(aminopolipeptidaze i dipeptidaze) koje razgraduju polipeptide i dipeptide.

Glavna zadaca debelog crijeva je reapsorpcija vode i elektrolita iz lumena crijeva u

krvotok te oblikovanje i pohrana izmeta. Probavna cijev zavrsava analnim otvorom. 3141

9.4. Opcenito o ugljikohidratima i proteinima uz pregled osnovnih
dokaznih reakcija

» Ugljikohidrati su spojevi biljnog i zivotinjskog porijekla. Dijelimo ih na monosaharide,

oligosaharide i polisaharide. Monosaharidi i disaharidi su dobro topljivi u vodi i slatkog

okusa, te ith zovemo Seceri.
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Monosaharidi su po gradi najjednostavniji ugljikohidrati i kemijskim reakcijama se
ne mogu razgraditi na jednostavnije. Medu najvaznije monosaharide ubrajamo heksoze,
molekulske formule CgH120s. Takvi su monosaharidi, na primjer, glukoza (polihidroksi-
aldehid ili aldoza) i fruktoza (polihidroksi-keton ili ketoza). Svi monosaharidi koji sadrze
aldehidnu skupinu ili aldoze, pokazuju reakcije svojstvene za aldehide, odnosno njihova
aldehidna skupina moze se oksidirati u karboksilnu skupinu §to ih ¢ini reducirajuéim
Secerima. Isto tako, svi monosaharidi koji sadrze keto skupinu ili ketoze (osim fruktoze koja u
luznatoj otopini moZe prije¢i u glukozu i manozu?), pokazuju reakcije svojstvene za ketone,
te se oni ne mogu oksidirati pa time spadaju u nereducirajuée Secere.

Oligosaharidi sadrze 2 do 10 monosaharidnih jedinki vezanih u jednu molekulu.
Najvazniji oligosaharidi jesu disaharidi. Oni nastaju kondenzacijom dviju molekula
monosaharida uz izdvajanje jedne molekule vode, pa im je molekulska formula Ci2H,0;3.
Disaharidi se lako mogu hidrolizirati toplom otopinom razrijedenih kiselina ili djelovanjem
enzima. Medu najpoznatije disaharide ubrajamo saharozu, laktozu i maltozu.

« Saharoza (sastoji se od molekula glukoze i fruktoze povezanih a-1,2-glikozidnom vezom);
Saharoza, poznata kao obican Secer, hidrolizom daje u jednakim koli¢inama glukozu i
fruktozu (tzv. invertni Secer). Saharoza ne pokazuje reakcije na aldehide, ali otopina koja se
dobije nakon hidrolize daje pozitivan test na aldehide.

« Laktoza (sastoji se od molekula galaktoze i glukoze povezanih $-1,4-glikozidnom vezom);
Laktoza je disaharid koji se nalazi u mlijeku sisavaca, pa se zato i naziva mlije¢nim Secerom.
Laktoza je reduciraju¢i disaharid jer sadrzi slobodnu poluacetalnu skupinu u molekuli
glukoze.

 Maltoza (sastoji se od dvije molekule glukoze povezanih a-1,4-glikozidnom vezom);
Maltoza se dobiva iz biljnih i zivotinjskih polisaharida, Skroba i glikogena. Ima je u proklijalu
je¢mu gdje je nastala kao rezultat enzimske hidrolize Skroba. Maltoza je reducirajuéi disaharid

jer sadrzi slobodnu poluacetalnu skupinu u jednoj molekuli glukoze.16
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Tablica M-2. Pregled dokaznih reagensa, njihovog kemijskog sastava i odgovarajucih

kemijskih promjena za reducirajuce Secere (monosaharide i disaharide).

Dokazni N JednadZzba kemijske reakcije i opis
Kemijski sastav .
reagens promjene
Za monosaharid:
CsH1.06(aq) + 2 Cu®(aq) + 4 OH (aq)
— CeH1207(aq) + CuO(s) + 2 H,0(aq)
Za disaharid: ,
Trommerov V(vodena otopina CuSQ,) : V(vodena Clz';zza“(gq) *2 flé (g‘) ++420|5| (gaq)
reagens otopina NaOH) =1:1 = CioH22012(aq) + Cuz0(s) 20(aq)
(Cu® ioni koji &ine otopinu plavom, u
prisustvu reducirajuceg Secera se
reduciraju stvarajuéi crveni talog, Cu,0,
dok se Secer oksidira u karboksilnu
kiselinu)
Za monosaharid:
CsH1.06(aq) + 2 Cu®(aq) + 4 OH (aq)
— CeH1,04(aq) + Cu,O(s) + 2 H,0(aq)
V(Fehling I) : V(Fehling I) =1:1
Za disaharid:
Fehlingov _ _ C12H22011(aq) + 2 Cu*(aq) + 4 OH (aq)
reagens Fehllng_l = vodena otopina C_:uSO4 — CppH2015(aq) + Cu,0O(s) + 2 H,0(aq)
Fehling Il = vodena otopina
kalijnatrij tartarata i vodena otopina | (Cu®* ioni koji ¢ine otopinu plavom, u
NaOH prisustvu reducirajuceg Secera se
reduciraju stvarajuéi crveni talog, Cu,0O,
dok se Secer oksidira u karboksilnu
kiselinu)
Za monosaharid:
CeH1206(aq) + 2 [Ag(NH3)2]"(aq) +
vodena otopina AgNOs(aq) i par kapi | + 2 OH (aq) — CsH1,07(aq) + 2 Ag(s) +
vodene otopine NaOH, uz snazno + 4 NHs(aqg) + H,0(aq)
muckanje dokapavati kap po kap
razrijedene vodene otopine NH; sve | Za disaharid:
dok se smedi talog, Ag,O(s), ne otopi | C1,H2011(aq) + 2 [Ag(NHs),]*(aq) +
Tollensov +2OH (aq) —
reagens C12H2012(aq) + 2 Ag(s) + 4 NHs(aq) +
(napomene za uspjesan ishod pokusa: | + H,O(aq)
* epruveta gdje se prireduje reagens
mora biti potpuno &ista i odmaséena | (Ag” ioni se reduciraju iz otopine u obliku
* Tollensov reagens se priprema elementarnog srebra, stvarajuci efekt
uvijek svjez) zrcala na stijenkama epruvete, dok se
reducirajuc¢i monosaharid ili disaharid
oksidira)
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Polisaharidi su velike molekule sastavljene od nekoliko desetaka do nekoliko tisuca
monosaharidnih jedinki povezanih u jednu molekulu. Sastav im se moze prikazati formulom
(CeH1005)r. Oni se takoder kemijskim reakcijama mogu razloziti na monosaharide.
Polisaharidi su tesko topljivi ili netopljivi u vodi i nisu slatkog okusa. Najvazniji polisaharidi
su Skrob, glikogen i celuloza, a izgradeni su od glukoze kao osnovne jedinke. Razlikuju se
samo po nacinu kako su molekule glukoze povezane medusobno.

Skrob je bijeli prah netopljiv u hladnoj vodi, a u toploj nabubri. On je smjesa dvaju
razli¢itih polimera, amiloze 1 amilopektina. Amiloza je netopljiva u vodi, dok je amilopektin
topljiv. Po tome mozemo zakljuéiti da medu njima postoji razlika u nadinu vezivanja
molekula glukoze u polimer.*®

Lugolova otopina je zutosmede boje i koristi se kao dokazni reagens za $krob, te se
priprema tako da se u 100 mL destilirane vode najprije otopi 2 g kalijeva jodida i potom doda
1 g joda. Jod je topljiv u kalijevu jodidu, pri ¢emu nastaju polijodidni ioni (trijodidni i
pentajodidni anioni) [ls] i [ls] :
l2(s) + I"(aq) — [1s] (aq)
l2(s) + [1s] (ag) — [Is] (aq).

Molekule amiloze su linearne a molekule amilopektina razgranate grade. U amilozi je
200 do 400 ostataka glukoze medusobno povezano a-1,4-glikozidnim vezama. Osnovni
gradevni element je, prema tome, maltoza, a molekule maltoze su medusobno povezane a-
glikozidnim vezama. Molekula amiloze ¢ini uzvojnicu sa Sest molekula glukoze u jednom
uzvoju. Plava boja uzoraka koji sadrZe Skrob potjece od kompleksnog spoja amiloze i iona
[Is]” ugradenih u unutrasnjost uzvojnice amiloze. Amilopektin se sastoji od nekoliko stotina
do nekoliko tisu¢a ostataka glukoze medusobno povezanih a-1,4-glikozidnim vezama u duge
lance koji su medusobno povezani a-1,6-glikozidnim vezama, tako da su njegove molekule
razgranate. Lanac se grana nakon prosje¢no svakih 25 ostataka glukoze. Zbog takvog
grananja amilopektin ne moze Ciniti uzvojnicu kao amiloza, pa s Lugolovom otopinom daje
blijedo crvenosmede obojenj et

> Bjelandevine ili proteini su bioloske molekule izgradene od aminokiselina

povezanih peptidnom vezom. Aminokiseline su organske kiseline koje, osim karboksilne
skupine, — COOH, sadrze i amino-skupinu, — NH,. Upravo zato aminokiseline imaju svojstva
kiselina 1 baza. U gradi prirodnih proteina u pravilu sudjeluje samo 20 razlicitih

aminokiselina, koje se medusobno razlikuju po gradi bo¢nog ogranka.16
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Uz iznimku glicina, aminokiseline koje ulaze u sastav proteina, imaju najmanje jedan
kiralni centar, a to je a-ugljikov atom (tablica M-3). Sve te aminokiseline, osim cisteina,
imaju apsolutnu konfiguraciju (S). Aminokiselinama se obi¢no pripisuje D-konfiguracija ili L-
konfiguracija 1 to prema nacelima koja se primjenjuju kod ugljikohidrata. Osnova za
oznacavanje je a-amino-skupina. Tako sve aminokiseline koje nastaju translacijom na
ribosomima eukariota imaju konfiguraciju L, a one koje prolaze posttranslacijske modifikacije
enzimima ili se nalaze kao sastavni dio peptidoglikanske ovojnice kod bakterija imaju D
konfiguraciju.*®*°
Iz tablice M-3 je vidljivo da neke aminokiseline mogu imati vise od jedne karboksilne

I amino-skupine ili da imaju i neke druge funkcijske skupine kao sastavni dio bo¢nog

ogranka, koje im daju dodatna kemijska svojstva.

Tablica M-3. Pregled imena, struktura i kratica aminokiselina koje ulaze u sastav proteina.™

IME STRUKTURA KRATICA IME STRUKTURA KRATICA
.. o) . H
Glicin I Gly, G L-asparagin | Asn, N
F2NSon 2
(|3| N
L-alanin H3CWA0H
NH,,
CH, ICI)
L-valin H,C OH Val, V L-fenilalanin Phe, F
NH,,

Ala, A L-glutamin 0
o)

o)
Jleucin |HaC I _tirozi
L-leucin |Hj WOH Leu, L L-tirozin m Tyr, Y
CH; NH, H

Trp, W

i
N
2 Y oM
(0] NH
H2 (ﬁ
?K/YOH GIn, Q
NH,,
O
I
SR
NH2
o}
I
OH
NH,
o)
I
NH
NH 2

CH, |0
L- H.Co - -
. . 3 lle, 1 L-triptofan
izoleucin WJ\OH P
NH,
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IME STRUKTURA | KRATICA[][ IME STRUKTURA KRATICA
i - I
L-serin HOYOH Ser,S ||| asparaginska | MO i OH Asp, D
NH kiselina O NH
2 2
o] - I I
L-treonin | po~ OH Thr, T glutaminska | 4 OH Glu, E
ﬁNHﬂ kiselina
2 NH,,
o)
| / 3 0
L-prolin OH Pro, P L-lizin HZNWOH Lys, K
ﬁ NH,
o)
ﬁ \ I
L-cistein Cys, C L-histidin 4 OH His, H
HSYOH y <N | NH,
NH,
H
0 'ﬂ*z ﬁ
L- .S | -arginin  [HN"""NH OH
metionin |M3© NOH Met, M L-arginin m Ao
NH
2

Za dokazivanje aminokiselina koristi se test s ninhidrinom, koji otopinu oboji ljubicasto. U

ovoj reakciji se aminokiselina dekarboksilirala 1 presla u aldehid koji ima jedan atom ugljika

manje od ishodne aminokiseline, uz oslobadanje ugljikova(IV) oksida:

O -0
OH N - < O
2 + HN=GH=CO2 4 o= — =N c o |C|ZH +
OH R N\ 2
o : o) o}
ninhidrin ljubicasto +4 H0 + CO;
obojenje

Slika M-2. Op¢a jednadzba kemijske reakcije neke aminokiseline s ninhidrinom.
Za dokazivanje benzenske jezgre u bocnom ogranku aminokiselina Koristi se
ksantoproteinska reakcija (gr¢. ksanthos — Zut). Naime, duSi¢na kiselina reagira s onim

aminokiselinama koje sadrzavaju benzenske jezgre (fenilalanin, tirozin i triptofan) te nastaju
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aromatski nitrospojevi koji su opcenito zute boje. Dodatkom amonijaka (luzine) zuta boja
produkta promijeni se u narancastu. Ako koza ili nokti dodu u doticaj s dusi¢nom kiselinom,
oboje se zuto jer nastaje ista realkcija.le”17

Proteine ¢ine polipeptidni lanci gradeni od mnoStva aminokiselina povezanih
peptidnom vezom. Peptidna veza nastaje vezanjem a-karboksilne skupine jedne aminokiseline

na a-amino-skupinu druge aminokiseline, uz izdvajanje jedne molekule vode:

peptidna
veza

Slika M-3. Nastajanje peptidne veze na primjeru dvije molekule alanina. Ugljikovi atomi su prikazani
kao sive, vodikovi atomi kao bijele, kisikovi atomi kao crvene i dusikovi atomi kao plave
kuglice.

Biuret reakcija koristi se za dokazivanje peptidne veze ili iste veze u nekom sliénom spoju,
na primjer, biuretu, H,N—CO-NH-CO-NHj,, pa otuda i potjeCe naziv te reakcije. Svi proteini
i produkti njihova raspada, daju ovu reakciju.’’ Ova reakcija temelji se na nastajanju
crvenoljubi¢astog kompleksa u luznatom mediju, izmedu Cu®" iona i N-atoma iz amino-
skupina.

Veza izmedu probavnog sustava, njegovih enzima i dokaznih reakcija navedenih u

ovom poglavlju, vidljiva je iz tablice M-4 na iducoj stranici.
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Tablica M-4. Pregled enzimske razgradnje hranjivih tvari u pojedinim dijelovima ¢ovjekovog

probavnog sustava, te kemijskih reagensa (dokaznih reakcija) kojima se neki supstrati i

produkti probave mogu dokazati.

Dio probavnog
sustava u kojem

Supstrati i njihovi
pripadajuci

Produkti enzimske
razgradnje i njihovi

dolazi do . . Enzimi pripadajuéi dokazni
: dokazni reagensi .
enzimske . reagensi (dokazne
- (dokazne reakcije) ..
reakcije reakcije)
= maltoza i glukoza
* §krob (Lugolova O gl . (Fehlingov reagens,
USTA otopina) ptijalin (amilaza) Trommerov reagens,
Tollensov reagens)
. » proteini (biuret . . = polipeptidi (biuret
ZELUDAC reakcija) pepsin (proteaza) reakcija)
= disaharidi (samo za
* Skrob (Lugolova reducirajuce: Fehlingov
GUSTERACA otopina) o pankreasna amilaza | reagens, Trommerov
* masti = pankreasna lipaza reagens, Tollensov reagens)
(DVANAESNIK) |, proteini (biuret @ razne protease = glicerol i masne kiseline
reakcija) = polipeptidi (biuret

reakcija)

TANKO
CRINEVO

* disaharidi (samo za
reducirajuce:
Fehlingov reagens,
Trommerov reagens,
Tollensov reagens)

* masti

* polipeptidi (biuret
reakcija)

= amilaze (saharaza,
maltaza, izomaltaza i
laktaza)

@ lipaze

o proteaze
(aminopolipeptidaze i
dipeptidaze)

= monosaharidi (samo za
reducirajuce: Fehlingov
reagens, Trommerov
reagens, Tollensov reagens)
= glicerol i masne kiseline

= aminokiseline
(ksantoproteinska i
ninhidrinska reakcija)

9.5. Priprema za izvodenje dva integrirana nastavna blok-sata
ponavljanja u 4. razredu gimnazije

Skola: Gimnazija

Predmet: Integrirana nastava kemije i biologije

Nastavna cjelina: Bioloski vazni spojevi

Nastavna jedinica: Probavni enzimi

Cilj: Ponoviti probavne enzime integrirajuci nastavne sadrzaja iz kemije i biologije pomocu

testa za samoocjenjivanje.
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Obrazovni ishodi:

1. Prepoznati koje su namirnice bogate kojim bioloskim spojevima, te opisati za svaku
bioloSku molekulu njen probavni put (uz navodenje pripadaju¢ih organa i1 opisivanje
djelovanja odgovarajucih enzima probavnog sustava).

2. Navesti 1 pokusima pokazati tipicne dokazne reakcije bioloskih molekula (Secera i
proteina), te napisati odgovarajuce jednadzbe kemijskih reakcija.

3. Zakljuciti iz grafickog prikaza i rjeSavanjem racunskog zadatka iz termodinamike vaznost
hrane kao izvora energije.

4. Na temelju primjera strukturne formule organskog spoja moci prepoznati asimetri¢no
supstituirani ugljikov atom.

5. Na temelju kemijskog naziva tvari napisati njezinu kemijsku formulu (ili obrnuto).

6. Na temelju primjera strukturne formule organskog spoja izracunati relativnu molekulsku
masu spoja, prepoznati i imenovati funkcijske skupine i vrstu interakcija izmedu dva organska

spoja.’

Prethodna znanja: opisana u tablici M-1.

TIJEK RADA:
. . Nastavna
Etapa Teze Strategije, m.?,tQOde ' sredstva i
postupci
pomagala
Uvod

Preko piramide zdrave prehrane
objasniti  vaznost  raznolike
prehrane.  Pomocu  primjera
prehrambenih namirnica ponoviti
osnovne  bioloske  molekule.
Navesti podjelu organizama s

I obzirom na nacin uzimanja hrane.

. Objasniti i  ponoviti  proces o
(15 min) dobivanja energije iz hranjivih ucenika)
tvari (preko pojednostavljenog
prikaza procesa stani¢nog disanja
i fotosinteze). Ukratko ponoviti

Problemsko poucavanje | * Power-point
(izlaganje, razgovor i prezentacija,
odgovori na pitanja projektor.

dijelove i funkciju organa
probavnog sustava covjeka, te
navesti najvaznije enzime

probavnih organa.
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Strategije, metode i Nastavng
Etapa Teze 12 sredstva i
postupci
pomagala
Test za samoocjenjivanje ) . L
Ucenici izvode pokuse u skupini, Programirano i(;zvrftgfi(?;m
te samostalno odgovaraju na pouéav:il_nj_e _ pro'ektor )4,
1. pitanja svoje grupe (A ili B) u (uCenici podijeljeni u Projf L
. e . . . . * Pribor, kemikalije
(90 min) | radnom listicu. Za to vrijeme je | manje skupine, na grupe  radni 1,istiéi
stalno na bijeloj plo¢i projiciran A 1B, rjeSavaju radne (pogledati od str.
popis najvaznijih reagensa i listice) 68 do str. 94).
njihov sastav.
Valorizacija
Ucenici samostalno boduju svoj
test dok se to¢ni odgovori i broj
bodova projiciraju projektorom, Problemsko i
uz diskusiju o svakom zadatku. heuristi¢ko poutavanje * Listi¢ za
Kada se projiciraju i diskutiraju (rasprava o rjeSenjima evaluacuu._
. rjeSenja grupe A, ucenici koji su | oo oo i rezultatima | oV erPoInt
(65 min) rjesavali grupu B, biljeze rjesSenja K prezentacija,
zadataka iz grupe A u naknadno pokusa) projektor.
dobiven prazan radni listi¢ grupe * Ploca i kreda.
A (i obratno).
Napomena: Nastavnik bi trebao
na kraju dodatno pregledati
ucenicke listice 1 dodijeljene
bodove.
V. Provjera znanja * Zadaciza
(10 min) Uéeni_ci rjeéavaju_ test s k{atkin} provjeru znanja
zadacima za provjeru usvojenosti (nalaze se od str. 95
sadrzaja i obrazovnih ishoda. do str. 97).

Literatura za nastavnike:

1) M. Sikirica, Zbirka kemijskih pokusa za osnovnu i srednju Skolu, Skolska knjiga, Zagreb,

2011.

2) M. Sikirica, Metodika nastave kemije, Skolska knjiga, Zagreb, 2003.

3) M. Sikirica, D. Mrvos-Sermek, M. Tasner, Praktikum iz metodike nastave kemije Il. dio,

Skripta za internu upotrebu, PMF, Kemijski odsjek, Zagreb, 2008.
4) K. B. Abel, D. R. Halenz, J. Chem. Educ. 69 (1992) 9.
5) L. Stryer, J. M. Berg, J. L. Tymocko, Biochemistry, W. H. Freeman & Company, New

York, 2007.

6) S. Pine, Organska kemija, Skolska knjiga, Zagreb, 2003.

Literatura za ucenike:

1) Propisani gimnazijski udZzbenici iz kemije i biologije (nalaze se na str. 101 i 102)
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§ p

§ 10. UPUTA ZA UCENIKE
10.1. Naputak za ucenike

Cilj vjezbe: Naciniti karakteristicne dokazne reakcije bioloSkih molekula i druge odabrane
pokuse s uzorcima koji sadrze bioloske molekule, te na temelju vlastitih opazanja, zaklju¢aka
I predznanja iz kemije i biologije, usustavljeno i integrirano ponoviti svojstva, gradu i
funkciju bioloskih molekula (ugljikohidrata, proteina i probavnih enzima) zajedno s gradom i

ulogom probavnog sustava.

Miere opreza:

¢ Kemijsko posude je stakleno i lako lomljivo. Oprez od posjekotina u sluéaju razbijanja
kemijskog posuda!

¢ Oprez od opeklina, rad s plamenikom!

¢ Pri zagrijavanju tvari u epruvetama, otvor epruvete treba okrenuti od sebe, ali tako da se
otvor epruvete ne okrene prema drugoj osobi!

¢ Sadriaj epruvete se zagrijava od povrsine tekucine prema dnu epruvete, odnosno 0dozgo
prema dolje uz lagano protresanje!

¢ Oprez od upalnih procesa na Kkozi, rad s kiselinama i luzinama!

10.2. Listi¢i za evaluaciju

PROBAVNI ENZIMI

GRUPA A

Jeste li znali? Cak je oko 75 % odraslih ljudi u svijetu netolerantno na laktozu, disaharid
koji je jedan od glavnih sastojaka svih mlije¢nih proizvoda. Netolerancija na laktozu je
uzrokovana smanjenom aktivno$¢u enzima laktaze. Enzim laktaza, kod osoba bez tog
metaboli¢kog poremecaja, u dvanaesniku razgraduje laktozu na glukozu i galaktozu, te se ti
monosaharidi zatim apsorbiraju u krv. Kod osoba koje su netolerantne na laktozu, ne dolazi
do razgradnje laktoze na navedene monosaharide 1 apsorpcije u krv, ve¢ laktoza ide dalje
probavnim sustavom do crijeva gdje uzrokuje probavne smetnje.*
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» POKUS 1. Slatki okus mlijeka

Pribor: stalak s 2 epruvete, elektri¢ni grijaé za vodu, laboratorijska ¢asa od 250 mL s
vodovodnom vodom (vodena kupelj), drvena hvataljka.
Kemikalije: mlijeko, Fehlingov reagens (otopina Fehlinga I i Fehlinga I1).

Postupak:
@ Priredite vodenu kupelj: laboratorijsku ¢asu od 250 mL napunite do pola s vodovodnom

vodom i stavite grijati.

@ Promotrite uzorke u epruvetama 1i 2.

® Uzmite epruvetu 1 u kojoj se nalazi mlijeko, te u nju ulijte sav reagens (otopina Fehlinga |
I Fehlinga I1) koji se nalazi u epruveti 2. Promotrite uzorak nakon mijeSanja sadrzaja u
epruvetama 1i 2.

@ Uronite epruvetu 1 u ¢asu s vodovodnom vodom koja vrije (vodena kupelj) 2 do 3 minute
do vidljive promjene. PazZljivo promatrajte uzorak tijekom zagrijavanja.

® Nakon $§to vise ne uocavate nikakve promjene uzorka kojeg zagrijavate, pazljivo drvenom

hvataljkom izvadite epruvetu 1 iz vodene kupelji i stavite je na stalak.

&~ OPAZANJA 1. Opisite uzorke prije i nakon njihovog mijeanja, te zabiljeZite opaZzanja

koja ste uocili tijekom 1 na kraju zagrijavanja.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Po 1 bod za tocan opis uzoraka u epruvetama 1 i
2 prije mijeSanja (ukupno 2 x 1 bod = 2 boda).

1 bod za tocan opis uzorka nakon mijesanja
sadrzaja u epruvetama, po 1 bod za svaku to¢no
navedenu boju uzorka tijekom zagrijavanja
(ukupno 2 x 1 bod = 2 boda) i 1 bod za uocavanje
pojave crvenog taloga.

Uzorak u epruveti 1 je mutan i bijele boje, a
uzorak u epruveti 2 je tamnoplave boje. Uzorak je
nakon mijeSanja sadrzaja u epruveti 1 i 2
tamnoplave boje, a zagrijavanjem, boja mu se
mijenjala iz plave do zute i konacno do
crvenosmede uz pojavu crvenog taloga.

Ukupno 2 boda + 2 boda + 1 bod = 5 bodova.

PITANJE 1. a) Koju funkcionalnu skupinu sadrze organski spojevi koji se mogu oksidirati, a

daju pozitivnu reakciju s Fehlingovim reagensom?

b) Kako se nazivaju ugljikohidrati koji sadrze tu funkcijsku skupinu?
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¢) Na temelju strukturnog prikaza molekule laktoze izraCunajte njenu relativnu molekulsku

masu.

d) Vode¢i se opazanjima pod 1, pripadnom jednadzbom kemijske reakcije objasnite rezultat

pokusa.

e) Je li laktoza oksidans ili reducens u ovoj kemijskoj promjeni?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Spojevi koji daju pozitivhu reakciju s
Fehlingovim reagensom i koji se mogu oksidirati
moraju sadrzavati aldehidnu skupinu.

b) Ugljikohidrati koji sadrze aldehidnu skupinu se
nazivaju aldoze.

C) M; (C12H2,041) = 342,3.

d) C12H2,011(aq) + 2 Cu**(aq) + 4 OH (aq) —
C12H2,015(aq) + Cu,0(s) + 2 H,0(aq)

e) Laktoza je reducens u ovoj kemijskoj promjeni.

a) 1 bod

b) 1 bod

c) 2 boda

d) 3 boda za to¢no napisanu jednadzbu kemijske
reakcije.

e) 2 boda

Ukupno 1 bod + 1 bod + 2 boda + 2 boda + 2
boda =7 bodova.

PITANJE 2. Na slici se nalazi jezik s oznacena Cetiri osnovna receptorska sustava za okus.

Navedite primarne okuse znacajne za tocno odredene regije na jeziku oznacene brojevima.

35 =2 ));) 9,,\
- ) ?

)‘)) ») \

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

1)

2)

3)

4)

1) gorko D

2) kiselo Po 1 bod za svaki to¢an odgovor.

3) slano _

4) slatko Ukupno 4 x 1 bod = 4 boda.
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PITANJE 3. Fiziologija okusa je slozena pojava, koja jo§ u potpunosti nije razjasnjena.
Vjeruje se da okus za, na primjer slatko, potje¢e od medudjelovanja molekula sladila i to¢no
odredenih receptorskih mjesta na jeziku. Proces je brz i reverzibilan, ali nema dokaza da se
radi o kemijskoj reakciji. Prirodna sredstva za zasladivanje, kao i sinteti¢ka, jednako djeluju
na naSe receptore na jeziku iako nemaju nuZno iste strukturne karakteristike.'® Proudite
strukturnu formulu molekule aspartama, umjetnog sladila, koji je jedan od najzastupljenijih

sladila u tzv. ,,light* prehrani i odgovorite na sljedeca pitanja:
3

e

\ O
0 H
OH//" NH, o)

\2

a) Koja je molekulska formula ovog spoja?

b) Imenujte vezu oznacenu crvenom bojom na prikazu.

¢) Na strukturnoj formuli aspartama su zaokruzene i brojevima (od 1 do 3) oznafene neke
funkcijske skupine koja ta molekula sadrzi. Imenujte te organske funkcijske skupine:
0) ; @ ; @

d) Oznacite zvjezdicom na strukturnoj formuli aspartama (gore) asimetri¢ne ugljikove atome.
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OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) C14H1505No.

b) Crvenom bojom je oznacena peptidna veza.
¢) Zaokruzene su:

@ karboksilna skupina;

@ amino-skupina;

@ fenilna skupina.

d)
0
OM & _OCHs
OH NH, B

a) 2 boda

b) 2 boda

¢) Za svaku to¢no navedenu skupinu po 1 bod
(ukupno 3 x 1 bod = 3 boda).

d) Po 1 bod za svaki to¢no oznaéeni asimetri¢ni
ugljikov atom (ukupno 2 x 1 bod = 2 boda).

Ukupno 2 boda + 2 boda + 3 boda + 2 boda =9
bodova.

> POKUS 2. Casa mlijeka - ¢asa zdravija

Pribor: stalak s 2 epruvete, stakleni Stapi¢, 2 kapalice, menzura od 5 mL.

Kemikalije: mlijeko, vodena otopina natrijevog hidroksida (w = 10 %), vodena otopina

modre galice (w = 1 %), crveni i plavi indikatorski papir, univerzalni indikatorski papir.

Postupak:

® Uzmite epruvetu 3 u kojoj se nalazi mlijeko, te u nju ulijte 2 mL vodene otopine

natrijevog hidroksida. Zatim promijeSajte otopinu staklenim Stapi¢em 1 provjerite
univerzalnim indikatorskim papirom je li otopina luznata. U slucaju da otopina nije luznata,
dodajte jos vodene otopine natrijevog hidroksida.

@ Dobivenoj otopini dodajte kap po kap vodenu otopinu bakrova(ll) sulfata, ali tako da
nakon svake kapi lagano protresete otopinu i ¢im dode do prve promjene boje

prestanete dodavati otopinu bakrova(ll) sulfata. Brojite koliko kapi ste dodali!

&~ OPAZANJA 2. Opisite uzorak nakon provedenog koraka 11 2.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Nakon dodavanja otopine natrijevog hidroksida u

mlijeko _hema _ promjene boje, .dOk nak_on 1 bod za opazanje ljubicaste boje otopine.
dodavanja otopine modre galice otopina

poljubicasti.
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PITANJE 4. a) Kako se zove ova dokazna reakcija?

b) Sto moZete zakljugiti na temelju opazanja 2, koju biolosku molekulu sadrzi mlijeko?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Ova dokazna reakcija se zove biuret reakcija.
b) Mlijeko sadrzi proteine (bjelancevine).

Po 1 bod za svaki to¢an odgovor.
Ukupno 2 x 1 bod = 2 boda.

® Pomocu crvenog i plavog indikatorskog papira provjerite pH-vrijednost vodene otopine

modre galice.

PITANJE 5. a) Je li pH-vrijednost vodene otopine modre galice ve¢a, manja ili jednaka 7?

b) Pripadnom jednadzbom kemijske reakcije objasnite pH-vrijednost vodene otopine modre

galice.

c) U epruveti 4 nalazi se uzorak mlijeka. Dodajte u taj uzorak jednak broj kapi vodene
otopine modre galice koji ste dodali u epruvetu 3 u koraku 2. Usporedite ova opazanja sa

opazanjima pod 2.

d) Zasto je potrebno dodati luzinu prije dodatka vodene otopine modre galice u uzorak

mlijeka?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) pH vodene otopine modre galice je manji od 7.
b) [Cu(OHy)]**(aq) + H,0(1) —
[Cu(OH)(OH,)s]*(aq) + H:0"(aq)

c) Nakon dodatka otopine modre galice u mlijeko,
nastalo je svijetlo plavo obojenje a ne ljubicasto.
d) Luzinu je potrebno dodati da bi se deprotonira-
li dusikovi atomi peptidnih veza iz proteina
mlijeka koji ulaze u koordinaciju iona bakra(ll).
Novonastali kompleks je obojao otopinu
ljubigsto.?

a) 1 bod

b) 2 boda za to¢no napisanu jednadzbu kemijske
reakcije.

¢) 1 bod

d) 3 boda za odgovor na tragu navedenog.

Ukupno 1 bod + 2 boda + 1 bod + 3 boda =7
bodova.
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PITANJE 6. a) Gdje zapoc€inje probava bioloSkih molekula koje sadrzi mlijeko, a koje ste

dokazali u pokusu 2?

b) Kako se zove aktivni oblik enzima probavnog sustava koji prvi djeluje na bioloske

molekule dokazane u pokusu 2?

¢) Cime je aktiviran taj enzim?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Probava proteina zapocinje u zelucu.

b) Aktivni oblik enzima koji prvi djeluje na Po 1 bod za svaki to¢ni odgovor.
proteine se zove pepsin.

¢) Taj enzim je aktiviran klorovodi¢nom Ukupno 3 x 1 bod = 3 boda.
kiselinom.

PITANJE 7. U probavnom sustavu dolazi do razgradnje proteina na manje sastavne dijelove
kao Sto su polipeptidi, oligopeptidi, tripeptidi, dipeptidi 1 pojedinacne aminokiseline. Na
sljedecoj slici se nalazi shematski prikaz tercijarne strukture nekog polipeptidnog lanca.
Imenujte interakcije i veze izmedu aminokiselinskih ogranaka oznac¢enih brojevima (od 1 do

4 na slici) koje ¢e se u probavnom sustavu razoriti djelovanjem razlicitih proteaza.

2
A
| CH 1)

shematski

?I Hac\ /CH3 pr-il.r.az _ 2)
1 — CH pelipeptidne
6 l okosnice
|| 3)
$—OH = —cH,—s—s—cH,—
CH, AN 4)
3

)
|
— CH,—CH,—CH,— CH,—NH;* 0-C—CH,—

4
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OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

1) vodikova veza

2) van der Waalsove sile

3) disulfidna veza

4) ionske elektrostatske interakcije

Po 2 boda za svaki to¢ni odgovor.

Ukupno 4 x 2 boda = 8 bodova.

PITANJE 8. Nakon narusene kvaterne, tercijarne, sekundarne i primarne strukture proteina u
hrani probavnim enzimima, ostale su samo aminokiseline. Odgovorite na sljedeca pitanja:

a) Prikazite shematski opéu formulu molekule najjednostavnije aminokiseline.

b) Je li ta najjednostavnija aminokiselina opticki aktivna i zasto?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) H a) 1 bod
\ b) 2 boda
H2N*$*C(j)(Z)H

H

b) Najjednostavnija aminokiselina nije opticki
aktivna molekula, jer ugljikov atom nije Ukupno 1 bod + 2 boda = 3 boda.
asimetric¢an.

» POKUS 3. Razgradi me njeino™’

Pribor: stalak s 3 epruvete, 2 kapalice, menzura od 5 mL, elektri¢ni grija¢ za vodu, mali
tarionik s tuckom, zli¢ica, laboratorijska caSa od 250 mL s vodovodnom vodom (vodena
kupelj), drvena hvataljka, stakleni Stapi¢, kutija od lijeka Panaze.

Kemikalije: kapsula Panaze, vodena otopina Kremfixa (w = 1 %), destilirana voda, vodena
otopina natrijevog hidroksida (w = 10 %), vodena otopina modre galice (w = 1 %),

univerzalni indikatorski papir.

Postupak:
@ Priredite vodenu kupelj: laboratorijsku ¢asu od 250 mL napunite do pola s vodovodnom

vodom i stavite grijati.

@ U malom tarioniku s tu¢kom usitnite sadrzaj kapsule Panaze, te pola usitnjenog praha
stavite u epruvetu 5 u kojoj se nalazi vodena otopina Kremfixa.

® Nakon toga, neka jedan ¢lan vase grupe drZi epruvetu 5 u ruci, povremeno ju

protresajuéi, sve dok ne dodete do koraka 9 postupka ovog pokusa!
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@ U epruvetu 6 u kojoj se nalazi vodena otopina Kremfixa, dodajte 1 do 2 mL vodene
otopine natrijevog hidroksida i 1 do 2 mL vodene otopine modre galice (Trommerovog
reagensa).

® Uronite epruvetu 6 u ¢asu s vodovodnom vodom koja vrije (vodena kupelj) na dvije
minute.

® Ugasite plamenik i epruvetu 6 oprezno s drvenom hvataljkom stavite na stalak.

6~ OPAZANJA 3. Opisite uzorak u epruveti 6 nakon provedenog pokusa, te obrazlozite

vasSa opazanja.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Otopina u epruveti 6 nije promijenila boju (ostala
je plava), Sto zna¢i da uzorak ne sadrzi
reducirajuce tvari (tvari koje sadrze aldehidnu
skupinu).

1 bod za opaZanje da nije doslo do promjene boje
i 1 bod za to¢no objasnjenje opazanja.

Ukupno 1 bod + 1 bod = 2 boda.

PITANJE 9. a) Napisite vrstu jedinki iz reakcijske smjese u epruveti 6 odgovorne za boju

otopine prije i poslije zagrijavanja.

b) Koje bioloske molekule obi¢no dokazujemo Trommerovim reagensom?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Cu®*(ag) ioni su odgovorni za boju otopine
prije i poslije zagrijavanja.

b) Trommerovim reagensom obi¢no dokazujemo
(reducirajuce) Secere.

a) 2 boda
b) 1 bod

Ukupno 2 boda + 1 bod = 3 boda.

@ Drugu polovicu usitnjenog praha prebacite u epruvetu 7, te u nju ulijte 2 mL vodene
otopine natrijevog hidroksida i staklenim $tapi¢em mijeSajte sve dok se veéina praha nije
otopila. Zatim provjerite univerzalnim indikatorskim papirom je li otopina luznata. U slucaju
da otopina nije luznata, dodajte jo§ vodene otopine natrijevog hidroksida.

Dobivenoj otopini dodajte kap po kap vodenu otopinu bakrova(ll) sulfata, ali tako da
nakon svake kapi lagano protresete otopinu i ¢im dode do prve promjene boje
prestanete dodavati otopinu bakrova(ll) sulfata. Laboratorijsku ¢asu od 250 mL s

vodovodnom vodom stavite natrag da se grije (vodena kupelj).
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PITANJE 10. a) Ako znate da je gusteraCa probavna Zlijezda koja izluCuje probavne enzime
kojima se razgraduju ugljikohidrati, proteini i masti, imenujte tri specifine grupe enzima

neophodne za njihovu probavu. Te iste skupine enzima se nalaze u kapsuli Panaze, pa

provjerite svoj odgovor na pakiranju!

b) Na temelju opazanja u koracima 7 1 8 zakljucite $to su enzimi po kemijskom sastavu.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Za probavu ugljikohidrata, proteina i masti
neophodne su amilaze, proteaze i lipaze.
b) Enzimi su proteini po kemijskom sastavu.

a) Po 1 bod za svaki to¢no navedeni enzim
(ukupno 3 x 1 bod = 3 boda).
b) 1 bod

Ukupno 3 boda + 1 bod = 4 boda.

® Sada neka ¢lan vase grupe koji je drzao epruvetu 5 u kojoj se nalazi vodena otopina
Kremfixa i pola usitnjenog praha, doda 1 do 2 mL vodene otopine natrijevog hidroksida i 1 do

2 mL vodene otopine modre galice (Trommerovog reagensa). Promotrite uzorak u

epruveti!
® Uronite epruvetu 5 u ¢asu s vodovodnom vodom koja vrije (vodena kupelj) na 2 do 3

minute.

6~ OPAZANJA 4. Opisite uzorak u epruveti 5 nakon provedenog koraka 9 ovog pokusa.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Uzorak je poprimio plavu boju. | 1 bod

6~ OPAZANJA 5. a) Opisite uzorak u epruveti 5 nakon grijanja.

b) Usporedite ova opazanja s onima koje ste naveli u opazanjima 3, te navedite koja tvar je

mogla uzrokovati razliku u rezultatima.

¢) Zakljucite 1 objasnite Sto se dogodilo na kraju s uzorkom u epruveti 5.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) 1 bod
b) 1 bod

a) Otopina u epruveti 5 je poprimila crvenosmedu
boju nakon grijanja.
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b) U opazanjima 3 nije doslo do promjene boje,
jer nije bio dodan sadrzaj Panaze.

¢) Amilaza iz tablete Panaze je djelovala na
sloZeni Secer iz vodene otopine Kremfixa,
razgradujuéi ga na jednostavnije (reducirajuce)
Secere.

C) 2 boda za objasnjenje na tragu navedenog.

Ukupno 1 bod + 1 bod + 2 boda = 4 boda.

PITANJE 11. a) Kakva zlijezda je gusteraca s obzirom na to gdje izlucuje svoje produkte?

b) Koje hormone izlucuje gusteraca?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Gusteraca je endokrina i egzokrina Zlijezda
(7lijezda s unutarnjim i vanjskim lucenjem).
b) Gusteraca izlucuje inzulin i glukagon.

a) 1 bod
b) 1 bod

Ukupno 1 bod + 1 bod = 2 boda.

PITANJE 12. Proucite grafikon? koji prikazuje usporedbu promjene u koncentraciji glukoze

u krvi dviju osoba tijekom 24 sata, te odgovorite na sljedeca pitanja:

A
[\

A
N

A
[\

L

N/

_‘/\ yas

N/

/.

OSOBA B

OSOBA A

6 8 10 12 14 16

a) Koliko puta su obje osobe jele u toku dana?

18 20 22 ponoé 2

b) Boluje li osoba A ili osoba B od Secerne bolesti? Objasnite odgovor na temelju podataka iz

grafikona.
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OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Obje osobe su jele tri puta u toku dana.

b) Osoba B boluje od Secerne bolesti jer na kraju
dana ima poviSenu koli¢inu glukoze u krvi, dok
se kod osobe A koli¢ina glukoze u krvi na kraju

a) 2 boda

b) 2 boda za to¢no navedenu osobu koja boluje
od Secerne bolesti i 2 boda za to¢no objasnjenu
koli¢inu glukoze ili kod osobe A ili kod osobe B

dana vratila na poéetnu vrijednost. (ukupno 2 x 2 boda =4 boda).

Ukupno 2 boda + 4 bodova = 6 bodova.

PITANJE 13. Sva hrana koju unosimo u organizam se razgraduje djelovanjem probavnih
enzima. Pritom nastaju hranjive tvari i njihove sastavne molekule, koje krv raznosi do svake
stanice tijela. Takoder dolazi i do oslobadanja energije koja je neophodna za funkcioniranje
organizma. Mnoga tkiva i organi mogu upotrebljavati masti i proteine iz hrane kao izvore
energije, medutim mozak, jedan od najvaznijih organa u naSem tijelu, za svoje funkcioniranje
nuzno mora imati dostupnu glukozu.

a) Glukoza je prema IUPAC-u 2,3,4,5,6-pentahidroksiheksanal. Nacrtajte njenu kondenziranu

strukturnu formulu.

b) Prikazite jednadZzbom kemijske reakcije izgaranje jedne molekule glukoze.

c¢) Sada sve reaktante i produkte (osim glukoze) iz pretvorbe koju ste napisali pod b) prikazite

pomocu Lewisovih strukturnih formula.

d) Pomocu zadanih podataka za entalpije stvaranja®®, izracunajte reakcijsku entalpiju za
pretvorbu koju ste napisali pod b):

AfH® (CgH1206, S) = — 1274 kJ mol ™

AH® (CO,, g) = — 393,5 ki mol ™

AH® (H,0, g) = — 241,8 ki mol™
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OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) o _H a) 2 boda
e b) 2 boda
H —(|:—OH c) Po 2 boda za svaku to¢no nacrtanu
OH-C-H strukturu (ukupno 3 x 2 boda = 6 bodova).
H-C-OH d) 2 boda za to¢no napisan izraz reakcijske

entalpije za zadanu jednadzbu izgaranja
glukoze, 2 boda za tocno uvrstene

CH;OH vrijednosti, te 2 boda za tocno izradunatu
vrijednost reakcijske entalpije (ukupno 3 x 2
boda = 6 bodova).

|
H-C-OH

b) CGleoe(S) +6 Oz(g) — 6 COg(g) +6 HzO(g)

ue e . .
.0=0. 0=C=0 yox

d) Trazi se A{H°(CgH1,0s, S) = ?

JednadZba izgaranja glukoze glasi:

CeH1204(s) + 6 O2(g) — 6 CO(g) + 6 H0(9)

Prema navedenoj jednadzbi kemijske reakcije za
reakcijsku entalpiju mozemo pisati

ArH9 = 6 AfHe(COZ, g) + 6 AfHe(Hzo, g) —
AfHG(CGleoe, S)

gdje smo odmah uvrstili stehiometrijske brojeve i
zanemarili elementarne tvari jer su im entalpije
stvaranja po definiciji jednake nuli.

Uvrstavanjem vrijednosti dobivamo:

AH® = [6-(— 393,5) + 6-(— 241,8) — (— 1274)] k/mol =
= - 2537,8 kJ/mol

Reakcijska entalpija za izgaranje glukoze prema
zadanoj jednadzbi iznosi — 2537,8 kJ/mol.

Ukupno 2 boda + 2 boda + 6 bodova + 6
bodova = 16 bodova.

GRUPA B

Jeste li znali? Ruski psiholog Ivan Pavlov istrazivao je izlucivanje probavnih enzima
Zeluca 1 Zlijezda slinovnica. Eksperimentiraju¢i sa psima, dokazao je da tim izlu¢ivanjem
upravlja mozak. Miris hrane ili ¢ak sama pomisao na nju bila je dovoljna da izazove
izlu€ivanje. Ta su mu istrazivanja 1904. godine donijela Nobelovu nagradu.24

> POKUS 1. Cure mi sline

Pribor: stalak s 2 epruvete (oznacene kao Al i A2), kapalica, menzura od 10 mL.
Kemikalije: vodena otopina Kremfixa (w = 1 %), Lugolova otopina (w = 5 %), slina,
destilirana voda
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Postupak:

® U menzuri sakupite 4 mL sline i dodajte 1 mL destilirane vode, te cijeli sadrzaj menzure

ulijte u epruvetu Al gdje se nalazi vodena otopina Kremfixa.

@ Nakon toga dodajte u epruvete Al i A2 po kap Lugolove otopine. U epruveti A2 se

nalazi samo vodena otopina Kremfixa.

® Promotrite epruvete Al i A2 nakon dodavanja Lugolove otopine.

@ Epruvetu Al drzite u ruci 2 do 3 minute uz lagano protresanje do vidljive promjene.

6~ OPAZANJA 1. a) Opisite Lugolovu otopinu, te uzorke u epruvetama prije i poslije

dodavanja Lugolove otopine.

b) Opisite promjenu na kraju pokusa.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Lugolova otopina je tekucina zuto-smede boje.
Uzorci u epruvetama bili su prozirni te su nakon
dodatka Lugolove otopine poprimili plavo
obojenje.

b) Plavo obojenje iz epruvete Al je nestalo.

a) 1 bod za toc¢an opis Lugolove otopine i 1 bod
za toCan opis uzoraka prije i poslije dodavanja
Lugolove otopine (ukupno 1 bod + 1 bod = 2
boda).

b) 1 bod

Ukupno 2 boda + 1 bod = 3 boda.

PITANJE 1. a) Lugolova otopina je vodena otopina joda u kalijevom jodidu. Koji ion nastaje
reakcijom joda i jodinog iona? Prikazite ga pomocu Lewisove strukturne formule i navedite

naziv geometrijskog oblika jedinke.

b) Koja se bioloska molekula obi¢no dokazuje Lugolovom otopinom, te u koju skupinu

bioloskih molekula ona pripada?

c) Objasnite obojenje u epruvetama Al i A2 nakon koraka 2 u pokusu, ako znate da su za

njega odgovorni ioni pod a) 1 bioloska molekula koju ste naveli pod b)?

d) Sto mozete zakljugiti na temelju opazanja na kraju pokusa?
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OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Reakcijom joda i jodidnog iona nastaje
trijodidni anion, [I5] . Lewisov prikaz:
[:.I. —I—-I-:] - Molekula je linearnog oblika.

b) Lugolovom otopinom dokazujemo $krob, koji
pripada u polisaharide (ugljikohidrate).

¢) Plavo obojenje u epruvetama Al i A2 nakon
koraka 2 u pokusu potjece od kompleksnog spoja
Skroba (amiloze) i trijodidnih iona koji se
ugraduju u unutrasnjost uzvojnice (molekule).

d) Slina je razgradila Skrob na jednostavnije
Secere (na maltozu i glukozu).

a) Po 1 bod za ime iona, 2 boda za Lewisov
prikaz tog iona i 2 boda za naziv geometrijskog
oblika jedinke (ukupno 1 bod + 2 boda + 2 boda
= 5 bodova).

b) Po 1 bod za odgovor skrob i 1 bod za odgovor
da Skrob spada u polisaharide (ugljikohidrate)
(ukupno 2x 1 bod = 2 boda).

¢) 2 boda za odgovor na tragu navedenog.

d) 1 bod za odgovor da se §krob slinom razgradio
na jednostavnije Secere.

Ukupno 5 bodova + 2 boda + 2 boda + 1 bod =
10 bodova.

PITANIJE 2. a) Navedite koja se bioloska molekula razgraduje djelovanjem amilaze u ustima?

b) Koje je drugo ime za amilazu koju izlu€uju zlijezde slinovnice?

¢) Na slici je prikazano brojevima (od 1 do 3) tri para zlijezda slinovnica. Uz odgovarajuéi

broj navedite hrvatsko ime pripadajuceg para zlijezdi slinovnica:

1)

Eq 2)

3)

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Skrob se razgraduje djelovanjem amilaze u
ustima.

b) Ptijalin je drugo ime za amilazu koju izlucuju
zlijezde slinovnice.

¢) Zlijezde slinovnice:

® podusna Zlijezda slinovnica;

@ podvili¢na (podceljusna) zlijezda slinovnica;

® podjezi¢na zlijezda slinovnica.

a) 1 bod

b) 1 bod

c) Po 1 bod za svaku to¢no navedenu Zlijezdu
slinovnicu uz pripadajuci broj na slici (ukupno 3 x
1 bod = 3 boda).

Ukupno 1 bod + 1 bod + 3 boda = 5 bodova.

PITANJE 3. Fiziologija okusa je sloZzena pojava, koja jo§ u potpunosti nije razjasnjena.
Vjeruje se da okus za, na primjer slatko, potje¢e od medudjelovanja molekula sladila i tocno
odredenih receptorskih mjesta na jeziku. Proces je brz i reverzibilan, ali nema dokaza da se
radi o kemijskoj reakciji. Prirodna sredstva za zasladivanje, kao 1 sinteticka, jednako djeluju

na nase receptore na jeziku iako nemaju nuzno iste strukturne karakteristike.'® Proucite
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strukturnu formulu molecule aspartama, umjetnog sladila, koji je jedan od najzastupljenijih

sladila u tzv. ,light” prehrani i odgovorite na sljedeca pitanja:

1

™~

a) Koja je molekulska formula ovog spoja?

DN

OH

3

7

OCHj

O

2

b) Imenujte vezu oznacenu crvenom bojom na prikazu.

¢) Na strukturnoj formuli aspartama su zaokruzene i brojevima (od 1 do 3) oznaene neke

funkcijske skupine koja ta molekula sadrzi. Imenujte te organske funkcijske skupine:

@

e

©)

d) Oznacite zvjezdicom na strukturnoj formuli aspartama (gore) asimetri¢ne ugljikove atome.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) C14H1505N,.

b) Crvenom bojom je oznacena peptidna veza.

¢) Zaokruzene su:

@ karboksilna skupina;

@ amino-skuping;
@ fenilna skupina.
d)

a) 2 boda

b) 2 boda

¢) Za svaku to¢no navedenu skupinu po 1 bod
(ukupno 3 x 1 bod = 3 boda).

d) Po 1 bod za svaki to¢no oznaceni asimetri¢ni
ugljikov atom (ukupno 2 x 1 bod = 2 boda).

% Ukupno 2 boda + 2 boda + 3 boda + 2 boda = 9
o) 3 ¥ _ _OCH, bodova.
H
OH NH, o)
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> POKUS 2. Nisam nepobjediv*’

Pribor: stalak sa 7 epruveta (oznacene od B1 do B7), 6 kapalica, stakleni $tapi¢, plamenik,
menzura od 5 mL, Sibice.

Kemikalije: vodena otopina etanola (w = 96 %), vodena otopina klorovodi¢ne kiseline (W =
10 %), vodena otopina bakrova(ll) sulfata (w = 10 %), vodena otopina olovova(ll) acetata (w
= 10 %), vodena otopina bjelanjka (w = 50 %), vodena otopina natrijevog hidroksida (w = 10
%), vodena otopina modre galice (w = 1 %), crveni i plavi indikatorski papir, univerzalni

indikatorski papir.

Postupak:
® U svih 7 epruveta nalazi se oko 1 mL vodene otopine bjelanjka.

@ Epruvetu Bl polako zagrijavajte, te promorite §to se dogada sa sadrzajem u epruveti.

&~ OPAZANJA 2. Opisite kako djeluje zagrijavanje na vodenu otopinu bjelanjka.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Vodena otopina bjelanjka postaje sve mutnija i
guS¢a, na kraju zagrijavanja se primjecuje 1 bod za odgovor na tragu navedenog.
zgrusani bjelanjak bijele boje.

® U epruvetu B2 dodajte 5 kapi vodene otopine etanola i lagano promuckajte. Promotrite
sadrzaj epruvete B2 nakon dodatka vodene otopine etanola.

@ U epruvetu B3 dodajte 5 kapi vodene otopine klorovodi¢ne kiseline i lagano promuckajte.
Promotrite sadrzaj epruvete B3 nakon dodatka vodene otopine klorovodi¢ne kiseline.

® U epruvetu B4 dodajte 5 kapi vodene otopine bakrova(Il) sulfata i lagano promuckajte.
Promotrite sadrZaj epruvete B4 nakon dodatka vodene otopine bakrova(ll) sulfata.

® U epruvetu B5 dodajte 5 kapi vodene otopine olovova(Il) acetata i lagano promuckajte.

Promotrite sadrzaj epruvete B5 nakon dodatka vodene otopine olovova(ll) acetata.

6~ OPAZANIJA 3. a) Opisite kako djeluje dodatak vodenih otopina etanola, klorovodiéne

kiseline, bakrova(ll) sulfata i olovova(ll) klorida na vodenu otopinu bjelanjka.
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b) Objasnite opazanja koja ste naveli pod a).

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) U sve 4 epruvete dolazi do zgrusavanja | a) 1 bod

bjelanjka. b) 1 bod za objasnjenje na tragu navedenog.
b) Struktura bjelanjka se narusila (doslo je do

denaturacije). Ukupno 1 bod + 1 bod = 2 boda.

@ Uzmite epruvetu B6, te u nju ulijte 2 mL vodene otopine natrijevog hidroksida. Zatim
promijesSajte otopinu staklenim Stapi¢em i provjerite univerzalnim indikatorskim papirom je li
otopina luznata. U slucaju da otopina nije luznata, dodajte joS vodene otopine natrijevog
hidroksida.

Dobivenoj otopini dodajte kap po kap vodenu otopinu bakrova(ll) sulfata, ali tako da

nakon svake kapi lagano protresete otopinu i ¢im dode do prve promjene boje

prestanete dodavati otopinu bakrova(ll) sulfata. Brojite koliko kapi ste dodali!

6~ OPAZANJA 4. Opisite uzorak u epruveti B6 nakon provedenog koraka 7 i 8.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

U sluCaju dodavanja otopine natrijevog
hidroksida u suvisku dolazi do nastajanja bijelog
taloga, dok nakon dodavanja otopine modre
galice otopina poljubicasti.

Po 1 bod za opazanje taloga i 1 bod za opazanje
ljubicaste boje otopine.

Ukupno 2 x 1 bod = 2 boda.

PITANJE 4. a) Kako se zove ova dokazna reakcija?

b) Sto moZete zakljugiti na temelju opazanja, koju biolosku molekulu sadrzi bjelanjak?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Ova dokazna reakcija se zove biuret reakcija.
b) Bjelanjak sadrzi proteine (bjelancevine).

Po 1 bod za svaki to¢ni odgovor.
Ukupno 2 x 1 bod = 2 boda.

® Pomocu crvenog i plavog indikatorskog papira provjerite pH-vrijednost vodene otopine

modre galice.

PITANJE 5. a) Je li pH-vrijednost vodene otopine modre galice ve¢a, manja ili jednaka 7?
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b) Pripadnom jednadzbom kemijske reakcije objasnite pH-vrijednost vodene otopine modre

galice.

c¢) U epruveti B7 nalazi se uzorak bjelanjka. Dodajte u taj uzorak jednak broj kapi vodene
otopine modre galice koji ste dodali u epruvetu B6 u koraku 8. Usporedite opazanja sa

opazanjima 4.

d) Zasto je potrebno dodati luzinu prije dodatka vodene otopine modre galice u uzorak

bjelanjka?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) pH vodene otopine modre galice je manji od 7. | a) 1 bod

b) [Cu(OH2)4]2+(aq) + H,0p) — b) 2 boda za to¢no navedenu jednadZbu kemijske
[Cu(OH)(OH2)3] " ag) + HsO " ag) reakcije.

¢) Nakon dodatka otopine modre galice u mlijeko, | ¢) 1 bod

nastalo je svijetlo plavo obojenje a ne ljubi¢asto. | d) 3 boda za odgovor na tragu nhavedenog.

d) Luzinu je potrebno dodati da bi se deprotonira-
li dusikovi atomi peptidnih veza iz proteina
mlijeka koji ulaze u koordinaciju iona bakra(ll).
Novonastali kompleks je obojao otopinu Ukupno 1 bod + 2 boda + 1 bod + 3 boda =7
ljubisto.” bodova.

PITANJE 6. Lucenje zelu¢anog soka regulirano je Ziv€anim putem i hormonima. Hrana u
Zelucu potie lucenje zeluCanog soka c¢iji kontrolni mehanizam ima tri faze (oznacen
brojevima od 1 do 3). Taj kontrolni mehanizam je prikazan na slici’’. Odgovorite:

a) Od Cega se sve sastoji zelucani sok?

b) Iz slike moZete vidjeti kojim je sve podraZajima - NX— 1
pokrenuta sekrecija Zelucanih Zlijezda u prvoj fazi,

pa navedite ta tri podrazaja.

¢) Koji se hormon izlucuje u drugoj fazi lucenja

1 pri tom djeluje na sluznicu zeluca?
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d) Opisite pomocu slike trecu fazu lucenja zelucanih zlijezda.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Zelucani sok se sastoji od vode, sluzi, soli,
enzima i klorovodicne kiseline.

b) Sekrecija Zelu€anih Zlijezda je pokrenuta
vidnim, mirisnim i okusnim podrazajima.

¢) Izlucuje se gastrin.

d) U tre¢oj fazi sadrzaj Zeluca, koji je usao u
pocetni dio tankog crijeva, potic¢e lucenje
hormona koji ¢e putem krvi smanjiti lu¢enje
zelucanog soka i kontrakcije Zeluca.

a) Po 0,5 boda za svaki to¢no navedeni sastojak
zelucanog soka (ukupno 5 x 0,5 boda = 2,5 boda).
b) Po 0,5 boda za svaki to¢no navedeni podrazaj
(ukupno 3 x 0,5 boda = 1,5 bod).

c¢) 1 bod

d) 2 boda za objasnjenje na tragu navedenog.

Ukupno 2,5 boda + 1,5 bod + 1 bod + 2 boda =7
bodova.

PITANJE 7. U probavnom sustavu dolazi do razgradnje proteina na manje sastavne dijelove

kao Sto su polipeptidi, oligopeptidi, tripeptidi, dipeptidi i pojedinacne aminokiseline. Na

sljedecoj slici se nalazi shematski prikaz tercijarne strukture nekog polipeptidnog lanca.

Imenujte interakcije i veze izmedu aminokiselinskih ogranaka oznacenih brojevima (od 1 do

4 na slici) koje ¢e se u probavnom sustavu razoriti djelovanjem razlicitih proteaza.

2
| / 1)
| A
?Hz H,C CH, shematski 2)
(o] HGC\ /CHs prikaz
1 H CH polipeptidne 3)
: l okosnice
o]
| 4)
$—OH ~ —cH,—s—s—CH,—
CH,
3
e}

—CH,—CH,—CH,— CH,—NH,* ~0—C—CH,—

4

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

1) vodikova veza

2) van der Waalsove sile

3) disulfidna veza

4) ionske elektrostatske interakcije

Po 2 boda za svaki to¢ni odgovor.

Ukupno 4 x 2 boda = 8 bodova.
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PITANJE 8. Nakon narusene kvaterne, tercijarne, sekundarne i primarne strukture proteina u
hrani probavnim enzimima, ostale su samo aminokiseline. Odgovorite na sljedeca pitanja:

a) Prikazite shematski opéu formulu molekule najjednostavnije aminokiseline.

b) U kojem se obliku u vodenoj otopini nalaze aminokiseline? Objasnite svoj odgovor.

OCEKIVANI UCENICK| ODGOVOR;:

a) H a) 1 bod
\ b) 2 boda za objasnjenje na tragu navedenog.
HzN*$—C(j)OH

H
b) U vodenoj otopini aminokiselina disocira kao
karboksilna kiselina. Nastali vodikov ion (HY) Ukupno 1 bod + 2 boda = 3 boda.

protonira amino skupinu (-NH,), odnosno dolazi
do intramolekulske reakcije uz nastajanje
dipolnog (zwitter) iona.

Jeste li znali? Jetra je jedini organ u nasem tijelu koji ima sposobnost regeneracije.
Medutim, vazno je napomenuti da covjek kojemu se odstrani dio jetre, taj dio nece ponovno
,harasti“ ve¢ ¢e se samo povratiti prvotna funkcija. To je moguce ¢ak ako Covjeku ostane
samo 25 % jetre.”®

> POKUS 3. Jetra moZe svasta*’>

Pribor: stalak sa 6 epruveta (oznac¢ene od C1 do C6), zli€ica, pinceta, komadi¢ svjezeg
krumpira, komadi¢ svjeZe pilece jetre, komadi¢ prokuhanog krumpira, komadi¢ prokuhane
pilece jetre, drvene trescice, Sibice.

Kemikalije: manganov dioksid, vodena otopina vodikovog peroksida (w = 5 %).

Postupak:

® U svim epruvetama (oznacenima od Cl do C6) se nalazi vodena otopina vodikovog
peroksida.
@ Pripremite tinjajucu tre$¢icu. Tinjajucu tre$éicu prinesite blizu povrSine otopine u

epruveti C1 i promotrite Sto se dogodilo.
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® Pripremite tinjajucu tre$¢icu. U epruvetu C2 dodajte na vrh Zli¢ice manganova dioksida,

MnQO,. Brzo tinjajuéu treS$éicu prinesite blizu povrSine otopine u epruveti C2, te

promatrajte Sto se dogada.

&~ OPAZANJA 5. a) Usporedite promjene u epruvetama C1 i C2 nakon koraka 3.

b) Objasnite svoja opazanja.

¢) Pripadnom jednadzbom kemijske reakcije potkrijepite svoja opazanja.

d) Objasnite ulogu manganovog dioksida u ovoj reakciji.

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Nakon koraka 3 i dodatka manganova dioksida
u epruvetu C2, poceli su se razvijati mjehuric¢i. U
epruveti C1 nije doslo do nikakve promjene.

b) U epruveti C2 razvijao se plin koji podrzava
gorenje, dok tog plina u epruveti C1 nema.

¢) Vodikov peroksid se raspao na kisik i vodu:

2 Hy0(aq) — O4(9) + 2 H,0(aq)

d) Manganov dioksid je bio katalizator.

a) Po 1 bod za opazanje mjehurica u epruveti C2 i
po 1 bod za opaZanje da nije doslo do promjene u
epruveti C1

(Ukupno 1 bod + 1 bod = 2 boda).

b) 1 bod za opazanje da nastali plin u epruveti C2
podrZava gorenje i da ga nema u C1.

C) 2 boda za to¢no napisanu jednadzbu kemijske
reakcije.

d) 2 boda.

Ukupno 2 boda + 1 bod + 2 boda + 2 boda =7
bodova.

@ Pripremite tinjajucu tre$¢icu. U epruvetu C3 dodajte komadi¢ svjezeg krumpira. Brzo
tinjajucu tres¢icu prinesite blizu povrsine otopine u epruveti C3, te promatrajte Sto se
dogada.

® Pripremite tinjajucu tres¢icu. U epruvetu C4 dodajte komadi¢ prokuhanog krumpira. Brzo
tinjajucu tres¢icu prinesite blizu povrsine otopine u epruveti C4, te promatrajte Sto se

dogada.

6~ OPAZANIJA 6. a) Opisite promjene u epruveti C3 i u epruveti C4 nakon koraka 4 i 5.
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b) Sto ste doznali ispitujuéi sadrzaje tinjaju¢om tres¢icom u epruvetama C3 i C4 nakon

koraka 4 i 5?

¢) Na temelju svih opazanja tijekom ovog pokusa, Sto mislite da se dogodilo sa vodikovim

peroksidom u epruveti C3?

d) Objasnite promjene u epruveti C4 na temelju opazanja pod a) i b).

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) U epruveti C3 su se poceli razvijati mjehurici
nakon dodatka sirovog komadi¢a krumpira, a u
epruveti C4 nema promjene nakon dodatka
prokuhanog komadic¢a krumpira.

b) U epruveti C3 se oslobodio plin koji podrzava
gorenje.

¢) Vodikov peroksid se raspao (na Kisik i vodu).
d) Aktivna tvar koju sadrzi krumpir je kuhanjem
izgubila svoju kataliticku mo¢.

a) Po 1 bod za opazanje mjehurica u epruveti C3 i
po 1 bod za opaZanje da nema promjene u
epruveti C4 (ukupno 2 x 1 bod =2 boda).

b) 1 bod

¢) 1 bod
d) 2 boda za objasnjenje na tragu navedenog.

Ukupno 2 boda + 1 bod + 1 bod + 2 boda =6
bodova.

® Pripremite tinjajucu tre$c¢icu. U epruvetu C5 dodajte pincetom komadi¢ svjeze jetre. Brzo
tinjajucu trescicu prinesite blizu povrsine otopine u epruveti C5S, te promatrajte Sto se
dogada.

@ Pripremite tinjajucu tresc¢icu. U epruvetu C6 dodajte pincetom komadi¢ prokuhane jetre.
Brzo tinjajuéu tres¢icu prinesite blizu povrsine otopine u epruveti C6, te promatrajte $to

se dogada.

6~ OPAZANJA 7. a) Opisite promjene u epruveti C5 i u epruveti C6 nakon koraka 6 i 7.

b) Sto ste doznali ispitujuéi sadrzaje tinjaju¢om tres¢icom u epruvetama C5 i C6 nakon

koraka 61 7?

¢) Na temelju svih opazanja tijekom pokusa, Sto mozete zakljuciti koji sastojci jetre su mogli

djelovati u epruveti C5?
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d) Zakljucite kako povisenje temperature djeluje na funkciju sastojaka koje ste naveli pod c)

prema opazanjima pod a) i b).

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) U epruveti C5 su se poceli razvijati mjehuri¢i | a) Po 1 bod za opazanje mjehuri¢a u epruveti C5 i
nakon dodatka komadica jetre, a u epruveti C6 | po 1 bod za opazanje da nema promjene u
nema promjene nakon dodatka prokuhanog | epruveti C6 (ukupno 2 x 1 bod = 2 boda).

komadica jetre. b) 1 bod

b) U epruveti C5 se razvio plin koji podrzava | c) 1 bod

gorenje, dok u epruveti C6 nije. C) 2 boda za objasnjenje na tragu navedenog.

c) Enzimi iz jetre su djelovali na vodikov

peroksid. Ukupno 2 boda + 1 bod + 1 bod + 2 boda = 6
d) PoviSenjem temperature enzimi iz jetre su bodova.

izgubili svoju aktivnost (denaturirali su se).

PITANJE 9. Pazljivo proucite sljedeci dijagram i odgovorite:
A

EreI ( 1)

Reaktanti

Produkti

a) Pridruzite izraz prijelazno stanje bez katalizatora, odnosno prijelazno stanje s

katalizatorom brojevima (1), odnosno (2) oznacenim na dijagramu. Obrazlozite odgovor.

b) Na temelju dijagrama odredite kakva je reakcija s obzirom na izmjenu energije izmedu

sustava i okoline.

c) Navedite izraz kojim biste izracunali ukupnu reakcijsku entalpiju prikazanu ovim

dijagramom.

d) Pomocu navedenog dijagrama obrazlozite vrijednost reakcijske entalpije enzimima

katalizirane i nekatalizirane reakcije.
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OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) (1) prijelazno stanje bez katalizatora; a) 1 bod za to¢no pridruzene izraze s brojevima
(2) prijelazno stanje s katalizatorom. na dijagramu i 2 boda za odgovor na tragu

U kataliziranoj reakciji se trosi manje energije navedenog (ukupno 1 bod + 2 boda = 3 boda).

(manja je energija aktivacije ili “energetsko b) 2 boda za odgovor na tragu navedenog.

brdo™). c) 2 boda

b) S obzirom na izmjenu energije izmedu sustava | d) 2 boda za odgovor na tragu navedenog.
i okoline, na temelju dijagrama se moze zakljuciti
da se radi o egzotermnoj reakciji (sustav je
izgubio dio energije). Ukupno 3 boda + 2 boda + 2 boda + 2 boda
¢) AH =X [vg| AH(P) — 2 |vp| AH(R) = 9 bodova.

P R

d) Vrijednost reakcijske entalpije je ista kod
enzimima Katalizirane i nekatalizirane reakcije,
jer katalizatori (enzimi) samo mijenjaju put kojim
se reakcija odvija.

PITANJE 10. Jetra je klju¢ni organ metabolizma i probave u organizmu, tzv. ,.biokemijska
tvornica®“. Od brojnih funkcija koje vrsi, jedna od njih je i izlu€ivanje Zuci iz jetrenih stanica.
Odgovorite:

a) Cemu sluze zucne kiseline?

b) Koje stanice se razgraduju u jetri, te svojom razgradnjom daju Zu¢nu boju, bilirubin?

¢) Sto se dogada dalje s bilirubinom u probavnom sustavu?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) Zucne kiseline sluZe za razgradnju masti. a) 1 bod
b) Eritrociti se razgraduju u jetri. b) 1 bod
c) Bilirubin dalje u crijevima razgraduju bakterije | C) 2 boda za odgovor na tragu navedenog.
u zutosmede spojeve, odgovorne za boju stolice.

Ukupno 1 bod + 1 bod + 2 boda = 4 boda.

PITANJE 11. Sva hrana koju unosimo u organizam se razgraduje djelovanjem probavnih
enzima. Pritom nastaju hranjive tvari i njihove sastavne molekule, koje krv raznosi do svake
stanice tijela. Takoder dolazi i do oslobadanja energije koja je neophodna za funkcioniranje
organizma. Mnoga tkiva i organi mogu upotrebljavati masti i proteine iz hrane kao izvore
energije, medutim mozak, jedan od najvaznijih organa u naSem tijelu, za svoje funkcioniranje

nuzno mora imati dostupnu glukozu.
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a) Glukoza je prema IUPAC-u 2,3,4,5,6-pentahidroksiheksanal. Nacrtajte njenu kondenziranu

strukturnu formulu.

b) Prikazite jednadzbom kemijske reakcije izgaranje jedne molekule glukoze.

c¢) Sada sve reaktante i produkte (osim glukoze) iz pretvorbe koju ste napisali pod b) prikazite

pomocu Lewisovih strukturnih formula.

a) Glukoza je prema IUPAC-u 2,3,4,5,6-pentahidroksiheksanal. Nacrtajte njenu kondenziranu

strukturnu formulu.

b) Prikazite jednadzbom kemijske reakcije izgaranje jedne molekule glukoze.

¢) Sada sve reaktante i produkte (osim glukoze) iz pretvorbe koju ste napisali pod b) prikazite

pomocu Lewisovih strukturnih formula.

d) Pomocu zadanih podataka za entalpije stvaranjazs, izraCunajte reakcijsku entalpiju za

pretvorbu koju ste napisali pod b):
AfH® (CgH1206, S) = — 1274 kJ mol™
AfH® (CO,, g) = — 393,5 kJ mol ™
AsH® (H,0, g) = — 241,8 kJ mol ™

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

a) N,

H—#—OH
OH—-C-H
H—C-OH
- &-0H

CH,0H

b) CeH1,04(s) + 6 Ox(g) — 6 CO2(g) + 6 H,0(9)

C) .. L : -
.0—0. p=C=0 0

a) 2 boda

b) 2 boda

c) Po 2 boda za svaku to¢no nacrtanu
strukturu (ukupno 3 x 2 boda = 6 bodova).
d) 2 boda za to¢no napisan izraz reakcijske
entalpije za zadanu jednadzbu izgaranja
glukoze, 2 boda za to¢no uvrstene
vrijednosti, te 2 boda za to¢no izracunatu
vrijednost reakcijske entalpije (ukupno 3 x 2
boda = 6 bodova).
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d) Trazi se A{H°(CgH1,0s, S) = ?

JednadZzba izgaranja glukoze glasi:

CeH1206(s) + 6 O2(g) — 6 CO2(g) + 6 H.0(9)

Prema navedenoj jednadzbi kemijske reakcije za
reakcijsku entalpiju mozemo pisati

ArHe = 6 AfHG(COZ, g) + 6 Ang(Hzo, g) -
AfH*(CeH 1,0, S)

gdje smo odmah uvrstili stehiometrijske brojeve i
zanemarili elementarne tvari jer su im entalpije
stvaranja po definiciji jednake nuli.

UvrStavanjem vrijednosti dobivamo:

AH® = [6-(— 393,5) + 6-(— 241,8) — (— 1274)] k/mol =
= —2537,8 kd/mol

Reakcijska entalpija za izgaranje glukoze prema
zadanoj jednadzbi iznosi — 2537,8 kJ/mol.

Ukupno 2 boda + 2 boda + 6 bodova + 6
bodova = 16 bodova.
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10.3. Zadaci za provjeru znanja

w Zadatak 1. IzraCunajte relativnu molekulsku masu sljede¢e molekule prikazane

strukturnim prikazom:

@] 0O

T
Iz

NH2

SH

H
N

0O

\)J\OH

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

| M, (C10H17N306S) = 307,3.

1 bod

w Zadatak 2. U koju skupinu bioloskih molekula biste svrstali molekulu iz zadatka 1?

Zaokruzite tocan odgovor!
a) umastiiulja
b) u ugljikohidrate
C) u peptide

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Tocan odgovor je:
C) u peptide

1 bod

= Zadatak 3. Koja specifiéna grupa enzima moze razgraditi molekulu iz zadatka 1 na

monomere?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Peptidaze mogu razgraditi molekulu iz zadatka 1
na aminokiseline.

1 bod
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w Zadatak 4. Na strukturnom prikazu molekule prikaZite strelicama koje veze pucaju

djelovanjem enzima kojeg ste naveli u zadatku 3. Kako se zovu te veze?

SH
0 o 0
H
N
H N H
NH, o)

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

VeZze.

Veze koje bi pucaju djelovanjem proteaza se zovu peptidne

Po 1 bod za svaku to¢no smjeStenu

SH
0] 0 O
H strelicu i 1 bod za odgovor peptidne
H / N N H Veze.
H
NH» O

Ukupno 2 strelice x 1 bod + 1 bod =
3 boda.

w Zadatak 5. Maseni udio selenija u enzimu peroksidazi (izoliranom iz eritrocita) iznosi

0,29 %. Koja je molarna masa tog enzima, ako pretpostavimo da u 1 molu enzima ima 1 mol

selenija?

OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:

Zadano je:

w(Se) = 0,29 %
Trazi se:
M(peroksidaze) = ?

- iz definicije masenog udjela slijedi da 100 g enzima
sadrzi 0,29 g selenija:
m(Se) =0,29 g
m(enzima) = 100 g
- prema pretpostavci u zadatku mnozina selenija
jednaka je mnozini enzima:
n(Se) = n(enzim)
m(Se) : M(Se) = m(enzim) : M(enzim)
M(enzim) = m(enzim) - M(Se)
m(Se)
M(enzim) = 100 g - 78,96 g mol ™
0,299
M(enzim) = 2,7 - 10* g mol™

Molarna masa enzima peroksidaze je 2,7 - 10* g mol .

1 bod za m(Se) i m(enzima) koja slijedi iz
definicije masenog udjela i 2 boda za to¢no
izraCunatu molarnu masu enzima iz
pretpostavke iz zadatka da je mnozina
selenija jednaka mnozini enzima.

Ukupno 1 bod + 2 boda = 3 boda.
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w Zadatak 6. Povezite strelicama dva to¢na i cjelovita niza (povezujuci odgovarajuce slike
sa pripadaju¢im pojmovima od 1 do 4):

1) slika namirnice — 2) prikaz bioloske molekule koju namirnica sa slike sadrzi — 3)
dokazna reakcija ili dokazni reagens za dokazivanje bioloskih molekula iz pripadajuce
namirnice — 4) mjesto u probavnom sustavu gdje zapo€inje probava bioloskih molekula iz

pripadaju¢e namirnice.

biuret reakcija jetra
Fehlingov reagens usta
o § o
0 o FO
Lugolova otopina Zeludac

OHN\ _on OH

Adela Jurkovi¢ Diplomski rad



§ 10. Uputa za ucenike 98
OCEKIVANI UCENICKI ODGOVOR:
Ispravni i cjeloviti nizovi su:
1 2 3 4
- 5 — Lugolova — usta Za svaki to¢no
\/N\}\L\ otopina navedeni ¢lan niza 1
- bod (ukupno 4 x 1 bod

— biuret — zeludac
reakcija

= 4 boda).

Ukupno 2 niza x 4 boda
= 8 bodova.

Prijedlog ocjena:

10-11 bodova — dovoljan (2)
12-13 bodova — dobar (3)
14-15 bodova — vrlo dobar (4)
16-17 bodova — odli¢an (5)
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§ 11. ZAKLJUCAK

Cilj metodic¢kog dijela ovog diplomskog rada bio je osmisliti novi nastavni materijal koji bi
buduce nastavnike kemije i biologije potaknuo na kreativnost 1 interdisciplinarni pristup pri
obradi i1 usustavljivanju nastavne jedinice ,,Probavni enzimi®. Nastavni materijal je prilagoden
obrazovnom razdoblju Cetvrtog razreda gimnazije u zavr§nom programskom dijelu, u obliku
radionice iz kemije i biologije kroz dva blok-sata. Nastojalo se povezati nastavne sadrzaje iz
kemije i biologije prikladnim nastavnim strategijama, metodama i postupcima, te tako kod
ucenika posti¢i znanstveno utemeljeno stvaranje koncepata i trajnost usvojenih znanja koja
imaju uporabnu vrijednost u svakodnevnom Zzivotu.

Integrirana nastavna jedinica ,,Probavni enzimi*“ probno je provedena sa studentima
pete godine nastavnickog smjera kemije i kemije-biologije u okviru kolegija Metodika
nastave kemije sa svrhom prilagodavanja preliminarnog nastavnog materijala i tijeka sata.
Potom je nastavni materijal doraden i predloZzen kao metodicki dio ovog diplomskog rada

(shema M-3).

KONSTRUKCUA
PRELIMINARNOG NASTAVNOG
MATERIJALA

|

REALIZACIJA NASTAVE S
POPULACIJOM STUDENATA 5.
GODINE (nastavnicki smjer kemije i
kemije-biologije)

evaluacija i dorada
nastavnog materijala

NASTAVNI MATERIJAL PREDLOZEN
U DIPLOMSKOM RADU

Shema M-3. Prikaz tijeka stvaranja nastavnog materijala.
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Nastavni materijal se sastoji od uputa za nastavnike i uputa za ucenike. Uputa za
nastavnike sadrzi pregled ocekivanih ucenickih obrazovnih ishoda iz kemije i biologije Koji
prethode nastavnoj jedinici ,,Probavni enzimi®, odgovarajucu teoretsku osnovu i pripremu za
izvodenje navedene nastavne jedinice. Uputa za ucenike sadrze radne listi¢e za dvije skupine
ucenika (grupa A i B). Svaki radni listi¢ ima po tri opisa pokusa, uz koje se traze ucenicka
opazanja, te rjeSavanje teoretskih i raCunskih zadataka.

Na kraju upute za ucenike se nalazi test za samoocjenjivanje, shema bodovanja s
navedenim oc¢ekivanim ucenickim opazanjima, zaklju¢cima i odgovorima koja se ucenicima
projicira u vremenu predvidenom za valorizaciju. Test za samoocjenjivanje ¢ini Sest zadataka
za provjeru znanja.

Budu¢i da je ova radionica namijenjena za ucenike na samom kraju cetvrtog razreda
srednje Skole, pretpostavlja se da su ucenici stekli odgovarajucu razinu teoretskog znanja,
vjestinu 1 izvjezbanost u izvodenju pokusa, koje bi im omogucili uspjesno i zabavno
izvodenje ovog dvostrukog blok-sata.

Ucestalijim interdisciplinarnim pristupom popra¢enim primjerima iz svakodnevnog
Zivota prilikom izvodenja pojedinih nastavnih jedinica, zasigurno bi ucenici lakSe i uspjesnije
savladavali zadano Skolsko gradivo, a nastavnici bi viSe suradivali 1 medusobno si olakSavali

posao.
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