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E®PEKAT AHTUOKCUNOAHTHUX BUTAMVHA HA AKTUBHOCT NEPOKCUAASE
PEHA

N3BO[,

CBM BUTaMUHU CY eCeHUUja/iHU HYTPULMJEHTU KOjU ce Mopajy 06e36e4MTn MCXPaHOM.
HbmxoBa ynotpeba y CBakKO4HEBHOM >XMBOTY 3axTeBa pPa3Boj HOBMX W MOAUUKaumjy noctojehumx
MeToAa 3a KOHTPO/y W ofpehuBare KOHUEHTpauuje OBWUX CYMNCTaHUW Yy  pasianyuuTim
npexpambeHVM NPOM3BOAMMA U Pa3IMYUTUM (ha3ama HMXO0BE MPOU3BOAHLE.

ButammHun C, E n A npunagajy aHTUOKCMAaHTMMa Tj. MONeKynMMa Koju cy [obpu
aKLEenTopy eneKTpoHa U KOju cripevaBajy OKcuaaunjy Monekyna n3 oKpyxeka, JoK camu 6usajy
OKCMA0BaHW. Ha Taj HauMH OHW HeyTpann3yjy Wn cripeyasajy HacTajare CIoboaHNX pagukana.

Kao u3BOp jedHe padvKa/iCKe BpCTe YMNOTpeb/beHa je eH3MMCKa pekuuja pasnarama
BOLOHVK-NEPOKCMAA MEePOKCMAAa30M peHa Y3 OKCMAaLMjy KOCyrcTparta, KakBu Cy apoMaTuyHu
amvHN 6eH3UAMH U O-ToNMAMH. OBM KOCYNCTPaTh Cy U XPOMOreHW, ymje OKCUAoBaHe (opme
arncopbyjy CBeT/I0CT Y BUA/bMBOM [eNly CMeKTpa, na ce 6p3vHa HMX0BEe OKCUAaLuje KOPUCTU Kao
Mepa EeH3MMCKe aKTMBHOCTM U MOXe Ce NpaTtuTy CneKTPOPOTOMETPUJCKM. YTuuaj Yy BOAU
pacTBOpP/bUBUX 06/IMKA aHTUOKCUAAHTHUX BUTamMuHA (L-acKOpOMHCKe KucenvHe, TOKO(epos u
peTuHON-aleTaTa) Ha TOK OBe peakLuje je nocmarpaH npu pasinynuTM ycroBmma.

YTBpheHo je Aa ToKo(epon-auerar Hema YyTuuaja Ha akKTMBHOCT eH3UMa W CyabuHy
OKcMAaoBaHuX opmmn KocyrncTpata. Ca gpyre ctpaHe, ButamuvH C ce HafloBe3yje Ha €H3MMCKY
pakuujy pesykuuMjoM OKCUAOBAHOI KocyrcTpata ognaxyhu nojaBy amncopnumoHOr Makcumyma
OKCMAO0BaHMX KOCYrCTpaTa, WTo ce MaHWU(ecTyje Kao nepmog UHAYKLMje, CBe LOK KBaHTUTATUBHO
He npehe y AexnapoackopobuHCKY KucennHy. Tako je oBa peakuuja uckopuiiheHa 3a ogpehmsarbe
KOHUeHTpauuje ButamuHa C y pamumTM npenapatuma 3a CynjiemMeHTUpare /byfCKe UCXpaHe.
Tokom OBOr fgena uctpaxueara npaheHa je CTabUIHOCT BOLEHMX pacTBopa BuTamuHa C y
NPUCYCTBY pasIMUMTUX CcTabmnmnsmpajyhux CyncTaHuM W HUXOB  YTULA] Ha aKTUBHOCT
nepokcuaase, ogpeheHn cy KuHeTnukn 6uoxemumjckn napametpu (Ku, Vmax), YCN0BU Mepera Cy
OMTUMM30BaHN Y O4HOCY Ha KOHLEHTpaumjy cBake KOMMOHEHTe peakuumjcke cMelle. KoHCTpymcaHe
Cy KanmbpauuoHe npaBe 3a KocyncTpate - 6eH3WAVH WM O-TOMMAWMH Mpy pasnnuntum pH
BPeAHOCTUMA 1 UCMUTaH YTULAj] NOjefUHUX CTPaHMUX CYNCTaHuW.

Ectap ButammHa A (peTvHON-aueTaT) MCrosbaBa Y/ory HeKOMMeTUTUBHOT WMHXMbUTOpa
nepoKcmnaase peHa, LUTO Ce ofpaXkaBa CMarerem Op3vHe oKcuiaumje KocyrncTpata U omoryhasa
ofpehuBarwe 1 OBOI BMTaMUHA MCTOM MeTOAOM. TOKOM OBOr Aena WUCTpakusamwa ofpeheHu cy
KuHeTnyku napameTpu (Ku, Vmax, Ki).

Mepere aKTUBHOCTM Mepokcuzaase y npucycrtey BuTamuHa C M A y cmewn omoryhasa
ofpefBare HUXOBOI OfHOCA. Ha OCHOBY TUX WUCTpaXKuBawa je (hopMupaHa AeTepMuHaLmoHa
maTpuua 3a cuMynTaHo ogpehusare ButamuHa C u A.

YTBpheEHO je aa 0Ba eH3MMCKa peakLmja Koja 0byxBaTa eH3uMM, CyncTpaT, KocyncTpar 1 oba
BUTaMVMHA BeOMa OCeT/bMBA Ha MPWUCYCTBO pPasHWX CTPaHUX CYNCTaHUWM Koje Cy Yy CTawy Aa
NHTepgepupajy ca CBUM KOMMOHEHTama y CMeLUK, Ma oBa MeTofa MMa OrpaHudeHy ynotpeby Ha
Beoma npeyvwheHe CyncraHue y 3ajeflHUYKOj CMeLUM, Kao LUTO je TO C/ly4yaj TOKOM CacTaB/batba
(hopmyna 3a CynneMeHTUpPaHy UCXPaHy /bYanN U XXMBOTUHA.

KrbyuHe peun: BuTammH C, peTUHON-aLeTaT, Nepokcmaasa peHa, HeKoMNe TUTUBHA MHXUOMLK]a,
CNeKTPOPOTOMETPUjCKA METO Q.



THE EFFECT OF ANTIOXIDANT VITAMINSON ACTIVITY OF HORSERADISH
PEROXIDASE

ABSTRACT

The al vitamins are essential nutrients that must be supplied by diet. Their use in everyday
life demands development of new methods, and modification of existing ones, for control and
determination of these substances’ concentration in various food products and various stages of
their production.

Vitamins C, E and A belong to antioxidants i.e. molecules characterized as good electron
acceptors that prevent oxidation of other molecules in their environment, being oxidized
themselves. That way they neutralize or prevent formation of free radicals.

Enzymatic reaction of hydrogen peroxide dissolution by horseradish peroxidase, with
oxidation of cosubstrates, such as aromatic amines benzidine and o-tolidine, was used as the source
of aradical species. These cosubstrates also are chromogens, and their oxidized forms absorb light
in visible part of spectrum, so their oxidation rate is used as a measure of enzyme activity and can
be observed by spectrophotometry. The effect of hydrosoluble forms of antioxidant vitamins (L-
ascorbic acid, tocopherol and retinol acetate) on this reaction course has been observed in various
conditions.

It has been found that tocopherol acetate had no effect on enzyme activity and destiny of
cosubstrate oxidized forms. On the other hand, vitamin C (L-ascorbic acid) supplements the
enzymatic reaction by reduction of oxidized cosubstrate delaying absorption maximum of oxidized
cosubstrates, which is manifested as lag time, until it is quantitatively transformed to
dehydroascorbic acid. So this reaction has been used to determine vitamin C concentration in
various dietary supplement preparations. During this part of the study we investigated stability of
vitamin C water solutions in presence of various stabilizing substances and their effect on
peroxidase activity. We aso determined kinetic biochemica parameters (Kyv, Vmax), and optimized
measurement conditions in regard to concentration of every component of reaction mixture.
Cdlibration curves were constructed for cosubstrates benzidine and o-tolidine in various pH
environments, and effect of some foreign substances was observed.

Ester of vitamin A (retinol acetate) plays the role of a noncompetitive horseradish
peroxidase inhibitor, which is reflected as decreased rate of cosubstrate oxidation, and can be used
for determination of this vitamin content by the same method. Kinetic parameters (Ky, Vmax, K1)
were determined during this part of the study.

Measuring peroxidase activity in presence of vitamins C and A mixture enables determining
their ratio. Determination matrix for simultaneous measuring vitamins C and A was formed on the
basis of thisinvestigation.

It has been established that this enzymatic reaction involving the enzyme, substrate,
cosubstrate and two vitamins, is very sensitive to presence of various foreign substances, that are
capable to interfere with the all components in reaction mixture, so this method has limited
application for highly purified substances in mixture, which is case in composing formulas of
dietary supplements for humans and animals.

Key words. vitamin C, retinol acetate, horseradish peroxidase, noncompetitive inhibition,
spectrophotometric method.
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E¢ekam aHmuokcudaHmHuX 8UMAMUHA Ha NEPOKCUAA3y peHa

1. ¥YBoga

Cnobanmnsaumja caBpeMaHor ApyLuTBa Moctas/ba CTaHAapAe Yy CBMM obnactuma sbyAckor
fenoBara. ocebaH akueHaT ce cTaB/ba Ha NPOM3BOAHY W 00pafy XpaHe M Boge 3a nuhe Kao
MPesycrioB KBa/IMTETA XMB/beta. HyTpULUMOHMCTM 1 (hapMaLleyTn LOLATHO 3aroBapajy Kopekuujy
HYTPUTUBHUX BPELHOCTU XpaHe Y3 CYMeMeHTMpare pas/iMuuTUM BUTAMMHUMA U MUHepauma,
pagn NpoAyXeka HEeHUX XPaH/bMBUX CBOjCTaBa M Y LW/bY OYyBawa 34paB/ba U NpPeBeHUMjY 0f
60NeCTU /byAN N XXUBOTUHbA.

TakaB KOHLENT HY)XHO YK/bydyje U CUCTeMe 3a KOHTpony 6e36efHOCTV Y CBMM (hasama
MPU3BOAHE 1 ANCTPUOYLMje HAMUPHULA, a Of XeMnyapa U3NCKYje CTa/IHO U3HaIaXKeHe HOBUX U/
Moau(uKaumjy nocTtojehux MeToga XeMMjCKUX aHaimM3a U HUXOBO  npusarohasarbe
Hajpa3MunTUjUM y3opuuma npexpamoeHnx npomssoga. Ouekyje ce fJa Te MeTofde OA/IMKyje
PenpoAyKTUBHOCT, NPELMN3HOCT, OCET/bUBOCT, CENIEKTUBHOCT, 6p3nHa 13B0heHa, Te NPYMEH/bUBOCT
TUX TexHVKa. MNMpema TMM KpUTepMjyM1MMa eH3MMCKE KMHETUYKe MEeTOZe 3ay3nMajy Bogehe MecTo y
MOZEPHOj aHa/IMTUYKO] XEMU]U.

[Mepokcnpaasa je eH3nMMm KOoju 1Mma LUMPOKY MPUMEHY Of CMHTe3e MPUpPOLHUX NPon3Bofa [0
oropemeamjaunje Bofe n Tna. OBaj eH3UM je 3aCTymn/beH KO CBUX OpraHmsama, of MuKpoba Ao
BALUMX OpraHuM3ama W YYecTBYje Y HEKO/IMKO PasMumTux (u3NoNoWwKmnx npoueca. Hberosa
npumMapHa ynora ce orfiefa y pasnarawy eHAOoreHor BOLOHUMK-MepoKcuga U TOM MPUIMKOM Cce
thopmupajy Bofa 1 cnobogHn pagukanu. 3 Tor pasnora, oBaj peakuMjCcKu MexaHu3aM MOXe [a
MOCNYXXM Kao U3BOpP CNOGOAHUX pafmKaia y pasiMuuTuMm in vitro orneguma.

Bp3vHy pasnaraka BOLOHWK-NEPOKCMAA OBMM EH3MMOM OJiakllaBa MPUCYCTBO HEroBUX
KOCyncTparta Kao [0oHOpa BOAOHMKa (akuenTopa eniekTpoHa). OBy y/ory Mory umartu pasHu apun
(eHONM 1 apun amuHK. [pahetbe ancoprymMoHOr MakcMMyMa OBUX XpomoreHa, omoryhasa
CMEKTPO(OTOMETPU|CKO Meperbe KaTa/IMTUUKe aKTUBHOCTM NepoKcunaase.

Monekynn Koju cy [oOpu akuenTopy enekKTpoHa W Crpeyasajy OKcuauujy Apyrux
MOJIEKYNa M3 OKpYXewa, a camu OuBajy OKCWULOBaHW, MpPeLCcTaB/bajy aHTUOKCUAaHTe. Tum

MEXaHU3MOM  OHW  HeyTpa/mM3yjy WaM  CchpeyaBajy  HacTajame  CNo60AHMX — pajavkana.

[1]



E¢ekam aHmuokcudaHmHux 8UMAaMUHa Ha NepoKcudasy peHa

AHTVOKCMAAHTUMA NpUNagajy pasHu NoANMEHONN, TUONW, aMUHWN UTA, LOK Ty YNOry Y opraHusmy
npeysnmajy NPBEHCTBEHO TNYTaTUOH, 3aTUM BUTaMUHU C, E 1 A, Ka0 U EH3UMU - CYrnepoKcug,
AMcMyTasa, KaTanasa, nepokcmaasa n ap.

CBM BUTaMUHU CYy eCeHUMja/IHU HYTPULMjEHTM KOoju ce Mopajy 06e36eauT MCXpaHoM, a
ymju ce HefoctaTak MaHWMECTyje HU30M CTPYKTYPHUX U (PYHKUMOHaNHUX nopemehaja. U3 Tor
pasora je kMX0BO NPUCYCTBO Y CYN/eMeHTapHUM ANjeTETCKAM NPU3BOAMMA FOTOBO Hen3bexHo. Ca
[pyre ctpaHe, BehuHa 0BMX npenapara, 360r HauMHa nNpunpemMara U KoH3ymauuje, yKbydyje, y
BOAW pacTBOp/bMBE (DOPME U BUTaMMUHA PacTBOP/bMBMX Yy Yy/bMMa, Kakeu cy A un E. Y
CynsieMeHTapHUM (hopmyiama OHU Ce Hajuellhe He Halase y CBOjUM NPUPOAHUM 06MuUMMa, Beh ce
Mojas/byjy Kao BUTAMUHCKM eKBUBAIEHTU Y (DOPMM ecTapa CUpheTHe nn NasIMUTUHCKE KUCENNHE.

Y TOKy OBOr MWCTpaXuBawa je npaheHa akTUBHOCT MepoKCMAase peHa Yy MNpuUCycTBy
KocyncTpata 6eH3uAMHa M HEroBor fAepviBarta, O-TOMMAMHA, MOL Pa3MyuTUM ycnosuMa. Ha
MPeHOC eIeKTPOHA 0f, BOAOHMK-NEpOKcMaa NPeKo rnepokcuaase 40 MOJEKyna KOCyncrpara, MoXxe
yTMUaTU 1 NPUCYCTBO aHTMOKcupaaHata. lMa Tako, AOK L-acKopOuHCKa KUCeNMHa TPEeHYTHO
pefyKyje OKCuAOBaHe MOJIeKyfie KOCyrncTpara, Ccrtabunusyjyhu enekTpoHe nepokcupa Kpos
MOJIEKYN [eXVAPOacKOpPOUHCKe KWCeNMHe, ecTap TOKO(eposia Ce MoHalla MHepPTHO, AOK auerar
peTuHOMa NCNo/baBa MHXMOUTOPCKO AejCTBO Ha Nepokcuaasy peHa. EdekTn oBuX npoteca ce Mory
rnocMaTpaTty He3aBUCHO Y TOKY jeHe 1CTe peakuuje, LWITO oMmoryhasa CMMyNTaHO oApefhnBarbe 0BUX
aHTMOKCKAaHaTa.

Vmajyhn y Buay O0Be uUMkbeHMUe, [AOWN0 Ce Ha uaejy 0 Moaugukaumju noctojehe
CMEKTPO(OTOMETPUjCKE METO/E 3a AeTepMUHALM]y aCKOPOUHCKE KUCENMHE NePOKCUAa30M PeHa, 3a
LuTa je 6Mno noTpebHO nNpeay3eTn cnefehe Kopake:

i.  YTBpAUTM ONTUMa/He YC/I0BE 3a Meperwe KaTaIMTUYKe aKTMBHOCTW MNepokcuaase Yy
npucycTBy BOLOHMK-MEPOKCUAA, Kao cyrncTpata, U OeH3uguHa u  0-TOIMAMHA Kao
KoCcyncTpara,;

ii. McnutaTn 3aBMCHOCT Op3vHe peakumje 0ff KOHLEHTpauuje CBakor Of peakTaHaTa npwu
pasnuunTum pH BpegHOCTMMA Y PasInunTUM NYMPEePCKUM CUCTEMUME;

iii.  CrabwnusoBatnm pacTBope L-acKOpPOMHCKe KUCENUHe Yy  MPUCYCTBY  PasinymTuX
crabunmnsnpajyhmx cyncraHuy TOKOM [0BO/bHO Lyror BpeMeHCKOr nepuoja, notpebHor 3a
13BOhere ornefa v YyTBPAMTY HNXOB YTULA] Ha aKTUBHOCT NepoKCnaase;

iv.  Mcnutatun ytmuaj L-ackopOrHCKe KUCEe/IMHE Ha KaTa/IMTUYKY aKTUBHOCT NepoKCuAase;

V. YTBpAUTM oOMncere /MHEApHOCTV KaMbpauMoHUX [Aujarpama  3aBUCHOCTU  6p3uHe
KaTa/IMTUYKe peakLumje of KOHLEeHTpawmje L-acKOpOMHCKe KUCeNNHE;

vi.  WcnutaTu yTruuaj TOKOgepon 1 peTUHON aueTaTa Ha 6p3nHY peakuuje;

[2]
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Vii.

viii.

Xi.

Xili.

Ofpeautn ycnose Mof KojuMa [0M1asn [0 WHXMOWLMje Nepokuaase peHa PeTUHON-
auerarom;

OgapeanTtn KmHetnuke napametpe peakumje (Ku, Vimax), BPCTY UHXMOULMjE U KOHCTaHTY
nHxunéuymje (K));

OfpefanTn rpaHuLLe AeTekumje 1 KBaHTU(UKaLnje MeToAE;

MpunpeMnTK MOAEN Y30paK 3a CUMYNTaHO oapehuBare BUTaMUHA Y CMeLLN;

Wcnutatn yturuaj npatehux cyncrtaHun (ctabunmsaropa, nyepa 1 nojeAvHUX MeTasHUX
JOHa) Ha Bp3uHY peakuuje;

MpuMeHUTN MeTOoAy 3a oppefuBarbe cagpkaja L-aCKOpOWHCKE KUCENMHE W PeTUHON-

aueTata y peasHMM Y30pUMMa, Kao LUTO Cy MPEMMKCU 3a CacTaB/bakbe CymnieMeHTUPaHNX

(hopmyna.
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2. OnwTa pasmMatpara

2.1. CnobogHn pagmkanm

Cno6ogHu pagunkann (CP) npeactas/bajy aToMe, MOJIEKY/le WKW jOHe KOjU Y MOCNefHeM
e/IeKTOHCKOM HVBOY CajpXXe HecrnapeHu enekTpoH. W3 Tor pasfnora WX OAMKYje BUCOKa
PeakTMBHOCT, Ma CTora Kpatak MOMY>XXMBOT W HUCKA CneumuYHOCT npeMa peaktaHTuMa. Mory
OWTWN HeraTMBHU, NO3UTUBHM NN 6e3 HaeneKTpucarba.

Y Knacy T3B. peakTUBHWX BPCTa, Mopes CNnobofHMX pagvkana ybpajajy ce v Hepagukiu,
HecTabuNHa jeaukerba, Koja Nako MNOANEXY Peaykumju unm ayTookcugaumju, a Koja umajy
Kapaktep npeux (Tabena 1). Y 3aBUCHOCTM Of TOra KoOju aTOM MpeAcTaB/ba aKTUBHWU LEHTap
MOJIEKY/la peakTUBHe BpPCTe, MOTy Ce pa3/iokoBaTu cnefehe KaTeropuje: peakTUBHe BpCTe
kuceoHunka (ROS), peaktneHe BpcTe a3oTa (RNS), peaktmBHe BpcTe yribeHnKa (RCS) n peakTusHe
BpcTe cymnopa (RSS) [1].

CnobogHn pagmkanu mory 6uTK eHaoreHor u erzoreHor nopekna (Cnuka 1). hennje
HEnpecTa/IHO NPU3BOLe Cob6OAHE pafuKane W [pyre peakTUBHE BPCTE TOKOM PasINYUTUX
MeTabonmuKkmx npoueca [2]:

MPUINKOM TpaHCNopTa efIeKTPOHA Y Kackagu PecnupaTopHOr flaHua y MUTOXOHApujama

YBEK [10M1a311 1 A0 NPOAYKLMje Mane KonnumnHe cnobogHmx pagmkana (0,7, H,O,, OHY), koja

Cce 3Ha4ajHo yBehaBa 1 Y XUMEepoKCUjN 1 Y XUMOKCUjn;

TOKOM WH®MNamMaTopHMX owTehewa M MoBpesa, Y Mpouecy (arounTose Kog JieyKoumTa,

aonasu Ao npoaykumje nojeamHnx ROS (027, H,O,, OCIY), aejcteom NADPH-okcnaase u

MU1enonepoKcnaase, ycMepeHx npema MUKpoopraH3Mmma y OKOSHOM TKUBY™;

Kao NpofyKTu yobuuajeHe aKTUBHOCTM HeKuX eH3uma (Mepokcuiase, KCaHTUH-OKCMAase,

uTa.),

'Cnnuan npolec ce gelasa NPUAMKOM fecTpyKumje Tymopckix henvja of cTpaHe Makpodara.

[4]
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y TOKY peKuuja KaTasM3oBaHUX MpenasHuUM MeTanuma (dPeHToHoBa U Xabep-Beucosa

peakumja) u ap.

Tabena 1. PeakTuBHe BpCTe

Pagukanu Hepagukanu
O2" CynepoKCUAHW aHjoH pasuKal H202 BOLOHWK-MEPOKCUL
HO" xmuppokcun pagukan HOCI xunoxnopHa KucennHa
ROO' nepokcun pagmkan O3 030H
ROS | RO ankocun pagukan 0, KCEOHNYHM CHHINeT

HOO xugponepokcun pagmkan
ON' a30T okcunp pagmkan (MOHOKCKA) NO, a30T ANOKCUA aHjoH

O,N" a30T anokeng pagukan N>Os a30T Tprokcug,

NO," HUTPOHUjYM jOH

ONOQO' NepoKCUHUTPUTHY aHjoH
RNS ROONO'™ ankun nepoKCUHUTPUT
NO™ HUTPO3U/ aHjOH (CUHINET)
NO" HUTPO3UN KaTjoH

NO,Cl HuTpun xnopug

R ankun pagukan

RCS | ClI3C tpuxnopmetun pagukan

RS Tnon pagnkann

GS rnyratnon pagukan

RSS | GSSG™ gurnytatnoH gucyngus aHjoH pagunkan

EH/OIEHY U3BOPH Er30rEHH W3BOPH
3PAYEHE
SArOLIMTH R »
3AFABUMBAYM
E:&Ei w=p PEAKTUBHE BPCTE <= BA3IYXA
KUCEOHMUKA (ROS)
P e TTYLLAYKM
OKCUOATUBHMU x AuM
EH3UMH X, IEKOBM
NECTULIMAN

Cnnka 1. EHLOreHn 1 er3oreHn N3Bopun peakTUBHUX KMCEOHUYHNX BPCTA.

[5]
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3a J/byACKYy BPCTY CYy CBakako Haj3HayajHWjXu OHM pagukKannm  Koju  YyYecCTByjy VY
MeTaboNMUYKMM MpoLecMma, a TO Cy CYMNepoKCUAHW aHjoH pagukan, XWAPOKCUA WM MepoKcun

pagmKanu, Kao 1 a30T MOHOKCU, KUCEOHUYHW CUHTIET U NMEPOKCUHUTPUTHM aHjoH (Cnvika 2).

0 ApruHwH
+ 2
{FADHZ) P-450 Kcantun
Muroxonpgpujckn ETC / - okcupgasza BH,| NO cuureraaa
N0, | .
NAD* 2¥2 | ** MokpahHa +
(FAD) wan e Cit NADP
NADPH okcupaza / A~ NO cuureraza

02 g Arg wnm BH, s ‘NQ <=— NO poHopwn

0, >
Ny
NADPH + H* NADP* SV

Mno

- H.,O
Hoo! <= WO,

H,0 H*+CI- c_: g::sll-lnoaaau - ONOO-
u %
0,+0H" ‘/!’ K / ‘NO Gly + CH,0
> '0OH = H,O c
ONOOH \‘ = -\ S oL T apKo3nH
‘OH + NO; \
H LOH Auetun CoA okcupgasa
o 0, Ypeaza
LOOH—LO- D-aMMHOKMCENWHCKA
a':;:i::n okcupasa
,+H,0 ouu;;muuu 0,+H,0
XemornobuH

Cnuka 2. MexaHu3am HactaHka ROS 1 RNS y hennjama cucapa [3].

Mepokcun pagukanu cy HajopojHuju Mmehy paguMkanuma, a nocToje y [ABa 06/uMKa:
pacTBOp/bMBK Y BOAM U nvnuamMma. Maga cy CBuM BGMOMONEKY/IM OCET/bUBW Ha Hanaf pagvkana,
mnugn 13 hennje cy HajnognoxHuju owTehewsnma. JIMIUAHW MEPOKCUN  pafuKain  HUCY
HajpeakTUBHMja BpCTa, aiM ca AOBO/LHO AYrMM BPEMEHOM MOMYXMBOTA fAa HanafHy CycefHe
nosimHe3acuheHe MacHe KuUCe/nHe, eH3Me 1 pelenTope henmjcke memebpaHe. YKOMMKO ce npoLec
TPEHYTHO He 3aycTaBu, NpeBohere jeHOr MOeKyna MacTu y paguKkasicky (hopmy MoXKe MOKPeHyTH
HW3 NaH4YaHWX peakuuja, U AOBECTU O CTPYKTYPHOr M (PYHKUMOHANHOr owTeherwa MembpaHe u
cmpTy henumje. TocToje nHAMUMje Aa OBU paamKanv NpeacTaB/bajy rMaBHU Y3pOK aTepoCKIepose,
paka, 6onectu jeTpe, AnuxajMepose 601eCTy K npoueca cTapewa [4,5,6].

XWAPOKCUN pagMKanun Cy HajpeakTMBHMja KMCEOHM4YHa BpcTa paaukana (Tabene 2 u 3).

HacTanm in vivo, 0BM pagukanu Tpajy Mare of 10 cekyHge jep ce 6p30 KOMBUHYjY ca Apyrum

6]
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MOJIEKYIMMa M3 HenocpeaHe 6113nHe, YKbyuyjyhn n makpomonekyne. OBaj KUCEOHWMYHU padnKa
MOXe BUTWN reHepucaH BeIMKOM NpPoayKTUBHoLWNyY y cBakom aeny henuje. Nopef AMPEKTHE LITeTe
KOjy HaHOCe, OHM Urpajy BaXHY Ynory y opmupary MepoKcua pagukana v MNoACTULakbY
NaHYaHWX peakuunja NMNUAHe nepokcupaumje. 3a XMAPOKCU pagukane ce cMartpa Aa yTudy Ha

HacCTajare aTepoCKepo3e, OHKoreHese, katapakte n AHK myTtaumja (Tab. 4)

Tabena 2. [ly>knHa Nony>xneoTa peakTUBHUX Tabena 3. Peakumjcku
KMCEOHNYHUX BpCTa [7]. noTeHUmMjan pagukana.
PeaKTBHe KMNCEOHUNYHE Ay>XuHa nony-xmeota Pagnkan mV
BPCTE
HO 1ns HO +2300
RO 1us RO +1600
LOO 7S LOO +1000
0, 1 s GS +920
NO 1-10s HU~ +590
ONOO 0,05-1s Toc +480
Q- JaHu Asc” +282

Tabena 4. [Mocnegnue nHTepakuUmje cnoboaHmX pagmkanaca UHTpahenmjckum

MaKpOMOneEKYyNnMa.
Bpcra [Ipomene [Tocaeauue mo heanjy
MOJIEKYIa
[leppopaunja  memOpane
Jiunuan [Tepokcuaanuja noBehana nepmeadUIHOCT
Cwmpr hemnje
Kapboxcunammja Vbpsan katabonuszam u ckpahen
[poreunn | CTRapame REK eCEHITHjATTHHX MOJeKyna
AMCyapuIHIX MOCTUBA CMdbeHd EH3MMCKA dKITMBHOCY
®parmenTaunja IIpoMeHa aHTUTeHUYHOCTH
JHK ["cHCKE MyTaLmjc IIpovcHa reHCKe CKCIPCCH]C
['yOuTak XeTepo3uroTHOCTH

Cynepokcup pagvkan je Hamawe peakTMBHa KWCEOHMYHA BPCTa, Ca AYrMM BPEMEHOM
MoNMyXuneoTa, Koja MOXe fJa Ce yJa/bW 3HATHO Of MecTa HacTaHKa W HajBaXXHWjuU je W3BOp
MoKpeTarwa XUAPOKCUN paamKana in vivo. Y KoMbuHauuju ca gpyrM peakTUBHWM BpcTama, Kao
LUTO je a30T MOHOKCWA, [aje PeakTUBHWUjU MEPOKCUHUTPUTHU aHjOH, KOjW je jak OKCUMAAHC TWO
amVHOKMceNnHa y npotemHnmMa (Cnvka 2). Y npucycTBy CymnepoKCui aHjoH pagukana fonasv o
nepokcugauuje nMnonpoTenmHa Hucke ryctuHe (LDL) fenoHoBaHWX Ha 3UA0BMMa apTepuja, Koju

MocCTajy Hajnpe BNakHaCcTK, a 3aTUM NOANEXY Kanunpurkaunju n Tako 6/10KMpajy NpoTOK KPBU.
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Y Hajsehem 6pojy cnyyaja henmnja ycnesa ga CBOjUM MexaHWU3MUMa HeyTpaauile [ejcTBO
0BMX MOJIEKYNA, TAKO Aa OHW He HapyLlaBajy heHy XomeocTasy. MehyTum, gogatHo ontepeherbe
opraHm3mMa crosballlHUM M3BOPUMa peakTMBHUX BpcTa (MeTabonm3am KCeHOOMOTMKA, joHu3yjyhe
3paderbe, MpeTepaHa (U3MyKa akKTUBHOCT) JOBOAM hennjy y CThe anocTase. YKOMKO U3 HeKor
pasnora gohe Ao OTKasuBaka NMPUPOAHMX MexaHu3ama ogbpaHe, npeTu MOryhHOCT HapyllaBakba
OKcuaaTuBHOr ctaTyca henuvje, WTO npeAcTas/ba YBOL Y 30HY OKCUMAATMBHOI CTpeca W CTawe

nosehaHor pM3rKa 3a HacTajarbe pas3MunTmX nopemehaja n 601ecTu.

2.2. ATMOKCULAHTWK

AHTUOKCUAAHTK CY ,,CYNCTaHLe Koje y Ma/MM KOHLeHTpauujama y OfHOCY Ha cynctpar
(brnomonekyn) Koju ce okcuayje, 3Ha4yajHo ycnopasajy 1amn cnpeyvasajy okcugaumjy Tor cyncrpara‘
[8].

CBOjy aKTMBHOCT aHTMOCWUAAHTM WCMO/baBajy PasIMunTUM MexaHu3Mmuma. 3axsBasbyjyhu
CNOCO6HOCTK fa fenyjy Kao:

,,CaKyn/bayn* cnoboaHnx pagukana,

[OHOPY 1 aKLENTOPU e/1IEKTPOHA,

[OHOPY BOAOHMKA MEPOKCUN W XUAPOKCU pagvkaanma, W akuenTopyu BOLOHMKA

YITbeHWKOBUX CNOGOAHUX pafnKana,

OHW WTKNTe henujy og okengatusHor ctpeca (Cnuka 3).

MprmapHy aHTMOKCa4aTVBHY 3alLTUTY OpraHn3ma 06e36ehyjy:

WHTpauenynapHu eHsumu (Cyrnepokcupg AUCMyTasa, Kartasnasa, Nnepokcmaasa, ryTaTvoH

nepokcuiasa, pefykrasa W TpaHciepasa, TUOM-AMCYN(UEL  OKCUAOPeLyKTasa MU

MepPOKCUPELOKCMHN), KOjU CYy CneuupuYHN npe ceera 3a peakTVBHE BPCTE KUCEOHMKaA, a

[enyjy Ha MecTy HacTaHKa 0BMX CNo60AMX paguKana;

TPAHCMOPTHU 1 METAI0 NPOTENHU, KOjU y CBOM CacTaBy Cafjpyke Mpe CBuX joHe Fe*" u Cu®,

Koju oHemoryhaBajy HMX0BO yuellhe y thopMupary €noboaHuX pagukana (TpaHCthepuH,

(hePUTUH, NAKTOEPUTUH, XEMOM/IEKCUH, anbyMUH, LEepynoniasMmH) 1

[8]
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FNYTaTUOH  (Y-TNyTaMUN-UMCTEUHUA-TAMLUMH),  TPUNENTUA  KOju je Y  BUCOKMM

KOHLIeHTpaLmjaMa 3acTyrn/beH Yy CBakoj henwju, nNpeacTaB/ba [NaBHU  E€HAOTEHN

aHTUOKCUAAHT?.
P5® Mnywxoaa
unm Xpawna
(noja canpmwu GSH)
NADPH + H* NADP* i
GSH-momyrar
GSHR amr - 2z, aan ™
GS-5G = y/_,ﬁ— —h..\\ 2G5SH = -'/
. HBO, .
NQ *>NO; Enporenm
GSH
GSNO  Xew ™y ADP + Pi
Xeam-MO
Hzﬂ + LOH = n GSH cuuTeTazs
T L~
H.O Gly ATP
e i y-Glu-CySH
s i M e ——— Byl ~ ADP + Pi
Tauw, Hizs, Sanmpybnn, BH,) LOO" y-Glu-CySH
o "DH SCHHTETE3®
A Cys ATP
i _ con * Glu
2H* + 20, —-\‘—Ir H.O., LOOH NH,*
Cyt Cl O, Kar l ®ar
0, H,O + O, H,0

Gin

Cnuka 3. YKnaratrbe KNCEOHMYHUX 1 a30TOBUX CNI0GOAHMX paamKana Ko cucapa [3].

CeKyHAapHYy aHTUOKCUAATUBHY 3aLUTUTY YMHE:

eH3MMKn 3a penapaunjy OHK, npoTterHa v nunuga, Koju 06GHaB/bajy WKW YKNnawbajy
owTehewa OGMOMOMEKYNa WM HUXOBUX [eN0Ba, HacTaMX Yy YCNOBUMA OKCWMAATUBHON
cTpeca [8] n

HEEH3VMCK/ eHAOreHW N ers3oreHn aHTMokeugaHtu (ButammHu C n E, KoeH3uM Qiq, B-
KapoTeH, MOKpahHa KucenuHa, 6unvmpyouH, gnaBoHouau, NonveHonn), Koju aenyjy y
henunjckom 1 BaHhenmjckom npoctopy [9].

OKCMaaTVBHU CTPeC, HacTaje Kao AUc6anaHC XOMeOCTaTCKMX PerynaTopHUX MexaHu3ama y

opraHmsmy (noBehaHo cTBapawe CNO6OAHUX paduKana W/WnnM HeaoBO/baH aHTUOKCUAATUBHM

0[6pambeHun KanauuTeT), Y3pOKOBaH jeaHUM WK BULLIE CTPecoreHnx thaktopa. Kao nocnegumue ose

“MIHTepuenynapHu ofHoc okcugosaHor (GSSG) u peaykosaHor (GSH) o6nvka rayTaTuoHa npeAcTasba 0/pas
OKCMAATUBHOT CTara hennje n Mepy heHOr Ae TOKCMKALMOHOT KanaynTeTa.

[9]
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HepaBHOTEXe jaB/bajy Ce NPoMeHe Yy Mopdonormju u yHKUuMju henvje Te HapyllaBakbe HEeHOr
NHTErpuTeTa, LUTO CE MOXKE 3aBpLUMTK U cmphy came henunje.

HayyHa ca3Hawa, Koja Ce TW4Yy OKCMAATMBHOI CTpeca, TOKOM MNOCNefHUX AeleHunja,
Y3pOKOBasia Cy MOKpeTarwe OMCeXHMX (PapMalleyTCKO-MeHaLepCKUX aKTUBHOCTU W fenoBara Ha
TPXULITY, ca Lu/beM yHanpeherwa onwTer 3apas/ba Kog /byan. Y TOM Nepuody jasrba ce notpeba v
3a fedmHMCcaeM nojMa yKyrnHe aHTMOKCUAATMBHE aKTUBHOCTU HeKe CyncTaHue, Kao 1 MeTofa 3a
HeHO ofpehuBatse.

3 Tor pasnora je USDA (United States Department of Agriculture), npe Buwe of gecet
rogvHa, nogpxxana opmmpare jeaHor jeAMHCTBEHOr KOHLENTa Kao cTaHAapAa 3a aHTUOKCUAAHTHN

noTeHumjan npexpaMmoeHnx 1 hapMaLeyTCKMX Npou3Boaa.

2.2.1. ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

ORAC npefcrasrba, Hajuellhe, CneKTpoOTOMETPUJCKN METOA, Meperba aHTUOKCUAAHTHOT
KanayuTeTa 6MonoLwKMX y3opakain vitro[ 10, 11].

OBaj MeTOo/ Ce 3aCHMBA Ha Mepery OKCUAATUBHE Aerpagaumje gyopecueHTHUX MONeKyna,
KakaBje qnyopecumH (pehe 6eTa-MMKOEPUTPUH), HAaKOH Mellaka Ca HEKUM Of MHMUpjaTopa
cnobofHux pagvkana (Hajuewwhe aso-jegurbersa). A30 — UHULMjATOPU, Kakas je 1 2,2°-a3obuc (2-
aMuuHonponaH Auxnopug), Cy jeAumera Koja Ce 3arpeBareM pasfaxy, cTBapajyhu nepokcun
pagvkane Koju owTehyjy qpiyopecueHTHN MOMIEKY, & YMjU Ce MHTEH3UTET (PIyopecLieHLmje Mepu.

AHTNOKCMAAHTU OfNaXKy OBY OKCWAATWMBHY Aerpafaunjy (nyopecLeHTHUX MOosfekyna ca
yrnopeanBUM eqeKToM, [OK Ce CTereH 3alTuTe KOjy WUCMOSb HEKM aHTUOKCUAAHT, KBAHTU(UKY]e,
nopefereM ca aHTUOKCMAATMBHOM  3alUTUTOM  6-XMAPOKCU-2,5,7,8-TeTpaMeTUIXpoMaH-2-
KapbokcunHe kucenunHe (Troloxa, y BOAW pacTBOp/bMBOI fepuBaTa BUTaMnHa E) kao ctaHzapLom
[12]. Ha Taj HaumH 61 ORAC NOCny)kXMo Kao MepHa jeavHMua aHTMOKCUAAHTHE aKTUBHOCTU
6MONOLLIKe CYNCTaHLe, MPemMa NojeMHUM PeakTUBHUM KNCEOHUYHIM BpCTama®,

AHTUOKCMAAHTHN KanaumTeT ce uspaxasa y ORAC jegnHuuama no 1r npenapara uim Ha

100 g npexpam6eHor npoussoga (Tabena 5)*.

3Y 3aBMCHOCTMW Of, NPMPOLe aHTUOKCMAAHTa, OBa MeToga je mpunarofjeHa 3a aHTWOKCMAaHTe pacTBOP/bMBE Y BOAM
(H-ORAC), ogHocHo aunmuagmuma (L-ORAC). 36up 0BUX [Bejy BPeAHOCTMW NpeAcTaB/ba YKYMHW aHTWOKCUAAHTHM
kanaunTeT (TAC-ORAC) [13, 14, 15].

“MpoueHa je ga ce y opraHu3my, npy NPOCEYHUM MEHTANHAM U (DU3NYKAM aKTUBHOCTUMA, CBAKOAHEBHO NpOu3Beae
TONMKO CNO60AHMX pagvKana fda je 3a HUXOBO HeyTpanncare NOTPeOHO YHETU Y OpraHM3aM aHTUOKCUAAHTE umnjun
KanaumTeT m3Hocu oko 3000-5000 ORAC jeamnuua [19, 20].

[10]
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Tabena 5. AHTMOKCMAATMBHM KanauuTeT AECeT HajNoTeHTHMjUX HaMupHMUA M3 rpyne Boha,
nospha 1 3a4nHa (Ha 100 g npounssoga) [16, 17, 18].

Bohe ORAC Mosphe ORAC 3a4nHCKO 6umLe ORAC
ApoHuja 16062 | benu nyk 1939 | KapaHgunuh 285500 — 314446
Cyse WbuBe 5770 | Kems 1770 | Py3mapuH 164000 — 174400
CyBo rpoxhe 2830 | CnaHah 1260 | bocumbak 155800 - 163700
bopoBHuLa 2400 | Mpokess (Knue) 980 | OpuraHo 123300 - 265700
KynuHa 2036 | Jlyuepka (knuue) 930 | VHawnjckn wagpaH 109400 - 183200
Jaroga 1540 | Bpokonu 890 | Unwmer 105500 — 267536
MasmHa 1220 | Pena 840 | XKandumja 99900 - 240100
ABOKaz0 782 | LipseHa nanpuka 710 | MepwyH 73500 — 74349
MomopaHLia 750 | Macyrb 460 | MajumHa gywmua 58900 - 67553
LipBeHn rpenndpyT 739 | UpHu nyk 450 | LipHn 6nbep 25095 — 42400

Kao wro ce cnobofHn paguvkanu pasnvkyjy Mehy cobom no CTerneHy peakTUBHOCTU Y
UW/BHUM MONEKy/NMMa Koje Hamagajy, Tako Ce W aHTMOKCWAaHTU MehyCO6HO pas3nnkyjy no
aKTMBHOCTW Yy OAHOCY Ha ofpeheHe peakTmBHe BpcTe [21]. M3 Tor pasnora ce aHTMOKCUMAAHTHA
aKTMBHOCT Y OfHOCY Ha MEPOKCUHUTPUTHE U XUAPOKCU/IHE pajukasne mMepyu MOAUPUKOBAHUM
NORAC 1 HORAC meTtogama [22, 23].

Ynotpeba 0BUX MeTOAa je MocebHO 3HayajHa pafn Mepera aHTUOKCUAAHTHOr KanauuTerta
HaMMpHMLA W CynnemMeHaTa KOju CapXXe C/IOXKEHa jeaumera ca 6p30 K crnopo Aenyjyhum
aHTMOKCUAAHTHMUM e(PEKTOM, Kao U1 CyrncTaHLe ca KOMOMHOBaHUM e(heKTOM Y OAHOCY Ha pasnnymnTe
pagukane. Ha Taj HauuMH je 6uno Mmoryhe npoueHMTU eqUuKacHOCT HeKor npenapara ca
aHTVMOKCUAATUBHMM [le/I0BaHbeM M [IeKNapaTUBHO rapaHTOBaTW HEeroB KB/IUTET.

OcHOBHM 1 3a caja HenpesasuheH npob6nem 36or yera ORAC-KOHUENT, Tj. MOKYLUaj
CTaHAapAM3aumje aHTUOKCWAAHTHOr MOTeHUMjana npexpambeHnX npousBoda, Huje A0 Kpaja
CMNPOBe/EeH je Taj, LUTO OCUM 3a aHTMOKCcuaaHTHe BuTammnHe (C, E n A), H/ 3a jefaH Apyru cacTojak
M3 XpaHe Hema [0BO/bHO MOKasaTe/ba Aa WCMosbaBa aHTMOKCUAAHTHY aKTMBHOCT Y OpraHusmy.
[pyrum pedrmMa, He NOCTOje (PU3NOJMOLLKMA LOKa3M KOjU YKa3syjy Aa HeXpaH/bMBW CacTOojuM XpaHe,
Kao LUTO Cy (1aBOHOMAN M MONGEHONN, KOjU UCMOsbaBajy 3HATHY aHTUOKCUAAHTHY aKTUBHOCT in
vitro n Tume o06e36ehyjy Bucok BewTadykm ORAC WHAEKC, WCKadyjy WKakaB AMpeKTaH

aHTUOKCUAAHTHY ebeKaT Y in vivo ycnosuma [24]°.

® Ca jefHe CTpaHe, NojedyHe ennaeMnONOLLKe CTYANje fOBOAE Y Be3y KOH3yMUparbe xpaHe 6oraTe hnaBoHONANMA 1
nonMcheHOMMA Ca CMakeHeM pPU3MKa 0f, HacTajia KapanoBackynapHux nopemehaja v paka [25]. Ca gpyre cTpaHe,
NCTpa>kmeara NoNMEHONCKNX Anjeae TCKIUX CynaeMeHaTa cy nokasana fa npeko 95% 0BuX jeantberba npeTpnu 6p3y
TpaHcgopmaumnjy y MeTebonmT Koju ce nako manydyje nyTem Mokpahe, Kao v T0, Aa nosehare aHTUOKCUAAHTHOr
KanaumTeTa KpBM, HAKOH KOH3yMMpara HamupHuUa 6oraTm nonmdeHonMma He noTuye og camux nonndeHona, seh
o, nosehaHor HMBoa MOKpahHe KWCEeIMHe Kao HWXO0BOr MeTabonuTa. TO MHAMUMpa Aa OopraHvusaM OBa jefukera
[O>KMB/baBa Kao KCEHOBNOTUKE Koje Tpeba envmuHucaTm [26].
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CxofHo Tome, perynaumnoHe areHumje, FDA (Food and Drug Administration) CjeanbeHnx
Awmepnukux OpxaBa n EFSA (European Food Safety Autority) EBporicke YHuje, cy ob6jaBune
yrnyTCcTBa KOja OHemoryhaBajy Aeknapauuvjy npexpambeHVX Mpov3Boda Y Kojuma ce umnavumpa
NoTeHLMjaHa 34paBCTBEHA KOPUCT 0 HamupHULA Koje umajy ussewwtaje o ORAC BpegHocTUMA U
Ha Taj HauMH cnpeynne moryhy 3n1oynoTpedy npm3sohava.

To je pesyntupano ga USDA HakoH BULLIE Of jedHe feleHuje, maja 2012. rognHe, noBy4e

cBojy Be6 ny6nmkaymnjy ORAC BpeHOCTU XpaHe yobuyajeHe 3a aMepuyKo TpxxuwTe [27].

2.2.2. AHTWOKCUAAHTHU BUTaMUHU

ButaMuHM cy eceHUMjanHN HYTPULMjeTH Hajuelhe BUBHOT, ann 1 XXMBOTUHCKOT, NOPEK/a,
KOje /bY/ACKMN opraHu3am mopa aa 06e36eam ncxpaHom. Butamuum C, E n A, cnagajy y HeeH3UMCKe

AHTUOKCU/AHTE KOjy YMHE APYTU HUBO OGPaHe Of CNoBoAHMX paavKana.

2.2.2.1. BuTamuu C

ButamuH C nnn 2-0Kco-L-Tpeo-XeKCoHo-1,4-nakToH-2,3-eHeanonnnn(R)-3,4- auxuapokcu-
5-((9)-1,2-guxugpokcueTun)dpypaH-2(5H)-oH, npeactasmba L-eHaHTMOMEP aCKOPOMHCKE KUCeHE
(Cnuka 4). L-ackopbuHcka kucenmHa (AscHy) je gepmsaT rnykose pacTBop/bvB y Boau. Hanasm ce
y TKMBMMA CBMX OpraHu3ama, aiu 3a Bulle npumarte, BehuHy CnenuMx MulleBa M jOLI Heke

KMuMerake, OH npeAcTaB/ba He3aMeH/bUB (haKTop KOju ce HafoKHahyje 13 XpaHe.

d

Cnuka 4. CTpyKTypHa hopmyna L-aCKopbUHCKe K1cenuHe.

Haj3HauajHuje n3sope ButamuHa C, npeacras/ba Bohe 1 nosphe (Tabena 6).
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Tabena 6. [eceT Haj3HayajHMjux BpcTa Boha W nospha ca Hajsehum
penaTuBHUM cagpxajem ButamuHa C [28]°.

Bohe (100 g) BuTt. C (mg) Moephe (100 g) But. C (mg)
LLinnypak 426 | Ynnn nanpuka (3eneHa) 244
Pnbusna 200 | LpseHa nanpuka 190
Knsu 98 | MepLuyH (nncT) 130
LipseHa pubusna 80 | bpokonu 90
JInmyH 77 | Mpokerb 80
Jaroga 57 | Kynyc 51
MomopaHLia 53 | Kemb 41
IpejndpyT 34 | Onmba 40
MaHgapuHa 31 | Kaptuon 40
ManmHa 30 | benm nyk 31

ButamnH C je HeonxogaH KOaKTOp 3a HU3 eH3MMa YK/bydeHuX Yy BpojHe MeTabosimuke
npouece, Kao LITO CYy: XMAPOKCMNaumja KonareHa, Koju [LOMPUHOCK Ofp)KaBakby XPCKaBM4aBor
TKMBa U KpBHUX cyposa [31, 32]; cuHTe3a KapHUTMHA, KOjU je OAroBopaH 3a TPaHCMOPT MacHMX
KUCENNHa Kpo3 NnnuaHy MembpaHy MUTOXOHApuja (MoXxaa v apyrux opraHena) [33]; cuHTesa
HEKMX - CTEPOMAHMX XOPMOHa 1 HeypoTpaHcMuTepa [34]. Minak, Hajseha naxmwa y nocneftbe BpeMe
Jje ycmepeHa Ka HeroBoM aHTMOKCUAAHTHOM fefioBany [35].

MoTpowra HamepHUUa Goratnx ButammHoM C, noesyje Ce ca CMareHUM PU3NKOM Of
KapAnoBacKynapHUX W HeypofereHepatuBHWX 60M1eCT, Kao M MHOrMX BpcTa paka. Mehytum,
NCNuTMBaKa Koja Cy Kopuctuia buomapkepe okcupaHTHor owrteherwa OHK 6a3a, Hucy pana
ybel/bMBe [0Ka3e [a CyMN/jeMeHTUpare ackopbaTtoM CMawyje HMBO OKCUAAHTHOT owTehera in
ViVO, 0OCUM MOXK[a KOf 0coba ca BeoMa HUCKMM YHOCOM OBOr BUTamuHa. CIMYHO TOMe, 13 CTyanja
0 TeHOTOKCWYHOCTU MOjeAMHUX CYyMCTaHuuM npema npekuguma naHaua [AHK, HacTtaHky
MUKPOHYK/eyca U XPOMO3OMCKUM abepauujamMa, Hema jaCHMX f[0Kasa O 3alTUTHOM eqekTy
ButammHa C. Ca gpyre cTpaHe, NoCTOje OrpaHWyeHn [0Kasn fa CynjeMeHTupare ButamvHom C
MMa 61aroTBOPHO [€jCTBO Ha BacKynapHe (hYyHKUMje U CMarbere YYecTasloCTU paka Xenyua y
HEKMM nonynaymnjama, aiM Huje jaCHO Aa N TakBO [efioBake MNOTUYe Of aHTUOKCUAAHTHUX
CBOjCTaBa UM HEKUX ApYrux ocobmnHa ackopbara [36].

MpoueHa je, ga ce AHeBHe NOTpebe 3a OBMM BUTAMWHOM KOZ OApac/iux 3gpasux ocoba
Kpehy og 75 mr 3a xeHe, 4o 90 mr 3a mywkapue [37]. Cmatpa ce, Takohe, Aa notpebe 3a

nosehareM yHoca BuTaMMHa C MMajy MyLuayu, CropTUCTW, PagHMLM Ha TEWKUM (DU3NYKAM 1

®360r Tora LWTO Cy BP0 PeTKO MW HUKAKO YK/bYYeHe Y UCXPaHy /byau, H1cy obyxsaheHe Tabenom, BPCTe Kao LWTo
cy: Kakagy wsmmBa, Kamy kamy, Auepona, Macju TpH wan baobab, umju cagp>kaju suTammHa C umajy HeobUYHO
BMCOKe BpeaHOCTK, 1 To: 1000-5300, 2800, 1677, 695 1 400 mg/100 g, pegom [29, 30].

[13]
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BMCOKOCTPECHMM MOCM0BMMA, TPYAHNULLE U PEKOHBA/IECLEHTU. HbrMa ce npenopyyyje YHOC 1 NPeko
120 mr aHeBHO [38]. OHO WITO 30yHYje HayuYHMKe OKO oapehuBara MNAY (npenopyyeHor AHEBHOT
yHOCca), je fa Apyre CPOAHe >XMBOTUHCKe BPCTE KOje MMajy 3ajefHWYKy HecrnoCOoBHOCT CUHTEe3e
0BOI BUTaMMHa N HEOXOLHOCT yHOca ekoreHor ButammHa C, koH3ymupajy 20 go 80 nyta Behe
KO/IMYNHE 0f, XyMaHor pedepeHTHOr yHoca [39].

Oyxa geduunjeHunja sutammHa C, gosoam Ao nopemehaja y CTPYKTYpU Be3MBHOT TKUBA,
WTO Ce MaHWMecTyje MpPOMeHaMa Ha KOXMW, CNYy30KOXW, XpcKasuuama u 3riobosuma. Osa

XWUMOBUTAMUHO3a je No3HaTa Kao 60/1ecT CKOpOYT.

AHTUNOKCUAATUBHE 0COOMHe BUTamuHa C

du3nonowkn akTmBHa Qopma BuTammHa C je L-akopbuHCcka KucenuHa, oK je D-
eHaHT1oMep (PU3MOMOWKN HeakTBaH. Kaja fenyje Kao aHTMOKCUAAHT, in vitro, L-akopOuHCKa
KICENNHA Ce OKCWALMjOM KOHBepTYje y L-aexnapoackopbuHcky kucennny (DHA)'.Y opranHusmy
ce DHA moxe peaykoBaTu Hasag Ao AscH» aejcTBom rnytatmoHa [41]. YKONMKO U3 HEKOT pas/fiora
He Aohe [0 oBe peaykuuje, npu guanonowknum pH BpeaHoctuma, DHA xupgponusyje y 2,3-
anketorynoHar [42] (Cnuka 5).

3a ButammH C, ce MoKasasio fa je Yy CTawy fAa HeyTpanusyje BehMHY KMCEOHUYHUX
peakTUBHUX BPCTa, ain ca pasnnymToM egukacHowhy [44-48]. Mopef Tora WTO HeyTpaiusyje
xungpokemn (HOY), ankokenn (ROY) n nepokenn pagukane (ROO’) goHMpaweM BOAOHMKa, ackopbaTt

MoXe Takohe HeyTpanucatu rnytatmon (GS) u Tokodepon pagukane (Toc), Kao M COMCTBEHe

ackop6wun pagmkane (Asc).

CTabunHocT

CTabunHOCT BOAEHMX pacTBopa L-acKOpPOGMHCKE KUCENMHE 3aBUCU O[] BULLE Pa3AYMTUX
(hakTOpa. YKOMMKO Yy pacTBOpPY Hema OHeuullherba M METasHWUX jOoHa, CTabUMHOCT 3aBWUCK Of

Temnepatype, NpUTUCKa, pH cpeauHe, CBETNIOCTU U aepOBHUX YC/I0Ba Y KOjUMa ce pacTBOP Hanasw.

MojeanHa ncTpaxuBarba cy yKasana Aa BUTaMuH C, in Vitro ycnoBrMa, MOXe fja MCMOJbi NPOOKCWUAAHTHA CBOjCTBA, Tj.
fa npunkom Koueesnje AscH, , DHA pefyKyje npucyTHe joHe npenasHux MeTtaia (Fe*", Cu™) y Hmka oKcuaaumoHa
cTarwa (Fe?*, Cu"), Koja Cy CK/IOHa MHULMPaY paanKanckux BpcTa (PeHTOHOBa peakLyja), Koju Jarke NoTeHUMjanHo
[ONPUHOCE NMNUAHO]j NepoKcmaaunju.

Fe™ + H,0x+ H" - Fe* + HO" + H,0

Fe* + AstH - Fe”" + Asc™ + H'

MehyTum, cnob6oAHMX joHa NpPenasHMX MeTana y opraHM3My roTOBO Aa Hema, OHW 61Bajy XenaTu3oBaHu UK Be3aHN 3a
nojeauHe npoTenHe [40].
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Cnuka 5. OkcngaumoHn mexaHusam npeteapana L-ackopbuHcke kucenuHe (AScH2) Npeko HUCKO

peakTUBHOI cemMuaexmnapoackopoun pagmkana (Asc™) y L-gexvpoackop6uHcKy kucenvHy (DHA)
[43].

L-ackopOMHCKa Ku1cenvHa je u3pasnto oceT/biBa Ha noseharbe Temneparype Koje [40BOAU
[0 teHe gerpagauuje. Moseharbem TemnepaType U NPUTUCKA, OBa ferpafauuja ce oasuja Kao
peakumja npsor pega [49, 50].

bp3anHa npetBapara AscH, y DHA, y aepobHMM ycroBuMa je OnakliaHa Ha Buwmm pH
BPeAHOCTMMA, APYrMM peunma, L-ackopbuHCKa KMCennHa je ctabunHuja y Kkucenoj cpegnHn [51].
Kao Haj6o/bm Meanjym 3a XomoreHm3saumjy L-aCKOpbUHCKe KUCcenmHe ce nokasana metaocqopHa
kucenuHa ((HPOs)3), koja ctabunmusyje AscH, n y npucyctBy kuceoHuka. (HPOs3)s ce yecto
KOPWCTW 3a eKCTpakuujy ButammHa C 13 NnpMpogHMX Npomn3Boja, rnpe ceera fa 6u ce UCTaIoXUIN
MPUCYTHW NPOTENHM, 1 Aa 61 ce NHXMOMPana akTUBHOCT eHAOreHe ackopbat okcuaase [52].

Ca fipyre cTpaHe, nosehatem Temnepatype (> 100°C) ce cTabUNHOCT BOAeHUX pacTsopa L-
acKopOMHCKe KuCeNMHe CMakbyje Ha HxuM pH BpegHocTuma [50].

Cagpxaj ButammHa C ce Yy npexpambeHVM MNPOM3BOAMMA CHWXKaBa BPEMEHOM W
MPONOPUMOHATIHO TeMnepaTypu YyBawa [53]. [yXe usnarare BUWMM TemrepaTypama, npuinkom

cnpemata XpaHe, MOXe 3HaTHO yMamwUTKN cagpxaj ButamuHa C [54].

[15]



E¢ekam aHmuokcudaHmHux 8UMAaMUHa Ha NepoKcudasy peHa

ButamuH C je jefaH of HajluMpe KopuLheHUX AUJeTETCKUX CynnemeHara, (hopTudrkaHara
M KOH3epBaHaca. Ha TpXuwTy je focTynaH y 06/uKy Kanu, TabneTa, Kancyna, KpUCTasiHor npaxa,
CMmewa 3a nvhe, MyNTMBMTaMUHCKMX (hopMynauuja, Kao W BULIECTPYKUX aAHTUOKCUMAAHTHUX

(hopmynaumja. [osmpa ce y oncery og 25 mg go 1,5 g.

MeToge 3a ogpehnsame cagp>kaja suTammHa C

Mako y nutepaTypu NOCTOju BeIMKK BpOj pasnnunTtux Metofa 3a ofpefuBare cafpkaja
BuTammHa C, Kako Yy HajpasIMuMThjuM Mpom3BOAMMa, Tako M Yy OMOMOWKUM TEYHOCTUMA,

MEPMaHEHTHO Ce HaCTaB/bajy Hamopy y NOTpasn 3a HOBUM METOaMa.

TUTpUMEeTpUjcKe MeTOLe

ButamnH C je n3pasnto peaykyjyhm areHc, ca HUCKMM pefdokc noteHuymjanom (0.18 1 0.08V
Ha pH 4.5 i 6.4, pegom) 1 Ha 6a3n TOr cBojcTBa paspahieHO je HM3 MeTofa 3a HEroBo
KBaHTUTATUBHO ofpehuBatse.

LLInpoky npumeHy mma TuamMaHcoBa MeTOAa Koja Ce 3aCHMBA Ha peayKuuju HaTpujymoBse
conm 2,6-gmuxnopdeHonnHgodgeHona (DCPIP), y kucenoj cpegnHn (cmewa metadochopHe U
cuUpheTHe KUCENWHE), rae UCTOBPEMEHO OH MMa ynory mHankatopa. OkcuaoBaHu 061k DCPIP
TamMHO nnaBe 60je y npucyctBy AscHy, npenasn y 6e360jHN pefykoBaHu 061mK (Cnvka6). Osa

peakumja je KBaHTMTaTMBHa [55].

o) 0O
HO / 0 ! H
2 0L — &0
OH

HO i - 2l (0]
OH s “" oH \}-OH HO™ N
cCl \ Cl
OH OH
L-acKopBHHCKa DCPIP L-aexuapoackopbuHcka  Pedykosann DCPIP
KMCENUHa (upeeHo) KucenuHa (6es6ojan)

Cnuka 6. Pegykumja DCPIP L-acKOpGUHCKOM KUCENIMHOM.

aKo je 0BO 3BaHU4Ha MeTOZa, OHa HUje NMpUMeHsbMBa Yy npucycTBy Fe?*, Sn®, Cu®, SO,
S,04% joHa, 3aTUM TaHUHa, GeTaHWMHA U CYNDXUAPUIHNX jeautberba. ANKalHe CyncTaHLe Takohe

omeTajy ofpefmBare BuTamMmHa C 0BOM MeTogoM [56].
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Tutpaumja y3opaka ca aCKOPOMHCKOM KUCETMHOM TeTpaxsiop 6eH30XMHOHOM (X/10paHnIoM)
ce oagunja y npucyctesy EDTA, KOju CNYyXWM Kao MHAMKATOP U Kao Mackupajyhe cpeactso. OBo
ofpefuBare omeTajy TMonm [57]. 3a ogpehmBarbe aCKOPOMHCKE KUCEMHE Y CBEXEM BOhY KOPUCTU
ce 1 TUTpaumja ca guXmapokcunHaonom [58J.

Hekonvko TUTpaumoHnX peareHaca 3a opgpehusarbe BuTamuHa C, ykrbyudyje jog (1) vam
6pom (Br).

N-bpomCyKUMHaMWUg, Kao TWUTPaUMOHO CPefCcTBO, KOPUCTU CKPOO Kao WHAMKATop.
Pefykyjyhe KkucenvHe u conu reoxha He yTMdy Ha TOK OBe TuTpauuje, anu ce pAobujajy
He3af0BO/baBajyhy pesyntatu MpuUIMKOM aHasM3e COKOBa WM Npou3Boda Of BOha KOju cappxe
MeTabucynguT Kao KoH3epBaHc [59].

3a opgpehuBarbe 3aBpliHe Tadyke nomohy N-6pomodTanummga m  N-6pomocaxapuHa,
yrnoTpe6s/baBa ce XMHOMMH XYyTo. OBa peakuumja ce MOXe UCKOPUCTUTU U 3a MOTEHLMOMETPUJCKO
ofpefuBarme acKOpPOUHCKE KucenumHe. LIMCTeMH M rnyTamMHCKa KUCENMHA Ce YK/bYdyjy Y OBaj
peakumjckn mexaHunzam [60]. Kanujym jogat, Kanvjym 6pomat v jog MOHOX/IOpUA Kao TUpauuoHa
CpefcTBa, Kopucte CKpob Kao uHaukatop. MehyTum, nokasano ce Aa cam CKpob omeTa peakuujy
n3mehy joga 1 aCKoOpOMHCKE KUCENTMHeE.

BpomatomeTpujcko opgpehuBatbe BuTammHa C, omoryhaBajy W 6pOjHM WHAMKATOPW:
nepgeHasnH [61], 1-aMMHO-4-XUAPOKCUMAHTPaXUHOH [62], a3nMHCKe M OKcasuHcke 6oje [63],
(beHocapaHuH, anocapaHuH 1 cagpaHnH T [64].

Tutpaumje o-jogobeHzoaTtoMm [65] M 0-AmaueTokcujogobeHsoaTtom [66], ce KopucTe 3a
ofpehunBare aCKOPOUHCKE KNCENMHE Y HeyTpasiHOj CpeauHun. Kao MHAMKATOp Ce KOpUCTW cMeLla
NeyKo-2,6-aAnxnopmeHonnHAoNMeHONa U Kannjym joanaa. Tuoypea, Tmocyngaru v Cynpman ytuay
Ha ogpehnBarbe, Kao 1 LMCTENH U TyTaTUOH, C TUM LUTO C& OHW MOTY MacKMpaTw.

Ynotpe6om Tanmjym(lll) nepxnopata [67] u 6akar(ll) cyndarta [68] y oppehuBary
aCKOPOUHCKE KWCENIMHe Y KUCeNoj CpeauHK, n3berasa ce HeraTMBHW yTuuaj LuTparta, Taprapara,
CYKLMHaTa 1 Manata, rykose, ppyKTo3e, Kao 1 MeTalHMX joHa Mn?*, Cu®*, Fe?*, Ni%* ,Co?*, Zn*u
Ba’*. Cagpaj BuTammnHa C ce npouemyje petutpaumjom suika TI** jogomeTpujcku. HegocTaTtak
0Be METO/e je Yy TOMe LUTO Ce NpUMekbyje Y MHePTHOj aTMocdepK, oK je npenasak 60je HeOBO/LHO
N3PAXKEH.

Hekonnko MeTofa Koje Koje Kao TMpauvoHO CPeACTBO KOPUCTE BapuaMuH N1aBo, Yr/beHNK-
TeTpaxnopug wnu xnopodopm, omoryhaBa ynoTpeby pasnMuMTux WHAMKATOpPa, Kao LTO CYy
MePKYPU-X10pnA, P-METOKCU KPUCOAWH, HadpTON LpHO-NMaBo M amapaHT [69]. Conm cu®, As*,
Hg?*, 3aTUM LMCTeNH, TMOYpea, TUOTIMKO/HA KICENNHA, Cyndunam n cynduTin 3HaTHO YTIYY Ha TOK

0BUX oapehmBarba.
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Ce*" cyndar je Ayro ynoTpeb/baBaH Kao peareHC KOju Ce KOpPUCTM 3a odpehuBarbe
ackop6aTa ¥ Koju ce fodaje Y BULLKY, HaKOH Yera je Moryha peTuTpaLyja pacTBopoMm Fe®‘comu,
HakoH 30 MuHyTa. Kao uHAMKaTtopy MOry MOCAYKUTW: OUDPEHUNB6eH3NANH, (eponH, N-
(hbeHMNaHTpaHWIHA KUCeMHA W pofaMuH 6G, ann y KOHUEHTpauuju BULLOj Of KOHLEeHTpauuje
TUTpaHTa. Mpo6em Koju ce jaB/ba KO OBe MeToZe je Y ToMe LTo HacTaim Cr* katannsyje ayTo-
oKcuaaunjy acKopbruHCKe KUCENNHE LITO yMamyje peanHe pesynTate [70].

Kanunjym-xekcaumjaHodpepat (I11) ce Kopnctu Kao TUTPaLMOHO CPeACTBO Y €1abo ankaHoj
cpegnHn y3 ynotpeby DCPIP, kao uHavkatopa [71]. Hepoctatak oBe MmeTofe ce ornefja y
yrnoTpebu nHepTHe aTMocgepe, 360r oceT/bMBOCTM XekcaumjaHogepata (111).

Hekonvko TuTpaHaTa nokKasano ce nofjeaHako Ao6puM W1 Y KUCenoj 1y 6a3Hoj CpeanHu, a
Takeu cy: Ce™, Fe(CN)s>, V', Mn*u Mn*, Fe**, Cu® n 6pomar, foK Cy kao MHAMKaTopy
KopuwheHu: eponH, MeTUeH Niaso, TONYMAMH Mnaso, asyp A, B unun C, TUOHUH, GPYLUH 1 p-
aHUCUAWH, peaom [72].

NakKo cy TUTpUMeTpujcke MeTode jedHOCTaBHE 3a M3BOhere, 6pojHM Npobnaemu ce jaBrbajy
Ko4 ynoTpebe rotoBO CBakor TWUTpaHTa. Ha npumep, CTEXMOMETPUjCKM OLHOCU Y peakumju
uepnjym(IV)-cyngpata M ackopObuvHCKe KWCeMHe, Bapupajy ca BpPEMEHOM, TemrepaTypom W
Kucenowhy cpefmHe; tutpauymja ca DCPIP je edmkacHa camo KO 4YMCTMX BOAEHWX pacTBoTa
aCKOpPOMHCKE KNCEMHE; MPUCYCTBO pPeayKyjuhnx CyncTaHum yTuye Ha 3aBpLUHY Tauky TUTpaumje 1

UMHW aHaNK3y HecneLugpUUHOM UTA,

EnekTpoxemunjcke meToae

OpnpehnBare aCKOPOUHCKE KUCENMHE NonaporpacKMM MeTogama, Ce 3acHMBa Ha HEHO]
e/IEKTPOXEMM]CKOj OKCuaaumjn kopuctehn Hajuelhe XXMBUHY eleKTPOAY.

MeToge Koje YK/byyyjy Kansbyhy >XMBWHY enekTpody cy KopuwheHe 3a oppehuBarbe
ButamMmHa C y 3auvMHuMa, xpaHu [73], Bohy 1 nosphy [74], fgeunjum MnedyHnM gopmynama [75],
(hapMaLleyTCKUM Npou3BoAMMa U HagbybpeXkHOj »ne3amn nauosa [76], y3 auetaTHU AN LUTpaTHA
nydgep (pH 4,5-4,6). YTBpheHa je nHTepdepeHumja ca popmaniexmniom.

Monaporpaduja Haum3MeHUYHOM CTPYjoM je KopuwheHa Kao MeTO4 3a CUMMYNTaHo
AndepeHumjanHo ogpehmsarbe L- 1 D- 06/11MKa aCKOpOUHCKe KucenuHe [77].

OndepeHumjanHa nyncHa xpomartorpaduja, je Takohe ynoTpe6/beHa 3a ofpehuBare
BuTammHa C, HaKOH Heroese KOHAeH3aumje ca o-(peHWneH-guammHom y 0,2 mol/L cupheTHOj

KWCENNHW, Y CBEXEM W aexmapupaHom Bohy 1 nosphy v thapmaueyTckum npovssogmma [78, 79].
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Mnak, oBe MeTofe HUCY Yy LUMpoj ynoTpebu, npe csera 360r MpUCYCTBa jefubera Koja
OMeTajy Mepera 1 Kojux ce Tpeba 0cnoboamTi Kopuwhewem pasHUX TEXHWMKA 3a OfiBajare, Kao
LUTO Cy eKCTpakLmje Unn xpomarorpaduije.

[pyre BonTtameTpujcke MeTofe 3a ofpehuBarbe BUTaMMHa C KOpUCTe pasinuute BpCTe
enekTpoda: KOHBeHUuoHanHe [80-82], poTupajyhe MuKpoauck enektpoge [83], MuKpo u
BULLIECTPYKE MUKPO enekTpode [84] n enektpode of yribeHn4yHe nacte [85]. lMpobnem Kop
ynoTtpebe CTauMOHapHMUX efleKTpofa Ce jae/ba MPWIMKOM MOHaB/batba Mepewa, Kaga fonasv Ao
»obpacTawa“ enekToae OKCUAALMOHNM NPOU3BOAMMA.

Ynotpeba ¢epuLunmHUjyM KapOOKCWU/IHE KUCeNMHe Kao Megujatopa ButammHa C un3
(hapmaLeyTCKMX npou3sBoaa u ceexer Boha, omoryhyje ynotpe6y BonTaMeTpujcke MeTode U Koj
jako 060jeHMX, MYTHUX N BUCKO3HUX Y30paKa [86].

Mogngukaumja enekTpoge Of Yr/beHUYHe MacTe MaKpOMPCTEHACTUM  jeAuHberUMa,
omoryhyje BonTameTpujcko oapehuBare BuTammHa C, y oncery 0,6-500 pg/cm® U rpaHuLOM
fetexkumje 0,1 ug/em?[87).

BonTtameTpumja ca npaBoyraoHUM UMMy/cMMma, ce Takofe Moxe ynoTpebutun 3a ogpehrBare
BuTaMmHa C y cnaTkum HanuuyMmMa n BohHMM COKOBMMa, Y oncery geTekuumje 2,0-6,0 umol/L [88].

AMMNepoMeTpujcKn CeH3opu, 3a oapefuBare L-aCKOpPOUMHCKe KWUCEeNUHE Ce KopucTe Y3
MMobmNMn3aumjy ackopbaT oKcuaase Yy WU3MEeHEHO] KOMareHcKoj MemopaHu unu rnytangexuay, a
MPOM3BOAM Ce MOHTUPajy Ha KnapkoBy KWUCEOHMuHY enekTpoay. Mpucyctso Cu®*, Fe*, raykose,
EDTA v NMMyHCKe KUCeNMHE HWje YTULAI0 Ha pe3ynTaTe Mepersa [89)].

BrnamnepomeTpujcke TUTpaumje ca jo4 MOHOX/IOPUAOM, Ka/iMjym joAaTtoM, Kanunjym
MepoOKCOMOHOCYN(ATOM WM KYNpU-MepxnopaToM, Koje cy 6une ynoTpeb/baBaHe 3a aHaivsy
(hapmaLieyTCKUX MnpomusBofda Koju cagpke ButamuvH C, KOpucTuie Cy MNAaTUHCKY WM BOCKOM
MMMperHupaHy rpauTHY enekTpoay Uam ABOCTPYKY rpamuTHy enektpogy [90].

MpoToyHa aHaM3a ca aMnepoMeTPUjCKOM [eTeKUMjoM, KOPUCTU - MMOOMIM3ALMOHN
peakTop eH3uMa UM (hOTOXEMUJCKY peayKumnjy MeTU/IEHCKOr nnasor y granatHom nydepy (pH
3,8), 3a oapehuBare BuTammHa C y oncery 5-90 pg/cm?® 1 penaTUBHOM CTaHAapAHOM feBujaLnjom
oA 1,3-4,8 % [91-95].

OpnpehuBarbe ackopbata MOTEHUMOMETPUJCKMM TUTpauujama ce M3BOAM Y3 YNoTpedy
DCPIP-a, N-6pomocykunHumMmmuaa, 6akap-cyngara, joga, Kanmjym-xekcalnjaHogepara, TETPax/iopo
GeH30XMHOHA U XeKcaaMUHKOo6anTa Kao TuTpaHara [96, 97]. OBe MeTofe ce Texe NpuMerbyjy Koj
y30pKa ca aguTUBKMMA, Kao LITO Cy MYNTUBMTaMUHCKE (Dopmynauuje Koje cagpxe MUHepase.

MpoTenHM 1 Apyre pacTBOP/bUBE OPraHCKe MaTepuje, OMeTajy OBa oApefuBatba.

[19]
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KynomeTpuja MMa BeOMa OrpaHuueHy NpuMeHy Npunvkom oapehuBarba ButammHa C. OBa
METO/la Ce 3aCHMBA Ha KBAHTUTATMBHOj OKCUAALIMjY aCKOPOUMHCKE KMUCENMHE Ha NNaTUHCKOj aHoAM
M 3axTeBa BeOMa 4YMCTe pacTBope. JefHa 0 OBMX TEXHMKA YK/byuyje MOPO3HY YI/beHUYHY
enekTpoay, XekcaumjaHoepaT Kao Meawjatop M L-ackopbaT okcuaasy. [paHuua feTekuuje oBe

meToge n3Hocum 0,2 pmol/L [98, 99].

XeMunyMUHeCLeHTHe MeToje

MeToge 3a ogpefrBare aCKOPOMHCKE KUCe/MHe, 3aCHOBaHE Ha XeMUTYMUHECLLEHL M) MOTY
YK/bYUMBaTU pa3nunTe cucTeMe, Kao Lo cy: Cu?*—nymmton, Ce**—pogamun 6G, Fe*—nymmHon—
02, KMnOg—nymuHon, HoOx-xemuH-nymmHonm HyO-nymunHon—-nepokcmgasy CL [100-106].
OBOM TEXHMKOM ce 06e36efyje nHTepBan ogpehnBarba n3amehy 2-60 uM, AOK TpaHuua AeTekumje
nexxn y oncery 1,0-6,2 yumol/L. MeToga je npumeH/bMBa Ha y3o0pLmmMa Boha, nospha, COKoBa UTA,

BWCOKO OCeT/bMBa MeTOAa 3a oapeluBarbe ackopbuHcke kucenmte (1 ng/cm= 1 pg/em?) y
Tabnetama 1 noephy, Koja 06yxBaTa yBOfeHe peareHca NPMMEHOM MPOTOYHE aHaNn3e, 3aCHMBa Ce
Ha MHXMbuumjn xemmnymuHecueHumnje Fe(lh)-nymmHon—O, cuctema, aCKOPOGMHCKOM KUCENMHOM
[107]. Jow jenHa mMeTOAa Koja KOPUCTW MPOTOYHY aHanu3y, GasvpaHa je Ha (hoTO-oKCuaauunju
ackopOuHCKe KucenmHe, MHTepBan ofpehuBara oBe TexHUKe n3Hocu 1 nmol/L — 0,3 mmol/L[108].

OBe MeTOfe Cy BeOMa OCET/bMBE, a/in HUXOB HeAocTaTak je HefoBO/bHA CENEKTUBHOCT Y

pa/HAM y30pLMMa.

KnHeTn4Ke MeToae

[MprMeHa KMHETUKE Y aHa/IMTUYKO] XeMUjU je OrpaHMYeHor 3Havaja, OCMM Kaja peakumja
CMOpPO LOCTUXE PaBHOTEXY.

BehnHa 0BMX MeTOfa Ce 3aCHMBA Ha PefyKLUMOHOM e(heKTy aCKOPOMHCKE KMCenuHe, HNp.
DCPIP-a (109) (Amax= 522 nm) nam TonymauH nnasor (110) (Ama= 600 nm). MehyTum, Bpeme
n3Bohera jeflHOr Mepera U3HocK Hajmare 20 MuHyTa. MeTtog Koju ykbydyje DCPIP, omoryhyje
ofpehuBarey ackopbuHcke kucenuHe (0,2 — 500 umol/L), y y3opumuma coka of, HapaHLle, nepLuyHa
M Kpomnmpa, ca npeymsHowwhy og 98; 95 1 90 % pedom, y O4HOCY Ha CTBapHE BPeAHOCTW.

CnnyHe KMHETMYKe MeTofe 00yxBaTajy mepere cManerba ancopbaHue Co(lll)-EDTA Ha
540 nm (111) wam ynotpeby 5-[N-(3,5-ANXN0POXMHOHUMUH]-8-XMAPOKCUXMHONMHA (112) y
peakLMoHOj cMeLln Koja cagpxu 20 % etaHon 1 0,08 mol/L bpajToH-PobuHcoHoB nydep (pH 5,5).

OpnpehnBarbe BUTaMMHa C KaTa/IMTUYKOM KUHETUYKOM CNEKTPOOTOMETPUJOM (Amax= 555
nm) y KOHLeHTpaLymjama 13Hag 0,6 pug/cm? je BpLLEHO Y3 ynoTpe6y pogamuHa B, BaHaaujym joHa 1

Kanujym-6pomata y nygepy (HCI/KH,PO,) (113).
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Maga Hyge npefHOCT rmoBehaHe OCeT/bMBOCTW, KMHETMYKA Mepewa 3axTeBajy W
PenpPoAYKTUBHOCT NPV KOMIM/IMKOBAaHOM Mellawy aHa/MTa ca peareHcMma M ofpeheHo Bpeme
OfBMjarba peakumje, na Cy CXOAHO TOMe OBe MeToAe MOAJIOXKHE rpellKama, Koje HacTajy ycneq
NMpomeHe 6p3nHe peakuuje UK CTBapakba Koonaa.

OfpehmBarbe acCKOPOMHCKE KncenHe y BOhHNM COKOBUMA U hapmaLeyTCK1M Npou3BoAMMa
moryhe je um ynotpe6boMm MeTode 3aCHOBaHe Ha WHXMOMLMjU peakuunje n3mehy XN0poBOAOHWUYHE
KncenuHe n 6Gpomarta. O6e360jaBarbe MeTU/I-OpaHXa NPOM3BOAMMA peakumje Ce KOpUCTM 3a
npaherbe peakumje CNeKTPoHoTOMETPUjCKN Ha 510 nm. JIHepHM ONcer 3aBUCK 0f, KOHLEHTpaLuje
6pomarta. I'paHuua getekuymje je 7,6 umol/L, a oncer kanmépaymje 8 umol/L - 1,2 mmol/L [109].

Okcupgaumnja ackopbuHcke KkucenumHe nomohy Cu(ll)-2,9-aumetnn-1,10-theHaHTpONMHA
(HeokynpouH (Nc)) y amoHujym-auetaty Ha pH 7, je wuckopuwheHa Kao OCHOBa
CNeKTPoPOTOMETPUjCKE METOAE, KOjoM je npaheH npom3sog peakunje 6uc(Nc)-6akap(l) xenat Ha
450 nm. MeToga ce nosuHyje bepoBom 3akoHy Yy oncery u3amehy 8 n 80 pmol/L. ®naBoHONAN
NHTepdepmpajy ca oBnm peareHcom [110,111].

Butamuu C, nHTepdepmpa ca eH3MOM MepoKCMAa30M, a Moj U3BECHUM YC/0BMMA U CaM
MOXe OWUTW HeH KOcyncTpat, CMawyjyhu Op3vHYy okcupauumje HeHUX KocyncTpata Mpuavkom
NepoKcnaasHor pasnaraka BOAOHUK-Nepokcmaa. NpomMeHe y ancopbaHumju Ha oapefheHoj TanacHoj
OY>XUHW  ofroBapajyhux peareHaca, Cy Yy Kopenauuju ca KOHLEHTpauujom ackopbata. Kao
XPOMOreHW peareHcn cy KopuwheHn 4-aMUHOQHTUNUPUH U 3,5-AUXN0PO-2-XNAPOKCUGEHIN
cyndgonat [112], o-tonuanH [113], o-gnaHnsnguH u 3,3°,5,5’-TeTpameTnnoeH3ngmH [114].

3a crnekTpogoToMeTpnjcKo oapehusare BuTaMmMHa C ce KOpUCTe U npuiaroheHe NpoToyHe
aHanmse. JeflHa of HuMX ynoTpeb/baBa 2-MepKanToeTaHO/1 Kao Hocad npoToka [115]. Pa3nuke y
ancopbaHLmju aCKOPOUHCKE KMUCEIMHE N AeXMAP0ACKOPOUHCKe K1cennHe cy 6une nckopuiheHe 3a
oApehrBare HUXOBMX OCTaTaka Y COKOBMMA M (hapMaLleyTCKUM npou3soguma. MHore cyncraHue
Koje cagpxxe xpomodope unm HesacuheHe yribeHWYHe Be3e 036U/bHO YTMUY Ha arncopbaHumjy Ha
245 nm.

CucteMmn 3a MPOTOYHY aHalM3y KOjU KOpPUCTe BflakHacTe ONTU4YKe ceH3ope [116] wnm
po60TMN30BaHy eKCTpaKLmjcKy npouedypy [117] ayTtomaTtusyjy oapehusare BuTammHa C y XpaHu.
MojeamHe npoueaype obyxsaTajy OKcuiaumjy ackopouHcke kucenuHe ca xwusa(ll) xnopugom u
rnpeBohetbe AeXMAP0aCKOPOUHCKE K1CENNHE Y KOHAEH3aT ca O-()eHUIeH AMaMUHOM.

[MojeanHe MeTofe NPOTOYHE CMEKTPO(OTOMETPUje KOPWUCTE aHUMH Kao 4YBPCTY (hasy
peakTopa Koju cagpxu 6akap(ll) octar, ca nmHeapHum oncerom 5 — 40 pmol/L Ha 480 nm [118]
NN MOANGNKOBAHN CUNMLMJYM ANOKCUA, Ynju je nuHeapHmn oncer 10 — 100 pmol/L Ha 265 nm
[119].
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BehuHa o0BMX MeToga je orpaHuyeHa Ha ofpefuBawe BuTammHa C y OMONMOLLKWM
TEYHOCTMMA, BPOjHUM MHTeptepeHLMjama Koje YTUYY Ha YATaB XEMUJCKN CUCTEM, KaO M HUCKOM

(hpeKBEHLIMjOM Y30PKOBaH-a.

dnyopumeTpUjcKe MeTOE

P nyoprMeTPUjCKe aHasIM3e ce Mory KOpUCTUTK 3a ogpehuBare BuTaMuHa Cy pasnnyuntmm
y3opumuma ykbydyjyhu Bohe, nosphe n /byACcKn cepym.

MHore iyoprmMeTpurjcke MeToAe ce 6a3mpajy Ha hopmupary (1yopecLeHTHOr Npon3Boja
[120], no3HaTOM peakumjoM u3Mely OeXUAPOacKOPOMHCKE KUCeNMHE U O-(heHUNEH AnaMuHa,
yK/byuyjyhn un 3BaHuuHy Mmetogy [121], Koja obGyxBaTa OKCuAaLMjy acKOPOUHCKe KUCeNnHe
pasIMYMTUM OKCUAALMOHUM CpeAcTBMMA. Tako, jefHa 0f MWKPO(YOPOMETPUjCKUX MEeTpoja
kopuctn DCPIP Kao oKcraaumoHo cpeacTtso [122].

3a ofpehmBarbe YKynHor cagpxxaja ButamuHa C y /byackoMm cepymy, 6una je kopuwheHa
mMeTofa yNnTpaMuKpohyopoMeTpuje Koja Cce 3aCHMBA Ha peakUuujy AeXnapoacKoOpOUHCKe KMUCcenmHe
ca 1,2-gmamnHo-4,5-aMMeToKcu-6eH3eHoM [123].

Pa3He mMoaudmKaumje OBMX MeToga 06yxBaTajy M YnoTpedy pasnmuumTux cpefcraBa 3a
eKCTpakuKjy, na je Tako KopuwheHa jepTrHMja OKCaNlHa KMUCENMHA YMECTO eKCTpaKLMOHe CMeLle
meTaocopHa /cupheTHa KucenvHa [124].

[MpoToYHa CNeKTpoqIyopoMeTpujcKa KMHETUYKa MeTofda je KopuwheHa 3a ofpehuBare
yKynHor cagpxaja sutammHa C (0,025 — 1,0 pg/ml), a 3acHoBaHa je Ha €H3VMMCKM MOBE3aHOj
peakLmjn y Kojoj HacTaje (p1yOpeCcLLeHTHN NMPOU3BOL XMHOKCUA/IUH [125].

OHeunwhera 13 y3opaka MOry 3HaTHO [a NPOMeHe peasiHe BPeAHOCTU cagpkaja BUTammHa
C y wuma [126]. HegocTaum Koju ce jaBrbajy Ko ynotpebe oBUX MeTOAa /iexe Yy TOMe LTO HeMa
AVpeKTHOr ogpehuBarba BuTaMmHa C U WITO pe3ynTaTv 3axTeBajy Kankynauujy u KOpekuujy

BMCUHE MUKOBA, Kao 1 TO LUTO CY (h/1yOPeCLEHTHM MO/EKY/I jako OCE/bMBM Ha MPOMeHY pH.

XpomaTorpadcke MeToze

TeuyHa xpomaTorpadmja MOXe MOCMYXUTM Kao MeTofa 3a W3[ABajate W ofpehumBarbe
ButammHa C. Hekonuko MeToda KOPWUCTU BUCOKO-MOMapHe KO/oHe, [A0K MOoOGunHy asy
NpeacTaB/bjy CMELNe Yy  pa3IMunTMM  OfJHOCMMA aueTOHWUTpWAa W MeTUN  ankoxona Yy
(hocthaTHO/UMTpaTHO/aueTaTHOM nydepy [127 -130].

OBOM TEXHMKOM je Moryhe oapeauMTn U OKCMAOBaHY M pedyKoBaHy opmy BuTamuHa C y

pa3IMuUMTUM y3opuuma. Mo6unHy a3y cy NpeAcTaB/baay PacTBOPW aLETOHUTPUNA M Bofde
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(bocthaTHU nyep, pH 4,2) (4:1) unn aueToHUTPUNA U Kannjym guxmnaporeHdgocdara (3:1/1:1), ok
cy npounssoamn npaheHun y yntparbyomnyactoj o6nactv Ha 210 n 254 nm.

Ha cnnyaH HaumH, yKynHuM cagpxkaj ButammHa C je npaheH HakoH peayKuuje
[EXNAP0ACKOPOUHCKe KMCeNMHE XeMOLMCTEUHOM Ha 244 nm [131].

OppehuBare BMTaMMHA L, HakoH Xpomartorpadckor pasfBajara je rnpaheHo pasnnymTum,
mMeTofama [JeTekuuje: enektpoxemujcku [132, 133] wunu gnyopomeTpujcku [134]. [paHuua
feTekumje oBnx metoga ce kpehe oko 0,1 mg /100 g y3opka.

Kof nojegnHux Metofa ce KOPWUCTe HenosapHe Yr/bOBOAOHWYHE KOJIOHe 3a ofpehuBarbe
ButammHa C y YpuHY, OWBHUM eKCTpakTMMa W MeYyHuM QopmMynaMa. MobunHy hasy
npeactasbann cy: 0,8 % metadochopHa KucenmHa, 1 % dochopHa KucenmHa, 1,5 % aMmoHUjyM-
anxuaporeHgocdar, HaTpujyM-XekcaH cyngoHat/metaHon (85:15) [135], cMelua pacTBopa Kasinjym
anxupporeHgocgarta (0,5 %) n gutmotpenton (0,1 %) [136]. OBOM TEXHWKOM YCMELUHO je
M3[BOjeHa aCKOpOMHCKA KUCeNMHa Of OCTa/IMX Y BOAWM PacTBOP/bMBMX BUTaMUHa. WCTO Tako
YCMELWHO je 006aB/beHO OfBajate acKOPOWHCKe, [AeXmapoackopbuHcke, D-n30ackopbuHCKe W
AVKETOTYNOHCKE KUCENINHE.

MHore TexHUKe TeyHe Xxpomatorpaguje KOpPWUCTe KO/MIOHe MakoBaHe Ca aHjoH
N3MeHMBAYKOM CMOMIOM Koje cagpke —NR™ rpyne BesaHe 3a 4BpCTY a3y, Hajuewhe cuamnka ren.
MobunHy a3y KoA OBUX METOAa UMHE HaTpujym-auertar, aueTaTHu nydep WAn HaTpujym-
anxuaporeHgocdar, JOK je 3a AeTekuunjy ButamuHa C ynotpebrbeHa Heka 0f, e/leKTPOXeMUjCKUX
meTtofa vnn UV getekumja Ha 254 nnu 265 nm [137].

KaTjoH usmermBayuke KonOHe ce Takohe Mory ynotpebutu 3a ogpehusare ButamuHa Cy
(hapmaLieyTckum cupoBuHama 1 Bohy. OHe YK/by4yjy CTUPEH-AMBUHWNGEH3EH WX NOJUBUHWA-
NMUPONNAMH, Kao KaTjoH n3mermsaye [138, 139].

OpnpehnBarbe acKOpPOMHCKE KWCeNMHE racHOM Xpomarorpauvjom je CnpoBefeHO HaKOH
pacTBaparba Y30pKa (XpaHe uim TKMBa) y NUpuAanHy. JInHeapHoCT je fobujeHa y paHry 2-10 mg/ml
[140].

3a ofpehuBarbe BUTamMmHa C ce pelje KopucTe MeToge enekTpodopese [141, 142], *C NMR

nnn HMR cnekTtpometpuje [143, 144] vnn ESR cnektpomeTpuje [145, 146].

2.2.2.2. BuTamud E

ButamuH E ce jaB/ba y ocaMm pasnnymTnx opmu, Y4etmpu Tokodgepona (o, 3, y 1 ) 1 nucto

TONMKO TOKoTpUueHona (a, B, y 1 d) (Cnuka 7).
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CTpyKTypa ToKO(hepona 1 TOKOTPUeHona dopma Ri | R
R1
- CH3 | CH3
B- CHs | H
Y- H CH3
Hs 0- H H
CH,4 '

Cnwnka 7. CTpyKTypa BuTaMuHa E.

OBaj eceHUMjaHWU HYTPULMJEHT, NpeLCcTaB/ba aHTUOKCUAAHT pacTBOP/bUB Y NNMMAMMA, ca
HN30M ApYrnx hyHKUKMja y opraHusmy. CBu cy aepvsatii (PeHoMa 1 CBY Cagpyke NPCTeH XpomaHosa
ca XMAPOKCUIHOM FpyroMm, NpeKo Koje Mory fa [AOHMPajy aTOM BOAOHWKA W Ha Taj HauuH peayKyjy
cnobopHe pagukane (Cnmka 8). XnapogobHn 604HN naHal, omoryhasa pacTBaparbe Yy NMnuanma,

O[IHOCHO NeHeTpauujy y bmonolike memopaHe.

k~10° i
LH / \ NaHyaHa peakuuja
LOO* LOOH
E {6 LOO’
k~10
Tokodepon k~10° TokodepoKemn :
pagukan :
1
Ackopbun AckopbuHCcKa J OH
paguKan KUcenumHa 0
(¢]
Tokodepun XMHOH

Cnuka 8. AKTUBHOCT BUTamuHa E Kao aHTUoKcuaaHTa [7].

3a pasnmky of ButamvHa C, rge je (PM3MOMOWKM akTMBaH camo L-eHeHTMOMep, Kop
TOKO(hepona je akTuaH camo D — 065K, CUHTETUYKM BUTaMUH E, NpefcTaB/ba paLeMCKy CMeLLy.

Kaga je y nuTawby aHTMOKCMAAHTHA aKTUBHOCT BUTaMUHa E, cMaTpa ce [a je werosa rfasHa
6roxemmjcka PyHKLUM]ja HeyTpanmnsaymja opraHckmx nepokcun pagukana (LOO?). Osu pagunkann ce

MOry CTBapaTh, 0f MonMHe3acuheHWX MacHUX KucenmHa ochonnnuaHMx MembpaHa Wm
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NNNOMNPOTEMHA HAaKOH OfBajatba BOAOHMKA Yy Npouecy WHuuunjaumje. Ha Taj HauMH ce nepokcun
pagvKan MNpeBOAVM Y PenaTMBHO CTAOWMHWJU  IMNUAHW  XMAPOMEPOKCU, [OK (POpMUpaHM
TOKO(hepoKcun pagvkan omoryhasa npekmaare paguKaicke naHyaHe peakuuvje. KoHcTaHTe 6p3vHe
peakumje ToKoepona ca pasnnMynMTUM nepokcun pagnkanmma ce kpehy nsmehy 0,1 mmol/L:s n 1
nmol/L-s[147].

Mpouerbyje ce fa cagpxkaj BuTamMuMHa E y nojeAMHUM TKMBMMA YKasyje Ha HMWXOBY
NOTEHUMja/IHY OCET/bMBOCT Mpema owTehewrMa Of PasIMuUTMX OKCMAaHaTa, Kao LWTOo cy
MEPOKCWU/, XWOPOKCUN W aTKOKCUN PaguKain, KUCEOHWYHW CWHINIET paguvkan U HeKO/MKO
KMCEOHWK-MeTan Komnsekca [148].

In vitro cTyauje cy nokasane fa ackopouHCKa K1UcennHa fenyje CUHeprujcku ca BUTaMUHOM
E, Tako ga ButamuH C peayKyje TOKO(hepoKeua pagukan n spaha pagunkan-cakyrnbadyky akTUBHOCT
ToKohepona [149]. Y opraHu3my (hyHKUW]jy pereHepaTopa TOKO(epona MoxXe npeyseTu rnyTaTuoH
(Cnuka 9).

R-H XTOKOH X Asc-OH X GSH X NADPH +H*
R® Tok-O* Asc-O° GS-SG NADP*

Cnuka 9. AHTUOKCMAAHTHA MPEeXXa.

CBOjOM aHTMOKCMAAHTHOM aKTMBHOWNY BUTaMWH E WTWUTK He3acuheHW 6GOYHM naHal,
BUTaMMHa A 1 KapoTeHa of nepokcuaaumje, nosehasajyhu HUXoBY GMOMOLLIKY aKTUBHOCT.

KomepumjanHo ce BuTammH E anctpmbympa kao O-Tokotepon unm y hopMu ectapa, Kao
TOKo(epon-aueTar, Koju je CTabUNHNjU U Mare NOAJI0XKAH OKCuaaLmju.

3a ofpehmBare BUTaMMHa E kKopuctu ce Behn 6poj MeToAa Yy 3aBMCHOCTM Of, Ln/ba aHa/n3e
M NPUPOZE Y30pKa. Y HEKUM CryyajeBMMa je MOTPebHO ofapeanTy O-TOKOgepos, 40K ce y Apyruma
3axTeBa ogpefmBare M TOKO(eposa U TOKOTPUEHOMA. Y CBaKOM CNy4ajy, Y30paK je HeonxogHo
MPeTX0AHO TpeTupaTtwn, jep je BuUTaMuMH E Hajuyewhe Be3aH 3a MembOpaHe, MMONPOTENHe W
NN3030Me, Na je MOTPebHO eNMMUHUCATM YTULa] NPOTeMHA U YITbeHUX Xupparta. Y Ty CBpPXY ce
KOpUCTe OpraHCcKu pacTeapauu (Hajueluhe eTaHONM U MeTaHoN), AOK Ce U3 Y30pKa KOju UMajy HUXMN
cagpxaj nmMnuaa KOpUCTWU eKcTpakuuja AMeTUN-eTpoM. Y30pke borate mactuma je noTpedHo
MPeTX0AHO canoHUprKoBaTK. 3a ogpehuBare camor BUTaMUHa KOPUCTe aHa/IMTUYKe MpoLeaype,
Kao wrto cy TLC, GC, HPLC n CEC [150Q].

[25]
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2.2.2.3. BuTamuH A

Y yXXem cMucny, BUTaMUH A ce Ha3mBa PeTUHON uan BuTamnH A; nnn { (2E,4E,6E,8E)-3,7-

AnmeTnn-9-(2,6,6-TpUMeTUILMKNOXEKC-1-eHNT)HOHa-2,4,6,8-TeTpaeH-1-0n} (Cnvka 10).

Hac CH3 CH3 CH3

\\\\OH

CH,

Cnuka 10. CTpykTypHa hopMmyna peTuHoNa.

3anpaso BUTaMMH A NpefcTaB/ba rpyny HeKONWULMHe HepacTBOP/bMBUX YI/bOBOLOHMKA.
Csu npunagajy petvHouAvMa, OLHOCHO, AepmBaTUMa PETUHOMHCKE KMUCeNnHe (ECTpW, eTpyu uau
afikoxonHuu gepueatun) (Cnvka 11) M cy Herosu NPOBUTAMUHU, Of KOJUX je Hej3HauajHuju -

kapoteH (Cnuka 12), M3 Kora nocpeactBom 6eTa-kapoTeH 15,15°-MOHOOKCUreHase HacTaje

W/\i

PetuHon-ectap

. S . e
PetuHon (BUTammH A,)

NADH ]l NAD*®

VAN
Owldatlon Bemanan
W
PETHHOHAHH KHUCenudHa

Cnuka 11. PaznnumTti 061mum peTuHonga.

BUTaMUH A.
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A Y e VO Y0 Vb VY e g N

Cnwuka 12. CTpyKTypa B-KapoTeHa.

[enosare BUTaMUHa A Ce YriiaBHOM Or/iefia y Be3uBawy 3a eHfohennjcke peuentope, na
TakKo MOC/eAMYHO YTUYe Ha CUHTE3Y cneunduyuHux npoTtenHa [151]. BaxaH je 3a gndepeHunjaumjy
N pacT enuTenHnx hennja n y4ecTtsyje y hopMmparby NUrMeHTa oKa - poforncuHa.

MMpo&y>XeHN CUCTEM KOHYroBaHUX [ABOCTPYKMX Be3a omoryhasa OBMM MOJEKy/MMa
aHTWNOKCWAAHTHa CBOjCTBA. YTBPHEHO je a B-KapoTeH AeakTMBMpa KUCEOHWNUYHW CUHIMET 1Oy, WTo
omoryhaBa 60/be pasymMeBare 61OMOLLKe (YHKUMje B-KapoTeHa 1 ApYyrux KapoteHouaa, MehyTum
0CTaje nuTare fJa /N Ce KUCEOHWYHU CUHINETU jaB/bajy jOL Herge OoCuMm Yy (DOTOCEH3UTUMBHUM
peakumjama [152]. Mopepn Tora, P-kapoTeH BeoMa eMKACHO PeAyKyje TPUX/IOPMETUIINEPOKCIN
paguvkan u MHXnbupa okcuaaumnjy nojefAMHUX jeaurera nepokcun pagukanuma [153]. JIMkone,
aHasnor -KapoTeHa OTBOPEHOr NaHLa, je HajeMKaCHUjU HeyTanmM3aTop KUCEOHUYHOT CUMHIMeTa of
CBUX KapoTeHompa [154,155].

B-KapoTeH mocefyje HWXKY PeakTMBHOCT Mpema pajukaiuma y OAHOCY Ha acKOpOWHCKY
KUCENMHY 1 O-TOKO(eposn. KoonepaTtusBHe MHTepakuuje n3mehy OBUX BUTaMUHA Kaja ce 3ajefHo
Hafly y cuCTeMy, OYekyjy ce n3mehy ackopOUHCKe KucenvHe u O-Tokodepona, Kao v namehy a-
ToKodhepona 1 B-kapoTeHa [156].

ButamnH A je (hoTO M TepmMO OCeT/bMBa CyMNcTaHLa, Koja ce penaTMBHO 6p30 pasrpahyje
[iejCTBOM JHEBHE 1 yNnTpabybmyacTe CBET/IOCTU, [OK Ce Y MPUCYCTBY KUCEOHMKA /1TaKo OKCuayje v
pasnaxe, rpagehun enokcuge [52].

Y 6wbkama Ce 0Baj BUTaMWH Hanasn y 06/IMKY NPOBUTaAMWMHA, [AOK [NaBHE XXMBOTUHCKE
13BOPE NPeLCTaB/bajy jeTpa, MIEKO N M/IEYHU MPU3BOAMN, XXYMaHLe jaja u puba. Y TK1BY XNBOTUHA
1 MOPCKMX OpraHusama je npucyTaH y ecTepuinKoBaHOM 06/NKY.

ABuTaMMHO3a BMTaMMHa A Hajuelwhe HacTaje 300r HeafleKBaTHe MNpexpaHe WAW Mpu
XPOHUYHUM GONECTMMA KOJ KOjUX je CMareHa ancopruuja MacTu. JefiHa 0f XMNOBMTaMMHO3a je W
HohHO cnenuno (HUKTanonatuja). NomMarKake 0BOr BUTaMMHA CMakbyje CnocoBHOCT aganTauuje
Ha Tamy, LUTO je Y OCHOBM XeMMWjCKW MPOLEC Yy KOjeM Ce CTBapa poforcuH. Hepoctatak OBOT
BUTaMMHA yTUYe 1 Ha nopemehaje Ha Koxu (157).

Mpenopy4yeHe AHeBHe [03e 3a BUTaMWH A ce, Y 3aBMCHOCTM 0Of y3pacTa 1 nosna, Kpehy o
3000-5000 U.

[27]
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XunnepsnTamMmHo3a 0BOI eCEHLMjaNIHOT HYTpuULMjeHTa je Moryha npuaMkKoM yHoca U3pasuTo
BUCOKMX KOMMYMHA PETMHOMAA, HAPOUMTO KOZL AeLe, ann U 04pac/InxX HakoH AyroTpajHor feyera
KOXHMX 60MIECTV UM HenprMepeHoOM ayTomMeamkaumjom [158]. XvunepBuTaMuMHO3a BUTaMrHa A 1
KOA /bYLN N KOA YXUBOTUHA, Ce jaB/ba MoBehameM PeTUHWUIT ecTapa y KPBHOM CepyMy 1 Mopes Tora
LUTO je caapXkaj peTuHo/a 0cTao HopmManaH [159, 160].

PeTnHON aueTart je 4yecTa (hopma BMTaMMHA A, 3aCTyMn/beHa Yy CYMNJIEMEHTMMA Y UCXPaHMU,
MYNTUBUTAMUHCKUX WHCTAHT HanuTaka, Kao W KO3METMYKMX CpefcTaBa 3a 3aliTUTY KOXEe.
Mornekynu ButaMmHa A cy Yy CTawy fa ce yrpage y goconmnuaHun asocnoj hennjcke memopaHe
[161], wTo goBoaM A0 noBeharba HeHE NepmeabunHOCTK, JOK NpuMeHa BehnX KOHLIEHTpaumja of
(msmonowkmx (>70 pmol/L) moxe u3asBatv nu3y henvje, Hatuuawe MUTOXOHAPUjA Kao W
XeMo/In3y eputpoumTa [162].

Ca HeKUM NpOTEeNHKMMA, KaKBU CY CEPYMCKMN anbyMuH, B-nakTornobyinuH n NpoTenH XxymaHe
nnasmMe Koju Be3yje PeTUHON, BUTaMUH A; Tpagu KOMMJEKCe pacTBopsbuBe y Boau [163]. Vcto
Tako, YTBpheHo je da in vitro 3Ha4ajHO MHXMbMpa apomaTtasy OAroBOPHY 3a pacT Tymopa Kaja ce

Hanasu y KOHLEeHTpaumjama nsHag >0,2 umol /L2,
OppehuBarbe BUTamnHa A

JegHa o npBMX MeTofa 3a ofpehuBarbe BUTaMMHA A Y XXMBOTUHCKUM Npom3BogmmMa (jaja,
M/IeKO, KajMak, Mmaenaka, mMacnay, cepym) je 6una Kap-lpajcoBa metofa, Koja ce 3acHMBasa Ha
(hopmuparby 060jeHOr KOHAEH3aUMOHOr Npoun3eoda y peakumju namehy sutammHa A n SbCls nnm
SbCls, HakoH 13BpLLEHE canoHU(MKaLMje U eKCTaxoBara y Xnopogopmy [52].

Mogundgmkaumnjom oBe metofe Moryhe je CneKTpoOTOMETPU]CKO oapehmBarbe BUTaMmHa A,
ynoTpe6om TpudnyopcmuphetHe kncennHe (TFA) Kao XpoMoreHor peareHca Ha 620 nm [165].

cToBpemeHO ofpehuBarbe pPeTUHWA W PETUHON ecTapa je Moryhe MW3BPLIMTU HakOH
XpomaTorpapckor ofpajata Ha KOJIOHW, (hIypOMETPUJCKN UK CrieKTpodoTomeTpujckn ca TFA
[166]. Takohe je Moryhe cumyntaHo oppehuBarte PETUHWA W PETUHON ecTapa, TeYHOM
Xpomarorpagmjom Bucokmx nepdopmarcn (HPLC), Ha UV nogpydjy Ha 330 nm u3 KpBHOr
cepyma, ca rpaHuuom getekunje og 50 pg/L [167].

HPLC wmeTofa ce KOpMCTW 3a cenapauujy peTuHona, O-Tokoepona v P-kapoTeHa W3
cepyma, 4umje cy KOHUeHTpauuje ogpehmsaHe ancopbuumjom y Bugmsusom n UV nogpydjy u

aMnepoMeTPUjCKI ca CTaKNacToM Yr/beHUYHOM enekTpoaoM [168].

8 Ta MHxn6MLMja Npyunaaa MeLLoBUM TUNY, Na Tako PeTUHON CMakbYje U Vi ¥ Ky 0BOr eHsuma [164].
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BpemeHom je HPLC meTofa MCTUCHYna Apyre MeTode 3a aHanm3y y3opaka Koju cafpke
BUTaMWHe pacTBop/bMBe Yy MacTuma. HakoH HPLC pasgBajama, 3a [AeTeKkuujy TOKodepona,
TOKOTPWEHONA, PETUHOMA U HBUXOBUX ecTapa, Hajuellhe ce npuMerbyje (hyopuMeTpujcKa TEXHNKA,

Koja je npeumsHuja og UV aetekuuje, anm Marbe NpeunsHa of eflekTpoxeMmumjcke metode [169].

2.2.3. lNepokcnpasa

EH3um nepokcupasa (E.C.1.11.1.7), vrpa 3HayajHy ynory y pasimymtum (u3monioLLKnUm
npouecuma MUKpoopraHm3ama, 6wu/baka W XuMBoTuwa [170, 171]. [Mepokcupase oppeheHe
6MONOLLKE BPCTe, YINaBHOM, MpeAcTaB/bajy CMelly n3oeHsnma’. Tako je u3 peHa (Armoracia
rusticana) wm3onosaHo Buwe of 40 u30eH3MMa Mepokcuaase, o0f Kojux je u3oeHum C
Haj3acTyn/eHnjn [173].

CBe nepokcugase ce Mory rnpema CTPpYKTYpu NogenvuT y Tpy rpyne, Koje nokasyjy mMamwe of,
20 % wnOeHTUYHOCTM Yy pedocnedy amuHokucenuHa [174]. Y rpyny | cnagajy LUTOXpOM C
nepokcmzaasa u3 Keaclia, ackopbar nepokcuiasa 13 xaoponnacta v umtocona 6umbHuUX hennja v
bakTepujcke nepokcugase, rpynu Il npunagajy ekctpauenynapHe nepokcugase ribvsuua (HNp.
MTHWH- WU MaHraHnepokcugasa), ok rpyny Il ynHe cekpeTopHe nepokcuaase, rae cnaga u
nepokcuaasa peHa [175].

30eH3um C nma monekyncky macy og 44 kDa u cactoju ce og 308 aMUHOKMCENIMHCKMX
ocTtataka U 8 yr/beHoxuapatHux naHaua [176]. Ha N-TepmuHasHOM Kpajy ce Hanasu Be3aH
nupornytamar, 4oK je C-TepMUHaNHKN Kpaj Ha KOMe ce Hanasu ammHokmcenHa Cep308, xeTeporeH.
Y monekyny noctoje 4 gucynguaHe sese nsmehy Cys octataka 11-91, 44-49, 97-301 v 177-2009,
Kao U jefjaH joHCKN mocT n3amehy Asp99 n Argl23.

Mepokcugase cy MO CTPYKTYpU [ABOKOMMOHEHTHW eH3umu, ca Xemom (reoxkhe(lll)
npoTonopdupuH 1X) Be3aHWM 3a rNMKONPOTENHCKN Ae0 Monekyna. Mepokcuaasa u3 peHa cagpxu
n Be3aHn Kanuujym (2,0 n 1,4 mona Ca no mony m3zoeHsuma C n A, peaom) Koju ctabunusyje
MO/IeKYN eH31Ma ca cefjam KoopAvHaTUBHMX Be3sa (Cvka 13). O6a MeTanHa LeHTpa (Fe?n Cath) cy
OVTHa 3a CTPYKTYPHU U PYHKLMOHATHWU MHTErpuTeT eH3mma [177].

XeMm je Be3aH 3a eH3uM npeko Hisl70 (T3B. MPOKCUMa/IHU XUCTUAMHCKA OCTaTtak), LOK je
[PYro akcujasiHo KOPAWHATUBHO MeCTO (AMCTaJIHO MeCTO) CNo60AHO [a BeXe BOLAOHWK NepoKCUj
(Cnuka 14a).

M30eH3uMN MepoKcMaase ce Mpema KUCeNocTW MOTy NOAenMTYA y TPpu rpyne: KUCeMM M30eH3nMu of A; A0 Ag;
HeyTpanHu og By 10 Bs, C; 1 C3; 6a3HM n3oeHsmmmn D v og E1 o Eg [172].
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Cnwnka 13.TpofMMeH3noHa/IHa CTPYKTYpa n3oeH3nma C nepokcuaase
peHa. Xem (0060jeHO UPBEHO) ce Hanasn wu3mehy AucTasHOr W
NPOKCUMaIHOT NoApyyja, Of KOjUX CBakM CafpXu NO jedaH joH
Ka/iunjyma (nnase NONTULE). O-XenmKouaHe 1 B-nnoyacte cTPyKType
NpeLCcTaB/beHe CY /bybMyacTo, OL4HOCHO XYTO.

=) CHy
CHy
His170
2 /=
M\,L/
‘ Sag—=0._.0
CHy CH; S
npeko \_ ( Asp247 His170
HBMLIE Xema
0 0 "
OH Hd > . Asp2at
a) 0)

Cnuka 14. XeMm nepokcungase je KoopanMHaTMBHO nose3aH ca Hisl70, Lok Asp247 nomaxe
KoHTponn Hisl70. ApomaTnyHu KOCyncTaTu ce OKCuayjy ,,MPeKo NBULE" XemMa, a/in ce He
Be3yjy 3a rsoxfe xema.

["NaBHW CyncTpaty U jeduHWU MONEKYNN KOjU OUPEKTHO pearyjy ca eH3UMOM Cy MepPOKCUau,
n TO 06e (hopme, cnobosHa hopma BOLOHMK-NEPOKCUAA U HErOBM OPraHCKM KOMIMIEKCU U COSN.
Masiv MOMIeKYNN Kao LITO CY YrbeH-MOHOKCUA, LmjaHn, (hyopu n asug Mory fa ce Bexxy

ca [uCTa/He CTpaHe XeMa U Tako MHXMGMPajy aKTMBHOCT nepokcuaase. Heku ce Besyjy camo
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HKMXOBUM MPOTOHOBaHWM (hopmamMa, Koje ce [AofJaTHO CTabunusyjy BOLOHWMYHMM Be3ama ca
anctanHe ctpaHe npeko Arg38 n His42 (Cnuka 146).

O yno3u nepokcugase y hennju ce roBopy MPBEHCTBEHO Y CMUCAY perynucawa HMBOA
nHTpauenynapHor H,0, [178,179]. MNepokcngasa TpaHCHOopMULLIE NMEPOKCUL Y BOAY WU KMCEOHUYHU
pafvKa, Kora y npucycTBy KocyncTpaTta — foHopa BofoHuka (AHy), NpeBogn y HOBU MOMEKY/
BOAe, AOK Ce KocyncTpaT npeTeapa Yy ogrosapajyhu cnobogHn pagukan (AHY), kao y cnegehoj
jefHaunHK:

2AH; + ROOH - 2AH + ROH + HO

Ha Taj HauMH, eNneKTOHN aKTMBMPaHOr KMUCeoHMKa 6mBajy npocneheHn npema Monekynnma
KOCyncTpata Koju WX AOHeKNe CTabunusyjy CBOjUM PE30HaHTHUM CTPYKTypama, cnpevasajyhu

HXOBO XEMWNJCKO [enoBare Ha BuTasiHe henunjcke gyHkumje (Cnuka 15).

NH

H3

Amax = 465 nm

Amax =375, 655 nm

Cnuka 15. Tlpumep jeflHOeNeKTPOHCKe okcupaumje 3,3°,5,5’-TeTpameTun
OeH3MaMHa 1 Heroea ctabunmsaumnja pe3oHaTH1UM CTpyKTypamal 180].

Mepokcnpasa npunaga Knacu okcuaopedyktasa WM 3a BehvHy BaXu jeflaH reHepasHu

MexaHu3aM KataiMTuyke aktTusHoctn (Cnunkale).

\ ;0N 1
\ / N / \ /
L. N R4 S,

* [IEDP-I » TIED-II

ITEP

Cnuka 16. [eHepa/lHM MexaHM3aM KaTa/IMTUYKE aKTUBHOCTU MepoKcuaase

(MEP). AH n A npefcTae/bajy pefykoBaHM, OLHOCHO OKCWAOBaHW 06/IMK
KocyncTpaTa (4oHopa BOAOHMKA).
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Kao kocynctpat mMory fga cnyXe MHOru peHonn, aMMHOGEHONN, apoOMaTUYHM aMUHWN
KUCENnHe, NHAOMEHONN, NEYKO 60je, aCKOPOUHCKA KMUCENMHA, HEKE aMUHOKUCENNHE, HUTPUTK Y
HW3 OpYruX jeduerba.

EH31M nocefyje He camo MepoKcuAaasHy Hero n okcugasHy aktusHoct (Cnvka 17), Tako fa
KaTanusyje OKcuaauujy 4YMTaBOr HU3a jefutbetba HEaKTUBUPAHWM MOJMEKY/ICKUM KUCEOHMKOM
[175]. HaheHo je ga yknawawe Xema (TpetuparweMm ca HCIl n auetoHom), goBoau A0 ryomuTKa

MepoKCHAaHTHE aKTUBHOCTM, a/i 1a OKCUAHTHA aKTUBHOCT OCTaje HensmereHa [181].

(0]
— Fe (V) = P — Fe(ll) —H"
- ' PeaykoBsaHa
Je,r_:,n Herse | \ HOOH e, H ay
TUKaTjOH paguKan _/ N— e
MepoKCHAaHTHU Fe (Il) OKCUAAHTHH -0,
e, H uMKAYC Nepokcugasa UMKAYC /
\\ OCHOBHO CTatbe ,'{
L J
| HOO 0 0
0 HOOH 0
— Fe(lV] — N — Fe (lll) ——
Jepnwerse Il \ Jegumeme Il
H,0

Cnnka 17. OKcnaaunoHo-peayKUMOHW LMKYC NepoKcuaase pexHa.

MpBM KOpak KaTaMTUYKOr UMKiyca je peakumja usmehy H.O, n Fe(lll) penakcupaHor
eH31Ma 1 CTBapara T3B. jefutbera |, TO je MHTepMeamnjep ca BULLIMM OKCUMAALNOHUM CTameM, Koje
obyxBaTa OKCU(epUN LEHTap W NOPUPUMHCKM KaTjoH paaukan. lMpe cTBapawa jeankerba |,
(hopmupa ce npenasHu 06nnK (jeanrbere 0), AETEKTOBaH Yy peakuuju nepokcuaase peHa W
nepokcuaa, Ha HUCKOj TemnepaTtypu v onucaHo je kao Fe(lll)-xmaponepokcn Komnnekc [182].
CrBaparbe T3B. jeautberba |1, 3axTeBa NPUCYTHOCT KocyrncTpaTta — foHopa BogoHuka. Obe Fe(lV)
oKcudpepun BpcTe N jeantberse | 1 jeanmerse 1l cy MOhHW OKCMAAHTK ca PefoKC MOTeHUMjaioMm
6nun3y +1V. Cnegehn peflyKUMOHM KOpaK ca KocyncTpaToM Bpaha jeautberse |l y OCHOBHO CTambe
eH3nma.

Y ofpeheHnm ycnoBuma ynory Kocyncrpara Moxke rnpeysetu n cam H,O,, Koju Tako nocraje

M aKLEeNnTop W JOHOP eNeKTPoHa y UCTO BPeMe, ani TO 3a NocneaunLy UMa 3HaTHO CMatbetse, Na Yak
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M NOTMYHW ryouTak aKTUBHOCTU eH3unMa [183, 184]. Tako je yTBpheHo aa pactyha KOHLUeHTpaumja
nepokcunga, mepeHo Ha pH 6,3, Moxe 6p30 fa pasopy 4MTaB MOJSIEKYST eH3UMa, (hopMUpaHEM
HecTabunHor KoMrekca, Hactanor usmehy asa monekyna H,O, 1 reoxha y LeHTpy Xema.

Okcupaumja KocyrncTpaTa NepoKcraasoM ce jaB/ba Ha MBULM Xema. To Ce AeLlasa y pervoHy
Koju obyxBaTa npoToHe C18 n C20 (Cnuka 14a). PeakT1BHM areHcu Koju Mory Aa U3MeHe MOMEKY/
nepokcuaase Ha C18 n C20 atomy xema, 40BOAE [0 roMu/aka paamKaiCKux BpCTa, WTO yKasyje aa
je nepokcupasa peHa BeOMa OCET/bMB MOJIEKY/, KOjU je MHOrO Makbe efmkacaH Katanisarop
TpaHcepa KNCeOHUKa, Y OAHOCY Ha LmToxpom P450 [185].

Mepokcnaase UMajy LUMPOKY NPUMeEHY, na Ccy Tako nepokcuaase n3 coje [186], pene [187],
peHa 1 Apyrux n3sopa, kopuwheHe 3a AeTOKCMKaLM]jy OTMaAHUX BOAA KOje cafpxke (heHone 1 apyre
apoMaTuyHe MaTepuje, Kao 1 3a yKfarbare Nnepokcuia 13 nojefuHuX HammpHULA U UHAYCTPUJCKNX
Boaa [188-191].

JMIrHMH 1 MaHraH nepokcuaase, u3onoBaHe w3 Gene Tpynexu (Phanerochaete
chrysosporium) ce ycneLHO KOpUcTe 3a 61uonsberbmBare Y MHLYCTpUju nanvpa [192].

boje Koje ce kopucTe y WTamnapujama, Konop gotorpauju n TeKCTUIHOj UHLYCTPU)K, Cy
He PETKO OTMOpPHe Ha 6MOMOLKY pasrpaghwy U MOry npeacTaB/baTi BenMKW npobniem 3arahera
OKO/IMHe. Y HOBWje BpeMe pacTe WMHTEPeC 3a HWUXOBY Aerpafauujy ynotpebom nepokcupaasa
[193,194].

Mepokcupase pasMuMTUX M3BOpa Ce Takohe MOry KOpUCTUTM 3a MoMmepusauunjy
(DEHONHUX jefMHberba M apoMaTMUHUX aMMHa, Kao LITO cy KapaaHon [195], nonnanunvi [196, 197],
nonvakpunamng [198] ura.

EnnMmnHaumja HenpujaTHUX mMupuca, Koju noTtuyy of (eHona, WHALOMA, TWUOMA, MACHUX
KMCENMHA, amOHMjaka W BOLOHWK Cynupa, HacTaiMx Yy LWTanama, y Mpouecy aHaepobHe
TpaHcopMaLmje XMBOTUHCKOr 0Tnaga, moryha je ynotpe6om nepokcugase (MIeBeHOr peHa) U
BOAOHMK nepokcnga [199, 200].

BroceH30pn KOju Cy 3aCHOBaHM Ha MEPOKCUMAA3HUM efleKTpodama uMajy MpUMeHy Y
aHa/mMTUUM, 3a opdpehuBarbe MepoKcMAa W OpraHckux xupapornepokcupa [201], apoMaTUYHUX
(heHoNa 1 ammMHa y HaHOMOMapHUM KonnynHama [202,180].

Y KomepuujasiHe CBpxe, Mepokcupasa Ce KOPUCTM Yy [WjarHOCTMYKOj Onpemu, 3a
ofpefBare rnykose, aikoxona u mokpahHe KucenmHe u3 cepyma n mokpahe [113, 188], kao u 'y
MMyHonoLKnm TectoBuma (ELISA) 3a oTKpuBare (06enexxaBarbe) aHTUTENa U aHTureHa [203].

Y ,TpaHCtep” enekTpoHa, ca Nepokcupa Ha KOCYrMCTpar, MOry Ce YK/byYuTW MOjefunHM
aHTMOKCMAAHTW. Tako 6u BuTaMuH C, KOjU 1 caM MOXEe MOCTaTh KOCyrcTpaT rnepokcugase [204],

Mafa je HeroB apMHUTET Ka (hopMupary TepHapHOT KOMMJIEKCa Ca eH3MMOM U CYNCTPaTOM, 3HaTHO
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MarW Yy OAHOCY Ha KOHKYPeHTHe KocyrcTpate (apui (eHose U apun aMUHE), MOrao KyrnsjoBaHOM
HEEH3MMCKOM peakLMjoM pefyKoBaTW OKCUAOBaHe MOJIEKY/e KOCyncTparta, [OK Ce caM OKcuayje

[0 AeXNAP0acKopOUHCKe KncennHe, uMobunmiyhu enektTpoHe nepokcunga [113]:
AsK + 2A(o60jer) » DHASK + 2AH (6es60jan)

OBa peakuuja je KBaHTUTaTMBHa, Ma ce Yy in vitro orneaMma y3 ajekBaTaH W360p
KocyncTparta (XpoMoreHa - MHAMKaTopa) MOXKe MCKOPUCTUTK 3a ogpehmBarbe BuTammnHa C [112,
114, 204-206].

2.3. KnHeTwuKa eH3MMCKNX peakumja

Mof eH3MMCKOM akTMBHOLWhY ce nogpasymeBa 0COOMHa eH3uma fa ogpeheHoM Op3vHOM
KaTasmdyje TpaHcgopmauumjy cyncrtpara y npomussoj. lpoyyaBarbe eH3MMCKE KUHETUKE MpyXKa
yBUJ Y MEXaHn3Me Mo Kojuma ce 0fiBujajy oBe peakuumje. Ha Taj HauMH CTUYE Ce YBUA U Y HUXOBY
YNory y metabonunsmy, y To Kako je hMX0Ba akTUBHOCT KOHTpOMcaHa y henvjama n Ha KOju HauuH
NEKOBW, OTPOBW 1 APOre MOTY MHXMOMPATU HMUXOBY aKTUBHOCT.

Bp3vHa €eH3MMOM KaTa/nM3oBaHe peakupje 3aBUCKM Of BULE (PakTopa, Kao LWWTO Cy:
KOHLEeHTpauumje eH3nma, CyncTpara, NpoCTeTCKe rpyne U KoCyncTpata, Temnepatypa v NpuUTUCaK,
pH © BpcTa Meamjyma, jOHCKe cue Y pacTBOpy, NPUCYCTBO MHXMOUTOpa M aKTMBaTopa, Kao W

N3N0XKEeHOCT ofpefheHoj aTMochepu 1 3padery [207].

2.3.1. MNpucTyn Muxaennc-MeHTeHoBe

Jow npe Buwe op CTO roguHa, bpayH u AHpuW, cy 06jaBunM uaejy Aa y €eH3UMMCKK
KaTasM3oBaHoj peakumju eH3um (E) ca cynctpatom (S) npso rpagn komnnekc (ES), koju ce 3aTnm
pasnaxe Ha cnobogHu eHsum u nponssog (P):

Ky k,

BE3WBAKE CYNCTPATA KATAJNINTHYKKW CTYTNAH
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OcHoBHa nocTtaBka Mwuxaenuc-MeHTeHOBE Teopuje, Koja je yop3o ycneauna, a Koja nonasu
0f1 Npemunce Aa je KOHLUEeHTpaumja eH3rMa 3HaTHO Maka 0ff KOHUEeHTpaLmje cyncTpara n Koja je y
BehUHW cnyyajeBa NoTBphHeHa ekcnepumeHToM, 6una je a ce paBHOTEXHO CTawe U3Mely eH3uma u
cynctpata (E + S) ca jegHe n komnnekca (ES) ca gpyre cTpaHe ycrnocTae/ba MHOIO 6pyke Hero LiTo
noumnke pasnarakbe ES Komnnekca Ha NMpPou3BOf WM €H3UM, Te fa Cy KOMIIEKC Y KOMMOHEHTE Y
PaBHOTEXM.

3aBMCHOCT Mo4YeTHUX 6p3uHa (V) KaTasM3oBaHe peakumje Of KOHLEHTpauwuje cynctpata

yrnaBHoMm nmMa 061k xurnepborsne (Cnuka 18) n Moxxe ce NpecTaBUTH jeAHAYNHOM:

- Vinex[S]
Kw +[9

OfpehmBarbe napametapa Vmax U Ky, KOjU Mpenctasrbajy KapakTepucTuke ogpeheHor
CUCTEMA EH3MM-CYNCTPAT, U3Y3eTHO je BaXXHO MPU Mpoyyasarwy MexaHu3Ma eH3UMCKe peakuuje in
vitro, jep omoryhasa carfiefiaBate CTabunIHOCTM Komnekca ES, 0fAHOCHO CTerneH 3acuherba eH3MMa
npn ofpeheHoj KOHLUEeHTpauuju cynctpata, a camvM TUM W MNPOLEHY Herose (U3NOMOLLKe
KOHUeHTpauuje, Te yriopehmsame pasnmunTux y3opaka (npenaparta). MNMpaherwe npomMeHa 1 ocTainx
napametapa (Temneparypa, pH, etekTopu), noMaxe NpUINKoOM ofpefrBarba CTPYKTYpe eH3numa U

pasymeBaa Herose PyHKLMje 1 perynauuje in vivo.

MoyeTHa 6p3nHa

Vo2

Kn g

Cnuka 18. 3aBMCHOCT noyeTHe 6Gp3vHe eH3MMOM KaTa/M3oBaHe
peakLmje of KOHLUeHTpaumje cyncrpara.

MpVAKOM eKcreprMeHTMCatba Ca BULLMM KOHLIEHTpaLMjamMa CyncTpaTa, YecTo Ao/asu Ao

MPOMeHa Y pPeakLMOoHOj cpeanHm (edekaT conm, HenpoayKTUBHM Komnneke ES u cn.), WTo oMeTa
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Ta4yHOCT oppehuBatba MNOYETHMX Op3MHa, MNa jeaHayMHa Xunepbone HWje HajnorogHuja 3a
ojpehuBare KMHETMYKMX mMapametapa. Crora ce jegHaunHa Muxaenmc-MeHTEHOBE MOXe
TpaHchopmmucatn y 06/MKe KOju Kao rpadmukyM um3pa3 npefcTae/bajy npasy. Hajuewwhe
NpVYMekMBaHY NIMHeapHy TpaHcopMaLjy Npeanoxunn cy JlajHsusep n bapk™:

1_ Ky 1, 1

v Vmax [S] Vmax

3aBMCHOCT peunnpoyHe BPeAHOCTU royeTHe 6p3mHe (1/V) of peuunpoyvHUX BpPeaHOCTU
KOHUeHTpauunje cynctpata 1/[S] je nuHeapHa (Cnuka 19). Ofcedvak Ha X-0cu jedHak je -1/Ky, AOK
oficevak Ha y-ocu U3HocK 1/V mx.

5 Harn6=Ku/Vmax
AN
wrmx 7
Ay g
Cnuka 19.  JlajHBuBep-bapkoB Anjarpam 3aBUCHOCTH
PELMNPOYHUX BPeLHOCTHU, NoYeTHe 6p3nHe (1/V) of KOHUeHTpauumje

cynctparta 1/[S].

MocToju BuLE NpegnoxeHUXx HaunHa NuHeapusalmje Muxaenuc-MeHTeHoBe jeaHaumHe. Mpema TpaHchopmaLmjn
Enva n XodcTa, jefiHaunHa nNprkasyje 3aBUCHOCT noyeTHe 6p3uHe (V) og ogHoca VI S:

%
V=-Ky X+ Ving

(s
XeHc 1 Byng npefnaxy TpaHcgopMaLmjy, Koja nprkasyje 3aBUCHOCT KOHLEeHTpaumje cynctparta [S] og ogHoca [S]/v:
[S_ Ku , I8
v V \%

max max
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2.3.2. luxnbuumja eHsnma

CyncTaHLUe Koje y3poKyjy nopemehaj HOpMasHUX MeTaboNMUKUX peakumja ce Hajuewhe
Ha3nBajy OTPOBMMA, a OHE KOje MOHOBO YCMNCOTaB/bajy HapyLleHy PaBHOTEXY Yy OpraHusmy -
nekosuma. U jefiHe v fpyre mory 6utn MHXUOUTOPW EH3UMCKM KOHTOIMCAHMX NpoLieca.

NHxnbutoprMa eH3Mma Ce Ha3uMBajy OHe CYMCTaHUe KOoje CMmarwyjy WM NoThnyHO
eIMMVHULLY HUXOBY aKTUBHOCT, He pemMeTehn BUTHO TPOAUMEH3NOHAIHY CTPYKTYPY NPOTENHCKOT
MosieKyna.

[MpoyuaBarbe MHXMOULIM]jE MPYXKa AOCTa UH(oPMaLMja O MEXaHU3MY EH3MMCKE KaTanuae, 0
Tonorpaguju akTMBHOI MeCcTa, Kao M O KOH(OpMauuju npenasHor crara, fna camvMm TUM W
NH(OpMaLMjy 0 BUCUHY eHepreTcke bapujepe.

NHxnbuunja moxe 6UTK npeBep3nbunHa n pesep3ndmnnHa. Kog npee ce MHXMbUTop Besyje
32 eH3UM KOBAJIEHTHO WM [0BO/BHO jako, Ma je Aucoumjaumja Bema criopa Unn Hemoryha.
PaBep3nbunHa uHXMbUUMja [03BO/baBa pereHepalnjy €eH3MMCKe aKTMBHOCTU YKO/IMKO Ce
NHXNBUTOP YKNOHWU 13 cucTema (aujanusa, mntpaumja u ap.). OBaj TUMN MHXMOULM]E KapaKTepuLle
KOHCTaHTa MHXMouumje (K,) Koja 3anpaBO MpeAcTaB/ba KOHCTaHTY AMcouMjaumje KOMmMnekca
EH3UM-UHXNOUTOP. WHXmMbuumja Moxe OUTWU: KOMMETUTUBHA, HEKOMMETUTMBHA, MeELIOBMTA W
akomnetuTmneHa (Cnmka 20). Pa3nimumtn MHXMOUTOPU pasnnymTo yTnyy Ha BpegHocTn Ky U Vmax,
na ce aHaM3MpareM MPOMEHa OBMX KUHETUYKMX MapameTtapa Yy MPUCYCTBY WHXMOUTOpPA MOXXe

YCTAHOBUTW TWUMN MHXNOULMjE.

s “,n' S k
E etea ES “E+ P E w=oee ES “E+P
< K\ KDMMETUTHEHA | i K, i 1 HEHOMNETUTHOHA
t K MHXWBHMLM]a { K 54 HHXMBUUM]A
J Kh'. '
El El s=s=== EIS
S
3 " s :
€ omdhaa Ej “E +
K ¥t P akomnerutuana £ webiems E§ E+ P mewoeuTa
. K .
K UHXUBMLK]a il " . 5 '. I MBI
' I " d | k
I L] . ' .
- El ~-= EIS “El+ P
S

Cnuka 20. Pa3nuunTyt TUMOBM UHXMUGULMjE HA XMMOTETUUKY EH3UMCKY peakLujy.
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KomMneTunTmnBHa (KOHKYPEHTHA) UHXMbmLmja

VHXMOUTOPY KOjU n3a3mBajy OBY BPCTY MHXMOWLMjE YrNiaBHOM Cy CTPYKTYPHW aHanoswu
cyncTpata, Koju ce Be3yjy 3a akTMBHO MeCTO Yy eH3MMy W oHemoryhasajy BesuBarbe NpaBor
cyncrtpara, ApyruM peumma, U CyrncTpaTr u UHXM6MTop ce Hagmehy OKO MCTOr MecCTa Be3uBara 3a
eH31M. 3aBMCHOCT MoYeTHe Gp3nHe eH3UMCKe peakumje Of KOHLEHTpauumje cyncrpara y npucycray
KOMMETUTUBHOI MHXMBUTOPa onucyje Munxaenuc-MeHTeHOBa jefiHaunHa, Ha cnefehn HaunH:

_ VaaAS]
[S]+K, @+
Ki

KOMNETUTMBHU MHXMOUTOPU He Mewajy BPeAHOCT Vma, ain nosehasajy BpefHoOCT Ky
eH3MMa, LUTO yKasyje Ha CMarbere afuHuTeTa eHsnma npema cynctpary (Cnmka 21). IHTeH3uTeT
NHXNOMUMje ce m3pakaBa KOHCTAHTOM MHXMbuumje K. YKONMKO je Mno3HaTa KOHLEHTpauuja
nHxnbuTopa, moryhe je ogpeantn K, Ha ocHoBy Jl1ajHBrBep-bapKoBe jegHaunHe:

1 1 N Ku

[1]
vV V. [SIV,. A

max

nnu JUKCOHOBE jeaHaYMHE:

1 1 K 1 K 1
- :_(]_+_M) T M e
vV V.. [S]” [S] V. K
5 (KN (LK) 4 2| KK Vg 8
$
W, )
_ - 7T AWy
_ - g / _ _ - , 7/ :
(K, (14K) g n
a) 6)

Cnuka 21. KomnetuTneBHa MHXMouumja. a) JlajHensep-bapkos rpadmk, 6) ANKCOHOB rpadvk.
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HekomMneTUTUBHA NHXMOMLUMja

HeKoMNeTUTUBHN UHXMOUTOPU Cce PeBep3nOMIHO NOoBe3yjy 3a HEKO MeCTO MOojeKyna
eH3MMa KOje Ce pa3/MKyje 0f akTMBHOI Mecta (am je y oppeheHoj Koonepauuju ca HuMm),
Merwajyh Tako KOH(opMauujy €eH3Uma, LTO YMHU KOMEKC eH3UM-CYMNCTpaT WHAKTMBHUM.
MakcumanHa 6p3vHa peakumje ce CMmamyje Kao nocneavua npuBUAHO CMareHe KOHLIEHTpaLje
eH3nma. Ca gpyre cTpaHe, BpeAHOCT KM ce He Mekba.

KnHeTMYKOM aHann3oMm ce gobuja:

[1]
Vmax /(1+E)

Ku.

[S]

LUTO je oneT jegHaunHa xunep6bone, na nMHeapusaumja no JlajHemeepy 1 bapky aaje:
1 1

_ Ky
= \K(:Hﬁ)(l-‘- K

V =
1+

OpHOCHO no [AMKCOHY:
1 1 K 1 K
== 1+ M) +(1 1+—M

Oparosapajyhu gujarpamu rno 0BMM jejHa4yMHama Cy fatu Ha cnmum 22.

+

2 | (KN (K 2| @HADVK 8

Wi \ \

a) 6)
Cnuka 22. HekoMneTUTMBHA MHXMOMUMja. a) JlajHBMBep-BapkoB rpagmnk, 6) JMKCOHOB rpaduK.

Y amnjarpamy no JflajHBuBepy 1 bapky, npecek npaBux MOXe GUTW M3HaZ, UCMOL UK Ha
U[S] ocw. Mpecek ce Hanasu Ha 1/[S] camo ako je K, = K.
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MapumjasHO KOMMEeTUTUBHA NHXMOULKja

[ok ce Kog noTrnyHe KOMMETUTUBHE MHXMOMLUMje CyncTpaT U MHXMOMUTOP Be3yjy 3a UCTO
MEeCTO Yy PernoHy akTMBHOI MecTa, nosehasajyh MuXaenmMcoBy KOHCTaHTYy, AOT/IE Ce KOf
napumjasHo (4eMMNUYHO) KOMMNETUTUBHE UHXNOULM]E, MHXMOUTOP Bedyje Hajyelthe 3a HEKO ApYro
MeCTO Ha eH3MMy oMmeTajyhu Be3vBawe CYyncTpara 3a akTMBHMW LieHTap, Kao Aa je ajuHuTeT
CyncTpara npema eH3umy CMareH. Y 0BOM C/y4yajy Ce TepHapHW KOMIMIEKC eH3UM-UHXMOUTOP-
CyncTpar pasnaxe fajyhv npoussBog UCTOM BP3MHOM Kao M GMHAPHW KOMMJEKC eH3MM-CYMCTpaT.
NajHepBuBep-bapkoBn aujarpamu ce y 06a cnyyaja He pas3fnKyjy, anvM Ce pasnkKa yodaea Ha

AnkcoHosum anjarpamuma (Cnvka 23).

H %

e
a) 6)

Cnuka 23. Mapuyunjano KOMNeTUTUBHa UHXMbUUMja eH3uMma: a) JlajHBmBep-bapkos fujarpam, 6)
[VKCOHOB fnjarpam 3aBYCHOCTW.

MapumjasHo HEKOMNETUTMBHA MHXMbULNja

Kog umcTe HEKOMNETUTUBHE MHXMOULMjEe TEPHAPHU KOMMIEKC eH3UM-UHXMOUTOP-CYnCTpaT
je NoTNyHO MHaKTUBaH, AOK je KOA napuujaiHo HEKOMMNETUTMBHE UHXMOMLMje 0Baj KOM/EKC MNaK
[AeNMMMUYHO akTVBaH. AKO 6p3nHa pasnararia KoOMMieKca eH3UM-UHXUOUTOP-CYNCTpaT TeXW HY/K,
OHJa ce 0Ba MHXMOMLUMja CBOAN Ha YMCTY HEKOMNETUTUBHY MHXMOULM]Y, @ YKOIMKO je OHa 3HaTHO
Beha of Op3vHe pas3narakba MuXaenncoBor KOMeKCa €eH3UM-CYNnCcTpaT, OHAa Cce WHXMOUTOp
MoHalla Kao aktuaTop. Jujarpamm Koju onucyjy oBaj TUM UHXMOWLM]e, NPUKasaHn Cy Ha Cinum
24,
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4

u

a) b)
Cnuka 24. lMapumjanHo HEKOMMNeTUTUBHaA WHXMOWUMja: a) JlajHBumBep-bapkosB pAumjarpam, 06)
[VKCOHOB fjnjarpam 3aBUCHOCTMU.

AKOMMETUTMUBHA MHXNOMLMja

OBaj TN MHXMbULMje je BeOMa pefak, MHXMBUTOP ce He Besyje 3a cNo6oAHM eH3uM, Beh
camo 3a KOMMJIEKC eH3MM-CyncTpaT, oHeMoryhasajyhu gucouunjaumjy Tor KOMaekca Ha cno6oaHm
eH3VM ¥ npomn3Bog peakumje. KnHetnuku napameTpyn Ky M Ve Ce CpasMepHO CMakbyjy, Tako fa ce
HUXO0B OfHOC He Mewa. [ujarpammn Koju onucyjy oBaj TUMN UHXMOUUMje, NpUKasaHW CYy Ha Clnum
25.

’ 3
3 3
KMN\n‘w WK 5
/ 7
(WKW, 7 KDV -
/ ’ P g
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K, 2K) 18 K (14K, 19)
a) b)

Cnuka 25. AKkoMneTUT1BHA NHXM6ULKMja: a) JlajHBuBep-bapkos agnjarpam, 6) JUKCOHOB Aunjarpam
3aBMCHOCTMW.
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MeLwloB/Ta nHxnémumja

Kog wmewoBuTe WHXMOMLMjE, WHXMOMTOP Ce MOoHawa W Kao KOMMETUTMBHU WU Kao
HEKOMMNETUTUBHN MHXMOMTOP, Tj. Be3yje Ce M 3a aKTMBHO MeCTO €H3VMa W 3a HeKO A4pyro MecTo,
Merajyhi KoH(opmaunjy NpoTEMHCKOr MOoJieKyna. TOM MPUINKOM ce Mekajy BpefHOCTU U Ky 1
Vmax- Aujarpamu Koju onucyjy osaj TMn uHxnbuumje no SlajHsmeep-bapkyu no [AMKCoHy, Hanase

Ce Ha cnmun 26.

+ sl
| (LK K
i \
S
(14 K KN o
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a) 6)

Cnuka 26. Mewosuta nHXmbuumja. a) JlajHBmeep-bapkoB aujarpam, 6) [MKCOHOB Amjarpam
3aBMCHOCTM.

2.3.3. "Hxnburunja nepokcungase

[MocToje ABa 3HayajHa acnekTa NpoyyaBarba UHXMOMLM]je nepokcuaase. MNpeu ce 0AHOCKU Ha
HEHY (PU3MOMOLLKY YOrYy Y perynucawy eHZOreHor BOLOHMK MNepokcupaa, a APYrn Ha HeHy
KomepuujanHy ynotpeby. Tako 6u wuHxmbuumja nepokcmpase y henvju morna AONpuHETU
nosehawy HKBOA BOAOHWK-NEPOKCMAR, a caMUM TUM HapyllaBaky Xomeoctase henvje u HeHo
NnoTeHUujasHo yBohere Y OKCMAATUBHN CTPEC.

Ca gpyre cTpaHe UHXMoOMLMja nepokcngase 6u yrmuana Ha npeumsHocT 6pojHUX MeToaa 3a
ofpefuBare N e(hMKacHOCT y npouecuma buogerpagaunje n pemegunjaumje. VIcto tako, nocroje
TECTOBM W aHaIUTUYKE MeTofe rAe je aKTMBHOCT MepoKcuaase HenoxerbHa, a Hajyewhe
KopuwheHn nHxnéutopn cy NaN3z 1 HeH rnaBHM CyncTpaT, BOAOHUK nepokeng, [170].

Mepokcraasa je BeOMa OCET/bMBA Ha MPUCYCTBO MHOTMX MeTaIHUX jOoHa, MOCEOHO Ha Conu

KUBE KOje UHXM6UPajy HeHy aKTMBHOCT. Ca Apyre cTpaHe joHn Fe®* ctumynuiy Ty akTMBHOCT
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[208], Dok ce joHM 3eMHOA/IKAIHUX MeTaa U CaIMUUIaTL NPY HAXUM KOHLUEeHTpaumjama noHatuajy
Kao ymepaHu akTnsatopu [209].

EDTA npu HWKUM KOHLEHTapLmjama He yTuMye Ha aKTMBHOCT MepoKcuiase, LOK Lpyru
xenunpajyhu areHcu mory ymawnTy penaTuBHy akTMBHOCT [173].

YTunuaj eHoNa M HeroBux fAepmsaTta Koju CTynajy y peakumnjy ca MnepokcuaasoM MoXKe
OUTU pasMuUT M 3aBUCU 0Of, OfHOCA HWXOBMX pefoKC-MoTeHUMjasa npema noTeHUujany
Kocyncrparta-MHAMKaTopa. Tako jefuiera Cca BUWKWM BPefHOCTMMA MOTeHUMjana MHXMoMpajy
KaTa/IMTUUYKY aKTUBHOCT MepoKCcuiase 13 KUKUPUKKUja, AOK OHA Ca HUXUM PefoKC-NoTeHuujanom
npeysumajy ynory npumapHor Kocyrcrpara, WTO ce Jasbe MaHWugecTyje nojaBoMm MHAYKLNOHOTr
nepuofa y oAHOCY Ha curHan nHaukaropa [180].

NHpon-cvpheTHa KucennHa m3 rpyne GW/bHUX XOPMOHA ayKCWHa, Koja Takohe npunaga
KOCyncTpatuma Mepokcuiase, MOXe Ce OKCMAOBATM W Y MPUCYCTBY W Y OLCYCTBY BOLOHUK-
nepokcunia. YKbyumBareM L-acCKOPOUHCKE KMUCENNHE Y peakuujy, OHa Ce MOXe MoHallat 1 Kao
KOMMNETUTUBHU W Kao HEKOMMETUTUBHM WHXMOMTOP, Y 3aBUCHOCTM Of pefaTUBHOr OfHOCa
KOHUeHTpauuja eHsnma 1 sutammHa C. MNpy KOHUeHTpaymjama L-acKOpOUHCKe KucennHe Kaga je
camo jeflaH HeH MOJeKY/ Be3aH 3a aKTMBHO MECTO eH3MMa, NHAO0N-CMpheTHa KUCeNHa ce noHala
Kao KOMMNETUTUBHU MHXMOUTOP KOHKYpPULLIYhAKX 3a UCTO MECTO Ha eH3uMmy. Kaja je akTMBHO MecTo
3acuheHo ca fBa Monekysna L-acCKOpOUHCKe KuCenmnHe, OHa ce Be3yje 3a HEKO ApYyro nogpydje Ha
eH3MMy Hapylasajyhn WHTepakumjy akTMBHOr MecTa W Cynctpata M Tafa Ce MoHala Kao

HEKOMMNETEHTHU MHXMoUTOp [204].
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3. EkcnepumeHTaniHuM feo

3.1. Anapatun

Y TOKy paga kopuwheHu cy cnegehu anaparu:
Cnektpodgotometap Phillips PU 8620
CnekTpodgoTometap Beckman DU-65
pH meTtap, Hana HI 207
AHannTtnyka Bara, Kern ABT

AyTOMaTCKe nunete

3.2. PeareHcu n pacteopu

CBM OCHOBHM BOJEHM pacTBOpu Cy MpunpeMaHyn ynoTpebom [ejoHM30BaHe BOAe ca
npoBoa/buBoWwhy o4 0,5 uS/cm? (OCUM YKONMKO eKCepuMeHT Huje Apyraunje 3axtesao). Cse
ynoTpe6/beHe XeMukanumje cy bune p.a. yuctohe.

Mpenapat nepokcupase peHa, unctohe 200 kU/g, 6mo je MepkoBe (Hemauka) Npon3BofHbe.
PacTBOopM eH3Ma Cy NpurpemMaHn HemocpeaHo npe n3Boherba ornefa, y pacnoHy KoHLeHTpauuja
oA 1 go 30 U/L, pa3bnaxkmBaremM 0f, OCHOBHOI pacTBopa Koju je 610 npunpemMaH pacteaparbem 50
mg (10000 U) y 1000 ml gejoHn3oBaHe BOfE.

PacTBopu BogoHouK-nepokenga (Mepk, Hemauka) y pacnoHy KoHueHTpauuja og 0,04 go 2
mmol/L, cy npunpemMaHn pas3bnaxuBakeM OCHOBHOI pacTBopa, Ao6ujeHOr pactBaparem 95 ml
33,3 % BogoHUK nepokcupa y 1000 ml pgejoHW3oBaHe BOAe, uvja je TayHa KOHUeHTpauumja

npoBepaBaHa CTaHAapAHOM NepMaHraHOMETpWjckom MeTogom [210].
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PactBopn OeH3namHa (PeaHan, Mahapcka) u o-tonnauHa (LleHTpoxem, bBeorpan)
npunpemaHyn cy y pacnoHy og 0,1 go 5 mmol/L, of ocHOBHOr pacTtBopa KOHLUeHTpaunje 50
mmol/L, pobunjeHor pacteaparwem 0,9210 g 6eH3unamHa y 5ml 1% CH3COOH, ogHocHo 1,0615 g o-
TonmamHa y 5 ml 1% HCI, a 3atum gonyrasaHu o 100 ml, gejoHnsosaHom Bogom [210].

OcHoBHK pactBop (0,1 mol/L) L-ackopbuHcke kucenuHe (FaneHuka, beorpan) npunpemaH
je pacTtBapatbem 17,613 g cyncTaHue y 1000 ml aejoHn3oBaHe BoAe, AOK Cy pagHN pacTBOpU 6uin
y pacnoHy KoHueHTpauuja og 0,4 pmol/L go 10 mmol/L, 6e3 n y npucycTBy pasinymTux
cTabunmsnpajyhnx KOMMOHEHTU pas3iMumMTuX KOHLeHTpauuja. KOHLeHTpauumje 0BUX pacteopa cy
npaheHe cTaHAap4HOM MeTOA0M rnomohy 2,6-anxnopdeHon-nHaondeHona [211].

Kao crtabunmamnpajyhe cynctaHue cy ynoTpebrbeHe: MeTadocthopHa, 0opTodhochopHa,
X/I0POBOLOHNYHA, cupheTHa, OKca/lHa U eTuneH-guamMuHo-TeTpacuphetHa (EDTA) kucenvHa, o
ymjum pacTeopumMa he 6UTK peun KacHuje.

OcCHOBHM pacTBOpY BuUTammHa A 1 E cy npunpemaHu, of npenapara peTUHOs-aueTara
(Andga Acap, Hemauka, 500 kU/g), ogHocHO Tokogepon-aueTata (FaneHuka, beorpag, 54,52%),
pactBaparem 1 g ogrosapajyher npenaparta y 1000 ml fejoHn30BaHe Bofe, a 3aTUM pazbniaxmnsaHu
[0 ofrosapajyhmx pagHux KOHUeHTpauuja y pacnoHy og 1 go 500 U/ml, 3a peTuHon, 04HOCHO, 0f
1 no 500 mg/ml 3a Tokodepor.

Kao megnjymmn ogpeheHor pH ynotpebrbaBaHu cy crefehu nytepcku CUCTEMU: aueTaTHu
nygep pH 4 (npunpemaH y nabopatopuju, 180 ml 0,2 mol/L pacTtBopa HaTpujym-auetaTta 1 820 mi
0,2 mol/L pacTtBopa cupheTHe KucenuHe), umtpatHn nydepun pH 5 n 6 (Papmutanvja Kapno Epb6a),
(hocpatHm nydep pH 7 (Puwep CaeHTudumk, BB) n 6opatHn nydep pH 8 (Papmutanvja Kapno
Ep6a). pH BpeaHocTn nydepa cy nposepaBaHe pH meTpom, Hana HI 207.

3.3. CneKTohoTOMETPUNJCKO OApennBare akTUBHOCTW MepoKcuaase

PenaTtvBHa aKkTMBHOCT nepokcuaase je npaheHa CneKTpoOTOMETPUCKUN, MEPEHEM MPOMEHE
ancopbaHLMje TOKOM HacTajata OKCMAOBaHe (hopme KocyrncTparta, 6eH3vuanHa MU 0-TONMAMHA, Y
oArosapajyhem BpeMEHCKOM WHTepBasly. Y 3aBUCHOCTUM Of MpUMereHOr nydepa MpoMeHe
ancopbaHuuje cy npaheHe Ha: 410 nm (y auyeTaTHOM W uUMTpaTHUM nydgepuma), 362 nm (y
thocthaTtHOM nydhepy), oaHOCHO 425 nm (y 6opaTHOM nydepy) 3a 6eH3nAMH 1 630 nm (y aueTaTHOM
W unTpatHUM nygepuma), 411 nm (y octhatHom nydepy) n 436 nm (y 6opatHOM nydepy) 3a 0-

TONNANH.
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CBW pacTBOpY cy npe n3Bohjerba Meperba TePMOCTaTMpaHK Ha Temnepatypu og 20 °C.

Mepera Cy M3BOheHa Yy CTak/leHMM KuBeTama 3anpemumHe 1ml. PeakuuoHy cmelly cy
ynHunm 0,5 ml ogrosapajyher nydgepa, 0,1 ml kocyncrtpaTta-uHaMkatTopa 6eH3uauMHa WM O-
TonmanHa, Kao n 0,2 ml HO u/mnn ButammnHCcke cmelle (acKopbuHCKa KucenmHa, ToKojepon-
aueTaT v peTuHon-aleTaT). Kueeta ca peakLujckom CMeLLOM je TepmocTaTupaHa Ha 25 °C Tokom 1

MWHYTa, HaKOH Yera je NpomMeHa ancopbaHuuje npaheHa o4 MoMeHTa yopuarasarba 0,1 ml H,Oo.

3.4. N36op cTabunusmnpajyhmnx areHaca

Kako nojegnHa mMeperba Mory Tpajatm 1 no 10 MnHyTa, Na aHanmsmpame cepuje pacteopa
M3NCKyje Of BWLIe CaTW [0 HEKOMMKO [JaHa, Of BefMKe je BaXHOCTU OApXKaTu pacTBope Yy
MPOjeKTOBaHNM KOHLieHTpauujama, a To ce NocebHO OAHOCKM Ha BeOMa HeCTabunHe pa3braxeHe
pacTBope L-aCKOpOUHCKe KUCENUHE.

Mpahewe CcTabUNHOCTM pacTBopa 6e3 M y3 YMNoTpedy pasMuUTUX KOHLEHTauuja
pasnnMuMTUX cTtabunusmpajyhmux areHaca je W3BefeHO M3narakbem cepuje pacTBopa akopbuHCKe
K1CennHe 1abopaTopmnjckoj aTMochepn y OTKPMBEHMM Yaluama (Mctor o0bamnka n 3anpemmHe of 50
ml) n cobHoj TemnepaTypu, TokoMm 12, 24, 48 n 96 catu, y Tpu MNoHaB/bawa. KOHLeHTpaymje
acKopOuHCKe KucenvHe cy npaheHe 1 cTaHAapHOM BO/TYMETUjCKOM METOAOM ca 2,6-AnX10pgeHoN-
WHAON(EHONOM U CNEKTPOOTOMETPUJCKI Y NPUCYCTBY NEPOKCUase peHa.

KoHLeHTpaLmje pacTBopa acKOpOMHCKe KucenHe ynja ce ctabunHocT Mepuna cy 6une 0,1;
1 1 10 mmol/L. Kao meaunjymu 3a pacTBapare aCKOpOMHCKe KuUcennHe cy npumMerbnusaHmn cnegehu
pacTBopu cTabunmsmpajyhmnx cyncraHum:

[leCTUNI0BaHa BOJA NPOBOA/LIUBOCTY 15 uS/cm?;
auetatHu nydgep pH 4;

uMTpaTHU nydepn pH 5 u 6;

(ocdaTHK nydep pH 7;

6opaTtHK nydep pH 8;

0,5; 1 n 2 % pactBopu (HPO3)3;

0,5; 1 n 2 % pacteopu H3POy;

0,5; 1 n 2 % pacteopu HCI,

50; 100 n 200 mmol/L pactsopn CH3COOH,;
50; 100 n 200 mmol/L pactBopyn HoCyOy,;
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0,5; 1 n 2 mmol/L pactsopn EDTA,
cmewte CH3COOH n EDTA (50: 0,5; 50 : 1; 100 : 0,5; 100 : 1) mmol/L.
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4. Pe3ynTtaTu UCTpaXkmBama ca ANCKYCUJOM

4.1. Ctabunusaumja BogeHnx pacteopa L-ackopbuHcke kucenunHe (AscH,)

PacTBOpY aCKOpPOMHCKE KMCENMHE Cy MOCEOHO HecTabunHW y NPUCYCTBY KWUCEOHMKa U3
Ba3fyxa, a MX0Ba KOHLEHTpauuja, YKOMKO Cy OCTaM YCNOBM KOHCTaHTHW, oOnaja
nponopuunjaHoO ca BPeMEHOM u pasbnaxewem (Cnuka 27). [NpeTBapare acKopOMHCKE Yy
AEXNAP0acKOPOUHCKY KMUCENMHY Ce 0flBMja Kao peakumja npeor peaa [206].
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Cnuka 27. TpaHchopMalmja acKOpPOMHCKE — KUCENUHE Y
AEXNAPOACKOPOUHCKY — KUCENIMHY, Yy  BOAEHWM  pacTBopuma
KoHueHTpaumja 0,1 (1); 1 (2) n 10 (3) mmol/L. Kao pacteapau je
ynoTpe6/beHa AecTunoBaHa Boga 15 US/cm? KoHcTaHTe 6p3uHa
peakumja wusHoce 0,016; 0,025 un 0,038, a nonyepemeHa
npeteapara 43,5; 28,4 1 18,3 h pegom.
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CTabunHOCT BOAEHMX pacTBOpa ackopOWMHCKe KUcenMHe 3aBuMcuM M of pH. Bp3uHa

npetBapara BUTaMmHa C je onakliaHa Ha BuwmnM pH BpegHocTma (Cnvka 28 n Tabena 7).
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Cnunka 28. 3aBUCHOCT Op3MHe TpaHchopMaumje acKopobuHCcke
KVCENVHE y AeXnapoackopbnHCKy KncenvHy o pH, 6e3 ynotpebe
cTabunmanpajyhmx cyncraHuu.

Tabena 7. KoHCTaHTe Op3uHe W MoflyBpeMeHa npeTBapaka ackopOuHCKe
KncennHe KoHUeHTpauuje 1 mmol/L, y 3aBUCHOCTM Of, pH cpesuHe.

pH cpeanHe KoHcTaHTa 6p3nHe MonyBpemeHa npeTapama ty, (h)
npeteapara (k)
pH 4 0,0049 1421
pH 5 0,0085 81,9
pH 6 0,0094 74,1
dH,0 0,0245 28,4
pH 7 0,0251 27,7
pH 8 0,0455 15,3

MpuMeHa pasnMUUTUX  KOHLEHTpauuja, pasiMumTux cTabunuampajyhmux cyncraHum
ycropasa ferpagaimjy acCkopouHCKe KUCeIMHe y pa3nnunTom cteneHy (Tabena 8).

Kao HajetrkacHmMju cTabunmsmpajyhmn areHc nokasana ce metahocqopHa K1CenmHa y unjem
NPUCYCTBY je cagpxxaj ButammHa C TOKOM 24 caTa 0CTao roTOBO HEMPOMEHEH, YNPKOC YNHEHULM

[ia Cy BOZIEHV PacTBOPY GUII U3NOXKEHW BasayXy Y OTBOPEHUM CYOBMMA W CBET/Y.
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Tabena 8. Cagpxaj aCKOPOWHCKE KWCEIMHE Yy MNPUCYCTBY PasINyuUTUX
cTabunuanpajyhmux cynctaHumM Tokom 96 catu (u3pakeHo y % of MnoyeTHe
KoHUeHTpaunje AscH,, 1 mmol/L).

12h 24h 48h 96h
Cnena npoba 87,1 61,6 19,2 0.5
(HPO3)3 0,5% 100 99,0 95,8 90,4
(HPO3)3 1% 100 99,8 97,2 94,1
(HPO3)3 2% 100 100 99,5 98,3
H3PO, 0,5% 97,4 93,0 89,5 83,6
H3PO, 1% 99,1 95,2 92,0 85,7
H3PO, 2% 100 96,4 93,1 89,9
HCI 0,5% 95,2 89,1 81,2 70,8
HCI 1% 97,8 91,4 80,5 72,2
HCI 2% 99,6 96,1 92,7 88,0
CH3COOH 50 mmol/L 93,4 85,6 79,7 731
CH3COOH 100 mmol/L 96,9 94,5 85,5 78,9
CH3COOH 200 mmol/L 98,2 94,0 89,2 82,9
H.C,04 50 mmol/L 93,0 89,8 83,9 72,3
H.C,0, 100 mmol/L 97,0 94,1 89,2 80,2
H.C,O4, 200 mmol/L 97,8 94,9 90,4 83,8
EDTA 0,5 mmol/L 91,1 82,6 78,8 70,3
EDTA 1 mmol/L 93,5 85,6 79.7 75,3
EDTA 2 mmol/L 94,3 91,2 84,7 79,1
CH3COOH 50 mmol/L 97,3 96,2 94,6 88,8
EDTA 0,5 mmol/L
CH3COOH 50 mmol/L 98,9 96,8 95,7 90,4
EDTA 1 mmol/L
CH3COOH 100 mmol/L 99,6 99,0 98,1 96,4
EDTA 0,5 mmol/L
CH3COOH 100 mmol/L 99,9 99,3 98,5 96,8
EDTA 1 mmol/L

Ca fpyre cTpaHe, pe3ynTtaty [06MjeHV yrnoTpeGoM KMHETMUYKe MeTofe Y3 MepoKcuaasy,
3HaTHO Cy Ce Pa3/INKOBa/IN Off OYEKMBAHUX, HEPEAsHO YKasyjyhn Ha BMLUM Cafpykaj acKOpBUHCKe
KucenuHe y y3opky (Cnuka 29), na u Ha crnopujy Aerpagaumjy, WTo ce 0AHOCU/O U Ha ynoTpeby

OCTa/InX HeopraHckux ctabunusaropa (Tabena 9).
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Tabena 9. YTuuaj ctabmnusmpajyhux cynctaHum Ha KOHCTaHTe Gp3vHe npeTBapara U
MonyBpemMeHa MpeTBapara acKopOuHCKe Y AeXWAPO0acKOPOUHCKY KucennHy npaheHo
CTaHAPHOM N KMHETUYKOM METOTOM.

Crabununaunpajyhn DCPIP meToga KunHeTnyka metoga
areHcu K ty2 (h) K ty2 (h)
Cnena npo6a 0,0245 284 0,0232 30,0
(HPOs)3 2% 7,5-10° 9284 54-10° 12998
H3PO, 2% 0,0011 663,1 0,0009 774,6
HCI 2% 0,0012 568,4 0,0011 650,4
CH3;COOH 100 mmol/L 0,0027 257,9 0,0026 2731
H,C,04 100 mmol/L 0,0024 287,1 0,0027 256,4
EDTA 1 mmol/L 0,0049 140,7 0,0047 149,7
CH3COOH 100 mmol/L 0,0010 678,4 9,9-10™ 703,3
EDTA 1 mmol/L
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Cnuka 29. YTuuaj MeTaocopHe KUCENMHE Ha Op3uHY
oKcupaumje O-TOMAMHA W MHAYKUMOHO BpeMe  MPUINKOM
ofpehuBarwa ButammHa C. Kpuea 1 npukasyje cneny npoby, 6e3
pogatux cyncraHuu. Kpmea 2 03HayaBa Op3viHY OKcupauumje y
npucyctey (HPO3)s. KpmBa 3 npefcTae/ba 6p3viHYy okcupauumje
KocyncTpara y npucyctsy AscH», HaKOH MHAYKLMOHOM nepuoja.
KpuBa 4 npukasyje 6p3viHy okcugaumje y npucycTBy ackopbuHCKe
N MeTagocthopHe KucenmHe. Ycnosu: nepokcmgasa 10 U/L; o-
TonmauH 0,5 mmol/L; H,O, 5 mmol/L; AscH, 1 mmol/L; (HPOs3)3
2%; pH 5.
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Pa3nor oBe nojase Tpeba TPaXUTU Yy ONCTPYKLMjU eH3MMa YCNel AeMMUYHE AeHaTypaunje
MPOTENMHCKOI MONEKY/a [1ejCTBOM OBUX jaKMX KMCENMHA, LUTO Ce MaHU(eECTYyje CMatbeHOM 6P3VHOM
npeTBapatba.

3a pa3nMKy of cTaHAapAHMX HeopraHCKMX ctabunmsatTopa ynotpeda opraHCKMX KucenmHa
Kao cTabunmsmpajyhux areHaca ce nokasasia Mawe euKacHOM, ain je CMawuna fderpagauujy
ButamMmHa C TokoMm 96 caTu y ogHocy Ha cneny npoby 3a suwe o 10 nyTa. 3agoBosbasajyhu
cTabunuanpajyhu edgekar nokasane cy cmewe CH3COOH u EDTA, TOKOM [0OBO/LHO Ayror
BPEMEHCKOI nepuoga noTpebHOr 3a u3Bohewe Mepera U UCMObUIe CUHEPTUCTUYKO AejCTBO Y
OfHOCY Ha NnojefiHa4YHe KOMMOHEHTE, [OK Y MPUMEeHEeHUM KOHLeHTaumMjama HUCy yTtuuane Ha
aKTMBHOCT Mepokcuaase, na ce camMMM TWUM HWUCY HeraTMBHO Ofpasw/ie Ha KOH3UCTEHTHOCT
pesynraTa.

Y TOKYy Aa/ber MCTpaxuBaka CBM YMNOTPeb/beHWM pPacTBOPUM aCKOPOUHCKE KUCeNUHe Cy
cafipXXaBnu UCTe KonuumnHe ctabunmanpajyhmnx komnoHeHTn CH3;COOH n EDTA, 100 mmol/L n 1

mmol/L, pefom, LWTO je y3rMaHo Yy 063up 1 NPUANKOM pa3bnaXKmBara OCHOBHINX pacTBOpa.

4.2. Pasnarare BOAOHMK-NEPOKCUaA NepPoOKCNIA30M peHa

Kao wto je Beh onucaHo, eH3UM nepokcupaasa TpaHChopmuLLe BOAOHWUK-MEPOKCUS, KOju
npefcras/ba NOTEHUMjAIHU MyTareHu areHc, y BOAY W KMCEOHMYHU pagukan. Ta peakuuja je
OnakLlaHa NpucycTBOM KOCYMNcTpaTa nepokcuiase, kao AOHOPa BOLOHMKA, Te he eH3UM, HacTam
KMCEOHWYHW pajivikasl, NPeTBOpUTK Takohe Yy HOBM MOJIEKY/ BOJe, & CaM KOCYNCTpaT OKCUA0BaTh y
paguKan, HUCKe peakTMBHOCTM. Cama npupoga Kocyncrpara (apoMaTW4HOCT Y3 MPUCYCTBO
XVUAPOKCU/THUX Y aMUHO Tpyna) cTabunnsyje HecnapeHy eneKTpoH Pe30HaHTHUM CTPYKTypama, na
je uMTaB OBaj MexaHM3am YCMepeH Ka HeyTpaiv3aumjy pagvkana v crpeyasawy owTteherba
BUTaTHUX heinjCKMX PyHKUMja.

Jlofatak BOAOHUK-MEPOKCUAA Y aHA/IMTUYKY CMeLLY KOjy YMHe eH3M MepoKcuaasa v HeKu
0f, Kocynctparta, [OBOAM [0 6p3e oOKcupaumje KocycTpara, LITO Ce MOXe [AeTeKToBaTu
CNeKTPOPOTOMETPUjCKM 360 TPEHYTHOI pa3Bujarba arncopryMoHOr Makcumyma Ha ofrosapajyhoj

TanacHoj ayxuHn (Cnuka 30).
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Cnnka 30. ®dopmupare OKCUAaUMOHUX MpoAyKata 0-ToNuAMHA
(630 nm) n 6eH3nanHa (410 nm), TOKOM pasnaraka BOAOHUK
nmepokcuia MepoKcuiasoM peHa, npu cnegehum  ycnosmma
peakumnje: nepokcmgasa 10 U/L; H,O, 1 mmol/L; ekBuMOnapHe
KONN4YMHe o-TonnauHa 1 6eHsuamHa 0,5 mmol/L; ynutpatHm nydep
pH 6.

Bp3nHa (opmupara OKCMAOBaHe (opme KOCyncTpata MOXe MOCMY>XUTU Kao Mepa
penaTvBHe aKTMBHOCTU nepokcugase. MoyeTHy 6p3viHY (Vo) OBe peakuuje MOXEMO M3pasuTh Kao
npomMeHy ancopbaHumje NPOAYKTa, Tj. OKCUAOBAHOI KOCyncTpata ca npomeHom BpeMeHa A[A]/A[t].
padukn ce MoXe NpPeAcTaBUTM TaHreHCOM Yrna Harmba - (tgo) MOYETHOr, SMHeapHor, aena
Kpmee. OBa 6p3nHa 3aBUCK Of, KOHLEHTpaumja CBUX KOMMOHEHTM TepHapHOI KOMI/EKCa eH3UM-
cynctpar-kocyncrtpar. Cnmka 31, mMokasyje 3aBMCHOCT MO4YeTHe 6p3viHe peakumje 0f
KOHUeHTpauuje eH3Ma. Y ycnoBuma orfieia OHa je AMPeKTHO-NPOoNopLoHaIHa.

Bp3nHa okcupaumje KocyrncTpara je AUPeKTHO MPOonopLMoHaniHa KOHLEHTaLmMju CyncTpara,
BOJOHMK-NepoKcnaa, anv camo npu KoHueHpaunjama ncnofd spaHoctn 3a Ky (Cnvka 32).

MprYMeHOM KOHLeHTpaLumja u3Hag Tux BpegHocTn fobuja ce npasa 3aBUCHOCTM YMjU MPeceK
ca X ocom ogpehyje MwuxaenmcoBy KOHCTaHTy. [abe mnoBeharwe KOHUeHTpauuje BOLOHVK-
nepokcunia JOBOAM O KPUTUYHE Tauke npecuherba CYNncTpaTtoM, MHXUBULM]E eH3UMa N CMaHerba

Op3nHe peakuunje, y nMTepaTypu No3HaTo Kao - caMoybucTBeHa MHakTuBaumja [212].
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Cnuka 31. YTuuaj KOHUEeHTpauuje nepokcuaase Ha Op3nHy
oKcugaunje o-TonuauHa. Ycnosu peakuuje cy: 1 mmol/L H,O,; o-
TonmauH 0,5 mmol/L; nepokcngasa 5 (1); 10 (2) n 20 (3) U/L.
PenatvBHe noyeTHe 6p3nHe m3Hoce: 0,0080; 0,0042 u 0,0023
pecneKTuBHO.
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Cnunka 32. 3aBMCHOCT Op3nHe okcupgaumje o-tonuamHa (1) u
6eH3nanHa (2) NepokcMaasoM peHa Of, KOHUeHTpauumje BOAOHMK-
nepokcuaa. Ycnosu peakumje cy: nepokcmasa 10 U/L; o-TonmanH
N GEH3NOUH Yy eKBMMONApHUM KOHUeHTpaumjama 1 mmol/L.
MapameTpy y3 O-TONUANH N BEH3UAMH Cy HaBefeHW pegom: Ky =
0,137 mmol/L, Vmax = 5,5 mmol/Ls n Ky = 0,114 mmol/L, Vmax
= 3,7 mmol/Ls.
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MpuKasnBarbe pesynTarta U3 cpeauLlber Aena KpUBMX anjarpamMmoM Ha HauvH npema Egujy un

XocTnjy je nnycTposaHo camkom 33.
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Cnuka 33. Epm-XocTunjes Amjarpam 3aBUCHOCTK 3a: (2) 0-TonuauH, Vmax = 12 mmol/Ls; Ky
= 0,15 mmol/L n (6) 6eH3nanH Vmax = 7,7 mmol/Ls; Ky = 0,117 mmol/L.

Mpumehyje ce fa je 6p3nHa okcugaumje KocyrncTpata Kao 1 Muxaenmcosa KOHCTaHTa, Beha

Kof, O-TONMANHA.

4.3.  KuHeTuKa okcmpaumje L-aCcKOpObMHCKe KMcenrHe NepoKcraasom peHa

YBoherbeM acKOPOUHCKE KMCENMHE Y PeakLMOHY CMeLLy, OABUja ce napasnenHa HeeH3nMCKa
peakuuja, Koja OKCW[OBaHe KOCYMCTpaTe WCTOBPEMEHO peayKyje Yy MOYETHO CTatbe, LUTO Ce
MaHuecTyje oanaratbem (MHAYKLUMOHUM NEeprofoM) MojaBe aHanWTWUYKOr CUrHana, cBe [OK
BuTaMMH C He npehe KBaHTUTATMBHO Yy [AEXMAPOACKOPOWHCKY KucenuHy. OBaj WHAYKLVOHW
Mepuoj Ce Mokasao Kao KOPUCTaH M MpeuusaH KMHETUYKM napameTap Yy npaheky peakuyoHor

MexaHM3Ma KOju ofpakaBa Bpe4HOCTW peLmnpoYHe NoyeTHoj 6p3nHu peakumje, v Tj. 1/tga.

4.3.1. YTuuaj KoOHLUeHTpauuje aCKOpOMHCKE KUCEIMHE Ha UHAYKLMOHW Nepuog

Ay>XHa VHAYKUMOHOT Meprofa YKONMMKO Cy CBK OCTany umHMoum (YCnoBu) peakupje

KOHCTAHTHM AMPEKTHO 3aBUCK Of NpUcyTHe KonnunHe ButammHa C (Cnvka 34).
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Cnuka 34. EdekaT ackOpObWHCKe KUCE/IMHe Ha KUHETUKY
nepokcuaasHe peakumje, npaheH npu cnegehuMm  ycnoBuMa:
nepokcmpasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-TonnamH 1 mmol/L;
umTpaTtHu nydep pH 6; kprBa 1 03Ha4vaBa cneny npoby, Kpmee 2-6
AscH, koHueHTpaumje 5; 10; 20; 30 m 50 pmol/L, pegom.
KoegpuumjeHTn npaBua KpuBmMX, 3aHemapyjyhu WHOYKUMOHK
nepuog, msHoce 0,0041 (1); 0,0040 (2); 0,037 (3); 0,0032 (4);
0,0029 (5) 1 0,0021 (6) (B. cn. 48).

KpuBa 3aBWCHOCTU WMHAYKLUMOHOT MepuoAa Off KOHLIEHTalMje acKOpPOUHCKe KUCenuHe je

npukKasaHa Ha cnmum 35.
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Cnuka 35. 3aBMCHOCT MHAYKUMOHOI nepuoga of KOHLeHTpauunje
ackopobuHcke KucenuHe, npaheHo npu cnegehum  ycnosuma:
nepokcupgasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-tonngmH 0,5 mmol/L;
UMTpaTHU nydep pH 6.
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Ca aHa/MTMYKe Tayke rneguwiTa ynoTpeb/bMB je caMO JIMHeapHW [e0 Kpuee pagu
KOHCTpyucara KanmbpaumoHe npase. OMcer /uMHeapHe 3aBUCHOCTU je ca CTpaHe BULINX
KOHLeHTpaumja acKopomHCKe KUCENMHE NTMMUTUPaH KOHLLEHTPaL/MjoM BOAOHUK-Mepokenga. Kako je
pefyKuuja nepokcuaa, Kao M OKcuaaumja acKOpOWHCKe KucenvHe [BOE/IEKTPOHCKA peakuuja, y
C/yyajy HWUXOBOI CTEXMOMETPUjCKOr €KBMBA/IEHTa Yy PacTBOpy He OM 6WUN0 PacnonoXmBux
monekyna H,O, koju 61U OKcugoBasi KOCYNnCTpaT — WHAMKATOp, Na 6u M30cTao nopact
ancop6aHuuje Ha oarosapajyhoj TanacHoj Ay>XUHW.

[eTepMunHaLmja HUKNX KOHLEHTpauuja BuTaMmHa C je orpaHmMyeHa KOHLEHTpaLmnjom camor
eH3MMa, jep CyBWLUE HUCKE KOHLUEHTpauuje nepokcuaase 6mBajy WHXMOUpaHe BOAOHWK-
NepoKcnoM, oK je oKcupaumja npy BAWMM KOHLEHTpauujaMa eH3Ma npesule 6p3a, a Kpatak
VHAYKUMOHW Nepuog He omoryhasa [J0OBObHY MPeLy3HOCT TOKOM Mepemsa.

NHOYKUMOHM nepuog npu ofpeheHoj KOHLUEHTpaumju acKopOUHCKE KUCeNnHe, YCTBapu
npeacrae/ba Bpeme 3a KOju oarosapajyha KOHLEHTpauuja eH3nma pasfioXu U3BECHY KOMNYMHY
BOLOHVK-NEPOKCMAa EKBUBAIEHTHY KOMMUMHM acKOpPOUHCKe KucennHe. Kako 6p3nHa okcupaumje
KOCyncTparta AMPeKTHO 3aBUCK Of KOHLEeHTpauuje nepokcuaa, oHa he y TPeHYTKY Mepera 6utu

MponopuyjasHO YMatbeHa 3a NPUMerseHY KONMUKNHY aCKOPBUHCKE KUCENNHE.

4.3.2. YTuUaj KOHUEHTpaumje nepokcmaase Ha MHLYKLUMOHW Nepuog

3a pasnMKy of ackopOUHCKe KUCEeNUHE, YTULaj KOHLUeEHTpauuje eH3nma nepokcujase Ha
LAY>XXVHY VHAYKUMOHOT neproga je 06pHYTO npornopuuoHaiaH. Kprea 3aBUCHOCTM Y OBOM C/y4ajy
npefcras/ba Xunepbosy, na je 3aTo 3aBUCHOCT MHAYKLUMOHOT Meproja of, peLmnpoyHe BpeAHOCTU
KOHLeHTpauunje eH3mma nnHeapHa (Cnvka 36).

KoegmumjeHTn npasua fobujeHUX Kpmemx cToje y mehycobHom ogHocy 0,035 : 0,018 :
0,010, wTo yKasyje fga je 3aBMCHOCT WHAYKUMOHOT Mepuoja Of PeuunpoyHe BpeaHOCTU
KOHLeHTpauuje eH3nma, Takohe gerHucaHa jegHaunHoOM rpase Y=A+BX.

MpumeHa oapeheHnX KOHLUEeHTpauuja nepokcnaase je IMMmTupaHa o4HOCOM KOHLUEeHTpaumja
eH3um/cyncTpar. [py HMXKUM  KOHUeHTpauujama eH3uma oceha ce WHXMOUTOPHM edekar
rnepokcmaa ycnes vera onafa akTMBHOCT Nepokcmaase LWTO ce MaHugecTyje 3HaTHUM noseharbeM
NHAYKUMOHOr nepuogda. Ca [pyre cTpaHe BuLUe KOHLEHTpauumje nepokcungase ybpsasajy peakumjy

[0 HEMEP/bUBUX BP3MHa.
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Cnuka 36. YTWuaj KOHLUEHTpauuje eH3MMa Ha PeuunpoyHy
BpeLHOCT VHAYKUMOHOT nepuosa, npu pa3INuNTUM
KOHLEHTpaLUnjaMa ackopOuMHCKE KUCENMHE. YCNOBM peakuuje:
H.O, 2 mmol/L; o-tonmamH 0,5 mmol/L; yutpaTtHu nydep pH 6,
AscH; 5 pmol/L (1); 20 ymol/L (2) n 50 ymol/L(3).

4.3.3. YTuuaj KOHLEeHTpaunje BOLOHNK-NEpoOKCuaa

KpwviBa 3aBMCHOCTY MOYeTHe Bp3nHe OKCUaaumje KocyrncTparta of KOHLUeHTpaLmje BOLOHMUK-
nepokcuaa obyxsaTa Tpy cermeHTa (nornasse 4.2. cnvka 32.).

MpBY CerMeHT Ce OAHOCK Ha HajBuMLUIE KOHLEHTpaLmje nepokcuia Kaja je KoHueHTpauuja
cyncTpaTa 3HaTHO Beha 0/ KOHLIEHTpaLuje eH3MMa U Kaaa Aonasun o MHXMouLMje CyncTpaToMm.

PaHnjn pagosu cy YTBpAWAM Aa y ogpeheHUM yCcnoBuMa, Kafja KOHLEHTpaLuja BOLOHUK-
Mepokcmga pacte y OfHOCY Ha KOHUeHTpauujy nepokcugase, mMoxe fAohu ao opmupara
HecTabunHor komnnekca nmehy asa monekyna H.O, 1 reoxha y xemy, LUTO MOXe AeMMUYHO U/
MOTMYHO Aa UHXMOMpa eH3um [184].

TakaB edekaT je yTBpheH y NpubAMmKHOM OAHOCY KOHUeHTpauuja 5 U/l : 2,5 mmol/L,

eH31IMa NepoKcKaase N BOLOHMK-NEPOKCUAa, pecrekTeHo (Cnvka 37).
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Cnunka 37. 3aBUCHOCT MHAYKLMOHOT Mepuroja 04 KOHLeHTpaumje
BOAOHMK-NEPOKCMAE, NPWU  PasIMuMTUM  KOHUeHTpauujama
eH3MMa. Ycnosu peakumje: nepokeupgasa 5 (1), 10 (2), 20 (3), 30
(4) U/L; o-tonnamH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka kucenuHa 0,1
mmol/L; uutpatHu nydep pH 6.

[MpoMeHa KOHUEHTpaunje ackopOuHCKE KUCeNIMHE MNPW  KOHCTAHTHOj KOHLEHTpaunju
eH3MMa, HMje yTulana Ha KOJIMYHMK eH3UM/CYNnCTpaT y YCNoBMMA MojaBe UHXMOUTOPHOT ethekTa
camo 0K rnocpefHa HeyTpaim3aumja BOAOHWK-NEPOKCHMAa aCKOPOMHCKOM KUCENMHOM HUje [oBena
KOHLEHTpaunjy nepokcmnaa UCcrnog KpUTUYHe Tauke 3a HacTajare HeakTMBHOI Kommsekca (Cnvka
38), 1 nomepuia KPUTUYHY TauyKy Ka BULLMM BPeAHOCTMA KOHLEHTpaLuje nepokcmaa.

[pyrn cerMeHT, ce Hanasn y JOMeHY CTEXMOMETPUJCKUX OfHOCa eH3UM/CYNCTpaT, rae cy
KOHLeHTpaunje nepokcuga usHag BpefHOCTM 3a Muxaenncosy KoHCTaTHTY. OBaj [e0 KpuvBe ce
06MYHO KOopuUCTM 3a oppehuBawe KMHETUYKMX MapameTapa. JlajHBuBep-bapkoB Amjarpam
3aBMCHOCTW MPKY 0BaKBOM CTakby CUCTEMa NpuKasaH je Ha cnvum 39.

Kako mpucycTBo aCKOpOGWHCKe KUCeNWHe 3anpaBO yMakbyje cagpykaj cyrncrparta 3a WUCTY
KO/IMYNHY Yy TPEHYTKY MojaBe aHa/IMTUYKOr CuUrHana (MHAYKUWOHOr BpemeHa) TO je Hemoryhe
ofpeanT MmnxaenmcoBy KOCTaHTY KopucTehy MHAYKUMOHO BPeMe Kao Mepy akTMBHOCTU eH3NMa,
YKO/IMKO Ce BPeAHOCTY 3a YMarbeHy KO/IMYMHY Nepokcuaa He yamy y 063up.

Tpehn cermeHT KpuBe 3aBUCHOCTM [MO4YeTHe Op3MHe OKcupaumje KocyrncTpara of
KOHLEHTpaLnje BOAOHUK-NEPOKCUAA, TAe CYy KOHLEeHTpaumje cyncrpara UCrog CTeXMOMETPUjCKor

OfiHOCa Npema eH3MMy U Kafa je noBehatse MHAYKLMOHOT BPEMeHa AMPEKTHO NPOMOPLMOHA/HO
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KOMNYNHN NMPUMEHEHOT CYTNCTPaTa, MOXE Ce KOPUCTUTK 3a KOHCTPyUCaH€e Kan|/|6pau,|/|0H|/|x npaBnx

3a ofpehmBarbe aCKOPOUHCKeE KNUCE/NHE.
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Cnuka 38. 3aBMCHOCT MHAYKUMOHOr nepuofa of KoueHTpauwnje
BOAOHWK-NEPOKCMAa,  MNPU  pasiIMuMTUM  KOHLEeHTpaumujama
acCKOpOUHCKe KucennHe. Ycnosu peakuuje: nepokcmpasa 10 U/L;
o-tonnamH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka kucennHa 0,1 (1); 0,4 (2); 1
(3) n 4 (4) mmol/L; ynTtpatHW nydep pH 6.

360r Npeymn3HOCTM Mepera, KOHLEHTpaLMja aCKopOMHCKe K1Ce/IMHe je nofellaBaHa Tako fa
HEeHa ropra rpaHnLa 3a ogpehusame M3HOCK MOMOBUHY KOHLEHTpaLuje ynotTpe6/beHor BOLOHMK-
nepokcupaa (Cnuka 39).

CMmaretbe KOHLEHTpaumje ackopOuHCKe KUCENMHE YTUYe Ha CMarbere WHAYKLMOHOT
BPEMeHa, a BpeAHOCTM OBOI napamMeTpa ucnog 10 cekyHamn, goBogunne 61 Ao 3HavajHNjUX rpeLuaka
npuaMkom Mepensa (Cnvka 40).

Kao kpuTepnjym 3a 1360p LoHe rpaHuue ofpefrBarba aCKOPOMHCKe K1CeMHE Y O4HOCY Ha
npYMerbeHy KOHLEHTpauymjy nepokcuia y3eTo 4a BpeLHOCT MHAYKUMOHOT nepuoga He 6yae ncnog
10 cekyHAn.
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Cnuka 39. 3aBUCHOCT WHAYKUWOHOI MNepuvoja Of WHBEP3HUX
BPELHOCTW KOLeHTpaLuje BOAOHVUK-NEPOKCUAA. Y C/IOBU peakumje:
nepokcmpasa 10 U/L; o-tonmamH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka
kucenuHa 0,4 (1); 0,8 (2); 2 (3); 4 (4); 10 (5) n 20 (6) umol/L;
uMTpaTHU nydgep pH 6.
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Cnunka 40. KanubpaymoHe npase 3a ofpefuBarbe acKopOUHCKe
KMCENIMHE MNPV PasnMuUTUM  KOHUEHTpaumjama  BOLOHMK-
nepokcuaa. Ycnosu peakuymje: nepokcupasa 10 U/L; o-TonmaunH
0,5 mmol/L; BogoHuK-nepokeng 0,1 (1) n 2 (2) mmol/L.
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4.3.4. YTuuaj Kocynctpara

KocyncTtpatu nepokcugase ce nosesyjy ca eH3VMOM rpagehn TepHapHU KOMIJIEKC eH3UM-
CyncTpar-KocyncTpar. PasfimumTii KOCYNCTpaTy Ce KapakTepuLly pasinymTtum apuHuTeTMma npema
EH3MMY W PasINYUTUM pPefOKC MNOTEHUMjaioM, Ma [OHMpaHwe BOLOHMKA Teye pasiMyunTuM
Op3nHama. BeH3NANH 1 HeroB AepuBaT O-TONMANH, CYy KOCYNCTPATK NepoKcnaase Ynju OKCUA0BaHu
061Uy ancopbyjy y BUA/LUBOM Jeny cnekTa, JOK MOoXaj ancopnumoHor MakcMmyma 3aBucu Of
pH cpeauHe.

Ynotpeba eKBUMOMAPHUX KONMYMHA OBMX KOCYMNCTPATHUX MOJSIeKyna, Mokasyje fAa
oKcupaunja 6eH3NIMHa Teve Cropuje o okcuaauunje o-tonmamHa npu Uctum ycnosmma (Cnuka
41). OBaj TpeHA Ce MPUINKOM KOHCTpymcakba KanmbpaunmoHnx npaBux MaHUgecTyje pas3inyuutum

Harnéuma npasux (Cnuke 44-47).
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Cnuka 4l. YTuuaj KoHUeHTpaumje kocyncrpata 6eH3ngmHa (1)
N o-tonuanHa (2) Ha MAYKUMOHW Mepuof. YCNoBWU peakuuje cy:
nepokcmpasza 10 U/L; H2O, 1 mmol/L; ackopbuHcka kucenvHa 0,1
mmol/L; yuntpatHu nydep pH 6.

[MoBehate KOHLUEHTpauuje wW3Hag BpegHocT of 1 mmol/L, npu NpUMEHEHUM
KOHLIeHTpaLujama cyrncTparta 1 eH3uMma, He CMakbyje 3Ha4ajHO MHAYKLMOHO BpeMe.

KanmbpaumnoHa npasa KOHCTpyMcaHa y3 6eH3MAMH Kao KocyncTpat nepokcuaase uma sehu
KoethmumjeHaT npasLa y OAHOCY Ha KannmbpauuoHy npasy A06UjeHY Y3 O-TONMUAWH, LUTO je yKasyje

Ha Behy OCET/bUBOCT GEH3NAMHA Kao UHAMKaTopa. MehyTuM, BoJeHN pacTBOpW GeH3UaMHa nocne
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HEKONMKO CaTW Mpenase y KONOWAHO CTatbe, LUTO CE HeraTVBHO ofpakaBa Ha TPaHCMapeHTHOCT
pacTBOpa TOKOM Mepetba 1 PENPOAYKTUBHOCT MEPEHbA CE A0BOAN Y NUTaHE.
CMarbetbeM KOHLiEHTpaLuje KocymncTpaTa CMakbyje Ce MOBPLUMHA MCMog ancopruyoHor

Makcumyma (Cnvka 42), WTO npu YnoTpeGu HUDKUX BPeAHOCTU HYXXHO A0BoAM [0 Behux

EKCMepMMEHTATHUX rpeLlaka.

1.0+

0.8 1

0.6

0.4+

AncopbaHuuja (630 nm)

Bpeme (s)

Cnuka 42. VIHTeH3uTeT ancopbaHumje OKcuaoBaHOr 06/MKa O-
TONMAMHA MPU Pa3IMUMTM KOHLEHTpauujaMa. YCnosu peakuuje
cy: o-tonnamH 0,05 (1); 0,1 (2); 0,2 (3); 0,5 (4) n 1 (5) mmol/L;
nepukengasa 10 U/L; H,0, 0,1 mmol/L; umtpatHu nydep pH 6.

4.3.5. ¥YT1nuaj pH cpegmHe

pH onTuMyM CBakor eH3uma y NpuMpoan oapeadnna je MofekynapHa esonyumja. Kaga je pey
0 MepoKcKaasn peHa, by CUHTETULLY CeKpeTopHe henuvje, HAKOH Yera OHa npenasu 1 6vBa akTVBHa
y eKcTpaLenynapHoM npocTopy, rae je pH cpeanHe 6naro kucena [213].

PaHuju pagosu [114, 206] ykasyjy fa pH ontumym nepokcugase nexu nsmehy 4,5 un 6.5, n

[la eH3MMCKa aKTVBHOCT onaga ca noehatbem 6asHoCcTW cpeamHe (Cnvka 43).
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Cnuka 43. Ytuuaj pH cpefuHe Ha aKTMBHOCT nepokcuiase Yy (YHKUMjU KOHLEHTpaumja
BOJOHMK-NEPOKCNAa 1 aCKOPOMHCKE KUCENMHE Yy MpUCYCTBY O-TonuauHa (a) n 6eHsmanHa (6),
Kao Kocynctpata. Ycnosu peakuuje: nepokcugasa 10 U/L; H,0, 0,1 mmol/L; o-tonngmH 0,5
mmol/L; ackop6uHcka kucenmna 10 (1); 20 (2); 30 (3) n 50 (4) pmol/L.

MoxKe ce youmTK [a je aKTMBOCT Nepokcuiase peHa Hajseha y umtpaTtHoM nygepy pH 6, a
HajHWXa y 6opaTHOM nydepy pH 8.

4.3.6. KannbpaumoHe npase 3a oapehrBare aCKOPOUHCKE KMUCE/TUHE

ACKOpPOUHCKa KUCeNuHa je ogpehmBaHa y cepujyu CTabunmM3oBaHWX BOAEHUX pacTBopa Yy
oncery KoHLeHTpauumja og 0,4 go 50 umol/L (koje mehyco6Ho cToje y oaHocy 1 : 125), npw
KOHCTaHTHO] KOHLeHTpaumju nepokcugase 10 U/L. Oa 6u umtas orncer 6mo obyxeBaheH 0OBOM
METOAOM, cepujy je 6uno noTpebHO MNOAeNUTU Yy TPU CeTa, JIMMUTMPAHUX KOHLEHTpauujoMm
BOZIOHMK-MEPOKCHaa Tako fja oHa 6yae Beha o[, HajBuLLE KOHLEHTpaLuje acCKOpOUHCKe K1CeNnHe y
ceTy aBa nyta. KoHueHTpaunje H.O, cToje y mehycobHom ogHocy 1 : 5 : 25, no cetoBuma. Vcnog
KannbpaumoHnX npaBux, HaBefeHW Cy nojauu 3a: KoeduumjeHT npasua npase (tga); penatmeHM
KoethmUmjeHT npaBux, Aa 6u ce oHe MOr/e nopeauT MeflycobHO y OKBUPY UCTe cepuje, A06UjeH je
Kao npou3Bof KoeduumjeHTa npaBua M KOPecrnoAeHTHe KOoHUeHTpauuje nepokeunga (tga-Chzop);

KoethmumjeHT Kopenaumje (R) n ctaHgapHa gesujaumja (SD).
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Cnuka 44. KanubpaumoHe npase 3a ofpefyBarbe acKOpOUHCKe
KucenuHe y oncery og 0,4 po 50 pymol/L npu opgrosapajyhum
KoHUeHTaymjama cynctpata (H2O,) u cnegehum  ycnosmma
ofpefuBama: nepokcngasa 10 U/L; ekBMMONapHe KOMMYMHE O-
TonngmHa (1) n 6eHsnguHa (2) 0,5 mmol/L n yuTpaTHU nydep
pH 5.
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Cnuka 45. KanubpaymoHe npase 3a ofpefuBarbe aCKOPOUHCKE
KucenuHe y oncery og 0,4 po 50 pmol/L npu ogrosapajyhum
KoHueHTaumjama cynctpara (H2O,) wn cnegehum  ycnosuma
ofpefuBama: nepokcngasa 10 U/L; ekBMMONapHe KOMMYMHE O-
TonmanHa (1) n 6eHsnguHa (2) 0,5 mmol/L n yutpatHu nydep
pH 6.
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Cnunka 46. KanubpaymoHe npase 3a ofpefyBarbe acKopOUHCKe
KucenuHe y oncery og 0,4 go 50 pmol/L npu ogrosapajyhum
KoHueHTaumjama cynctpata (H2O,) wn cnegehum  ycnosuma
ofpefuBama: nepokcngasa 10 U/L; ekBMMONapHe KOMMYMHE O-
TonngmHa (1) n 6eHsmguHa (2) 0,5 mmol/L n yutpatHu nydep
pH 7.
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Cnuka 47. KanubpaymoHe npase 3a ogpefhuBarbe aCKOPOUHCKE

KucenuHe y oncery og 0,4 go 50 pmol/L npu ogrosapajyhum
KoHueHTaumjama cynctpara (H2O,) wn cnegehum  ycnosuma
ofpefuBama: nepokcugasa 10 U/L; ekBMMONapHe KOMMYMHE O-
TonmamHa (1) n 6eHsnguHa (2) 0,5 mmol/L n yutpatHu nydep

pH 8.
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Ca gujarpama Koju npukasyjy KaimbpaunoHe KpvBe ce BUAM fa Cy KoeuumnjeHT npasua
npaBuX A06KnjeHnX y3 6eH3MANH 6e3 U3y3eTKa BULLKN Y OHOCY Ha npase J06ujeHe y3 0-TONUAUH 3a
MCTK CeT KOLeHTpaumja, LUTO yKa3yje Aa ce TpaHCMopT BOAOHMKA ca BeH3uaMHa Ha nepokcugasy
o6aBsba criopuje, y 0AHOCY Ha 6p3rHY npeHoca ca 0-ToNMANHa.

Y 6a3Hoj cpeanHun (pH 8) rae je akTMBHOCT MEPOKCMAA3e PeHa HKa HEro y HeYTPasiHoj U
cnabo Kucenoj, BpefHOCTU 3a MHAYKLMOHO Bpeme Cy Yy Npoceky Behe 3a OKO Aga nyTa, LWITO
noTeHUmMjaiHO omoryhasa AeTepMuHaunjy fBa nyTa HKNUX KOHLEHTaLMja aCKOPOMHCKE KMUCeNTnHE.

KoegmumjeHT Kopenaumje cy y CBMM CnyyajeBUMa 3HaTHO M3Hag BpegHocTw 0,99, wto
yKasyje Ha MyHy nunHeapHy Kopenauujy mamehy KOHUEHTpauuje aCKOPOUHCKe KucenuHe (Kao
3aBMICHO NPOMEH/bMBE) Y MHAYKUMOHOT nepuoja (Kao He3aBUCHO NPOMEH/bUBE).

CraHfapfHa feBujaunja pacte ca nopactom pH BpegHOCTW, LOK je MpoceyHa CcTaHAapAHa

AeBnjaumja y3 0-ToNMAMH HelTo HKa (1,69) y ogHocy Ha npocek npv 6eH3nanHy (2,97).

4.3.7. VcnutmBambe yTuuaja CTpaHux cyrncraHum

TecTvpaH je YyTuUa] HEKONMKO CyncTaHuuW, Npe CBUX CTabunmusatopa pacTBopa WU
EKCTPaKLUMOHMX CpeacTaBa acKOPOMHCKE KUCENMHE, Kao W MNOjeAMHUX  KOMMOHEHTU W3
(hapmaLeyTCKMX MNpom3Bofa Koje ce Hanase y KOMOMHauuju ca ButaMuHOM C, Ha NpeuusHoCT
werosor ogpehmsarba (Tabena 10). To je yumrbeHO JofaBateM pacTBopa CTpaHUX CyncTaHum y
cepujy pagHux pactsopa BuTammHa C unja je KOHUeHTpaunja TecTupaHa. KoHueHTaumje pacTeopa
CTpaHUX CyncTaHuu cy bupaHe MO TOME Kako je 3BaHMYHa MeToda TO 3axTeBana, Kaja je pey o
CTabunmsatopuma 1 eKCTPaKUMOHUM CpeACTBMMA, OLHOCHO Y KOM Ce OfHOCY CTpaHa CyncTaHua

Hanasu y BeNHK (apmaLieyTCKIX NPoM3BOAa, Kafa ce paay 0 aKTYBHUM CacTojLMMa cyrniemeHara.
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Tabena 10. YTuuaj cTpaHMX CyncTaHUM Ha ofpefuBare cagpxkaja acCKOpOUHCKe
kucenuHe (1 mmol/L = 176,1 mg/l) y oagHocy Ha cneny npoby W3pPaKeHo Y
npoueHTuMa. PCC npefcras/ba pa3dnaxere CTpaHe CyrncTaHLe.

CTpaHa cynctaHua PCC 2:1 PCC 11 PCC 1:2
(HPO3)3 2% - 37,4 28,5
H3PO, 2% - 22,7 16,2
HCI 2% - 29,3 18,4
H,Cy04 1% 6,9 7,0 -1,3
CH3;COOH 0,1 mol/L -0,5 0,8 11
EDTA 1 mmol/L -1,6 -0,3 0,3
CH3;COOH 0,1 mol/L -2,7 14 09
EDTA 1 mmol/L
2-alleToKCnbeH30eBa -154 -19,2 -8,8
KUCeNnHa 2: )"

Fe’* (1:3) 38 -3,6 -18
zZn** (1:100) 45 2,1 -0,9
CeH1206 (5:1) 0,7 0,8 -0,5
Tokodepon aueTar (1:10) -1,1 0,7 0,7
PeTuHoN auerar (1,5:1) 10,4 45 05

4.3.8. TpumMeHa nocTynka

PeakuMoHN cuCTEM eH3uUm/cyncTpat/kocyncTpaT/aHTMoKeuaaHT/nydep, obyxeara BuLle
CYNCTaHUM Koje YTWYy jedHa Ha APYry Ha pasimumte HauuHe. YBOReHe HOBWUX KOMMOHEHTU
fofaTHO onTepehyje CUCTEM LUTO Ce Y 3HayajHO] MepW ofpakaBa Ha pesyntaTe Mepewa, Te je
ofpehunBare KUNHETUYKMX NapameTapa peakLmje HeJoBO/bHO NOY34aHo.

Nako cy pesyntat [OOMjEHN KMHETUYKOM METOLOM YMOpeauBu ca pesy/ntatuma
nobunjeHnm cratHgapaHom DCPIP metogom (Tabena 9), oHM cy 3a0BosbaBajyhn camo Npuankom
ofpehunBarba acCKOpOMHCKe KUCeNNHE Y npenapaTuma, Koju He cagpke Apyre akTVBHE KOMIMOHEHTE
(Tabena 11).

“MaceHn ogHoc, cTpaHa cyncTaHua : BATamuH C.
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Tabena 11. Cagpxkaj ackopbuHcke KucenuHe (mg) ypasnuuuTuM npenapatuma, [Lo6ujeH
NMPUMEHOM EH3MMCKe MeTOZe, Y3 KOCyncTpare 0-TOIMANH U 6eH31anH 1 npn pH 6 1 8.

Mpenapat JeknapaTnsHn O-TonmaunH beHsnamH
BUTaMmHa C cagpxaj (mg)
pH 6 pH 8 pH 6 pH 8

Mpenapart 1 500 511,8+10,4 | 491,0+14,5 516,3+9,7 504,3+11,2
Mpenapar 2 1000 1011,4+13,1 | 1007,6+16,3 | 1008,8+11,0 | 996,5+9,3
Mpenapart 3 50 53,2+6,8 52,4+7,1 48,5+8,9 47,6+10,3
Mpenapar 4 240 204,6+12,9 | 2158+55 | 212,2+14,6 | 220,0+154
MMpenapart 5 250 134,8+19,7 | 167,9+24,1 | 151,9+218 | 178,6+31,6

Mpenapatr 1 - Tabnera, ButammH C, TaneHmka a. pfA. beorpag. TMomohHe cyncTaHue:
MWUKPOKpUCTANHA Lienynosa, KpocKapMenosa-HaTpujym, marHesunjym-creapar, 6e3BojHa /1akTo3a v
KYKYPY3HU CKpO6.

Mpenapart 2 - npawak, ButamuH C, b. I'. ®apm, beorpag, 6e3 noMohHUX CyncTaHLu.

Mpenapat 3 - npawak, JlakopacTeop/buen BuTammH C, VeBaHumh n cuHOBM 4. 0. 0., beorpag.
MpaTeha cyncTtaHya, 450 mg rnykosa.

Mpenapat 4 - wymeha Tabneta, AcnupuH nnyc C, bajep, Hemauka. MNopes ButammHa C cagpxu v
400 mg aueTuncaMUMIHE KWUCENMHE W MNOMOhHe CcyncTaHue: HaTpujuM-AUXULPOTeHLMUTPAT,
HaTpUjyM-XnaporeHKapboHar, IMMyHCKa KUcennHa 6e3sofHa 1 HaTpujyM-kapboHat 6e3B04HMN.
Mpenapat 5 - wymeha Tabneta, Cynpasut ACE+Zn+Se, KeHaun, byrapcka. NoMmohHe cyncraHue:
25 mg o-Tokoepon-aueTarta, 333 mg peTuHon-auetarta, 300 pg hosfHe KucenmHe, 15 mg UMHK-
cyndara, 30 Hg HAaTPUjyM-ceneHata M MOMOhHE CyNCTaHLE: /IMMYHCKa KWUCENWHA, T/yKO3a,
perynartop kucenoctu (E500ii), apoma maHfapviHe, 3acnafusay (E951), xymektaHT (PEG 6000) 1

6eTa KapoTeH.

4.3.9. Koe(huumjeHTU npaBua Kao aHa/INTUYKKN napameTap

Y TOKY UHAYKUMOHOI nepuoga npoMeHa BpefHOCTM ancopbaHumje Ha n3abpaHoj TanacHoj
AYXWHW je jeaHaka Hynu (A[Abs] = 0). Apyru feo KpuBe, HAKOH UHAYKUMOHOT nepuoga, A[Abs]/At
npeacTae/ba OP3VHY OKCMAalmMje Kocyrncrpara U Takohe ce MOXe MCKOPUCTUTW Kao napameTtap
peakLMjCKOr CcucTeMa, jep OfpaxaBa W3MeHeHO CTawe HaKOH aHTUMOKCUAAHTHOr efekTa

aCKOp6VIHCKe KMCENNHE, LLITO Ce MOXKE 3aK/by4nUTU ca Cinke 34, a BUAETU Ha cnvum 48.
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Cnnka 48. 3aBMCHOCT  pPeuMnpoOYHUX BPEAHOCTU  MOYETHUX
Op3nHa peakuuje 0f KOHLEHTpauMje acKOPOWHCKE KUCE/IUHE.
Ycnosn peakumje: nepokcngasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-
TonmauH 1 mmol/L; untpatHu nydgep pH 6.

[OK VHAYKUNOHW NepuoaM NPeacTaB/bajy eKBUBAIEHT PELMNPOYHNX BPESHOCTU MOYETHUX
6p3vHa (1/vg), AoTne ce KoemumjeHTM npaBua tgd OfHOCE Kao AMPEKTHe BPEeAHOCTU MoYeTHe
6p3nHe (Vo).

HepocTalm oBakBOI Ha4MHa NprKasuBarba Cy: Ay>KuMHa Tpajaka Mepera (Y 0BOM C/y4ajy ce
npatu TOK 4yMTaBe peakuuje, 3a pas3nvky of npahewa WHAYKUMOHOr Mepuofa Kaja je Mepere
Moryhe MpeknHyTK), LITO HYXXHO LOBOAM A0 nosehara eKCreprMeHTa/IHE TPeLLKe; Npu nojefuHUM
ycnosuma (pH, HMCKa KOHUEHTpaumja KocyncTparta), Aonasv [0 MojaBe jedBa MeprbuUBor
arcopnuMoHOr CKOKa, Kao 1 TO LITO Ce [0 BPeAHOCTM Harmba KpuBMX [0/a3n HaKOH npopadyHa,

[0K C€ MHAYKLMOHW Nepro/, MOXKe OUMNTATU ANPEKTHO ca KainbpaLoHe npase.

4.4. WHXmnbnumoHn epekaT peTUHOM-aLeTaTa Ha NepoKcmasy peHa

Y TOKy wucnuTMBawa yTuuaja CTPaHMX CYMNCTaHUM Ha ofpefuBare KOHLEHTpauumje
BuTammHa C npuvmeheHO je 3HaTHO OACTYMake Of OYEKMBaHUX pesynTaTa MPUINKOM [oAaBarba
ofpeheHnx KonnumMHa peTuHos-auetara. TO je ykasasio Ha Moryh ytuuaj peTuHon-aletata Ha

MeXaHW3aM KaTaMTUYKe peakLuje 1am Ha CUHepPrnyHmn edekart ca BUTammHom C
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4.4.1. YTvuaj peTUHON-aleTaTa Ha NepoKcuaasy peHa 6e3 npucycrea ButammHa C

Mepeta aKTMBHOCTM Mepokcuaase obaB/beHa 0e3 MpucycTBa acKOPOUHCKE KUCeNUHe
nokasasia Cy CMarbete 6p3nMHe oKcuaaumje KocyncTpaTa, Cpa3MepHO A0AaTOj KOMMYMHU PETUHON-
auetara (Cnuka 49). Kako je y 0BOM Cfy4yajy M30CTana nojaea WMHAYKLUMOHOr nepuoga, 1O cy
pe3ynTaTn yKasuBan Ha HEMOCTOjate aHTUOKCMAAHTHOT e(peKTa npeMa MosieKy/MMa Kocyncrpara,

Tj. paguKanMma 6eH3NANHCKNX AepuBaTta.
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Cnuka 49. YTuuaj peTuHon-auetata Ha 6p3vHYy oKcupaauumje o-
TO/IMAMHA NEPOKCNAA30M peHa. Y CNoBuM peakumje: nepokcmaasa 10
U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-tonnamH 0,5 mmol/L; kpnea 1 o3Ha4aBa
cneny npoby, AOK ce KpvBe 04 2 [0 5 ofHOCce Ha peTuMHOM-aueTar
fofat y KoHueHTpaumjama 10, 50; 100 n 200 U/ml, pegom.
PenaTvBHe Mo4yeTHe Gp3nHe, n3paxeHe Kao tga, maHoce: 0,0041
(2); 0,0034 (2); 0,003 (3); 0,002 (4) n 0,0015 (5).

[MoBehatbe KOHLIEHTpaumje mnepokcuaase cpasMepHo nosehaBa Op3vHY OKcuaauumje o-
TonnamHa (Cnuka 50).

NajHBuBep-bapkoB Aujarpam 3aBUCHOCTM PELMMNPOYHMX BPELHOCTU Op3nHEe peakuuje Of
peumnpoYHnX BpeaHOCTN KOHLIEHTpaumje cyncTpaTa nNpukasaH je Ha cnmum 51. Kako cy ce npase
3aBMCHOCTW Bp3KnHe peakumje 04 KOHLEHTpauumje cyncTpaTa cekne NpubnKHO y jelHOj TauKn Ha Y-
0CHK, a [ia Ce OHa HWje NPOMeHWMa y 0OHOCY Ha cneny npoby 6e3 NPUCYTHOI peTUHOM-aueTaTa, To je
3aK/by4eHO [a peTMHOM-aLeTaT MHX1bMpa eH3nM NepoKCnaasy peHa v fa Ta MHxubuumja npunaga
HEKOMMEeTUTMBHOM Tuny. Ha oBaj HauMH yTBpheHo je Aa Muxaenucoea KoHcTaHTa m3Hocu 0,13+
0,01 mmol/L.
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Cnuka 50. YTuuaj KOHUEeHTpauuje mnepokcuaase Ha Op3nHy
oKcufaumje Kocynctpara O-TOMAMHA Yy NPUCYCTBY PETUHON-
auertara. Ycnosu peakuymje: nepokcmugasa 5 (1); 10 (2) n 20 (3)
U/L; H202 1 mmol/L; o-TonngmH 0,5 mmol/L; pH 6.
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Cnuka51. JlajHBuBep-bapkos Aunjarpam 3aB1CHOCTH
PeUMMpPOYHUX BPeSHOCTM TMOYETHe Op3vHEe Of PeuunpovHnX
BPeAHOCTY BOLOHUK-MEPOKCUAA Y NpUCYCTBY peTuHoN-aueTaTa 10
(1); 50 (2); 100 (3) U/ml. OcTanu ycnosu: nepokcngasa 10 U/L; o-
TonmauH 0,5 mmol/L; pH 6. Ky n3Hock 0,13+0,01 mmol/L.

[VKCOHOB AMjarpam 3aBWCHOCTV  PELIMMPOYHMX  BPEAHOCTM MOYeTHe 6p3nHe of
KOHLIEHTpaLMje peTMHO/-aLleTaTa AaT je Ha cnvum 52. Mpecek NpaBuUX ca y-0COM fAaje BPeaHOCT 3a

KOHCTaHTYy nuxmonymje (K)). npu yemy je ytepheHo ga oHa naHocum 98,5+5,0 U/ml.
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Cnuka 52. [MKCOHOB  [Aujarpam  3aBMCHOCTU  peLumnpoyHe
BPELHOCTW MoYeTHe 6p3vHe peakuuje 0f KOHUEHTpaumje peTUHO-
aueTara. Ycnosu pekuuje: nepokcmgasa 10 U/L; H.0, 0,2 (1); 0,5
(2); 0,1 (3) n 2 (4) mmol/L; o-tonmamH 0,5 mmol/L; pH 6. K,
nsHocn 98,5£5,0 U/ml. KoegmumjeHT kopenaumje R je cByga
n3Hocno npeko 0,99.

Mpema Egm-XogcTmjeBuM Aujarpamvma 3aBUCHOCTU MOYeTHe Op3viHe Of KOMMYHMKA
MoyeTHe GP3UHE M KOHLEHTpaumje cynctpata, yTBpheHe cy BpegHOCTU U 32 MakCUMasiHy 6p3viHy
(Vmax) WHXMOMTOPCKE peakumje, Ha OCHOBY KOjUX je KOHCTpyuCaH [Aujarpam 3aBUCHOCTU
PELMNPOYHUX BPEAHOCTN MaKCMMa/THUX 6p3nHa 0f, KOHLUEHTpaumje peTuHon-auetata (Cnuka 53).

Ha ocHOBY 0BOr Aujarpama ce Buay Aa MakcumasiHa 6p3viHa peakupmje onaga ca noseharbem
KOHLEHTpaunje peTuHon-auetara, a ga Mwuxaenmcoa KoHcTaHTa (Ky) wmsHocn 0,124+0,015
mmol/L.

YnotpebomM 0BOT NMOCTYMKa aHasM3npaH je y30pak CPOBUHCKE KOMMOHEHTE 3a 13pasy T3B.
wymehnx Tabneta W WHCTAHT HanuTaka Yy npaxy, peTuHon-auetata Ha Hocady ([aneHuka,
beorpan), AeknapaTvBHOr m3Hoca 524,519 kU/g. HakoH pacTBapatba 1 g npenapata y 1000 mi
[iejOHM30BaHe Bofe 1 pasbnaxera 2, 5 1 10 nyta, NPUCTYNUNO Ce Meperby Y3 BOLOHWUK-MEPOKCUL,
KoHUeHTpauwmja 0,2 n 2 mmol/L, pe3ynTtat Mepera aatu cy y Tabenn 12.
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Cnnka 53. 3aBMCHOCT PeuunpoyHMX BPEHOCTN MaKCUMaTHNX
6p3nHa (0o6ujeHnx Ha ocHoBy Eam-XocTujeBux aujarpama) o
KOHLeHTpauuje peTuHona.

Tabena 12. Cagpxaj peTuHon-aueTara y y30pKy CUPOBUHCKE KOMMOHEHTE.

Pasbnaxere tg o tg o PeTuHOnN-aueTart
(H2020,2mmoal/L) | (H202 2 mmol/L) (kU/L)
1:2 (262,260 kU/L) 0,0018 0,0031 283,0+17,5
1:5 (104,904 kU/L) 0,0033 0,0049 110,1+9,8
1:10 (52,452 kU/L) 0,0043 0,0070 55,516,4

[obnjeHn pesyntat 557,0 kU/g, ce pa3nmkoBao 3a 6,3 %, y OfHOCY Ha AeKnapaTUBHY

BPEAHOCT.

4.4.2. YTuuaj peTUHON-aLeTaTa Ha NepoKcuaasy peHa y npucycTey ButammHa C

YBohewe 06a BUTaMMHA Yy PeakLMOHY CMeLLy MnojadaBa HhUXOBE MojefuHayHe eekTe Ha
oKcupaumnjy 6eH3nauMHCKMX gepviBata. [lOK je acKOpOWHCKA KUCeNMHa MPUBPEMEHO MPUCYTHA Y
CUCTEMY W YTUYE Ha KWHETUKY peakuuje CMarerem cafpXaja BOLOHMK-Mepokcuia, LoTe

peTVUHON-aLEeTaT Aenyje NepMaHeHTHO CBOjUM UHXMBUTOPHUM eeKTOM Ha nepokcuaasy, NpuBMaHO
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CMamyjyhn HeHy KOHLEeHTpauujy. Ha Taj HaumH fonasu v Ao noseharba MHAYKLMOHOT BpeMeHa U
[0 CMakbera noveTHe 6p3nHe peakumje (Cnvka 54).
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Cnukab4.  YTuuaj peTMHoN-aueTata Ha 6p3vHYy OKcaauuje o-
TONUANHA W WHOYKUMOHW Nepuos Yy MPUCYCTBY acKopbuHCKe
KucenvHe. Ycnosu peakuuje: nepokcupgasa 10 U/L; H.O, 0,02
mmol/L; o-tormamnH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka kucenuHa 0,01
mmol/L; KpmBa 1 npefcTaB/ba cneny npoby (6e3 BuTammHa), a
KpwuBe (2-5) peTuHON-aueTar gogar y KoHueHTpaumjama 0; 10; 50 n
100 U/ml, pepom. PenaTvBHe nO4YeTHe Op3MHE M3paXeHe Kao
tga-10*usHoce: 8,2 (1); 4,3 (2); 3,6 (3); 3,2 (4) n 2,3 (4).

ako cy Ha npBw nornes oBa ABa ehekTa 0flBOjeHa OHa Ce He MOr'y M30/10BaHO NOCMaTpaTy.
Tako ce MOXe youuTn ga ce MHAYKLMOHWN Nepuos Npojykasa ycrnen npucycTsa peTUHON aueTara
MPONOPLUMOHATHO HEr0BOj KOHLEHTaLM]jW.

Ca gpyre cTpaHe noyetaHa 6p3vHa peakumje npu oapeheHoj KOHLEHTpaumju peTnHona ce
CMaryje NpOoMnopLUMOHA/IHO CMameHy KOHLEHTpauMje BOAOHUK-Nepukcuga 360r npucycTsa
ButammHa C (Cnmnka 55).

YTuuaj peTUHON auetaTa Ha PeumnpovyHe BPeAHOCTM MOYETHMX Op3nHa y NpPUCYCTBY
aCKOpOUHCKe KucenuHe, aat je IMKCOHOBUM AujarpaMoM Ha cimum 56.

MoBehare KOHLEHTpaLmnje aCKOPOMHCKe KUCeNMHe [OBOAM HYXXHO [a CMarbera akTyesHe

KOHLieHTpaLuje BOAOHMK-MEPOKCKAA, Na camyM TM 1 [10 CMatbetba MOYETHMX 6p3nHa oKcuaalmje.
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Cnuka 55. ¥YTuuaj ackopOMHCKE  KWUCeNMHE Ha  Op3uHYy
oKcupaumje o-ToMAMHA Yy NPUCYCTBY PeTUHOM-aueTara. YcoBu
peakumje: nepokcmpasa 10 U/L; BogoHuk-nepokens 0,1 mmol/L;
o-TonmamH 0,5 mmol/L; pH 6; cnena npo6a (6e3 sutammHa) (1);
petuHon auetat 50 U/L (2); peTuHOn-aueTat M ackopbUHCKa
kucenuHa 10 (3); 20 (4); 30 (5); 50 (6) umol/L. PenaTnBHe noyeTHe
6p3vHe n3paxeHe Kao tga-10™ nsHoce: 41,0 (1); 28,5 (2); 27,6 (3);
22,0 (4); 21,1 (5) n 14,0 (6).
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Cnuka 56. 3aBUCHOCT penatMBHe MNOYeTHe 6Op3nMHe 0f,
KOHLeHTpaunje peTuHon-auerara, 6e3 (1) wm y npucyctsy
acKopbuHCKe KucenuHe (2-4). Ycnosu peakuuje: nepokcugasa 10
U/L; HO, 0,1 mmol/L; o-tonmamH 0,5 mmol/L; kpuea 1
npefcras/ba Ccneny npoby, a KpuBe of 2 [0 4, akOpOUHCKY
kucenuny 10; 20 n 50 pmol/L, peaom.
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VcTo Tako, KOHcTpyucawe JlajHBuBep-bapkoBor gujarpama je nokasano Aa npuBuAHO
fonasu fo npomeHe MuxaenmcoBe KOHCTaHTe, Kao mocnefumue Heogrosapajyhe kopecnoHgeHumje
n3mehy Tayaka x-oce U eeKTMBHOI cagp)kaja BOAOHUK-NepoKcuia y TPeHYTKY mepera (Cnvka
57).
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Cnuka 57. JlajHBuBep-bapkos Anjarpam 3aB1CHOCTH

PeUMMpPOYHUX BPeSHOCTM TMOYeTHe Op3vHEe Of PeuunpovYHnX
BPeAHOCTN BOLOHUK-MEPOKCKUAA Yy NPUCYCTBY peTUHON-aueTaTa u
KOHCTaHTHY KOHLEHTpaunjy ackopObuHCKe KUCeNMHe. YC/oBu
peakumje: nepokcngasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-tonngmH 0,5
mmol/L. Cnena npo6a (6e3 BuTammHa) (1); ackopbrHcKa KucenmHa
50 ymol/L (2); petuHon-auetar 10 (3); 50 (4); 100 (5) n 200 (6)
U/ml. Ky cnene npobe usHocu 0,13+0,01, AOK Yy npucycTey
BUTaMnHa nsHocu 0,22+0,01 mmol/L.

Ca ppyre cTpaHe [IMKCOHOB Anjarpam nokasyje ja y 0BOM C/y4ajy Huje 400 40 NPOMeHe
K, 1 ga oHa n farse nsHocu 98,5+5,0 U/ml (Cnvka 58).

Kako ce v 04ekvBasio MakcMmanHa 6p3vHa peakumje onafa KOHCTaHTHO ca noseharbem
KOHLIeHTpaLuje peT1HOMa LWTO Ce M Nokasano U3 Eam-XodcTujeBnx gujarpama, a nycTpoBaHo Ha
cnmum 59. MuxaenucoBa KOHCTaHTa fo6ujeHa Ha oBaj HauuH je u3Hocuna 0,23+0,02 mmol/L, Ha

LUTA je YTMLAN0 CMatere KOHLEHTpaLMje NepoKemnaa yces npucycTBa aCkopOUHCKE KMUCENHe.
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Cnuka58. [IMKCOHOB  [Aujarpam  3aBMCHOCTU  peumnpoyHe
BPEAHOCTM MOYeTHE 6pP3NHE Of KOHLIEHTpauumje peTuHOM-aueTaTa.
Ycnosu: nepokengasa 10 U/L; H20, 0,2 (1); 0,5 (2); 1 (3) n 2 (4)
mmol/L; ackop6uHcka 50 pmol/L; o-tonnanH 0,5 mmol/L; pH 6;
K, n3Hocm 98,5+5,0 U/ml.
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Cnnka 59. 3aBMCHOCT peuunpovyHUX BPeaHOCTM MaKCUMaTHNX
Op3nHa peakumje 0f KOHUEHTpauuje peTWHOs-aueTara. YCnoBu:
nepokcngasa 10 U/L; H,0,0,1 mmol/L; ackopbuHcka KucenmHa 50
pumol/L; o-Tonngmu 0,5 mmol/L; pH 6.
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4.5. OppehmBare aCKOPOUHCKe KUCE/IMHE U PeTUHO/T-aueTaTa y CMeLUu

Pe3ynTatv ucTpaxuara Cy Mokasam Aa ce 0Ba MeTOAa MOXe YCMEeLWHO KOPUCTUTK 3a
ofpefrBare Kako aCKOPOUHCKe KucenuHe (y oncery KoHueHTpauuja og 0,4 go 50 pmol/L), Tako u
3a ofpehuBare peTuHoN-auetara (y oncery KoHueHTpaumja og 10 go 500 U/ml).

N nopep Tora LWITO Ce e(heKTU acKOPOMHCKe KUCeNMHE M PeTUHOJ-aleTata Ha KUHEeTUKY
ormncaHe eH3MMCKe peakuuje CyMupajy, OHW Ce U Aa/be MOTYy Nnocmarpartu Mpeko [Ba aHaIMTUYKa
CUrHana - WHAYKUMOHO BpeMe W MoYeTHa Op3nHa, WM UCKOPUCTUTU 3a KOHCTpyWCare
[eTepMUHaLMOHe MaTpuLe - aCKOPOUHCKa K1CenvHa : peTUHOM-aueTar, KojoM 61 ce CUMynTaHo
Mor/e oApeanTn 06e cyncTaHLe Y 3ajeHMUYKoM pacTeopy (Tabene 13a n 136).

Kao OCHOBHM KpUTEpPWUjym je YCBOjeHO Aa KOHLEeHTpauumje eH3numa M Kocynctpata 6yny
KOHCTaHTHe Kako 61 ocumnaumje NpUINKOM Mepera 6une ceefeHe Ha MUHUMYM. Cepuje cMmeLle
pacTeopa Cy nofesbeHe Yy TpU ceTa Koju cy MMMUTUPaHW KOHLEHTpauMjoM cyncTpaTa, BOAOHUK-
MepoKcunaa, Kao 1 NpUINKOM KOHCTPyMCara KambpaumoHUX NpaBnx KoL aCKOPOMHCKe KUCENMHE.
KoHueHTpauuje nepokcuga cy ucnof BpegHocTn 3a Ky, LWITO 3aHYM [a eH3MM Huje 3acuheH
cynctpatoM. TecTMpaHe Cy CBe KOHUeHTpaumje oba BMTaMMHA Kao M Yy MOjefMHaYHUM
Cny4vajeBnma.

OcHOBHa unfeja ce cacToju y TOMe [Ja He NOCTOje ABe pa3/iMyuTe CMelle acKopOMHCKa
KNCEeNMHA : PeTUHON-aLeTaT KOoje KapakTepully WAeHTUYHe BPeLHOCTU mapamertapa, UHAYKLMOHU
nepuog / noyeTHa 6p3vHa OKcuaaumje KocynctpaTa, npv ofpefheHOoj KOHUEHTpauujyu BOAOHUK-
nepokcunga.

Mepera 06aB/beHa NPW BULIMM KOHLEHTalMjama peTUHO/-aueTarta Kaja je MHXMOUTOPCKU
epekaT Ha eH3UM nepokcuaasy HajuHTeH3MBHUjW, Cy MoKasmBana Hajseha oacTynara unn je 36or
MPeHUCKe aKTMBHOCTW €H3MMa aHa/IMTUYKM CUrHan usoctajao. Ca pgpyre CTpaHe HUCKe

KOHLiEHTpaLuje PeT1HONA HICY M3a3uBasie 0BO/LHO AUCKPETHY NPoMeHy npaheHux napaMeTapa.
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Tabena 13a. [leTepMrHaumoHa matpuua 3a ogpehuskbe ackopbuHcke kuncenuHe (0,4-50 pmol/L) n
petnHon-auetara (10-50 KU/L)y cmeLun.

PetuHon-ayetat (KU/L)
H,0, AscH, 0 10 20 30 50
(mmol/L) (umol/L)
1N tga-10 Mn tga-10 Mn tga-10* | wmn | tga-10* | MM | tga-10*

0 - 0,164 - 0,131 - 0,129 - 0,121 - 0,115
04 13,3 0,145 16,4 0,120 16,7 0,115 17,0 0,111 17.8 0,094
0,8 26,1 0,131 321 0,109 33,2 0,096 34,0 0,084 351 0,078
0,004 12 41,2 0,117 50,7 0,091 52,3 0,083 531 0,075 55,1 0,061
1,6 54,4 0,095 64,9 0,082 67,1 0,075 70,8 0,068 73,6 0,055
2 69,7 0,082 85,5 0,073 86,9 0,066 89,1 0,058 93,5 0,049

0 - 8,2 - 6,8 - 6,6 - 6,4 - 6,1

2 12,8 75 154 6,2 16,0 6,0 16,7 58 17,7 55

4 26,5 6,6 31,2 55 331 53 34,3 51 36,2 4.8

0,02 6 40,6 58 45,8 4.8 48,1 45 49,9 4.4 52,8 4,2

8 50,6 49 60,3 4,2 64,8 3,9 67,9 3,7 715 35

10 65,9 43 79,9 3,6 815 34 84,7 33 88,8 31

0 - 41,0 - 34,3 - 331 - 31,2 - 28,5

10 10,3 37,1 12,6 31,0 131 29,8 135 28,6 141 27,6

20 213 32,8 241 274 26,0 255 271 24,0 285 22,0

01 30 29,9 28,5 38,1 23,8 40,2 224 42,0 219 442 21,1
40 42,0 24,0 51,2 21,2 52,4 194 55,3 18,5 56,8 17,1

50 52,2 20,2 65,3 17,8 67,7 16,9 69,3 15,8 73,6 14,0
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Tabena 136. [eTtepmuHalmoHa matpuua 3a oapehunsrbe ackopbuHcke kucenuHe (0,4-50 umol/L)
N peTnHon-auetara (75-500 KU/L) y cmeLun.

PetuHon-auyetat(kU/L)

H,0, AscH, 75 100 150 200 500
(mmol/L) | (umol/L)
MmN | tga-10* | MM | tga-10* | UM | tga-10* | ”N | tgo-10* | WM | tga-10™
0 - 0,093 - 0,085 - 0,074 - 0,063 - 0,035
0,4 215 | 008 | 261 | 0079 | 308 | 0065 | 358 | 0051 | 71,0 | 0,027
0,8 42,0 | 0071 | 483 | 0066 | 622 [ 0051 | 734 | 0041 | 1372 | 0,012
0,004
1,2 624 | 0058 | 768 | 0051 | 895 | 0,038 | 112,6 - - -
1,6 846 | 0050 | 1031 | 0046 | 124,7 | 0,030 - - - -
2 104,7 | 0,048 | 1296 | 0,041 | 146,3 | 0,022 - - - -
0 - 5,0 - 42 - 35 - 29 - 1,8
2 20,5 4,7 24,8 338 31,1 31 36,4 25 57,5 1,6
4 39,9 338 49,0 34 60,6 2,7 76,6 21 115,6 1,4
0.02 6 61,0 35 77,2 2,8 92,9 24 | 1079 1,9 177,5 1,3
8 84,6 31 97,2 2,6 122,8 2,1 148,9 1,7 | 2282 -
10 102,7 2,7 129,8 2,3 155,6 1,9 196,8 1,6 - -
0 - 24,1 - 20,2 - 17,5 - 15,2 - 8,8
10 183 | 226 | 218 179 | 252 159 | 278 138 | 502 7.9
20 36,1 180 | 449 157 | 532 145 | 551 119 | 1028 | 70
0.1 30 55,2 170 | 66,3 135 | 77,7 118 | 854 103 | 1457 | 6,0
40 74,4 14,7 | 89,9 112 | 981 102 | 1142 | 90 1999 | 52
50 94,1 122 | 1137 99 1328 | 87 1427 | 75 |2436| 41
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4.5.1. Mopenn  y3opaka W” npumMmeHa

nocTynka

Kako je UctakHyTo, NPUCYCTBO CTPaHMUX CYMCTaHLUM 3HaTHO PeMeTn oapehrBhe BUTaMMHA
A n C, Te ce oHM 6e3 ofBajatba NMprKasaHOM MeTOOM MOrYy aHa/iM3mpaTyt camo y npevniiheHom
06/1MKY Y 3ajeJHNYKO] CMeLLM, Kao NPUIMKOM cacTaB/batba MPeMUKea 3a CynieMeHTUpaHy ncxpaHy
AOMahnX XXMBOTUHA.
[eHepanHO Ce pa3nKyjy [Ba MoOJena Y30pKa KOju Ce pacTBapakemM W [Ja/bUMm
pasbniaxmBareM MOy [0BECTU Y OMNCEr KOHLEHTpaLmja 3a ogpehuBarse.
MpBK TUMN npeacTae/bajy y3opun Kop
KOjux ce 006e KOMIMOHEHTE Hanase Yy [OMeHY KOHLEHTpauuja Koje Hyau
AeTepMMHaLMOHa MaTpuLa.
Opyrn TMn npefcTtas/bajy y30pum Kop
KOjux ce pasbnaxusarweMm jeaHa oA CYNCTaHUM [JOBOAWM Y OMNCEr KOHLEHTpauumja 3a
ofpefuBame, OOK Ce Apyra Hanasu wucnof wera. OBaj Ce Cnyyaj MOXe peLunTu
NMPUMEHOM CTaHJapAHOr fofaTKa Apyre CyncTaHLe Y peakLMoHy CMeLLy.
AHanmsnpaHn cy A+C BUTaMMHCKM MpPeMUKCK 3a NPOU3BOARY Mpenapata BeTtmeanke

A.0.0., AD3E+C Opan u MyntusutammH Opan (Tabena 14).

Tabena 14. Capgpxkaj ButammHa A n C y npenapatMMa U ofpefuBarbe HUX0BOI OAHOCA Y

CMeLln.
AD3E+C Opan MynTtusutamud Opan
ButamuH A:C A:C
[JeknapaTuBHU cagpxaj 100000000 U/L : 50 mg/L 10000000 U/L : 20 g/L
(100000 KU/L) : (284 pmol/L) (10000 kU/L) : (113,6 mmol/L)
Pasbnaxerbe 1:500 1:2500

Cappaj y anMkBoTy 200 kU/L : 0,57 pmol/L 4,35 kU/L : 45,4 pmol/L
HaKOH pasbniakera

un 54,1* 44 5+*

tga 0,048 22,1
PesynTar 3a a/IMKBOT 185,5+8,0 kU/L : 0,65+0,06 umol/L <7,5 kU/L : 38,8+4,4 umol/L
MpouereHn cagpxaj 92750+4000 kU/L : 325+30 umol/L <18750 kU/L : 97,0+11,0 mmol/L

PesynTatu 3a VM u tga obujeHn y ceTy Koju je ofpefeH ca KOHLEHTpaLmjoM BOAOHUK -nepokeunaa 4 umol/L.
Pesyntatu 3a UM 1 tga fo6njeHn y ceTy Koju je ofpeneH ca KOHLEHTPaLujomM BOAOHWK -nepokcuga 100 pmol/L.

KoHUeHTpauyje BUTaMMHA MPBOT Y30pKa Ce HAaKOH pasbnaxkera Hanase y 06/1acTy

BPEAHOCTU MOKPUBEHMX AETEPMUHALMOHOM MaTPULOM Na Ce Pe3ynTaTh HMXOBOF ofHoca Y
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aJIMKBOTY MOTY NPOTYMaunTK, MPOpavyHOM AMPEKTHO U3 AeTepMmuHaumoHe matpuue (Tabena 136),
rae ce BuAn fa Cy BpefHOCTM 3a UHAYKUMOHKM nepuog (MIM) n noyeTHy 6p3mHy okcmpaaumje (tga)

nane y gomeH og 0,4 go 0,8 pymol/L 3a akop6UHCKY KucennHy n gomeH og 150 go 200 kU/I 3a

peTuHon-auetar (6014) Un KOHCTpyncakem KanmopaumoHnx npasux (Cnvka 60).

120 00904
| .2 L
104 @ ” 0.085- (b)
:E 00 0.080 '
o 1 -1 0.075-
= 9041 “m N
Q 00704  *~
(5]
= 804 p) .
| - O 0065 e 'l
T 7 - =
T "1 @ 0060
e U)
S 60 > = 00551
> 50 ~ 0.050- MR e
< 40 0.045 - : ‘
i PR i \'\-\' :
304 - : 0.040 : N1
LU X T 1T T ‘' T v 1 1 ' 1 0.035 T T T T T ‘ |/( = 1
CAS.‘:H2 [rTmOI/L] Cpeleon-aueTaT [kU/L]

Cnunka 60. KannbpaunoHe npaBe 3a CMeLy acKOpPOUHCKE KuMCenuHa : PeTUHOM-aueTar, npw
KOHLEeHTpaunju nepokemaa 0,004 mmol/L. a) kanubpaumnoHe npase 3a oapehuBare acKOpPOUHCKe
KUCeNnHe, Npu KOHLUEHTpaumju petuHon-ayetara 150 (1) n 200 (2) kU/I; 6) kannbpaumoHe npase
3a ofpehuBare pPeTMHONM-aUeTaT, NPV KOHLEHTpaumju ackopbuHcke kucenuHe 0,4 (1) n 0,8 (2)
umol/L.

Apyrn y3opak cagpXu KoHUeHTpauuje ButammHa A u C, y OfHOCY KOjeM ce jefjHa 0f
KOMMOHEHTN He MOXe [OBECTV y oncer ogpehuBarba pa3bnaxvsaremM, Na ce heHa KOHLEeHTpauuja
HaKOH Tora nofellaBa CTaHAApAHWM [OAATKOM. Tako je aHanm3om yTBpheHO fa Ce HakoH
pasbnaxmBara Y30pka KOHLUeHTpauuja BuTamMuHa C Hanasu y obnactu ogpefuBama, [LOK ce
KOHLIeHTpaumja BuTaMmMHa A Hanasnm Mcnop LeTeKUMoHor orncera. HakoH yBohewa cTaHgapaHor
popataka sutammHa A of 10 kU/L, nobujeHe BpefHOCTM 3a UHAYKUMOHKN nepuog (LIMT) n noyeTHy
6p3nHy okcugauuje (tga) cy nane y gomeH o 40 4o 50 umol/L 3a aKOpOUHCKY KUCENNHY 1 [JOMeH
of 0 go 10 kU/I 3a petnHon-auetat (Tabena 13a, 6ona). KoHUeHTpauuje ackopbata 1 peTuHona

MOry ce 06UTK 13 KOHCTpYMCcaHUX KannbpaumoHmx npasux (Cnvka 61).
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Cnuka 61. KanubpaunoHe npaBe 3a CMeLlY acKOpPOMHCKE KUCENUHa :

peTuHoN-aLeTaT, npu

KoHUeHTpaunju nepokemaa 0,1 mmol/L. a) kanubpaunoHe npase 3a ofpefyBare acKOpOUHCKe
K1cenvHe, Npu KoHUeHTpaunju petuHon-auetata 0 (1) n 10 (2) kU/I; 6) kanmbpaymoHe npase 3a
ofpefrBare peTUHON-aLeTar, Mpu KOHUEeHTpaumju ackopbuHeke kucennHe 40 (1) n 50 (2) umol/L.
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5. 3akK/byyak

Peakumja pasnarama BOLOHVK-NMEPOKCMAA MepPOKCUAA30M peHa Yy MpUCYCTBY KOCYNCTpara,
Kao WHAMKAaTopa, MNociyXuna je 3a ChneKTpoOTOMETPUJCKO oppefuBarbe KOHLUEeHTpauunje L-
aCKOpOUHCKe Ku1cenMHe U PeTUHO/-aueTaTa y BOAEHUM pacTBOpUMA MOHaocob 1 y cMeln. TOKoM
OBOI' MCTpaXuBara TecTMpaHa Cy [Ba KocyncTpaTta, 6eH3VAMH W HeroB fepusar O-TOIMANH Y
pasnnunTUM nydepckum cuctemmrma y pH ckanm og 5 go 8. Ha ocHoBy f06unjeHMX pesynTata Mory
Ce U3BeCTu cnefehu 3ak/byyum:

Y BOfeHWM pacTBopuMa L-ackopbuHCKa KucenvHa je BeoOMa OCeT/bMBa Ha: MPUCYCTBO
CTpaHux cynctaHuu (mocebno MeTasIHUX joHa W APYruX MOJSeKyna MOLNOXKHUX pefyKuumjn),
NPOMeHy Temnepatype, pH cpefuHe 1 N310XKEHOCT KUCEOHMKY M3 Ba3ayxa, na ce /1ako oKcuayje Ao
(hM3MONOLLKN HeaKTBHE L-AexXnapoackopbuHCKe KUCeNHE.

CraHgap4Hu  crtabunusvpajyhu areHcu, mMonyT MUHEpPasHUX KucenvHa (Meta U
opTodhocthopHe M XOPOBOAOHWYHE KUCENMHE), KOH3epBMpajy BOLEHe pacTBOpe acKOpOUHCKe
KUCeNNHe KOju He oMeTajy ofpefnBare KNnaCUMYHUM HeeH3MMCKMM MeTofama, Kao LUTO Cy MeToje
ca 2,6-guxnopgeHonuHongeHonom (DCPIP) nan kanvjym jogatom. MehyTum, wrxoBa npuposa
oHemoryhaBa MpPUMEHY MOMEHYyTe eH3VMCKe MeTofe ca MepoKCUAa30M peHa 300r CHaKHOr
NHXNBmpajyher aejcTea Ha 0Baj EH3UM, YCNef AeHaTypaLmnoHor eekra.

N3 Tor pasnora je TeCTMPaHO HEKO/IMKO OPraHCKMX KMCenvMHa Kao CTabuimsumpajyhmx
CyNcTaHLUM: NIMMYHCKa, OKcasiHa, cupheTHa n EDTA KncennHa n wuxose cMelle. Nokasano ce fa
cmewa CH3COOH n EDTA (100 mmol/L n 1 mmol/L, pesom) mcrosbaBa 3a40B0/baBajyhu
cTabunmsaymoHun eekat (Tokom 48 catu cavysaHo je 98,5 %, 1 mmol/L acCKOp6UHCKe KuCennHe),
[IOK YTULAj Ha NepoKcnaasy Hnje 3anaxeH.

L-ackopOMHCKa KWCeNMHa Ce Ha NocMmatpaHy eH3MMCKY peakuujy HafoBe3yje Kao
aHTMOKCUAAHT, pedyKyjyhu nepokcuaasoM OKCuoBaHe MOJeKyfie KocyncTpata LWTo ce
MaHuUdecTyje edpeKTOM MHAYKLUMOHOI Mepuoja, Tj. BpeMeHa A0 rojase arncopnunoHor MakcuMmyma
oKcuoBaHe (PopmMe KocyncTpaTa, Koju ce nmpatu CrnekTPohoTOMETPUJCKN Ha ofpefeHOj TaslacHoj

OY>XXVHW, KOja 3aBUCK Of YMOTpe6G/beHe BpcTe KocyncTpata M pH cpeamHe. OBa peakumja je
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KBaHTUTAaTUBHA, Ma Ce WHAYKUMOHW Mepuof MOXKe WCKOPUCTUTM Kao Mepa KOHLEeHTpaumje
ackopbara.

KOHUeHTpaumja ackopbuMHCKE KUCENMHE Koja Ce eqMKacHO MOXKe OApeauTn OBOM
KWHETUYKOM METOAOM TPBEHCTBEHO je /MMUTMpaHa YNoTpe6/beHOM KOMMUYMHOM  BOAOHVK-
nepokcmaa v mnsHocy of 1/10 fo 1/2 weroe KOHUEHTpaumje, NpyM KOHCTaHTHUM KOHLeTpaumjama
eHsmma (2; 5; 10 n 20 U/L) n kocynctpata (og 0,1 go 5 mmol/L). Ha Taj HauMH ce NPOMEHOM
KOHLeHTauumje BopoHMK-nepokemaa 0,1; 0,02 m 0,004 mmol/L ycnewHo MOXe OApeanTv
aCKOpOUHCKa K1cennHa y oncery KoHueHTpauuja og 0,4 no 50 umol/L, npu uemy je 61no NnoTpebHo
KOHCTpyucaTn Tpu KasimbpaumoHe npase.

PeTUHOM-aLeTaT ce MoHalla Ka0 HEKOMMETUTMBHU MHXUOUTOP eH3UMa Mepokcugase u He
ncrnosbaBa aHTUOKCUAAHTHE OCOBMHE Yy Of4HOCY Ha cobofHe pagukane 6eH3MAMHCKMX [depuBarta.
OBaj WHXMOUTOPCKM edheKaT Ce MaHU(ecTyje CMameHeM MOYeTHe Op3nHe oOKcuaauumje
KOCYNCTpara, LUTO Ce MOXE UCKOPUCTUTM 3a Mepere KOHLEHTpauumje peTuHona. Ha oBaj HauvH ce
YCMELLHO MOXe OApeanTn peTUHON-aLLEeTaT Y Oncery KoHueHTpaumja og 10 go 200 kU/L.

Y cmewn L-ackopOuHCKa KUCeIMHa U peTUHON-aueTaT 4enyjy CUHePrucTUUKN Ha KUHETUKY
eH3MMCKe peakuumje. TOM NpUANKOM A0Na3n fa cymauunje HUXoBUX MojefuHavyHuX edekara, LTo
omoryhaBa ogpehumBare HUX0BOr 04HOCA Y CMELLMN.

3ajegHnNuKM eekaT Koju MCrosbaBajy ackoOpOWMHCKa KUCENUMHAa W pPeTUHON-aleTaT, ce ca
jefHe cTpaHe MaHWUdecTyje nosehaweM WMHAYKLMOHOI nepuoja, a To noeehawe je eKBUBANIEHTHO
NHXNBMPaHOj KOMYMHW MepoKcuaase y 04HOCY Ha MHAYKUMOHW Mepuog Koju ce pobuja y3 ucty
KOHLEHTpaunjy ackopbuHCke KucenuHe 6e3 npucyTHor petuHona. Ca fpyre cTpaHe Mo4yeTHa
Op3nHa okcupauuje Kocynctpata Y3 ofpeheHy KOMMuMHY peTuHON-aueTara, 6vBa ymareHa
MPUCYCTBOM aCKOPOMHCKe KUCENMHE Y MepU Koja je eKBMBa/IeHTHa CMakbeHOj KOIMYUHU BOLAOHVK-
nepokcua.

[pyrum peurma, He NoOCToje ABe pasnumTe CMelle acKOpPOMHCKE KUCEeNMHE W PeTUHOSI-
auetata Koje WCKa3dyjy WAEHTUYHE, WHAYKLMOHM Mepuog W MO4YeTHY Op3nHYy OKcugauumje
Kocyncrpara.

Ha oBaj HauuH je Moryhe ycnewHoO oApeauTV Yy KOM Ce OAHOCY Hanase acKopOuHCKa
KUCeNNHa 1 peTUHONM-aLeTaT, Kaja ce hMX0Be KOHLeHTpaumje nexe y oncery og 0,4 o 50 pmol/L,
3a ackopbar v of 10 go 200 KU/L, 3a peTUHon.

MuxaenucoBe koHcTaHTe (Ky) u3pavyHaTe 3a peakuMjCKM CUCTEM KOjU He YK/bydyje

acKOpPOVHCKY KUCENMHY U peTUHOM-aUeTaT, Ao6ujeHe nnHeapm3almjom no SlajHsuneepy 1 bapky 3a
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KocyncTpare 0-TONMANH 1 6eH3nanMH nsHoce pegom, 0,137 n 0,114 mmol/L, ook nnHeapu3aumjom
no Egunjy n Xodctujy oHe nsHoce 0,15 n 0,117 mmol/L.

MakcumasnHe 6p3nHe (Vmax) 32 0Baj CUCTEM 3a O-TONMANH, OAHOCHO GeH3MANH U3HoCce 5,5 1
3,7 mmol/Ls Ha ocHOBY n1Heapu3saumje no JlajHmsmeepy n bapky, Tj. npema Egujy n Xodctujy
12,0 n 7,7; pecneKTUBHO.

MwuxaenncoBa KOHCTaHTa 3a PeakUMjCKM CUCTEM KOjU YK/byyyje pPeTuHOM-auetar Y3
6eH3MANH Kao KocyncTpaT npema JlajHuemeepy un bapky msHocu 0,130 mmol/L, 4OK Ha OCHOBY
nnHeapusaumje no Epnjy n Xodctmjy wmsHocu 0,124 mmol/L. TNpema [MKCOHY, KOHCTaHTa
nHxmnéuuymje (K;) 3a oaj cuctem mnsHocu 98,5 kUJ/L.

YBoherem 1 ButamuHa C y peakumjcku cuctem K ce Huje npomeHunsa, na je nsHocuna 98,5
kU/L. Ky 3a oBaj cuctem ce npmengHo nsmeHunna (0,22 mmol/L), WwTo je y3pOoKOBaHO CMakbereM
KOHLeHTpauuje BOAOHNK-NepoKcHaa ycnes npucycTaa aCKopobuHCKe KUCenHE.

MprCyCTBO CTpaHMX CYMNCTaHUW, MOMYT HeopraHCKMX crtabunmsatopa M MeTaIHUX joHa
(Fe** 1 Zn?*) 3HaTHO yTuuy Ha ofpefjnBarbe OBMX BUTaMWUHA, AOK YTULAj FyKo3e 1 TOKodepos-
auerara Huje 3abenexeH.

Kako eH3MM nepokcupasa MPBEHCTBEHO YYeCTBYje Y perynucakby eHAOreHor BOAOHWK-
nepokcnia, HeHa MHXMbuuMja PeTUHOM-aLEeTaTOM M3a3BaHa EBEHTYa/IHOM, HEeKOHTPO/IMCAHOM
yrnoTpebom amsbanaHcMpaHux cyrnieMeHara, 6u morsia 36or noseharba HBOA BOAOHWK-MEPOKCUAA
[OMNPUHETN HapyllaBawy XOMeocTase henvje, [LOAATHO OMNTEPETUTU EH3UM MepoKcupasy W

noTeHUMjasIHO yBecy henunjy y oKCuaaTuBHU CTPeC.
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7. Cnuncak cnmkKa v Tabena

7.1. Cnucak cnvka

Cnvka 1. EHAOreHun 1 er3oreHu n3Bopu peakTBHUX KMCEOHUYHUX BPCTA.

Cnuka 2. MexaHnsam HactaHka ROS 1 RNS y hennjama cucapa.

Cnvka 3. YKnarare KUCEeOHUYHUX U a30TOBMX CNOB0AHUX pajuKana Koj cucapa.

Cnuka 4. CTpyKTypHa hopmyna L-acKopbUHCKe KuncemHe.

Cnuka 5. OKcygaumoHn MexaHusam npeTsBapama L-ackopouHcke kucennHe (AscH2) Npeko HUCKO
PeaKTMBHOI cemuaexmapoackopomn pagmkana (Asc”) y L-aexnpoackopouHcky kucennHy (DHA).
Cnuka 6. Pegykumja DCPIP L-acKOpGUHCKOM KUCENIMHOM.

Cnwnka 7. CTpyKTypa BuTaMuHa E.

Cnuka 8. AKTMBHOCT BUTaMUHa E Kao aHTUOKCKaHTa

Cnuka 9. AHTUOKCUAAHTHA MPeXa.

Cnuka 10. CtpykTypHa thopmyna peTuHona.

Cnuka 11. Paznnuntu 06nmuym peTuHonga.

Cnuka 12. CTpyKTypa B-KapoTeHa.

Cnuka 13. TpoaMMeH3noHanHa CTPYKTypa u3oeH3nMa C nepokcupase peHa. Xem (060jeHO
LLPBEHO) Ce Hanasu n3mehy AWCTa/IHOr M MPOKCUMANHOr MOAPYYja, Of KOjUX CBakM CagpXu no
jedaH joH Kanumjyma (nnase NONTULE). O-XeMKOUAHE 1 B-nnoyacte CTPYKType NpeAcTaB/beHe Cy
/byBMYaCTO, OAHOCHO XYTO.

Cnuka 14. Xem nepokcupase je koopamHatveBHo nosesaH ca Hisl70, gok Asp247 nomaxe
KOHTpoM His170. ApomaTMyHM KOCYNCTaTh ce OKCUAYjY ,,NMPEKO MBULIE™ XeMa, aln Ce He Be3yjy 3a
reoxfe xema.

Cnuka 15. MNpumMep jeaHOeNeKTpoHCKe okcugauunje 3,3°,5,5°-TeTpaMeTUnoeH3nanHa U Herosa

cTabunmnsaumja pe3oHaTHUM CTPYKTypama.
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Cnuka 16. NeHepaiHM MexaHu3am KaTta/iMTuuke akTuBHOCTM nepokcugase (PR). AH i A’
npeAcTaB/bajy pesykoBaHW, OAHOCHO OKCUA0BaHW 06/1IMK KocyncTpaTa (4oHOpa BOAOHMKA).

Cnuka 17. OKcraaunoHo-peayKLUMoHN LMKNYC NepoKcnaase peHa.

Cnuka 18. 3aBMCHOCT MO4YETHe 6p3NHE EeH3MMOM KaTa/M3oBaaHe peakuunje 0f KOHLEHTpauuje
cyncTpara.

Cnuka 19. JlajHBuBep-bapKkoB Amjarpam 3aBUCHOCTM PeELUMPOYHUX BPELHOCTM, MOYeTHe Op3viHe
(/V) op KoHUeHTpaumje cyncTpata 1/[S].

Cnuka 20. Pa3nnumMtn TMNoBU MHXNOMLMjE Ha XUNOTETUYKY EH3MMCKY peakuujy.

Cnuka 21. KomneTuTnBHa MHXM6MLUMja. a) JlajHBnBep-bapkos rpadmk, 6) AUKCOHOB rpaduK.
Cnuka 22. HekomneTUTMBHA HXMOMLMja. a) JlajHBMBEp-bapkoB rpaduk, 6) JANKCOHOB rpaguk.
Cnuka 23. MNapymnjasHO KOMMETUTMBHA MHXMBUUMja eH3nMa: a) JlajHBMBep-bapkoB aujarpam, 6)
[VKCOHOB fjnjarpam 3aBUCHOCTMU.

Cnuka 24. MapumjaiHoO HeKOMNeTUTMBHA WHXMbuumja: a) JlajHBuBep-bapkoB pawujarpam, 6)
[IMKCOHOB fnjarpamM 3aBUCHOCTW.

Cnuka 25. AKOMNeTUTUBHa NHXnbuunja: a) JlajHemBep-bapkos aujarpam, 6) AUKCOHOB Anjarpam
3aBMCHOCTH.

Cnuka 26. Mewosuta UHXMbuumja. a) JlajHBuBep-bapkos aujarpam, 6) [MKCOHOB Anjarpam
3aBMCHOCTMW.

Cnuka 27. TpaHcopMalmja acKOpOWMHCKE KWUCeNNHE Y AeXWUAPOACKOPOUHCKY KUCENUHY, Y
BOJEHUM pacTBopmma KoHueHTpaumja 0,1 (1); 1 (2) n 10 (3) mmol/L. Kao pacTtBapay je
ynoTpe6/beHa fecTunosaHa Boga 15 pS/cm?. KoHcTaHTe 6p3vHa peakumja nsHoce 0,016; 0,025 u
0,038, a nonyBpemMeHa npeteapama 43,5; 28,4 n 18,3 h pegom.

Cnvka 28. 3aBUCHOCT 6p3nHe TpaHc(opMalmje aCKOPOUHCKE KUCENMHe Y AeXUAP0-aCKOPOUHCKY
Kucenuny og pH, 6e3 ynotpebe ctabunusnpajyhux cyncraHum.

Cnuka 29. ¥YTuuaj metadoctopHe KUCEUHe Ha Bp3nHY oKcuaaumje o-ToNnAnHa U UHAYKLUMOHO
BpeMe npwuavkom ogpehuBawa ButammHa C. KpuBa 1 npukasyje cneny npoby, 6e3 fogatux
cyncTtaHuu. KpuBa 2 o3Ha4aBa 6p3vHy okcupauumje y npucyctey (HPOgs)s. Kpusa 3 npeacrtasrba
Op3nHy okcupaumje kocyrncTpata y npucyctsy AscHp, HakoH MHAYKUMOHOr nepuoga. Kpuea 4
npukasyje 6p3vHy okKcugauuje y npucycTBy acKOpOUHCKe M meTatocopHE KUCENUHe. Y CNOoBU:
nepokcmpasza 10 U/L; o-tonnamH 0,5 mmol/L ; H,0, 5 mmol/L; AscH, 1 mmol/L; (HPOz3)3 2%; pH
5.

Cnuka 30. dopmumpare OKCUAALMOHNX npoaykaTta o-tonmamHa (630 nm) n 6eH3uamHa (410 nm),

TOKOM pasfnarara BOAOHMK MepoKcuaa MepokcMaas’oM peHa, npu cneaehum ycnosuma peakuuje:
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nepokcmpasa 10 U/L; H,O, 1 mmol/L; ekBuMonapHe KOAUYMHE O-TonuAuMHa u 6eHsmamHa 0,5
mmol/L; yuntpatHn nypep pH 6.

Cnuka 31. ¥YTuuaj KOHUeHTpauuje rnepokcupase Ha Op3vHY okcupaumje O-TONNAMHA. Y CNOBM
peakymje cy: 1 mmol/L HOp; o-tonuguH 0,5 mmol/L; nepokcmpasa 5 (1); 10 (2) n 20 (3) U/L.
PenatmsHe noyeTHe 6p3nHe n3Hoce: 0,0080; 0,0042 1 0,0023 pecneKTUBHO.

Cnuka 32. 3aBUCHOCT 6p3nHe okcuaaumje o-tonuaunHa (1) n 6eH3namHa (2) nepokcnaasom peHa of
KOHLIeHTpaumje BOLOHMK-MEpOKcnaa. YCnosu peakuuje cy: nepokcuasa 10 U/L; o-tonnaunH v
GeH3UAVH Yy eKBUMO/TAPHUM KOHLeHTpaumjama 1 mmol/L. MapameTpu y3 0-TONUAWH 1 BEH3UAWH CY
HaBefeHun pegom: Ky = 0,137 mmol/L, Vmax = 5,5 mmol/Ls n Ky = 0,114 mmol/L, Vmax = 3,7
mmol/Ls.

Cnuka 33. Egn-XogcTnjeB amjarpam 3aBuUcHocTy 3a: (a) o-tonmgauH, Vmax = 12 mmol/Ls; Ky =
0,1 mmol/L n (6) 6eH3namH Vmax = 7,7 mmol/Ls; Ky = 0,1 mmol/L.

Cnuka 34. Edekar acKOpOUHCKE KMCE/IMHE Ha KMHETUKY MepokcuaasHe peakuuje, npaheH npu
cnegehmm ycnosuma: nepokcmnpgasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-tonnamH 1 mmol/L; ynutpaTtHu
nycgep pH 6; kpuBa 1 o3Ha4asa cneny npoby, Kpuee 2-6 AscH, koHueHTpauumje 5; 10; 20; 30 n 50
umol/L, pegom. KoeduumjeHTM npasua KpuBKX, 3aHemapyjyhn WHLYKLMOHW Nepuoj, WU3HOoce
0,0041 (1); 0,0040 (2); 0,037 (3); 0,0032 (4); 0,0029 (5) n 0,0021 (6) (B. cn. 48).

Cnuka 35. 3aBUCHOCT MHAYKLMOHOT Mepuoja of KOHLEHTpaLuje ackopbuHeke KucenunHe, npaheHo
npu cnegehum ycnosuma: nepokcmpasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-tonmguH 0,5 mmol/L;
UMTpaTHU nydep pH 6.

Cnuka 36. YTuuaj KoHUeHTpauunje eH3nma Ha peLmnpoyHy BpeaHOCT MHAYKUMOHON nepuoaa, npu
Pa3INYNTUM KOHLEHTpaLMjaMa acKOPOUHCKe KucenuHe. Ycnosu peakuuje: H,O, 2 mmol/L; o-
TonnauH 0,5 mmol/L; untpatHu nydep pH 6, AscH, 5 umol/L (1); 20 pmol/L (2) n 50 pmol/L (3).
Cnvka 37. 3aBUCHOCT WHAYKLMOHOI nepuofja Of KOHLUEeHTpaumje BOAOHMK-NepoKcuaa, npu
pa3NYMTUM KOHLEHTpaumMjama eH3nmMa. Y CnoBum peakumje: nepokengasa 5 (1), 10 (2), 20 (3), 30 (4)
U/L; o-Tonnaun 0,5 mmol/L; ackopbuHcka kucennHa 0,1 mmol/L; umTtpatHu nydep pH 6.

Cnuka 38. 3aBMCHOCT WHAYKUMOHOr nepuoda Of KOLeHTpauuje BOAOHMK-Mepokcuaa, npw
pasIMYMTUM KOHLEHTpaLMjamMa ackopbrHCKe KucenvHe. Y cnoeu peakumje: nepokemgasa 10 U/L; o-
TonmamH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka kucenmHa 0,1 (1); 0,4 (2); 1 (3) n 4 (4) mmol/L; ynTpaTHn
nycep pH 6.

Cnuka 39. 3aBUCHOCT MHAYKUMOHOT nepuoja of MHBEP3HUX BPeLHOCTU KOLleHTpaumje BOLOHMK-
nepokcupa. Ycnosu peakuuje: nepokcugasa 10 U/L; o-tonmguH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka
kucenuHa 0,4 (1); 0,8 (2); 2 (3); 4 (4); 10 (5) n 20 (6) pmol/L; ymnTpaTHW nyep pH 6.

[103]



E¢ekam aHmuokcudaHmHux 8UMAaMUHa Ha NepoKcudasy peHa

Cnuka 40. KanubpauuoHe npase 3a ofpehuBarbe acKOPOWMHCKe KUCENMHE Mpy  pas/iunTum
KOHLeHTpaunjaMma BOLOHMK-NEepoKenba. Ycnosum peakuuje: nepokcmpasa 10 U/L; o-tonmaunH 0,5
mmol/L; BogoHuk-nepokcng 0,1 (1) n 2 (2) mmol/L.

Cnuka 41. YTuruaj KoHUeHTpaumnje KocyncTpaTta 6eHsmamHa (1) n o-tonmanHa (2) Ha nayKLMoHNW
nepuof. Ycnosu peakuuje cy: nepokcugasa 10 U/L; H,O, 1 mmol/L; ackopbuHcka kucenuHa 0,1
mmol/L; yuntpatHn nydep pH 6.

Cnvka 42. NHTeH3UTeT ancopbaHumje OKCMAOBaHOr 06/AMKa O-TONNAUHA MpU  PasINuUTUM
KOHLeHTpaunjama. Ycnosu peakumje cy: o-tonmgud 0,05 (1); 0,1 (2); 0,2 (3); 0,5 4) n 1 (5)
mmol/L; nepukecngasa 10 U/L; H,O2 0,1 mmol/L; untpatHn nydep pH 6.

Cnuka 43. YTuuaj pH cpefvHe Ha akTMBHOCT MepoKcuaase y PyHKUMjU KOHLEHTpaLMja BOLOHMK-
nepokcMaa W ackopouHCKe KucennHe Yy npucyctBy o-tonnauHa (a) n 6GeHsmgmHa (6), Kao
KocyncTpara. Ycnosu peakuuje: nepokemaasa 10 U/L; H,0, 0,1 mmol/L; o-tonnamH 0,5 mmol/L;
ackopbuHcka kucenuHa og 10 (1); 20 (2); 30 (3) 1 50 (4) pmol/L.

Cnuka 44. KannbpaumoHe npase 3a oapehnBare acKOpOUHCKe KucenunHe y oncery og 0,4 go 50
umol/L npwu ogrosapajyhvm KoHueHTauujama cynctpata (H,O,) u cnegehmm  ycnoemma
ofpefuBama: nepokcngasa 10 U/L; ekBumMonapHe KonuunHe o-tonmamHa (1) n 6eHsmanHa (2) 0,5
mmol/L v yutpaTHK nygep pH 5.

Cnuka 45. KannbpaumoHe npase 3a oapehnBare acKOpOUHCKe KucenunHe y oncery og 0,4 go 50
umol/L npu opgrosapajyhvm KoHueHTaumjama cynctpata (H,Oz) wn cnegehmm ycnosmma
ofpefuBama: nepokcmngasa 10 U/L; ekBuMonapHe KonnunHe o-tonmamHa (1) n 6eHsmnguHa (2) 0,5
mmol/L v yutpatHu nygep pH 6.

Cnuka 46. KannbpaumoHe npase 3a oapehnBare acKOpOUHCKe KucenunHe y oncery og 0,4 go 50
umol/L  npu oprosapajyhmm kKoHueHTaumjama cynctpata (H202) u  cnegehum  ycnosuma
ofpefuBama: nepokcngasa 10 U/L; ekBuMOnapHe KonnuuHe o-tonmamHa (1) n 6eHsmanHa (2) 0,5
mmol/L v yntpaTtHu nydep pH 7.

Cnuka 47. KannbpaumoHe npase 3a ofpehnBare acKOpOUHCKe KucenunHe y oncery og 0,4 go 50
umol/L  npu opgrosapajyhum KoHueHTauujama cynctpata (H.O.) u cnegehum  ycnosuma
ofpefuBama: nepokcmngasa 10 U/L; ekBuMonapHe KonnuuHe o-tonmamHa (1) n 6eHsmanHa (2) 0,5
mmol/L v yntpaTtHu nygep pH 8.

Cnuka 48. 3aBUCHOCT PeLMNPOYHMX BPeAHOCTM MOYETHUX Bp3vHa peakuuje Of KOHUEeHTpauuje
acKopOVHCKe KucenuHe. Ycnosu peakuuje: nepokemaasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; o-tonmanH 1
mmol/L; ynTtpatHn nydep pH 6.

Cnuka 49. YTuuaj peTuMHon-aueTata Ha Op3vHY okcujauunje O-TOMMAMHA MEepOKCMAA30M peHa.

Ycnosu peakuuje: nepokcmpasa 10 U/L; HO, 0,1 mmol/L; o-tonmagmH 0,5 mmol/L; kpuea 1
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O3HayaBa cneny npoby, [OK ce KpuBe of 2 [0 5 ofHoce Ha peTuHOM-auetatr pgofat y
KoHUeHTpaunjama 10, 50; 100 n 200 U/ml, pegom. PenaTnuBHe NoyeTHe 6p3nHe, N3paxeHe Kao tga,
nsHoce: 0,0041 (1); 0,0034 (2); 0,003 (3); 0,002 (4) 1 0,0015 (5).

Cnuka 50. ¥YTuuaj KOHLeHTpauuvje nepokcunjase Ha 6p3nHy oKcugauumje Kocyncrparta o-TonnamnHa
Yy NPUCYCTBY PeTMHO/-aLeTaTa. Ycnoeu peakumje: nepokemaasa 5 (1); 10 (2) n 20 (3) U/L; H20, 1
mmol/L; o-tonnguH 0,5 mmol/L; pH 6.

Cnuka51. JlajHBmBep-bapkoB Aujarpam 3aBWCHOCTU PELMNPOYHMX BPEAHOCTU MOYeTHe Bp3vHe
0f, PeunnpoYHNX BPeAHOCTM BOLOHMK-Nepokcuba y npucycrey petuHon-auerara 10 (1); 50 (2);
100 (3) U/ml. Octanu ycnosu: nepokcngasa 10 U/L; o-tonmamH 0,5 mmol/L; pH 6. Ky m3HOoCK
0,13+0,01 mmol/L.

Cnvka 52. [IMKCOHOB funjarpam 3aBUCHOCTY PeLunpoYHe BPeAHOCTH MOYETHe 6p3uHe peakumje of
KOHLeHTpauunje peTuHos-aleTaTa. YCcnosu pekumje: nepokecngasa 10 U/L; H,O, 0,2 (1); 0,5 (2);
0,1 (3) u 2(4) mmol/L; o-tonmanH 0,5 mmol/L; pH 6. K, nsHocu 98,5+£5,0 U/ml. KoetuunjeHT
Kopenauuje R je ceyaa nsHocuo npeko 0,99.

Cnvka 53. 3aBMCHOCT PeumnpoYHMX BPEHOCTUM MakCUMasHUX 6p3vHa (LO6MjeHMX Ha OCHOBY
Ean-XodctmjeBmx gnjarpama) of KOHLEHTpaLmnje peTuHona.

Cnuka 54. YTuuaj peTMHON-aueTaTa Ha 6p3nHY oKcaauunje o-ToNnAMHA U MHAYKUMOHW nepuog y
NPUCYCTBY acCKOPOMHCKE KUCENMHE. Y CNoBu peakuuje: nepokemaasa 10 U/L; H,O, 0,02 mmol/L; o-
TonmamH 0,5 mmol/L; ackopbuHcka kucenuHa 0,01 mmol/L; kpuBa 1 npeactas/ba cneny npooy
(6e3 BuTaMmHa), a Kpuee (2-5) peTnHon-aueTaT gofaT y KoHueHTpaumjama 0; 10; 50 n 100 U/ml,
pefoM. PenaTuBHe NMoyeTHe Gp3nHe n3paxeHe Kao tga-10 usroce: 8,2 (1); 4,3 (2); 3,6 (3); 3,2 (4) i
2,3 (4).

Cnnka 55. YTuuaj ackopbuHCKe KucCennHe Ha Gp3vHYy OKcupauuje O-TONMAMHA Y MPUCYCTBY
peTuHON-aueTara. Ycnosu peakuuje: nepokcmpasa 10 U/L; sogoHuk-nepokeng 0,1 mmol/L; o-
TonmamH 0,5 mmol/L; pH 6; cnena npoba (6e3 ButammuHa) (1); petuHon auetat 50 U/L (2);
peTuHoN-aueTar u ackopbuHcka kucenuHa 10 (3); 20 (4); 30 (5); 50 (6) pymol/L. PenatvsHe
noueTHe 6p3nHe n3paxeHe kao tgd-10™ nsHoce: 41,0 (1); 28,5 (2); 27,6 (3); 22,0 (4); 21,1 (5) n 14
(6).

Cnvka 56. 3aBMCHOCT penaTnBHe NoYeTHe Bp3nHe 0 KOHLEHTpaLumje peTuHon-auetarta, 6e3 (1) ny
NPUCYCTBY aCKOPOGUHCKe KucenuHe (2-4). Ycnosu peakumje: nepokcmpasa 10 U/L; H,O, 0,1
mmol/L; o-tonnamH 0,5 mmol/L; kpuBa 1 npeactae/ba cneny npoby, a Kpuee og 2 Ao 4,
akop6uHcky kucenuHy 10; 20 1 50 pmol/L, pegom.

Cnuka 57. JlajHBrBep-bapKoB Aujarpam 3aBUCHOCTU PELUMPOYHIX BPEAHOCTY NOYETHe 6p3nHe Of

PELMMNPOYHMX BPEAHOCTV BOAOHWMK-NEpoKcMaa y NPUCYCTBY PETMHOM-aueTaTa WM KOHCTaHTHY
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KOHLeHTpaunjy ackopbuHCKe KucenvHe. YCnosu peakuuje: nepokcmpasa 10 U/L; H,O, 0,1
mmol/L; o-tonmamH 0,5 mmol/L. Cnena npo6a (6e3 ButamuHa) (1); ackopbuHcka KucenmHa 50
umol/L (2); petnHon-auetat 10 (3); 50 (4) n 100 (5) n 200 (6) U/ml. Km cnene npobe m3Hocu
0,13+0,01, oK y npucycTBy BuTammHa nsHocm 0,22+0,01 mmol/L.

Cnuka 58. [INKCOHOB [Amjarpam 3aBUCHOCTU PELMMNPOYHE BPEAHOCTM MO4YeTHe O6p3vHe of
KOHLIeHTpauunje peTnuHoN-aleTaTa. Ycnosu: nepokengasa 10 U/L; H,0, 0,2 (1); 0,5 (2); 1 (3) n 2 (4)
mmol/L; ackopbuHcka 50 pmol/L; o-tonnamH 0,5 mmol/L; pH 6; K, n3Hocn 98,5+5,0 U/ml.

Cnvka 59. 3aBUCHOCT  PeuunpoYHMX  BPELHOCTM  MakCUMa/lHMX — 6Gp3vHa  peakuuje  Of
KOHLEHTpaLnje peTuHoN-aueTara. Ycnosu: nepokemaasa 10 U/L; H,O, 0,1 mmol/L; ackopbuHcka
KucenuHa 50 pmol/L; 0 -tonnamH 0,5 mmol/L; pH 6.

Cnuka 60. KanmbpaunoHe npase 3a CMelly aCKOpPOMHCKE KUCeNUHA : peTUHOM-aueTtar, npu
KOHLeHTpaunju nepokcmga 0,004 mmol/L. a) kanmbpaumoHe npase 3a ofpefuBare acKOPOUHCKe
KUCeNMHe, Npu KOHUEeHTpaumju petuHon-auetara 150 (1) n 200 (2) kU/I; 6) kanmbpaymoHe npase
3a ofpehuBare pPeTMHOM-aUeTaT, NPV KOHLEHTpaumju ackopbuHcke kucenmHe 0,4 (1) u 0,8 (2)
umol/L.

Cnuka 61. KanmbpaumoHe npaBe 3a CMelly acKOpOWHCKe KWCennHa : peTuMHOM-aueTar, npu
KOHUeHTpaumju nepokcrga 0,1 mmol/L. a) kanubpaunoHe npase 3a ofpehmBare acKOpOUHCKe
KUCenvHe, Npu KoHUeHTpaunju petuHosn-auetara 0 (1) n 10 (2) kU/I; 6) kannbpaumnoHe npase 3a

oapehvBarbe PeTUHONM-ALETaT, MPY KOHLEHTPaLmMju ackopouHcke kucenuHe 40 (1) n 50 (2) pmol/L.

7.2. Cnucak Tabena

Tabena 1. PeakTuBHe BPCTe.

Tabena 2. y>knHa nonyXmBoTa peakTUBHUX KMUCEOHWYHUX BPCTA.

Tabena 3. Peakumjcku NoTeHLmMjan pagukana.

Tabena 4. MNocneguue  MHTepakuuje cnoboAHMX pagukana ca WMHTpahenjcKUM  MakKpo-
MOJIEKYNMa.

Tabena 5. AHTUOKCUAATMBHM KanaumuTeT [eceT HajloTEeHTHWjUX HaMupHWMLa w3 rpyne Boha,
nospha 1 3aunHa (Ha 100 g nponssoaa).

Tabena 6. [eceT HajaHa4YajHMjuX BpCTa Boha 1 noBpha ca penatuBHUM cagpxxajem BuTammHa C.
Tabena 7. KoHcTaHTe 6p3nHe 1 NoNyBpPeMeHa NpeTBaparba aCKOPOUHCKE KMCENNHE KOHLIEHTpaLuje

1 mmol/L, y 3aB1cHOCTM 0f pH cpeamHe.
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Tabena 8. CagpXaj acKOpOMHCKE KUCEeMHEe Yy MNPUCYCTBY pPasIMuUTMX CcTabunmnsmpajyhmnx
CyrncTaHum ToKkoM 96 catu (M3paxxeHo y % of noYeTHe KoHLUeHTpauumje AscH, 1 mmol/L).

Tabena 9. YTuuaj crabunmanpajyhmx cynctaHuM Ha KOHCTaHTe 6p3vHe npeTBapara WU
MonyBpemMeHa npeTeaparba aCKOPOMHCKE Y AeXnapoackopbuHCKy KncennHy npaheHo cTaHaapHOM U
KWHETUYKOM METOTOM.

Tabena 10. ¥YTuuaj cTpaHux CcyncTaHUuM Ha oapehuBare cafp)kaja ackopouHCKe KucenuHe (1
mmol/L = 176,1 mg/L) y ogHOCy Ha cneny npoby m3paxeHo y npoueHTuMa. PCC npefcras/ba
pasbnaxere CTpaHe CymncTaHLge.

Tabena 11. Cagpxaj ackopbuHCKe KucenvHe (mg) Yy pasMuMTuM npenapatvMa, LobujeH
NMPUMEHOM €H3MMCKe MeTOoZe, Y3 KOCyncTpare 0-TOIMANH 1 6eH31anH 1 npn pH 6 1 8.

Tabena 12. Cagpxxaj peTuHon-aueTara y y30pKy CUPOBUHCKE KOMMOHEHTE.

Tabena 13a. JeTtepmyHaLmoHa MaTpuua 3a ogpehustbe ackopouHcke kuncenuHe (0,4-50 pmol/L) n
petnHon-auetara (10-50 KU/L) y cmewn.

Tabena 136. JeTepmuHalmoHa MaTpumua 3a oapehnBre ackopbuHcke kucenmHe (0,4-50 umol/L) n
peTuHon-ayetara (75-500 kU/L) y cmeLuw.

Tabena 14. Cagpxaj ButammHa A n C y npenapatMMa W fAeTepMuHauMja HMXOBOr OfAHOCA

CUMYyNTaHOM METOOM.
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