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Metode i metodologija fizičkohemijskih istraživanja



Biofizička hemija proučava

Strukturu, oblik, konformaciju biomolekula

Konformacione promene i dinamiku tih promena

Interakcije između biomolekula

Mehanizme po kojima se odvijaju biološke funkcije 

molekula

Efekte toplote, zvuka, zračenja, reaktivnih hemijskih vrsta 

itd. na biosisteme



Šta je uzorak?

• Organizam

• Tkivo

• Ćelija

• Ćelijska organela

• Biomolekul

• Biohemijska reakcija

• In vivo

• Ex vivo

• In vitro



Interdisciplinarna naučna oblast – integriše znanja i metode iz 
različitih disciplina

Biofizička hemija – timski rad

stagsoftware.com



Etička pitanja
Direktiva 2010/63/EU - EU zakon o zaštiti životinja koje se 
koriste u naučno-istraživačke svrhe

„Dostupna su nova naučna saznanja u 
pogledu faktora koji utiču na dobrobit
životinja kao i sposobnost životinja da osete i
izraze bol, patnju, stres i trajno oštećenje. 
Stoga je potrebno unaprediti dobrobit
životinja koje se koriste u naučno-
istraživačkim postupcima podizanjem
minimalnih standarda za njihovu zaštitu u 
skladu s najnovijim razvojem nauke.“

„Iako je poželjno zameniti korišćenje živih
životinja u postupcima drugim metodama
koje ne uključuju žive životinje, korišćenje
živih životinja i dalje je potrebno radi zaštite
zdravlja ljudi, životinja i okoline.“

Procena:

1. Naučna opravdanost
2. Primena 3R (Replace, 

Reduce, Refine)
3. Korist (šta, za koga, kako, 

kada?)
4. Šteta
5. Verovatnoća uspeha

!!!



Statistika

Najvažnije pitanje u radu sa eksperimentalnim životinjama: 
Kako odrediti optimalan broj životinja?

Šta je optimalan broj?
Minimalan broj ali relevantan za statistiku

Premali broj dovodi do greške jer se ne uzima različitost biosistema
Preveliki broj dovodi do nepotrebnog žrtvovanja životinja

ILAR Journal, Volume 43, Issue 4, 2002, 244–258.



• Fundamentalna istraživanja

• Primena u medicini, farmaciji, ekologiji

• Najvažnije je znati izabrati odgovarajući model sistem i 
pravu tehniku

• To znači, stvarno razumeti 

- Pitanje na koje treba odgovoriti

- Biologiju∕biohemiju∕fizičku hemiju 

- Princip rada tehnike

Neka pitanja i zadaci za biofizičara



Neka pitanja i zadaci za biofizičara

• Odrediti strukturu biomolekula

• Povezati je sa njenom funkcijom

• Biohemijski procesi – reaktanti, intermedijeri, 
produkti, aktivatori, inhibitori

• Kako rade lekovi, sa kojim biomolekulima 
interaguju, da li biomolekul ili reakcija mogu 
da budu meta 

• Dizajn novih lekova – nove rute za isporuku 
lekova

• Pronalaženje biomarkera za bolesti



Zašto nas interesuje struktura biomolekula?
Primer – protein hemoglobin

Samo jedna AK u primarnoj strukturi je pogrešna, 
izmenjen oblik Hb, izmenjen oblik eritrocita, srpasta 
anemija



Ciljana isporuka lekova - lipozomi
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Ciljana isporuka lekova
DNK origami

Posebno važna 

primena za ciljanu 

dostavu antikancer 

lekova koji su slabo 

rastvorljivi, nestabilni, 

citotoksični



Metode u biofizičkoj hemiji

Tehnike koje služe za proučavanje strukture, osobina i funkcije 
(dinamike) biomolekula na atomskom ili molekulskom nivou

Spektroskopije
Mikroskopije
Elektrofiziološke tehnike
....
Molekulsko modeliranje

Tehnike za pripremu uzorka
Centrifugiranje
Hromatografija
Elektroforeza



Fizičkohemijske metode u biofizičkoj hemiji

• UV/vis (ULj/vid) spektroskopija

• Infracrvena spektroskopija

• Ramanska spektroskopija

• Cirkularni dihroizam

• Fluorescentna spektroskopija

• Rentgeno-strukturna analiza (spektroskopija X-zracima)

• NMR/MRI

• EPR/EPRI

• Konfokalna mikroskopija

• SEM, TEM, AFM

• Dinamičko rasejanje svetlosti (DLS)

• Masena spektrometrija

• Peč-klemp tehnika (metoda nametnute voltaže)



Spektroskopije

Za bilo koju spektroskopiju su nam potrebni

Izvor zračenja

Uzorak

Detektor

Za magnetnu spektroskopiju nam još treba

Magnetno polje

U spektroskopijama, skeniramo po  tj. 

I u magnetnim, može da se varira  (NMR, MCD) 

a kod EPR:  = const, i skeniramo po B (“klasični” continous wave 
spektrometri)



UV/vis

Neophodan u svim laboratorijama

Brza identifikacija

Može kvali i kvanti

Proteini apsorbuju na 280 nm

Nukleinske kiseline apsorbuju na 260 nm

Biomolekuli koji sadrže metale (vis)

Sistemi sa konjugovanim = vezama (UV)
oksihemoglobin

deoksihemoglobin



-CH3 1460 cm-1

-CH2- 2930/2860 cm-1

C-H 3300 cm-1

-C-C- 1165 cm-1

C=O 1730 cm-1 (zavisi od 
supstituenata)
Arom. 3060 cm-1 (fenilalanin, 
tirozin, triptofan)
SH 2580 cm-1 (cistein)
-C=N- 1600 cm-1

IC, FTIC

Bliska (14000-4000 cm-1) – za analizu proteina,
nukleinskih kiselina, lipida, ugljenih hidrata
Srednja (4000-400 cm-1) – najčešće korišćena obast,
osnovni modovi vibracija, jak intenzitet spekta
Daleka ( 400-10 cm-1) – nije značajna, ali postoje rotacioni
prelazi složenijih molekula, od male važnosti u analitici

Srednja oblast 

Može kvali i kvanti.

Voda je problem -
apsorbuje IC 
Ima trake na 3600 do 
3200 cm-1, 1645 cm-1



Primena metoda IC spektroskopije u analizi 
bioloških uzoraka

• Mogu se ispitivati različiti tipovi uzoraka: krv, urin, znoj, pljuvačka,
serum, amniotska tečnost, izolovane ćelije, brisevi, uzorci tkiva,
bakterijske kulture.

• IC spektroskopija zahteva pripremu uzorka – brzo sušenje i oduzimanje
spektra vode ili korišćenje ATR tehnike, tkiva se presuju između
pogodnih supstrata.

• Kod složenih sistema se može koristiti kombinacija D2O i H2O u analizi,
ali ograničeno zbog bioloških uzoraka.

ATR (Attenuated Total Reflection) – primena kod čvrstih i tečnih uzoraka. Dobro za
ispitivanje bioloških uzoraka zbog malog prolaska zraka u uzorak, tako da nema pripreme
i oštećenja uzorka.



IC, FTIC - proteini

Najvažnije trake
Sve 3 su apsorpcione 
trake peptidne grupe

Amid A



Dekonvolucija signala – exp. spektar lizozima

IC, FTIC - proteini



Primer: promena sekundarne strukture fibroina tokom kristalizacije

IC, FTIC - proteini



doi.10.1007/s00216-012-6018-3

Koža

doi.org/10.1016/j.saa.2014.12.114

doi.org/10.1007/s00414-019-02134-w

Analiza biološkog uzorka -
primena u forenzici

https://www.researchgate.net/deref/http:/dx.doi.org/10.1007/s00216-012-6018-3?_sg[0]=dxi8vTztzQouP0sVHpc2aZuoYqu_Z8vdnKOww3OHBEJMUtw9ylTSDAggfgXlA1ppIngxXMcjXSm7OWXuB0ymXr7IcA.yCUwZDcgqFitYcpiPVBHrZGVuP8rYcXW8Na7wca-F0jBNOXVu_Mj7lmmw8O0CCu3SCY8mjS32EKzs7eb7OLD0Q&_sg[1]=tpgxlHlI2vqJa98LvnKmmV2FE3OQgHhSYRDaZrvsD1f2njxe_rogNpyVvPCN-w_92253-_t3IoiO.fR8XLDSWAPvp1l87SBRTjm_MQScJAkuiED_h_QdC_u8439ZxHfVCGWofgEoUVan1sKn3uDg5eF-1s2ZdHPkYqw
https://doi.org/10.1016/j.saa.2014.12.114


Komplementarna sa IC

C-O , N-O , O-H (polarne) jake IC trake

C-C , C-H , C=C (nepolarne) jake Raman trake

U rastvoru

Čvrst uzorak (film)

Ramanska spektroskopija



UV: 244 nm, 257 nm, 325 nm, 364 nm

Vis: 457 nm, 473 nm, 488 nm, 514 nm, 532 nm, 633 nm, 660 nm

Bliska IC: 785 nm, 830 nm, 980 nm, 1064 nm

Izbor lasera utiče na rezultat:

Senzitivnost – intenzitet Ramanskog rasejanja  λ-4

Prostorna rezolucija – prečnik spot-a zavisi od λ

Npr: za 0.90/100x objektiv, 532 nm laser će dati spot od 0,72 µm, 
dok će 785 nm laser dati spot od 1,1 µm

Ramanska spektroskopija - laseri

Problem kod Ramanske: fluorescencija (česta pojava u biološkim uzorcima,
ali primenom lasera veće talasne dužine se može kontrolisati) + fotoizbeljivanje



Poređenje

Nema promene dipolnog
momenta 
IC neaktivno

Promena polarizabilnosti
Raman aktivno

Promena dipolnog momenta 
IC aktivno

Nema promene polarizabilnosti
Raman neaktivno

IC                                                     Raman
Apsorpcija svetlosti Rasipanje svetlosti
Promena dipolnog momenta Promena polarizabilnosti 
Ne može H2O Može H2O
Zahteva pripremu uzorka Ne zahteva pripremu uzorka
Nije mnogo skupo Skupo je

Za molekule sa centrom simetrije:



Rezonantna ramanska spektroskopija

• Za proteine i nukleinske kiseline

• Primenom impulsnih lasera ispituju se ultrabrzi procesi i
intermedijeri

• Koristi se laser sa frekvencijom koja odgovara elektronskom
prelazu odgovarajuće hromofore

• Trake simetričnih vibracija se intenziviraju i pojavljuju se trake koje
se ne opažaju u običnoj ramanskoj spektroskopiji (rezonantno
pojačane).

Prednosti: 
sadrži trake samo 
hromofore koja apsorbuje 
zračenje 
granica detekcije do 10-6

mol/dm3

doi.10.1016/j.crci.2015.08.014



Površinski pojačana ramanska spektroskopija 
Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) 

• Biomolekule koje ispitujemo treba
adsorbovati na površinu metala (obično
Ag ili Au, koloidni rastvor)

• Pojačavanje signala do 1010-1011

(naročito kod Surface-enhanced resonant
Raman scattering (SERRS).



Cirkularni dihroizam (CD)

Kada ravanski polarizovana svetlost prolazi kroz supstanciju
koja poseduje osobinu cirkularnog dihroizma nastaje eliptično
polarizovana svetlost

• CD spektroskopija meri razliku u apsorpciji levo i desno
polarizovane svetlosti koja je posledica strukturne asimetrije

• CD spektar - grafički predstavljena zavisnost molarnog
elipticiteta neke supstancije od talasne dužine upadnog
zračenja,  = f()

Proteini:

• Peptidna veza je optički aktivna

• CD spektar proteina je odraz njegove sekundarne strukture -
uređene strukture imaju CD signale dok neuređene nemaju



Apsorpcioni spektar CD spektar

β pločica

nasumično klupko

α heliks

β

α

NK

Peptidna hromofora:
n→p* 210-220 nm
p →p* 190 nm (najintenzivnija)
n→s* 175 nm

Cirkularni dihroizam proteina



Peptidna veza Aromatične amino kiseline

Identifikacija:
Alfa heliks
Beta ploča
Nasumično klupko

Identifikacija:
Promene u tercijarnoj 
strukturi

170 nm               250 nm                  350 nm

Cirkularni dihroizam proteina



Cirkularni dihroizam proteina



Nucleic Acids Res. 2009 Apr; 37(6): 1713–1725

Denaturacija
Vezivanje liganada, lekova

Cirkularni dihroizam nukleinskih kiselina



Elektronska paramagnetna rezonantna 
spektroskopija

• Jedina tehnika za detekciju kratkoživećih radikala,            
ROS i RNS

• Identifikacija oksidacionog stanja i geometrije kompleksa 
paramagnetnih metala

• Određivanje antioksidativnog kapaciteta biomolekula

• Konformacione promene proteina

• Fluidnost membrane

• In vivo merenje pO2

• In vivo određivanje redoks statusa - razlikovanje zdravog od 
bolesnog tkiva



Spektrofluorimetrija – fluorescentna spektroskopija

Dijagram Jablonskog

Aminokiseline 
Trp, Tyr, Phe

Nukleotidi 
slaba fluorescencija

Fluorofore u 
biomolekulima:



Proučavanje strukture, funkcije, konformacionih promena,
ligand-protein interakcija

Spektrofluorimetrija proteina

Uticaj okruženja Trp na
emisioni spektar

Methods Biochem. Anal, 1990, 
35,117–129.



• Single-stranded protein (SSB) se vezuje za jednolančanu
DNK i sprečava da se lanci ponovo spoje (iza DNK
helikaze) u toku transkripcije

• Kada se SSB veže za DNK gasi se fluorescencija triptofana

• Smanjenje fluorescencije je direktno proporcionalno
količini odmotanog dela DNK

SSB protein. 
http://schmieder.fmp-berlin.info/research/ssb.htm

Spektrofluorimetrija - interakcije proteina i DNK

Nature 2009, 461, 1067



Fluorescentno obeležavanje

• Fluorescentno bojenje proteina, nukleinskih
kiselina

• Kada se specifična antitela ili drugi biomolekuli
obeleže (hemijska veza) fluorescentnom bojom,
postaju fluorescentne probe za detekciju ciljanih
antigena.

• Ova metoda se koristi za ćelijski imidžing,
citometriju (flow cytometry), Western-blot analizu
i ELISA testove.



Za različite organele postoje
specifične probe:

mitohondrije (MitoTracker) 

lizozomi (LysoTracker) 

goldžijev aparat (konjugati lektina)

jezgra (DAPI koji se vezuje za DNK) 

mikrotubule centrozomi

jezgro zajedno

Fluorescentna mikroskopija



Neuron Mitohondrije 
(crveno) i Goldži 
kompleks (plavo)

Epitelijalne ćelije

Dobija se slika visoke rezolucije u odnosu na
fluorescentnu mikroskopiju

Konfokalna mikroskopija



Single particle tracking mikroskopija

Real time gledate šta radi jedan (fluorescentno
obeležen) molekul u fiziološkim uslovima

Kojom brzinom helikaza razmotava DNK

Prolaz jona/molekula kroz membranu



Dinamičko rasejanje svetlosti (DLS)

HeNe laser

uzorak

rasejana svetlost

detektor

autokorelacijadekonvolucija

Stokes-Einstein

D- koeficijent difuzije

k – Bolcmanova konstanta

T – temperatura

η – viskoznost sredine

Rh – hidrodinamički radijus 

sfernih čestica

uzorak
Određivanje 1) dimenzije lipozoma
2) stabilnosti lipozoma (zeta potencijal)



Rentgenostrukturna analiza
Kristalografija X-zracima   

• Metoda za proučavanje trodimenzionalne, atomske
strukture molekula

• Neophodno je imati monokristal

• Uslov za difrakciju: red veličine međuatomskog 
rastojanja u kristalu odgovara redu veličine  zračenja

• Elektronski oblaci su mesta difrakcije X zraka 
(difrakciona rešetka)



NMR vs. rentgenostrukturna analiza za 
određivanje 3D strukture proteina

NMR – mnogo više informacija od rtgstrukt. analize (uglovi, 
rastojanja, konstante sprezanja, hemijski pomeraji, dinamički 
parametri - konstante brzina) ali teže za manipulaciju. Mora se 
znati primarna struktura

Protein parvalbumin

Moncrieffe,  2000 Swain, 1989



Patch-clamp tehnika

Elektrofiziološka metoda za ispitivanje jonskih kanala u
ćelijskoj membrani



pipeta

citoplazma

elektroda

Patch-clamp tehnika



Patch-clamp tehnika

• Meri se struja stvorena prolaskom jona kroz kanale

• Prisustvo ili odsustvo struje govori o tome da li je kanal
otvoren ili zatvoren

Zatvoren 
kanal

Otvoren 
kanal



Masena spektrometrija

Razdvajanje jona pri prolasku kroz magnetno ili električno polje, 
na osnovu njihovog odnosa mase i naelektrisanja (m/z) 

1. Jonizator

2. Analizator masa

3. Detektor

FAB
fast atom bombardment

7-25 kDa nmol Naisparljiv
rastvarač

Ne može za teško
jonizujuće molekule

ESI
electrospray ionization

70-200 kDa fmol Voda Ne može za smeše

MALDI
matrix assisted laser 
desorption ionization

300 kDa fmol Mikrokristal Ne može za fotosenzitivne
molekule

Jonizator



Komponenta Metoda jonizacije Mehanizam jonizacije

Peptidi FAB, MALDI i ESI Protonovanje, 
deprotonovanje

Proteini MALDI i ESI Protonovanje,
deprotonovanje

Ugljenihidrati FAB, MALDI i ESI Protonovanje, 
deprotonovanje, 
katjonizacija

Oligonukleotidi MALDI i ESI Protonovanje, 
deprotonovanje, 
katjonizacija

Mali biomolekuli FAB, MALDI i ESI Protonovanje, 
deprotonovanje, 
katjonizacija, 
izbacivanje e-

Masena spektrometrija



• Rutinska tehnika za određivanje primarne strukture proteina i
molekulske mase

• Potrebno 5-100 μM rastvora

• Prethodi tečna hromatografija

Masena spektrometrija – proteini



Najčešće analize: 

ispitivanje lekova, mesto 
modifikacije, stvaranje 
kompleksa, dijagnostika 
bolesti

Masena spektrometrija – nukleinske kiseline



• 3D topografska tehnika visoke rezolucije

• Ispitivanje na vazduhu i u tečnosti

• Dobijaju se informacije o mehaničkim osobinama ćelija i
silama između molekula

• AFM je bolje od SEM jer:

Realni 3D prikaz površine uzorka

Mogu dielektrični uzorci

Mogu uzorci koji ne smeju u vakuum

Ali, ne daje hemijski sastav

Mikroskopija atomskih sila
Atomic Force Microscopy (AFM)



AFM

Kompleksi DNK – antikancer lek
©Torunn Berge

Primer: Elastičnost virusa animacija
https://www.youtube.com/watch?v=MZb8C0f7Kdg

https://www.youtube.com/watch?v=MZb8C0f7Kdg
https://www.youtube.com/watch?v=MZb8C0f7Kdg


Tumor dovodi do promena u strukturi, mehaničkim osobinama, 
rastu, morfologiji, interakcija na nivou ćelija, ćelijskoj membrani i 
citoskeletu

Zdrave i bolesne ćelije se razlikuju u elastičnim i athezivnim 
osobinama – AFM može da detektuje

doi.org/10.1016/j.semcdb.2017.06.029

AFM – ispitivanje tumora na nivou jedne ćelije

https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2017.06.029


AFM – interakcija između dva molekula, 
razvijanje proteina

• Jedan molekul je na površini, drugi molekul je zakačen na vrh
AFM igle

• Meri se rastojanje na kome se raskidaju veze između
molekula

© Cellular and Molecular Biomechanics Laboratory, Department 

of Bioengineering, Imperial College London, UK



Imidžing tehnike magnetne rezonancije 
MRI i EPRI

T1W

NIMEDIA, Stockvideo-ID:13787300



Scientific Reports 7, Article number: 17468(2017)

Second Harmonic Generation (SHG) microscopy za proučavanje 
strukture kolagena kod oštećenih tkiva, posle operacije tumora
Nelinearna koherentna optička mikroskopija



Nature Communications 8, Article number: 2111 (2017)

Ultra-low noise frequency-modulation atomic force microscopy 
(FM-AFM) – detektuje lokalnu hidrataciju



Nature Communications 8, Article number: 1978 (2017)

Dielektroforeza za detekciju cirkadijalnog ritma u crvenim 
krvnim zrncima



Scientific Reports 7, Article number: 17478(2017)

Primer istraživanja u oblasti BFH: 
Detekcija ranih biomarkera određenih bolesti u suzama


