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Tehnica de securitate si regulile de folosire
a reactivelor chimice in laboratorul de biochimie

1. Pe parcursul efectudrii experientelor trebuie de
folosit cu atentie vasele chimice, aparatele si reactivele.

2. Se interzice de lucrat cu vase chimice nespalate sau
stricate.

3. Se interzice de lasat fard supraveghere aparatele in
functiune.

4. Toate lucrarile cu substantele toxice sau cu miros
iritabil trebuie sa fie efectuate in nisa de ventilare.

5. In timpul lucrarilor practice legate de substante
inflamabile (eter, alcool, benzind, benzol, acetona si altele)
sau explozive trebuie de respectat urmatoarele reguli:

. substantele date se tin cat mai departe de foc si
de aparatele de incalzire;

. nu se admite pastrarea lor in vase de sticld subtire
si Inchise ermetic cu dop;

. nu se admite pastrarea reactivelor in cantitdfi
mari pe masa de laborator;

° se interzice de turnat reactivele date in chiuveta;

. dacd au fost varsate cantitdti mari de substante
inflamabile trebuie imediat de inchis toate robinetele de gaz,
de deconectat aparatele electrice, aparatele de incalzit, de
deschis toate ferestrele si de strans solutia varsata cu carpa.

6. Vasele cu reactive trebuie de astupat cu dopuri de
cauciuc.

7. Se interzice de lasat solutiile In vase fara inscriptii.

8. Pentru a cantari probe de produs de natura vegetala
trebuie de folosit cantarul tehnic si nu cel analitic.

9. Se interzice categoric de inspirat in pipete solutii
care pot provoca arsuri chimice (acizi si baze alcaline
concentrate, reactivele Fehling, amestecul formolic si
altele).



10. In laborator se interzice mancatul, bautul din
vesela chimica, fumatul si consumul de alcool.

Primul ajutor in caz de arsuri si intoxicatii

1. Daca arsura provine de la un obiect incandescent
sau de la foc, leziunea trebuie tratatd cu o solutie de alcool
etilic, apoi de uns cu glicerind sau vaselind. Arsurile grave
se trateazd cu solutie de permanganat de potasiu sau cu
vaselina si se adreseaza la medic.

2. Daca pe suprafata pielii au nimerit stropi de lichid
agresiv ea trebuie spalatd imediat cu apd din robinet, apoi
neutralizata: acidul — cu solutie de soda calcinata de 3% sau
amoniac, iar baza alcalind — cu solutie de acid acetic de 2%.

3. Daca in ochi au nimerit stropi de acid concentrat,
spalati imediat cu apa din robinet, apoi cu solutie de soda
calcinatda de 3% si adresati-va urgent la medic. Daca au
nimerit stropi de baza alcalind se spald cu apa, apoi cu
cantitdfi mari de solutie de 0,5 % de acid boric si adresati-
va urgent la medic.

4. Daca 1n organism au nimerit Intdmplator reactive se
recomanda: in caz de baza alcalind — de baut o cantitate
mare de apd, apoi un pahar cu solutie de 2% de acid acetic
sau citric; In caz de acid — un pahar cu solutie de 2% de
bicarbonat de sodiu.

5. Daca s-a produs o lezare cu sticld trebuie in primul
rand de inlaturat cioburile din rana, apoi de dezinfectat cu
solutie de iod 3% si de legat cu pansament steril. Daca
sangerarea € mare, mai sus de rand se aplicd un garou, apoi
se adreseaza la medic.

6. Daca in laborator izbucneste un incendiu, trebuie
inchise imediat robinetele de gaz si de lichidat focarul
incendiului cu nisip sau stingator de bioxid de carbon. Daca
s-a aprins haina — stingerea se face cu o plapuma de lana.



I. Acizi nucleici
Lucrarea de laborator Nel
Hidroliza nucleoproteidelor

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De efectuat hidroliza ribonucleoproteidelor (RNP) la
drojdii.
2. De evidentiat componentele (RNP) cu ajutorul reactiilor
calitative.
3. De generalizat si aprofundat cunostintele studentilor
despre componentele (RNP).

Complexele alcatuite din acizi nucleici si proteine se
numesc nucleoproteide. Drojdiile de panificatie pot fi
folosite in scopuri didactice pentru studierea componentelor
nucleoproteidelor. In urma hidrolizei acide, nucleoproteidele
se descompun in urmatoarele componente: baze azotate
purinice si pirimidinice; monoglucide (dezoxiribozd sau
ribozd); acid fosforic; peptide.

Acizii nucleici sunt biopolimeri macromoleculari,
alcatuiti din unitdfi structurale mai simple (monomeri)
denumite nucleotide. Un nucleotid este format din trei
componente: un radical fosforic, un monoglucid si o baza
azotati pirimidinicd sau purinici. In macromoleculele de
ADN este stocata informatia ereditara a organismului care
se realizeazd 1n procesul de biosinteza a proteinelor.
Compozitia chimica a acizilor nucleici este prezentata in fig.
1-3 si tab.1.
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Fig. 1. Bazele azotate pirimidinice
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Fig. 3. Monoglucide

Bazele azotate formeaza mpreund cu monoglucidele
dezoxiriboza si riboza nucleozide. Bazele pirimidinice se
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asociaza de monoglucid cu atomul N, iar bazele purinice —
cu atomul Ny. Monoglucidul se ataseazd de bazele azotate
cu grupa -OH a atomului C, (fig. 4).

B — N-legatura glicozidica

OH R

Fig. 4. Structura generala a nucleozidelor: R = OH —
ribonucleozida; R = H — dezoxiribonucleozida;
B — baza heterociclica

Nucleozidele sunt rezistente la hidrolizd in solutii
bazice, 1nsa in mediu acid, nucleozidele sunt supuse
descompunerii  la nivelul legaturii p—N-glicozidice.
Nucleozidele purinice se hidrolizeazd mai usor decat
nucleozidele pirimidinice.

Atasarea  restului  fosforic la  nucleozide
conditioneaza formarea nucleotidelor. Radicalul fosforic
realizeaza legatura intre carbonul din pozitia 5' (Cs) a unui
nucleotid cu carbonul din pozitia 3' (Cs) a unui alt nucleotid
(fig. 5), astfel incat se formeaza un lant polinucleotidic prin
legaturi 5'—3' sau 3'—>5' (fig. 6).
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Fig. 5. Structura generald a mononucleotidelor (R =
OH - ribonucleotidd; R = H — dezoxiribonucleotida)



Fig. 6. Lant polinucleotidic

In anul 1953 J. Watson si F. Crick au propus modelul
de structurd bicatenard a ADN-lui. Conform acestui model
molecula de ADN este alcatuita din doua lanfuri sau catene
polinucleotidice complementare, rasucite una 1in jurul
celeilalte, formand un helix dublu, aceasta fiind structura
secundara a ADN-lui. Spre exterior se afld scheletul
glucidofosforic al moleculei de ADN, iar spre interior —
bazele azotate complementare legate prin punti de hidrogen.
Realizarea  structurii  bicatenare  este  consecinta
complementaritatii dintre bazele azotate purinice si bazele
azotate pirimidinice (fig. 7).



Guanina H Citozina

Fig. 7. Legaturile de hidrogen ale moleculei de ADN

Prin urmare, in molecula de ADN (A =T) si (G =
C), iar continutul purinic este egal cu continutul pirimidinic
(A+G =T+C) — regula lui Chargaff. Raportul insa dintre
(A+T) / (G+C) difera si este specific la diferite organisme.

Tabelul 1. Asemanari si deosebiri
in componenta chimici a acizilor nucleici

ADN ARN
(acid dezoxiribonucleic) (acid ribonucleic)
Baza azotata
Adenina Adenina
Guanina Guanina
Citozina Citozina
Timina Uracil
Monoglucida
Dezoxiriboza ’ Riboza

Transferul de informatie geneticd din nucleu in
citoplasmd necesar pentru biosinteza proteinelor este
indeplinit de acizii ribonucleici (ARN). ARN se deosebeste




structural de ADN prin faptul cd in loc de monoglucidul
dezoxiriboza contine riboza, iar in loc de baza azotata timina
— uracil. Pe langd aceasta, molecula de ARN este
monocatenara si are o masa moleculara relativda mai mica.
Celula contine 4 tipuri de ARN: ARN mesager (ARNm),
ARN de transport (ARNt), ARN ribosomal (ARNr) si ARN
nuclear mic (ARNnm), care intrd In componenta enzimelor
ce catalizeaza metabolismul acizilor nucleici.

Pentru  studierea  componentei  chimice a
nucleoproteinelor se efectueaza hidroliza acidd a drojdiilor
de panificatie. Cu ajutorul reactiilor calitative se identifica
produse ale hidrolizei — proteine, baze azotate, acidul
fosforic, precum si monoglucidele riboza sau dezoxiriboza.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) NaOH (solutie de 10%).

2) CuSOy (solutie de 1% ).

3) Amoniac (solutie concentratd).

4) AgNO3 (solutie de 2%).

5) Reactiv difenilamina (solutie de 1%). 1 gr difenilamina se
dizolva in 50 ml acid acetic, se adaugd 2,75 ml H,SO4
concentrat, apoi se toarnd acid acetic pana la 100 ml.

6) Reactiv de molibden (7,5 gr molibdat de amoniu se
dizolva in 50 ml HNOj; concentrat).

7) Apa distilata.

8) Hartie de turnesol.

9) Balon cu un tub de sticla de 20-30 cm.

10) Palnie cu filtru.

11) Cilindru gradat.

12) Baie de apa.

13) Hidrolizat de drojdii.
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Experimentul 1. Obtinerea hidrolizatului de drojdii

2,5 gr drojdii se pun intr-un balon unit cu un tub de
sticla de 20-30 cMm, se adauga 20 ml solutie 10% H,SOs.
Hidroliza drojdiilor se realizeaza la incalzire timp de o ora
din momentul fierberii lichidului. Dupa racire, hidrolizatul
se filtreazd si se foloseste pentru efectuarea reactiilor
calitative.

In fiola se pun 1 gr de drojdii proaspete de
panificatie si se dozeaza 8 ml solutie 10 % H,SO4. Fiola se
inchide cu un dop de cauciuc, in care este introdus un tub de
sticla de 20-30 cM si se pune pe baie de apa timp de 35 min.
Dupa racire, hidrolizatul se filtreaza si se foloseste pentru
efectuarea reactiilor calitative.

Experimentul 2. Reactia biuretica a proteinelor

La 5 picaturi de hidrolizat se adaugd 10 picéturi de
solutie 10% NaOH pana la o reactie bazica, apoi se adauga 2
picaturi de solutie CuSO4 de 1%, solutia se coloreaza in
albastru-violet.

Experimentul 3. Proba de argint la prezenta bazelor

La 10 picaturi de hidrolizat se adaugd o solutie
concentratd de amoniac pand la o reactie bazicd, apoi se
adaugi 10 picituri solutie 2% AgNO;. In scurt timp se
formeazd un precipitat de sdruri ale bazelor purinice de
culoare maro-deschisa.

Experimentul 4. Reactia Trommer
la prezenta componentului glucidic
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Difenilamina cu dezoxiriboza produce o culoare
albastra, iar cu riboza — culoare verde. La 5 picaturi de
hidrolizat se adaugd 20 picaturi difenilamind, solutia se
fierbe pe baia de apa timp de 15 minute, se coloreaza in
verde-albastru.

La 0,5 ml de hidrolizat de drojdii se adauga 1 ml
solutie NaOH (30%) si 3 picaturi solutie de CuSOy4 (7%).
Fiola se incalzeste pana la fierbere. Riboza se oxideaza, iar
in urma reducerii Cu”" pani la Cu” se formeaza un precipitat
Cu(OH), de culoare galbend sau un precipitat Cu,O de
culoare rosie.

Experimentul 5. Proba de molibden
la prezenta acidului fosforic

Acidul fosforic formeazd cu reactivul de molibden
(solutie de molibdat de amoniu in acid azotic) un precipitat
cristalic galben de amoniu fosforomolibdenic:

H;PO,+12(NH4),M00,4+21HNO; —

(NH,4);PO, 12Mo00;|+21NH,NO; +12H,0

La 10 picaturi de hidrolizat se adauga 20 picaturi
reactiv molibdenic, apoi solutia se fierbe cateva minute la
baia de aburi. In prezenta acidului fosforic solutia se
coloreaza in galben-deschis. La racire in solutie se formeaza
un precipitat cristalic de culoare galbena-deschisa.

Perfectarea lucrarii. Rezultatele lucrarii sunt
prezentate In forma de tabel:

Ne | Etapa Conditiile reactiilor Efectele Concluzii
lucrarii (reactive, t°C, timpul, | observate
schema reactiei)
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Teste de control

1. Care din urmatorii compusi intrd in componenta ADN-lui:
a) citozind, guanina, riboza, uracil;

b) dezoxiriboza, timind, guanind, uracil;

¢) adenina, dezoxiriboza, guanind, timina;

d) guanina, citozind, riboza, adenina;

e) uracil, riboza, timina, adenina?

2. Care din urmatorii compusi intrd in componenta ARN-lui:
a) riboza, timina, uracil, adenina;

b) uracil, adenina, dezoxiriboza, riboza;

¢) uracil, adenina, timina, riboza;

d) dezoxiriboza, timind, riboza, adenina;

e) adenina, uracil, timina, riboza?

3. Care din urmatorii compusi intrd in reactie cu reactivul
difenilamina:

a) timinad, riboza, uracil, adenina;

b) guanind, dezoxiriboza, uracil, timina;

¢) adenina, guanind, uracil, riboza?

4. Care din urmatorii compusi intrd In reactie cu solutia
bazica de nitrat de argint:

a) timina, uracil, adenina, dezoxiriboza;

b) guanina, riboza, dezoxiriboza, timina;

¢) riboza, citozind, guanind, uracil?

5. Doua catene polinucleotidice ale moleculei de ADN sunt
unite intre ele prin legaturi:

a) peptidice; b) glicozidice;

c) fosfodiesterice; d) de hidrogen.

6. Un segment bicatenar al moleculei de ADN contine 2400
de nucleotide, dintre care 300 cu adenina. Cate nucleotide cu
citozina contine acest segment?

a) 300; b)750; ¢)900; d)1800.

7. Selectati termenul care nu se incadreaza in grupul tematic
respectiv si explicati de ce l-ati separat:
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a) adenind; b) guanind; c) citozind; d) uracil.

8. Un segment bicatenar de ADN contine 720 de nucleotide
cu adenind si timidind (48% din numadrul total de
nucleotide). Determinai numarul total de nucleotide cu
guanind In segmentul respectiv.

a) 195; b)390; c¢)720; d)360.

9. Masa moleculard medie a unei nucleotide este de 300.
Determinati masa moleculara a genei care codificd un lant
polipeptidic alcatuit din 470 de aminoacizi.

I1. Aminoacizi si proteine
Lucrarea de laborator Ne2

Determinarea continutului de amoniac
dupa metoda Conway-Bairn

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De insusit metodica de determinare cantitativa a azotului
amoniacal in vin.
2. De studiat metabolismul amoniacului in plante.
3. De caracterizat succint substantele azotoase care se contin
in plante.

Azotul joacd un rol important in viata plantelor.
Azotul intrd in componenta proteinelor, acizilor nucleici,
clorofilei, enzimelor, majoritatii vitaminelor si a altor
compusi organici. Plantele §i microorganismele folosesc
azot neorganic pentru biosinteza substantelor azotoase, iar
animalele si omul — doar azot organic.

Plantele, ciupercile, animalele si omul nu pot asimila
azot atmosferic. Capacitatea de a fixa azot atmosferic o au
unele microrganisme procariote: bacterii anaerobe din genul
Clostridium, bacterii aerobe din genul Azotobacter,
cianobacterii (alge albastre-verzi) si bacteriile azotfixatoare
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simbiotice din genurile Rhizobium si Bacillus, care trdiesc
pe nodozitatile radacinilor plantelor din familia Fabaceae.
Transformarea azotului atmosferic in azot amoniacal folosit
ulterior pentru sinteza substantelor azotoase reprezintd un
proces de reducere fermentativa.

Sarurile acidului  azotic  (nitrati, nitriti) si
amoniacului reprezintd sursa principald de azot a plantelor.
In conditii naturale nutritia plantelor cu azot se realizeazi cu
anionii NOj3’ si cationii NH,".

Azotul amoniacal din sol provine sau din
ingrdsamintele organice, sau din resturile de substante
organice in curs de descompunere, proces la care participa
bacteriile de putrefactie din genurile Bacillus si Clostridium.
Acest proces se numeste amonificare.

Nitratii sunt introdusi in sol cu Ingrasamintele
organice, minerale sau se formeaza la oxidarea amoniacului
si a nitritilor de bacteriile nitrificatoare Nitrosomonas si
Nitrobacter. Acest proces se numeste nitrificare. Bacteriile
Nitrosomonas oxideaza amoniacul: NH; + 172 O, = (NOy") +
2H" + H,O0; iar bacteriile Nitrobacter oxideaza nitritii: (NOy
) + % O, = NOj". Formele minerale de azot patrund in plante
si sunt supuse unui ciclu complex de transformare si in cele
din urma se includ in componenta substantelor organice
azotoase — aminoacizi, amide, proteine. Veriga principala in
metabolismul  substantelor organice azotoase este
amoniacul. Din amoniac se sintetizeaza substante azotoase,
care la randul sau se descompun pana la amoniac.

Azotul din nitrati nu poate fi folosit nemijlocit de
plante pentru sinteza aminoacizilor. Nitratii sunt supusi unui
proces de reducere fermentativdi pand la amoniac:
HNO3—>HN02—> (HNO)2—>NH20H—>HN3.

Reducerea nitratilor in plante se realizeaza in functie
de utilizarea amoniacului format la sinteza substantelor
organice azotoase.
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In plante amoniacul se formeaza, de asemenea, in
urma descompunerii aminoacizilor: in cadrul proceselor de
dezaminare, decarboxilare, transaminare.

Amoniacul 1n stare libera nu se acumuleaza in plante
deoarece este toxic. Plantele bogate in acizi organici liberi,
numite plante acide (macris, revent, begonia etc.) au
capacitatea de a fixa amoniacul sub formad de saruri de
amoniu (oxalat de amoniu, malat de amoniu, citrat de
amoniu, fumarat de amoniu etc.). Cea mai importantd cale
de depozitare a amoniacului este fixarea acestuia, in special,
sub forma de amide ale acidului aspartic si glutamic —
asparagina si glutamina. Amidele sunt derivati functionali ai
acizilor carboxilici 1n care grupa -OH din carboxilul acidului
este inlocuitd cu gruparea aminica -NH,. Amoniacul fixat
sub forma de amide (asparagind si glutamind) nu este toxic.
Formarea asparaginei si glutaminei este un proces care
decurge cu consum de ATP (fig. 8):

ATP ADP
HOOC - CH - CHy- CH,- coon —=—s HOOC - CH - (CH,) - CO -0 (B) +

LHZ acid glutamic ~i, acid fosfoglutamic
(forma activa)

+NH
———— HOOC - CH - CH,- CH,- CO - NH, + H3PO,

glutamina
2

Fig. 8. Formarea glutaminei

Amoniacul fixat sub forma de amide poate fi eliberat
prin hidroliza enzimatica pentru a fi utilizat in biosinteza
compusilor cu azot sau in mentinerea echilibrului acido-
bazic din planta (fig. 9):

+H,0
HOOC - l(H - CH,- CH,- CO - NH, <+—— HOOC -CH - CH,- CH,- COOH
s - NH; . o
NH, glutamina NH, acid glutamic

Fig. 9. Hidroliza fermentativa a glutaminei
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Fixarea amoniacului molecular sub forma de uree
este caracteristicd pentru ciuperci, drojdii, plantele
superioare, insd se intdlneste mai des in regnul animal si se
numeste ciclul ureogenetic sau ciclul ornitinic.

Importanta analizei. In toate plantele si materia
prima vegetald se contin in cantitati mari diferite substante
azotoase. Din aceastd categoric de substante fac parte
aminoacizi, amide, polipeptide, proteine, alcaloizi, unele
vitamine, astfel de produse ale metabolismului azotos
precum asparagina, glutamina, ureea, amoniac. Amoniacul,
care se gaseste sub forma de sdruri de amoniu, este un
produs toxic si se acumuleaza in plante in cantitdti mici.
Cresterea continutului de azot amoniacal reduce calitatile
gustative ale vinurilor, sucurilor, compoturilor.

Principiul metodei. Cand la solutia care contine
saruri de amoniu, se adaugd baza, se elimind amoniac, care
se retine cu solutie de 0,02 n H,SO4. Titrand cu hidroxid de
sodiu excesul de acid, care n-a reactionat cu amoniacul, se
poate calcula cantitatea de acid necesara pentru a neutraliza
amoniacul.

Bazele puternice, odatd cu descompunerea sarurilor
de amoniu, partial hidrolizeaza si amidele:

R - CO —NH; + KOH — R — COOK + NHj3

Amoniacul format in acest caz poate denatura
rezultatele analizei. latd de ce pentru a evita hidroliza
amidelor, in loc de bazad la solutia analizatd se dozeaza
solutie saturatd de K,COs;, care in procesul de hidroliza
formeaza un mediu bazic relativ slab.

Chimismul procesului este urmatorul:

K2C03 + HQO = KHCO3 + KOH

NH4CIl + KOH = KCI + NH; + H,O

2NHj; + H,SO4 = (NHy4),SO4
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H2$O4exces+ NaOH = N32S04 + HZO
Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Patru cesti Conway.

2) Doui pipete Mor de 5 cm’ si o pipetd gradatd de 5 cm”’.
3) Patru baloane conice de 100 cm’.

4) K,COs (solutie saturatd).

5) H,SOy4 (solutie 0.02 n).

6) NaOH (solutie 0.02 n).

7) Indicator mixt (metilrot-metilen albastru): 0,2 g metilrot
s1 0,012 g metilen albastru se dizolva in 60 cm’ alcool si cu
apa se aduce pind la 100 cm’.

Ordinea indeplinirii lucrarii

Se dozeaza 5 cm’® solutie de 0,02n H,SOy4 in camera
internd (1) a cestii Conway (fig.10). In camera externi (2) se
dozeazi 5 cm’ solutie analizati (vin, suc etc.). Ceasca
Conway se inchide in proportie de 9/10 cu o placa de sticla
slefuita. Prin gaura deschisd cu ajutorul pipetei gradate in
camera externd se dozeaza 3 cm’ solutie saturata K,COs.
Ceasca se inchide cu placa si se amesteca solutia analizatd
cu K,COs. Apoi ceasca se pune in termostat si se tine timp
de 1 ora la temperatura de 50-55 °C.

Fig. 10. Ceasca Conway

Dupa ce se scoate din termostat, ceasca Conway se
deschide si solutia din camera interna se transfera intr-un
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balon conic de 100 cm® cu apa distilata (= 10 cm®). Solutia
se titreaza cu solutie 0,02n NaOH in prezenta indicatorului
mixt pand la schimbarea culorii din violet in verde.

Experienta se repeta in 2 cesti Conway. Paralel se
efectueaza proba de control, unde in loc de solutie analizata
se foloseste apa distilata.

Cantitatea de azot amoniacal (mg/dm’) in solutia
analizata se calculeaza dupa formula:

(Vcontrol - I/I\'jcm )X K x0.28x1000
V s

=

unde:

Veontroo — Volumul solutiei 0,02n NaOH, folosita la
titrarea probei de control, cm’;

Viwera — volumul solutiei 0,02n NaOH, folosita la
titrarea probei de lucru, cm’;

K — coeficientul de corectie a bazei;

0,28 — cantitatea de azot in mg, care corespunde unui
cm’ de solutie 0,02n NaOH;

V — volumul probei analizate, cm”.

Intrebiri de control

1) Numiti substantele azotoase care intra In componenta
organismelor vii.

2) Care forme de azot sunt utilizate de microorganisme,
plante si animale?

3) Descrieti transformarile azotului nitric in plante.

4) Cum se numeste procesul de oxidare a amoniacului pana
la nitrati?

5) Explicati deosebirea dintre procesele de nitrificare si
amonificare.

6) Cum se fixeaza excesul de amoniac 1n plante?

7) Scrieti reactiile de sinteza si descompunere a amidelor in
plante.
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8) Descrieti principiul metodei de determinare cantitativa a
amoniacului.

9) Cum se calculeaza cantitatea de azot amoniacal in solutia
analizata?

10) Care reguli ale tehnicii de securitate trebuie de respectat
la efectuarea lucrarii respective de laborator?

Lucrarea de laborator Ne3

Determinarea potentiometrica a
derivatilor formolici ai a-aminoacizilor

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De insusit metodica de determinare a continutului de azot
aminic 1n vin.
2. De generalizat si aprofundat cunostintele studentilor
despre structura si functiile aminoacizilor.
3. De studiat proprietdtile chimice ale aminoacizilor.

Aminoacizii sunt compusi organici care contin in
molecula lor cel putin o grupare aminicd -NH, si o grupare
carboxilica -COOH. In functie de pozitia gruparii aminice in
scheletul carbonic fatd de gruparea carboxilica se deosebesc
a-, B-, y- aminoacizi. La a-aminoacizi gruparea aminicd si
carboxilicd sunt legate de acelasi atom de carbon, la f-
aminoacizi gruparea aminicd este separatd de gruparea
carboxilicd printr-un atom de carbon, la fy-aminoacizi
gruparea aminica este separatd de gruparea carboxilica prin
doi atomi de carbon. In prezent sunt cunoscuti cca. 220 de
aminoacizi, insd doar 20 de a-aminoacizi sunt proteinogeni,
intrd Tn componenta proteinelor (anexa 1). Formula generala
a a-aminoacizilor este urmatoarea (fig. 11):
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ol
H,N—CH—COOH
R
Fig. 11. Formula generala a a-aminoacizilor

Pe langa aminoacizi standard, in componenta unor
proteine intrd §i aminoacizi specifici nestandard -
selenocisteina (Sec) si pirolizina (Pyl).

Prezenta concomitentd in moleculele de a-
aminoacizi a grupdrii aminice §i carboxilice confera
aminoacizilor capacitatea de a intra 1n reactii de
policondensare si formare a legaturilor peptidice dintre
aminoacizi. In rezultatul unei astfel de reactii se formeaza
biopolimeri — proteine. Numarul §i  succesiunea
aminoacizilor in lanturile polipeptidice sunt strict specifice
si determind proprietdtile fizico-chimice ale proteinelor.

Proprietiatile chimice ale aminoacizilor. o-
Aminoacizii avand proprietati amfotere (fig. 12), pot sa
reactioneze ca amine (fig. 13-15) si ca acizi carbonici (fig.
16-17).

R—CH— COOH _———». R—CH—COO

+

NH, NH,;
Fig. 12. Proprietatile amfotere ale a-aminoacizilor

Datoritda gruparii aminice o—aminoacizii intrd in
reactie cu acizii minerali, cu acidul azotos (fig. 13), HCIl
(fig. 14), cu aldehidele si glucidele reducatoare.
R-CH—COOH + HNO; — R—-CH-COOH + N,1 + H,O

| |
NH; OH
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Fig. 13. Reactia a-aminoacidului cu HNO;

In rezultatul interactiunii cu HNO, se elimini azot si
se formeaza hidroxiacid. Aceastd reactie sta la baza
determindrii cantitative a aminoacizilor dupa metoda Van
Slyke (se i-a In considerare cantitatea de azot eliminat).

R-CH-COOH + HCl — [ R-CH-COOH ] CI'

| |
NH , "NH 3

Fig. 14. Reactia a-aminoacidului cu HCI

In rezultatul interactiunii aminoacizilor cu aldehide
(fig. 15) se formeazd baze Schiff, din care se pot forma
melanoidine.

R-CH-COOH + O=CH-R — R—CH-COOH + H,O
| aldehida |
NH; N=CH-R baza Schiff
Fig. 15. Reactia a-aminoacidului cu aldehida
Grupa carboxilicd a aminoacizilor reactioneaza cu
baze (fig. 16) si alcooli (fig. 17), formand respectiv saruri si
esteri.
R-CH-COOH + NaOH — R-CH-COONa + H,0O

| |
NH] NHZ

Fig. 16. Reactia a-aminoacidului cu baza

R-CH-COOH + HO-C;Hs; — R-CH-COOC,Hs+ H,O

| |
NHz NH2

Fig. 17. Reactia a-aminoacidului cu alcool

22



Legatura ce se formeaza intre gruparea carboxilicd a
unui aminoacid §i gruparea aminicd a altui aminoacid se
numeste legatura peptidica (-CO-NH-). Legaturile peptidice
se formeaza prin eliminarea unei molecule de apa
(condensare — fig. 18) si se rup in urma aditionarii unei
molecule de apa (hidroliza).

Fem———— -
[

HN—CH—CCOH + HNH—CH—COOH %}

R R!

HN—CH——CO—NH—CH—COOH

R R
dipeptida

Fig. 18. Legatura peptidica

Aminoacizii care se con{in in materia prima vegetala
pot fi supusi unui proces de dezaminare oxidativd si
decarboxilare. Aceste reactii se desfasoara in cadrul unor
procese tehnologice in prezenta oxigenului, peroxizilor,
chinonelor si a altor oxidanti. In urma acestor reactii se
formeaza aldehide (fig. 19), care confera produselor
alimentare un miros specific.

-2H" o ’
R—CH—™COOH —mmmmm™@™ ™ R—j‘—('ooH iminoacid

NH,

0, +1,0 o
R—(C—COOH—» R—CHO W R—CH=NH
3
aldehida

e}

Fig. 19. Formarea aldehidelor
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Importanta analizei. In materia primi de origine
vegetald si animald, in produsele alimentare se contine o
cantitate de aminoacizi in stare libera. In must, sucuri, vinuri
continutul de aminoacizi liberi poate s depaseasca mai mult
de jumitate din continutul total de substante azotoase. In
procesul de prelucrare a materiei prime, din aminoacizi se
formeaza un sir de compusi care determina gustul, culoarea
si mirosul produselor finite.

Principiul metodei. o—Aminoacizii reactioneaza
usor cu formaldehida formand derivati formolici (fig. 20):

R— CH— COOH
NH, + 0=CH, —— R—CH—COOH +H, O

N:CHZ
Fig. 20. Reactia a-aminoacidului cu formaldehida

Aminogrupele 1isi pierd proprietatile bazice, iar
grupele carboxilice libere se titreaza cu baza (NaOH),
formand saruri (fig. 21):

R—CH—COOH + NaOH —»R—CH—COONa + H,O

N=CH, N=CH,
Fig. 21. Titrarea grupei carboxil a a-aminoacidului

Se considera conventional, cad numdrul grupelor
carboxilice titrate, la acizii monocarboxilici, sunt
echivalente cu numarul grupelor aminice legate de
formaldehida.

Pentru a introduce corectia la aminoacizii
dicarboxilici (acidul glutamic, aspartic etc.), solutia se
neutralizeaza in prealabil cu baza pana la pH = 6,8.
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Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Potentiometru.

2) Agitator magnetic.

3) Pahar de 100 cm”.

4) Biureta de 25 cm’.

5) Cilindru de 25 cm’.

6) Pipeta Mor de 10 cm’.

7) NaOH (solutie 0,1n).

8) Amestec formolic (20 cm’ formalini 40% + 1 cm
fenolftaleina, se titreaza cu solutie 0,2 n NaOH pana la pH =
6,8).

9) Probe de materie prima (vin sau suc).

3

Ordinea indeplinirii lucrarii

Pentru titrare se foloseste potentiometrul cu doi
electrozi de sticld si calomel. Inainte de a incepe lucrarea
pH-metrul se incalzeste timp de 30 minute. Electrozii se
spald bine cu apad distilata si se usuca cu hartie de filtru.

Biureta se umple cu solutie 0,1n NaOH. In pahar se
dozeazi 10 cm’ solutie de vin sau suc si se adaugd api
distilatd 10 cm’. Se introduc electrozii si se titreaza pani la
pH 6,8. Titrarea se efectueaza in felul urmator:

e Se determina pH-ul solutiei analizate.

e Se cupleaza agitatorul magnetic.

e Proba analizata se titreaza cu solutie 0,In NaOH cu
viteza de 5-7 picaturi pe secundd concomitent urmarind
indicatia de pe ecranul pH-metrului.

. Cand gradatia pH-metrului ajunge la 6,8 t1trarea se
stopeazd. In acelasi pahar se adaugd 10 cm’ amestec
formolic cu ajutorul cilindrului gradat.
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° Biureta se aduce la gradatia ,,zero” cu baza
(volumul de NaOH care s-a consumat la titrarea solutiei
analizate pana la pH-ul 6,8 nu se i-a in calcul).

e  Continutul paharului se titreaza cu baza pana la pH
9,1.

Titrarea se repeta de 3-4 ori. Diferenta volumelor la
titrare nu trebuie sa depaseasca 0,1 cm’.

Pentru determinarea cantitatii de azot aminic se i-a in
considerare numai volumul (in cm’) de bazi, care s-a
consumat la titrarea solutiei de lucru dupa ce a fost adaugat
amestecul formolic. Un cm’ de solutie 0,In NaOH
corespunde cu 1,4 mg de azot aminic.

Continutul de azot aminic se calculeazi in mg/dm’
de solutie analizata dupa formula:

Vx14 x K x1000
a Ve

unde:

V — volumul 0,1 n NaOH in cm’;

K — coeficientul de corectie a bazei;
Vp — volumul probei in cm’.

intrebari si teste de control

1) Ce grupari functionale intrd in componenta
aminoacizilor?

2) Dupa care criterii se clasifica aminoacizii?

3) Care aminoacizi sunt esentiali? De ce ei se numesc astfel?
4) Ce proprietati chimice au aminoacizii?

5) Descrieti metodica de determinare a continutului de azot
aminic In vin.

6) Care reguli ale tehnicii securitdtii trebuie respectate la
indeplinirea lucrarii respective de laborator?
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7) Care este monomerul proteinei?

A. Glucoza. B. Acid fosforic. C. Aminoacid.

D. Nucleotid. E. Glicerina.

8) Cate tipuri de aminoacizi ntrd in componenta
proteinelor?

a) 4; b) 20; c) 64; d) 100; e) 220.

9) Selectati termenul care nu se incadreaza in grupul tematic
respectiv si explicati de ce I-ati separat:

prolind, treonind, metionind, lizind, guanina.

Lucrarea de laborator Ne4
Analiza calitativa a aminoacizilor si proteinelor

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De demonstrat existenta legaturii peptidice in solutiile de
proteina.
2. De efectuat reactii de culoare ale aminoacizilor.
3. De determinat prezenta unor aminoacizi In componenta
proteinelor.

La interactiunea proteinelor cu unele reactive se
produc diferite reactii de culoare. Cu ajutorul acestor reactii
poate fi identificatd prezenta in moleculele proteice a unor
aminoacizi (tirozind, triptofan, cisteind etc.) sau a unor
grupari chimice specifice. Sunt doua tipuri de reactii de
culoare:

. universale — biureticd (pentru toate proteinele) si
ninhidrinica (pentru toate tipurile de o-aminoacizi si
proteine);

. specifice — pentru aminoacizi specifici din molecula
proteica sau solutii de aminoacizi, de exemplu, reactia
sulthidrilicd, reactia Millon, reactia xantoproteinica etc.
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Reactiile incolore se produc in cadrul hidrolizei
proteinelor cu acizi, baze sau enzime. In rezultatul hidrolizei
proteinelor se formeaza produse proteice mai simple si
produse finale — aminoacizi.

Hidroliza acida este cea mai utilizatd. Solutia
proteica se fierbe in fiole ermetic inchise 10-12 ore cu
solutie de 10% HCI sau solutie de 20% H,SO,. Proteinele se
descompun pana la aminoacizi, cu exceptia triptofanului.

Hidroliza alcalina se realizeaza cu hidroxizi alcalini
timp de 10-12 ore cu solutie 10% NaOH sau Ba(OH),. In
cadrul hidrolizei alcaline se descompun aminoacizii
arginina, citrulina, histidina.

Hidroliza enzimatica se realizeaza prin intermediul
enzimelor la temperatura 20-40°C si la un pH ~ 7. In acest
caz nu se distruge nici un aminoacid. Hidroliza enzimatica
are loc in tubul digestiv al organismului animal, uman, in
celulele fructelor, legumelor, strugurilor si in vinuri. La
prelucrarea strugurilor hidroliza enzimatica are lor dupa
urmatoarea schema:

Proteine — albumoze — peptone — polipeptide —
oligopeptide — aminoacizi.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Lapte degresat sau solutie 0,5 g cazeina in 100 cm’ baza
de 1 %.

2) Solutie de albus de ou (albusul unui ou se separa de
gilbenus, se amestecd cu 0,5 dm’® apa distilatd si se agitd
minutios).

3) Gelatina (solutie de 1 %) .

4) CuSOy4 (solutii de 1% si 6%).

5) NaOH (solutii de 10% si 20%).

6) Acid azotic concentrat — HNO:s.

7) Acid sulfuric concentrat — H,SO,.
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8) Acid acetic glacial — CH3; COOH.

9) Uree (solutii de 20% si 40%) .

10) Reactivul Millon.

11) Ninhidrina (solutie apoasa de 0,5%).

12) Reactivul Fohl (la o solutie 5% de Pb(CH3COO), se
adaugda o solutie 30% echivalenta de NaOH pand la
dizolvarea precipitatului format).

12) a-Naftol (solutie alcoolicd de 0,2%).

13) Hipobromid de natriu — NaBrO.

14) Acid sulfanilic (solutie de 1% intr-o solutie 5% HCI).
15) NaNOs (solutie de 0,5%).

16) Na,COs (solutie de 10%).

17) Acid glioxilic.

18) Dialdehida ftalica (solutie apoasa).

19) Fiole, baie de apa, pipete de 1 si 2 ml.

20) Solutii de aminoacizi.

Reactii de culoare universale
Experimentul 1. Reactia biuretica

Principiul metodei. Reactia biuretica (fig. 22) este
determinatd de prezenta in proteine a legaturilor peptidice (-
CO-NH-), care In mediu bazic, formeaza cu sulfatul de
cupru (CuSOy4) complexe de culoare violeta.

Culoarea solutiei poate sa varieze de la albastru-
violet pand la rosu in functie de Iungimea lantului
polipeptidic. Trebuie de mentionat cd reactia biureticd se
produce la substantele care contin nu mai putin de doua
legaturi peptidice.

Reactia se numeste biureticA deoarece este
caracteristicd pentru biuret, alcatuit din douda molecule de
uree (NHz-CO-NH-CO-NHz) sau oxamida NH,-CO-CO-

NHo.
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In trei fiole se dozeazi solutii proteice diferite:
solutie de cazeind sau lapte degresat, solutie albus de ou,
solutie gelatind. In fiecare fiold la 5 picaturi de solutie
proteica de 1% se adauga 5 picaturi NaOH (solutie de 10%),
2 picaturi CuSOy (solutie de 1%) si se agitd. Se observa
schimbarea culorii solutiilor.

ZNTN N HN - CHCHN-CH-CHN—CH— G~ o~~~
Ri O R O R O

forma cetonici a polipeptidului

'

7NN NN CHC=N-CHC=N—CH—C o~~~
Ri OH R, OH R; OH

forma enolica a polipeptidului
l Cu’*; NaOH

R o I
# " HN-CH-C=N-CH-C-N-CH-C

Cu
ZNTNTN N CHC NS CH-C=N-CH- G~~~
R © R O Rs O

complex biuretic

Fig. 22. Reactia biuretica
Experimentul 2. Reactia cu ninhidrina
Principiul metodei. Proteinele si a-aminoacizii

liberi interactioneazd cu ninhidrind si produc o reactie de
culoare albastra sau violet (fig. 23). Reactia de culoare este
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determinatd de prezenta grupdrii aminice In molecula
proteica.

La 5 picaturi de solutie proteicd se adauga 5 picaturi
de solutie apoasa 1% de ninhidrina si se fierbe timp de 1-2
minute. Se observa schimbarea culorii solutiei.

o o}
O +  HN-CH-COOH —» N—CH—COOH
|
R R
o
baza Schiff
o 0
H H H +H,0
fffff —* 7 E—
N=C-COOH -CO, N=C_ - RCOH
o & o R

o] [e] (o] o}
H
— + o —= N
o} o} (o] o}
Fig. 23. Reactia cu ninhidrind

Reactii de culoare specifice
Experimentul 3. Reactia xantoproteinica

Principiul metodei. Solutiille de proteind se
incadlzesc cu acid azotic concentrat si dau o reactie de
culoare galbena datorita prezentei in moleculele de proteina
a aminoacizilor ciclici (fenilalanina, tirozina, triptofan).
Acidul azotic nitreazd nucleul benzenic al aminoacizilor
ciclici formand nitrozocompusi. Astfel, radicalul tirozinei in
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prezentd HNO; se transformd in nitrotirozind de culoare
galbena, iar la adaugarea bazelor nitrotirozina da o culoare
oranj (fig. 24). Denumirea reactiei provine din limba greaca
(gr. ,,xantos” — galben).

OH OH
O,N NO,
+2 HNO, _*NeOH
R ——

-2H,0 2 HZO
ICH2 ?HQ
CH—COOH CH—COOH sare de CIJH COOH
NH, tirozina NH, nitrotirozind natriu  NH2

Fig. 24. Reactia xantoproteinica

La 5 picaturi de solutie proteica se adauga 3 picaturi
de acid azotic concentrat, apoi solutia se incalzeste pana la
fierbere. Dupa racirea solutiei, in fiold se adauga 10-15
picaturi de NaOH (solutie de 20%) si se observa schimbarea
culorii solutiei.

Experimentul 4. Reactia silfhidrilica

Principiul metodei. Reactia sulthidrilicd este
caracteristicd pentru aminoacizii proteinogeni care contin
sulf cisteina si metionina (fig. 25).

La incalzirea solutiilor proteice cu baze in prezenta
sarurilor de Pb se formeaza un precipitat de plumb negru.
Aceasta reactie de culoare se produce datorita interactiunii
sulfului din componenta aminoacidului cisteina cu sarurile
de plumb. Intensitatea culorii depinde de cantitatea cisteinei
in proteina si concentratia proteinei in solutie.

La 5 picaturi de solutie proteicd se adaugd 5 picaturi
de reactiv Fohl, apoi solutia se incalzeste pana la fierbere.
Schimbarea culorii se observa peste 1-2 minute dupa racirea
solutiei.
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HzN—(|3H—COOH + NaOH HzN—(IZH—COOH

CH,SH e CH,0H
cisteina serina

Na,$ + Na,PbO, + 2H,0 — PbS| +4 NaOH

plumbit
de natriu

Fig. 25. Reactia silfidrilica
Experimentul 5. Reactia Millon

Principiul metodei. Tirozina interactioneaza cu
reactivul Millon si produce o reactie de culoare rosie (fig.
26). La incalzirea solutiei proteice cu o solutie de azotat de
mercur in prezenta acidului azotic concentrat (reactivul
Millon) se formeaza un precipitat rosu-caramiziu, datorita
formarii nitrocompusilor tirozinei.

OH O  OHg
OoN o
+ HNO, + HgNO, e
-~3iH;0
T T
(IZH—COOH CIZH—COOH
NH, tirozina nitrotirozind NH,

Fig. 26. Reactia Millon
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La 5 picaturi de solutie proteicd se adaoga 3 picaturi
de reactiv Millon, apoi solutia se incalzeste si se observa
schimbarea culorii solutiei.

Experimentul 6. Reactia de identificare a argininei

Principiul metodei. Reactia de culoare este
determinatd de prezenta In molecula aminoacidului arginina
a grupdrii guanidinice (fig. 27). Gruparea guanidinicd a
argininei se oxideazd 1n prezenta hipocloritului de natriu.
Produsul oxidat interactioneza cu a-naftol si formeaza un
produs de condensare de culoare rosie-roz.

La 10 picaturi de solutie proteicd se adaugd 10
picaturi NaOH (solutie de 10%) si 3 picdturi a-naftol
(solutie alcoolica de 0,2%). Continutul fiolei se agitd. Apoi
se adauga 10 picaturi hipobromid natriu — NaBrO si solutia
din nou se agitd. Pentru stabilizarea culorii rosii ale solutiei
se adauga 5 picdturi uree (solutie de 40%).

c
|
oL, @@ + NaBro c‘a
(CHa)s Bk Br O—N_ NH
HoN—CH - NaBr; N 7
COOH -2 NaOH i
arginina a-naftol (CHo)s

|
Produs HoN—CH

) ) ) de condensare COOH
Fig. 27. Reactia de identificare a argininei

Experimentul 7. Reactia de identificare a glicinei
Principiul metodei. Aminoacidul glicina
interactioneaza cu aldehida ftalica intr-un mediu bazic si

produce o reactie de culoare verde-deschis (fig. 28).
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0

i

s, CH=N—CH, —COOH
+ 2 HN—CH;—COOH ———>

L -2H,0 .
glicind CH=N—CH, —COOH

o?
dialdehida \H
ftalica

Fig. 28. Reactia de identificare a glicinei

La 10 picaturi de solutie proteica se adauga o solutie
de 10% NaOH cu pH = 8. Apoi in fiold se dozeaza 2-3
picaturi de solutie apoasa a dialdehidei ftalice.

Perfectarea lucrarii. Rezultatele lucrarii de
laborator sunt prezentate in forma de tabel:

Ne| Denumirea | Principiul | Conditiile Efecte
reactiei reactiei reactiei observate

1

intrebiri si teste de control

1) Descrieti chimismul reactiilor de culoare ale proteinelor.
2) Cum se realizeaza hidroliza acida si bazica a proteinelor?
3) Cum se desfasoara hidroliza enzimatica?

4) Care din urmadtorii aminoacizi participd la reactia
xantoproteinica?

A. Ile; Val; Met; Phe; Trp. B. Lys; Pro; Phe; Gln; Tyr.

C. Tyr; Phe; Pro; His; Arg. D. Thr; Ser; His; Phe; Trp.

E. Trp; Pro; Ala; Val; Phe;

5) Care din urmatorii aminoacizi intrd in reactie cu reactivul
Fohl?

A. Cys; Thr; Met; Val; Arg. B. Gly; Ala; Met; Leu; Cys.

C. Asp; Val; Cys; Thr; Met. D. Glu; Met; Pro; His; Gys;

E. Gys; Ile; Met; Ala; Gly.

6) Care din urmatorii aminoacizi intrd in reactie cu reactivul
Millon?
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Gly; Val; Ile; Tyr; Pro.

7) Reagentul a-naftol se foloseste pentru recunoasterea
urmarorilor aminoacizi:

a) Glu; b) Asp; c¢) Ala; d) Met; e) Arg.

Lucrarea de laborator NeS
Extractia si analiza proteinelor simple

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De extras fractia albuminica si prolaminica a proteinelor.
2. De studiat proprietatile fizice ale proteinelor.
3. De aprofundat cunostintele studentilor despre functiile
proteinelor vegetale de rezerva si importanta lor biologica.

Proteinele (gr. proteinos — primar) sunt compusi
organici macromoleculari care indeplinesc in celulele vii
functii structurale, catalitice, de transport, de protectie, de
semnalizare, reglatoare etc. Proteinele sunt molecule
biopolimere prezente in celulele tuturor organismelor vii si
sunt alcatuite din a-aminoacizi.

Organizarea structurala a moleculelor de
proteine. Sunt patru tipuri de organizare structurald a
moleculelor proteice: primard, secundard, terfiard i
cuaternara.

Structura primara a proteinelor reprezintd o secventa
de aminoacizi intr-un lant polipeptidic.

Structura secundara a proteinelor se formeaza
datoritd legaturilor de hidrogen dintre gruparile carboxilice
si aminice ale diferitor aminoacizi. Legdturile de hidrogen
confera moleculelor de proteind o formd “spiralatd” sau
“pliatad”

Structura tertiara a proteinelor se formeaza datorita
interactiunii radicalilor de aminoacizi, spre exemplu a
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radicalilor aminoacizilor cisteina care contin sulf. Astfel,
intre atomii de sulf de la doi aminoacizi de cisteind se
formeaza legdturi disulfidice (-S-S-). La acest nivel de
organizare structurald se deosebesc proteine globulare si
fibrilare. Proteinele globulare sunt solubile si au forma
sferica, iar proteinele fibrilare au o forma de filamente si de
reguld sunt insolubile.

Structura  cuaternara reprezintd un mod de
asamblare a cateva lanturi polipeptidice intr-o singura
moleculd proteica. Aceasta structura se formeaza datorita
legaturilor de hidrogen, disulfudice, hidrofobe, ionice. Acest
tip de organizare structurald este caracteristic pentru unele
proteine precum hemoglobina (doud lanfuri o si doud lanturi
B), insulina (un lant o si unul B).

Clasificarea proteinelor. Toate proteinele se impart
in doud grupe mari: proteine simple — proteine si proteine
conjugate — proteide. In componenta proteinelor simple
intrd doar resturi de aminoacizi, iar proteinele conjugate sunt
alcatuite dintr-o componentd proteica si o componenta de
naturi neproteici — grupare prosteticd. In functie de natura
chimica a grupadrii prostetice se deosebesc: lipoproteide,
glicoproteide, nucleoproteide, cromoproteide,
metaloproteide, fosfoproteide.

Proteinele au fost clasificate de catre chimistul
american Thomas Osborne, in functie de solubilitatea lor in
diferite medii:

e albumine — solubile in apa (ovalbumina din albusul
de ou, lactalbumina din lapte);

e globuline — solubile in solutiile apoase ale diferitor
saruri (legumina din mazare, fasolina din fasole);

e prolamine — solubile in alcool etilic (gliadina din
grau, zeina din porumb);

e gluteline — solubile in solutii de baze (glutelina din
porumb, glutenina din grau).
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Proprietitile proteinelor. Proprietatile proteinelor
depind, in primul rand, de numarul si succesiunea
aminoacizilor in lantul polipeptidic, de organizarea
structurald a moleculelor, precum si de alti factori.

Insa toate proteinele au o serie de proprietati
comune. Proteinele poseda proprietati amfotere. Pentru
proteine este caracteristic un punct izoelectric — marimea
pH, la care proteina are un grad minimal de disociere. La
umflare proteinele formeaza geluri.

Factori fizici (t°, presiunea, radiatiile) sau chimici
(acizi, baze, solventi organici) pot modifica structura
proteinelor. Fenomenul de distrugere a organizardarii
structurale ale moleculei proteice se numeste denaturare.
Procesul de denaturare este ireversibil daca se distruge
structura primarda a proteinelor. Denaturarea proteinelor
este nsotita de pierderea activitatii biologice si modificarea
proprietatilor fizico-chimice ale proteinelor — micsorarea
solubilitatii, marirea viscozitatii, schimbarea formei si
marimii moleculelor etc. In procesele tehnologice din
industria alimentara cel mai des se intalneste denaturarea
termica a proteinelor, de exemplu la uscarea pastelor
fainoase, laptelui, legumelor, coacerea painii, fabricarea
conservelor etc.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Boabe de graminee macinate sau faina.
2) NaCl (solutie saturata).

3) C,H50H (solutie de 7%).

4) Solutii de proteine.

Experimentul 1. Extractia fractiei de albumina

Intr-un vas de sticld se pun 2 gr material biologic, se
adaugd 2 cM’ de apa, continutul vasului se agitd si se
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introduce in termostat la t = 30°-35°C timp de 3 min. In
primele 2 min confinutul vasului se agita periodic. Peste 3
min, solutia cu fractia de albumina se filtreaza. O parte din
solutia filtratda este folosita pentru reactia biuretica (vezi
lucrarea de laborator Ne 4), iar in cealaltd parte a solutiei se
adauga o solutie saturatd echivalentd de NaCl. Solutia se
tulbura si se formeaza un precipitat deoarece albuminele in
prezenta sarurilor 1si pierd solubilitatea.

Experimentul 2. Extractia fractiei de prolamina

In fiold se pine 1 gr de material biologic si se
dozeaza 1 cm3 solutie alcool etilic. Extractia fractiei de
proteina se realzeaza la t = 30°-35°C timp de 2 min, solutia
se agitd periodic. Peste 2 min solutia se filtreaza. O parte din
solutia filtrata este folositd pentru reactia biuretica. A doua
parte a filtratului se dilueaza de 2 ori cu apa, concentratia de
alcool etilic se micsoreaza brusc, se micsoreaza solubilitatea
fractiei de prolamind, iar solutia devine tulbure si se

formeaza un precipitat.

Experimentul 3. Coagularea proteinelor
la temperaturi inalte

Pentru studierea coagularii proteinelor se folosesc
solutiile proteice obtinute in experimentul Nel. In fiold se
dozeaza 5 cm® material biologic si un termometru. Apoi fiola
se introduce intr-un pahar cu apa, care se incdlzeste treptat.
Se noteaza temperatura la care solutia incepe sa se tulbure si
apare un precipitat In formd de fulgi. Pentru efectuarea
reactiilor de culoare se pregareste o solutie fainoasa intr-un
raport de 1:5.
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intrebiri si teste de control

1) Ce reprezintd proteinele?

2) Care sunt functiile proteinelor in celula?

3) Care sunt nivelurile de organizare structurald a
moleculelor de proteina?

4) Cate tipuri de legaturi sunt prezente in moleculele de
proteina?

5) Ce proprietati fizico-chimice au proteinele?

6) Care sunt criteriile de clasificare a proteinelor?

7) Structura tertiarda a proteinei se formeazad datorita
interactiunii radicalilor aminoacidului:

a) valina; b) leucina; ¢) izoleucina; d) cisteina.

8) Care functii indeplinesc proteinele n celula?

A. Catalitice. B. Stocare a informatiei genetice.

C. Structurale. D. Energetice. E. Transport. F. Protectie.

9) Selectati termenul care nu se incadreaza in grupul tematic
respectiv si explicati de ce l-ati separat:

albumine; colagen; cheratind; glucoza; globine.

II1. Enzime, coenzime si vitamine
Lucrarea de laborator Ne6
Determinarea activitatii enzimei invertaza
Obiectivele lucrarii de laborator
1. De determinat continutul de zahar invertit in vin.
2. De detrminat activitatea enzimei invertaza in vin.

3. De generalizat si aprofundat cunostintele studentilor
despre enzime.
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Enzimele (din greacd “zymosis” — ferment) sunt
substante care catalizeaza reactiile biochimice din celula.
Pentru utilizarea rationald a enzimelor in industria
alimentara e necesara cunoasterea structurii si proprietatilor
lor. Dupa tipul reactiei catalizate enzimele se clasifica in 6
clase (tab. 2).

Tab. 2. Clasele enzimelor si tipurile reactiilor catalizate

Clasa Tipul reactiei
enzimelor
1 2

Oxido Procese de oxido-reducere care stau la baza oxidarii

reductaze biologice

Transferaze  |Transferul unor atomi sau a unor grupari de atomi de pe
un substrat donator pe un substrat acceptor

Hidrolaze Scindarea hidrolitica a legaturilor chimice

Liaze Scindarea nehidrolitica a legaturilor chimice cu formarea
in molecule a legaturilor duble sau scindarea
nehidroliticda a legaturilor duble In urma aditionarii
diferitor grupari chimice la locul de scindare

Izomeraze Reactii de izomerizare sau rearanjari moleculare a
legaturilor duble si a grupelor fosfat pe lantul carbonic

Ligaze Reactii de formare a legaturilor chimice intre doua

(sintetaze) molecule pe baza energiei ATP

Enzimele sunt mono- si bicomponente. Enzimele

monocomponente sunt alcdtuite doar dintr-o parte proteica,
iar enzimele bicomponente (holoenzime) — dintr-o parte
proteica (apoenzima) si neproteica (cofactor). Cofactorii au
urmatoarele proprietati:

1) Participa la cataliza.

2) Participa la formarea contactului intre enzima si
substrat.

3) Stabilizeaza apoenzima.

4) Nu sunt responsabili pentru specificitatea si tipul
de reactie.
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5) Au o masd moleculard relativ mica si sunt
termostabili.

Dupa structura chimica cofactorii sunt:

a) derivati ai nucleotidelor (NAD", NADP");

b) derivati ai vitaminelor (tiaminpirofosfat, FADH,,
CoA-SH);

¢) metale si compusii lor (Fe, Zn, Cu, Mo);

d) alte structuri chimice (glutation).

Regiunea enzimei in care se realizeazd cataliza se
numeste centrul catalitic sau centrul activ. La enzimele
monocomponente centrul activ este format prin asocierea
radicalilor anumitor aminoacizi. La enzimele bicomponente
(fig. 29) din centrul activ face parte si cofactorul.

Fig. 29. Centrul activ al enzimei bicomponente: R,
R, R3 — radicalii aminoacizilor; Co — cofactor.

Centrul activ se afla in partea interna hidrofoba a
moleculei proteice si structura acestuia corespunde cu
structura substratului (substanta care se transforma in reactia
datd) dupa modelul ,, cheie-lacat” (fig. 30).

: + i — T
E g ES N

Fig. 30. Interactiunea enzimei (E) cu substratul (S),
formarea complexului enzima-substrat (ES) si a produselor
de reactie P; s1 P

42



Importanta analizei. In naturd sunt raspandite pe
larg enzimele carbohidraze (glicozidaze) care catalizeaza
hidroliza legaturilor glicozidice in moleculele glucidelor si
descompunerea acestora in molecule cu o masa moleculara
mai micd (fig. 31). Din aceastd grupa face parte enzima S-
fructozidaza, care scindeaza diglucidul zaharoza in glucoza
si fructoza, actionand asupra legaturii B-fructofuranozidice a
zaharozei. Aceasta enzima se mai numeste invertaza intrucat
catalizeaza inversia zaharozei. Zaharoza este dextrogira, iar
dupd hidroliza acesteia amestecul echimolar de glucoza si
fructoza care se mai numeste si zahar invertit este levogir.

I “H,OH

7

J CH,OH

o——
OH OH

Actiunea invertazei
Fig. 31. Locul de actiune a enzimei invertaza

Invertaza e folosita pe larg In industria panificatiei si
fermentatiei la hidroliza zaharozei si maltozei, pregatind
astfel materia prima pentru fermentatie. Drojdiile cu o
activitate micd de inversie nu pot fi utilizate n industria
panificatiei si fermentatiei, prin urmare studierea activitatii
enzimei are o Tnsemnatate practica.

Activitatea enzimatica se exprima cantitativ folosind
urmatoarele unitati:

o Unitatea enzimatica (U) reprezintd cantitatea de
enzima care catalizeaza transformarea substratului cu viteza
1 uM/min in conditii optimale;
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e Katalul (Kat) reprezintd cantitatea de enzima care
catalizeaza transformarea substratului cu viteza 1M/s;

e Activitatea specifica reprezintd numarul de Kat care
corespund la un pg de proteind a preparatului enzimatic;

e Activitatea enzimatica molara reprezintd numarul de
molecule de substrat transformate de catre o moleculd de
enzima timp de 1 min sau 1 s (Kat/mol).

Principiul metodei. Activitatea invertazei se
determina dupa cantitatea de zahar invertit care se formeaza
la hidroliza unei cantitdti de zaharoza la t = 25°C timp de 24
de ore. Cantitatea de zahar invertit se determind dupa
metoda Bertrand.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Dous baloane conice 100 cm’.

2) Doui baloane cotati 200 cm’.

3) Cilindri cotate 25 cm.

4) Palnie Shott Ne3.

5) Balon Bunzen 500 cv’.

6) Pipeta 10 cv’.

7) Zaharoza (solutie de 10%).

8) Solutie-tampon aceticd cu pH = 4,7: la 50 cm’ solutie 1n
de NaOH se adauga 96,8 cm’ solutie 1 n de CH3z COOH si
volumul amestecului se aduce cu apa distilatd pana la cota
500 cm’. In solutia tampon acetica se adaugd 1-2 cm’ toluol
pentru reducerea cresterii microorganismelor in probele de
materie prima (vin, suc).

9) Reactivul Fehling Nel: se dizolva 40 g CuSO4 x 5 H,O
intr-un dm’ apa de distilata.

10) Reactivul Fehling Ne2: se dizolva intr-un dm’ api de
distilatda 200g sare de Seignette (tatrat dublu de sodiu si
potasiu) si 150 g de NaOH.
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11) Solutie ferica amoniacala: 86g sulfat feric amoniacal se
dizolva in 500 cm’ api, la solutie se adaugd 108 cm’ acid
sulfuric concentrat cu densitatea 1,84 si  volumul
amestecului se aduce cu apa distilatd pana la un dm’. Inainte
de intrebuintare solutia fericd amoniacald se oxideazd cu
cateva picaturi de 0,In KMnO4 pana la culoarea roz.

12) KMnOy (solutie 0.05 n) care se pastreaza la intuneric.
13) Probe de materie prima (vin sau suc).

Ordinea indeplinirii lucrarii

Probe de 10 cm’ de vin sau suc se dozeazi in doud
baloane conice de 100 cm’. Continutul primului balon
(proba de control) se fierbe timp de 3 min pentru inactivarea
enzimei. Apoi in ambele baloane se dozeaza cite 5 cm’
solutie zaharozi 10% si 10 cm® solutie-tampon acetica cu
toluol. Baloanele se astupa cu dopuri si se lasd pentru 24 ore
la temperatura de 25°C in termostat. Dupd expirarea
termenului proba de lucru, cu exceptia probei de control, se
fierbe 3 minute pentru inactivarea enzimei.

Continutul ambelor baloane se transfera in doua
baloane conice de 200 cm” si se adauga apa distilatd pana la
cotd, apoi se agita. Din fiecare balon se i-au cu pipeta probe
de 10 cm’, se transfera in baloane conice de 100 cm’ si se
determind zaharul rezidual dupa metoda Bertrand.

Pentru aceasta la fiecare proba se adaugi céte 10 cm’
solutie Fehling Nel si Ne2. Probele se fierb 3 minute.
Zaharul invertit reactioneaza cu reactivele Fehling Nel, No2
si au loc urmatoarele reactii (fig. 32).

CuSOy4 + 2NaOH — Cu (OH), + Na;SO4
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COOK COOQK
|

CHIRH CHO ~—_
| + Cu(OH), — ™ | Cu + 2H,0
HOH hidroxid de CHO " omplex
COONa tartrat ~ “UPT! COONg SUpro-tartric
|CH: 0 TZOOH
COOK
Hf Bt COOK - |
CHO HCOH
HOCH + 2 | T2Cu+2H,0 — = HOCH +C@0¢ +2 |
| CHO =4 | . HCOH
HCOH HCOH oxid de ‘
COONa cupru COONa
HCOH HCOH
F tartrat de tartrat
CHOH  cypru CHOH

glucoza acid gluconic
Fig. 32. Reactia glucozei cu tartrat de cupru si
formarea oxidului de cupru de culoare rosie-caramizie

Dat fiind faptul ca reactivul Fehling este bazic, in
prezenta acestuia fructoza se transforma in aldoza (glucoza
sau manoza), care interactioneaza cu reactivul Fehling (fig.

33).

H
CH ,0H (ljl_OH S
|C=O !Z—OH (I:H(OH)
HOﬁH — HOCH ———=  HOCH
HCOH HCOH H(lOH
HCOH HCOH HCOH
CH ,0H (le ,OH CH ,0H
fructoza forma enolica aldoza

Fig. 33. Transformarea fructozei in aldoza (glucoza
sau manoza) in prezenta reactivului Fehling
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Pentru determinarea cantitatii de Cu,O se procedeaza
in modul urmator. Continutul primei probe (de control) dupa
racire pand la 50-60°C se transferd in palnia Sott unitd cu
balonul Bunzen, care se uneste cu pompa de apa. Solutia se
filtreaza prin palnia Sott si se spald de 5-6 ori cu apa
fierbinte distilata pand cand solutia devine incolora.

Precipitatul de Cu,O din palnia Sott si din balonul
conic cu probd se mentine permanent sub un strat de apa
pentru a nu permite contactul Cu,O cu aerul.

Imediat dupa ultima spalare in vasul conic se adauga
cu cilindrul 10 cm’ solutie ferici-amoniacald pentru
dizolvarea sedimentului de Cu,O si se agitd pand cand
dispare precipitatul rosu-caramiziu de pe peretii balonului
conic. Intre timp palnia Sott se monteazi pe un alt balon
Bunzen curat si se opreste pompa de apa.

Solutia fericd-amoniacala din balonul conic se toarna
peste precipitatul din palnia Sott si se amestecd cu o bagheta
de sticla pana la dizolvarea completd a precipitatului de
Cuy0. Apoi balonul Bunzen se uneste cu pompa de apa si
amestecul obtinut se filtreaza. Balonul conic cu solutia
ferica-amoniacala se spald de 5-6 ori cu apa distilata
fierbinte si se filtreaza prin palnia Sott pana cand picaturile
de filtrat din balonul Bunzen capata o reactie neutra. pH-ul
se determind cu indicatorul universal de hartie. Are loc
reactia de dizolvare a sedimentului de Cu,O in solutia de
sulfat feric Fe;(SO)s:

CIle + FCQ(SO4)3 +HQSO4—>2CUSO4 +2 FCSO4 + HQO

Sulfatul feros (FeSO4) format se titreaza cu KMnOy:

10 FCSO4 +2 KMHO4 +8 H2SO4 —
5 Fez(S04)3 +2 MnSO4 + K,SO4+ 8 H,O
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Filtratul limpede cu nuante verzui se titreazd cu
solutie 0,05 n KMnOy direct in balonul Bunzen pana cand
solutia se coloreazd in roz si la o picaturd in exces de
KMnOy coloratia persista un minut. Apoi se fixeaza volumul
solutiei 0,05n KMnQO,4 consumat la titrare.

Se procedeaza analogic si cu proba de lucru.

Determinarea zaharului prin metoda Bertran se
repeta de 2-3 ori in probele de lucru si probele de control.

1 cm’ solutie 0,05 n permanganat de potasiu
echivaleaza cu 3,18 mg cupru. Cantitatea de zahar invertit in
mg, se determind dupa tabelul Bertrand (anexa 2), care
indica ce cantitate de zahar invertit corespunde cu o anumita
cantitate de cupru.

Activitatea invertazei (Ac) se exprima in unitdti de
activitate enzimaticd intr-un dm’ vin sau suc.

Pentru aceasta cantitatea de zahdr invertit
determinatda dupa tabelul Bertrand (Z) se recalculeaza la
continutul lui Tn volumul balonului cu cota (200 cm3) si se
inmulteste cu 0,95 (coeficientul de recalculare a zaharului
invertit in zaharoza), si se determind cantitatea zaharozei
(mg), care s-a supus hidrolizei. Activitatea invertazei se
determind dupd formula:

B Px1000x1000

¢ 342xtxy

unde: P — masa de zaharoza hidrolizatd, mg;
P= Plucru'Pcontrol X 0,95 x 20

342 — masa moleculara a zaharozei;

t — durata inversiei;

V — volumul de vin, cm’;

1000 — transformarea mg in micrograme;
1000 — recalcularea la 1dm’.
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Intrebiri de control

1) Care este structura enzimelor?

2) Care sunt functiile enzimelor?

3) Numiti unitatile de masura ale activitatii enzimatice.

4) Caracterizati succint enzima invertaza.

5) Ce reprezinta zaharul invertit?

6) Care sunt deosebirile dintre di- s monoglucide?

8) Explicati formula de calcul pentru determinarea activitatii
invertazei.

9) Care reguli de securitate trebuie respectate la efectuarea
lucrarii?

Lucrarea de laborator Ne7
Determinarea activitatii enzimei polifenoloxidaza

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De insusit metodica de determinare a activitatii enzimei
polifenoloxidaza in materia prima vegetala.
2. De generalizat cunostintele studentilor despre clasa
oxidoreductazelor.
3. De aprofundat cunostintele studentilor despre
dehidrogenazele anaerobe si rolul lor biologic.

Oxidoreductazele, cea mai importantd clasd de
enzime pentru industria alimentard, catalizeaza reactiile de
oxidoreducere — hidrogenare si dehidrogenare.

Din clasa oxidoreductazelor fac parte dehidrogenaze
care catalizeaza reactii de oxidare biologica dupa
urmatoarea schema (fig. 34).
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acceptor

|
donor AH,+ B < A + BH,

Fig. 34. Cataliza reactiilor de oxido-reducere

Dehidrogenazele sunt transportatori intermediari ai
hidrogenului si se divizeaza in doua grupe:

1. Dehidrogenazele anaerobe (B # O;), transporta
hidrogenul de pe un substrat oxidat pe un substrat altul decat
oxigenul. AH, + B=A + BH;

Dehidrogenazele anaerobe sunt enzime
bicomponente, cofactorii fiind derivati ai vitaminei Bs:
NAD', NADP" (nicotinamidadenindinucleotidfosfat).

2. Dehidrogenazele aerobe (B = O;), transporta
hidrogenul de pe un substrat oxidat pe alt substrat sau pe
oxigen. AH2 + % Oz =A+ HZO ) AH2 + 02 =A+ H202

Dehidrogenazele aerobe sunt enzime bicomponente,
cofactorii fiind derivatii ai vitaminei B, (FMN, FAD).

Dehidrogenazele aerobe, pentru care acceptor de
hidrogen poate fi doar oxigenul se numesc oxidaze.

Una din enzimele care face parte din grupul
oxidazelor este polifenoloxidaza, care se contine in cantitéti
mari In ciuperci, frunze de ceai, boabe de cacao, cafea,
tuberculi de cartofi si in diferite fructe: mere, piersici, caise,
banane, struguri etc. Masa moleculara a enzimei respective
variazd (de exemplu, 34500 — in ciuperci, 144 mii — in
frunzele de ceai). Polifenoloxidaza contine Cu (0,2-0,3%),
catalizeaza reactia de oxidare a monofenolilor in difenoli
(activitate crezolica) s1 a o-difenolilor in o-chinone
(activitate catecholazica), iar acceptorul de hidrogen este
oxigenul molecular (fig. 35).

50



Activitate crezolica  Activitate catecolazica

R— +1/2C)2 ‘Q +1/2§)_2 Q

monofenol o-dlfenol chmona

Fig. 35. Oxidarea mono- si polifenolilor

Polifenoloxidaza oxideaza substantele tanante care
se contin in plantele superioare. Prin actiunea enzimei
respective se explica brunificarea legumelor si fructelor la
uscare.

Polifenoloxidaza joaca un rol important la respiratia
plantelor. Potrivit teoriei lui V. Paladin, sistemul polifenol-
chinond reprezintd o verigd intermediara la oxidarea
diferitelor substante organice in procesul de respiratie a
plantelor.

La animale §i om polifenoloxidaza oxideaza
aminoacidul tirozina, participand astfel la formarea
melaninelor — pigmenti ai pielii, parului, etc. (fig. 36).
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compus redus o-chinoni

B H,0
)
O
R
OH
OH +1120y
compus oxidat o-difenol

Fig. 36. Participarea polifenoloxidazei in procesul de
respiratie

Importanta analizei. Sistemul polifenoloxidazei,
polifenolilor si a chinonelor respective oxideaza acidul
ascorbic in materia primd alimentard. Aceastd situatie se ia
in considerare la prelucrarea fructelor, legumelor si
strugurilor, care contin acid ascorbic.

Materia prima vegetald (fructe proaspete taiate,
legume si struguri) la contactul cu oxigenul din aer se
imbruneaza din cauza polimerizarii oxidative a chinonelor
formate din mono- si difenoli. Pentru inactivarea
polifenoloxidazei si prevenirea formadrii chinonelor se
foloseste tratamentul termic de exemplu, blansarea fructelor
sau chimic — cu SO, sau cu K,S,0s etc. In industria
alimentara dioxidul de sulf se foloseste in calitate de
conservant si se noteaza pe ambalaj cu codul E 220.

Principiul metodei. Metoda determinarii
polifenoloxidazei se bazeaza pe proprietatea ei de a oxida
pirocatehind in orto-chinona. Orto-chinona oxideazad acidul
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ascorbic (fig. 37). Acidul ascorbic ramas in mediu de reactie
se determinad cantitativ prin metoda de titrare cu 0,02n
solutie de iod.

Acid ascorbic o-chinona
\ Hzo

R

2 OH
OH +1/2 Oz

Acid dehidroascorbic pirocatehina
Fig. 37. Oxidarea acidului ascorbic

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Douid baloane conice de 100 cm’.

2) Mojar cu pistil.

3) Palnie din sticla.

4) Balon cotat de 50 cm’.

5) Pipete Mor de 5 cm’ i 10 cm’.

6) Patru pipete gradate de 2 si 5 cm”.

7) Acid ascorbic (100 mg acid ascorbic se dizolva in 100
cm’ apa distilat).

8) Pirocatechini (2,2 g in 1 dm’ solutie de 0,02n).
9) Acid fosforic (solutie de 10%).

10) Iod (solutie de 0.02n).

11) Amidon (solutie de 1%).

12) Solutie tampon.

13) Materie prima vegetala (mere, cartofi, struguri).
14) Cantar tehnic.

53



15) Filtru din material sintetic.
Ordinea indeplinirii lucrarii

Pentru a obtine extractul de enzime din materia
prima vegetald se cantaresc 5 g de produs la cantarul tehnic.
Proba se pune in mojarul de portelan si se marunteste cu
pistilul. Continutul mojarului se transfera intr-o palnie cu
filtru din material sintetic pe un balon cotat de 50 cm’.
Continutul balonului se aduce pani la cota 50 cm’ cu apa si
se agita.

in patru baloane conice se dozeazi cite 5 cm’ de
filtrat si cate 10 cm® H,O. Doui baloane (probele de control)
se Incalzesc si se fierb 2 minute pentru inactivarea enzimei,
apoi se racesc. Probele (de control si lucru) se aduc la
temperatura 25°C. in fiecare balon se adaugi cite 5 cm’
solutie-tampon (pH = 6.,8), cite 2 cm’ solutie de
pirocatehina, cate 5 cm’ solutie acid ascorbic si baloanele se
omogenizeaza timp de 2 minute. in fiecare balon se adauga
cate 1 cm® solutie 10% de acid fosforic si se titreaza cu 0,02
n solutie de iod in prezenta a 1 cm’ solutie de 1% amidon.
Se noteazd volumul de iod consumat la titrare.

Deoarece 1 cm’ solutie de 0,02n iod este echivalent
cu 1,76 mg sau 10 pumol de acid ascorbic, activitatea
polifenoloxidazei ce corespunde unui g de produs,
exprimatd in unitati de activitate enzimatica se calculeaza
dupa formula:

4 (V. =V)x10x10

PFO ~— 5)(2

=V, ~¥)x10,

unde:
V¢ — volumul solutiei 0,02 n iod, care s-a consumat
la titrarea a 5 cm” solutie de control;
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V)| — volumul solutiei 0,02 n iod, care s-a consumat la
titrarea a 5 cm’ solutie de lucru;

10 — numarul de umol de acid ascorbic;

10 — gradul de diluare a probei;

5 — volumul filtratului, cm’ ;

2 — durata actiunii enzimei, min.

Intrebari si teste de control

1) Caracterizati succint oxidoreductazele.

2) Caracterizati enzima polifenoloxidaza.

3) Poate polifenoloxidaza sa oxideze acidul ascorbic in
absenta polifenolilor?

4) Descrieti metoda de determinare a activitatii
polifenoloxidazei.

5) Argumentati formula de calcul a determinarii activitatii
polifenoloxidazei.

6) Care reguli de securitate trebuie respectate la efectuarea
lucrarii?

7) Oxidoreductazele catalizeaza:

a) descompunerea hidroliticd a legaturilor chimice;

b) descompunerea nehidrolitica a legaturilor chimice;

c¢) formarea unor legaturi chimice noi;

d) reactii de izomerizare;

e) reactii de oxido-reducere.

Lucrarea de laborator Ne8
Determinarea continutului de glutation redus
Obiectivele lucrarii de laborator

1. De insusit metoda de determinare a continutului de
glutation Tn materia prima vegetala.
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2. De apreciat calitatea drojdiilor analizate.

3. De generalizat si aprofundat cunostintele studentilor
despre modificdrile care au loc In complexul proteic si
glucidic al boabelor de graminee in curs de germinare.

Caracteristica generala a glutationului.
Glutationul este o tripeptidd formatd din trei resturi de
aminoacizi: acidul glutamic, cisteina, glicina (fig. 38):

L
B - (lez P T TR
NH, - CH - CH, - CH,-/CO - NH- CH -iCO -NH:- CH, -COOH
COOH Esssssms - R :

Fig. 38. Formula glutationului redus

Glutationul este foarte raspandit in naturd si se
contine in cantititi mici in aproape toate celulele vii. In
cantitdti mari, glutationul se gédseste boabele de grau
germinat (pana la 0,45 % din masa uscatd), in levurile vechi,
struguri. Glutationul este o substanta solida, alba, solubila in
apa si alcool, are 2 grupe carboxilice libere, respectiv are un
caracter pronuntat acid (pH = 2,83).

Datorita prezentei grupdrii sulfhidrilice (-SH)
glutationul are proprietafi reducdtoare puternice §i poate
exista in doua forme: redusa (G-SH) si oxidata ( G-S-S-G).
Forma oxidata este alcatuitd din doua molecule de glutation
redus, legate printr-o legatura (-S-S-) disulfidica. Reducerea
glutationului oxidat are loc pe baza surselor de hidrogen,
formate in procesul schimbului de substante. Aceste forme
trec usor una in alta dupa urmatoarea reactie:

2 H G -S-S-G
+2H"

G-SH+HS-G
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Transformarile reciproce ale formelor reduse si
oxidate ale glutationului au loc in prezenta acidului
dehidroascorbic (acceptor de hidrogen) si sunt catalizate de
enzima glutationreductaza.

Glutationul fiind un reducator intracelular puternic
protejeaza grupele -SH ale proteinelor de oxidare,
indeplineste un rol specific de reducere a peroxidului de
hidrogen si acidului ascorbic, are functie de coenzima in
diferite reactii de oxido-reducere, joaca un rol in transportul
aminoacizilor prin membrana celulara.

Multe enzime proteolitice de origine vegetala, care
au in centrul activ gruparea -SH (enzime tiolice) sunt
activate de glutationul redus.

Importanta analizei. Glutationul are functii de
coenzima 1in astfel de enzime proteolitice precum
catepsinele, papainele etc. In grauntele germinate se
activeaza enzimele proteolitice care hidrolizeaza proteinele,
formand astfel polipeptide si aminoacizi. Astfel, la a patra zi
de germinare a orzului, cantitatea de glutation in boabe
creste de 2,5 ori.

Modificarea particularitatilor tehnologice si de
panificatie ale grauntelor se explicd prin faptul cd creste
solubilitatea proteinelor in apa, se reduce continutul de
proteine §i se mareste continutul de compusi azotati
neproteici s1 aminoacizi liberi. Glutenul graului isi pierde
elasticitatea, devine lipicios, fragil, fapt care duce Ila
schimbarea proprietatilor aluatului.

In panificatie pentru a preveni distrugerea glutenului,
glutationul redus se oxideazd cu acidul dehidroascorbic
(vitamina C oxidata).

Principiul metodei. Metoda se bazeazd pe oxidarea
grupdrii -SH a glutationului redus cu iod. Pentru a obtine
solutii stabile de iod se foloseste KIOj3, titrarea se realizeaza
in prezentd de KI in mediul acid:
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KIO; +5 KI+2 H;PO, 2 K3PO,+ 3 H,O + 3 1,
Iodul oxideaza glutationul redus conform reactiei:
2G-SH + , —— G-S-S-G  + 2HI
Titrarea se incheie cand apare culoarea albastrd a

amidonului, fapt care indica prezenta iodului si disparitia
glutationului in forma redusa.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Materie prima vegetald: levuri de panificatie sau de vin,
cereale germinate.

2) Acid meta-fosforic (solutie de 5 %).

3) KI (solutie de 1,5%).

4) Amidon cu adaos de NaCl (solutie de 1%).
5) KIOs (solutie de 0,001n).

6) Mojar cu pistil.

7) Microbiureta sau biureta de 10 cm’.

8) Baloane conice de 100 cm”.

9) Balon cotat de 50 cm’.

10) Pipete: 1, 5, 10 cm”.

11) Hartie de filtru pliata.

Ordinea indeplinirii lucrarii

Proba produsului vegetal (2 g) se transferd in mojar
si se marunteste cu pistilul in prezenta a 5 cm’ solutie de 5%
acid meta-fosforic. Apoi, masa maruntitd se transferd in
balonul cotat de 50 cm’, se aduce pani la cotd cu api
distilatd. Dupd 5 min de macerare continutul balonului se
agita 2-3 min si se filtreaza prin hartie de filtru pliata.

Pentru determinarea continutului de glutation, 5 cm’
de filtrat se dozeazi in balonul conic de 100 cm’, se adauga
1 em’ solutie 1,5 % KI si 5 picaturi de solutie 1% amidon
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dupa care se titreaza din microbiuretd cu solutie de 0,001 n
KIOj; pana la aparitia culorii albastre.

Continutul glutationului se exprimd in mg sau % la
masa uscatd a materialului vegetal dupa formula:

_ Ax0.307xCx100x1000
Pxbx1000 ’

X

unde:

X — continutul de glutation, mg;

0,307 — coeficientul de recalculare a glutationului, care arata
cd 1 cm’ solutia de 0,001n KIOj; este echivalent cu 0,307
mg de glutation redus;

P — masa levurilor, g;

C — volumul finit al suspensiei de levuri, cm’;

A — cantitatea de solutie de 0,001 n KIOj3, care a fost folosita
la titrare, cm’ ;

b — volumul filtratului titrat, CM3;

100 — recalcularea la 100 g de produs;

1000 — recalcularea g in mg.

Intrebiri si teste de control

1) Descrieti structura, proprietatile si functiile glutationului
in metabolismul celular.

2) Explicati principiul metodei de determinare a continutului
de glutation.

3) Care este importanta practica a metodei?

4) Care enzime sunt activate de glutationul redus?

Descrieti mecanismul acestui proces.

5) Enzime:
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a) catalizatori biologici; b) se sintetizeaza pe ribosomi; c)
alcatuite din proteine; d) alcatuite din proteine si vitamine;
e) alcatuite din proteine si fier.

6) Enzime:

a) simple; b) compuse; c) se modificd 1n reactii chimice; d)
specifice; €) universale.

7) NADPH":

a) coenzima; b) fenol; ¢) proteina structurala; d) hexoza.

8) Partea enzimei 1n care are loc nemijlocit cataliza:

a) centrul alosteric; b) centrul activ; c) coenzima.

9) Coenzime:

a) nucleotide; b) vitamine; c¢) glucide;

d) metale; e) acizi grasi.

Lucrarea de laborator Ne9
Analiza calitativa a vitaminelor

Obiectivele lucrarii de laborator
1. De efectuat reactii de culoare ale vitaminelor
hidrosolubile.
2. De efectuat reactii de culoare ale vitaminelor liposolubile.
3. De aprofundat cunostintele studentilor despre structura,
functiile si importante vitaminelor pentru organismele vii.

Caracteristica generala a vitaminelor. Vitaminele
sunt substante organice micromoleculare cu rol functional
care se gadsesc in cantitditi mici in alimente si sunt
indispensabile pentru cresterea si dezvoltarea normala a
organismelor. Majoritatea vitaminelor, in special cele
hidrosolubile, indeplinesc rolul de coenzime (anexa 3), iar
altele indeplinesc rolul de activatori enzimatici. Termenul de
vitamina (amind vitald) a fost folosit pentru prima data de
biochimistul polonez Casimir Funk 1n 1912, care a izolat din
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taratele de orez o substantd ce vindeca boala beri-beri.
Ulterior s-a stabilit ca nu toate vitaminele (ex. vitamina C)
contin azot in molecula lor. Lipsa totala a unei vitamine din
organism se numeste avitaminozd, boala care provoaca
tulburari grave ale metabolismului celular sau chiar moartea
organismelor. Lipsa partiald a vitaminelor este cunoscutda
sub numele de hipovitaminoza, iar tulburarile metabolice in
acest caz sunt mai putin grave. Excesul de vitamine din
alimentatie, in special a vitaminelor liposolubile, poate
determina aparitia hipervitaminozei, care de asemenea
provoaca dezechilibre 1in desfasurarea normald a
metabolismului.

Clasificarea vitaminelor. Vitaminele se denumesc
cu ajutorul literelor mari din alfabetul latin (A, B, C, D, E,
K). Dupa rolul fiziologic ce-1 indeplinesc in organism,
vitaminele se denumesc astfel: vitamind antihemoragica
(vitamina K), cresterii (vitamina A), antirahiticd (vitamina
D), antisterilitatii (vitamina E), antiscorbutica (vitamina C),
antiberiberi (vitamina B;). Dupa solubilitatea vitaminelor in
apa sau solventi organici, acestea se clasifica In vitamine
hidrosolubile si vitamine liposolubile.

Vitamine hidrosolubile
Vitamina B, (tiamind); Vitamina B, (riboflavina)
Vitamina Bj (acid pantotenic)
Vitamina Bs (nicotinamida, acid nicotinic)
Vitamina By (piridoxind, piridoxamina, piridoxal)
Vitamina B, (cianocobalamind)
Vitamina B;s (acid pangamic)
Vitamina By sau Bc (acid folic)
Vitamina C (acid ascorbic); Vitamina H sau Bg (biotind)

Vitamine liposolubile

Vitamina A (retinol)
Vitamina ]| (ergocalciferol, colecalciferol)
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Vitamina E (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol)
Vitamina K (filochinona, menachinona)

Functia de coenzima a vitaminelor. La inceputul
sec. XX, in cadrul studierii proceselor de descompunere
oxidativa a glucidelor, s-a reusit pentru prima data separarea
coenzimei glucozo-6-fosfatdehidrogenaza 1n a carei
componentd intrd nicotinamida. Ulterior s-a stabilit cd amida
acidului nicotinic, precum si alte vitamine formeaza in
celule importante sisteme de oxido-reducere, care iau parte
la numeroase procese metabolice ale glucidelor, lipidelor,
proteinlor si a altor compusi, regleaza potentialul de oxido-
reducere celular, contribuie la transportul hidrogenului pe
cale neenzimatica (vitaminele C, E, K etc.). Coenzimele
contin doud regiuni functionale, una dintre care realizeaza
legdtura cu apofermentul, iar alta participd nemijlocit la
cataliza. De regula, forma activd a vitaminelor participa la
cataliza.

Caracteristica succinta a unor vitamine. Vitamina
B (tiamina) a fost descoperita de catre C. Funk in 1912. Se
contine Tn cantitdfi mai mari in drojdia de bere, semintele
cerealelor si leguminoaselor. Vitamina B; este formata
dintr-un nucleu pirimidinic si unul tiazolic unuti printr-o
grupare metilenica (fig. 39). Vitamina B, are un rol insemnat
in metabolismul glucidelor, lipidelor si al protidelor. Sub
forma de coenzima tiaminpirofosfat (TPP), vitamina B, face
parte din structura carboxilazei, care produce decarboxilarea
si respectiv carboxilarea acidului piruvic. Lipsa acestei
vitamine din hrand produce la om tulburari ale sistemului
nervos, oboseald, tulburdri gastrointestinale si cardiace. In
cazul de avitaminoza prelungita apare boala beri-beri.

Vitamina B, (riboflavina) a fost separatd pentru
prima data din lapte si obtinutd in forma cristalina in anul
1933. Cantitati mari de vitamina B, se gésesc 1n ficat, lapte,
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oud, drojdii si In semintele gramineelor. Riboflavina este
formata dintr-un nucleu izoaloxazinic si din ribitol (fig. 40).
Formele active ale vitaminei B (FMN-
flavinmononucleotida si FAD-flavinadenindinucleotida) sub
formd de coenzime intrd in componenta a circa 30 de
enzime. La om avitaminoza produce iritatii ale pielii,
caderea parului, tulburari de crestere, slabirea vazului si
auzului, tulburari digestive.

Vitamina Bs (PP, nicotinamida) este amida acidului
nicotinic $i se mai numeste nicotinamida. Acidul nicotinic
reprezintd precursorul nicotinamidei in organism (fig. 41).
Se contine in cantitdfi mai mari in taratele cerealelor,
ciuperci, lapte, ficat etc. Vitamina Bs are un rol biochimic
foarte important in metabolismul celular, deoarece intra in
componenta enzimelor anaerobe — dehidrogenaze ce contin
NAD" — nicotinamidadenindinucleotid si NADP™ -
nicotinamidadenindinucleotidfosfat. Aceste enzime
catalizeaza peste 100 de reactii biochimice: oxidarea
alcoolilor in aldehide si cetone, aldehidelor si cetonelor in
acizi carbonici, aminelor in imine etc. Pe langa aceasta,
forme active ale vitaminei Bs participa la reglarea unor
procese biochimice importante precum ciclul Krebs. La om,
in cazul avitaminozei de Bs, se dezvolta boala celor “tre1 D”
— dermatita, diareea, dementa. Daca starea de avitaminoza
se mentine un timp mai indelungat, la oameni apare boala
numitd pelagra (lat. “pella agra” — piele asprd). Numele de
vitamina PP provine de la proprietatea pe care o are aceasta
vitamind de a preveni pelagra.

Vitamina Bg are trei derivati piridinici importanti —
piridoxina, piridoxamina si piridoxal (fig. 42). Aceste trei
substante se gasesc de obicei Tmpreund si se transforma
reciproc una 1in alta. Prin fosforilarea piridoxalului si
piridoxinei se obfin coenzime care iau parte la
decarboxilarea si transaminarea aminoacizilor.
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Piridoxalfosfatul sub forma de coenzima intrd 1in
componenta a peste 50 de enzime care catalizeaza reactii ale
metabolismului acizilor aminici. Vitamina Bg se gaseste in
cantitati mai mari in drojdii, germeni de grau, tarate de orez,
fructe si legume proaspete, ficat, peste etc. La om starile de
avitaminoza se manifesta prin artrite, tulburari cardiace, stari
de nervozitate i insomnii.

Vitamina A (retinol), descoperitd in anul 1916 de
catre J. Drummond, se mai numeste vitamina cresterii. Din
punct de vedere chimic, vitamina A este un alcool care are
in moleculd un inel B-iononic, o catend laterala ce contine
doua resturi de izopren si gruparea terminala -CH,OH (fig.
43). Vitamina A se afli sub formd de provitamine
(carotenoide) in legume si fructe, dar in cantitdti mai mari in
morcov, fructe citrice, macies, iar in stare libera in untura de
peste, ficat, lapte, galbenusul de ou, unt. Vitamina A are un
rol important in dezvoltarea embrionard normala, protejarea
tesuturilor epiteliale, procesele fotochimice ale vederii,
regleazd permeabilitatea membranelor celulare. Lipsa
vitaminei A 1n organismul omului determind tulburari
oculare specifice, precum pierderea capacitatii de adaptare a
vederii la intuneric.

Vitaminele D (ergocalciferol, colecalciferol) sunt
substante care deriva de la steroli (provitamine). Toate
vitaminele D au o grupare hidroxilica la C-3, un inel deschis
(inelul B) cu trei legaturi duble conjugate si o catena laterald
caracteristicd fiecarei vitamine (fig. 44). Se gasesc in astfel
de alimente de origine animald precum laptele, oudle, untul
de vaca atat in stare libera cat si sub forma de steroli.
Transformarea sterolilor in vitamine D se face sub actiunea
energiei solare, a radiatiilor ultraviolete, printr-un proces
fotochimic cu consum de energie. Rolul fundamental al
vitaminei D consta in reglarea metabolismului calciului si al
fosforului in procesul de osificare. In avitaminoze D apare
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rahitismul la copii si osteoporoza la adulti. Excesul de
vitamine D duce la demineralizarea oaselor si la aparifia
calculilor renali, hepatici, etc.

Vitaminele E (tocoferoli, lat. “tokos” — nastere,
“ferro” — a purta) se mai numesc vitamine de reproducere si
se gasesc in cantitati mai mari in frunze, muguri, seminte
germinate, drojdii, tarate, ou, carne. Vitaminele E sunt
derivati ai cromanului. Ele contin in molecula lor o grupare
hidroxilica la C-¢, grupari metilice si o catend laterald ce
deriva din fitol. Se cunosc 7 tocoferoli notati cu litere
grecesti a, B, v, 9, €, etc., care se deosebesc dupa gradul de
metilare a inelului cromanic si activitatea biologica. Cel mai
raspandit si mai important este o-tocoferolul (fig. 45).
Tocoferolii protejeaza oxidarea vitaminelor A, C, D, H
(biotina), lipidelor, mentin integritatea membranelor
biologice, favorizeaza fosforilarea si formarea compusilor
macroergici, participd la sinteza hemului. Avitaminoza E
determind la animale si uneori la om scaderea capacitatii de
reproducere, sterilitate, dereglari metabolice, decalcifiere,
scaderea rezistentei organismului la infectii, stiri nervoase
etc.

Vitaminele K (filochinona, menachinona) se mai
numesc §i vitamine pentru coagularea sangelui sau
antihemoragice. Ele determind coagularea sangelui prin
transformarea fibrinogenului in fibrina, formeaza in celule
importante sisteme de oxido-reducere. Se gasesc in cantitati
mai mari in frunzele de spanac, varza, lucernd, trifoi,
microflora intestinului. Vitaminele K sunt formate dintr-un
nucleu naftochinonic, care are substituit la C-3 o grupare
metilicd si la C-, o catena laterald (fig. 46). Pe langa
vitaminele naturale K, au fost obtinuti un sir de derivati
naftochinonici prin sintezd chimica. Astfel, vicasolul (fig.
47) este un analog al fitochinonei sintetizat artificial. Lipsa
vitaminei K apare datorita bolilor care Tmpiedica biosinteza
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vitaminei In intestin sau prin administrarea indelungata de
sulfamide si antibiotice.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Diazoreactiv (5 picaturi de solutie de acid sulfanilic 1%
intr-o solutie de HC1 2% + 5 picaturi de solutie NaNQO,).

2) Na,COs (solutie de 10%).

3) HCI concentrat.

4) Praf de zinc.

5) CH3COOH concentrat.

6) Cu (CH3COO); (solutie de 2%).

7) FeCl; (solutie de 1%).

8) Fiole.

9) Pipete.

10) Baie de apa.

11) Solutii de vitamine By, B, Bs, Bg.

12) H,SO4 concentrat.

13) Reactiv anilinic (anilind in HCI concentrat — 15:1).

14) HNOs; concentrat.

15) Cisteina (solutie de 0,025%).

16) NaOH (solutie de 10%).

17) Vitamina A (solutie uleioasa in cloroform in raport 1:5).
18) Vicasol (solutie de 0,05%).

Determinarea calitativa a vitaminelor hidrosolubile
Experimentul 1. Reactia la vitamina B,
Vitamina B; la interactiunea cu diazoreactiv in
mediu bazic coloreaza solutia in culoarea rosie ca

urmare a formarii unui compus complex cu acidul
diazobenzosulfuric.
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Fig. 39. Vitamina B,

In 10 picaturi de diazoreactiv se adauga 2-4 picaturi
de vitamina B; si 5-7 picaturi de solutie 10% Nay,COs. Se
observa schimbarea culorii solutiei.

Experimentul 2. Reactia la vitamina B, (riboflavina)

Reactia la vitamina B, se bazeaza pe capacitatea sa
de a se reduce usor. Reactia de reducere este insotita de
schimbarea culorii solutiei din galben in roz sau rosie,

ulterior solutia se decoloreaza.
TZH ,-(CHOH),-CH,0H

ooy

Fig. 40. Vitamina B, (rlboﬂaviné)

In fiold se dozeaza 10 picituri de vitamina B,, se
adauga 5 picaturi de HCI concentrat si putin praf de zinc. Se
observa schimbarea culorii solutiei.

Experimentul 3. Reactia la vitamina Bs

Vitamina Bs cu CH3;COOH interactioneaza cu

Cu(CH3COQ); si coloreaza solutia in albastru, formand
saruri de cupru ale acidului nicotinic.
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COOH R
O
N N
(acid nicotinic) (nicotinamida)

Fig. 41. Vitamina Bs

Intr-o fiola cu o solutie de 1% vitamini Bs se adaugi
o picaturd de CH3;COOH si se agita. Apoi din fiola se iau 20
de picaturi si se incalzesc pana la fierbere, iar solutia se
limpezeste. In solutia incalzita de vitamina Bs se adaugi 20
de picaturi de solutie 2% Cu(CH3COO),, solutia din fiola
larasi se Incdlzeste pana la fierbere si se raceste sub un jet de
apa rece. Se observa modificarea culorii solutiei.

Experimentul 4. Reactia la vitamina B,
La interactiunea vitaminei Bg cu clorid de fier solutia

se coloreaza in rosu datoritd formarii unei saruri complexe
de tipul fenolatului de fier.

CH,OH H
B CH, NH, o
B 7R 2 PO HO CH,0H
~
| HO o OO
N =
H,C ac’ N _
e N
(piridoxind) (piridoxamina) (piridoxal)

Fig. 42. Vitamine By
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La 5 picaturi de solutie de vitamina B¢ se adaugd 5
picaturi de solutie FeCl; si se agitd. Se observa schimbarea
culorii solutiei.

Determinarea calitativa a vitaminelor liposolubile
Experimentul 5. Reactia la vitamina A

La interactiunea solutiei de vitamind A 1n cloroform

cu acid sulfuric concentrat se formeaza un complex din

cateva de molecule de vitaminad A, iar solutia se coloreaza in
rosu-brun.

HsC_ ,CHs GHs CHs
NN CH20H

CHs
Fig. 43. Vitamina A

Pe sticld uscatd se amesteca 6 picaturi de solutie de
vitamina A 1n cloroform cu o picatura de H,SO4 concentrat.
Se observa schimbarea culorii solutiei.

Experimentul 6. Reactia la vitamina D
La incélzirea solutiei de vitamina D in cloroform cu

un amestec de anilina si acid azotic concentrat solutia se
coloreaza in rosu.
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(ergocalciferol) (colecalciferol)

Fig. 44. Vitamine D

Intr-o fiold cu 1-2 picaturi de vitamind D 1in
cloroform se adauga 1 picatura de solutie de anilind. Dupa
agitare si incdlzire se observa schimbarea culorii solutiei.

Experimentul 7. Reactia la vitamina E

La interactiunea vitaminei E cu acid azotic se
observa colorarea solutiei in galben.

(CH, —CH—(CH,), —car— (CH),— ¢ — I,

HO CH, CH, CH,

CH

Fig. 45. a-tocoferol

Intr-o fiold uscati se dozeaza 3 picaturi de solutie de
vitamina E, se adauga atent 6 picaturi de HNO3 concentrat,
iar eprubeta se agitd ugor. Se formeaza o emulsie care se
depune in mai multe straturi si se observa colorarea stratului
uleios superior.
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Experimentul 8. Reactia la vitamina K

Sunt cunoscute doud vitamine naturale K: vitamina
K; (filochinona) si K, (menachinond).

[0]
CH,
cx,
o CH, CH, CH, CH,
(filochinona)
(0]
O‘ .
(CH,-CH-C(CH,) CH,)nH
(0]

(menachinoni; n = 6, 7 sau 9)
Fig. 46. Vitamine K;si K;

Un analog sintetizat chimic al vitaminei K; este
vicasolul. La interactiunea vicasolului cu cisteina in mediu
bazic solutia se coloreaza in galben-deschis.

O
CHs3

SOsNa



Fig. 47. Vicasol
In fiola se dozeazd 5 picaturi solutie de vicasol, se
adauga 5 picaturi solutie de cisteind si 1 picatura de solutie

10% NaOH. Se observa schimbarea culorii solutiei.

Intrebiri si teste de control

1) Completati tabelul.

N¢ Denumirea Denumirea Tipul de reactie Exemple
vitaminei coenzimei catalizata de enzime

1

2) Microflora intestinului sintetizeaza vitamina:

a)K;b)E; c)H; d) C.

3) Vitamina D se contine in:

a) grasime de peste; b) fructe de padure; c) galbenus de ou;
d) coacaza; e) lapte.

4) Selectati termenii care nu se incadreaza in grupul tematic
respectiv si explicati de ce le-ati separat:

a) B;; By; C; H; K.

b) A; D; By, E; K.

5) Vitaminele indeplinesc functii:

a) catalitice; b) de structura; c) energetice;

d) de transport; e) de protectie.

Lucrarea de laborator Nel(
Determinarea continutului de vitamina C
Obiectivele lucrarii de laborator

1. De insusit determinarea continutului de vitamind C in
produsele alimentare folosind metoda de titrare.
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2. De invatat metoda fotocolorimetrica de determinare a
vitaminei C.

3. De determinat continutul de vitamina C in materialul
vegetal analizat.

4. De generalizat si aprofundat cunostintele studentilor
despre proprietatile chimice §i importanta biologica a
vitaminei C pentru organismele vii.

Caracteristica succinta a vitaminei C. Vitamina C
sau acidul ascorbic, cea mai raspandita vitamina in natura,
se sintetizeazd in plante din galactoza, iar la animale, cu
exceptia omului, maimutei si cobaiului, din glucoza. Pentru
omul adult doza zilnicd este de 50-100 mg. Vitamina C
stimuleazd metabolismul glucidelor, lipidelor, a unor
aminoacizi (tirozina, fenilalanina) si compusi aromatici.
Acidul ascorbic are o actiune antioxidantd de aparare a
vitaminelor liposolubile si a glutationului. Are actiune
antitoxica, mareste rezistenta organismului la infectii si este
un factor activator pentru numeroase enzime. Avitaminoza
C produce la om boala numitd scorbut, caracterizatd prin
hemoragii la nivelul gingiilor, pierderea dintilor, tulburari
digestive, anemie, imunitate scdzutd. Cele mai bine surse de
vitamind C sunt fructele citrice, tomatele, cartofii, coacaze,
capsuni, conopida, spanac, kiwi, papaya, ardeii iuti.

Acidul ascorbic si acidul dehidroascorbic formeaza
in celule un sistem de oxido-reducere foarte important, care
1a parte la numeroase procese metabolice in organism. Acest
sistem regleazd potentialul de oxido-reducere celular si
contribuie la transportul hidrogenului pe cale neenzimatica.
Forma oxidatd a acidului ascorbic se numeste acid
dehidroascorbic (fig. 48).
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|_
0= o=?

- 2 HF —
S = 4
HO - (|3 +2H" 0= (lj
HO-C-H HO-C-H

|
CH,0H CH ,OH
acid L-ascorbic acid L-dehidroascorbic

Fig. 48. Clivarea si atasarea hidrogenului la acidul
ascorbic

La plantele din familia Cruciferae (varza, ridiche,
hrean, rapita, nap etc.) acidul ascorbic se gaseste atat in stare
liberd, cat si asociat cu proteine, formand un complex
proteind-acid ascorbic, numit ascorbinogen (fig. 49).

0. 20
[
e

OOH

O b
N
H

Fig. 49. Ascorbinogen

Aceasta substanta in prezenta acidului clorhidric se
hidrolizeaza usor formand acid ascorbic liber.
Ascorbinogenul se hidrolizeaza in tractul digestiv.

Proprietiatile chimice ale acidului ascorbic.
Caracterul acid al acidului ascorbic, care este lipsit de
gruparea carboxilica -COOH, este determinat de grupa -OH
enolica la Cj. Iata de ce, acidul ascorbic interactioneaza cu
baze diluate si formeaza saruri (fig. 50).
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-OH c—O0H
o +NOH —  » [ "5 . o
Tj -0OH T -ONa
H H?
HO - T -H HO - T -H
CH,0OH CH,OH

acid ascorbic ascorbinat de sodiu

Fig. 50. Interactiunea acidului ascorbic cu baza

Iodul, 2,6-diclorfenolindofenolul si alti oxidanti
reduc acidul ascorbic pana la acid dehidroascorbic (fig. 51).

O=—C—

OQ=(C—

- OH ?:O
o th — O + 2HI
T-OH T=O
H 5)
HO-?-H HO-T-H
CH,OH

CH,OH

acid ascorbic acid dehidroascorbic

Fig. 51. Interactiunea acidului ascorbic cu iodul
In prezenta unor oxidanti mai puternici, in special in

mediul neutru si bazic, acidul ascorbic se transforma
ireversibil 1n acid oxalic si treonic (fig. 52).
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O=c— o=f—- fOOH 00H acid oxalic
_OH (@) —0 =0 0O
el [O] | mo_ ¢ (O] Co0R
T; _OH T:O T:O H,0 FOOH
H H H-C-OH H-C-OH

HO-¢-H HO-?—H HO-T—H HO_T;,H

CH,OH CH,0H CH,0H CH,0H
acid ascorbic  acid dehidroascorbic  acid 2,3-dicheto-gluconic acid treonic

Fig. 52. Distrugerea acidului ascorbic in mediu bazic
cu formarea acizilor oxalic si treonic

Vitamina C este foarte instabild si se distruge in
mediul neutru si bazic la temperatura 20°C, in prezenta
luminii, oxigenului, cationilor metalelor grele, enzimelor
din clasa  oxidoreductazelor  (ascorbatoxidazei  si
polifenoloxidazei). Continutul de acid ascorbic se reduce
mult in procesul de pastrare a materiei prime alimentare, la
conservarea si fierberea alimentelor.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) Fotocolorimetru.

2) Baloane cotate de 100 cn’.

3) Baloane cotate de 50 si 100 cm”.

4) Mojar cu pistil.

5) Pipete de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 cm’.
6) Cantar tehnic.

7) Sare de sodiu (solutie de 0,001n 2,6-diclorfenolindofenol).
8) Acid oxalic (solutie de 1%).

9) Cristale de acid ascorbic.

10) Filtru din hartie.

11) Materie prima vegetala.
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Experimentul 1. Determinarea cantitativa a acidului
ascorbic folosind metoda Tillmans

Principiul metodei. Metoda se bazeazda pe
capacitatea acidului ascorbic de a se oxida pana la acid
dehidroascorbic sub actiunea 2,6-diclorfenolindofenol. in
mediu bazic 2,6-diclorfenolindofenol are culoare albastra, in
mediu acid — rosie, iar n cazul reducerii se decoloreaza.

Se cantareste si se marunteste in mojar lg de
material vegetal, in care se adauga apoi 9 ml solutie 2%
HCI. Peste 10 min continutul mojarului se amestecd si se
filtreaza. Apoi 3 ml de filtrat se dozeaza intr-un balon conic
si se titreaza cu solutie 0,0005 M 2,6-diclorfenolindofenol.
Se determina cantitatea de 2,6-diclorfenolindofenol folosit
pentru titrare. Continutul de acid ascorbic (mg/100 g produs)
se determind tinand cont de faptul cd 1 ml de 0,0005 M 2,6-
diclorfenolindofenol corespunde cu 0,088 mg de acid
ascorbic. Rezultatele experimentale se compard cu datele
teoretice (tab. 3).

Tab. 3. Continutul de vitamina C (G. Neamtu, 1993)

Denumirea produsului | Continutul de acid ascorbic
(mg /100 g)
Varza alba 17-25
Ceapa 60
Cartofi 15-22
Lamai 40
Marar 100-150
Mere 3-17
Struguri 3-12
Tomate 20-25
Patrunjel 150
Coacaza neagra 100-400
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Experimentul 2. Metoda fotocolorimetrica
de determinare a acidului ascorbic

Principiul metodei. La solutia de acid ascorbic se
adaoga 2,6-diclorfenolindofenol si se determind reducerea
intensitatii culorii cu ajutorul fotocolorimetrului.

Proba produsului analizat (10 g) se pune In mojar, se
marunteste cu pistilul in prezenta acidului oxalic de 1%, se
transferd in balonul cotat de 100 cm’, apoi se aduce pani la
cotd cu acid oxalic si se agitd. Continutul balonului se
filtreaza intr-un balon conic si se adaugdi 6 cm’ 2,6-
diclorfenolindofenol. Solutia obtinuta se transfera in cuvele
fotocolimetrului si se determina densitatea optica D; la
A=540 in raport cu apa distilata.

In cuvele cu solutie analizati se adaugid cateva
cristale de acid ascorbic (culoarea 2,6-
diclorfenolindofenolului  dispare) solutia se agita, se
fotocolorimetreaza si se determinda densitatea optica D,.
Densitatea optica a solutiei se calculeaza dupa formula: Dy
= D] - D2

Pentru a introduce o corectie la schimbarea
intensitatii culorii la  pastrarea solutiei de 2,6-
diclorfenolindofenol, se masoara extinctia amestecului (Do),
format din 10 cm® de 2,6-diclorfenolindofenol, 6 cm® de
solutie de 1 % de acid oxalic. Ulterior se masoara extinctia
(D) solutiei proaspdt pregatite de 2,6-diclorfenolindofenol,
din care se scade extinctia (Do).

Densitatea optica a solutiei analizate se determind
dupa formula:

Dy=D; + (D-Dy)- D,

Corectia (D-D,) se include in calcul atunci cind

calibrarea si determinarea D, si D, nu se face 1n aceeasi zi.
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Cu ajutorul unui grafic de calibrare se determina
continutul de acid ascorbic Dx. Pentru a alcatui graficul de
calibrare 10 cm” solutia de acid ascorbic se transfera intr-un
balon cotat de 100 cm® si se aduce la cotd cu solutie de 1%
acid oxalic (concentratia solutiei diluate de substrat ascorbic
este 100 mkg/cm’).

Experimentul 2. Metoda fotocolorimetrica
de determinare a acidului ascorbic

Principiul metodei. La solutia de acid ascorbic se
adaoga 2,6-diclorfenolindofenol si se determind reducerea
intensitatii culorii cu ajutorul fotocolorimetrului.

Proba produsului analizat (10 g) se pune In mojar, se
marunteste cu pistilul in prezenta acidului oxalic de 1%, se
transfera in balonul cotat de 100 cm’, apoi se aduce pani la
cotd cu acid oxalic si se agitd. Continutul balonului se
filtreaza intr-un balon conic si se adaugdi 6 cm’ 2,6-
diclorfenolindofenol. Solutia obtinuta se transfera in cuvele
fotocolimetrului si se determind densitatea opticd D; la
A=540 1n raport cu apa distilata.

In cuvele cu solutie analizati se adaugi cateva
cristale de acid ascorbic (culoarea 2,6-
diclorfenolindofenolului dispare) solutia se agitd, se
fotocolorimetreaza si se determind densitatea optica D.

Densitatea optica a solutiei se calculeazd dupa
formula: DX = D] - D2

Cu ajutorul unui grafic de calibrare se determina
continutul de acid ascorbic Dx.

Pentru a alcatui graficul de calibrare 10 cm® solutia
de acid ascorbic se transferd intr-un balon cotat de 100 cm’
si se aduce la cota cu solutie de 1% acid oxalic (concentratia
solutiei diluate de substrat ascorbic este 100 mkg/cm®).
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In sase cilindre cu volumul de 20 cm® se dozeaza de
la 1 cm® pand la 6 cm’ solutie de acid ascorbic (care
corespunde cu concentratiile de 100; 200; 300; 400; 500;
600 mkg/cm®) si se amestecd cu 10 cm’ de solutie proaspit
pregititi de 2,6-diclorfenolindofenol. In fiecare cilindru
volumul se aduce la cotd pand la 16 cm’® cu solutie de acid
oxalic 1%. Se determinad densitatea opticd a probelor, se
completeazd tabelul si se deseneaza graficul — densitatea
optica-continutul de acid ascorbic mkg/cm’ (fig. 53).

Graficul de calibrare

D Continutul de acid ascorbic

]
15 ®

100 200 300 400 500 600
C, mkg/cm3

Fig. 53. Densitatea optica — continutul de acid
ascorbic, mkg/cm’

Recalcularea in mg (mg/100g produs) se realizeaza
dupa formula:

__C =100
ax1000
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unde: X — continutul de vitamind C in produsul analizat,
mg/100 g produs;
C — continutul de vitamind C din graficul de calibrare,
mkg/cm’;
a — masa probei, g;
100 — recalcularea la 100 g produs;
1000 — recalcularea mg in mkg.
intrebiri de control

1) Care sunt proprietatile fiziologice ale acidului ascorbic?
2) Descrieti structura si proprietatile chimice ale acidului
ascorbic.

3) In care produse vegetale acidul ascorbic se giseste in
cantitati mai mari ?

4) Descrieti metoda Tillmans de determinare cantitativa a
vitaminei C.

5) Descrieti metoda fotocolorimetricd de determinare a
acidului ascorbic.

6) Care reguli de securitate trebuie respectate la indeplinirea
acestei lucrari de laborator?

IV. Glucide
Lucrarea de laborator Nell
Analiza calitativa a glucidelor
Obiectivele lucrarii de laborator

1. De realizat reactii de culoare ale glucidelor.
2. De caracterizat in aspect comparativ mono- si diglucidele.
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3. De generalizat si aprofundat cunostintele studentilor
despre structura, functiile si importanta biologica a
glucidelor.

Caracteristica succinta a glucidelor. Glucidele sunt
compusi organici macromoleculari, molecule ciclice care
contin C, O, H. La majoritatea glucidelor H si O se contine
in acelasi raport ca si Tn H,O (C¢H20¢). Dupa capacitatea
de a se hidroliza, se deosebesc monoglucide, diglucide si
poliglucide.

Monoglucidele nu se hidrolizeaza in glucide mai
simple, spre deosebire de di- si poliglucide. Monoglucidele
sunt alcatuite dintr-o grupa carbonilicd (aldehidicd sau
cetonica) si cateva grupe hidroxilice. Monoglucidele care
contin grupa aldehidica se numesc aldoze, iar cele care
contin grupa cetonica — cetoze. Daca gruparea hidroxil este
situatd in dreapta fatd de primul atom de C (langd grupa
alcoolica CH,OH), atunci monoglucida face parte din grupa
D, dacd gruparea hidroxil este situatd la stanga fata de
primul atom de C, atunci monoglucida se refera la gruparea
L, in dependentd de aranjarea spatiala a hidroxilului
glicozidic, monoglucidele se Tmpart in a si f forme
anomerice.

Cele mai raspandite monoglucide sunt pentozele si
hexozele (fig. 54, 55).

A~ "t
o)

H——OH =
H——OH H——OH
H——OH H——OH

“SOH SOH
aldopentoza chetopentoza
(D-riboza) (D-ribuloza)
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Fig. 54. Pentoze

_o _o _o OH
HO——H H——oH H——OH k/ 0
HO——H HO——H HO——H HO——H

H———OH H——OH HO——H H——OH
H——OH H——OH H——O0OH H——OH

“SOH “SOoH “SoH “SoH

aldohexozd  aldohexozi aldohexozi chetohexoza

(D-manozi) (D-glucozd) (D-galactozd)  (D-fructozi)
Fig. 55. Hexoze

Diglucidele sunt alcatuite din doua resturi identice
sau diferite de monoglucide. La diglucide de tip maltoza
(maltoza, celobioza, lactoza etc.) legatura dintre
monoglucide se realizeazd cu participarea hidroxilului
glicozidic al unui monoglucid si hidroxilului alcoolic al altui
monoglucid. Diglucidele de acest tip contin un hidroxil
semiacetalic liber si sunt reducatoare. Astfel, maltoza este
alcatuitd din doud molecule de a-glucoza legate prin
legatura a-(1,4)-glicozidica (fig. 56), celobioza este alcatuita
din doua molecule de B-glucoza legate prin legatura p-(1,4)-
glicozidica, iar lactoza este alcatuitd dintr-o molecula de o-
glucoza si o moleculd de B-galactoza asociate prin legaturd
a,B-(1,4)-glicozidica.
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CH,OH CH,OH

O\H H “H O H

H
c 4C
ONOH  HT1 OH H/4.
H OH H OH

legatura a-(1-4) glicozidica

Fig. 56. Maltoza. Legatura a-(1-4)-glicozidica

La diglucide de tip trehaloza (trehaloza, zaharoza
etc.) legitura dintre monoglucide se realizeazd cu
participarea ambilor hidroxili glicozidici. Diglucidele de
acest tip nu sunt reducatoare. Zaharoza este alcatuita dintr-o
moleculd de a-glucoza si o moleculd de B-fructoza asociate
prin legdtura a-(1,2)-glicozidica (fig. 57).

CH,OH
0
H H \21
o OH H
H OHO legﬁturﬁ _a-.(lw-Z)
glicozidica
CH,OH
o)
HoH _
2
HO CH ,0OH
H
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Fig. 57. Zaharoza.Legaturad a-(1-2)-glicozidica

Poliglucidele sunt glucide macromoleculare care
contin mai mult de 10 resturi de monoglucide. In
poliglucidele de natura vegetald sunt prezente legaturi (1-4)
si (1-6) glicozidice, iar in poliglucidele de naturd bacteriana
si animald se intalnesc si legaturi (1-3), (1-2) glicozidice.
Poliglucidele se clasifica in:

1. Homoglucide (poliglucide omogene sau homoglucani)
care sunt alcdtuite din resturi ale unui monoglucid. Astfel,
amidonul este alcatuit doar din resturi de o-glucoza, iar
diglucidul amidonului este maltoza. Celuloza este alcatuita
din resturi de B-glucoza, iar diglucidul celulozei este
celobioza.

2. Heteroglucide (poliglucide neomogene sau heteroglicani)
sunt alcatuite din diferite resturi de monoglucide. Astfel,
hemicelulozele sunt substante complexe care dau prin
hidrolizd pentoze (L-arabinozd, D-xiloza), hexoze (D-
glucoza, D-galactozd) si acid galacturonic.

Poliglucidele se hidrolizeazd, precum diglucidele,
doar in mediu acid.

Reactive, vase, aparate si material biologic

1) NaOH (solutie de 5%).

2) CuSOy (solutie de 5%).

3) Rezorcina.

4) HCI (solutie de 25%).

5) Reactivul Barfed (6,5 g de Cu(CH3COO); se dizolva in
100 ml de apa fierbinte la o t = 70°C, amestecul se filtreaza
si se adaoga 1 ml de CH;COOH).

6) Solutia Lugol (0,3 g de iod si 0,6 g de potasiu iodat se
dizolva in 15 ml de apa distilata, se dilueaza cu apa pana la
volumul de 100 ml).
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7) Fiole, pipete, baie de apa, baghete de sticla.
8) Glucoza (solutie de 5%).

9) Fructoza (solutie de 5%).

10) Lactoza (solutie de 5%).

11) Maltoza (solutie de 5%).

12) Amidon (solutie de 0,1%).

Monoglucide
Experimentul 1. Reactia Trommer

Principiul metodei. Metoda este folositd pentru
analiza calitativd a monoglucidelor reducatoare (glucoza,
fructoza etc.). Monoglucidele in mediu bazic reduc oxidul
de cupru (II) in oxid de cupru (I) si se formeaza un precipitat
de culoare rosie-inchisa.

Intr-o fiold se dozeazi 6 picaturi solutie 5% glucoza,
3 picaturi solutie 5% NaOH si 2 picaturi solutie 5% CuSOQa.
Fiola se agitd si se incalzeste usor pand la schimbarea
culorii solutiei.

Experimentul 2. Reactia Selivanov la chetoze

Principiul metodei. La incalzirea fructozei sau a
altor chetoze cu acid clorhidric si rezorcind se observa
colorarea solutiei in rosu-visiniu.

Intr-o fiold se dozeaza 15 picaturi solutie 5% de
fructoza, 3 picaturi solutie 25% HCI si cateva cristale de
rezorcind. Acest amestec se incélzeste la baia de apa, timp
de 5-10 minute, la t = 80°C, pana la colorarea solutiei.
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Experimentul 3. Reactia Barfed

Principiul metodei. Metoda respectiva ne permite sa
deosebim monoglucidele reducatoare de diglucide. Oxidarea
glucidelor nu se realizeazd in mediu bazic (vezi reactia
Trommer), ci intr-un mediu neutru. In aceste conditii
diglucidele reducatoare, spre deosebire de monoglucide,
practic nu se oxideazd. La interactiunea monoglucidelor cu
reactivul Barfed se formeaza un precipitat de culoare rosie-
bruna.

Intr-o fiola se dozeaza 5 picaturi solutie 5% de
glucoza, se adauga 5 picaturi de reactiv Barfed. Amestecul
se agitd, se incdlzeste pand la fierbere si se observa
schimbarea culorii solutiei.

Diglucide
Experimentul 4. Reactia Trommer

Principiul metodei. Diglucidele au proprietiti
reducdtoare datoritd prezentei gruparii aldehidice libere in
molecula de lactoza (in restul de glucoza) si molecula de
maltoza (in al doilea rest de glucoza).

Intr-o fiola se dozeazi 4 picituri solutie 5% de
lactoza (maltoza), se adaugd 3 picaturi solutie 5% NaOH si
2 picaturi solutie 5% CuSO4. Continutul fiolei se agita si se
incalzeste pana la schimbarea culorii solutiei.

Poliglucide
Experimentul 5. Reactia amidonului cu iodul

Principiul metodei. La interactiunea amidonului cu
iodul se formeazd un complex de adsorbtie de culoare
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albastra. La incalzire solutia se decoloreazd, insd reapare la
racire, fapt care vorbeste despre formarea unui complex
instabil dintre amidon si iod.

La 5 picéturi de solutie 0,1% amidon se adaugd o
picétura solutie Lugol, solutia din fiola se agita si se observa
schimbarea culorii solutiei.

Intrebari si teste de control

1) Ce reprezinta si care sunt functiile glucidelor in celuld?

2) Dupa care criterii se clasifica glucidele?

3) Care este mecanismul de formare a diglucidelor?

4) Monoglucide:

a) fructoza ; b) amidon; c) glucoza;

d) celuloza; e) riboza; f) galactoza.

5) Diglucide:

a) glucoza; b) amidon; c) fructoza,

d) celuloza; e) zaharoza; f) maltoza.

6) Care din glucidele mentionate participa la reactia
Trommer?

A. Glucoza, fructoza, lactoza, trehaloza.

B. Zaharoza, riboza, arabinoza, xiloza.

C. Manoza, fructoza, galactoza, trehaloza.

D. Arabinoza, glucoza, zaharoza, riboza.

7) Care din glucidele mentionate intra in reactie cu rezorcina
in mediu acid?

A. Ribuloza, glucoza, riboza, manoza.

B. Manoza, xiluloza, arabinoza, galactoza.

C. Fructoza, riboza, glucoza, galactoza.

8) Care din glucidele mentionate participa la reactia
Barfed?

A. Glucoza, fructoza, riboza, lactoza.

B. Zaharoza, manoza, fructoza, galactoza.
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C. Riboza, lactoza, arabinoza, xiloza.

D. Arabinoza, trehaloza, manoza, glucoza.

9) Care din glucidele mentionate au proprietati reducatoare?
A. Zaxapo3a, lactoza, maltoza.

B. Celobioza, maltoza, trehaloza.

10) Selectati termenii care nu se incadreaza in grupurile
tematice respective si explicati de ce le-ati separat:

a) amidon; glicogen; inulind; celuloza.

b) celuloza; lignind; pectind; glicogen; amidon.

11) Care este monomerul celulozei?

A. Chitina. B. Glucoza. C. Aminoacid.

D. Carbon. E. Glicerina. F. Amidon.

12) Zaharoza:

a) glucoza + glucoza; b) fructoza + glucoza;

¢) glucoza + galactoza; d) fructoza + fructoza.

13) Cel mai raspandit glucid pe Pamant este:

a) zaharoza; b) amidon; c) celuloza;

d) glicogen; e) hemiceluloza.

V. Lipide
Lucrarea de laborator Nel2
Analiza uleiurilor si grasimilor vegetale
Obiectivele lucrarii de laborator
1. De efectuat analiza calitativa a gliceridelor.
2. De analizat produsele hidrolizei gliceridelor.

3. De determinat continutul de sare de bucatarie in
margarind sau unt de vaca.

Caracteristica generala a lipidelor. Lipidele

reprezintd o categorie de substante organice solubile in
solventi organici (cloroform, acetona, benzen, eter etilic),

&9



dar insolubile in apd si sdruri minerale. Lipidele simple
reprezintd compusi alcatuiti doar din acizi grasi si alcooli,
iar lipidele compuse formeazda complexe cu proteine
(lipoproteide), glucide (glicolipide), fosfor (fosfolipide).
In functie de tipul alcoolului care intrd in
componenta lipidelor, se deosebesc:
e gliceride (contin glicerol);
e ceride (contin alcooli alifatici superiori);
e steroizi (contin alcooli policiclici — steroli).
Cele mai raspandite lipide in naturd sunt gliceridele
(fig. 58), esteri ai acizilor grasi cu glicerolul, substante de
rezerva care se acumuleaza in cantitati mari in semintele si
fructele la unele specii de plante si care se folosesc in
industria alimentara la obtinerea grasimilor vegetale.

0
4 /
CHy—0—C—R, CH—0—C—R,
o ‘ (0] o)
| 7 4 7
CH— O0—C—R, CH— 0—C—R, CH—0-C—BR
| o | CH—OH
CH,—O—C— CH,—OH o, T
triglicerida diglicerida monoglicerida

Fig. 58. Mono-, di-, si trigliceride (R;, Ry, R3 —
radicali a1 acizilor grasi)

Acizii grasi care intrd Tn componenta grasimilor sunt:

e saturati, nu confin legituri duble (palmitic —
CisH31COOH, stearic — C7H35COOH, arahidonic -
C19H39COOH).

e nesaturati, care contin legdturi duble, (oleic —
C17H33COOH, linoleic — C17H31COOH, linolenic — C17H29
COOH).

Gliceridele se clasifica in:
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a) grasimi — la t = 20°C au consistentd solida si
contin acizi grasi saturati;

b) uleiuri — la t = 20°C au consistentd lichida si
contin acizi grasi nesaturati, exceptie fac uleiul de cocos si
uleiul boabelor de cacao. Grasimile lichide se transforma in
solide prin hidrogenizarea la locul legaturilor duble
(prepararea margarinei).

Functiile biologice ale lipidelor. Lipidele reprezinta
o sursd energetica de baza a organismului si se descompun
in mitocondrii pana la CO,, H,O si ATP. Un sir de lipide,
precum fosfolipide, glicolipide si colesterolul, intrd in
componenta membranelor celulare. Lipidele se pastreaza in
organismul animal cel mai des in tesutul adipos, indeplinand
functii de termoizolare si de aparare de leziuni mecanice.
Lipidele intrd in componenta hormonilor, participand astfel
la reglarea metabolismului, asigura pétrunderea in celula a
substantelor liposolubile, a vitaminelor D, E, A si a altor
substante hidrofobe. Unele lipide fiind cofactori participd la
reactii de transport transmembranar al electronilor, la
coagularea sangelui.

Lipidele determind, in mare parte, valoarea nutritiva
si calitatile gustative ale produselor alimentare. Acizii grasi
nesaturati din componenta gliceridelor se oxideaza datorita
atasarii oxigenului la locul legdturilor duble. Astfel, la
actiunea luminii, la contactul cu oxigen si cu vapori de apa
grasimile sunt supuse degradarii, cunoscuta sub denumirea
de rdncezire. Acumularea produselor de oxidare duce la
pierderea proprietatilor organoleptice si scaderea valorii
nutritive a grasimilor. Oxidarea grasimilor poate fi prevenita
prin introducerea antioxidantilor — tocoferoli, hidrochinona,
derivati ai acidului galic.
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Reactive, vase, aparate si material biologic

1) K;SOy cristalic.

2) CH3COOH glacial.

3) HCI concentrat.

4) KOH (solutie de 10%) sau NaOH (solutie de 60%) in
C,HsOH.

5) NaHCOj (solutie de 1%).

6) CaCl, (solutie de 5%).

7) MgCl, (solutie de 5%).

8) AgNOs (solutie 0.05 n).

9) KzCI’O4.

10) Ulei vegetal, margarina, unt de vaca.

Experimentul 1. Formarea emulsiei

In doua fiole se dozeaza céte 2-3 picaturi de ulei, in
una din ele se adaugd 2 ml de apd, in cealalta — 2 ml
bicarbonat de sodiu. Fiolele se agita puternic si se formeaza
o emulsie stabila si una instabila.

Experimentul 2. Saponificarea gliceridelor

Principiul metodei. Gliceridele se descompun prin
hidrolizd in mediu bazic in acizi grasi si glicerol. Acizii
grasi in mediu respectiv formeaza saruri de sodiu sau de
potasiu. Aceasta reactie se numeste saponificare.

Intr-un balon conic de 50 ml se dozeaza 0,5 ml de
ulei si se adauga 10 ml solutie alcoolica de KOH sau NaOH.
Balonul se astupad si se pune 1n baie de apa clocotitd pana nu
dispar sarurile de K sau Na.

La adaugarea de 10 ml H,O se obtine o solutie de
sdpun, daca fiola se agita se formeaza spuma. Sarurile de K
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si Na sunt solubile Tn apa si se folosesc in experimentele
urmatoare.

Experimentul 3. Formarea acizilor grasi liberi

Principiul metodei. La adaugarea sarurilor minerale
si incalzirea fiolei, solutia de sapun obtinutad in experimentul
anterior, se acidificd formandu-se acizi grasi liberi. Acizii
grasi sunt insolubili in apa si formeaza un strat uleios la
suprafata solutiei.

La 20 ml solutie de sdpun se adauga 3-5 picaturi acid
clorhidric sau sulfuric concentrat, se amesteca si se lasa
pentru stratificare.

Experimentul 4. Proba acroleinica la glicerol

Principiul metodei. La 1incdlzire in prezenta
sulfatului de potasiu glicerina se deshidrateazd si se
formeaza aldehida acrilicd (acroleina) — lichid cu miros acru
si iritant.

Reactia se efectueazd sub nisa de ventilare. La 2-3
picaturi de ulei se adauga 100-200 mg K,SO4, amestecul se
incalzeste cu atentie si se miroase.

Experimentul 5. Determinarea continutului de
sare de bucatarie in margarina sau unt de vaca

Principiul metodei. Sarea de bucatarie este un aditiv
alimentar important §i joacd un rol mare in desfiasurarea
proceselor fiziologice din organism. In industria alimentara
sarea de bucatarie se foloseste in calitate de conservant care
exercitd un efect destructiv asupra microflorei produsului.
Pentru determinarea continutului de sare de bucatarie in
untul de vacd §i margarinda se foloseste metoda
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argentometrica. In calitate de indicator este utilizat cromat
de potasiu. In procesul de titrare au loc trei reactii:
AgNO;+NaCl = NaNO;+AgCl;
2AgNO3+K,CrO4 = AgrCrO4+2KNOs;
Agr,CrO4+2NaCl = 2 AgCl+Na,CrOs.

In urma reactiei a doua se formeaza un precipitat de
culoare rosie-caramizie care este mai solubil decat
precipitatul de culoare alba AgCl si la inceputul titrarii
dispare dizolvandu-se la interactiunea cu NaCl. Din
momentul cand toti ionii de clor se leaga cu ionii de argint
ultima reactie se incheie si culoarea rosie-caramizie a
solutiei indica sfarsitul titrarii. Solutia pentru titrare se
raceste deoarece odatd cu cresterea temperaturii solugiei se
mareste si solubilitatea precipitatului de Ag,CrO4. pH
solutiei trebuie sa fie neutru, intrucat in mediu acid
precipitatul Ag,CrO4 se dizolva, iar in mediu bazic se
formeaza AgOH greu solubil, care se precipitd mai repede
decat Ag,CrOg.

Ordinea indeplinirii experimentului. intr-un balon
conic de 100 cm’ se pun 5 g de margarind, se amesteca cu 50
cM® apa distilatd, balonul se acoperd si se pune pe o baie de
apa timp de 7 min. Apoi balonul se agitd energic, se raceste
la temperatura camerei timp de 20 min si se filtreaza. Se iau
10 e’ de filtrat, se adaugd 3 picaturi cromat de potasiu si se
titreaza cu o solutie 0,05 n AgNOs3 pana la colorarea solutiei
in rosu-caramiziu. Culoarea respectiva nu trebuie sa dispara
la agitarea solutiei.

Continutul de sare de bucatarie in margarind X (in
%) se calculeaza dupa formula:

5 100V 0.00297, K

m

9
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unde: V' — cantitatea de solutie AgNOs, folositd la
titrarea solutiei, CM3;

0,0029 — titrul 0,005 n solutiei de AgNOs, g/CM3;

V;— volumul total al solutiei, oM’ ;

K — coeficientul de corectiei a solutiei 0,005 n de
AgNOs3;

m — masa margarinei, g.

Perfectarea lucrarii. Rezultatele lucrarii sunt
prezentate in forma de tabel:

N¢ Denumirea Reactive Efecte Mecanismul
reactiei folosite observate molecular al
reactiilor
1

intrebiri si teste de control

1) Ce reprezinta si care sunt functiile biologice ale lipidelor?
2) Care sunt criteriile de clasificare a lipidelor?

3) Care acizi grasi intrd Tn componenta gliceridelor?

4) Ce transformari chimice stau la baza saponificarii si
rancezirii gliceridelor?

5) Prin ce se deosebesc grasimile de uleiuri?

6) Descrieti principiul metodei argentometrice de
determinare a continutului de sare de bucétdrie in margarina
si untul de vaca. Care reactii chimice au loc in procesul de
titrare?

7) Lipide:

a) clorofila; b) ceride; c) gliceride; d) pectina; ) cumarina.
8) Lipide:

a) biopolimeri alcatuiti din glicerina;

b) substante complexe alcatuite din glicerina si acizi grasi;

¢) compusi hidrofobi;

d) compusi hidrofili.

9) In componenta gliceridelor intra:
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a) aminoacizi; b) glucoza; c) baze azotate; d) acizi grasi; e)
glicerina.

10) Selectati termenii care nu se incadreazd in grupurile
tematice respective si explicati de ce le-ati separat:

a) lipoproteide, glicolipide, fosfolipide, gliceride;

b) acid oleic, acid palmitic, acid linolic, acid linolenic, acid
arahidonic;

c¢) acid palmitic, acid oleic, acid stearic, acid arahic, acid
lauric.

96



Glosar

Acizi nucleici — substante organice macromoleculare
alcatuite din nucleotide, responsabile pentru stocarea,
reproducerea si realizarea informatiei genetice in celula.
Anabolism — totalitatea proceselor chimice de biosinteza a
compusilor organici care intrd in componenta materiei vii cu
consum de energie.

Catabolism — totalitatea proceselor chimice de
descompunere a substantelor complexe In substante mai
simple cu degajare de energie in forma de caldura si ATP.
Enzime — substante de naturda proteica care catalizeaza
reactii chimice specifice.

Fenoli — substante organice care contin in molecula lor
inelul benzenic, la care sunt atasate una sau mai multe
grupari hidroxilice.

Glucide — substante organice, molecule ciclice care au in
compozitia lor atat grupari carbonilice, cat si grupari
hidroxilice.

Lipide — o categorie de substante organice foarte eterogene
solubile in solventi organici, dar insolubile Tn apd si saruri
minerale.

Proteine — substante organice azotate macromoleculare,
alcatuite dintr-un numdar variabil de aminoacizi, cu o
configuratie tridimensionald particulara.

Vitamine — compusi organici indispensabili vietii, care se
gasesc in alimente sau se prepara sintetic, cu rol esential in
mentinerea proceselor celulare vitale.
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Anexa 1
o-Aminoacizii proteinogeni standard

Denumirea Denumirea prescurtata
1 2 | 3
Alifatici
Glicind Gly
Alanina Ala A
Valina* Val \
Leucina* Leu L
Izoleucina* Ile |
Cepocoodepocawyue
Cisteina Cys C
Metionina* Met M
Neutri
Serina Ser S
Treonina* Thr T
Asparagina Asn N
Glutamina Gln Q
Acizi
Acid glutamic Glu E
Acid aspartic Asp D
Bazici
Lizina* Lys K
Arginina Arg R
Histidina His H
Aromatici
Tirozina Tyr Y
Triptofan* Trp \\%
Fenilalanina* Phe F
Iminoacizi
Prolind | Pro P

* — aminoacizi esentiali
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Calcularea continutului de zahar

invertit (mg) dupa metoda Bertrand

Anexa 2

Zahar, Cupru, Zahar, Cupru, Zahar, Cupru, Zahar, Cupru,
mg mg mg mg mg mg mg mg
1 2 3 4 5 6 7 8
10 20,6 33 64.8 56 105.7 79 143.7
11 22,6 34 66.7 57 107.4 80 145.3
12 24,6 35 68.5 58 109.2 81 146.9

110.9 82 148.5
13 26,5 36 70.3 59

112.6 83 150.0
14 28,50 37 72.2 60

114.3 84 151.6
15 30,50 38 74.0 61

1159 85 153.2
16 32.5 39 75.9 62

117.6 86 154.8
17 34.5 40 71.7 63
18 36.4 41 79.5 64 119.2 87 156.4
19 38.4 42 81.2 65 120.9 88 157.9
20 40.4 43 83.0 66 122.6 89 159.5
21 423 44 84.8 67 124.2 90 161.1
22 44.2 45 86.5 68 125.9 91 162.6
23 46.1 46 88.3 69 127.5 92 164.2
24 48.0 47 90.1 70 129.2 93 165.7
25 49.8 48 91.9 71 130.8 94 167.3
26 51.7 49 93.6 72 132.4 95 168.8
27 53.6 50 95.4 73 134.0 96 170.3
28 55.5 51 97.1 74 135.6 97 171.9
29 57.4 52 98.8 75 137.2 98 173.4
30 59.3 53 100.6 76 138.9 99 175.0
31 61.1 54 102.3 77 140.5 100 176.5
32 63.0 55 104.0 78 142.1
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Anexa 3

Functiile unor vitamine hidrosolubile in cataliza

Vita Coenzime Enzime Reactii catalizate
mina
B, Tiamina Dehidrogenaze | Decarboxilarea a-
pirofosfat cetoacizilor in cadrul
metabolismului glucidic
B, FAM, FAD Oxidaze si Reactii de oxido-reducere
reductaze in cadrul oxidarii
intracelulare
Bg Piridoxalfosfat | Amino Transferul de grupe
transferaze, aminice in procesul de
carboxilaze sinteza si metabolism al
aminoacizilor
B; NAD', Dehidrogenaze | Reactii de oxido-reducere
NADP" anaerobe in cadrul oxidarii
intracelulare
H Biocitina Carboxilaze Transferul CO, in cadrul

metabolismului proteic si
lipidic

Nota: FAM — Flavinmononucleotida
FAD — flavinadenindinucleotida

NAD" — nicotinamidadenindinucleotida

NADP" — nicotinamidadenindinucleotidfosfat
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