Introducere

Dezvoltarea si realizarile remarcabile ale biochimiei - multe incununate cu
Premiul Nobel - au impus-o cu autoritate ca unul din cele mai dinamice domenii
in ansamblul stiintelor contemporane.

Obiectivele esentiale ale biochimiei se refera la organizarea chimica a
organismelor vii sub raportul structurii, functiei si proprietdtilor biomoleculelor, la
natura si mecanismele reactiilor biocatalitice asociate structurilor celulare si
infracelulare, la procesele biochimice ale metabolismului, la reglarea si controlul
biochimic al activitatii celulare. Biochimia vegetald pune la dispozitia studentilor
si specialistilor un material documentat cat mai aproape de specialitatea lor. Prin
continutul sau acest material urmareste insusirea cunostintelor de biochimie
absolut necesare altor discipline care se bazeaza pe datele biochimice, cat si
pentru rezolvarea unor probleme practice cu care se confruntd viitorul specialist.

Biochimia este stiinta care studiaza materia vie si fenomenele specifice
acesteia sub raportul organizarii moleculare, a compozitiei §i constitutiei chimice,
precum si a proceselor de transformare (biosintezd si degradare) a acestor
biomolecule prin care se genereaza si se utilizeaza energia necesara manifestarilor
vitale. Rezulta astfel ca abordarea biochimica a materiei vii implica doua aspecte:

a) biochimia descriptiva (identificarea si descrierea substantelor din alcdtuirea
materiei vii);

b) metabolismul (cunoasterea mecanismelor de transformare a materiei vii,
transformare care std la baza vietii).



MODUL I
1. GLUCIDE

1.1. Consideratii generale, clasificare

Glucidele (hidrati de carbon, zaharide) sunt substante universal raspandite
in regnul vegetal si animal. In organismele vegetale superioare, proportia lor este
de peste 50% din substanta uscatd. Sub aspect fiziologic si biochimic sunt
substante foarte importante. Ele au atat rol structural cat si energetic, furnizand in
urma proceselor metabolice 50-70% din energia totala.

Clasificarea_glucidelor

In functie de posibilitatea de hidrolizd si unele caracteristici structurale,
glucidele se clasifica in urmatoarele grupe: oze si ozide. Ozele sunt glucide simple
care nu mai hidrolizeaza. Ozidele sunt substante care sub influenta enzimelor sau
acizilor sufera scindare hidrolitica, trecand numai in oze (in cazul holozidelor) si
in oze si substante neglucidice (agliconul), in cazul heterozidelor.

1.2. Oze (monoglucide, monozaharide): structurd, izomerie, proprietati,
reprezentanti

Ozele contin o grupare carbonil §i mai multe grupari hidroxil, pot fi
considerate produsi de oxidare ale poliolilor aciclici. Dacd se oxideaza gruparea
de alcool primar se obtine o grupare functionala de aldehida (aldoze), iar daca se
oxideazd o grupare de alcool secundar se obtine o cetona (cetoze).

In functie de numarul atomilor de carbon din molecule, aldozele si
cetozele naturale pot fi: trioze, tetroze, pentoze, hexoze, heptoze, etc.

1.2.1. Structura si izomeria ozelor

In general, ozele au catend liniara aciclicd, doar cateva au catena
ramificatd, de exemplu apioza (pentoza din patrunjel).

H_(|j=o H—$=O ?Hon
H=C=0 H~—¢—OH H—¢—OH $=O
H-C—OH H-C—OH HO— C—H HO—C—H
H-C—CH-OH  p-C—oH H-C—OH H-C—OH
H,OH H,OH H—C —OH H—C— OH
&H ,OH &HzOH
D - apioza D - riboza D - glucoza D - fructoz:

Unele dintre proprietatile fizico-chimice ale ozelor nu pot fi explicate cu
aceste structuri de exemplu reactia Schiff sau fenomenul de mutarotatie.

Aceste comportari ale ozelor au putut fi explicate, admitand pentru oze o
structura ciclica (Tollens 1884 si E. Fischer 1912). Ciclizarea este
rezultatul aditiei intramoleculare a unei grupari hidroxilice la gruparea carbonil.



Teoretic, gruparea carbonil ar putea reactiona cu oricare din grupdrile
hidroxil, dar din cauza unghiurilor de valentd ale atomului de carbon, 109°28',
stabile sunt numai ciclurile cu 5 si 6 atomi. Astfel, ciclizarea la aldoze se face
intre gruparea carbonil de la C; si hidroxilii din pozitia 5 sau 6. In acest caz la C,
(aldoze) si C, (cetoze), apare o grupare hidroxil numitd hidroxil glicozidic sau
semiacetalic cu proprietati deosebite de ale celorlalti hidroxili din molecula.

(= — H OH OH

H ? (@] H ?—O ﬁ?H 2 gi 2 o
H—C—OH H-C—OH O (I:-O ?

HO—C—H HO— C—H HO—C—H HO—C—H
I l I o

H—C—OH H—-C—OH H—-C—OH H—C—OH
H-C —OH H— H—C—OH H-C

»OH &HzOH &HZOH szoH

Aldohexoza Aldohexoza Cetohexoza Cetohexoza
(forma carbonilica) (forma ciclica) (forma carbonilica) (forma ciclica)

Astfel heterociclul cu 6 atomi se numeste piranozic, deoarece deriva de la
piran si cel cu 5 atomi se numeste furanozic deoarece provine de la furan.
Monoglucidele cele mai importante se gasesc libere, cel mai adesea ca piranoze,
iar ca furanoze se afla in compusi (diglucide, poliglucide, acizi nucleici). Pentru
redarea corectd a valentelor, W. N. Haworth a propus formulele perspectivice.
Trecerea de la reprezentarea Tollens la structura Haworth se face tinand cont de
urmatoarele reguli: radicalii orientati la dreapta in formula Tollens, se gdsesc sub
planul hexagonal sau pentagonal in structura Haworth, iar cei din partea stanga se
gasesc deasupra planului. Carbonii care nu se gisesc in ciclu se scriu deasupra

planului. CH,OH
H  HOCH, CH,OH
HO OH H OH
OH OH OH OH
Forma piranozica Forma furanozica
¢ Sarcina de lucru:

Scrieti formele piranozice si furanozice ale glucozei si fructozei.

Izomeria ozelor

Ozele sunt compusi care formeaza mai multe tipuri de izomerie.

Incepand de la trioze intAlnim jzomeria de compensatie functionald,
izomerii fiind determinati de natura grupdrii carbonilice. Proprietatile fizico-
chimice ale aldozelor si cetozelor cu acelasi numar de atomi de carbon, sunt mult
diferite.

Activitate

¢ Indicati ozele izomere de compensatie functionalda din: trioze, pentoze si
hexoze.




Stereoizomeria ozelor

a) Activitatea opticd. Ozele, cu exceptie cetotriozele prezintd activitate
optica intrucat contin in molecula lor atomi de carbon substituiti asimetric.
Prezenta acestor carboni determind aparitia stereoizomerilor dextrogiri (+) care
rotesc planul luminii polarizate spre dreapta si levogiri (-) care rotesc planul
luminii polarizate spre stinga. Cele doud forme stereoizomere diferite se numesc
enantiomeri sau antipozi optici

H-C=0 . o=cn
H—?*—OH . Ho—*IC—H Sarcina de lucru
CHOH CHOH ¢ Prezentati numarul stereoizomerilor
Aldehida D (+) " Aldehida L (- pentru  aldopentoze, cetopentoze,
glicerica glicerica aldohexoze si cetohexoze.

In determinarea structurii ozelor au o deosebitd importanti notiunile de
serie sterica D si serie sterica L. Pentru stabilirea acestora se ia drept criteriu
structura aldehidei glicerice care are un singur carbon asimetric. Ea va avea cele
doua forme enantiomere (+) si (-).

Forma spatiald in care hidroxilul de la carbonul asimetric este In partea
dreaptd se noteaza cu D, iar cealalta forma cu L. Toate ozele care au configuratia
atomului de carbon asimetric cel mai indepartat de gruparea carbonil la fel cu D-
aldehida glicerica, fac parte din seria D iar cele care 1l au 1n partea stanga fac parte
din seria L. In plante predomina ozele din seria sterica D.

b) Epimeria ozelor. Organismele vii sunt capabile s transforme o 0za in
alta. Aceste transformari constau in inversarea configuratiei unui atom de carbon
asimetric, astfel glucoza este epimerad cu manoza. Inversarea are loc la carbonul 2
la manoza.

H—C=0 H—$=O
I
H—?—OH HO_CI —OH
HO— C—H . HO— C—H
I epimerizare I
H—C—OH _— H-C—OH
H—C —oH H—C —OH
&H ,OH &H ,OH
D (+)- glucoza D (+)- manoza

Epimeria poate avea loc atat la aldoze cat si la cetoze. Asemenea
transformari au loc sub actiunea enzimelor.

Activitate

¢ Analizati o altd hexoza care poate fi epimerd cu glucoza in afard de
manoza.
Scrieti cetopentozele epimere.

¢) Anomeria 0 si 3 sau fenomenul de mutarotatie. Prin ciclizarea ozelor,
atomul de carbon din functiunea carbonil devine asimetric. Hidroxilul glicozidic
(semiacetalic) poate avea doud pozitii: in dreapta carbonului in formula Tollens
sau sub plan in formula perspectivica. Aceasta pozitie corespunde izomerului o
Izomerul B corespunde pozitiei din stdnga a hidroxilului sau deasupra planului.
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Acesti izomeri se cunosc sub numele de anomeri. Formele a si 3 au fost
izolate in stare pura. Trecerea unei monoglucide din forma o in forma [3 , poarta
numele de mutarotatie, fenomen ce constd in modificarea in timp a valorii
unghiului de rotatie specifica, stabilindu-se un echilibru intre cele 2 forme
izomere. De exemplu, la glucoza, izomerul a roteste cu +112,2° | izomerul f3
roteste cu +18,7°. Cei doi izomeri 0 ~ [ la echilibru rotesc cu +52,2°.

1.2.2. Proprietdtile fizice si chimice ale ozelor

a) Proprietati fizice. Ozele sunt substante solide cristalizate, usor solubile
in apd, greu solubile in alcool, eter, cloroform. Au gust dulce, cu unele exceptii.

b) Proprietati chimice: sunt date de gruparile functionale din molecula.

Reactii pe seama grupei carbonil (>C=0)

Reducerea. Ozele sub actiunea hidrogenului activat catalitic se transforma
in polioli. Pentozele se transforma in pentitoli iar hexozele in hexitoli.

H-¢=0 CH, - OH CH, - OH
H-C-OH H-C-OH >=0
HO-C-H +H HO-C-H +Hy HO-C-H
H-qCI:I-OH 2 H-C-OH -~ H-C-OH
H-C-OH H-C-OH H-C-OH
CH, - OH CH, - OH CH, - OH
D (+) glucoza Sorbitol D (-) fructoza

Reactii de oxidare
Oxidarea se realizeaza mai usor la aldoze si mai greu la cetoze. Asfel, sub
actiunea oxidantilor slabi (apa de Cl sau Br), aldozele trec in acizi aldonici.

H'(P:'C' IISDDH
H- - OH H- G- OH
HO-C-H HO-C-H
1720

H-E-DH SR H- - OH
H-C-OH H-C-0OH

|

CH, - OH CH, - OH
D+ glucoz a Acid D (+3 gluconic

Aceastd reactie demonstreaza caracterul reducator al aldozelor. Aceasta
proprietate este folositd in chimia analitica pentru identificarea ozelor folosind
urmatorii reactivi: Tollens, Fehling, Nylander, acid picric, etc.

Prin oxidare mai energicd a aldozelor, cu acid azotic concentrat se obtin
acizii dicarboxilici, numiti acizi zaharici.



H 9 5
H-C-OH H-C-OH
c HO - C - H
HO—%—H N -C-
H- G- OH i H-& - OH
H-C-OH H-C-OH
] ]
CH, - OH COOH
D (+) glucoza Acid D (+) glucozaharic

Daca oxidarea are loc cu protejarea functiunii carbonil se obtin acizi

uronici. Acesti acizi se gasesc in structura unor poliozide neomogene sub forma
ciclizata.

H-§=O H-2=O
H-C-OH H-C-OH
c HO - C - H
HO - & - H .12 %
H-C - OH g 1% o
u N
H_g_OH H-C-OH
CH, - OH €oon
D (+) glucoza Acid D (+) glucuronic

Reactii datorate gruparii hidroxil
a) Reactia de eterificare. Gruparile hidroxil ale ozelor pot fi metilate -
hidroxilul glicozidic reactioneaza direct cu metanolul, iar celelalte grupari

necesita conditii mai energice, de exemplu prezenta I - CHj, astfel formandu-se
metil-eterii.

CH, - OH CH, - OH CH, - OCH,
Q Q Q
—_—
HO—/OH -H,0  HOW—O-CH; 4 = MeOL—/O-CH,
OH OH OMe

metil  glucopiranoza

glucoza metilata
glucoza

b) Reactia de esterificare - esterii pot fi obtinuti atat cu acizii anorganici
cat si cu acizii organici. Din punct de vedere biologic prezintd importanta esterii
acidului ortofosforic.

H-g=0 gH H-g=0
H-C-OH *+ HO-p=0 ?H-C-OH QH
&H, - oH OH 2 Bh,-0-F=0
OH
D (+) glicerin aldehida ester D (+) glicerin

aldehid - 3 - fosfat

¢ Sarcina de lucru.
Scrieti esterii fosforici ai principalelor pentoze si hexoze.

1.2.3. Reprezentanti mai importanti ai ozelor



Trioze si tetroze. Acestea apar in naturd in
fosforici in metabolismul glucidelor.

special sub forma de esteri

H-C=0 CH, - OH H-C=0

H-C-OH c=0 H-IC-OH

CH, - OH CH, - OH H- G- OH
CH, - OH

D (+) glicerin aldehida dihidroxiacetona D (+) eritroza

Pentoze. Alaturi de hexoze, constituie cele mai importante si raspandite
oze. Se gasesc mai mult sub forma combinata de poliglucide (pentozani), intrand
in structura unor poliglucide neomogene cum sunt: hemicelulozele, substantele
pectice, gumele etc

e WER NES
H-C-H -C-

e H-C-OH HO-C-H
Ll on H-deon H-C- o
H-C-OH -G |

CH, - OH CH,-OH CH,-OH
D (+) riboza D (+) dezoxiriboza D (+) xiloza
H-Cc=0 ?Hz-OH CH, - OH
H-(I:-OH I(;:Q ¢=O
HO-C-H HO-C-H H-C - OH
HO—C|)—H H-?-OH H—?—OH

CH2-OH CH2-OH CHZ-OH
L arabinoza D xiluloza D ribuloza

Riboza §i dezoxiriboza se gasesc in toate celulele vii, deoarece intra in
structura acizilor nucleici (ARN si ADN). Le mai gasim in constitutia unor
vitamine si enzime. Forma cea mai intalnita este cea furanozica.

Xiloza se gaseste sub forma polimerizatd in xilanii care Insotesc celuloza
in tesuturile vegetale. Cantitati mari de xilani se gasesc in paie, coceni de porumb,
tije de floarea soarelui. Structura cea mai Intalnita este cea piranozica.

Arabinoza este una din putinele pentoze din seria L care se gaseste in

natura.

Ribuloza este cea mai importantd cetopentoza deoarece pe ea se fixeaza
CO; in procesul de fotosinteza.

Hexoze. Sunt cele mai raspandite oze atat in stare libera cat si in forma

combinata.

D(+) glucoza sau zaharul de struguri, in stare libera se gaseste in cantitate
micd in toate organele plantelor, predomind in fructe si in special in struguri.
Forma de structura este piranozica.

H-C=0
H-E-OH

HO-C-H
H-C-OH

|
H-C - OH
CH, - OH

D (+) glucoza

CH, - OH
H O_H

CLOHH
H
i oneH

D (+) glucopiranoza

ICHZ-OH
H-C-Og OH
H H
H OH

D (+) glucofuranoza



Glucoza se gdseste in cantitate mare sub formd combinatd in holozide:
maltoza, zaharoza, celobioza, lactoza, amidon, celuloza si in heterozide. Pentru
regnul animal ea reprezintd glucida de circulatie.

Galactoza se gaseste in cantitate mica in organismul vegetal, de exemplu
in poliglucidele din semintele de in si agar-agar.

Manoza este raspandita in plante sub forma poliozidelor numite manani.

Fructoza este cetohexoza cea mai raspanditd atit in stare libera cat si
combinatad. Libera o gasim in fructe, mierea de albine, tomate, iar combinata in
zaharoza si fructani. Libera ea are structurd piranozicd iar combinatd, structura
furanozica. Este cea mai dulce oza.

H-C=0 H-C=0 CH, - OH IC'jz-OH
H_'%-OH HO-C-H ¢=0 ¢=0
HO-C-H HO-(!:-H HO- G- H HO - CH cH,-on O-G-H
HO-JI:-H H-C-OH  H-C-OH 7Ot H-C-OH
H-C-OH H-C-OH H-C-OH Hor o H-C-OH
CH, - OH CH, - OH CH, - OH H-C-OH
CH, - OH
D (+) galactoza D manoza D (-) fructoza D fructofuranoza

D sedoheptuloza

Heptoze. Sedoheptuloza este cea mai importanta, se gaseste in cloroplaste
si participa 1n fotosinteza sub forma esterilor fosforici.

1.3. Oligozide
In aceasta grupa se situeaza glucidele alcatuite din 2 - 6 molecule de oza,
identice sau diferite (diholozide, triholozide, tetraholozide etc.)

1.3.1. Diholozide (dizaharide)

Dintre oligozide, cele mai importante sunt diholozidele care rezulta prin
eliminarea unei molecule de apa intre doua oze. Legatura de tip eter se poate face
intre un hidroxil glicozidic si unul neglicozidic si rezultd dizaharide cu caracter
reducdtor, iar dacd aceasta legdturd se face intre hidroxilii glicozidici, rezulta
dihazaride nereducatoare.

Dintre dizaharidele reducdtoare mai importante sunt: maltoza, celuloza,
lactoza, gentiobioza etc.

CH,OH
H O H
H
o OH
H OH H OH CH,OH
celobioza

maltoza

Maltoza numita si zaharul de malt, apare in cantitate mare in germenii de
orz incoltit. Apare de asemenea la degradarea enzimaticd a amidonului.
Fermenteaza usor, de aceea are rol important la fabricarea berii. Ea este formata
din doua molecule de a glucopiranoza legate 1 - 4 o glicozidic.

Celobioza este formata din 2 molecule de 3 glucopiranoza. Resturile de
glucozad sunt rotite cu 180° una fatd de alta. Ea constituie unitatea structurala a
unor poliozide cum ar fi celuloza.

CH,0H CH,0H CH,0H __CH,

0
oo 0 o[ 0
OH o. (OH OH OH
OH 0 OH | OH
OH OH

OH OH

lactoza gentiobioza



Lactoza este formata dintr-o molecula de 3 galactopiranoza si una de O
glucopiranoza. Se gaseste in laptele mamiferelor (4,8% in laptele de vacd). Sub
actiunea unor bacterii lactice sufera fermentatia lactica.

Gentiobioza este formata dintr-o moleculd de 3 glucopiranoza si alta de
o glucopiranoza legate 1 - 6. In cantitate mare se giseste in triglucidul
gentianoza si glicozidul amigdalina.

Dizaharidele reducdtoare au ca reprezentanti: zaharoza si trehaloza.

CH,OH
—0
H
H
HO CH,OH
Ho © 0
HOHLC ¢ H O HOH,C
H HO 0 O0— HO
HzOH Hi
HO
Zaharoza Trehaloza

Zaharoza este cel mai raspandit diholozid din regnul vegetal, gdsindu-se in
seminte, frunze, fructe etc. In cantitate mare se giseste in radicinile sfeclei de
zahar (16 - 20%) si in tulpinile trestiei de zahar (14 - 16%). Este formata dintr-o
moleculd de a glucopiranoza si una de 3 fructofuranoza legate 1 - 2. Zaharoza
este dextrogira (+66,5); in plante ea are rol de substantd de rezerva.

Trehaloza este formata din 2 molecule de a glucopiranoza legate 1 - 1. Se
gaseste 1n drojdia de bere, in diferite ciuperci, in alge rosii si in licheni.

1.4. Poliozide (poliglucide)

Poliozidele sunt substante macromoleculare formate dintr-un numar mare
de molecule de oze. Sunt substante optic active cu masa moleculard mare. Ele se
gasesc atat In regnul vegetal cat si cel animal, cu un rol fiziologic important; unele
constituie substante de rezerva si de nutritie (amidonul, glicogenul), iar altele
formeaza scheletul rigid al plantelor (rol de structurd) cum sunt: celuloza,
hemiceluloza etc.

Poliozidele formate dintr-un singur fel de oze sau derivati de oze se
numesc omogene, iar cele formate din oze diferite se numesc neomogene. Ele sunt
materii prime in industria alimentara, farmaceutica, textila etc.

1.4.1. Poliglucide omogene

Cele mai importante sunt glucanii (amidonul, celuloza, glicogenul).

Amidonul este primul produs usor vizibil al fotosintezei. El reprezinta o
glucida de rezerva si este depozitat in cantitate mare in seminte, fructe, tuberculi
si chiar partile lemnoase ale plantelor. Continutul cel mai ridicat de amidon 1l
gdsim la orez boabe (70 - 80%), cereale (40 - 65%), fasole (40 - 43%), cartofi (13
- 25%). Amidonul este o substantd alba, granulard cu aspect amorf, insolubil in
apd rece; in apd caldd la 60 - 80°C formeaza o solutie coloidald. Cu iodul da o
coloratie albastra. Granulele de amidon sunt alcatuite din doud componente:
amiloza (20 - 30%) si izoamiloza (amilopectina) repartizatd in granule in
proportie de 70 - 80%. Atat amiloza cat si izoamiloza la hidroliza totala trec in
molecule de o glucoza.



In amiloza resturile de o0 D glucoza sunt legate intre carbonii 1 - 4, avand
un grad de polimerizare cuprins intre 250 - 3000 molecule. In izoamilozi resturile
de o glucoza sunt legate 1 - 4 51 1 - 6. Ramificatiile apar cam dupa 25 resturi de
o glucoza. [zoamiloza are un grad mai mare de polimerizare deca amiloza.

Cea mai importantd reactie a amidonului este hidroliza. Aceasta are loc in
prezenta enzimelor prin incalzire. Hidroliza are loc treptat, mai intdi cu formare de
poliozide numite dextrine, apoi maltoza iar in final glucoza.

H,0H H;0H H,0H H,0H
0 0 s} 0
H H H H
=} 0 0 =}
oH OH ol OH

Fragment de amiloza

H,0H H;0H
] 0,
|¢on B
o
OH HO
Fragment de izoamiloza
H,0H j: Hi0H
=} ] s}
H H H
_ . ol ]
OH OH olH

Celuloza are rol de substantd de structura, constituind partea principald a peretilor
celulari. Cea mai mare cantitate de celuloza se gdseste in bumbac, in proportie de 99,8%
si in lemn 30 - 40%.

CH,OH H CH,OH
o)
OH
0 O

CH,OH

Fragment de celuloza

Celuloza are aceeasi formuld moleculara ca si amidonul (C¢H;oOs).. Molecula de
celulozi este formata din resturi de B glucoza legate 1 - 4 B glicozidic, in care resturile
de glucoza sunt rotite unul fatd de altul cu 180°. Unitatea structurald a celulozei este
celobioza. Masa moleculard a celulozei are valori mari, ceea ce indicd un grad mare de
polimerizare, de ordinul miilor. in stare purd celuloza este o substanti albd cu aspect
amorf fard gust. Este insolubila in apd si in alti solventi, este solubila in reactivul
Schweizer (hidroxid tetra amoniacocupric).

Test de autoevaluare:

1. Monoglucidele sunt compusi cu functiuni mixte:
a) o grupare carbonil si mai multe grupari hidroxil;
b) o grupare hidroxil si mai multe grupari carbonil;
¢) o grupare carboxil si mai multe grupari hidroxil;
d) o grupare carbonil si o grupare amina.

2. Monoglucidele pot prezenta urmatoareke tipuri de izomerie:
a) izomerie opticd;
b) izomerie geometricd;
¢) izomerie de pozitie;
d) izomerie de catena.

3. Izomeria optica poate determina:
a) conformatia scaun — baie;
b) activitatea optica dextrogira si levogira;
c¢) fenomenul de mutarotatie;
d) epimeria.
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4. Urmatorii reprezentanti ai monoglucidelor - glucoza, fructoza, manoza, galactoza —
sunt:
a) trioze
b) tetroze;
c) pentoze;
d) hexoze.
5. Caracterul reducator al aldozelor se pune in evidenta cu:
a) reactia Selivanov;
b) reactia Tollens;
¢) reactia Molisch;
d) reactia de formare a osazonelor.
6. Amidonul este un:
a) monoglucid;
b) diglucid;
¢) triglucid,
d) poliglucid.
7. Amidonul poate fi recunoscut cu ajutorul:
a) solutiei de iod 1n iodura de potasiu;
b) reactiei cu acidul picric;
c) solutiei concentrate de hidroxid de sodiu;
d) reactivului Selivanov.
8. Proprietitile celulozei sunt:
a) este solubila 1n apa;
b) este solubild in reactiv Schweitzer;
c) este solubild 1n eter etilic;
d) este solubila in cloroform.
9. Diferentele dintre amidon si celuloza sunt:
a) formula moleculara;
b) oza care intra in structura lor;
¢) rolul lor in plante;
d) caracterul reducator.

Rezultate corecte:

l-a;2—-a;3-b;4-d;5-b,c,d;6—-d;7—a;8—-b;9—c.

REZUMAT CAPITOL 1

- trioze
- tetroze
- 0ze (aldoze, cetoze) - pentoze
- hexoze
- heptoze
- reducatoare
GLUCIDE ____ | oligozide
- nereducatoare
- omogene: amidon,
celulogza
- poliozide :

- heomogene
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2. LIPIDE

2.1. Consideratii generale
Lipidele constituie o grupa de esteri naturali raspandite in toate organismele
vegetale si animale. Ele Indeplinesc atat rol plastic cat si energetic, participand la
formarea membranei celulare si la transportul in lichide biologice a unor substante
liposolubile. In plante ele sunt depozitate in anumite organe vegetale cum sunt: seminte,
fructe, pulpa etc. Legumele au un continut redus de lipide 0,1 - 1,6%. Fructele si cerealele
au 0,1 - 2%. Bogate in lipide sunt: alunele, nucile, migdalele, ricinul, maslinele, cu un
continut care variaza intre 30 - 60%, semintele de floarea soarelui 40 - 50%, soia - 20%.
Lipidele se pot clasifica in functie de provenienta lor (vegetale si animale), de structura
lor si de rolul indeplinit in organismele vii. In functie de structura ele se pot clasifica in
lipide simple (substante ternare formate din C, H si O) si lipide complexe care contin pe
langa C, H, O si P, N, S. Toate lipidele se clasifica in functie de natura alcoolului.
- Lipide simple - gliceride
- steride
Lipide - ceride
- etolide
Lipide complexe - glicerofosfolipide
- sfingolipide.

2.2. Constituentii chimici din structura lipidelor
Unitatile structurale ale lipidelor sunt acizii grasi si unii alcooli, de a caror natura
chimica depind proprietitile lipidelor.

2.2.1. Acizii grasi - care intrd in constitutia lipidelor sunt acizi monocarboxilici
(R - COOH) cu numar par de atomi de carbon. Ei se pot clasifica in : acizi grasi aciclici
saturati si nesaturati, acizi grasi ramificati, hidroxilati si ciclici. In organismele vegetale
se intalnesc, in mod frecvent, acizi grasi cu 4 - 30 atomi de carbon. In plantele superioare
predomind cantitativ urmatorii acizi saturati aciclici:

1. CH3-(CHa)10 - COOH - acidul lauric (Ci2)
2. CH;-(CH,)1» - COOH - acidul miristic (Ci4)
3. CH;-(CH,)1s - COOH - acidul palmitic (Cie)
4. CH;-(CHz)16 - COOH - acidul stearic (Cis)

Acizii grasi nesaturati predomina fatd ce cei saturati mai ales in plantele

superioare. Ei pot avea una sau mai multe duble legaturi.

1. CH;-(CH,)s-CH= CH - (CH,); - COOH - acidul palmitoleic (C;e)

2. CH;-(CH,);-CH=CH - (CH:); - COOH - acidul oleic (Cis)

3. CH;-(CH,)s-CH=CH - CH, - CH = CH - (CH>); - COOH - acidul linoleic

4. CH;- CH,- CH = CH - CH; - CH = CH - CH; - CH= CH-(CH,);-COOH - acidul
linolenic (Cis)

5. CH3-(CH>)4 - (CH = CH - CHa>)4 - (CH,), - COOH - acidul arahidonic (Cx)

Acizii linoleic, linolenic §i arahidonic formeaza acizii grasi esentiali ("AGE"),
care sunt absolut necesari pentru buna dezvoltare a organismului animal. Ei intrd in
constitutia vitaminei F, intrd in structura fosfolipidelor, componentele de bazid ale
membranelor celulare, ale mitocondriilor si ale tesutului nervos.

Alcoolii din constitutia lipidelor nu sunt prea numerosi, dar sunt destul de
diferiti sub aspectul structurii moleculare, astfel ei pot fi: aciclici si ciclici, mono
si polihidroxilici, saturati si nesaturati, azotati si neazotati.

Subiect de analiza
¢ {tiind ca acizii grasi au aceleasi proprietati cu acizii organici, scrieti
reactiile cu alcoolii, hidroxizii alcalini §i reactia de aditie a hidrogenului si
halogenilor la dubla legdturd; comentati produsii obtinuti.
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2.3. Lipide simple.

Lipidele simple sunt compusii organici In compozitia carora intra C, H, O
(subst. ternare). Din punct de vedere chimic sunt esteri ai acizilor grasi cu diferiti
alcooli. Clasificarea se face in functie de natura alcoolului in : gliceride, steride,
ceride si etolide.

2.3.1. Gliceride (acil gliceroli)

Gliceridele sunt esteri naturali ai glicerolului cu acizii grasi. Se gasesc atat
in regnul vegetal cit si in cel animal, fiind cele mai raspandite lipide. In semintele
de floarea soarelui avem 30%; in nuci - 59%; masline - 50%:; soia - 20% etc.

In majoritatea gliceridelor vegetale sunt predominanti acizii grasi
nesaturati, ceea ce explica aspectul lor uleios. Din cei saturati, cei mai intalniti
sunt acizii palmitic si stearic. Gliceridele vegetale sunt amestecuri de
monogliceride, digliceride si trigliceride care pot fi omogene §i neomogene
(mixte). In plante predomini cele mixte, adica glicerolul este esterificat cu acizi
grasi diferiti.

,0 0 y
¢H"0—G-R  CHy O— &R CHy- 0~ & K CHO— - g
fHTOH O CHTO (R  CH~0"C"R (H—0"C R

CH;  OH CH; OH O CH;” O0— C&\— R CH;— O— C\\— R;
(0] O
monoglicerida diglicerida triglicerida omogena  triglicerida mixta

Proprietdti fizice si chimice

Proprietatile fizice depind mult de natura acizilor grasi constituenti; astfel
trigliceridele acizilor inferiori si ale acizilor nesaturati sunt lichide uleioase la temperatura
obignuita. Trigliceridele celorlalti acizi sunt semisolide. Trigliceridele prezintd puncte
duble sau triple de topire, care in general sunt coborate. Sunt insolubile in apa, solubile in
solventi organici (acetona, eter, cloroform).

Proprietdtile chimice.

Aceste proprietati sunt determinate de caracterul lor de esteri, natura acizilor
gragi constituenti si prezenta glicerolului.

Hidroliza gliceridelor. Hidroliza se realizeazd greu, fie sub actiunea
catalizatorilor chimici (acizi, baze), fie sub actiunea temperaturilor ridicate si a
presiunilor mari. In organismele vii reactia are loc sub actiunea enzimelor numite lipaze
(esteraze).

In cazul hidrolizei realizati in catalizi bazicd, se obtine glicerolul si sirurile
acizilor gragi numite sdpunuri. Aceastd reactie este caracterizatd de indicele de
saponificare, care reprezintd cantitatea de hidroxid de potasiu exprimatd in miligrame
necesare saponificarii unui gram de grasime. Acesta se deosebeste de indicele de aciditate
care caracterizeaza reactia de hidroliza si reprezintd tot cantitatea de KOH exprimata in
miligrame, care Insa neutralizeaza acizi grasi liberi dintr-un gram de grasime.

//O
CH;—O—C—R CH,—OH
i 20 +H,0 T 2
(H~O—CTR =——= CH"OH + 3R.cooH
CHZ_O—C\\—R (H;HO) CH; OH
o
triglicerida glicerol acizi grasi
O
Vi
CH—O—C—R CH,—OH
] 20 +3NaOH |
FHz—O_C_R — ICHZ_O H + 3 R-COONa
CH; "O—CR CH,”OH
o
triglicerida glicerol sapun
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Hidrogenarea gliceridelor nesaturate se realizeaza pe seama dublelor
legaturi din molecula. Aditia hidrogenului se face la cald 200°C si in prezenta
catalizatorilor (Ni, Pt).

¢H;mO-CO-Cy7H33 CH;~0-CO-Ci7Hs;

CH"O-CO™ Cy7Hs3 LM, CH-0-CO~ Cy7H3;3

CH;-0~CO~Cy7H33 CHy;-0-CO-C7H33
trioleina tristearina

Gliceridele nesaturate uleioase, trec in gliceride solide sau semisolide.
Procesul este utilizat la fabricarea margarinei.

Halogenarea gliceridelor care contin in moleculd acizi grasi nesaturati are
loc la nivelul dublelor legaturi. in practicd, pentru a determina gradul de
nesaturare, se determind indicele de iod, care reprezintd cantitatea de iod
exprimatd in grame care aditioneaza la 100g grasime.
CHj;-(CH,),-CH=CH-(CH,);-COOH + I, -CHj3-(CH,),-CH-CH-(CH,),-COOH

0 0O
acid oleic I I
acid diiod stearic

In functie de valoarea indicelui de iod uleiurile pot fi sicative cum este
uleiul de in (I; = 173 - 203), semisicative - uleiul de bumbac, rapitd, mustar (I; =
95 - 120) si nesicative uleiul de masline, migdale (I; = 79 - 90)

Sarcina de lucru

¢ Analizati cei 3 indici care caracterizeaza gliceridele si stabiliti rolul lor
pentru stabilitatea si valorificarea acestor grasimi.

Rancezirea gliceridelor. Acest proces reprezinta o alterare a gliceridelor n
prezenta aerului, luminii s§i vaporilor de apa. Din punct de vedere chimic
rancezirea reprezintd o insumare de reactii de hidroliza si oxidare. Acizii grasi
rezultati in urma hidrolizei partiale sufera o oxidare cu formare de aldehide,
cetone, hidroxiacizi cu miros si gust neplacut. Cel mai raspandit tip de rancezire 1l
intdlnim la acizii grasi nesaturati la nivelul dublelor legdturi cu formare de
peroxizi sau hidroperoxizi-substante instabile care se descompun usor.

Rancezirea poate fi evitatd daca se pastreaza grasimile la rece, intuneric,

ferite de umezeala.
R - (CH,),— CH=CH- (CH,), ~COOH + 0, R—(CH),—CH- TH - (CHz), — COOH ——>

— O, 0:+0
TR-@Hp-C ¢ C(CHy, - COOH :

2.4. Lipide complexe

Sunt compusi larg raspanditi in natura, se gasesc in cantititi mici in toate
celulele, atat la plante cat si la animale. In cantitate mare se afla in tesuturile si
organele cu activitate biochimica si fiziologica intensa: creier 30%, ficat 10%,
inima 7%. In plante, in cantitate mare se afl in semintele plantelor leguminoase si
cereale 1 - 2%.

2.4.1. Glicerofosfolipide, numite si fosfolipide, contin in molecula lor
glicerol, acizi grasi, acid fosforic, mezoinozitol etc.
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Acizii fosfatidici sunt substante formate dintr-o moleculd de glicerol in
care doua functiuni hidroxil sunt esterificate cu acizii grasi, iar cea de a treia este
esterificata cu acid fosforic

¢HmO-CO-R, CHyO-CORy oy on
(IJH—O—CO‘ R, ICH—O—COé R, H
CHZ_O_PO3H2 CHZ_O_P_ (0

OH on
Acid fosfatidic Inozitolfosfatida

Acizii fosfatidici sunt cele mai simple fosfatide, se gasesc mai frecvent in
organismele vegetale, In cantitati mai mari in tesutul frunzei.

Inozitol fosfolipide - contin mezoinozitolul care esterifica restul de acid
fosforic din acizii fosfatidici. Se gasesc atat in regnul vegetal cat si in cel animal.
Predomind in germenii de grau, boabe de soia, arahide, pere, boabe de porumb,
seminte de in, bacterii, creier etc.

2.4.2. Gliceroaminofosfolipide.

Colinfosfolipide sau lecitine - sunt cele mai raspandite lipide complexe.
Ele pot fi considerate ca provenind de la acizii fosfatidici prin esterificarea
restului fosforic cu aminoalcoolul colina.

(Hy~0~CO™R, (Hy~0=CO-R,
.CHZJOH (H-O-COTR, H-0-COSR,
CHz™ N(CH;);0H CH,~0~P~ 0~ CH; CHz "N(CH3); OH’ CH;~07p~ O~ CHz CHy "'N(CH;);
OH O
colina lecitina amfionul lecitinei

Lecitinele se gdsesc in cantitate mare in galbenus (10%), in creier (6%),
maduva oaselor (5%), semintele de soia (8%), semintele de leguminoase si cereale
(2%). Proprietatile fizice sunt determinate de natura acizilor grasi din structura
lor. Toate lecitinele sunt insolubile in acetond. Au un caracter bipolar. Acidul
fosforic si colina sunt componentele hidrofile iar acizii grasi componentele
hidrofobe. In solutie se comporti ca amfion pe seama functiunii bazice din colina
si a functiunii acide din acidul fosforic.

Colaminfosfolipide sau cefaline sunt glicerofosfatide care Insotesc
lecitinele; au structurd asemanatoare cu acestea, se deosebesc prin aminoalcoolul
care este colamina.

?HZ_O_CO_RI FHZ_O_CO_RI
HOH CH-0-CO-R, (H-0~CO-R,
CH;"NH, CHy-0—F= 0= CHz CHF NH, CH,-0"= 0~ CHy CHy~ 'NH;
OH o
colamina cefalina amfionul cefalinei

S-au identificat in germenii de grau, seminte de floarea soarelui, in, lupin
etc. In cantitate mare se gisesc in creier, de unde au fost extrase pentru prima
datd. Proprietatile lor sunt asemdnatoare cu ale lecitinelor, difera insa prin
solubilitatea in diferiti solventi organici, fiind greu solubile in alcool metilic,
alcool etilic, eter etilic.
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Test de autoevaluare:

1. Lipidele simple sunt:
a) esteri;
b) etert;
c¢) compusi cu functiuni mixte;
d) compusi macromoleculari.

2. Proprietatile chimice ale gliceridelor sunt:
a) reactia de hidrolizd;
b) reactia cu albastru de metilen;
c) reactia cu reactivul Fehling;
d) reactia cu reactivul Tollens.

3. Dintre lipidele complexe fac parte:
a) etolidele;

b) acil glicerolii;
c) colaminfosfatidele;
d) lecitinele.

Rezultate corecte:

l1-a;2-a;3-c,d.
REZUMAT CAPITOL 2
- Lipide simple - gliceride
- steride
- ceride
- etolide

Lipide

- acizi fosfatidici

- inozitol fosfatide
- Lipide complexe - glicerofosfolipide - lecitine

- cefaline
- sfingolipide.
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3. PROTIDE

3.1. Definitie, clasificare

Prin protide se desemneazd o grupa foarte importanta de substante, in care sunt
inclusi aminoacizii si toti compusii care la hidrolizd formeazd aminoacizi (peptide si
proteine).

Peptidele rezulta prin combinarea unui numar restrans de aminoacizi. Proteinele
au caracter macromolecular, rezultand prin condensarea unui numar mare de aminoacizi.
Protidele naturale reprezintd o forma superioard de organizare a materiei, reprezinta
treapta la care apare viata.

In plante, protidele se gisesc in cantititi care variaz intre 2-35% din substanta
uscatd. Numarul elementelor constituente este in mod constant patru si anume: carbon,
oxigen, hidrogen si azot; pe langa acestea mai putem intalni si alte elemente cum sunt:
sulful, fosforul si unele metale (Fe, Cu, Co). Elementul caracteristic si principal pentru
protide este azotul care se gaseste in proportie de 16%.

3.2. Aminoacizi

3.2.1. Constitutie generala si clasificare

Aminoacizii reprezintd unitatea structurald de baza din structura
protidelor. Desi in naturd se cunosc peste 200 aminoacizi, in structura protidelor
organismele utilizeaza un numar restrans de aminoacizi (20-22).

R
|
H;N=¢~COOH
H

Aminoacizii sunt substante organice cu functiuni chimice mixte, functia
carboxil (-COOH) care imprimd caracter acid si functia amind (-NH) care
imprima caracter bazic.

Toti acizii au in comun o catend principala H,N-CHR-(COOH),
diferentierea facandu-se prin catena laterald (R). Aminoacizii se pot clasifica dupa
diferite criterii: natura radicalului "R", numarul functiunilor amino si carboxil,
plus alte functiuni existente in molecula.

Aciclici - monoaminomonocarboxilici
- monoaminodicarboxilici
- diaminomonocarboxilici
- monoaminomonocarboxilici
cu gruparea - OH (hidroxiaminoacizi)
Aminoacizi - monoaminomonocarboxilici cu sulf
(tioaminoacizi)

Ciclici - aromatici
- heterociclici

3.2.2. Structura chimica a aminoacizilor din protidele naturale

Aminoacizii monoaminomonocarboxilici. Sunt aminoacizi simpli, catenele
laterale (R) sunt nepolare, manifestd o solubilitate redusd in apa si prezinta
afinitate pentru radicalii de aceeasi natura.
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_ CH
CH;—COOH $H3 HC_ CHy H;C CH; CH

NH, HZN—(II—H (IZH ?H |CH2
glicocol (glicina) COOH HZN—Cl_H CH, HC — CH;
acid aminoacetic L alanina COOH H,N—C—H H,N—C —H

L valina COOH COOH
L leucina

L izoleucina

Aminoacizi monoaminodicarboxilici. Sunt constituenti ai tuturor
proteinelor vegetale si animale. Amidele lor se gasesc de asemenea in structura
proteinelor, totodata reprezentand un mijoc de depozitare si transport al azotului
amoniacal.

ICOOH ?ONHZ (leOH ?ONHz

?HZ ?Hz (CH), (|CH2)2
HN-C—H  HN-(—H HoN=C—H HN-C-H

COOH COOH COOH COOH
acid L aspartic _ . .
(asparagﬁc) asparagina  acid L glutamic glutamina

Aminoacizi diaminomonocarboxilici. Prezenta unei a doua grupari
functionale -NH» (amino) le conferd acestor aminoacizi un caracter bazic si o
crestere a gradului de solubilitate.

H,C-NHy HoC-NH, HoC-NH—(—NH,
| H, ((|3H2)3 | H, 0O
(lle H,N— F_ H $H2
HyN— IC— H COOH H,N— F_ H
COOH COOH
L ornitina L lizina L arginina

Hidroxiaminoacizi §i tioaminoacizi

CH,— OH CH;, ?Hz_ SH_ . (Isz— S —S—CH, 5 C;
HQN—(T‘ -H ?H —OH HZN—(E H — HzN—(i -H HZN—(% -H (CIHZ)2
COOH H,N—C—H COOH COOH COOH HzN_(f —+H
COOH COOH
L serina L treonina L cisteina L cistina L metionin:

Aminoacizi aromatici si heterociclici

H,” CH™ COOH  cH,~ CH- COOH
NH, NH,
[ CHGHmCoom - =] CHa ¢H™CO0H
NH, N\/N—H NH;
N
OH H

L fenil-alanina L tirozina L triptofanul L histidina
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Iminoacizi

HO_
NP i
5 ~CScoon 5~ Scoon
H H
L prolina L hidroxiprolina

3.2.3. Proprietati fizico-chimice ale aminoacizilor

Proprietati  fizice. Aminoacizii sunt substante cristalizate, incolore,
majoritatea solubile in apa, insolubile in solventi organici. Aminoacizii au caracter
amfoter pe seama celor doua functiuni. Astfel, dizolvati in apa au structura de
amfion.

H,N—CH~-COOH H3+N_FH— COO’
R R

Datorita caracterului amfoter, aminoacizii formeaza saruri atat cu acizii cat
si cu bazele, deci in mediul acid se comportad ca o baza, iar in mediul bazic ca un
acid.

+ - *H
H; "N CH™ COO
R

+_mH;"N™ CH COOH
R

OH ®H,N-CH-C00™ + H,0
R

Datoritd acestui caracter amfoter, aminoacizii au in organism rol de substante
tampon, proprietate ce o imprima si proteinelor in a caror constitutie se gasesc.

Aminoacizii pot sd prezinte izomerie de pozitie, datoritd locului ocupat de
functiunea amina fatd de cea carboxil. Atunci cand aceastd functie se leaga de carbonul
vecin functiunii carboxil avem izomerul O . Aminoacizii care intrd in compozitia
proteinelor sunt izomerii a . Cu exceptia glicocolului, toti aminoacizii contin carboni
asimetrici, deci pot sd prezinte izomeri optici. Avand izomerie opticd O -aminoacizii
apartin si seriilor sterice D §i L. 0 aminoacizii naturali apartin seriei sterice L.

Proprietdti chimice. Aminoacizii sunt substante active, pot da reactii pe seama
functiunii carboxil, amind, ambelor functiuni si datorita radicalului "R".

a) Reactiile aminoacizilor datorita functiunii carboxil

1. Cu hidroxizii formeaza saruri.

R-CH-COOH + NaOH ——> R-CH-COONa + H,0
NH, NH,

2. Cu alcoolii, aminoacizii formeaza esteri.

R-CH-COOH + R'-OH R-CH-COO-R' + H,0
NH, NH,

3. Prin reactia cu hidrogenul, aminoacizii sunt redusi pana la aminoalcooli.
R- ?H—COOH + 2H, R- ?H—CHZ— OH + H,O
NH, NH,
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4. Decarboxilarea aminoacizilor consta in eliminarea de dioxid de carbon
sub actiunea enzimelor in mediu biologic sau prin incélzire puternica in mediu
neutru. Produsii rezultati sunt amine biogene cu rol farmacodinamic sau
aminoacizi monocarboxilici.

(?}?OH 02> HuN—CH; CHy~ COOH th HI;IHz fHrNH,
. Ic _ZH ] B alanina éHz IHz
Loon U0 CHyGH-COOH HN- IF—H €02 i}:]z_ -
NH, COOH 2 2
X alanina
L ornitina putresceina

b) Reactiile aminoacizilor datorita functiunii amina
1. Reactiile cu acizii cu formare de saruri.
R—?H—COOH + HCl —> R—?H—COOH
NH, NH; CI

2. Functiunea amina se poate acila, rezultind amide substituite. Aceasta
reactie are loc cu cloruri acide sau acizi.
HOOC- FH— NH, + CIFrOC~R' —> HOOC— FH— NH- ﬁ:—R + HCI
R R 0

3. Reactia cu aldehide cu formare de azometine sau baze Schiff.
HOOC- FH_ NH, + O=C-R" —> HOOC —(EH—N= (I:—R' + H,O
R H R H

Aceasta reactie este utilizata la dozarea cantitativa a aminoacizilor cunoscuta sub
numele de metoda Soérensen.
4. Reactia de dezaminare consta 1n eliminarea functiunii amina si aceasta se poate
realiza pe mai multe cai:
a) Cu acidul azotos, rezulta hidroxiacizi si azot liber; volumul de azot rezultat permite
sa se calculeze cantitatea de aminoacid (metoda Van Slyke de dozare a aminoacizilor).

HOOC- FH— NH, + HONO —> HOOC— ICH_ OH + N; + H,O
R R
b) Dezaminarea oxidativa conduce la formarea 0 cetoacizilor si amoniacului.

HOOC— CH™NH, + 1/20, —> HOOC- (=0 + NH,
R R

c) Dezaminarea reductiva transforma aminoacizii in acizi grasi

HOOC- CH-NH, + H, —> HOOC-CHyR + NHj
R

d) Dezaminarea hidrolitica transforma aminoacizii in hidroxiacizi.
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HOOC-CH-R + H,0 — HOOC~(H-R + NH,
NH, OH

e)

Dezaminarea desaturantd determina formarea de acid nesaturat si amoniac.

HOOC- CH- CHy R —> HOOC-CH=CH-R + NH,
NH,

Aceste dezaminari cu exceptia celei cu acid azotos au loc in organismele
vii sub actiunea enzimelor, reprezentand o cale de metabolizare a aminoacizilor.

¢) Reactiile aminoacizilor pe seama ambelor functiuni

1. Formarea legaturilor peptidice se datoreaza reactiei dintre functiunea
amino a unui aminoacid §i functiunea carboxil a urmatorului aminoacid. Aceasta
reactie este importanta pentru organisme, deoarece astfel se sintetizeaza peptidele
si proteinele.

R;~ GH~COOH + R,~ GH~COOH =;.5™ R~ CH-CO- NH- CH- COOH
NH, NH, NH, Ry
dipeptid

2. Reactia cu sarurile unor metale grele (cupru, cobalt, nichel) cu formare
de saruri complexe (compusi cu legaturi chelatice) care sunt stabile, greu solubile
si colorate.

2 R~ GH-COOH + CuCl, —> R CH-NH H}N‘f R 2mHa
C
NH, 0=c-0"""No-c=0

3. Reactia cu ninhidrina cu formarea unei coloratii albastru violet. Reactia
serveste atat la identificarea aminoacizilor, cat si la dozarea lor cantitativa
(folosind metoda colorimetrica).

Activitate

¢ Enumerati care dintre reactiile aminoacizilor sunt utilizate in laborator
pentru identificarea sau dozarea lor cantitativa.

3.3. Peptide

3.3.1. Definitie, structurd, proprietati si reprezentanti

Peptidele sunt substante naturale, constituite dintr-un numdr restrans de
aminoacizi. Dupd numarul de aminoacizi componenti, peptidele pot fi:
oligopeptide (2 - 10) si polipeptide.
RoH 0 R

e P | Il
Rl—(;H—COOH-%— Ry (EH COOH + Rj qH COOH __2H20' ,CH Ny G CHQ

NH, NH, NH, N ﬁZH 1?1 COOH
0O R H
tripeptida

Lantul polipeptidic are la un capat o functie amino liberd, iar la celalalt
capat o functie carboxil.
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Structura si functiile peptidelor sunt determinate de secventa aminoacizilor
constituenti. In functie de aceastd secventi si de numirul lor, se pot prezenta sub
forme izomere. O tripeptidd are 6 forme izomere.

Peptidele sunt substante solide, in majoritatea lor cristalizate, iar
solubilitatea 1n apad este variabild (mai mare pentru cele cu numar mic de
aminoacizi si scade pentru cele cu masa moleculard mare care vor forma solutii
coloidale). Sunt insolubile in alcool absolut si alti solventi organici. Peptidele ca si
aminoacizii sunt substante amfotere. Nu sunt denaturate de caldura, deci nu
coaguleazd la temperaturi ridicate. Ele dau reactii pe seama functiunilor amina si
carboxil libere. Pot da de asemenea reactii pe seama radicalilor si pe seama
legaturii peptidice.

Una din cele mai importante reactii pe seama legaturii peptidice este
reactia "biuretului" folosita si la identificarea si dozarea lor cantitativa. Aceastd
reactie are loc in prezenta sdrurilor de cupru in mediu alcalin cu formare de
compusi colorati in albastru violet. O altd reactie importantd este reactia de
hidrolizd in prezenta acizilor tari sau enzimelor (peptidaze), cind rezultd
aminoacizii componenti.

Reprezentantii peptidelor. Cel mai important peptid este un tripeptid
neproteic izolat pentru prima oard din drojdia de bere numit glutation. Se gaseste
in toate organismele vii, in plante predomind in seminte in timpul Incoltirii. El
este format din: acid glutamic, cisteina si glicocol.

Il\IHz (|:H2_ SH
\HOOC—C H-(CH),-CO-NH- CH-CO- NH COOH
glutamil cisteinil glicocol

+
2 G-SH =2Hs_5.5.G
+2H

glutation diglutation
redus oxidat

Glutationul este o substantd alba, solida, solubilda in apa si alcool. Are
activitate opticd levogira (-85°). Avand doud grupari carboxil libere, are un
pronuntat caracter acid (pH=2,8).

In celule, glutationul se poate gisi sub forma redusa (G-SH) sau sub forma
oxidata (G-S-S-G). Trecerea lui dintr-o forma in alta constituie unul din cele mai
importante sisteme redox din celule. De asemenea, glutationul se comporta ca un
activator al unor enzime. El mai poate actiona ca antioxidant, protejand unele
substante cum sunt vitamina C si hemoglobina.
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Insulina este o polipeptidd cu rol hormonal secretatd de pancreas.
Actioneaza asupra nivelului glucozei sanguine (glicemiei). Este formatd din 51 de
aminoacizi.

Multe bacterii produc peptide care au actiune antibiotica (gramicidinele,
tirocidinele etc).

Sarcina de lucru
Analizati structura glutationului si precizati:
¢ - din ce grupa de aminoacizi fac parte cei trei constituenti;
- pe seama carei grupari se explica caracterul sau reducator.

3.4. Proteine

3.4.1. Caracterizare generald. Proteinele sunt substante cu structurad
macromoleculara cu un grad inalt de organizare structurald rezultatd prin
condensarea unui numar mare de aminoacizi (de la sute la zeci de mii de
molecule). In organismele vegetale cantitatea de proteine este mult mai mare
decat peptidele sau aminoacizii liberi.

Dupa structura lor proteinele se clasifica in doua grupe mari:

- holoproteine, care la hidroliza pun in libertate numai aminoacizi;

- heteroproteine (proteide) care la hidroliza pe langa aminoacizi mai pun in
libertate si compusi cu structura neproteica numite componente prostetice (metale,
acid fosforic, glucide, lipide, pigmenti, acizi nucleici etc).

3.4.2. Structura proteinelor. Structura proteinelor sta la baza modului lor
de actiune 1n organisme. Cu ajutorul metodelor moderne de analizad s-a ajuns la
concluzia cd substantele proteice au patru niveluri de organizare: primar,
secundar, tertiar si cuaternar.

Structura primara reflectd structura de baza a proteinelor, celelalte
structuri reflectd organizarea spatiald tridimensionald a proteinelor. Intre aceste
niveluri de organizare structurald nu exista delimitdri precise, ele interactionand in
cadrul unei structuri unice.

Structura primara reflectd structura de baza a proteinelor si este
determinatd de felul, numarul si succesiunea aminoacizilor in lantul polipeptidic.

Gruparile functionale >C=0 si >N-H implicate in stabilirea legdturii
peptidice sunt coplanare, iar radicalii aminoacizilor (R;, R,...) sunt dispusi
alternativ deasupra si dedesubtul planurilor legéturilor peptidice intr-un trans
repetabil. Problema stabilirii secventei aminoacizilor este dificila. Structura
tridimensionala si activitatea biologica a proteinelor sunt dependente si controlate
de secventa aminoacizilor, secventd care este sub control genetic. Deci structura
primara este coloana vertebrald a oricarei molecule proteice.

Structura secundara se refera la aranjamentul spatial al catenelor
polipeptidice si la legaturile chimice care o stabilizeaza. Structura secundara este
stabilizata in spatiu prin intermediul legaturilor de hidrogen intracatenare si
intercatenare intre gruparile >C=0 si >N-H din douad legaturi peptidice diferite.
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Referitor la aceastd structurd a fost admisa teoria lui Pauling si Corey
(1943), care au luat premiul Nobel in 1953. Ei au elaborat doud modele, modelul
a -helix si modelul planurilor pliate sau 3 -conformatiei.

544 & 2
1 Fig. 3.2. Fragment polipeptidic in faza de pliere

Fig. 3.1. Modelul a -helix

Modelul a -helix (fig.3.1.) rezulta prin spiralarea catenei polipeptidice in
jurul unui cilindru imaginar. Stabilitatea structurii spiralate este datd de numarul
mare de legaturi de hidrogen intercatenare care se formeaza intre gruparea >C=0
a unui aminoacid si gruparea >N-H de la al patrulea aminoacid. Distanta dintre
spire este de 5,4A.

Modelul planurilor pliate (fig. 3.2.) reprezintd de asemenea o structurd
ordonatd §i stabilizata prin legaturi de hidrogen intercatenare. Toate legaturile
peptidice participa la aceste legaturi conferind structurii o mare stabilitate. Acest
tip de structura o intilnim la proteinele de tipul 3 -keratinei si fibroinei.

Structura tertiara reprezintd un nivel superior de organizare a
macromoleculei proteice. Structura tertiard este caracteristica proteinelor
globulare. Aceasta formda de organizare rezultd prin replierea catenelor
polipeptidice. Legaturile care stabilizeaza aceasta structura sunt:

- legaturi ionice care se stabilesc intre grupari ionice de semn contrar
(-NHj5") si (-COQ). Sunt legaturi slabe si formarea lor depinde de pH-ul mediului;

- legaturi de hidrogen, diferite de cele existente la nivelul legaturilor
peptidice (-OH; - COOH);

- legaturi van der Waals, care se stabilesc intre radicalii de aminoacizi
nepolari.

Structura tertiard prezintd un grad mare de labilitate in raport cu diferiti
factori fizici si chimici; desfacerea legaturilor din aceastd structurd implica
procesul de denaturare al proteinelor, proces insotit de pierderea proprietatilor
biologice.

Structura cuaternara reprezintd cel mai inalt nivel de organizare al
proteinelor care au deja o structura primara, secundara si tertiard bine definita.

Structura cuaternard reprezintd asocierea unor catene polipeptidice
(denumite protomeri) intr-un ansamblu sau agregat denumit oligomer. Structura
cuaternara este stabilizata prin legaturi electrostatice si de hidrogen. Hemoglobina
este un tetramer, formatd din patru protomeri, doud catene o identice (141
aminoacizi) si doud catene [3 identice (146 aminoacizi). Numeroase enzime cu
rol in metabolism se caracterizeaza printr-un nivel cuaternar de organizare.

3.4.3. Proteine vegetale. Reprezentanti
Clasificarea in cele patru grupe se face in functie de solubilitate si rolul
biologic. In organismele vii ele se gasesc in amestec.
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Albuminele sunt proteine cu masa moleculara variabild, in majoritatea lor
micd, solubile in apa. Au un caracter slab acid, aproape neutru. Albuminele se
gisesc In toate organele plantelor, in amestec de multe ori cu globulinele.
Exemplu de albumine avem: legumelina din semintele de leguminoase, leucozina
din semintele de cereale, ricina din semintele de ricin, crotina din semintele de
Croton tiglium. Acestea doud din urma se mai numesc §i toxalbumine si sunt
foarte toxice.

Globulinele sunt proteine solubile in solutii diluate de saruri (5-10%
NaCl) si insolubile in apa. La fierbere globulinele coaguleaza mai greu decat
albuminele. Au un caracter slab acid, deoarece contin o cantitate mai mare de acid
asparagic si glutamic. In semintele de leguminoase si oleaginoase, globulinele
reprezintd 50% din totalul de proteine.

Exemple de globuline: glicinina din semintele de soia, legumina din
boabele de mazare si linte, edestina din boabele de grau si semintele de canepa.

Prolaminele sunt proteine cu un continut ridicat de acid glutamic si
prolina ceea ce le conferd un caracter acid. Sunt solubile in alcool 70%, din cauza
prolinei, care este singurul aminoacid solubil in alcool. Prolaminele se gasesc in
cantitate mare in semintele de cereale, alaturi de gluteline.

Reprezentanti ai acestor grupe sunt: gliadina din semintele de grau,
hordeina din orz, avenina din cele de ovaz. Prolaminele sunt sdrace in lizind si
triptofan, aminoacizi esentiali, de aceea au o valoare scazutd pentru alimentatia
omului.

Glutelinele sunt proteine solubile in solutii diluate de acizi sau baze. Au
un caracter acid ca si prolaminele datoritd continutului ridicat de acid glutamic. Se
gasesc in citoplasma plantelor verzi, insotind in majoritatea cazurilor prolaminele.

Ca reprezentanti avem: glutelina din semintele de grau si orizenina din
orez.

3.5. Heteroproteine

Heteroproteinele sunt substante formate dintr-o holoproteind si o substanta
neproteicd, numitd grupare prostetica. Clasificare lor se face in functie de
gruparea prostetica, astfel avem: metaloproteine, fosfoproteine, lipoproteine,
glicoproteine, nucleoproteine si cromoproteine.

3.5.1. Cromoproteine

Cromoproteinele sunt heteroproteine care au ca grupare prosteticd un
pigment. Sunt substante universal rdspandite, cu functiuni importante pentru
organism. Cromoproteinele se clasifica pe baza structurii gruparii prostetice si a
rolului pe care il Indeplinesc in organisme.

porfirinice - cu rol respirator
Cromoproteine - fara rol respirator
neporfirinice - cu rol respirator
- fara rol respirator

Cele mai raspandite cromoproteine sunt cele cu structurd porfirinica.

Acestea au drept grupare prostetica porfirinele care sunt substante cu structura

complex: 1 radicali metin
formeaza —2 > porfirine si se
gasesc 1n Hl AU/\:CH _ u unele metale
(Fe, Cu, 1 g N 3 ’
‘ IV NH HN I
7 —4

ILC@:CH HZ?

6 5 HZ?

HOOC

Porfina

HOOC Porfirina



3.5.1.1. Cromoproteine porfirinice cu rol respirator

Hemoglobina este numitd si pigmentul respirator al vertebratelor. Este o
cromoproteind formatd din 4% hem, care este gruparea prosteticd si 96%
componenta proteicad numitd globina.

Hemul este identic pentru toate speciile, globina variaza de la o specie la
alta. Hemul reprezinta combinatia complexa dintre porfirind si fierul divalent care
este hexacovalent. Cu 4 valente se leagd de nucleele pirolice, cu o valenta de
globina si cu cea de a sasea se leagd reversibil de oxigen. La nivelul plamanului
oxigenul se combind cu hemoglobina si formeaza oxihemoglobina care se
transporta prin sangele arterial la celule unde din cauza presiunii mici elibereaza
oxigenul conform schemei:

Hb + O, - HbO

Hemoglobina eliberata se combind cu CO, din celule formand
carbohemoglobina. Acest compus, transportat la nivelul plamanilor, elibereaza
CO:; si se recombina cu oxigenul.

Leghemoglobina este heteroproteina din nodozitatile de pe radacinile de
leguminoase si de pe alte plante.

Gruparea prosteticd a acestei cromoproteine este identicd cu hemul din
hemoglobina. Leghemoglobina se formeaza in citoplasma celulelor radacinilor, in
procesul de simbioza al leguminoaselor cu bacteriile fixatoare de azot din genul
Rhizobium. Cantitatea de azot fixatd de nodozititile leguminoaselor este
proportionald cu continutul de leghemoglobina din aceste nodozitati.

Enzimele heminice sunt cromoproteine porfirinice cu rol in procesele de
oxidoreducere. Cele mai importante sunt: citocromii, peroxidazele si catalazele.

Citocromii sunt raspanditi in toate celulele vegetale si animale. In regnul
vegetal, citocromii se gisesc in cantitate mare in frunzele verzi si in drojdii. In
procesele de oxidoreducere, au rolul de transportor de electroni.

2 - 3
CitFe =—== CitFe
(S

Citocromii pot exista sub forma redusa (Fe*") si sub forma oxidata (Fe™).
In celule predomina forma redusi. Citocromii se deosebesc intre ei prin masi
moleculara, potential redox, spectre de absorbtie si proprietati chimice. Ei au fost
notati cu litere mici ale alfabetului, astfel avem: cit a, cit b, cit c etc.

Peroxidazele catalizeaza reactii de felul: AH, + H,O, — A + 2H,0O. Sunt
foarte raspandite in plante. Ele descompun apa oxigenata care rezultd in urma
proceselor metabolice 1n celule si care este toxica.

Catalazele - catalizeaza reactia de descompunere a apei oxigenate:

H>0, + H,O, - 2H,0+ O,

Catalazele se gasesc si in regnul vegetal si in cel animal, dar predomina in

organismele animale.
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3.5.1.2. Cromoproteine porfirinice fara rol respirator

Cloroglobina este cromoproteina care se gaseste in toate celulele si tesuturile
verzi. Are ca grupare prostetica clorofila care este pigmentul verde din frunze.
Cloroglobina este localizata in cloroplastele celulare. in cloroplastele plantelor superioare
aproximativ 69% reprezintd componenta proteicd, 22% lipide, 7,5% clorofile, 0,5%
carotenoide etc.

Clorofila din plantele superioare si din algele verzi este un amestec de doua
clorofile: clorofila a si clorofila b.

Raportul dintre cele doua clorofile in majoritatea plantelor este de 3:1. Ambele
clorofile sunt porfirine care contin magneziu. Clorofila b se deosebeste de clorofila a prin
aceea ca are la C; din ciclul pirolic II o grupare aldehida (-CHO) in locul gruparii metil (-
CH,). Clorofila a este cel mai important pigment de pe planeta noastra, deoarece poate sa
transforme energia luminoasa in energie chimica in procesul de fotosinteza.

Clorofilele a si b sunt substante solide, cristalizate, insolubile in apa, solubile in
solventi organici (acetond, alcool, eter). In solutie alcoolici clorofila a are o culoare
albastra-verzuie, iar clorofila b o culoare galben-verzuie. Sunt substante destul de
reactive.

Test de autoevaluare

1. Aminoacizii sunt compusi cu functiuni mixte:
a) functie amino si functie carbonil;
b) functie amino si functie carboxil;
¢) functie amino si functie hidroxil;
d) functie amino si functie tiol (-SH).

2. Aminoacizii se pot clasifica dupd urmatoarele criterii:
a) natura radicalului;
b) numarul si felul elementelor;
c) tipurile de izomerie;
d) apartenenta la seria sterica.

3. Aminoacizii pot fi identificati prin:

a) reactia cu ninhidrina; REZUMAT CAPITOL 3

b) reactia Tollens; -

¢) reactia cu alcooli; . e

) i ’ {nonoamlnomonocarboxma
d) reactia cu albastrul de metilen. . . e
° - monoaminodicarboxilici

4. Aminoacizii dau reactii pe s@f&!Ci -
a) fun@fi@aini@eaonocarboxilici

b) funééiei RRRGL - hidroxiaminoacizi
¢) functiei tiol(-SH); - tioaminoacizi
d) functiei carbonil. ciclici

Peptide: (ex. glutation, insulina)

1—b2— - holoproteine
’ Proteine
- heteroproteine



TEME DE VERIFICARE PENTRU MODULUL 1

1. Glucide

1. Glucoza, manoza, galactoza si fructoza sunt hexoze. Sa se indice:
- structurile ciclice;
- diferente de structura;
- forme anomere (a , 3 ).
2. Ce conditie trebuie sa Indeplineasca ozele pentru a apartine la seriile sterice D
siL?
3. Scrieti reactiile care pun in evidenta caracterul reducator al aldozelor.
4. Maltoza, lactoza si zaharoza sunt dizaharide. Sa se precizeze: denumirea si
structura ozelor rezultate la hidroliza.
- semnul de rotatie specifica a amestecului de oze rezultat din hidroliza fiecarui
diglucid.
5. Sa se defineasca ce este un poliglucid si sa se facd o paraleld intre structura
amidonului si cea a celulozei mentionand:
- asemanarile si deosebirile structurale;
- tipurile de legatura stabilite.

2. Lipide

1. Sa se indice acizii grasi cu rol important in organism (vitamind §i componente
din structura membranelor celulare, tesutului nervos, mitocondriilor).

2. Stearodipalmitina este o triglicerida mixta. Sa se indice:

- reactiile de saponificare ale acestei trigliceride;

- denumirea sapunurilor rezultate din reactie.

3. Analiza unei probe de gliceridd evidentiazd prezenta acizilor stearic, oleic si
palmitic. Sa se indice:

- structura gliceridei;

- gradul sau de consistenta.

4. Prin hidroliza unui amestec de lipide complexe rezulta urmatorii produsi:

-glicerol, acid palmitic, acid oleic, acid ortofosforic;

-glicerol, acid stearic, acid linoleic, acid ortofosforic, mezoinozitol.

Sa se stabileasca structurile chimice ale lipidelor si denumirea lor.

5. Se dau urmatoarele tipuri de lipide: oleodistearina, colaminfosfatida si
colinfosfatida. Sa se indice:
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- structurile chimice ale acestor lipide;
- localizarea lor 1n diferite tesuturi.

3. Proteine

1. Comentati caracterul amfoter al aminoacizilor si rolul lor in organismele vii, pe
seama acestei proprietati.

2. Scrieti reactiile ce reprezintd in organismele vii cdile de degradare ale
aminoacizilor.

3. Comentati structura si rolul peptidelor in organismele vii.

4. Care din cele patru trepte de structurd ale proteinelor reprezintd coloana
vertebrald a moleculei proteice? Comentati aceasta structura.

5. Care grupa de cromoproteine este mai importantad? Enumerati reprezentanti si
comentati rolul lor in organismele vii.

MODUL 11
4. ACIZI NUCLEICI

4.1. Caracterizare generala

Acizii nucleici sunt compusi cu structurd macromoleculara, polinucleotidica, cu
rol in stocarea si transmiterea informatiei genetice. Denumirea de "acid nucleic" provine
de la faptul ca acidul dezoxiribonucleic "ADN" a fost izolat initial din nucleii celulari.
Acizii nucleici reprezintd gruparea prosteticd in nucleoproteine. Acestea elibereaza prin
hidroliza acizii nucleici si proteine cu caracter bazic.

Acizii nucleici la hidroliza pun in libertate fragmente mai mici (oligonucleotide),
iar acestea hidrolizeazd la mononucleotide, in final obtinidndu-se baze azotate, acid
fosforic si pentoze.

4.2. Componentele mononucleotidelor

Pentoze. Pentozele care intrd In constitutia acizilor nucleici sunt riboza si
dezoxiriboza. Ambele apartin seriei sterice D si au configuratia B -furanozica. In
pentoze atomii de carbon se numeroteaza cu numere prime.

H—C=0 H—le-O
H—(lj—OH HOH,C 0. OH H—C—H HOH,C O. OH
H-C—OH H-C—OH
B-C—on H H-C—oH H
H,OH HO OH H,OH HO H
D - riboza B-ribofuranoza D - dezoxiriboza ~ P-dezoxiribofuranoz:

Componenta glucidica se leaga B -glicozidic de bazele azotate din acizii nucleici.
Prezenta uneia din cele doua pentoze in molecula acizilor nucleici determind clasificarea
lor in acizi ribonucleici (ARN) si dezoxiribonucleici (ADN).

Acidul fosforic intrd in molecula acizilor nucleici sub forma de acid ortofosforic.
El reprezinta 8-14% din compozitia acizilor nucleici si le imprima caracterul acid. Acidul
ortofosforic esterifica pentozele in pozitiile 2', 3' si 5' la riboza si 3' si 5' la dezoxiriboza.
Acidul fosforic are rolul de a lega mononucleotidele intre ele prin legaturi de tip
fosfodiesterice si se realizeaza Intre grupdrile -OH din pozitia 3' si 5' ale pentozelor
vecine.

PH P—C3'— pentoza [
HO—F—’O HO—F—’O
OH O—Cs"— pentoza I1

acid ortofosforic legaturi 3' - 5' fosfodiesterice



Bazele azotate sunt combinatii heterociclice cu caracter aromatic, contin 2
sau mai multi atomi de azot si deriva de la pirimidind sau purina.
Bazele pirimidinice:

6
NZ N s NZ N
Ko PN
N HO™ N HO™ N

pirimidina uracil citozina timina

Aceste baze sunt sintetizate de citre celulele vii. In stare libera se gisesc in
cantitati mici, de obicei ca produsi de hidroliza ai nucleotidelor. Uracilul este
prezent In ARN, citozina este prezenta in ARN si ADN iar timina in ADN.

Bazele purinice au o structurd biciclicd, ele deriva de la purind si sunt
adenina si guanina; ambele intrd atat in structurda ARN-ului cat si a ADN-ului.

NH, H
6 7
2\ =z N =z
T T 1
2. X AN
NN NN mNT N
H H

purina adenina guanina

Bazele azotate au caracter slab bazic si cele care contin oxigen pot exista in mai
multe forme tautomere in functie de pH-ul mediului.

4.3. Nucleotide

Nucleotidele sunt unititi monomere ale polinucleotidelor (acizi nucleici). Ele
rezultd de la hidroliza partiala a acizilor nucleici sub actiunea enzimelor, dar se gasesc si
in stare libera in toate celulele, indeplinind o serie de roluri biochimice. Sunt formate din
trei componente chimice: baza azotata + pentoza + acid fosforic.

Pentoza se leaga prin legaturi B -glicozidice intre C; si N; al bazei pirimidinice
sau Ny al bazei purinice. Acidul fosforic esterifica riboza In pozitiile 2', 3' si 5' si
dezoxiriboza in pozitiile 3' si 5.

HO-P-O-HC o Bazi HOH(C O Bazi  HO-H O Perd
OH k 7|
H H

HO OH
_ HO 5—0H

Nucleozid-5' fosfat Nucleozid-3' fosfat Nucleozid-2' fosfat

In functie de natura pentozei, nucleotidele pot fi: ribonucleotide si
dezoxiribonucleotide. In functie de natura bazei azotate pot fi purinice si pirimidinice.
Nucleotidele predominante din celuld sunt cele cu radicalul acidului fosforic in pozitia 5'.

Un rol important in organismele vii il au nucleotidele polifosforice. Acestea
contin in molecula lor doua sau trei resturi de acid fosforic legate intre ele prin legaturi
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bogate in energie (macroergice) notate cu =. Daca o legatura fosforica simpla elibereaza
prin hidroliza 2-3 kcal/mol, o legatura macroergica elibereaza 7-12 kcal/mol.

Lﬁ>

% N Fig. 4.1. Structura chimica
,HO-P ~0-p~—0-P~-0~H, a adenozin 5' mono, di si
i OH i OH . OH o trifosfati
H ' I

Nucleotidele polifosforice au un rol important in organismele vii, deoarece
participd In procesele de conservare si utilizare a energiei eliberate in cadrul
metabolismului celular.

Reactia reversibilda ADP + H;POs < ATP reprezinta cheia de baza a
bioenergeticii; formarea ATP-ului reprezintd procesul de inmagazinare a energiei,
iar scindarea ATP-ului reprezinta procesul de eliberare a energiei.

Un rol important al nucleotidelor polifosforice este cel de transportor
macroergic al unor glucide in sinteza poliglucidelor (ADP si UDP), de asemenea
participd in biosinteza fosfogliceridelor (CTP). Ele mai intrd in constitutia unor
coenzime NAD" (nicotinamid-adenin-dinucleotid) si FAD-ul (flavin-adenin-
dinucleotid) implicate in procesele de oxido-reducere ale respiratiei celulare.

4.4. Polinucleotide (acizi nucleici)

Acizii nucleici sunt substante macromoleculare care pot sa apara libere sau
ca grupare prostetica in nucleoproteine.

Mononucleotidele reprezinta unitatea lor structurald de baza. Lanturile de
dezoxiribonucleotide legate covalent formeaza acidul dezoxiribonucleic (ADN),
iar ribonucleotidele formeaza acizii ribonucleici (ARN).

Acidul fosforic stabileste legaturi fosfodiesterice

N intre gruparea hidroxil din pozitia 3' a pentozei dintr-
u—C 1'_C\3’_C5' un mononucleotid si hidroxilul din pozitia 5' a
R pentozei din mononucleotidul vecin. Astfel, catena
G—C,—C \3’—C5' principala consta din grupari fosforice, alternand cu

radicali din pentoza, iar bazele azotate apar ca radicali

R
N laterali ai lantului polipeptidic (fig. 4.2.).

c—C 1'—C\3‘—C5'

P\ Fig. 4.2. Reprezentarea simbolicd a  structurii
A—C = C3—Cs polinucleotidului.
P..

4.4.1. Acidul dezoxiribonucleic (ADN)

Acesta este localizat in cea mai mare parte in nucleul celular, reprezentand
materialul genetic al cromozomilor. Cantitatea de ADN raportatd la nucleul
celular este o constanta a fiecarei specii. Macromolecula de ADN difera de la o
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specie la alta, dar este identicd in organele aceleiasi specii. Bazele azotate care
intrd 1n structura lor sunt: citozina, timina, adenina si guanina.

Structura primara indicd natura, proportia si secventa bazelor azotate
purinice si pirimidinice ale nucleotidelor care constituie macromolecula de ADN.
Informatia genetica stocatd in ADN este codificatd In secventa de baze azotate
(nucleotide) existente de-a lungul catenelor polinucleotidice.

Structura secundara se referd la organizarea tridimensionald a lantului
polipeptidic. Modelul de structura spatiala a fost elaborat in anul 1935 de catre
J.D. Watson si H.C. Crick, confirmat ulterior in alte experiente. Argumentele
experimentale pe baza carora s-a elaborat modelul structurii spatiale a ADN-ului
sunt urmatoarele: numarul bazelor purinice (A+QG) este egal cu numarul bazelor
pirimidinice (C+T), din care cauza raportul A+G/T+C=I1. Numai raportul
A+T/G+C variaza dupa natura speciei si are valori de 1,3 - 1,5, dar este constant
pentru aceeasi specie.

Din punct de vedere structural si energetic adenina si timina din nucleotide
se pot lega prin doua legaturi de hidrogen iar guanina si citozina prin trei legaturi
de hidrogen. Astfel, modelul elaborat pentru molecula de ADN este format din
doua catene polinucleotidice rasucite intr-o spirald dubla orientatad spre dreapta, in
jurul unei axe comune simetrice §i orientate antiparalel formand un dublu helix.
Bazele azotate sunt plasate spre interiorul helix-ului, perpendicular pe axa lui
verticala, iar pentoza si legaturile fosfodiesterice sunt aranjate in exterior. O tura
completa a spiralei duble cuprinde 10 perechi de baze azotate §i are indltimea
(pasul) de 34 A, iar diametrul helixului este de 20 A.

Arhitectura spatiald este mentinutd si stabilizatd prin legaturi de hidrogen
realizate intre bazele complementare (A=T si G=C). Datoritd legaturilor de
hidrogen care determind asocierea specificd a celor doud catene intr-o spirald
dubla, desi nu sunt identice, fiecare lant polinucleotidic devine replica
complementard a celuilalt, explicand faptul cda ADN-ul reprezinta unicul substrat
chimic al ereditatii.

4.4.2. Acizi ribonucleici (ARN)

Acizii ribonucleici sunt si ei constituenti ai tuturor celulelor cu rol
important in biosinteza proteinelor. Macromolecula de ARN este formatd dintr-o
singurd catend polinucleotidica liniard mai scurtd decat a ADN-ului (cu exceptia
unor virusuri), iar bazele azotate care se gasesc frecvent In ARN sunt: citozina,
uracilul, adenina si guanina. In cazul ARN-ului, se pare ci pe langa legiturile
fosfodiesterice Cs si Cs existd si legaturi Cs si C,. Dupd rolul pe care il
indeplineste in biosinteza proteinelor, ARN-ul poate fi: ARN de transfer (ARN,),
ARN mesager (ARN,,) si ARN ribozomal (ARN,).

Acizii ribonucleici de transfer au masa moleculara de ordinul 20 - 30 (J10°
si reprezintd 10 - 15% din acizii ribonucleici. Se gasesc in citoplasma si au rolul
de a transporta aminoacizii activati spre centrul de sintezd al proteinelor
(ribozomi).

Fixarea aminoacidului se face la un capat al lantului polinucleotidic, care
este identic la toti ARN; si care are secventa bazelor azotate: citozina-citozina-
adenina. Tot 1n cadrul lantului polinucleotidic se afld anticodonul (tripletd de baze
azotate) care este complementar cu un alt triplet numit codon, dintr-o secventa de
pe ARNy. Fiecare aminoacid din molecula proteinelor are cel putin un ARN;
corespunzator.

Acizii ribonucleici mesageri au o viata foarte scurtd, de ordinul minutelor.
Lungimea medie a ARN,, la plante este de aproximativ 1200 baze si reprezinta
5% din acizii ribonucleici. Ei sunt sintetizati in nucleu pe un segment de ADN
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care le serveste drept matritd, iar secventa bazelor lor nucleice este
complementard cu cea a catenei de ADN din care s-au format. In acest fel
informatia genetica din ADN este copiata enzimatic in ARN,,, procesul numindu-
se transcriptie. ARN,, transfera mesajul genetic codificat la nivelul ribozomilor
citoplasmatici pentru a servi drept tipar la biosinteza proteinelor.

Acizii ribonucleici ribozomali nu se gasesc liberi ci asociati cu proteinele
formand complexe ribonucleoproteice denumite ribozomi. Ribozomii sunt
particule mici, submicroscopice care contin 64% ARN; si 35% proteine. ARN;
reprezinti 80% din totalul ARN-ului celular. In timpul sintezei proteinelor,
ribozomii formeazd agregate numite polizomi In care este inglobatd cate o
moleculd de ARN,,

Test de autoevaluare

1. Din structura acizilor ribonucleici (ARN) face parte:
a) arabinoza;
b) xiloza;
¢) riboza;
d) fructoza.

2. Molecula de ADN consta din doua catene polinucleotidice:
a) paralele;
b) legate prin legaturi fosfodiesterice;
c) legate prin legaturi de hidrogen Intre G= C si T=A;
d) rasucite in spirald in jurul unei axe comune de simetrie.

Rezultate corecte:

1-c¢;2-b,c,d.
REZUMAT CAPITOL 4

- baze azotate
Acizi nucleici - riboza (dezoxiriboza)
- acid fosforic

ADN

Acizi nucleici - ARNt
L ARN - ARNm

- ARN,
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5. VITAMINE

5.1. Definitie si clasificare

Vitaminele sunt biocatalizatori esentiali pentru organismele heterotrofe. Se
mai numesc si factori de crestere. Plantele autotrofe sintetizeaza vitaminele sau
unele substante precursoare numite provitamine, care sunt folosite de organismele
heterotrofe. In organismele animale, vitaminele se repartizeazi in tesuturi si
organe independent de rolul pe care il au de indeplinit. Ele manifestda un spectru
larg de actiune, prezentand urmatoarele caracteristici:

- sunt indispensabile cresterii normale $i manifestarii proceselor vitale ale
organismului;

- sunt componente esentiale pentru evolutia normald a proceselor
metabolice;

- unele vitamine actioneaza in calitate de coenzime, asigurand efectul
catalitic al enzimelor;

- unele vitamine actioneaza in procesele de oxidoreducere;

- exista o disproportie intre cantitdtile mici in care actioneaza in organism
si efectele biochimice si fiziologice pe care le produc;

- lipsa lor in organism duce la tulburdri metabolice care se cunosc sub
denumirea de "avitaminoze" sau "hipovitaminoze".

Cea mai folosita clasificare a vitaminelor este cea care tine cont de
solubilitatea lor. Dupa acest criteriu avem:

- vitamine liposolubile (solubile in lipide si solventii acestora);

- vitamine hidrosolubile.

5.2. Vitamine liposolubile

Din aceasta grupa fac parte: retinolii (vitaminele A), -calciferolii
(vitaminele D), tocoferolii (vitaminele E), vitaminele K si vitaminele F. Acestea
sunt in general termostabile si pot fi stocate sub diverse forme in anumite organe
sau tesuturi.

Vitaminele A (retinoli) rezulta pe cale biochimica din carotenoide care sunt
provitaminele lor. Din [3 -caroten rezultd doua molecule de retinol. Pentru
organismele vii prezintd importantd retinolul (vitamina A,) si dehidroretinolul
(vitamina A;). Aceste vitamine sunt distruse de radiatiile ultraviolete si de cele
luminoase.
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Rolul biologic al acestor vitamine: - participa la sinteza rodopsinei
(substanta fotochimica activa in procesul vederii);
- participd in fotosinteza (absorbtia radiatiilor luminoase).
CH; CH;

H;C_ _CH;, _CHLOH
2

A N N

CH;
vitamina A,

Avitaminoza se manifesta prin uscarea celulelor epiteliale (piele, par,
unghii) si indeosebi a corneei ochilor (xeroftalmie).

Vitaminele D (calciferoli) - au ca provitamine sterolii din care provin sub
actiunea radiatiilor ultraviolete. Cea mai importantd vitamina D, provine prin
fotoizomerizarea sub actiunea razelor ultraviolete a ergosterolului. Cele mai mari
cantitati exista 1n uleiul de ficat de peste. Pentru organismul animal calciferolii au
o0 actiune antirahitica (intervin in metabolismul calciului si fosforului).

H3
H3 X CH;3
Hy CH;

H)

x
vitamina D,

HO

Vitaminele E (tocoferoli) se deosebesc intre ei prin numarul radicalilor
metil de pe nucleul benzenic. Cel mai important este a - tocoferolul. In cantitate
mare il gdsim in plante cum ar fi uleiul de seminte de porumb, grau, ovaz,
bumbac, soia, floarea soarelui etc.

Activitatea biochimica a vitaminelor E se manifesta prin:

- asigurarea conditiilor fiziologice pentru reproducerea normala (se mai

CH, numesc vitaminele antisterilitatii);
HO - protectia vitaminelor A, D, F si a unor
CHy; ~ enzime fata de agentii oxidanti;
H,C 0" e, - partif:ipé la procesul de fosfqrilare
CH, oxidativa  si  formarea  mononucleotidelor
polifosforice.

a - tocoferolul

Vitaminele K au in structura lor nucleul naftochinonic. Diferentierea
vitaminelor din aceastd grupa se face dupd natura substituentilor de la nucleul
chinonic.

Vitamina K, se géseste in frunze, unde este aproape complet Inmagazinata
in cloroplaste. In organismele animale vitaminele K sunt produse de flora
intestinala si au un rol important in coagularea sangelui, de aceea se mai numesc
si antihemoragice. Rolul
biologic al acestor vitamine

0
I ..
CH; CHs se datoreaza sistemelor de
+2H,
~2H,

| CyoHys CooHys
0 OH

OH

Sistemul redox al vitaminei K



oxido-reducere formate in celule, asigurand astfel transportul hidrogenului pe cale
neenzimatica.

Vitaminele F se mai numesc §i antidermatitice $i sunt reprezentate de trei
acizi grasi nesaturati in amestec: linoleic, linolenic si arahidonic). Deoarece nu pot
fi sintetizati de organismul animal, ei sunt luati din hrana vegetala, in special din
uleiuri vegetale.

5.3. Vitamine hidrosolubile
Din aceasta grupd fac parte vitaminele integrate in complexul B, vitamina
C, vitamina PP, vitamina H etc. Sunt vitamine termolabile si nu se acumuleaza ca
rezerva in organismul animal. Sunt instabile in mediul alcalin si stabile in mediul
acid.
Vitamina B, (tiamina) este o vitamina foarte raspanditd in regnul vegetal.
Este o substanta solida insolubila in solventi organici. Esterul tiaminei cu acidul
pirofosforic numit pirofosfatul de tiamind (TPP), constituie coenzima unor
enzime.
CHz\ CH; Activitatea sa biologica se bazeaza in
)\/I d mare masurd pe acest rol de
CHy CH,on  coenzimd. Lipsa ei in organismul
uman produce astenie, tulburari

vitamina B, (tiamina) gastrointestinale, slabire si atrofierea
musculard. Organismele vegetale
sunt o sursd bogatd de tiamind; in cantitate mare se gaseste in germenii de cereale
si in frunzele tinere.
Vitamina B, (riboflavina) este o vitamind foarte raspandita in regnul
vegetal si animal, atat in stare libera cat si sub forma de compusi.

2 (CHOH)3 CH20H (fﬂzi (CHOH)3 7CH20H
H3 H;C N._NH__O
Y 2 [T
-2 H2 10 NH
H3 H;C NH
O
Riboflavina Leucoriboflavina

Riboflavina este rezistentd in absenta luminii la actiunea oxidantilor si acizilor.
Prin reducere (proces reversibil) ea trece in leucoriboflavind. Reducerea are loc la atomii
de azot din pozitiile 1 si 10. Datoritd acestei proprietati participd in procesele de oxido-
reducere.

Prin esterificarea OH-ului din pozitia 5' a ribitolului se obtine fosforiboflavina
numita si flavin-mononucleotid (FMN). Acesta combinat cu acidul adenilic formeaza
flavin-adenin-dinucleotidul (FAD). Aceste doud substante FAD si FMN participd in
structura unor oxido-reductaze cu rol important in procesele de respiratie, pe post de
coenzime.

Vitamina Bs (piridoxina) se prezinta sub forma de trei compusi, toti derivati de
piridina, diferentiati dupa functiunea care se gaseste la atomul de carbon C,. Acestia sunt:
piridoxol, piridoxal, piridoxamina.

CH,OH CH,NH,

Hofj/CHZOH j\)j/CHZOH j\)j/CHZOH

Piridoxol Piridoxal Piridoxamina



Functiunea -OH din gruparea hidroximetilica, substituitd la atomul de
carbon Cs 1n piridoxal si piridoxamind, poate fi esterificata cu acid fosforic. Esterii
fosforici sunt coenzimele unor enzime implicate in metabolismul proteinelor. in
organismul animal predomina piridoxalul si piridoxamina, iar in cel vegetal, toate
cele trei forme se gasesc in cantitdti aproximativ egale.

Vitamina B;s (acidul pantotenic) este universal raspanditd in organismele

H,C OH vil, atat libera cat g1 sub forma de compusi.
H0H2c—ql—cl-co NH-CH, CH, coon  In structura ei se gaseste acidul pantoic,
| . o o TR IR

HC H legat prin legatura peptidica de B -alanina.

In plante aceasta vitamind se gaseste mai
mult sub formd combinatid. In cantitate
mare se gaseste in laptisorul de matca 130 - 500 micrograme, grau incoltit, drojdie
de bere, soia, fasole, oud, ficat etc. Rolul biologic al acidului pantotenic se
datoreste faptului ci este componenta structurald a coenzimei A. In celule, aceasta
vitamina este transformatd in HS-CoA care participa la metabolismul intermediar
al lipidelor si protidelor, activand acizii grasi si aminoacizii.

Vitamina PP (nicotinamida) numita si vitamina antipelagroasa, este amida
acidului nicotinic. Actiunea biochimica se datoreste participarii ei in constitutia
unor coenzime cu structurd nucleotidica. Cele mai importante sunt nicotinamid-
adenindinucleotid (NAD") si nicotinamid-adenin dinucleotid fosfat (NADPY).
Aceste coenzime intrd in structura unor enzime numite dehidrogenaze care

catalizeaza reactii de oxido-reducere. Rolul acestor enzime
C"_(I)\]Hz este de a transporta hidrogenul, aceasta facandu-se pe seama
| nucleului nicotinic. Numeroase plante contin in frunze
Ny vitamina PP. Se mai gaseste in embrionul de grau, in drojdie,
vitamina PP tarate, lapte etc. Aceastd vitamind are rolul de a preveni
pelagra, boala ce apare In urma unui consum indelungat de

porumb.

Acidul pantotenic

7

Vitamina C (acidul L-ascorbic) numitd i vitamind antiscorbutica, se
gaseste raspandita in regnul vegetal, aproape universal in plantele superioare si in
multe plante inferioare. Vitamina C este o substanta solida, alba, solubila in apa si
alcool. Carbonii din pozitiile 4 si 5 sunt asimetrici, ceea ce duce la prezenta
izomeriei optice. Izomerul dextrogir este cel care are actiune fiziologica si
apartine seriei sterice L. Transformarea reversibila a acidului ascorbic in acid
dehidroascorbic are loc si in organismele vii. In plante s-a constatat ci predomini
forma redusd (acid ascorbic). Sistemul redox acid ascorbic ~ acid
dehidroascorbic se pare ca intervine §i in procesul de fotosinteza, precum si in alte
procese biologice. In plante, cantitatea cea mai mare de vitamina C o gisim in
regiunile de crestere activa. Sediul de sintezi sunt cloroplastele. In cantitate mare
o gisim 1n macese 2000 - 4500 mg%, nuci verzi 3000 mg%, marar 135 mg%,

,— ,— citrice 55 mg%, mere 5 - 40 mg

%. Acidul ascorbic indeplineste si

0 ¢=0 . L
C-OH 0 LOH ¢=0 0 altve.rolurl ca: actiune antitoxica,
C-OH -2H, C=0 marirea rezistentei organismului
H('; H('; fatd de infectii, favorizeaza
HO—C:—H Ho—¢—H transportul si depozitarea fierului
CH,OH CH,OH
Acid L-ascorbic Acid L-dehidroascorbic
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etc. Carenta In aceastd vitamind provoacd boala numitd scorbut (sdngerarea
gingiilor).

Test de autoevaluare

1. Care din vitaminele de mai jos contin in structura lor un nucleu de piridina?
a) tiamina (B,);

b) piridoxina (Bg);
¢) acidul ascorbic (C);
d) retinolii (A).

2. Tocoferolii intervin in:
a) coagularea sangelui;
b) sunt antioxidanti naturali;
c¢) combaterea scorbutului;
d) procesul vederii.

Raspunsuri corecte

1-b;2-b.

REZUMAT CAPITOL 5

- A (retinoli)
- D (calciferoli)
liposolubile - E (tocoferoli)

- K (antihemoragice)
Vitamine

- B1 (tiamina)
- B, (riboflavina)
hidrosolubil - B, (piridoxina)

< - PP (nicotinamida)

(D

- C (acid ascorbic)




6. ENZIME

6.1. Consideratii generale

Enzimele sunt substante organice care catalizeaza reactiile de sinteza si de
degradare din organisme. In general, enzimele actioneazi asemanitor
catalizatorilor neenzimatici:

- actioneaza In cantitati extrem de mici, dar manifestd o activitate extrem
de intensa;

- nu se consuma si nu se transforma in reactiile catalizate;

- catalizeaza reactii termodinamic posibile, adicd reactii care corespund
unei diminudri a energiei libere;

- nu modifica starea finald de echilibru a reactiilor ci numai viteza cu care
se realizeaza acest echilibru.

Reactiile catalizate de enzime se numesc reactii enzimatice, iar substanta
care este transformati se numeste substrat. In organismele vii sinteza enzimelor
are loc in toate celulele.

6.2. Natura si structura chimicd a enzimelor

Studiul enzimelor obtinute in stare purd a dus la concluzia ca ele sunt
substante de natura proteica. Unele sunt holoproteine, iar majoritatea sunt
heteroproteine.

Substratul (S) reprezintd compusul chimic de care se poate lega o enzima
(E) cu formarea unui complex activat enzima-substrat S + E « ES. Aceasta fixare
se face In zone bine determinate de pe suprafata enzimei, numite "centri activi"
sau "situsuri catalitice" care sunt formate din resturi de aminoacizi din catena
polipeptidica, apropiati in spatiu Tn urma plierii lantului de aminoacizi.

Enzimele heteroproteice (cu structurd binard) sunt formate din doua
componente: una proteicd nedializabila si termolabild numitd apoenzima si alta
neproteic, dializabild si termostabili numiti coenzimi. In procesul biochimic,
apoenzima fixeazd substratul si determind si specificitatea de actiune, adica

directia reactiei, iar coenzima

participd in mod esential la
/
Ir JJ_\LI — ng — enzime prezintd de obicei doi
| ] . l centri activi: unul situat in
N

transformarea enzimatica. Aceste
Y

Enzima Coenzima ECo  Substrat Complex
E Co = ECo-%



fragmentul proteic (situsul catalitic), iar celdlalt in zona din molecula la care se
ataseaza coenzima.

Fig. 6.1. Schema complexului enzima-coenzima-substrat

Coenzimele sunt reprezentate de substante cu structura diferitd, multe din
acestea fiind vitamine sau derivati ai acestora, hormoni, metale etc.

Situsul allosteric, apartinand unei clase speciale de molecule proteice, se
caracterizeaza sub aspect structural prin doud trasaturi generale distincte, in
stransa corelatie s1 anume: zone care sunt esentiale pentru manifestarea activitatii
catalitice (situs catalitic) sau pentru functia de reglare a unor secvente de reactii
(situs allosteric).

O serie de enzime oligomere (formate din mai multe subunitati) denumite
si enzime allosterice care au rolul de reglare enzimatica, contin in molecula lor, pe
langa situsul catalitic si un al doilea situs numit "situs allosteric" (fig. 6.2.).

In aceste mecanisme de reglare intervine cu rol determinant un efector
allosteric (activator sau inhibitor) care se leaga de situsul allosteric.

Situz allosteric Situs cataltic

Efectar

Substrat

Fig. 6.2. Structura unei enzime allosterice

6.3. Specificitatea enzimelor

O caracteristica esentiald a enzimelor este marea lor specificitate, adica ele
actioneaza catalitic asupra unui singur substrat sau a unei grupe de substante cu
caracter chimic comun si catalizeazd numai anumite reactii. Deci specificitatea
este de substrat si de actiune.

Specificitatea de substrat. Existd unele enzime care au specificitate
absoluta. De exemplu ureaza (ureamid-hidrolaza) catalizeazd numai reactia de
scindare a ureei 1n dioxid de carbon si amoniac.

O == C(NHz)z + Hzo — COz + 2 NH3

Altele au insa specificitate relativa, de exemplu pepsina hidrolizeaza toate
tipurile de proteine. Un caz deosebit este specificitatea stereochimica, adicd o
enzima actioneazd numai asupra unuia din izomerii unui substrat, preferandu-1 in
raport cu alt izomer. Se cunoaste faptul cd numai glucidele din seria sterica D sunt
asimilate i aminoacizii din seria sterica L.

Specificitatea de actiune este insusirea unor enzime de a alege, dintre toate
reactiile posibile, numai una pe care o vor cataliza.

Pentru aceasta, energia de activare este atat de mult coborata, incat se
poate stabili echilibrul. De exemplu, un L-aminoacid poate suferi decarboxilarea
numai sub actiunea decarboxilazelor, iar transaminarea numai sub actiunea
transaminazelor. Deci fiecare enzima manifesta o anumita specificitate de actiune;
specificitatea enzimelor se datoreaza In mare masura apoenzimei.

6.4. Factorii care influenteaza viteza reactiilor enzimatice
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Cei mai importanti factori sunt: concentratia substratului, concentratia
enzimei, temperatura, pH-ul mediului, efectorii.

Influenta concentratiei substratului. Acesta este unul din cei mai
importanti factori care influenteaza viteza reactiei enzimatice. Dependenta vitezei
de reactie de concentratia substratului a fost redatd matematic de catre Michaelis
si Menten. Dacd se mentine constantd concentratia enzimei, marindu-se
concentratia substratului, viteza de reactie creste, pand cand la o anumita
concentratie a substratului, toatd cantitatea de enzimd va fi transformatd in
complex ES. Acestei concentratii, numitd concentratie de saturare 1i corespunde
viteza maximd a reactiei (Vma). Din acest moment viteza de reactie rdmane
constantd, oricat de mult s-ar méri concentratia substratului.

Viteza, Variatia vitezei reactiei in functie de
de reactie concentratia substratului se exprima
grafic printr-o hiperbola (fig. 6.3.).

nax

Vmax

Fig. 6.3. Variatia vitezei de reactie in
functie de concentratia substratului

Concentrafia substratuln

Influenta concentratiei enzimei. Intr-un proces enzimatic viteza de reactie
este dependentd de concentratia enzimelor: V = K [E]. In conditiile in care
concentratia substratului este constantd, viteza de reactie (V) initiala este direct
proportionald cu concentratii crescande ale enzimeli, intre anumite limite. Variatia
vitezei de reactie 1n functie de concentratia enzimei se exprimd grafic printr-o
hiperbola (fig. 6.4.)

P Fig. 6.4. Influenta concentratiei enzimei
asupra vitezei de reactie.

|

[¢]

Influenta temperaturii. Enzimele au o mare sensibilitate fata de variatiile
de temperaturd. Experimental s-a constatat ci enzimele incilzite peste 80°C isi
pierd ireversibil proprietatea de catalizator biologic. Temperaturile joase nu numai
ca nu le distrug, dar chiar le conserva. La o astfel de temperaturd se realizeaza
numai o oprire reversibila a activitatii. O dovada in acest sens este rezistenta la
ger a unor seminte incoltite. Fiecare enzima are o temperaturd optima la care
activitatea sa este maximd. Pand se atinge aceastd temperaturd, pentru fiecare
10°C, activitatea enzimei creste de 1,5 - 3 ori. In general, activitatea optimi a
enzimelor se manifestd in domeniul de temperatura de +35° si +40°C.

Influenta pH-ului. Concentratia ionilor de hidrogen influenteaza viteza
reactiilor enzimatice datorita faptului ca modifica sarcina electrica a moleculelor
enzimei, a moleculelor substratului si ale complexului ES. Fiecare enzima are un
pH optim la care activitatea sa este maxima: amilaza (6,2), catalaza (7,2), pepsina
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(1,8), zaharaza (5,7). La majoritatea enzimelor vegetale valoarea pH-ului optim
este in jur de 7.

Influenta efectorilor. Efectorii pot fi activatori si inhibitori. Activatorii
sunt substante care in cantitdti mici maresc viteza reactiilor enzimatice cum sunt:

- unii ioni, in special cationi Ca**, Mg>", Fe*", Zn*", Cu*" etc;

- unele vitamine $i hormoni.

Spre deosebire de activatori, inhibitorii sunt substante care incetinesc sau
chiar impiedica o reactie enzimaticd. Acestia pot fi:

- substante care formeaza combinatii complexe cu metalele din structura
enzimei sau cu metalele care activeaza enzima. Astfel, monoxidul de carbon si
cianurile blocheaza fierul din enzimele heminice;

- diferite substante care au structurd asemanatoare cu substratul sau cu
enzima (antivitaminele, antibioticele);

- unele substante care pot bloca functiunile chimice ale enzimelor, de a

caror prezentd depinde activitatea lor. Astfel: Cu*" si Mg®* blocheaza functiunea

tiol (-SH).

6.5. Nomenclatura si clasificarea enzimelor

Criteriul dupa care s-a stabilit initial denumirea enzimelor a fost addugarea
sufixului "aza" la rddacina numelui substratului asupra caruia actioneaza enzima
sau la radacina cuvantului care arata reactia pe care o catalizeaza.

Astfel, enzima care actioneaza asupra lipidelor -lipaza etc. S-au acceptat si
denumiri uzuale, de exemplu pepsina, tripsind, emulsina etc.

Actuala clasificare si nomenclatura a enzimelor se bazeaza pe principiile si
regulile stabilite de catre Comisia de Enzime a Uniunii Internationale de
Biochimie. Aceastd comisie a prezentat un sistem numerotat codificat, criteriul
esential de clasificare constituindu-1 tipul de reactie chimica catalizatd de enzima.
Conform acestuia, fiecare enzima este codificatd printr-un numar format din 4
cifre despartite prin puncte. Toate enzimele cunoscute s-au incadrat in 6 clase
(grupe). Cele patru cifre prin care se identifica o enzima vor reprezenta in ordine:
clasa, subclasa, subsubclasa si pozitia pe care o detine enzima in subsubclasa.
Astfel, de exemplu, lactat dehidrogenaza apartine la clasa 1; subclasa 1;
subsubclasa 1; pozitia 27, deci se codifica 1.1.1.27.

Clasele de enzime sunt:

1. Oxidoreductaze
2. Transferaze

3. Hidrolaze

4. Liaze

5. Izomeraze

6. Ligaze (sintetaze)

6.6. Prezentarea principalelor clase de enzime

1. Oxidoreductaze. Sunt enzimele care catalizeazd reactiile de
oxidoreducere, reactii de transfer de hidrogen (transhidrogenaze) sau electroni
(transelectronaze), de la donor la acceptor sau combinarea substratului direct cu
oxigenul molecular.

Oxidoreductazele se impart in subclase in functie de natura donorului, in
subsubclase n functie de natura acceptorului. Astfel, enzimele din aceasta clasa
pot fi: dehidrogenaze, electronaze si oxidaze.
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Dehidrogenazele sunt enzimele care catalizeaza transportul hidrogenului
de la un substrat la un acceptor. In functie de natura acceptorului, dehidrogenazele
pot fi anaerobe si aerobe.

Dehidrogenazele anaerobe transporta hidrogenul de la un substrat la un
acceptor oarecare; aceste enzime au drept coenzime NAD" sau NADP".

+ +. +2H + +
NAD' (NADP )—T NADH+ H  (NADPH+H")
Alcoolii, sub influenta alcooldehidrogenazei sunt oxidati la aldehide.

R-CH,~ OH alcooldehi:irogenazg R-CHO + NADH+H'
NAD

Dehidrogenazele aerobe transportd hidrogenul de pe un substrat pe
oxigenul atmosferic. Acestea au drept coenzima FAD-ul.
S-H, + FAD «~ FADH,+S; FADH,+ O, - FAD +H,0;
Aceste enzime participd la o serie de reactii metabolice (ex. acid succinic
- acid fumaric):

(leOH

CH, FAD . HOOC—CH +  FADH
succinatdehidrogenaza 2

ICH2 CH—COOH

COOH

Transelectronazele sunt enzimele oxidoreducatoare care transfera electroni
de la substantele donoare pe un acceptor. In functie de natura acceptorului,
transelectronazele pot fi: anaerobe, caz in care nu este oxigenul acceptor si aerobe
cand acceptorul este oxigenul. Transelectronazele se numesc citocromi. Aceste
enzime sunt metaloproteine cu fier; transportul electronilor se face prin
intermediul cationilor metalici care pot usor sa treaca din forma redusa in forma
oxidata.

cit Fe** o cit Fe*”

Citocromii se afla localizati in mitocondrii, proportia lor in celule este in
functie de capacitatea respiratorie a celulei.

Oxidaze. Sunt enzime care catalizeaza reactiile dintre anumite substraturi
si oxigenul molecular sau a peroxizilor, fiind caracterizate prin transfer de
hidrogen sau electroni de pe un donor pe un acceptor care este oxigenul
molecular.

Oxigenazele sunt oxidoreductaze care catalizeaza reactii de introducere a
oxigenului in cursul scindarii oxidative a unor legaturi, de exemplu:

- lipoxidazele catalizeazd formarea peroxizilor prin aditia oxigenului
molecular la dublele legaturi ale acizilor grasi nesaturati.

Hidroperoxidaze. Sunt oxidoreductaze care au drept substrat peroxidul de
hidrogen (H,O,) care se formeaza in celule in urma proceselor metabolice si este
toxic daca se acumuleaza. Descompunerea lui este facutd de catre peroxidaze si
catalaze (vezi 3.5.1.1.)

2. Transferaze. Acestea sunt enzime care catalizeaza transferul unor
grupdri din molecula unui substrat, donandu-1 moleculei altui substrat, acceptorul
avand reactia generala:

R-A+R'-B o R-B+R'-A
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Grupdrile transferate sunt de natura chimica diferitd ca: grupari cu un
singur atom de carbon (metil, hidroximetil), grupari aldehida, cetona, radicali acil,
glicozil, grupari cu azot, cu fosfor etc.

Aciltransferazele sunt enzime care catalizeaza transferul radicalului acil
(R-CO-), avand drept coenzimd Hs-CoA (coenzima A), denumitd coenzima
acilantd. Gruparea activa la care se leaga radicalul acil §i care intervine in reactia
de transfer este gruparea tiol (-SH). Radicalul acil poate fi transferat pe diferiti
acceptori: oze, amine, aminoacizi.

R - COOH + HS - CoA + ATP - R - CO O SCoA + AMP + PP
R-COUOSCoA+R'-H o R-CO-R+HS-CoA

Glicoziltransferazele sunt enzimele care catalizeaza transferul de resturi

glucidice de la donor la un acceptor (oze sau derivati de oze):
R-glicozil + R'-OH - R'-glicozil + R-OH

Ca transportor specific al radicalului glicozil functioneaza unele nucleotide

difosfati (ADP sau UDP). Astfel, biosinteza glucidelor decurge astfel:
UDP-o0za, + 0zad, - 0za, - 0za, + UDP
diglucid

Fosfotransferaze. In aceasta grupa se gisesc enzimele care catalizeazi
transferul gruparilor fosfat sau pirofosfat de la un donor la un acceptor. Donori ai
acestor grupari sunt nucleotidele polifosforice cum sunt ATP-ul. Drept acceptori
care se pot fosforila sunt ozele, aminoacizii, unele vitamine, coenzime etc.

ATP + glucoza — glucoza - 6-fosfat + ADP
ATP + riboflavina (B,) - FMN + ADP
ATP + NAD" - NADP' + ADP

3. Hidrolaze. Sunt enzimele care catalizeazd reactiile de scindare a
moleculelor unui substrat care se gaseste in solutie apoasa, iar moleculele de apa
se fixeaza la produsele scindate conform reactiei

R-R'+HOH - R-OH+R'-H

Principalele legaturi chimice care pot fi scindate prin hidrolizad enzimatica
sunt: legatura esterica, glicozidica, peptidica.

Esteraze. Ele reprezintd subclasa care incadreaza enzimele ce catalizeaza
hidroliza esterilor.

R;-COOR; + HOH « R; - COOH + R, - OH
acid alcool

Fosfoesterazele catalizeazd scindarea hidroliticd a esterilor acidului
fosforic, cu formare de alcool si acid fosforic.

R-0O-PO3;H,+HOH « R -OH + H3;PO4

Glicozidazele sunt hidrolazele care catalizeazd scindarea hidrolitica a
legaturii glicozidice din ozide.

G-0-G;+HOH - G-OH+ G, - OH
diglucid 0za 0za

Peptidhidrolaze. In aceasti subclasi se incadreazi hidrolazele care
catalizeaza scindarea legaturii peptidice conform reactiei:
(IjH -CO-NH- (IEH + HOH — - (I3H -COOH+HN - (le
R R, R R

1

4. Liaze. Liazele sunt enzimele care catalizeaza scindarea unui substrat la
nivelul legaturilor C - C; C - O; C - S; C - N (cu exceptia legaturii peptidice), prin
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reactii care nu sunt de hidroliza, care determind formarea dublelor legaturi sau

reactii de aditie la dubla legatura.
C - C liazele sunt enzimele care actioneaza asupra legéturilor C - C si au

ca reprezentanti decarboxiliazele si aldehidliazele.
Decarboxiliazele catalizeaza reactiile de decarboxilare avand ca substrat

O -cetoacizi, aminoacizi etc.

R R
_ decarboxil |

ICfO iccarpoxuare H—C:O + C02

COOH aldehida

R

I decarboxilare R

—C - —_— I CO

HN-G ~H CH,~NH, 2

COOH amina

Aldehidliazele catalizeaza scindarea legaturii C - C formand produsi cu
grupari carboxil. Astfel scindarea fructozei-1,6-difosfat este catalizatd de fructoza-
1,6-difosfatliaza (aldolaza) si este scindata in 2 molecule de triozofosfati.

Fructoza 1,6 difosfat Aaldolaza, gliceraldehid-3 fosfat + dihidroxiaceton fosfat

Fumarathidrolaza catalizeaza reactia de aditie a apei la dubla legaturd din
acidul fumaric cu formare de acid malic.

HO- (IZH —COOH

HOOC_ (|le + :[_]:2 0 _— e
CH- COOH CH;~ COOH
acid fumaric acid malic

5. Izomeraze. Sunt enzimele care catalizeazd izomerizarea diferitelor
substraturi: A ~ B.

Dupa tipul de izomerizare, aceste enzime formeazd mai multe subclase:
racemaze, epimeraze cis-trans, transferaze intramoleculare (mutaze).

Racemazele sunt enzimele care actioneazd asupra aminoacizilor si
derivatilor lor catalizand trecerea formelor D in L.

Hj GH;

H(Ij - NHZ HzN_ ?H
COOH COOH
D alanina L alanina

Epimerazele sunt enzimele care actioneaza asupra glucidelor si catalizeaza
reactia de epimerizare.
1 4-epi
UDP-glucoza —%JDP—galactoza

~=

Cis-trans izomerazele sunt enzimele care catalizeaza trecerea formei cis a
unui substrat in forma trans.

H?i COOH malat cis-trans HOOC— ?H

T T T

HC—COOH izomeraza CH-COOH
acid maleic (cis) acid fumaric (trans)
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Transferazele intramoleculare (mutaze) sunt enzimele ce transfera
intramolecular grupari acil, fosforil de la un atom la altul. Exemplu sunt
fosfomutazele care catalizeaza transferul gruparilor fosforice.

glucoza-1-fosfat .—> glucoza-6-fosfat

6. Ligazele (sintetaze). Sunt enzime care catalizeaza reactii de sinteza
endoergice, energia utilizatd provenind prin desfacerea de legaturi macroergice
din molecula de ATP sau a altor compusi cu legatura macroergica.

X + Y + ATP U822, x v 4+ ADP + H;PO,

Ele se impart in mai multe subclase in functie de natura legaturilor pe care
le formeaza. Prezintd importantd legatura peptidica la sinteza proteinelor si
legatura ester la sinteza lipidelor.

Test de autoevaluare

1. Natura chimica a enzimelor este:
a) glucidica;
b) lipidica;
c) proteica;
d) polinucleotidica.

Raspuns corect: 1 —c.
REZUMAT CAPITOL 6

dehidrogenaze
electronaze
oxidaze

- oxidoreductaze

aciltransferaze
- transferaze - glicoziltransferaze
- fosfotransferaze

- esteraze

- hidrolaze - glicozidaze

- peptidhidrolaze
Enzime
- C - C liaze
O liaze
S liaze
N liaze

- liaze -C-
- C -
. C -

racemaze
epimeraze
cis-trans

- izomeraze

izomeraze
mutaze

- ligaze (sintetaze)




Teme de verificare pentru modulul 2

1. Acizi nucleici

1. Care sunt produsii de hidrolizd ai mononucleotidelor? Comentati
structura compusului care determina clasificarea acizilor nucleici in ARN si ADN.

2. Se dau urmatoarele baze azotate simbolizate prin literele: A, T, G, U, C.
Sa se indice:

- denumirea acestor baze azotate;

- structura bazelor purinice;

- care din bazele azotate intra in structura ADN;

- perechile de baze complementare.

3. Comentati rolul si structura nucleotidelor polifosforice.

4. Se dd urmadtoarea secventd de nucleotide dintr-un lant al ADN,
contindnd bazele azotate simbolizate prin literele: G - T - C. Sa se indice structura
chimica a secventei de nucleotide corespunzatoare din lantul pereche de ADN.

5. Un fragment dintr-o catend de ADN bicatenar are urmatoarea secventa
in bazele azotate (nucleotide): A - T - G- C - T - A. Sa se stabileasca structura
chimica a secventei corespunzatoare in baze azotate (nucleotide) a fragmentului
de ARN,, sintetizat.

2. Vitamine si enzime

1. Sa se mentioneze vitaminele si denumirea coenzimelor respective care
participd la transferul enzimatic de hidrogen, cu precizarea gruparilor chimice
implicate in reactia de transfer.

2. Ca vitamind, acidul pantotenic participd in structura unei coenzime
implicata in transferul de radicali acil. Sa se indice denumirea acestei coenzime §i
reactia de transfer a radicalului acil.

3. Sa se precizeze care din vitaminele liposolubile si hidrosolubile
participa la reactiile de oxidoreducere. In acest sens si se faca un tabel:

Denumirea Reactia de
vitaminelor oxidoreducere

4. Se dau urmatoarele coenzime: NAD', NADP", FAD, FMN, HS-CoA,
TPP. Sa se indice denumirile acestor coenzime si s se precizeze care din ele
participa in reactiile de transfer a hidrogenului.

5. Se dau urmatoarele reactii enzimatice:

a)R-CO-R'+HOH«~ R-COOH +R'-OH

b) Fructoza-6-fosfat + ATP — Fructoza 1-6 difosfat + ADP

c¢) UDP-glucoza ~ UDP-galactoza

d) 2citbFe*" o 2citc,Fe’*

e) glucoza-1 fosfat - glucoza-6 fosfat

f) acid succinic + FAD « acid fumaric + FADH,
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Sa se indice din ce clasa de enzime fac parte enzimele care catalizeaza
fiecare din reactiile mentionate.

MODUL III
7. METABOLISM

7.1. Consideratii generale

Metabolismul reprezintd ansamblul transformarilor fizice, chimice,
biochimice, fiziologice si energetice care se petrec datoritd existentei si dezvoltarii
organismelor in interactiunea acestora cu mediul inconjurdtor. Metabolismul este
o caracteristica a organismului viu care este din punct de vedere termodinamic un
"sistem deschis", el realizeaza un schimb permanent de substante si energie cu
mediul inconjurator, aceasta fiind conditia necesara existentei acestuia.

Prin metabolismul intermediar, se intelege totalitatea transformarilor de
substante si energie care au loc in interiorul organismului la nivelul diferitelor
tesuturi sau organe.

Metabolismul cuprinde doud grupe mari de procese care sunt
contradictorii.

1. Transformarile anabolice sau anabolism, in urma cérora, din substante
mai simple ca structurd rezultd substante cu structuri mai complexe. Sunt cai de
biosinteza in organism.

2. Transformari catabolice sau catabolism, in urma carora substantele cu
structuri complexe sunt degradate la substante mai simple.

7.2. Procese generale in anabolism

7.2.1. Compusi cu legaturd macroergica

Procesele de biosintezd necesita absorbtie de energie, sunt procese
endoergice. Organismele 1si procurd energia dupa modul lor de viata si anume:

- organismele cu mod de viatd autotrof, cum sunt plantele capabile de
fotosinteza, isi procurd energia prin fotosinteza, cand inmagazineazd energia
solard sub forma de legaturi chimice In compusi organici §i In compusi cu legaturi
macroergice;

- organismele chimiotrofe (bacteriile) isi sintetizeaza glucidele ca si cele
fotosintetizante din CO, si H,O, insd folosesc energia necesard sintezei din
reactiile de oxidare a substantelor anorganice.
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- organismele cu mod de viata heterotrof (animalele, plantele inferioare si
unele plante superioare fara clorofild) isi procura in cea mai mare parte energia
din procesele catabolice care sunt reactii energetice.

Legaturile macroergice, notate cu o linie ondulatd ([J) sunt bogate in
energie: astfel ele contin peste 7000 cal/mol, fatd de o legaturd chimica obisnuita
care are cca 3000 cal/mol.

Reprezentanti mai importanti ai compusilor macroergici:

- nucleotidele polifosforice (ATP,CTP,UTP,TTP) cel mai important fiind
ATP-ul.

Energia chimica eliberatd in reactiile biochimice de degradare (catabolism)
este conservatd sub formd de ATP (adenozintrifosfat) si utilizatd ulterior, in
reactiile biochimice de sinteza (anabolism).

ATP + H,O « ADP + H;PO4 (DG = -7300cal/mol);

- acilfosfatii, cel mai important fiind acidul 1,3 difosfogliceric. Acesta se
formeaza in cursul degradarii glucozei pe cale anoxibioticd - prin hidroliza
elibereaza 11800 cal/mol.

O:(ITNO—PO3H2 HO—IC:O
H-C-oH + H0 —» H7C-OH & Hpo, (AG=-11.800 cal/mo)
CH,- O—-PO;H, CH,—0—-PO3H,
acid 1,3 difosfogliceric acid 3 fosfogliceric

- enolfosfatii - acidul fosfoenol piruvic este un compus macroergic care se
formeaza de asemenea 1n procesul de degradare al glucozei. Energia rezultata prin
hidroliza este de 14800 cal/mol.

COOH COOH
|
¢O~POHy  + HO == c-0 + HPO; (AG=-14800calmo)
CHZ CH3
acid fosfoenolpiruvic acid piruvic

- tioesterii formati pe baza coenzimei A (HS-CoA) in care gruparea
reactiva este gruparea tiol (-SH), detin un rol important in metabolism.
R -CO O SCoA + HOH - R - COOH + HS-CoA (DG = -7500cal/mol)

7.2.2. Aspecte generale ale formarii legaturilor macroergice in cazul
proceselor de biosintezd

In cazul proceselor anabolice, energia inmagazinati in legaturile
macroergice poate fi folosita chiar in locul unde se gaseste sau trebuie transferata
acolo unde se desfasoara procesul respectiv.

Energia din aceste legaturi poate fi folositd prin doud mecanisme:

1. Formarea unui compus intermediar intre compusul macroergic si substratul
care va participa la reactie. In felul acesta substratul se activeazi, el fiind
acceptorul de energie de la compusul macroergic care este donorul. Odatd cu
energia se transfera din compusul macroergic si unele componente.

Activarea functiunilor hidroxil se face prin transfer de resturi fosforice.
Acest tip de activare il intalnim la oze.

CH,OH CH;~ OPO;H,
e . —O
KOH L ATP fosfokinaza K OH +  ADP
HO OH HO OH
OH OH

glucoza glucoza - 6 - fosfat



Activarea substratului prin transferul unui rest de mononucleotid. Aceasta
este o activare mai puternica si o intdlnim la oze, derivatii lor si aminoacizi.

ATP + R_(IJH_COOH —> R-CH-COO~AMP + P-O~P
[
NH, NH,

2. Activarea prin hidroliza compusilor macroergici: acest tip de activare este
intalnita in multe reactii biochimice. Biosinteza amidelor, a proteidelor au loc cu
scindarea mononucleotidelor polifosforice.

Activarea functiunii carboxil din acizii organici sau aminoacizi sub forma
de acil-CoA necesita scindarea ATP-ului.
R - COOH + HS - CoA + ATP—» R—-CO [0 SCoA+AMP+P-0O P

7.3. Procese generale in catabolism

7.3.1. Consideratii generale

Prin oxidare, in organism au loc transformari de degradare, unii compusi
rezultati intermediar pot fi folositi in reactii de biosintezd sau se pot acumula. Prin
oxidare, se elibereaza si o cantitate mare de energie utilizata ulterior de organism,
pentru necesitatile lui. Aceste reactii de degradare oxidativd in organism se fac
intr-un timp indelungat, fard degajari mari de energie si fard efecte termice
vizibile.

Moleculele organice complexe sunt scindate mai intdi In fragmente care
contin doi atomi de carbon, cunoscute sub numele de "acetat activ".

Degradarea ulterioara a acestora se realizeaza printr-o serie de reactii
consecutive, eliberandu-se de fiecare data o molecula de CO, sau 2 atomi de
hidrogen. Carbonul nu se combind direct cu oxigenul, acesta provine din apa.
Produsul final, dioxidul de carbon, ia nastere fara modificari energetice
importante, In urma unor reactii de decarboxilare a acizilor organici.

Hidrogenul din substrat nu se combina direct cu oxigenul, el trece la acesta
prin intermediul transportorilor de hidrogen, produsul final fiind apa.

Formarea apei este fenomenul principal de formare a energiei din care o
mare parte este depozitata in legaturile chimice din ATP.

Oxidarea biologicd are loc in toate celulele, ea se petrece la nivelul
mitocondriilor, care contin totalitatea transportorilor din lantul respirator. Aceasta
oxidare se referd deci la oxidarea hidrogenului si carbonului, constituenti ai
substantelor hidrocarbonate.

Aceasta se poate realiza uneori si fird interventia oxigenului atmosferic. In
acest caz, fenomenul de degradare se numeste fermentatie. In ambele cazuri se
elimina tot CO,. Cele doud moduri de viata ale celulei vii, respiratia si fermentatia
nu diferd decat prin originea oxigenului, in fermentatie el fiind luat din moleculele
organice supuse degradarii.

7.3.2. Oxidarea hidrogenului sau lantul respirator

Este un proces complex, hidrogenul substratului ajunge indirect sa se
combine cu oxigenul prin intermediul transportorilor de hidrogen care sunt:
NAD", FAD, coenzima Q, citocromii b, ¢, ¢, a si a;. Coenzimele care participa in
procesul de oxidoreducere pot fi in forma redusad sau oxidata. Unele pot sa preia
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atomii de hidrogen de la substrat, altele preiau numai electronii. Succesiunea lor
in lantul respirator este determinatd de potentialul redox al gruparilor prostetice.
Coenzima initiala depinde de potentialul redox al substratului, iar cea finalda
trebuie sd fie capabild si transfere electronii oxigenului si sa-1 transforme in O*:
acesta este citocromul a; care este usor autooxidabil.

Schematizat, un lant respirator poate fi prezentat astfel:

N + + + :
RH, —2H % NADH 1 —2H > FADH, —2H>CoQn, —ZHs 2¢itFe™”  2cita; FE

. o

R NAD' TFAD TCOQ 2e-  2citFedtY 2citay FET

1202 —2€ 5 2 07 +2H" — H,0

Lungimea lantului respirator, dat de numarul §i natura coenzimelor
participante la transportul hidrogenului si electronilor este dat de potentialul redox
al substratului.

Oxidarea fosforilanta este procesul prin care energia eliberata odatd cu
transportul hidrogenului este utilizatd pentru fosforilarea ADP la ATP. Legatura
macroergicd se poate forma numai in unele etape ale lantului de oxidare si anume
in acele etape in care energia eliberata este mai mare decat energia de formare a
legaturii macroergice. In schema lantului respirator se formeaza 3 moli de ATP in
etapele: NADH,/FAD; CoQHy/cit ¢,Fe*" si cit a;Fe*/oxigen.

Ca o regula generala, la toate lanturile de oxidare, cand incep cu
coenzimele NAD" sau NADP se vor forma 3 legaturi macroergice, iar cele care
incep cu FAD vor forma doar doua legaturi macroergice.

7.3.3. Oxidarea carbonului (ciclul Krebs)

Carbonul este cel de-al doilea element din catenele hidrocarbonate care
sufera oxidare la nivelul celulei.

Din substantele complexe (glucide, lipide, proteine) pe caile catabolice
specifice, catenele hidrocarbonate sunt scindate in fragmente de cate doi atomi de
carbon formand un radical acetil care este activat cu HSCoA (CH; - CO U SCoA).
Acidul acetic activat este substanta de plecare in catabolismul final, indiferent de
provenienta sa. Aceastd oxidare mai este cunoscutd si sub numele de ciclul lui
Krebs sau ciclul acizilor tricarboxilici (ATC). In acest ciclu atomul de carbon este
imbogdtit in oxigen pana ce se formeaza carboxilul (-COOH), care apoi prin
decarboxilare elimind CO,. Acest ciclu reprezintd cea mai mare parte a respiratiei
celulare. Principala caracteristicd a ciclului ATC este aceea ca necesita un compus
esential, care intrd in ciclu si se regdseste la sfarsit, initiind un nou ciclu.

Acest compus este acidul oxalil-acetic. El fixeazd o molecula de acid
acetic activat si dd nastere la un acid cu sase atomi de carbon, care printr-o
succesiune de reactii de oxidare pierde doi atomi de carbon sub forma de CO; si
regenereaza o moleculd de acid oxalilacetic.

Etapele ciclului Krebs care sunt prezentate au atat importantd metabolica
cat si energetica.

Prima reactie este cea de condensare intre acidul acetic activat §i acidul
oxalil acetic cu formare de acid citric.

] ot
s — Citratsintetazg P — —
HOOC—H,C—C-COOH + CHj CO~SCoA + H,0=2LASMENA 1ooc-CH; C-CHy COOH + H~SCoA
COOH
acid oxalilacetic acetil-CoA acid citric
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Izomeria acidului citric. Acidul citric pierde o moleculd de apa si trece in
acid cis-aconitic care sub actiunea unei enzime numitd aconitazd fixeaza o
molecula de apa si trece 1n acid izocitric.

COOH COOH COOH
CH, CH, +H,Q CH,
HO-?-COOH ~H0 g—COOH aconitaza H—g—COOH
CH, CH HO~CH
COOH COOH COOH

acid citric acid cis-aconitic acid izocitric

Oxidarea acidului izocitric are loc 1n prezenta izocitrat dehidrogenazei cu
NAD" din mitocondrii cu transformarea grupei OH secundare in grupare cetonica
cu formarea acidului oxalil succinic, care este decarboxilat la acidul a
cetoglutaric.

(ITOOH ?OOH QOOH

?H— OH (IIZ (0] ?= (0]
HC—-COOH HC-COOH <. CH

i | CO, pi.

Gz NAD" NADH+H' G2 e

COOH COOH COOH
acid izocitric acid oxalil succinic acidx-cetoglutari

Decarboxilarea oxidativa a acidului a cetoglutaric este realizatd de un
sistem enzimatic complex cu formare de succinil-CoA

(IZO—COOH NAD  + HSCoA QON SCoA + NADH+H' + CO,
CH,-CH,- COOH CH,—-CH,- COOH
acid 1x-cetoglutaric succinil-CoA

Formarea acidului succinic. Succinil-CoA contine o legaturd macroergica
care este 1n general utilizata pentru formarea de ATP din ADP si fosfat anorganic.

GO™SCOA . app + mpo, — T2 COOM L aTp 4+ HscoA
CH,- CH,- COOH CH,” COOH
succinil-CoA acid succinic

Oxidarea acidului succinic are loc in prezenta succinat dehidrogenazei
care are drept coenzima FAD-ul cu formare de acid fumaric.

- H -CH
(IJHZ COOH © FAD 00C I(IZ +  FADH,
CH,” COOH HC-COOH
acid succinic acid fumaric

Hidratarea acidului fumaric are loc la dubla legdturd in prezenta
fumarazei cu formarea acidului malic.

HOOC-CH HOOC-CH,
I + H,0O —> I
HC—COOH HO~-CH—-COOH
acid fumaric acid malic
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Oxidarea acidului malic are loc in prezenta malat-dehidrogenazei cu
NAD", la acid oxalilacetic.

~TT— . o

HO ICH COOH +NAD (0] IC COOH
CH,—COOH CH,~ COOH
acid malic acid oxalilacetic

+ NADH+H'

Bilantul energetic al ciclului ATC. Acest ciclu constituie o sursa
principald de energie pentru organism. Organismul utilizeaza aceasta energie in
parte pentru mentinerea temperaturii corpului si In alta parte ca energie chimica cu
formare de ATP castigata prin fosforilare oxidativa.

Un mol de NADH+H" este echivalent cu 3 moli de ATP, iar un mol de
FADH, este echivalent cu 2 moli de ATP (corespunde la o cantitate totala de 12
moli ATP).

7.4. Metabolismul intermediar al glucidelor

7.4.1. Anabolismul intermediar al ozelor - Fotosinteza

Prin fotosintezd se intelege procesul de formare al substantelor organice
din substante anorganice, in plantele verzi, cu ajutorul energiei luminoase. Este un
proces biochimic de importantd principald pentru biosinteza catenelor
hidrocarbonate si acumularii de energie. Substantele care apar in urma acestui
proces sunt glucidele; cu toate ca acest proces este complex, el poate fi redat
astfel:

6CO, + 6H,O —h¥—> CsH .06 + 60,

Din punct de vedere chimic fotosinteza este un proces de oxido-reducere,
astfel apa este oxidata iar CO, este redus. Fotosinteza poate fi considerata ca suma
a trei grupe de reactii care se petrec in cloroplaste §i in zona citoplasmei care le
inconjoard. Acestia contin pigmentii care absorb energia luminoasa (clorofila a, b,
pigmentii carotenoizi, xantofile).

1. Fotoliza apei este procesul care foloseste energia luminoasa pentru
descompunerea apei in oxigen si hidrogen. Procesul se produce cu un consum
mare de energie - 56 kcal/mol. Este consideratd reactia primard a fotosintezei si
demonstreaza cd oxigenul eliberat in atmosfera provine din apa.

2. Fotofosforilarea. Problema principald care se cere a fi cunoscuta in
fotosinteza este mecanismul prin care energia luminoasa se transforma in energie
chimica.

Arnon si colaboratorii (1954) au constatat cd 1n timpul fotosintezei se
formeaza in cloroplaste o cantitate mare de ATP si NADPH + H". Deci o parte din
energia luminoasa se inmagazineaza sub forma de energie chimica in compusii cu
legdtura macroergicd conform reactiilor:

HADP+HH3PO4 - n ATP
Hidrogenul rezultat la fotoliza apei se combina cu NADP*
NADP" +2H - NADPH + H"

deoarece formarea lui este cuplata cu fotoliza apei, ecuatia totala este:
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2NADP" +2H,O hy PP ;R 2NADPH + H + O,
clorofffa

PPNR este enzima care catalizeaza reactia (piridin-nucleotid reductaza
fotosintetica). NADPH + H" format va fi folosit in etapa a treia-reducerea COs.

Succesiunea reactiilor in faza luminoasa a fotosintezei:

- fotoactivarea pigmentilor din cloroplaste;

- fotoliza apei in care rezultd energia ce este utilizata la formarea
coenzimelor de bazd a acestui proces prin fotofosforilarea fotosintetica a ADP-
ului si reducerea transhidrogenazei anaerobe NADP".

3. Fixarea dioxidului de carbon (reducerea CO). Acest proces nu mai
necesitd interventia luminii, el poate avea loc si la Intuneric. Acceptorul de CO,
este ribuloza care mai intai este fosforilata si transformata in celula in ribuloza 1,5
difosfat sub actiunea unei transfosfataze.

(IZHZOH ICHZ— OPO3H, (|:H2_ OPO3H,
Cc=0 C=0 C—OH
H é—OH +2 ATP Hé— OH tautomerizarg 'é_ OH
ne-on  oAPP H:C—OH HC—OH

ICH20H CH,—OPO3H, CH,~ OPO3H,

D (+) ribuloza Ribuloza 1,5 difosfat Forma enolica

Forma enolica izomerizeaza din nou in forma ceto. Pe acest compus, sub
actiunea enzimei carboxilaza care se afla in cloroplaste §i este caracteristica
asimilatiei clorofiliene, se fixeazd dioxidul de carbon formand un compus
intermediar instabil care prin hidroliza se transforma in doud molecule de acid-3-
fosfogliceric (APG).

ICHZ— OPOsH, (Isz— OPO3H,
HIC—OH o HOO?:(';_—_QH o ICOOH
C=0 oy c=0 225 HC—OH
H? —OH HIC—OH CH,~ OPOsH,
CH,~ OPO3H, CH,— OPO3H,
ester 3-cetopentitol produs intermediar acid 3-fosfogliceri

1,5 difosfat

Transformarea acidului-3-fosfogliceric in aldehida 3-fosfoglicerica este un
proces de reducere de importantd vitald, proces specific plantelor verzi, de care
depinde intreg metabolismul substantelor atat in regnul vegetal cét si pentru cel
animal. Reducerea acidului la aldehida necesitd o cantitate mare de energie. care
este acumulata in coenzimele formate in faza luminoasa a fotosintezei.

H
COOH +Né£¥}1){+ H HIC/E)OPO3H2 HC=0
HC—OH RS HC-OH  —>  HC-OH +  H3PO4
CH,~OPOsH,  _ App CHy~ OPOsH, CH,~ OPO3H,
acid 3-fosfogliceric aldehida 3-fosfoglicerica
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De la aldehida 3 fosfoglicericd porneste intregul proces de biosintezd a

glucidelor.

7.4.2. Formarea hexozelor
Reactiile de formare ale hexozelor plecand de la trioze au fost studiate de
Calvin cu ajutorul atomilor marcati "“C. Aceste reactii se desfasoara in sens invers

glicolizei.
1. HC=0 1Z0meraza CHy—0OH
| F— |
HC ~OH =0
CHy— QOPOsHz CHy— OPOsHz
aldehida 3-fosfoglicerica ditadroziacetonfosfat

2. Aldehida 3-fosfoglicerica se condenseaza cu dihidroxiacetonfosfatul si
formeaza fructozo-1,6-difosfat; aceasta reactie este catalizata de o aldolaza.

(l:Hz—DPD3H2
(Ij =0
HC=0 TH-OH dolaza |  HO —CH
Hllﬁ—DH + (|3 =0 — H(lj_DH
CHz— OPOsHz CHz— OPOsHz HC—-0OH
leHz_ OPOsHa

fructozo-1,6-difosfat

3. Fructozo-1,6 difosfat in reactie cu apa scindeazd o moleculd de acid

fosforic, raimanand fructozo-6-fosfat.

?H2—0P03H2 (IZ:HQ—OH
|
HO — C|:H . o fosfoludrolaza o CI:H R
H(;—OH HCII—DH
H(F—OH HCI:—OH
CH;— COPOsHz CHo— COPOsHz

fructoza-1,6-difosfat

fructozo- A- fosfat

4. Fructozo-6-fosfatul va suferi o izomerizare, trecand in glucozo-6-fosfat;

acest compus, in urma unei izomerizari intramoleculare, prin transferul restului de
acid fosforic de la Cs la C,, va trece 1n glucozo-1-fosfat. Transferul este catalizat
de o enzimd numitd transferaza. Glucozo-1-fosfatul este produsul de plecare in
biosinteza diglucidelor si a poliglucidelor.

Glucozo-6-fosfatul reprezintd componenta intermediard in catabolizarea
monoglucidelor pe diferite cai: glicoliza, calea aeroba, calea pentozofosfatilor,

calea acizilor uronici.

/DH /O FOsHa

CI:Hg—DH H_(I:_ H—(lj—
C=0 H(I:—DH Hle—DH
| .

_ 1Z0iTeraza _ 0 HO — CH ]

HO CI:H ., HO-CH :

HC—-0OH HC—-0OH : HCl:—OH
| |

HI?—OH H(lj— Hle—
CHz— OPOsHz CHy— OPOsHa CHz—0OH

fructozo- 6- fosfat

glucozo-6-fosfat

glucozo-1-fosfat



7.4.3. Transformarea reciprocd a ozelor (interconversia)

Organismele au posibilitatea de a transforma un glucid in altul. Astfel,
hexozele pot trece din una in alta. Aceasta interconversie se poate realiza prin mai
multe mecanisme.

. Epimerizarea §i izomerizarea

Aceastd cale se intdlneste la ozele care isi pastreazd acelasi numar de
atomi de carbon in decursul transformarii.

Epimerizarea biochimicd se realizeaza in organism prin inversarea
configuratiei sterice la un atom de carbon.

(I:H2_OH (I:HQ—OH

T
HC-OH AR, HO - CH
H(F—CIH Hﬂlf—OH

CHy;— OPOsHy CH;— OPOsHa
ribulozo-5-fosfat sthulozo-5-fosfat

Izomerizarea biochimica realizeaza trecerea reversibila aldoza « cetoza.

HC=0 1Z0meraza CHs—0OH
| %; | :
Hl?—DI—I llj =0
CHy— QOPOsHz CHy— OPOsHz
aldehida 3-fosfoglicerica ditadroziacetonfosfat

Il. Transformarea printr-un mecanism de transfer a unor fragmente de doi
sau trei atomi de carbon de la o oza la alta

In felul acesta de la hexoze se ajunge la trioze, tetroze, pentoze, heptoze.
Ca donori de fragmente de doi sau trei atomi de carbon functioneaza cetozele, iar
aldozele sunt acceptori.

(IZ:HQ—OH
=0 CHO CHy-OH
HO —-CH CHO HC—-OH C=0
H(IZZ—OH | transcetolazi 1 ]
i + HClﬁ—CIH ﬁ HC—-0OH + HO -CH
HE-OH CHy— OPOsHy HC—OH HC~OH
HE—-CH CHy— OPOskH: CHy~ OPOsH;
CH;— OPOsHz
sedoheptulozo-7-fosfat  aldeluda 3-fosfoghcerics tthozo-5-fosfat zililoza-5-fosfat

III. Scindarea oxidativa a unui atom de carbon sub forma de dioxid de
carbon

In urma scindarii se ajunge la o 0zi cu un atom de carbon mai putin; in
acest fel se transforma hexozele 1n pentoze.
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CH,OPOsH; CH,OPO3H;

H O H + H 0
NADF
OH H 0H € + oH H o
HO MADPH + H HO
H  OH H  OH
glucozo-6-fosfat lactona aciduln 6-fosfoglucomc

Aceasta suferd un proces de hidroliza si trece in acidul 6-fosfogluconic.

COOH
|
CH,OFOsH; HC-OH
H 1 0 HO —CH
o\oH H =0 + HO0 ——m HC—0OH
|
H OH HEIZ—OH
CHo— OPOsHz

acidul é-fosfoglueonic

Acest acid suferd concomitent o reactie de decarboxilare si una de
dehidrogenare, rezultand ribulozo-5-fosfat.

COOH
Hc::—OH CHz - OH
HO - CH +NADF" ©=0
HCli—OH — NADPH + HY H[]?—OH
HC—0H —Co, HE-OH
(l::Hg_ COPO5Hz CHz~ OPO3Hz
acidul f-fozfoglucomc ribulozo-5-fosfat

Regenerarea ribulozo-5-fosfatului care participd din nou in fixarea
dioxidului de carbon ne arata ca fotosinteza este un proces ciclic.

57



MODUL IV —- LUCRARI DE LABORATOR
1. Acizii organici din plante. Forme de aciditate

Produsele vegetale contin o serie de acizi organici ficsi sau volatili; alaturi
de acestia se mai intalnesc saruri cu caracter acid, ca de exemplu fosfatii primari,
unii aminoacizi liberi, mici cantitati de acizi minerali.

Intr-un extract, dupa conditiile de lucru, se pot determina 3 forme de
aciditate: aciditate actuala sau reald, aciditate potentiala si aciditate totala.

Aciditatea actuala sau reald se datoreaza ionilor de hidroniu liberi pe care
i1 contine solutia la un moment dat si se determina prin masurarea pH-ului.

Aciditatea potentiald a solutiei este datd de ionii de hidrogen din
moleculele de acid nedisociate si care pot fi pusi in libertate prin deplasarea
echilibrului in sensul disocierii (ionizarii).

Aciditatea totald a solutiei reprezintd suma ionilor de hidrogen liberi si a
ionilor de hidrogen legati, care pot fi ionizati numai in masura in care cei liberi se
consumd. Aciditatea totald se determind prin titrare alcalimetrica, cuprinzand
practic toti componentii cu reactie acida care se neutralizeaza cu bazele.

In cazul produselor vegetale, intereseazi numai aciditatea totald, deoarece
cunoasterea ei ne da indicatii asupra gradului de maturare si a calitatii lor pentru
consum (cazul legumelor si fructelor).

Determinarea aciditatii titrabile la fructe si legume proaspete

Principiul metodei

Determinarea aciditatii totale se bazeaza pe reactia de neutralizare cu
solutii alcaline pana la punctul de echivalenta. Fiind vorba de o aciditate datorata
in primul rand acizilor organici care sunt acizi slabi, se vor folosi ca indicatori
fenolftaleina sau albastrul de timol.

Pentru solutii sau extracte puternic colorate, si mai ales pentru cele tulburi,
sunt recomandate metodele electrometrice.

Reactivi
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1. solutie de hidroxid de sodiu, 0,1n;
2. fenolftaleina, solutie alcoolica 1%.

Modul de lucru

Intr-un mojar se mojareaza cat mai repede 20 g produs vegetal, se trece
totul cantitativ intr-un pahar de 200 ml, se adauga 50 ml apa distilata si se fierbe
timp de o ord, adaugandu-se periodic apa pierdutd prin evaporare.

Se transvazeaza totul intr-un balon cotat de 100 ml, se aduce la semn si se
filtreaza intr-un balon uscat, printr-o hartie de filtru uscata.

Din filtrat se iau cu pipeta 25 ml, se dilueaza pana la un volum de 50 ml cu
apa distilatd proaspat fiartd si racitd, se adaugd cateva picaturi de fenolftaleina si
se titreaza cu hidroxid de sodiu 0,1n pana la aparitia coloratiei net roz.

Calculul rezultatelor

Exprimarea rezultatelor se face prin numarul de mililitri de hidroxid de
sodiu 0,1n care au neutralizat acizii din 100 g material vegetal.

In cazul exprimirii rezultatelor in grame acid predominant, volumul de
solutie 0,1n folosit la titrare se multiplicd cu urmatorii factori de echivalenta:

- 0,0064 pentru exprimarea in acid citric;

- 0,0067 pentru exprimarea in acid malic;

- 0,0060 pentru exprimarea in acid acetic;

- 0,0075 pentru exprimarea in acid tartric;

- 0,0045 pentru exprimarea in acid oxalic;

- 0,0090 pentru exprimarea in acid lactic.

Pentru exprimarea procentuald a aciditatii se utilizeaza urmatoarea
formula:

A=" id[Nile 100
alM

in care:

A - aciditatea in procente;

n - numarul de mililitri de solutie de hidroxid de sodiu 0,In consumati la
titrare;

f - factorul solutiei de hidroxid de sodiu 0,1n;

t - cantitatea de acid (g) echivalentd unui mililitru de solutie de hidroxid de
sodiu 0,1n;

d - volumul total al extractului (volumul balonului cotat);

a - masa probei analizate (g);

v - volumul extractului luat pentru titrare (ml).

2. Oze (monoglucide, monozaharide, monoze)

Ozele sunt hidroxialdehide sau hidroxicetone. Ele pot fi considerate ca
rezultdnd din poliolii alifatici prin oxidarea grupelor functionale hidroxil. Dintre
ozele naturale, cele mai importante se considera a fi pentozele si hexozele.

Reactia Tollens

Principiul reactiei

In prezenta ozelor reducdtoare (aldoze), azotatul de argint, in mediu
alcalin, la cald, este redus la argint metalic care se depune pe peretii eprubetei sub

forma unei oglinzi. Reactiile care au loc sunt:
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2(Ag "+NO) +2(MH ;7 +OH7) — Ag,0 +H,O+20H ; +NO )
42,0 +4AMNH 7 +CH 7)) —2(AMNH ) ]+CH ™) +3H,0

40 040
“~H “~OH
(CHOH), + 2 ([Ag(NH5),]* + OH)——= (CHOH), + 2 Ag +4 NH; + H,0
H,OH H,OH
Reactivi

glucoza, solutie 2%

azotat de argint, solutie apoasa 2%

amoniac, solutie diluata 2%

hidroxid de sodiu, solutie concentrata (40 - 50%).

il e

Modul de lucru

Intr-o eprubeti se introduc 1-2 ml solutie azotat de argint 2%, se adauga
apoi amoniac, picaturd cu picatura, pana se dizolva precipitatul format initial, se
mai adauga o picaturd de hidroxid de sodiu concentrat si apoi 2 ml solutie de
glucoza. Se omogenizeaza continutul si apoi se incalzeste usor la flacdra. Se
observa depunerea argintului pe peretii eprubetei.

Reactia Fehling

Principiul reactiei

In mediu alcalin, ozele reduc hidroxidul cupric, cu formare de oxid cupros
(Cuz0) care se depune sub forma unui precipitat rogsu-caramiziu.

Mecanismul reactiei este urmatorul: sulfatul de cupru din solutia Fehling I
(solutie de CuSO,) reactioneaza cu hidroxidul de sodiu din solutia Fehling II
(amestec de solutii de sare Seignette - tartrat dublu de sodiu si potasiu - si
hidroxid de sodiu)

(Cu** +S0,”) +2(Na" + OH) = (2Na"~ + SO,*) + Cu(OH),

Hidroxidul cupric, de culoare albastra, in prezenta glucozei sau a altor oze
care au gruparea glicozidica libera, la cald, este redus la hidroxid cupros, de
culoare galbena.

2Cu(OH) + OHC—(CHOH)n—CH,0H = 2 CuOH +,® + HOOC—(CHOH)n—CH,OH
oza acid aldonic
Prin incélzire, hidroxidul cupros se deshidrateaza, transformandu-se in

oxid cupros.
2CUOH = CUZO + HzO

Reactivi
1. glucoza, solutie 2%
2. solutie Fehling I (40 g CuSO;, dizolvate in 1000 ml apa distilata)
3. solutie Fehling II (150 g NaOH + 200 g sare Seignette dizolvate in 1000 ml
apa distilatd)

Modul de lucru
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Intr-o eprubeta se introduc cu pipeta 1-2 ml din solutia de analizat
(glucoza 2%) si apoi se adaugd 1 ml licoare Fehling (amestec proaspat preparat
din solutiile Fehling I si Fehling II in proportie de 1 : 1). Continutul eprubetelor se
incalzeste pana la fierbere. Se observa depunerea unui precipitat rosu-caramiziu.

Sarea Seignette are rolul de a mentine ionii cuprici in solutie, sub forma de
complex tartro-cupric.

Reactia cu albastru de metil

Principiul reactiei

Ozele reducatoare sunt oxidate cu formarea acidului aldonic respectiv, iar
solutia de albastru de metil este redusd cu formarea leucoderivatului (derivat
incolor).

Reactivi
1. glucoza, solutie 1%

2. carbonat de sodiu, solutie 2%
3. albastru de metil, solutie 1%.

o CH
((I;HOH)4 + Ni / 3+ H20

CH,OH CH3

glucoza C 3 albastru de metil
COOH
\
+
((\:HOH CH \N N/ 3
CH,OH ~ CH,
acid gluconic CH3
leucoderivatul albastrului de metil
Modul de lucru

La 2 ml solutie de glucozd 1% se adaugad 3 picaturi solutie carbonat de
sodiu 2% si 5 picaturi solutie albastru de metil 1%. Amestecul astfel obtinut se
incalzeste pe o baie de apa. Se observa decolorarea treptatd a continutului
eprubetei.

Forma redusd, incolord, a colorantului, in contact cu oxigenul din aer,
cedeazd acestuia 2 atomi de hidrogen cu formare de apad si reaparitia formei
colorate.

Reactia cu acidul picric
Principiul reactiei

Ozele reducdtoare reduc acidul picric in mediu alcalin, la cald,
transformandu-1 in acid picramic.

OH OH
H—C=0 COOH
N NO, | +Hy 02N - — NH, |
+ (<|3HOH)4 + ((I:HOH)4
CH,0H CH,0H
N02 aldohexoza N02 acid aldonic

acid picric acid picramic



Reactivi
1. glucoza, solutie 1% sau alt glucid reducator
2. acid picric, solutie 0,5%
3. hidroxid de sodiu, solutie 10%.

Modul de lucru

Intr-o eprubeta se introduc 1-2 ml solutie de analizat, se adauga 2 ml
solutie de acid picric 0,5% si 1 ml solutie de hidroxid de sodiu 10%. Prin fierbere,
culoarea galbena a acidului picric trece in rosu.

Reactia Selivanov

Principiul reactiei

Cetozele (fructoza), prin incdlzire in prezenta acidului clorhidric si a
rezorcinei, coloreazd solutia in rosu-visiniu sau rosu. Reactia Selivanov este
specifica pentru cetoze, permitand identificarea acestora din amestecurile cu
aldoze, deoarece acestea din urma dau produsul colorat mult mai lent (aproape de
20 de ori).

OH
HOCH H,OH HOCH2 CHO Q
< <O\ <C ? temperatura e O\C/ H OH
Moo Mo 0 T on 2Hp
HOHC—CHOH 2 HC—CH H
fructoza (forma furanozica) hidroximetil-furfurol
OH
rezorcina
OH OH
HOC\H2 o
HOC H e
B o od o tHhS ¢’ c—c. o
c. ¢c “HO N/
W/ 2 HC—CH N
HC—CH \
S
OH

produs colorat rosu-visiniu

Reactivi
1. fructoza, solutie 1%
2. reactiv Selivanov: in 100 ml solutie de acid clorhidric 20% se dizolva 0,05 g

de rezorcina
3. acid clorhidric, solutie 20%: 45ml acid clorhidric, d = 1,19 se dilueaza pana la

volumul de 100 ml.
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Modul de lucru

Intr-o eprubeti se pipeteazi 1 - 2 ml solutie Selivanov la care se adaugi 2 -
3 picaturi de solutie de fructoza. Eprubeta se incdlzeste pe o baie de apa pana la
fierbere, cand apare complexul colorat.

Reactia Molisch-Udranski
Principiul reactiei

Glucidele dau cu alfa-naftolul, in prezenta acidului sulfuric concentrat,
compusi colorati in violet. Reactia este urmatoarea:

HOHC——CHOH

HC—CH
H,SO, conc.
CH CH -
~ \ / SCHo -3 |—Eo HOCHZ— C C—CHO
HOCH, o1 OH o
aldoza hidroximetilfurfurol
OH
H/C—C\H
/oA * HOC
—C C—CHO - Hz
HOCH2 ~
O Seh U@
OH
alfa-naftol compus colorat rosu visiniu

Reactivi
1. solutie de glucid 1 - 2% (glucoza)
2. solutie alcoolicd proaspat preparatd de alfa-naftol 1%
3. solutie de acid sulfuric concentrat, d = 1,84.

Modul de lucru

Se introduce iIntr-o eprubeta aproximativ 1 ml din solutia de analizat, se
adaugad 3 - 4 picaturi din solutia de alfa-naftol §i se agitd continutul. Se prelinge cu
atentie pe peretii eprubetei inclinate, 1 ml de acid sulfuric concentrat, fard a se
agita ulterior eprubeta. La suprafata de separare a celor doud lichide apare un inel
colorat in visiniu.

3. Oligozide

Dintre oligozide, diholozidele au importanta biologica cea mai mare.
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Caracterul reducator si nereducitor al diholozidelor

Principiul reactiilor

Diholozidele in care ozele se leagda monocarbonilic (maltoza, lactoza,
celobioza etc.) au proprietati reducatoare. Diholozidele in care ozele se leaga
dicarbonilic nu au proprietati reducatoare.

Reactia Fehling

Reactivi
maltoza, solutie 1%
lactoza, solutie 1%
zaharoza, solutie 1%
solutie Fehling I
solutie Fehling II.

M S

Modul de lucru

In trei eprubete se pipeteaza cate 4 ml licoare Fehling formata din volume
egale de solutie Fehling I si II. Se fierbe continutul eprubetelor pe o baie de apa.
Se adauga apoi in prima eprubeta 2 ml solutie de zaharoza, in a doua, 2 ml solutie
lactozd, in a treia, 2 ml solutie maltoza, continuandu-se fierberea. In eprubeta cu
solutie de zaharoza nu apare precipitatul rosu-caramiziu, asa cum apare in
celelalte doua eprubete, cu lactoza si maltoza.

Hidroliza zaharozei (invertirea zaharozei)

Principiul reactiei

Prin fierbere cu acid clorhidric diluat, zaharoza hidrolizeaza in
componentii sdi (glucoza si fructoza). Totodatd se produce si o inversiune in
activitatea opticd a zaharozei. Inainte de fierbere cu acid clorhidric diluat,
zaharoza este dextrogira. Dupa fierbere cu acid clorhidric diluat, amestecul este
levogir, datorita fructozei. In urma acestui fapt, hidroliza zaharozei poartd numele
de invertire, iar amestecul, zahar invertit, prezentand proprietati reducatoare:

CHZOH CHZOH

H Hoc:H2 O H HOCH, O
H
NG BH
CHZOH CH20H

Reactivi

1. zaharoza, solutie 2%

2. acid clorhidric diluat 1 : 1
3. carbonat de sodiu, cristale
4. solutie Fehling |

5. solutie Fehling 11

6.

hartie de turnesol.

Modul de lucru
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Intr-o eprubetd se pipeteaza 2 ml solutie de zaharoza, peste care se adauga
2-3 picaturi de acid clorhidric diluat si se fierbe. Peste solutia fierbinte se adauga
cristale de carbonat de sodiu, pana la neutralizare (in prezenta hartiei de turnesol)
si apot licoarea Fehling, dupa care se continud fierberea. Se va obtine un precipitat
rosu-caramiziu de oxid cupros, datoritd functiei aldehidice a glucozei.

Poliozide

Sunt substante macromoleculare, greu solubile sau insolubile in apa, nu
prezinta caracter reducdtor si nici proprietatile specifice ozelor.

Pentru poliozide este caracteristica reactia de hidroliza, acestea prezentand
si unele reactii specifice.

Reactiile amidonului
Reactia amidonului cu iodul

Principiul reactiei

Amidonul formeazd la rece cu o solutie de iod in iodurd de potasiu, o
coloratie albastra ce permite identificarea sa.

Aparitia acestei culori se datoreazd adsorbtiei iodului la suprafata
micelelor aflate in solutie. Coloratia dispare la o temperaturd mai mare de 60°C si
reapare la racire.

Reactivi
1. amidon, solutie 1%
2. solutie de iod in iodurd de potasiu (I g iod si 2 g iodurd de potasiu, se
completeaza cu apd pana la 100 ml)

Modul de lucru

Intr-o eprubeti se introduc 1 - 2 ml solutie de amidon si se adauga cateva
picdturi de solutie de iod 1n iodurd de potasiu. Apare imediat o coloratie albastra.
Se incdlzeste solutia la fierbere §i culoarea dispare imediat. Racind solutia,
culoarea albastra reapare.

Hidroliza amidonului

Principiul reactiei

In prezenta enzimelor sau pe cale chimici (in mediu slab acid)
macromoleculele de amidon se scindeaza pe rand in molecule ce se pot identifica
prin reactii de culoare. Schematic, hidroliza amidonului poate fi reprezentatd
astfel:

amidon

amilodextrine——— eritrodextrine —— acrodextrine ———

—maltodextrine — maltoza—— glucoza
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Amilodextrinele dau o coloratie violetd cu iodul in iodurd de potasiu;
eritrodextrinele, o coloratie rosie-brund; acrodextrinele, maltodextrinele, maltoza
si glucoza nu coloreaza solutia de iod .

Hidroliza se poate urmari si efectuand reactia Fehling cu diferiti produsi
de hidroliza ce se obtin. Aparitia si cresterea puterii reducdtoare a acestora ne
indica faptul ca se obtin compusi cu masa molecularad din ce in ce mai mica.

Reactivi
amidon, solutie 5%
acid clorhidric concentrat
reactiv Fehling [
reactiv Fehling I1
hidroxid de sodiu, solutie 30%.

DN A W =

Modul de lucru

Intr-un pahar Berzelius se introduc 10 - 25 ml solutie de amidon. Se
adauga 1 ml HCI concentrat si se incalzeste pe baia de apa la 80 - 90°C. Separat,
pe o placd de portelan cu cavitdti, se picura in fiecare cavitate cateva picaturi de
solutie de iod in iodurd de potasiu. Cu o bagheta, se ia in momentul initial o
picdturd de solutie de amidon din pahar si se picurd in prima cavitate peste solutia
de iod. Se observa aparitia coloratiei albastre. Mentinand aceeasi temperatura in
baie, reactia se repetd din timp in timp cca 5 minute, notandu-se culorile obtinute.
Aparitia culorilor diferite indicd diferite trepte ale hidrolizei. Hidroliza se
considera terminatd atunci cand o picdturd de hidrolizat nu se mai coloreaza cu
iodul. Glucoza rezultata in urma hidrolizei este pusd in evidentd prin reactia
Fehling, executatd cu o portiune de solutie finala, neutralizatd cu o solutie de
NaOH 30%. Reactia va fi pozitiva.

Metode cantitative de analiza

Metodele pentru dozarea glucidelor sunt numeroase si variate. Dupd o
prima clasificare se impart in metode chimice si metode fizico-chimice.

Metodele chimice pentru dozarea glucidelor sunt cele mai utilizate. Ele se
bazeaza mai ales pe capacitatea glucidelor reducatoare de a fi oxidate usor in
solutii alcaline de cétre unii oxidanti relativ slabi (oxizi de cupru si mercur,
ferocianura de potasiu, i0d).

4. Dozarea glucidelor reducatoare prin metoda iodometrica

Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe proprietatea pe care o au aldozele de a putea fi
oxidate la acizii carbonilici (aldonici) corespunzatori sub actiunea iodului in
mediu alcalin. conform reactiilor:

I2+2(Na++OH_) (Na++IO-)+(Né'-+I-)+I-£O

O
rR—c” 4 (Na +10) R —COOH + (Na +1)
\H

R—C/O
N

H

+ 12 (Na +OH) R —COOH +2(Na" + 1)+ HO



Un volum determinat din solutia de analizat se trateaza la rece cu un exces
dintr-o solutie de iod si apoi iodul rdmas dupd reactia cu aldoza se titreaza cu
tiosulfat de sodiu, in mediu acid.

+ 2- + - + 2-
|2+ 2 (2Na + 8203) 2(Na +1)+(2Na + 8406)

Reactivi
solutie de acid sulfuric 4 n (111,2 ml acid , d = 1,84, la 1000 ml solutie)
amidon, solutie 1%
carbonat de sodiu 1 n (122 g carbonat de sodiu cristalizat la 1000 ml solutie)
solutie iod 0,1 n (12,7 g i0od se dizolva intr-un vas in care se gasesc 25 g
iodura de potasiu si 25 ml apa; se agitd pand la dizolvare, se filtreaza si se
aduce la volumul de 1000 ml cu apa distilata;
5. tiosulfat de sodiu, solutie 1n (125 g tiosulfat de sodiu cristalizat se dizolva
intr-un litru de apa distilata fiartd si racita, apoi se aduce la volumul de 5 litri,
tot cu apa distilata fiarta si racitd).

el S

Modul de lucru

Se pipeteazd 5 ml din solutia de analizat (care sd nu contind mai mult de
0,05 g glucoza sau 0,1 g maltoza sau lactoza) intr-un flacon conic cu dop de sticla
slefuit. Se adauga 10 ml (V) solutie de 10d0,1n masurata cu biureta si 7 ml solutie
de carbonat de sodiu In. Se astupd flaconul cu dopul, se agita usor si se lasd in
repaus 20 de minute la temperatura camerei, intr-un loc ferit de lumina. Dupa
scurgerea acestui interval se aciduleaza continutul flaconului cu 5 ml acid sulfuric
4n si se titreaza excesul de iod cu o solutie de tiosulfat de sodiu0,1n in prezenta
amidonului (V).

Calculul rational

Notatii utilizate:

Vi = volumul de solutie de 10d0, In introdus initial;

f, = factorul solutiei de i0d0,1n;

V, = volumul de solutie de tiosulfat de sodiu0,1n folosit la titrare;
f, = factorul solutiei de tiosulfat de sodiu0,1n

I. Calcularea excesului de iod

Solutia de tiosulfat de sodiu este 0,1 n, deci se poate scrie:
1000 ml SOl. Na28203 ................ 0,1248 'fz g Nazszo3
Vz ml sol. Na28203 ........... 0,1248V2f2/1000 g Na28203
Conform reactiei de titrare a excesului de iod rezulta:

248 G oo, 127 ¢
0,1248V2f2/1000 g Na2$203 ............... Xg 12
x =0,1V,f,127/1000 g I,
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II. Cantitatea totald de iod: se calculeaza numarul de grame de iod din 25
ml solutie 0,1n conform relatiei:
0,1-127'V,11/1000 = b grame I,
II1. Todul consumat in reactia de oxido-reducere :
b-a=cgrame |,
IV. Cantitatea de glucid oxidat (glucoza) :

180 g glucoza ............. 2127gh,
90 g glucoza ................. 127 g1,
y g glucoza ..o cgh

y =90¢/127 grame glucoza in 10 ml solutie
% glucoza =y10

5. Determinarea polarimetrica a amidonului dupa Ewers-Grossfeld

Principiul metodei
Amidonul se dizolva in acid clorhidric diluat si se citeste la polarimetru
deviatia planului luminii polarizate de cétre solutia obtinuta.

Reactivi

1. acid clorhidric, solutie 1,124%; 57,5 - 58 ml acid clorhidric concentrat pur (d
= 1,19) se introduc in circa 500 ml apa distilatd si se completeazd apoi
volumul solutiei cu apa distilata la 2,25 litri;

2. acid clorhidric, solutie 25%; se dilueaza 600 ml acid clorhidric concentrat (d =
1,19) cu apa distilata, pana la un volum de 1000 ml;

3. solutie de fosfowolframat de sodiu; 120 g fosfat disodic cristalizat (Na,HPO, -
12 H,0) si 200 g wolframat de sodiu cristalizat (Na,WOs - 2 H,O) se dizolva
in apa distilata si se aduce la un volum de 1000 ml.

Modul de lucru

La balanta analitica, intr-o naceld, se cantiresc 5 g material fin macinat,
care se trece, fara pierderi, intr-un balon cotat de 300 ml, unde se amesteca bine
cu 25 ml acid clorhidric 1,124% panad nu se mai observd aglomerdri de material.
Se mai adaugd 25 ml din aceeasi solutie de acid clorhidric (1,124%) pentru
spalarea gatului balonului, se amesteca usor si se introduce balonul intr-o baie de
apa fierbinte, unde se tine exact 15 minute (fierberea nu trebuie sd se opreasca
dupa introducerea balonului). Balonul se agitd des in primele 3 minute, fara a-l
scoate din baie. Se scoate apoi balonul, se toarnd in el imediat 20 ml apa distilata
rece, se riceste cat mai repede continutul pana la temperatura de 20° C cufundind
si agitand balonul intr-un cristalizor mare cu apa rece. Se adaugd apoi 20 ml de
acid clorhidric 25% si 1 ml solutie fosfowolframat de sodiu. Se aduce continutul
balonului la semn cu apa distilata, se amesteca si se filtreaza printr-un filtru uscat,
turnand filtratul intr-un vas uscat si eliminand primii 10 ml. Se polarimetreaza
filtratul limpede intr-un tub de 200 mm, avand grija ca temperatura solutiei sa fie
de 20° C.

Calculul rezultatelor

Cantitatea de amidon brut continuta in produsul de cantarit, exprimata in
grame, este datd de relatia:
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4=1000 1005 _ 50000
I, 20837

in care:

p = grade polarimetrice citite;

| = lungmea tubului polarimetric, in decimetri,

a p”’ = deviatia polarimetrica specifica amidonului, care in cazul
solutiilor obtinute in modul de mai sus are valoarea medie de + 183,7°.

6. Analiza calitativa a gliceridelor
Formarea si identificarea acroleinei

Acroleina se formeaza pe seama glicerolului prezent in gliceride, precum
si in glicerofosfolipide.

Acroleina, aldehidd nesaturata, poate fi pusa in evidentd printr-o reactie
specifica aldehidelor (Tollens, Fehling).

Reactivi
1. sulfat acid de potasiu, substantd solida;
2. reactiv Tollens (vezi reactia Tollens).

Modul de lucru

Intr-o eprubetd se introduc cateva picaturi de ulei vegetal si circa 0,5 g
sulfat acid de potasiu. Se incilzeste eprubeta, amestecul din eprubeta se Innegreste
si se degaja produse volatile (vapori de apa, bioxid de carbon, acroleind). La gura
eprubetei, se aseaza o fasie de hartie de filtru impregnata cu reactiv Tollens.
Hartia de filtru in contact cu acroleina se innegreste, datoritd depunerii argintului
metalic din reactiv.

(0] (0]

CH, — OH CH—— OH Z cZ

T e [ [~
H —OH - Hzo H automerizare H2 W | H
le_OH lHZ_OH lHZ_OH le

(0]

cZ COOH
|\H + - |
Gi o+ 2[AgNH),] +20H ——> HH + 2A9 + 4NHHED
| .
Ha acid acrilic

Saponificarea gliceridelor

Prin hidroliza, gliceridele se descompun in glicerol si acizii grasi

/O

CH—o—c<g, + 3NaOH —> CH-OH + R'—COONa
CHZ—O—C<2H CH,-OH R"—COONa

s\punuri



Reactivi
1. hidroxid de sodiu, solutie 40 %;
2. clorura de sodiu, solutie saturata.

Modul de lucru

Intr-o capsuld de portelan, se introduc 3 + 4 g ulei vegetal si 6 ~ 7 ml
solutie de hidroxid de sodiu de concentratie 40% (cu cilindrul).

Continutul capsulei se fierbe la flacdra unui bec, pe o sitd de azbest, sau pe
o baie de nisip, timp de 20 + 30 minute, agitdnd continuu cu o bagheta de sticla.
Din timp in timp, se completeaza apa evaporatd, prin adaugare de apa fierbinte, in
asa fel incat sa se pastreze volumul initial.

Sfarsitul saponificarii se controleaza prin introducerea catorva picaturi din
amestec, intr-o eprubetd, in care se gasesc 5 +~ 6 ml apa fierbinte, se agitd; lipsa
picaturilor de grasime indica sfarsitul saponificarii.

In acest moment se adauga 10 + 15 ml solutie calda de clorura de sodiu, se
agitd cu bagheta si se lasd sa se raceasca.

Sapunul se ridica la suprafata solutiei, sub forma unui strat solidificat.

7. Determinarea indicilor ce caracterizeaza lipidele

Determinarea unor caractere fizice sau chimice, cum sunt densitatea,
punctul de topire, indicele de refractie, de aciditate, de saponificare, de iod etc, ale
grasimilor naturale, este importanta deoarece prin acestea se pot stabili: natura,
originea, insusirile tehnologice si in general valoarea diferitelor grasimi, cu alte
cuvinte caracterizarea lor.

Determinarea indicelui de aciditate

Uleiurile si grasimile naturale contin intotdeauna mici cantitati de acizi
liberi organici, aparute prin hidroliza lor, din care cauzi au o oarecare aciditate. In
general, la materiile grase proaspat preparate, acesti acizi se gasesc in proportie
micd, cantitatea de acizi liberi creste insd odatd cu invechirea grasimii. Pentru
aceste motive, determinarea aciditatii libere a unei grasimi, exprimata prin "indice
de aciditate", ne permite sa apreciem gradul de conservare al grasimii repective.

Prin "indice de aciditate" intelegem cantitatea - in mg - de hidroxid de
potasiu necesara neutralizarii acizilor grasi liberi, dintr-un gram de materie grasa.

Principiul metodei

Metoda se bazeaza pe neutralizarea aciditatii libere a unei anumite cantitéti
de grasime, cu o solutie alcoolica de hidroxid de potasiu de titru si factor
cunoscut, in prezenta fenolftaleinei. Rezultatele se exprima in mg de hidroxid de
potasiu, la un gram de materie grasa.
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Determinarea se poate executa la rece sau la cald.

Reactivi
1. solventul neutru: 1 volum alcool etilic + 2 volume alcool metilic, sau un
volum alcool etilic + 4 volume eter etilic;
2. solutie alcoolica de hidroxid de potasiu 0,1 n: 5,6 g hidroxid de potasiu se
dizolva In minimum posibil de apa distilatd si se aduce apoi la volumul de 1000
ml cu alcool etilic 96 %;
3. fenolftaleind 1%: 1 g fenolftaleina se dizolva in 100 ml alcool etilic de 80%.

Modul de lucru

Determinarea la rece: se cantdreste la balanta analiticd 1 g material de
analizat (ulei), se adaugd 10 cm’ amestec solventi (I volum alcool etilic + 4
volume eter etilic). Se titreaza la rece, cu o solutie alcoolicd de hidroxid de potasiu
0,1 n, in prezenta de fenolftaleind, agitdnd mereu pana la completa neutralizare.
Daca se presupune o aciditate libera mai mare de 5 %, este de preferat titrarea cu o
solutie de hidroxid de potasiu 0,5 n.

Calculul rezultatelor
La titrare s-au folosit V ml hidroxid de potasiu 0,1 n, cu factorul de
corectie f. Echivalentul gram al KOH este 56 g. Deci:

56 >=<f
1000 ml KOH 0,1 n de factor f...................... 10 & KOH
VmlKOH ..o, X
X = V x56xf
1000=<10

Valoarea lui x se inmulteste cu 1000 pentru a exprima, conform definitiei,
indicele Tn mg de KOH. Rezultatul se raporteaza la 1 g grasime. Deci valorea
indicelui de aciditate se poate calcula conform relatiei:

| = V xf x5,6
8 G
in care:
I reprezintd indicele de aciditate;
G reprezintd masa de substanta luata in studiu in g.

Determinarea indicelui de saponificare

Se numeste indice de saponificare numarul de miligrame de hidroxid de
potasiu necesar pentru a saponifica un gram dintr-o grasime. Determinarea acestei
valori va da indicatii asupra greutatii moleculare medii a acizilor grasi din
grasimea respectiva.

Principiul metodei

Pentru determinarea indicelui de saponificare, se supune saponificarii o
cantitate cunoscutd de grasime, prin fierbere cu o cantitate in exces de hidroxid de
potasiu 0,5 n (solutie alcoolicd). Dupa terminarea saponificarii se determind, prin
titrare cu un acid, hidroxidul de potasiu rdmas nereactionat (exces); se stabileste,

71



prin diferenta, cantitatea de hidroxid ce a fost folositd la neutralizarea si
saponificarea grasimii. Se raporteaza la un gram de grasime.

Reactivi
1. solutie alcoolicd de KOH 0,5 n: 28 g KOH se dizolva in cat mai putind apa
fiarta si racita si se completeaza la 1000 ml cu alcool etilic 96°;
2. solutie de HCI1 0,5 n si factor determinat: 41 ml HCI d = 1,19 se aduc la
volumul de 100 ml, cu apa distilata;
3. fenolftaleina 1 %, in alcool etilic.

Modul de lucru

Se cantdresc la balanta analitica, prin diferenta, intr-un flacon conic uscat,
circa 2 + 3 g grasime. Se adauga apoi in flacon, cu o biuretd, exact 25 ml hidroxid
de potasiu 0,5 n. La flacon se adapteaza un refrigerent ascendent racit cu aer.

Se fierbe moderat, timp de 15 minute, agitand flaconul din cand in cand.
Hidroliza este terminatd atunci cand in lichidul din flacon nu se mai vad picaturi
de grasime. In acest moment se scoate refrigerentul, se adauga 2 + 3 picaturi de
fenolftaleina, care va colora lichidul in rosu, se titreaza apoi repede, la cald, cu o
solutie de HCI 0,5 n, pani la disparitia culorii rosii. In paralel, exact in aceleasi
conditii se executd o proba martor.

Calculul rezultatelor

Notam:

Vi - volumul de acid clorhidric 0,5 n folosit pentru proba martor, in cm?;

V: - volumul de acid clorhidric folosit pentru titrarea excesului de hidroxid de
potasiu, in cm’;

f - factorul de corectie al solutiei de acid clorhidric 0,5 n;

G - greutatea materiei grase luate 1n analiza, in grame.

Exon = 56 grame;

Encr = 36,5 grame

1) Vi -V,=V cem® HCI 0,5 n reprezintd volumul echivalent de hidroxid de
potasiu consumat la saponificare;

2) 56 2 KOH ..oooiiiiiiiiiieieeeece e 36,5 g HCI
36,5 =<f <V
J ettt ettt et sttt e neeneenes ~>=<1000
56xf <V ) .
51000 g de KOH consumati la saponificare

y x 1000 =M mg KOH

ls in care G = cantitatea de grasime luata in analiza.

G
Pentru aflarea indicelui de saponificare se raporteaza la 1 g grasime.

Conform calculului rational, ajungem la urmatoarea formuld pentru
calcularea indicelui de saponificare:
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> G
(la 1 cm’® acid clorhidric 0,5 n corespund 28 mg KOH).
Valorile indicelui de saponificare la principalele uleiuri vegetale:

ulei de bumbac 191 + 198;
ulei de floarea soarelui 188 +~194;
ulei de in 188 +192;
ulei de masline 189 + 196;
ulei de porumb 188 + 198.

Determinarea indicelui de iod.

In constitutia lipidelor naturale, intrd si diferiti acizi grasi nesaturati, ca:
oleic, linoleic, linolenic. Prezenta in molecula lipidelor a acestor acizi confera
grasimilor proprietatea lor caracteristica, nesaturarea.

Dintre reactiile de aditie pe care le pot da, importanta analiticd o are aditia
halogenilor la dubla legatura, conform reactiei:

CHs—(CHz)7—CH—CH—(CHgl7—COOH + 12 ——m CHy—(CHa7—CH—CH—(CHy)—COOH
I

acid diiod stearic

acid oleic

Se numeste "indice de iod" cantitatea, in grame, de iod pe care o poate
aditiona 100 g materie grasa.

Valoarea indicelui de iod este una din constantele analitice importante,
care serveste la caracterizarea lipidelor naturale.

Metodele de determinare a indicelui de iod se deosebesc prin natura
halogenului si a solventului in care solutia acestuia este preparata.

Metoda Hanus

In aceastd metodi se foloseste solutie de monobromuri de iod (IBr) in acid
acetic glacial.

Principiul metodei

Se trateazd grasimea respectiva cu un exces cunoscut de iod, cu care se
lasd In contact un anumit interval de timp, dupa care se determind, prin titrare,
cantitatea de iod rdmasa necombinatd. Prin diferenta, fatd de iodul introdus initial,
se afla cantitatea de iod pe care s-a fixat grasimea.

Kl +IBr =KBr +l,

I, +2 Na,S,0, =2 Nal +Na_,S,0,

Reactivi
cloroform;
reactiv Hanus: solutie de bromura de iod 1n acid acetic concentrat;
solutie de KI 10 %, proaspat preparata;
solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 n i factor cunoscut;
solutie de amidon 0,5 %.

M

Modul de lucru
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Se cantdresc intr-un flacon uscat, cu dop slefuit, 0,1 + 0,15 g ulei. Se
dizolva uleiul in 10 ml cloroform, se adaugad 25 ml reactiv de halogenare, care in
cazul acestei metode este o solutie aceticaA de bromurd de iod si se lasd sa
reactioneze timp de 15'. Pentru uleiurile cu indici mai mari decét 120, se lasa timp
de 1/2 + 1 ora. Dupa scurgerea acestui interval de timp, se adauga 15 ml de solutie
apoasd de iodurd de potasiu 10 %, 50 ml apa si se titreaza cu solutia de tiosulfat
0,1 n, in prezentd de amidon.

In paralel se executi exact in aceleasi conditii o proba martor, prin care se
determina titrul (in iod) reactivului Hanus.

Calculul rezultatelor

Daca notam cu:

V. - volumul de tiosulfat de sodiu 0,1 n consumat la titrarea probei martor, in ml;
V, - volumul de tiosulfat de sodiu 0,1 n consumat la titrarea probei cu ulei, in ml;
f - factorul de corectie al solutiei de tiosulfat de sodiu 0,1 n;

G - cantitatea de ulei luata 1n analiza, in grame.

En,so, =248g, E =127g
1) Vi - Vo=V ml tiosulfat de sodiu echivalent volumului de iod aditionat
2) I27 G 1 it 248 g Na,S,0;
248x=V x<f
D m
X = % grame iod fixat de G grame de grasime

I =é >100 1in care I; = indicele de iod

Conform calculului rational ajungem la urmatoarea relatie pentru
calcularea indicelui de iod, cunoscand ca 1 ml Na,S,0; n/10 titreaza 0,01269 g
1od.

_(V;—V,)xfx 0’01269><1

[ 0C
G
Indicele de iod pentru cateva uleiuri vegetale:
ulei de bumbac 102 ~ 111
ulei de floarea soarelui 119+ 134
ulei de in 176 + 182
ulei de masline 79 =+ 85
ulei de porumb 111 +130
ulei de ricin 81 +36

8. Reactii calitative pentru aminoacizi
Reactia aminoacizilor cu ninhidrina

Principiul metodei

Aminoacizii participd In reactie cu functiunile amino si carboxil, rezultdnd
compusi colorati in albastru-violet, cu exceptia prolinei si hidroxi-prolinei, care dau
coloratii galbene. Reactia se intalneste si la proteine, peptide, amine etc. Printr-o reactie
concomitenta de decarboxilare si dezaminare aminoacizii trec intr-o aldehida cu un atom
de carbon mai putin.:

Aceste reactii se petrec, in cazul folosirii ninhidrinei ca reactiv de developare, la
separarea cromatografica a aminoacizilor.

Reactivi
1. solutie apoasa de glicocol, concentratie 0,1-0,2%;
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2. solutie ninhidrina 1n alcool absolut, concentratie 1%.

Modul de lucru
Se introduc intr-o eprubeta 1-2 ml solutie de aminoacid si se adauga cateva
picdturi de solutie de ninhidrina. Apare coloratia albastru-violet.

(0]
H H
+ R-CH-COOH ——=RCHO + NHz +CO=+
H NH, y
Ninhidrina Aminoacid Ninhidrina redusa
O 0 o o
o KL pono
H o \1
° © © ONH,

Purpura lui Ruheman

Reactia cu acidul azotos

Principiul metodei
Aminoacizii, la fel ca si aminele primare alifatice, se dezamineaza cu
acidul azotos si dau @ -hidroxi-aminoacizi.

R—CH—-COOH + BNO —> R—CH-COOH + N + }0
NH; OH

Reactia sta la baza determindrii aminoacizilor prin metoda van-Slyke.

Reactivi
1. solutie apoasa de glicocol, de concentratie 5-10%;
2. solutie apoasa de azotit de sodiu, concentratie 5-10%;
3. acid acetic glacial.

Modul de lucru

Intr-o eprubeti se introduc 2 ml solutie de glicocol, se adaugi 2 ml solutie
de azotit de sodiu si cateva picaturi de acid acetic glacial. Se observa degajarea
azotului sub forma de bule.
Reactia cu aldehidele

Principiul metodei

Aminoacizii participd cu gruparea functionald amino la reactii de
condensare cu aldehidele, rezultand azometine (baze Schiff). Gruparea amino este
blocatd, iar cea carboxilicd, libera, va ioniza. Protonii rezultati (aciditatea) se pun
in evidenta cu ajutorul unui indicator adecvat.

R—(le—COOH + OCH—R; — > R—(le—COOH + H,0
NH, N=CH—R;



Reactivi
1. solutie apoasa de glicocol, concentratie 1-2%;
2. solutie apoasa de formaldehida, concentratie 20%;
3. solutie apoasa de indicator rosu de metil 0,1%.

Modul de lucru

Intr-o eprubetd se introduc 2 ml solutie de glicocol si se adauga 1-2
picaturi de indicator. Se observa colorarea solutiei in galben deoarece pH>6
(indicatorul are intervalul de viraj la pH=4-6,2). Se adaugd 2 ml solutie de
formaldehida si se observa schimbarea coloratiei solutiei in roz, datorita eliberarii
protonilor din gruparea carboxil (pH-ul devine<4). Aceastd reactie std la baza
metodei Sorensen de dozare a aminoacizilor.

Diferiti aminoacizi prezintd reactii specifice de identificare, reactii date si
de peptide si proteine, ce sunt descrise in continuare.

Reactia cu sarurile de cupru

Principiul metodei

Solutiile apoase ale aminoacizilor dau cu sarurile cuprice o coloratie
albastru inchis datoritd formarii unor combinatii complexe solubile (chelati).
Glicocolul formeaza urmatoarea combinatie:

CH,—COOH+Cu* — CH,—CO ‘NH N
2 [ ?;_,_,OJC(#| ' 4 2H
Reactivi

1. solutie de glicocol 1%;
2. solutie apoasa concentrata de sare cuprica (clorurd, acetat,etc).

Modul de lucru

Solutia de aminoacid se trateaza cu o solutie neutrd de sare cupricd. Daca
se concentreaza si se racesc solutiile de chelati formate, acestia se separa in stare
solida, cristalina.

9. Analiza cantitativa. Metode de dozare a aminoacizilor
Dozarea aminoacizilor prin metoda Sorensen
Principiul metodei
Se bazeazad pe reactia aminoacizilor cu aldehidele, iar gruparea carboxil
care ionizeaza poate fi titratd cu o solutie alcalind de concentratie si factor

cunoscute.
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Reactivi
1. solutie apoasa de formaldehida, concentratie 20%, neutralizatd in prezenta
de fenolftaleina;
2. solutie hidroxid de sodiu 0,1 n, de factor cunoscut
3. solutie alcoolicd de fenolftaleind 1%;
4. solutie acid clorhidric 0,1 n;
5. solutie de aminoacid

Modul de lucru

Din solutia de analizat (adusa la volumul de 100 ml) se pipeteaza 10 ml, se
introduc intr-un balon cotat de 100 ml si se adauga 5 picdturi solutie de
fenolftaleina. Pentru aminoacizii cu reactie acidd (cei neutri si cei
monoaminodicarboxilici) se neutralizeaza amestecul cu solutie de hidroxid de
sodiu 0,1 n. In cazul aminoacizilor cu reactie bazici in solutie (cei
diaminomonocarboxilici) se neutralizeazd amestecul cu solutie de acid clorhidric
0,1 n. Dupa neutralizare se introduc 10 ml solutie formaldehida si se titreazd cu
solutie de hidroxid de sodiu 0,1 n pand la reaparitia coloratiei roz palid,
persistenta timp de 30". Se introduc incd 2 ml de solutie de formaldehida, iar daca
solutia raiméne roz, reactia de ionizare a grupdrii carboxil este terminata. Se citeste
volumul V de hidroxid de sodiu consumat la titrare. Dacd la adaugarea celor 2 ml
de solutie de formaldehida coloratia roz dispare, se continua titrarea cu hidroxid
pana la reaparitia acesteia.

Calculul rezultatelor
Cantitatea de aminoacid exprimatd sub forma de grame de aminoacid la
100 ml solutie (%) se calculeaza conform ecuatiei:

0 . ., EaxfxV

% Aminoacid = 100 <1

in care:

E.- echivalentul chimic al aminoacidului de analizat;

F - factorul de corectie volumetricd al solutiei de NaOH 0,1 n;
V - volumul de NaOH consumat la titrare;

n - volumul (ml) de proba luata pentru titrare.
10. Analiza calitativa a proteinelor. Reactii specifice. Reactii de identificare

Proteinele sunt substante foarte reactive, datoritd prezentei functiunilor

libere amino si carboxil, a legaturilor peptidice si a naturii radicalilor

aminoacizilor componenti. Din multitudinea de reactii calitative, se executa acelea

care dau ca produsi de reactie compusi colorati sau precipitate. De aceea, in

tehnica de laborator, aceste reactii calitative sunt cuprinse in doua grupe:

a) Reactii de culoare

b) Reactii de precipitare (denaturare).

Reactii de culoare

Sunt frecvent efectuate si sunt prezente atat la holo cét si la heteroproteine.

Reactia biuretului
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Principiul reactiei

Solutiile proteinelor, in prezenta sulfatului de cupru si a mediului puternic
alcalin, se coloreaza in albastru-violet. Reactia se realizeaza pe seama legaturilor
peptidice, la nivelul carora se stabilesc legaturi chelatice cu cuprul. Reactia
conduce la formarea de compusi chelatici colorati si in cazul folosirii sarurilor de
cobalt sau nichel. Aceastd reactie este intdlnita si la peptide (incepand cu
tripeptidele) si la unii aminoacizi in solutii concentrate (histidina, treonina,
serina), precum i la substantele care au in moleculd gruparea - CSNH,. Se mai
numeste "reactia biuretului" fiind prezenta si la substanta organicd numita biuret.

Reactivi:

1. hidroxid de sodiu, solutie apoasd 10%
2. sulfat de cupru, solutie apoasa 1%;
3. solutii proteice pentru analiza:

— solutie de albumina;

— solutie diluata de albus de ou;

— solutie de cazeind 1% etc.;

4. uree sub forma de pulbere.

Modul de lucru

In doud eprubete uscate se introduc cite 0,2 g uree. Una dintre ele se
incalzeste la flacara unui bec de gaz si se formeaza biuretul, cu degajare de
amoniac.

Se dizolva in apa continutul ambelor eprubete si in fiecare se adauga cate
1 ml solutie de hidroxid de sodiu si 5 picaturi de solutie de sulfat de cupru. Se
agitd eprubetele si se observa aparitia unei coloratii roz in eprubeta cu biuret.
Solutia din eprubeta cu uree se coloreaza in albastru, culoarea sulfatului de cupru.

In alte doud eprubete se vor lua diferite solutii proteice de analizat si se
urmeaza aceleasi etape. Dupa agitarea solutiilor se observa aparitia unei coloratii
violacee in ambele eprubete. In cazul peptidelor, coloratia este roz-rosie.

Reactia cu ninhidrina

Ca si aminoacizii, proteinele formeazd cu ninhidrina, n solutie alcoolica
sau acetonicd, o coloratie albastru-violet.

Reactia xantoproteica (reactia Mudler)

Principiul reactiei

Prin tratarea solutiilor de proteine cu acid azotic concentrat, se formeaza
un precipitat galben, care la alcalinizarea solutiei trece in portocaliu. Acidul
azotic, pe langd actiunea de precipitare (denaturare), formeazd cu aminoacizii
aromatici nitroderivati, ce dau culoarea galbena.

CHZ-(‘DH-COOH CHZ-C‘:H-COOH
NH, NH,
+ 2HONO, —= + 2 Hzo
O,N 0,
OH OH
Tirozina Dinitrotirozina
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Reactia se efectueazd pentru identificarea aminoacizilor aromatici
(fenilalanina, tirozind) precum si a celor heterociclici (triptofan) in hidrolizatele
proteice. In cazul triptofanului, coloratia obtinuta este mai rosie.

Reactivi
1. acid azotic, d=1,40;

2. hidroxid de sodiu sau amoniu, solutie apoasa 30-40%.

Modul de lucru

Intr-o eprubetd cu 1-2 ml solutie proteici se adaugia 1 ml acid azotic
concentrat. Apare un precipitat alb, care la fierbere se solubilizeaza partial,
aparand coloratia galbena. Dupa racire, solutia se alcalinizeaza si culoarea vireaza
in portocaliu.

Reactia xantoproteica se poate realiza direct pe sectiuni de material vegetal
sau pe produse biologice animale: 1ana, piele, pene, ser sangvin etc.

Reactia Millon

Principiul reactiei

Solutiile proteice incélzite cu reactivul Millon formeaza un precipitat rosu-
caramiziu. Reactia este datd de aminoacizii fenolici (tirozina) din proteine, care cu
acidul azotos din reactivul Millon formeaza nitrozoderivatul colorat. Formarea
precipitatului se datoreazad compozitiei reactivului (azotat mercuric, acid acetic,
acid azotos), cu actiune de precipitare a proteinelor. Reactia este datd de toti
compusii fenolici.

Reactivi
1. reactivul Millon - livrat de firma producdtoare, in sticle brune cu dop
rodat,inchise ermetic. Reactivul se prepara uzual dupd urmatoarea reteta:

- solutia a - solutie de sulfat mercuric 5% in acid sulfuric de concentratie
5%. Prepararea solutiei de acid sulfuric: intr-o capsuld de portelan se introduc
97,15 ml apa distilata si se adauga 2,85 ml acid sulfuric concentrat (d=1,84)
cu picatura, sub agitare continud;

- solutia b - solutie apoasa de azotat de sodiu 1%;

Aceste doua solutii se pastreaza separat si se prepard reactivul Millon 1n
momentul utilizdrii astfel : peste 2 ml solutie a se adauga 1-2 picaturi
solutie b.

Modul de lucru
Intr-o eprubetd se trateaza 2 ml solutie proteica (extract proteic vegetal, ser

sangvin, albus de ou, cazeind etc.) cu 5 picdturi reactiv Millon. Apare un
precipitat alb, care la incalzire devine rosu-caramiziu, cu structura spongioasa.

Reactia sulfurii de plumb
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Principiul reactiei

Solutiile proteice care contin tioaminoacizi, la fierbere cu hidroxizi alcalini
elibereaza sulful sub formd de anion sulfurd. Acesta formeaza in prezenta
cationului plumbos sulfura de plumb, brun-negricioasa.
1.R-SH + 2(Na"+OH) = (2Na"+S*) + H,O + R-OH
2. (2Na" + §*) + (Pb** + 2CH;-COO") = PbS +2(Na" + CH;-COO")

Reactivi
1. solutie de hidroxid de sodiu 20-30% ;
2. solutie saturatd de acetat de plumb ;
3. solutie proteica de analizat (albus de ou, hidrolizate proteice vegetale bogate
in tioaminoacizi etc).

Modul de lucru

Intr-o eprubeta se trateaza 2-3 ml de solutie proteici de analizat cu 2 ml
solutie de hidroxid de sodiu. Se fierbe continutul timp de 2 minute, dupa care se
adaugd 1 ml solutie de acetat de plumb. Apare precipitatul negru de sulfurd de
plumb.

Reactia Adamkiewicz

Principiul reactiei

Solutiile proteinelor care contin triptofan dau cu acidul glioxilic, in
prezenta acidului sulfuric concentrat, o coloratie rosie-violetd. Eliberarea
triptofanului are loc la hidroliza acida a proteinelor (in prezenta acidului sulfuric).

NH, ’;le
CH, - CH - COOH H HOOC-CH-CH, CH,-CH-COOH
NH C=0
2 D oyl — N)-CH,~” + CO,+ H,0
N c=0 N N
H AN
H H H
Triptofan Acid glioxilic Produs de condensare
rosu-violet

Reactivi

1. acid glioxilic sau acid acetic glacial;
2. acid sulfuric concentrat, d=1,84;
3. solutie proteica de analizat : cazeind 1% sau hidrolizat proteic vegetal.

Modul de lucru

Intr-o eprubeta se introduc 2 ml solutie de analizat, 10-15 picaturi acid
glioxilic, dupa care se preling pe peretele eprubetei 2 ml acid sulfuric concentrat.
La limita de separare a celor doua faze se formeaza un inel colorat in rosu-violet.

Acidul glioxilic poate fi inlocuit cu acidul acetic glacial (dupa Schultz),
caz in care se folosesc in reactie 3 ml si este necesard o incdlzire usoara a
amestecului Tnainte de adaugarea acidului sulfuric.

Reactia Molisch
Principiul reactiei
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Glucoproteinele formeazd cu o -naftolul, pe seama glucidelor din
compozitia lor, in prezenta acidului sulfuric concentrat, compusi colorati in violet.
Acidul sulfuric concentrat deshidrateaza aldohexozele la hidroximetil-furfurol,
care prin condensare cu 0 -naftolul, formeaza compusul colorat.

Reactivi
1. o -naftol, solutie alcoolica 20% ;
2. acid sulfuric concentrat, d=1,84 ;
3. solutie de analizat (cazeind 1%).

Modul de lucru

Intr-o eprubeti uscati se trateazi 4 ml solutie de cazeind cu 3-4 picaturi
solutie de a -naftol. Dupa agitarea solutiei se preling pe peretii eprubetei, In
portiuni mici, 2 ml acid sulfuric concentrat. La suprafata de separare a celor doua
faze se formeaza un inel colorat in violet.

Reactii de precipitare (denaturare)

Proteinele sunt precipitate (denaturate) sub actiunea unor factori fizici,
chimici si fizico-chimici, modificadndu-se solubilitatea lor in apd sau in solventi
specifici. Numeroase reactii de precipitare stau la baza unor metode de separare a
proteinelor din extracte vegetale sau lichide biologice.

Reactiile de precipitare pot fi reversibile sau ireversibile. In precipitarea
reversibild, denaturarea proteinelor nu este profunda iar precipitatul format se
redizolva. Precipitarea ireversibild modifica atat structura secundara cat si cea
tertiard, facand imposibild refacerea structurilor denaturate.

Substantele care produc precipitare reversibila sunt: solventii organici
(alcool, acetona, dioxan), sarurile neutre (NaCl, (NH4),SO4, MgSO,).

Agentii de precipitare ireversibila sunt: sdrurile metalelor grele (Pb, Cu,
Ag, Cr, Hg etc.), reactivii de precipitare ai alcaloizilor (acidul picric, fericianura
de potasiu etc.), acizii minerali tari, concentrati, acizii organici (sulfosalicilic,
wolframic, tricloracetic etc.), caldura etc.

Precipitarea cu solventi organici

Principiul reactiei

Solventii organici miscibili cu apa deshidrateaza particulele coloidale care
aglutineaza si precipitd. Fiind o precipitare reversibila, la adaugare de apa
precipitatul se dizolva.

Reactivi
1. alcool etilic 95%;
2. acetona;
3. solutie proteica.

Modul de lucru

Intr-o eprubeti se introduc 2 ml de solutie proteici, se adaugi in portiuni
mici 1-2 ml alcool si se agita puternic pana la aparitia precipitatului. Se adauga
10-15 ml apa. Se agitd amestecul si se observa dizolvarea precipitatului.

Se executd aceleasi operatii §i cu acetona.

Precipitarea cu sdaruri neutre (salifierea)
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Principiul reactiei

Sérurile neutre ale unor metale alcaline si alcalino-pamantoase precipita
reversibil proteinele. Acest fapt se datoreaza neutralizdrii sarcinilor electrice ale
particulelor coloidale cu sarcinile de semn contrar ale ionilor adsorbiti pe
suprafata particulelor, precum si deshidratarii acestora de catre ionii sarii.

Reactivi
1. solutii saturate de NaCl, (NH4),SO., MgSOs;
2. solutie proteica de analizat.

Modul de lucru

In trei eprubete se introduc cite 2 ml solutie proteici de analizat si se
adauga in fiecare cate 1 ml din reactivul respectiv de precipitare. Apar precipitate
care la adaugare de apa se dizolva.

Precipitarea cu acizi minerali tari

Principiul reactiei
Acizii minerali tari precipita ireversibil proteinele, iar precipitatele formate
nu se dizolva la adaugare de apa.

Reactivi
1. acizi minerali tari (acid clorhidric, d=1,19; acid sulfuric, d=1,84; acid azotic,
d=1,40);
2. solutii proteice.

Modul de lucru

In trei eprubete se introduc céte 2 ml solutie proteici de analizat. In fiecare
eprubeti se adaugd, de-a lungul peretilor, cite 1 ml acid mineral concentrat. In
cazul acizilor clorhidric si sulfuric, la suprafata de separare a celor doua faze se
formeaza un inel alb (precipitat), care prin agitare se dizolva (dizolvare in exces
de reactiv). Precipitatul format la adaugarea de acid azotic nu se dizolva (insolubil
in exces de reactiv).

Reactia cu acidul azotic (in diferite concentratii) sta la baza unei metode
de dozare a albuminelor din urina.

Precipitarea cu acizi organici
Principiul reactiei
Unii acizi organici au actiune specifica asupra proteinelor, fiind folositi la
precipitarea acestora din diferite lichide biologice.

Reactivi
1. acid tricloracetic, solutie 15-20%;
2. acid sulfosalicilic, solutie 15-20%;
3. solutie proteica de analizat.

Modul de lucru

In doud eprubete se introduc cite 2 ml solutie proteici de analizat. In
prima se adauga in picaturi solutie de acid tricloracetic, sub agitare continua, pana
cand se observa formarea unui precipitat alb, abundent. In cea de-a doua eprubeta
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se introduce in acelasi mod, acidul sulfosalicilic si se observa formarea unui
precipitat alb, afanat (cu aspect de nor).

Precipitarea cu saruri ale metalelor grele

Principiul reactiei
Unele saruri ale metalelor grele precipita ireversibil proteinele, modificand
profund structura acestora.

Reactivi
sulfat de cupru, solutie 5%;
clorurd mercurica, solutie 0,5-1%;
azotat de argint, solutie 0,5-1%;
acetat de plumb, solutie 10%;
solutie proteica de analizat.

M S

Modul de lucru

In patru eprubete se introduc cite 2 ml de solutie de analizat si se adauga
apoi solutiile de saruri. Se observa formarea precipitatelor. Cele rezultate din
reactiile cu sulfatul de cupru si acetatul de plumb sunt solubile in exces de reactiv,
iar celelalte doud sunt insolubile.

Precipitarea cu reactivii de precipitare ai alcaloizilor

Principiul reactiei
Substantele care produc precipitarea alcaloizilor precipita ireversibil si
proteinele. Reactia are loc in mediu acid (in cel alcalin precipitatele se dizolva).

Reactivi
acid picric, solutie saturata;
tanin, solutie apoasa saturata;
fericianura de potasiu, solutie apoasa 10%
reactiv Mayer (complex de iodurd mercuricd si potasiu) : se dizolva 1,35 g
clorurd mercuricd in 60 ml apa distilatd, la care se adauga solutia de  iodura
de potasiu (5 g dizolvate in 10 ml apa distilatd). Se completeaza cu apa distilata la
100 ml;
5. reactiv Esbach : se dizolva 1 g acid picric, 2 g acid citric in apd distilata,
cu care se completeaza pana la volumul de 100 ml;
6. acid acetic, solutie apoasa 1%;
7. acid clorhidric, solutie apoasd 10%;
8. solutie proteicd de analizat.

bl e

Modul de lucru

In cinci eprubete se introduc cate 2 ml solutie de analizat, apoi se adaugi :
- In eprubeta I - 1-2 ml acid acetic si 1-2 ml solutie de tanin. Se formeaza un
precipitat alb.
- in eprubeta II - se aciduleaza solutia cu 1-2 ml acid acetic si se adaugd 1 ml acid
picric. Apare un precipitat galben.
- in eprubeta III - dupa acidularea cu acid acetic, se adaugd 1 ml solutie de
fericianura de potasiu. Se formeaza un precipitat rosu-caramiziu.
- In eprubeta IV - 2 ml acid clorhidric si 1 ml reactiv Mayer. Apare un precipitat
rosu-brun.
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- in eprubeta V - 1 ml reactiv Esbach. Se formeaza un precipitat galben.

11. Determinarea azotului total si a proteinei brute din plante
(metoda Kjeldahl)

Proteina bruta reprezinta totalitatea substantelor organice cu azot, din care
fac parte proteinele si substantele azotate neproteice (alcaloizi, pigmenti cu azot,
lipide complexe, amide etc.)

Continutul in proteind brutd se calculeaza dupa continutul in azot total
organic din planta.

Principiul metodei

Substantele azotate organice, la fierbere cu acid sulfuric, se descompun in
elementele componente : carbon, oxigen, hidrogen, azot, fosfor etc. Carbonul se
elimina sub forma de CO,, hidrogenul si oxigenul sub forma de H,O, iar azotul
formeaza amoniacul. Acesta, in prezenta acidului sulfuric, se transforma in sulfat
de amoniu (mineralizarea azotului organic).

Sulfatul de amoniu rezultat se descompune ulterior, intr-un mediu puternic
alcalin, cu formarea amoniacului si a sulfatului alcalin. Amoniacul este separat
prin distilare si captat Intr-un volum cunoscut si in exces de acid sulfuric de titru
determinat. Excesul de acid se titreaza la sfarsitul distilarii cu o solutie de hidroxid
de sodiu de titru si factor cunoscute.

Diferenta dintre cantitatea initiald de acid sulfuric si excesul determinat la
titrarea cu hidroxid de sodiu reprezintd cantitatea de acid sulfuric ce a fixat
amoniacul sub forma de sulfat de amoniu. Se calculeaza cantitatea echivalenta de
azot care se exprima In procente, raportatd la masa substantei de analizat uscate n
prealabil la 105°C.

Se pot folosi mai multe amestecuri de catalizatori pentru etapa de
mineralizare :

a) mercur metalic - 0,7 g pentru 1g produs (3 picaturi) + K,SO4 -10 g

b) amestec de CuSO45H,O+K,SO, in proportie de 1:10, aprox. 10-15 g/proba

¢) amestec de CuSO, 5H,O+K,SOstseleniu in proportie de 4:16:1, cca 0,5
g/proba

d) amestec b) + 10 ml peroxid de hidrogen 30%.

In afari de catalizatorii mentionati, literatura de specialitate mai
recomanda si oxidul de vanadiu, oxidul de mercur, oxidul de cupru etc.

Reactivi
acid sulfuric concentrat, d=1,84;
catalizator CuSOy 5H,0 + K,SOy, cristale;
hidroxid de sodiu, solutie 30-40%;
acid sulfuric, solutie 0,1 n cu factor cunoscut;
hidroxid de sodiu, solutie 0,1 n cu factor cunoscut;
rosu de metil, solutie 0,02% (indicator).

SNV

Modul de lucru
A. Mineralizarea substantei de analizat

Materia primd este maruntitd cat mai fin posibil si omogenizatd. Cantitatea
luata in analizd este in functie de continutul in azot (cel mult 10 mg azot/proba).
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Se cantdresc la balanta analitica - 0,1 g pentru seminte; - 1 g pentru ierburi uscate,
fan, paie; - 4-6 g pentru materiale bogate in apa (fructe, tulpini suculente).

Substanta cantdrita se trece intr-un balon Kjeldahl de 100 ml, se adauga
0,1-0,2 g CuSO4 5H,0 (catalizator de mineralizare), 2-3 g de K,SOj4 (are rolul de
a ridica temperatura de fierbere a amestecului).si 5-6 ml acid sulfuric concentrat.

Balonul Kjeldahl se monteaza in pozitie Inclinata pe un stativ metalic, pe sitd de
azbest, sub nisd. La gura balonului se ageaza o palnie mica de sticla ce are rolul de a
impiedica pierderile prin stropire in timpul fierberii. Incilzirea se face la bec de gaz, la
inceput cu flacdra mica, cand continutul balonului devine negru si spumos. Dupa
incetarea spumarii se mareste flacara si incepe degajarea unor vapori de dioxid de sulf. Se
regleaza flacara astfel Incét sa aiba loc o fierbere linistita si uniforma, timp de cateva ore,
in functie de natura §i cantitatea materialului supus mineralizarii.

Starsitul acestei etape este indicat de colorarea in verde a solutiei din
balon. Se recomanda sa se continue incalzirea inca 1-2 ore, pentru mineralizarea
completa a compusilor heterociclici cu azot, care sunt In general mai rezistenti la
descompunere.

B. Distilarea amoniacului §i captarea in acid sulfuric
Distilarea amoniacului din sulfatul de amoniu rezultat la mineralizare se
poate efectua Intr-un aparat Parnas-Wagner (fig. 8 ) care este format din:
- balon generator de vapori (1)
- vas de siguranta (recipient intermediar) (2)

- vas de distilare (3) prevazut cu
o palnie cu robinet (4). Serveste
la spalarea aparatului dupa
determinare.

- refrigerent ascendent (5). Intre
vasul de distilare si refrigerent
se intercaleaza un separator de
picaturi (deflegmator).

Generatorul de vapori are o
capacitate de 1-2 litri, In care se
introduce apa pana la 2/3 din volum.

Este prevdzut cu doud tuburi de

sticla (a,b).

fiz. 8 Aparat Parnas - Wagner

Tubul (a) poate fi prevazut in exterior cu o palnie cu robinet prin care se
introduce apa; in timpul distilarii, robinetul va inchide tubul. Prin tubul (b) vaporii
de apa din generator vor trece in vasul de distilare.

Incilzirea apei din generator se poate face electric sau la flacira unui bec
de gaz. Tubul refrigerentului se introduce intr-un recipient de sticla (6) care poate
fi un balon Erlenmayer, pahar Berzelius etc., In care se gaseste un volum masurat
exact de acid sulfuric 0,1 n de factor cunoscut si 3-4 picaturi de indicator rosu de
metil (coloratia solutiei trebuie sd se mentind roz tot timpul distilarii, ceea ce
inseamna ca acidul sulfuric este in exces). Capatul tubului refrigerentului trebuie
sd patrunda in solutia de acid sulfuric.

Balonul Kjeldahl cu continutul mineralizat se raceste, dupa care prin
palnia de la gatul sau se introduc 5 ml apa distilata. Palnia se cliteste pe ambele
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parti cu putina apa distilata, care se colecteaza tot in balon. Se agita solutia sau se
incalzeste usor pentru solubilizarea reziduului, dupa care se transvazeaza in vasul
de distilare, prin palnia cu robinet (4). Balonul Kjeldahl se spald de 2-3 ori cu cate
3 ml apa distilata, care se introduce tot in vasul de distilare. Se adauga prin palnie
40-50 ml hidroxid de sodiu de concentratie 30-40% si cateva picaturi de
fenolftaleind, pand se observd culoarea roz-intens = mediu alcalin). In absenta
fenolftaleinei, se adauga hidroxid de sodiu pand se observd formarea unui
precipitat albastru de hidroxid cupric.

Se inchide tubul (a) al generatorului de vapori. Vaporii de apa trec din
generator prin tubul (b) in vasul de distilare si antreneaza amoniacul care se
degaja si este captat 1n solutia de acid sulfuric din recipientul (6).

Distilarea dureaza 20-30 minute, iar verificarea se face astfel: se scoate
tubul refrigerentului din paharul cu acid sulfuric, se clateste cu putind apa distilata
care se colecteaza tot in pahar, iar urmatoarea picaturd de distilat se lasa sa cada
pe o hartie de turnesol. Dacd hartia nu devine albastra, distilarea este terminata. O
alta modalitate de a incerca sfarsitul distilarii este reactia cu reactivul Nessler,
specificd pentru amoniac (trebuie sa fie negativa).

La sfarsitul distilarii se titreaza continutul recipientului (6) - excesul de
acid sulfuric - cu o solutie de hidroxid de sodiu 0,1 n pana la virarea culorii
indicatorului de la roz la galben.

Calculul rezultatelor

(VXF —V,xF; x0,014<100)

% Niotal = G 5

in care:
0,0014 = cantitatea in grame de azot care corespunde la 1 ml de acid sulfuric 0,1
n;
V = volumul de acid sulfuric 0,1 n luat pentru captarea amoniacului;
F = factorul solutiei de acid sulfuric;
V, = volumul de hidroxid de sodiu care a neutralizat acidul sulfuric rdmas in
exces;
F, = factorul solutiei de hidroxid de sodiu;
G = cantitatea in grame de substanta uscata luata in analiza.
Cantitatea de azot total se exprima in grame la 100 grame substantd uscata (%).
Continutul in proteina bruta se determina astfel;
% Proteina bruta = % Nyw X 6,25

12. Dozarea acidului ascorbic prin titrare cu 2, 6 - diclorfenolindofenol
Principiul metodei

Acidul ascorbic are proprietatea de a reduce 2, 6 - diclorfenolindofenolul
(reactiv Tillmans) in leucoderivatul corespunzator:
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Cl Cl
OH OH
HO o o HO 0 0
+ N + NH
— 7N
HO OH O (e}
OH OH
2, 6 - diclorfenolindofenol leucoderivat

Dozarea acidului ascorbic in plante

Reactivi

1. solutii de extractie: acid oxalic, solutie 2% sau solutie de acid
metafosforic i acid acetic preparata astfel: ntr-un balon cotat de 500 ml se
introduc 15 g acid metafosforic, 40 ml acid acetic glacial si 200 ml apa. Se agita
pand la dizolvare, dupa care se aduce continutul balonului la semn, cu apa
distilatd. Solutia se filtreaza prin hartie de filtru cu porozitate mare, intr-o butelie
de sticla care se inchide cu dop rodat si se pastreaza la temperatura de 0 - 5° C.
Solutia poate fi utilizata timp de 7 - 10 zile de la preparare;

2. colorant indofenolic (2, 6 - diclorfenolindofenol) solutie: intr-un balon
cotat de 200 ml se introduc 50 mg sare disodica de 2, 6 - diclorfenolindofenol si
150 ml apa calda (50 - 60° C) in care s-au dizolvat in prealabil 42 mg carbonat
acid de sodiu (NaHCOs). Se agitd pentru dizolvare, se completeaza continutul
balonului la semn, cu apa distilatd si se filtreaza cu hartie de filtru cu porozitate
mare.

Solutia se pastreazad intr-un flacon de sticld brund, la temperatura de 0 - 5°
C, timp de max. 15 zile.

Etalonarea solutiei de colorant indofenolic se face astfel: se iau, cu pipeta,
5 ml din solutia etalon de acid ascorbic (concentratie 1 mg/ml), se introduc Intr-un
vas Erlenmeyer de 50 ml, se adaugd 5 ml solutie de extractie si se titreaza repede
cu solutie de colorant indofenolic pand la aparitia coloratiei roz deschis, care
persista 5 secunde.

Se repetd aceastd operatie si se inregistreaza volumul solutiei de colorant
utilizat de fiecare datd, cu o precizie de 0,1 ml. Se calculeaza volumul mediu de
solutie folosit la titrare.

Se efectueazd o proba martor, inlocuindu-se cei 5 ml solutie etalon de acid
ascorbic cu 5 ml solutie de extractie, procedandu-se ca mai sus.

Se scade volumul solutiei de colorant obtinut la titrarea probei martor din
volumul mediu al solutiei de colorant utilizat la etalonarea colorantului.

Concentratia solutiei de colorant indofenolic se exprimd in miligrame acid
ascorbic la 1 ml solutie de 2, 6 - diclorfenolindofenol si este datd de formula C =
Ci/V, 1n care:

C, - cantitatea de acid ascorbic aflatd in 5 ml solutie etalon, in miligrame;
V - volumul solutiei de 2, 6 - diclorfenolindofenol folosit la titrare, in mililitri (din
care s-a scazut volumul folosit la titrarea probei martor);

3. acid ascorbic, solutie etalon:
se cantdresc, cu precizie de 0,1 mg, 50 mg acid ascorbic, pastrat in prealabil intr-
un exicator, se transvazeaza cantitativ intr-un balon cotat de 50 ml si se aduce la
semn continutul balonului cu solutie de extractie. Solutia contine 1 mg acid
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ascorbic intr-un mililitru. Solutia nu este stabild §i se prepard In momentul
utilizarii;

4. sulfat de cupru, solutie 1%;

5. albastru de metilen, solutie 0,05%;

6. indigocarmin, solutie 0,05%;

7. acid clorhidric, diluat 1 : 3.

Modul de lucru
Verificarea prezentei substantelor interferente:

Daca se presupune cd in proba sunt prezente substante interferente ca fier,
cupru, reductoni, compusi cu sulf, se procedeaza astfel: se adauga doud picaturi de
albastru de metilen, solutie 0,05% in 10 ml amestec, contindnd volume egale din
solutia probei pentru analizd si din solutia de extractie §i se agitd pentru
omogenizare. Disparitia coloratiei in 5 - 10 secunde indic@ prezenta substantelor
interferente.

Staniul nu poate fi pus in evidentd in modul descris mai sus, §i In acest caz
se procedeaza astfel: se adauga 5 picaturi de indigocarmin, solutie 0,05% la 10 ml
solutie pentru analiza, la care s-au addugat 10 ml acid clorhidric diluat 1 : 3 si se
omogenizeazd. Disparitia coloratiei in 5 - 10 secunde indica prezenta staniului sau
a altei substante interferente.

Extractia

In cazul produselor solide, semisolide si cu continut solid-lichid, din proba
pentru analiza, pregatitd ca mai sus se cantaresc cu o precizie de 0,1 mg, 10 - 100
g (my) (in raport invers cu continutul aproximativ de vitamina C a produsului
respectiv), se introduc intr-un mojar, in care se adauga solutie de extractie, in asa
fel incat, volumul solutiei de extractie adaugat, in ml, sa fie cuprins Intre 1 : 1 si
1 : 5 ori masa probei In grame §i se mojareaza cat se poate de repede. Se trece
cantitativ in balon cotat de 100 - 250 ml.

In cazul produselor lichide pregitite conform metodei descrise se iau cu
pipeta 10 - 100 ml (V), se introduc intr-un balon cotat de 100 - 250 ml (V3), in
care 1n prealabil s-a introdus o solutie de extractie, mentinand raportul de 1 : 1 -
1:5.

Solutia obtinuta se filtreaza, aruncand primii mililitri de filtrat.

Titrarea

Intr-un vas Erlenmeyer de 50 ml se introduc 5 - 10 ml (V) din extractul
acid al probei si se titreaza repede cu solutie de colorant indofenolic (V,), agitand
continuu, pand la aparitia coloratiei roz, care persistd minimum 5 secunde. Se
efectueaza doud determindri paralele din aceeasi proba.

In acelasi mod se face si proba martor, in care proba de analizat a fost
inlocuitd cu acelasi volum de solutie de extractie, si se titreaza cu o solutie de
colorant (V).

In cazul in care proba supusi analizei contine reductoni se procedeazi
astfel: Intr-un vas Erlenmeyer de 50 ml se introduce cu pipeta acelasi volum de
extract acid al probei (V,), la care se adauga 1 ml de solutie de sulfat de cupru. Se
omogenizeaza amestecul si se incalzeste pe o baie de apa adusa la fierbere, timp
de 10 minute. Dupa récire, proba se titreaza cu o solutie de colorant indofenolic.
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Calculul rezultatelor
Continutul de acid ascorbic, exprimat in miligrame la 100 g produs, se
calculeaza cu formula:
V= (V1 +V;)xV;xC

V,xm,

Vit.C=

x100 (mg/100g)

in care:

m, = masa probei luate pentru determinare (grame);

C = cantitatea de acid ascorbic corespunzétoare unui ml solutie de colorant indofenolic
(miligrame);

Vo = volumul solutiei de colorant indofenolic folosit pentru titrarea probei (ml);

V, = volumul solutiei de colorant indofenolic folosit pentru titrarea probei martor (ml);
V, = volumul solutiei de colorant indofenolic folosit pentru titrarea reductonilor (ml);

V; = volumul la care a fost adusé proba luatd pentru analiza (ml);

V4= volumul extractului acid al probei luate pentru analiza (ml).

13. Determinarea activitatii catalazei prin titrare
permanganometrica

Principiul metodei

In analizi se ia o cantitate in exces de apa oxigenati, exces care se
determina prin titrare cu permanganat de potasiu.

Ecuatia dupa care are loc titrarea este urmatorea:

5H,0, 2(K MnO,) 3(2H SO;) 8H,0 (2K SO;) 2(Mn> SO;) 50,

Reactivi
apa oxigenatd, solutie 1% proaspat preparata din perhidrol si apa;
acid sulfuric, solutie 10%;
permanganat de potasiu, solutie 0,1 n;
extract vegetal cu catalaza.

=

Modul de lucru

Se pipeteaza in doud pahare Berzelius cate 20 ml extract de catalaza. Una
din probe se fierbe pentru inactivarea enzimei. Dupa racirea acesteia, Tn ambele
probe se introduc cate 10 ml apa distilata si 3 ml apd oxigenata. Se lasa in repaus
la temperatura camerei, timp de 30 minute. Se adaugd cate 5 ml acid sulfuric 10 %
si se titreaza cu solutia 0,1 n de permanganat de potasiu pana la virajul coloratiei
in roz pal. Se noteaza volumele de permanganat de potasiu utilizate la titrarea
celor doua probe: martor si cu catalaza.

Calculul rezultatelor
Activitatea catalazei se exprimd in mg apa oxigentd descompusa in 30
minute.
V = ml permanganat de potasiu 0,1 n titrat la proba martor;
V= ml permanganat de potasiu 0,1 n titrat la proba cu catalaza,
f = factorul solutiei de permanganat de potasiu.
1 ml KMnO, 0,1 n, este echivalent cu 1 ml solutie H,O, 0,1 n.
1 ml solutie H,O, contine 1,7 mg H,O..
Activitatea catalazei = (V - V) x f x 1,7 = mg H,0, descompusa in timp de 30
minute.
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CUPRINS

MODUL I
Introducere
1. Glucide
1.1. Consideratii generale
1.2. Oze (monoglucide, monozaharide)
1.3. Diholozide (dizaharide)
1.4. Poliozide (poliglucide)
Test de autoevaluare
Rezumat capitol 1
2. Lipide
2.1. Consideratii generale
2.2. Constituentii chimici din structura lipidelor
2.3. Lipide simple
2.4. Lipide complexe
Test de autoevaluare
Rezumat capitol 2
3. Protide
3.1. Consideratii generale
3.2. Aminoacizi
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3.3. Peptide
3.4. Proteine
3.5. Heteroproteine

Test de autoevaluare
Rezumat capitol 3
Teme de verificare pentru modulul I

MODUL II

4. Acizi nucleici
4.1. Caracterizare generala
4.2. Componentele mononucleotidelor
4.3. Nucleotide
4.4. Polinucleotide (acizi nucleici)

Test de autoevaluare
Rezumat capitol 4

5. Vitamine
5.1. Definitie si clasificare
5.2. Vitamine liposolubile
5.3. Vitamine hidrosolubile

Test de autoevaluare
Rezumat capitol 5

6. Enzime
6.1. Consideratii generale
6.2. Natura si structura chimica a enzimelor
6.3. Specificitatea enzimelor
6.4. Factorii care influenteaza viteza reactiilor enzimatice
6.5. Nomenclatura si clasificarea enzimelor
6.6. Prezentarea principalelor clase de enzime

Test de autoevaluare
Rezumat capitol 6
Teme de verificare pentru modulul II

MODUL III

7. Metabolism
7.1. Consideratii generale
7.2. Procese generale in anabolism
7.3. Procese generale in catabolism
7.4. Metabolismul intermediar al glucidelor

DN B W=

MODUL IV - Lucrari practice

. Acizii organici din plante. Forme de aciditate
. Oze (monoglucide)

. Oligozide

. Dozarea glucidelor reducatoare prin metoda iodometrica
. Determinarea polarimetrica a amidonului prin

metoda Ewers — Grossfeld

6. Analiza calitativa a gliceridelor
7.
8
9

Determinarea indicilor ce caracterizeaza lipidele

. Reactii calitative pentru aminoacizi
. Metoda Sorensen de dozare a aminoacizilor

10. Analiza calitativa a proteinelor
11. Dozarea azotului total si a proteinei brute
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12. Dozarea acidului ascorbic (vitaminei C)
13. Determinarea activitdtii catalazei
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