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Scopul lucrarii

Generalitati

TESTAREA CALITATIVA A HIDROXIACIZILOR

Utilizarea testelor calitative pentru investigarea proprietatilor chimice ale hidroxi-
acizilor.

Testele calitative mai sunt denumite si teste de identificare deoarece pun in evidenta
prezenta anumitor caracteristici structurale ale unei moleculei. De exemplu, anumite
teste indica prezenta unei anumite grupari functionale, precum carboxilica sau alcoolica.
Alte teste indica prezenta unei grupari functionale care sufera o reactie de oxidare. O
caracteristicd comuna a acestor teste calitative este faptul ca rezultatele sunt vizibile
imediat. De exemplu, schimbarea culorii, formarea unui precipitat, degajarea unui gaz
sau formarea unui strat de separare.
Tn vederea realizirii acestor teste trebuie respectate doud reguli de baza. Tn primul rand,
acestea trebuie realizate respectand exact indicatiile. Daca metoda presupune
addugarea de 3 picdturi, nu addugati 4 sau 5. In al doilea rand, realizati testele in
triplicat. Aceasta inseamna realizarea testului pe un compus cunoscut, care se stie ca va
da un test pozitiv, apoi realizarea testului pe un compus cunoscut care se stie ca va da
test negativ si, final, testarea pe un compus necunoscut. Compararea vizualda a
rezultatelor testarii unui compus necunoscut cu un test pozitiv si negativ confirma faptul
ca reactivii sunt buni si ca testul este realizat corespunzator.
Totusi, rezultatele testelor calitative nu prezinta intotdeauna aceeasi acuratete. Un
compus poate da un test pozitiv fals, chiar daca nu corespunde rezultatului scontat. De
exemplu, anumiti fenoli dau test pozitiv pentru aldehide. De asemenea, un compus
poate da un rezultat negativ chiar daca este de asteptat sa dea unul pozitiv. De exemplu,
aldehidele mai putin reactive sau foarte insolubile, nu dau test pozitiv pentru aldehide.
Combinatiile continand in molecula lor grupari hidroxil si grupari carboxil se impart in
doua clase:

- acizi-alcooli, care contin grupele —OH legate de o catena alifatica sau de

catena laterala a unui compus aromatic si

- acizi fenoli, cu grupele —OH legate direct de nucleul aromatic.

Din punct de vedere al proprietatilor este important sa se tind seama de pozitia grupei
hidroxil fata de grupa carboxil: astfel, vom distinge:
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- o-hidroxi-acizii R——CH——COOH

OH
- B-hidroxi-acizii R——CH——CH,—COOH

OH
R——CH——CH,—CH,—COOH

- y-hidroxi acizi:
OH

n acest experiment veti testa urmatorii a-hidroxi-acizi:

CH, CH,—COOH COOH
HC—OH  HO——C——COOH HC—OH
COOH CH,—COOH HC——OH
COOH
acid lactic acid citric acid tartric

Acidul lactic se gaseste Tn zeama de carne. El apare in muschi ca produs al degradarilor
biochimice ale hidratilor de carbon. Se obtine prin fermentarea zaharurilor in prezenta
de bacterii de acid lactic. Este utilizat in industria alimentara, textila, tabacarie, ca
inlocuitor al acidului tartric.

Acidul citric se gaseste in naturd in proportie mare in zeama de lamaie, portocal3,
zmeura etc. liber sau ca sare acida de potasiu.

Acidul tartric a fost izolat in anul 1769 de catre Secheele ca sare acida de potasiu (tartru)
din drojdia care se depune din vinul nou, dupa incetarea fermentatiei. Acidul tartric se
gaseste In cantitati mici, in vin.

Reactii de recunoastere

Hidroxi-acizii dau reactii specifice grupei carboxil si, dupa protejarea grupei carboxil, se pot pune in evidenta

grupele hidroxil.

Reactia cu acidul sulfuric concentrat si rezorcina

a-Hidroxi-acizii elimind acid formic, cand sunt incalziti cu acid sulfuric diluat, si trec in
aldehida sau cetona continand un atom de carbon mai putin Tn molecula. Cand se
foloseste acid sulfuric concentrat se elimina, in locul acidului formic, produsul sau de
deshidratare, oxidul de carbon. Aldehida formata se pune in evidenta prin tratare cu
rezorcind cand se obtine o coloratie rosie. In cazul acidului tartric, pe langa acidul formic,
se mai elimind o molecula de bioxid de carbon si se formeaza aldehida glicolica.
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rezorcinol

COOH
CH—OH H2SO4, tOC CHO

E—— +CO + H,0 + CO,
CH——OH CH,OH
COOH
acid tartric
CHO HO OH HO OH HO OH
| + 2 _—
CH,OH

C‘;H

CH,0H
Reactia cu permanganat de potasiu
Prin incalzire cu agenti oxidanti slabi (MnO,, PbO,, H,0,), majoritatea a-hidroxiacizilor se
transforma in aldehide sau cetone, care se identifica prin reactiile specifice gruparii

carbonil.

+1/20,
R——CH——COOH T R—C—COOH —— > R——CH—/=O0 +CO,
-2

OH

Reactia cu apa de brom

in prezenta apei de brom, acidul citric se oxideazd, formandu-se acidul aceton-
dicarboxilic, care in prezenta apei de brom formeaza pentabromacetona, aceasta prin
hidroliza si decarboxilare trecand in glioxal. Formarea glioxalului se pune in evidenta prin
reactia de culoare cu fenolii.

CH,—COOH CH,—COOH CBr, COOH cHo
_OH (O] 5Br, | H,0

C —>» C—O0 e C—Q —>» |C—0 |—m>
“coon -H0 -5 HBr | ‘ -CO, CHO

CH,—COOH -C0; CH,—COOH >C0, B CHO

Reactia iodoformului

Datorita faptului ca acidul lactic contine o grupare de alcool secundar, vecind cu o
grupare metil, poate trece prin oxidare in grupare cetonica. Metil cetona rezultata poate
fi oxidata cu exces de iod n solutie bazica, dand un solid galben intens. Reactia este
cunoscuta sub denumirea de reactia iodoformului.

CH, CH,4 Cl,
| NalO | 3 NalO | NaOH
HC OH » Cc—0 ————> C—0 ——» CHI;+HCOONa
| - Nal | -3 NaOH -CO,
COOH -H;0 COOH COOH

Reactia cu anhidrida acetica si piridind

Prin tratarea a-hidroxiacizilor cu anhidrida acetica si piridind apar urmatoarele coloratii:
acid tartric verde-smarald

acid citric rosu
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Formarea sarurilor
Hidroxi-acizii pot forma saruri cu metalele, de exemplu: tartratul acid de potasiu
(insolubil Tn apa), respectiv citratul de calciu (mai solubil la rece si mai putin solubil la

cald).
CH,—COOH CH,—C00
/Ca
2HO——C——COOH  + 3 CaCl, + 6 NHyOH ————>HO——C——CO00 +6 H,0+ 6 NH,Cl
CH,—COOH CH,;—COO—_
/Ca
acid citric CH,—C00

HO——C——CO0
\

e

CH,—CO00

Ca

citrat de calciu
Reactia cu clorura ferica
a-Hidroxiacizii inlocuiesc fenolul din complexul cu clorura ferica. Reactia prezinta

importanta n practica clinica pentru identificarea acidului lactic (ca produs patologic) in
sucul gastric.

Hy;C——CH——COOH + FeCl; ———> ( H3C——CH——COO) Fe +3HCI
3
OH OH

acid lactic lactat feric
(galben-verzui)

MOD DE LUCRU
I. Reactia cu acidul sulfuric concentrat si rezorcina

Precautii: Acidul sulfuric concentrat este toxic si coroziv. Evitati inhalarea sau contactul
cu pielea a solutiei de rezorcina.
1.  Intr-o eprubeta curata introduceti aprox. 0,05 g acid tartric peste care adaugati
5 picaturi de acid sulfuric concentrat si cateva cristale de rezorcina.

2. Incalziti eprubeta pe o baie de ap3. Notati observatiile in fisa de lucru.

Il. Reactia cu permanganatul de potasiu

Precautii: : Solutia de permanganatul de potasiu este toxica. Acidul lactic irita pielea si
ochii. Evitati inhalarea substantei.

3.  Intr-o eprubet curatd introduceti 0,5 ml acid lactic peste care addugati 2 ml de
acid sulfuric diluat si 1 ml de permanganat de potasiu 5%.

4.  Tnclziti eprubeta pe o baie de ap&. Notati observatiile in fisa de lucru.

Ill. Reactia cu apa de brom

Precautii: Solutia de brom 5% este foarte toxicd, iritanta si oxidanta. Evitati contactul cu
pielea. Nu inhalati vaporii degajati. Lucrati la nisa. Daca solutia de brom vine in contact

cu pielea spalati imediat suprafata respectiva cu solutie saturata de bisulfit de sodiu.
Evitati contactul acidului citric cu ochii.
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5. Intr-o eprubetd curatd introduceti 4 picituri dintr-o solutie de acid citric 5%
peste care adaugati o picatura de apa de brom, 3 picaturi de acid sulfuric 10%
si o picatura de solutie de permanganat de potasiu 5%.

6.  Tncalziti usor eprubeta pe o baie de apd pané la decolorare, apoi adaugati 2 ml
acid sulfuric, doua picaturi solutie de B-naftol si incalziti pe baie de apa timp de
10 minute. Notati observatiile in fisa de lucru.

IV. Reactia iodoformului

Precautii: Solutia de Io/KI este toxicd, coroziva si iritanta. Solutia de hidroxid de sodiu 3M
este toxica, coroziva si poate cauza arsuri. Evitati contactul cu ochii, pielea sau hainele.

7.  Intr-o eprubet curatd introduceti 0, 5 ml acid lactic si diluati-l cu 5 ml de apa.

8.  Adaugati apoi 1 ml de iod in iodura de potasiu si 2,5 ml solutie NaOH 10%.
9.  Tncélziti eprubeta pe o baie de ap&. Notati observatiile in fisa de lucru.

V. Reactia cu anhidrida acetica si piridina

Precautii: Anhidrida acetica este coroziva si lacrimogena. Piridina este inflamabila.
Evitati inhalarea si contactul cu ochii sau pielea.

10. Tn doud eprubete curate introduceti cateva cristale de acid tartric si respectiv
acid citric.

11. Adaugati apoi 1 ml anhidrida acetica si 1 ml piridina.
12. Tncélziti eprubeta pe o baie de ap&. Notati observatiile in fisa de lucru.

VI. Formarea sarurilor
Precautii: Solutia de hidroxid de amoniu este toxica si coroziva. Poate cauza arsuri.
Evitati inhalarea substantei.

13. Intr-o eprubetd curata introduceti doud picaturi solutie de acid citric si 2-3
picaturi solutie de hidroxid de amoniu pana la pH 7.

14. Adaugati apoi doua picaturi solutie CaCl,.

15. Tncélziti eprubeta pe o baie de ap4 la fierbere. Lasati-o apoi s se riceasci la
temperature camerei. Notati observatiile in fisa de lucru.

VII. Reactia cu clorura ferica

Precautii: Solutia de clorura ferica este toxica si coroziva. Fenolul este foarte toxic.
Evitati inhalarea sau contactul cu pielea sau cu ochii.
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16.

17.

18.

Tn doud eprubete curate se introduce cate o piciturd solutie de cloruré ferics si
apoi se adauga doua picaturi solutie apoasa de fenol. Solutiile se coloreaza in
violet.

Tn una din eprubete se adaugs dou3 picituri de acid lactic iar in cealalt3 cateva
picaturi de acid acetic.

Notati observatiile in fisa de lucru.
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1. Reactia cu acid sulfuric si rezorcina

FISA DE LUCRU

hidroxi-acid

observatii

acidtartric ..................................................................................................

1. Reactia cu permanganat de potasiu

hidroxi-acid

observatii

acid lactic

Ill. Reactia cu apa de brom

hidroxi-acid

observatii

acid citric

IV. Reactia iodoformului

hidroxi-acid

observatii

acid lactic
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V. Reactia cu anhidrida acetica si piridina

hidroxi-acid

observatii

acid tartric

acid citric

VI. Formarea sarurilor

hidroxi-acid

observatii

acid citric

VII. Reactia cu clorura ferica

hidroxi-acid

observatii

acid lactic
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INTREBARI

1. Cum reactioneaza acidul citric si acidul tartric in prezenta de acid sulfuric?
2. Reprezentati acizii citric, lactic si tartric, n proiectie Fischer. Cati atomi de carbon asimetrici prezinta?

3. Acizii mandelic si malic au urmatoarele structuri:

C6H5 COOH
HC——OH
HC——OH
CH,
COOH COOH
acid mandelic acid malic

Propuneti cate o metoda de identificare pentru fiecare hidroxi-acid, pe baza testelor efectuate.

| 10
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Scopul lucrarii

Generalitati

TESTAREA CALITATIVA A CARBOHIDRATILOR

Utilizarea testelor calitative pentru clasificarea solutiilor de carbohidrati.

Carbohidratii constituie sursa cea mai importanta de energie. Sunt larg raspanditi in
tesutuile plantelor si chiar Tn anumite tesuturi animale, precum ficat sau muschi.
Carbohidratii solubili in apa au gust dulce si prin urmare se mai numesc si zaharuri.
Alt termen pentru carbohidrati este acela de hidrati de carbon.

Carbohidratii sunt de fapt polihidroxialdehide sau polihidroxicetone, avand in
general formula (CH20),, unde n > 3.

Tn functie de numarul de molecule prezente, carbohidratii se Tmpart in 3 clase
generale. Moleculele individuale de carbohidrati sunt clasificate drept
monozaharide. Mai departe acestea se clasifica in functie de numarul de atomi de
carboni (cu 5 carboni, pentoze; cu 6 carboni, hexoze, s.a.m.d.). In tabelul 1 este
redata clasificarea unor carbohidrati uzuali.

Carbohidratii continand cateva unitati de monozaharide Tn structura sunt clasificate
drept oligozaharide. Acestea se impart in continuare in dizaharide (doua unitati de
monozaharide), trizaharide (trei unitati de monozaharide) s.a.m.d.

Carbohidratii contindnd un numar foarte mare de unitati de monozaharide sunt
clasificate drept polizaharide. Cele mai importante sunt amidonul, celuloza si
glicogenul. Toate trei sunt alcatuite din sute de mii de unitati de glucoza conectate in
diferite moduri. O caracteristica comuna a oligo- si polizaharidelor este faptul ca pot
hidroliza la unitatile de monozaharide prin incalzire in solutie usor acida.

Toate monozaharidele contin doua tipuri de grupari functionale reactive: o grupare
carbonil si mai multe grupari hidroxil. Reactia intramoleculara dintre gruparea
carbonil si una dintre gruparile hidroxil conduce la un semiacetal (figura 1). Deoarece
ambele grupari se gdsesc pe aceeasi moleculd, Tn urma reactiei rezulta o structura
ciclica. Atomul de carbon din gruparea carbonilicd care participa la formarea
semiacetalului se numeste carbon anomeric (redat in figura 1 sub forma C*).

| 11



Biochimie. Lucrari practice

Formarea semiacetalului conduce la doua conformatii posibile la carbonul anomeric,
denumite anomer-a si anomer-f (figura 1). Cele doua molecule continand aceste
configuratii sunt denumite anomeri.

Tabelul 1. Clasificarea unor carbohidrati uzuali

clasa/
denumirea sursa componenta monozaharidica
monozaharide
glucoza sange
fructoza fructe
riboza RNA
dizaharide
sucroza trestie de zahar glucoza si fructoza
maltoza sirop de porumb glucoza si glucoza
lactoza lapte glucoza si galactoza
Polizaharide
amidon celule vegetale multe unitati de glucoza
celuloza peretii celulelor vegetale multe unitati de glucoza
glicogen celule animale multe unitati de glucoza
structura
semiacetalica
o]
T<
——C—OH
Figura 1. HO G
Formarea |
semiacetalului _T_OH CH,OH
——C—oOH —':_6_\1'5'3'_5
CH,OH E :
glucoza forma liniara : '

anomer f3

Monozaharidele pot da reactii intermoleculare, formand legaturi acetalice.
Semiacetalul unei molecule de monozaharida reactioneaza cu gruparea hidroxilica a
unei alte monozaharide, formand o legaturd acetalici. In acest fel, monozaharidele
se leaga intre ele pentru a forma dizaharide si polizaharide. in figura 2 este redat3
reactia dintre doua monozaharide cu formarea unei legaturi acetalice.

| 12
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Figura 2.
Formarea unei
dizaharide
intre doua
monozaharide

CH,OH CH,OH
A\ N
cr o+ c
OH | OH (I)H
OH OH OH
OH OH
a-glucoza a-glucoza

legatura acetalica

CH,OH

maltoza

Reactivii de identificare a carbohidratilor se divid in trei clase, in functie de tipul de
reactie. Prima clasd, acizi deshidratanti, determina deshidratarea carbohidratilor si
formarea furfurolului (de la pentoza) sau 5-hidroximetilfurfurol (de la hexoza):

(0]
C<
H—C|3—OH mediu
acid
| deshidratant
H—C—OH —Jj5
H—C——OH
CH,OH
riboza (pentoza)
(0]
T<
H——C——OH
mediu
acid
HO ¢ H deshidratant
H—c—on MO
H——C——OH
CH,OH

glucoza (hexoza)

H H

AN /

C—©cC

—C// \\C—H
.

furfurol

5-hidroximetilfurfurol

Prezenta furfurolului sau 5-hidroximetilfurfurolului poate fi detectata prin adaugarea
unui reactiv din cea de-a doua clasa, denumiti reactivi de condensare. Acestia sunt
compusi fenolici care reactioneaza cu furfurolul sau 5-hidroximetilfurfurolul dand
compusi colorati. Reactivii din aceasta clasa sunt: Bial si Seliwanoff.

Cea de-a treia clasa de reactivi consta in solutii continand ioni de cupru (Il). Acesti
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reactivi oxideaza anumiti carbohidrati. Cei mai uzuali reactivi din aceasta clasa sunt
Benedict si Barfoed. Este vorba despre carbohidratii care reduc ionii de cupru (Il) la
oxizi de cupru (l), denumiti zaharuri reducatoare. Acestea cuprind toate aldozele
continand o grupare aldehidica libera sau un semiacetal ciclic. Dizaharidele, care nu
contin semiacetal liber, sunt zaharuri nereducatoare.

I. Identificarea produsilor de condensare ai carbohidratilor

Testul amidonului loduré de potasiu/lod (Ki/I2)

lodul formeaza un complex cu amidonul, dand o culoare negru-albastrd intensa.
Polizaharidele cu catenda mai scurtd, dizaharidele si monozaharidele nu formeaza
complecsi cu iodul. Prin urmare, testul Kl/lI, poate fi utilizat pentru a distinge
amidonurile de carbohidratii simpi.

Testul Bial

Este utilizat pentru a diferentia intre pentoze si hexoze. Pentozele supuse testului Bial
dau un produs albastru sau verde, in timp de hexozele dau un produs maron sau gri.
Alte solutii de carbohidrati nu reactioneazd cu acest reactiv. in asemenea cazuri,
amestecul de reactie ramane colorat galben-oranj, care este de fapt culoarea
reactivului.

pentoza— produs de deshidratare — = produs de condensare albastru sau verde
furfurol

Testul Seliwanoff

Este utilizat pentru a diferentia aldozele de cetoze. in acest test, cetozele reactioneazd
in doua minute, formand o solutie rosie. Aldopentozele pot reactiona si ele in doua
minute, dand o solutie albastra-verde, care se poate schimba intr-o solutie de
culoarea piersicii. Alte dizaharide pot da si ele dupa doua minute un test pozitiv fals,
prin formarea unei solutii de culoarea piersicii. Totusi, numai formarea unei solutii de
culoare rosie este considerata test pozitiv.

Testul Molish

Este utilizat pentru a diferentia carbohidratii de ne-carbohidrati. Aceasta are loc prin
deshidratarea in prezenta de acid sulfuric concentrate. Produsii de deshidratare ei
zaharurilor, furfurolul si 5-hidroximetilfurfurolul condenseaza cu a-naftolul, formand
un produs de condensare rosu.

carbohidrat ——= produs de deshidratare — s produs de condensare rosu
furfurol

| 14



Biochimie. Lucrari practice

Il. Identificarea zaharurilor reducatoare

Dupa cum se observa in figura 1, un semiacetal se formeaza atunci cand o grupare
carbonil reactioneaza cu o grupare carboxil de pe aceeasi moleculd de monozaharida.
Un agent de oxidare, precum ionul de cupru (ll) poate oxida gruparile carbonil.
Aceasta reactie reduce ionul de cupru (I1) la oxidul de cupru (1), Cu20, de culoare rosie.
Numai zaharurile continand un semiacetal au gruparea carbonilica libera, necesara
pentru a reduce ionul de cupru (Il). De aceea, aceste zaharuri sunt numite zaharuri
reducatoare. Zaharuri reducatoare pot fi atdt monozaharidele cat si dizaharidele,
atata vreme cat contin in moleculd un semiacetal sau o grupare carbonilica aldehidica
libera.

Zaharurile care nu contin un semiacetal nu reduc ionul de cupru (Il). Ele se numesc
zaharuri nereducitoare. in figura 3 sunt redate doud exemple de dizaharide
reducatoare si nereducatoare.

grupare aldehidica liberd absenta (acetal)

grupare aldehidica
. . . CH,OH CH,OH (semlacetal) CH,0H
Figura 3. Dizaharide
v . 0 o) CHZOH
a) reducitoare si \| \| \|
C

b) nereducatoare OH N OH |
OH o OH
CH,OH

OH OH
a) maltoza, dizaharida reducatoare b) sucroza, dlzaharlda nereducatoare

Reactivii Benedict si Barfoed sunt solutii specifice pentru testarea carbohidratilor,
continand ioni de cupru (Il). Atunci cand unul din acesti reactivi este addaugat unei
solutii de carbohidrat, formarea unui precipitat rosu de Cu,O indica prezenta unui
zahar reducator. Amidonurile au o grupare semiacetalica libera (o grupare
reducatoare de zahar) la capatul unei catene foarte lungi de legaturi acetalice (grupari
nereducdtoare). Totusi, reactia amidonului cu reactivii Benedict si Barfoed nu este
semnificativa, deoarece proportia de semiacetali este foarte micd, comparativ cu
marimea moleculei. Pe de alta parte, fructoza, o cetoza, nu contine o grupare
carbonilica aldehidica, dar da reactie pozitiva cu ambii reactivi. Aceasta deoarece, in
conditii normale, fructoza izomerizeaza la o aldoza (figura 4). Pentru identificarea
fructozei insa este necesara utilizarea reactivului Seliwanoff.

O OH OH O
|| | H" sau HO | ||
——

Figura 4. Conversia unei R—C—C—H R—C—C—H
a-hidroxicetone la | |
a-hidroxialdehida L Ho

a-hidroxicetona a-hidroxialdehida
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Testul Barfoed

Testul presupune utilizarea unei solutii continand ioni de cupru (Il) Tn mediu usor acid,
cu monitorizarea atenta a timpului de reactie. Este util pentru diferentierea
monozaharidelor de dizaharide. Astfel, monozaharidele determinda formarea unui
precipitat rosu de Cu;O in 2-3 minute. Dizaharidele Tnsa determina formarea Cu,O
numait dupa 10 minute sau chiar mai mult.

R——CHO + Cu?* + 2H,0 ——> R-COOH + Cu,O (pp, rosu) + 4H"

zahar acid
reducator carboxilic
Testul Benedict

Testul presupune utilizarea ionilor de cupru (IlI) in mediu usor bazic. Prezenta unui
zahar reducator va determina reducerea ionilor de cupru (I1) la Cu,0. Testul Benedict
nu poate fi utilizat pentru diferentierea monozaharidelor de dizaharidele reducatoare.

R——CHO + Cu** + 5HO° —> R-CO, + Cu,O (pp, rosu) + 3H,0

zahar ion
reducator carbohidrat

Testul cu fenilhidrazina

Este specific glucidelor reducatoare si are ca rezultat formarea osazonelor. Osazonele
diferitelor glucide se deosebesc intre ele prin structura cristalina, solubilitatea si
punctele de topire diferite. Reactiile dintre un glucid reducator si fenilhidrazina sunt
redate in continuare:

T T
Cc=—0 C=——=N——NH——CgHs
| +  H,N——NH—CgHs; —— | +H,0
(|3H—OH (|3H—0H
R R

glucid fenilhidrazina fenilhidrazona
reducator
T H
C=——=N——NH——CgHs C=—=N——NH——CgHs

+ H)N——NH——CgHs —— |

| 2 5 + NH; + C4HsNH,
(|:H—OH c—o
R R cetofenilhidrazona
T H
C=—=N——NH——CgH;s C=——=N——NH——CgHs
| + H,N——NH———CgH; ——» | +H,0
T—_o (|:_—N—NH—C6H5
R R

0sazona
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CH,OH
CH,OH CH,OH
0 (0]
OH OH OH
OH OH
glucoza fructoza
¢HZ0H CH,OH CH,OH
\ (0]
/ \
CH OH CH OH C|;H
OH OH
OH OH
lactoza
sucroza
amldon

Figura 5. Structurile carbohidratilor testati in experiment

Tn acest experiment veti folosi sase tipuri de teste de clasificare pe cinci solutii de carbohidrati
cunoscute. In fiecare caz, veti clasifica carbohidratul present ca monozaharidd, dizaharid3,
polizaharida, respectiv reducatoare sau nereducatoare. De asemenea in cazul unei hexoze, veti stabili
daca este aldoza sau cetoza. Structurile carbohidratilor pe care ii veti testa in experiment sunt redate
in figura 5. O reprezentare schematica a metodologiei de clasificare utilizata in acest experiment este
redata in figura 6.

Deoarece fiecare test se bazeaza pe diferitele caracteristici ale carbohidratilor, veti folosi la fiecare
test in parte proba proaspata de solutie de carbohidrat. Trebuie sa observati cu grija atat rezultatele
positive cat si pe cele negative pentru fiecare test. Final, pe baza observatiilor, veti identifica o solutie
de zahar necunoscut.

MOD DE LUCRU
Pregatiti trei seturi a cate 5 eprubete cu numele celor 7 solutii de carbohidrati pe care

ii veti testa. Veti avea nevoie de cate 10 ml din urmatoarele solutii de concentratie 1%:
fructoza, glucoza, lactoza, sucroza si amidon pe care le veti introduce n primul set.
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solutie de carbohidrat

) test Molisch +)

\nici o reactic | ! solutic rosic |
{NECARBOHIDRAT; {CARBOHIDRAT }

KI/1
l(—) 2 (+)l
L incolor isolutic neagra-albastra;
-CARBOHIDRAT SIMPLU- AMIDON '

l test Barfoed

) (&)
i pp rosu dupa 10 min E"_ _i)i)_r_(;s_ﬁ in2-3min
.LACTOZA, SUCROZA: :GLUCOZA, FRUCTOZA!
test Benedict test Benedict
() ) f) . (_i
! absenta pp rosu! | pprosu : pp rosu {1 absenta pp rosu !
absenta zahar red. + zahar red. ! I zahar red. , iabsenta zahar red;
. __SUCROZA ! ' LACTQZA :GLUCOZA, FRUCTOZA, RIBQZA! ===============
test Bial
l(-) (+)l
\ produs maron-gri ! ! produs albastru sau verde!
: hexoza pentoza :
:GLUCOZA, FRUCTOZA! ' .....RIBOZA_
ltest Seliwanoff
(-) (&)

oo o

.solut1e albastra-verde sau piersica. solutie rosie |
: aldoza 1 cetoza
e GLUCOZA ________. : 1 FRUCTOZA
fenilhidrazinal lfen11h1drazma
T pp galben ;
b OSAZONA_ _________ ;

Figura 6. Metodologia de clasificare a carbohidratilor
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l. Testul Molisch

Precautii: reactivul Molisch contine acid sulfuric concentrate, care este toxic si
coroziv. Poate cauza arsuri grave. Evitati contactul cu ochii, pielea, hainele si
materialele combustibile. Evitati ingerarea substantei.

1. Transferati cate 2 ml din fiecare solutie de carbohidrat din primul set de

eprubete in al doilea set de eprubete. Adaugati doua picaturi de reactiv
Molisch in fiecare eprubeta si agitati bine continutul. Addugati cate 2 ml de
acid sulfuric concentrat in al treilea set de eprubete.

Precautii: in etapa urmatoare veti adauga solutii apoase peste acid sulfuric concentra.
Prudenta maxima la efectuarea acestei etape.

2.

Tineti eprubetele contindand acid sulfuric concetrat inclinate la un unghi de 30
de grade fata de verticala si adaugati incet solutiile continand reactiv Molisch-
carbohidrat din cel de-al doilea set de eprubete. Nu agitati solutiile rezultate.
Se vor forma doua straturi separate.

Notd: daca nu apare nici o modificare de culoare la interfata dintre cele doua straturi,
nseamna ca testul este negativ.

1.

2.

Il. Testul 1/KI

Notati rezultatele in fisa de lucru 1.

Spalati eprubetele cu solutie de detergent. Clatiti-le de trei ori cu apa de la
robinet si o data cu apa distilata.

‘ Precautii: solutia de I,/KI este toxicd, coroziva si iritanta. ‘

5.

lll. Testul Barfoed

Transferati cate 2 ml solutie de carbohidrat in 5 eprubete curate, etichetate cu
numele solutiilor corespunzatoare. Addugati cate doua picaturi de solutie de
I/Kl in fiecare din cele 5 eprubete.

Notati observatiile testelor positive sau negative dupa amestecarea solutiilor
cu reactiv in fisa de lucru.

Spalati eprubetele cu solutie de detergent. Clatiti-le de trei ori cu apa de la
robinet si o data cu apa distilata.

Precautii: reactivul Barfoed este coroziv, higroscopic si iritant . ‘

8.

n 5 eprubete curate etichetate cu numele solutiilor corespunzitoare de
carbohidrati introduceti cate 1 ml solutie. Adaugati 2 ml de reactive Barfoed
fiecarei solutii de carbohidrat.

Introduceti eprubetele intr-o baie de apa la fierbere pentru aproximativ 5
minute. Dupa 5 minute scoateti din baie numai eprubetele continand un
precipitat rosu. Lasati celelalte eprubete sa mai stea Tnca maxim 5 minute.
Notati observatiile privind culoarea precipitatelor in fisa de lucru.
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IV. Testul Benedict

‘ Precautii: reactivul Benedict este toxic, higroscopic si iritant. ‘
10. 1n 5 eprubete curate si etichetate corespunzitor introduceti cate 2 ml de
reactiv Benedict. Adaugati cate 10 picaturi de solutie de carbohidrat.

11. Introduceti eprubetele intr-o baie de apa la fierbere.
12. Scoateti toate eprubetele dupa exact 2 minute. Notati observatiile.

V. Testul Bial

Precautii: reactivul Bial este toxic, coroziv, higroscopic, sensibil la lumina si iritant.
Manipulati-I la nisa.
14. Introduceti la nisd 1 ml de reactiv Bial in 5 eprubete curate si etichetate.
Adaugati cate 2 picaturi din solutiile corespunzatoare de carbohidrati.

15. Introduceti eprubetele pe o baie de apa la fierbere.

16. in momentul observarii unei modificiri de culoare, scoateti eprubeta din baia
de apa. Nu lasati eprubetele sa stea mai mult de 3 minute in baie, chiar daca nu
apare nici o modificare de culoare. Notati observatiile in fisa de lucru.

17. Spalati eprubetele cu solutie de detergent. Clatiti-le de trei ori cu apa de la
robinet si o data cu apa distilata.

VI. Testul Seliwanoff

Precautii: reactivul Seliwanoff este toxic, coroziv si iritant.

18. Introduceti cate 10 picaturi din fiecare solutie de carbohidrat in 5 eprubete
curate si etichetate. Adaugati cate 15 picaturi de apa distilata si 2 ml de
reactive Seliwanoff in fiecare eprubeta.

19. Introduceti eprubetele intr-o baie de apa la fierbere.

20. Scoateti eprubetele din baie dupa aproximativ douda minute si jumatate. Notati
observatiile in fisa de lucru.

VII. Testul cu fenilhidrazina

Precautii: fenilhidrazina este toxica si iritantd. Acidul acetic este inflamabil si poate
cauza arsuri grave. Evitati contactul cu ochii, pielea, hainele sau substantele
combustibile. Evitati inhalarea vaporilor si ingerarea substantei. Este sensibila la

umezeala.
21. Introduceti cate 5 ml solutie de carbohidrat in 5 eprubete curate si etichetate
corespunzator.

22. Adaugatiin fiecare eprubeta cate 0,5 ml acid acetic glacial, cateva miligrame
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23.

24,

de fenilhidrazina si o cantitate dubla de acetate de sodiu.
Introduceti eprubetele pe baie de apa la fierbere timp de jumatate de ora.

Scoateti eprubetele din baie. Dupa racire apar cristale galbene specifice, care
se pot examina la microscop.
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I. Testul Molisch

FISA DE LUCRU

carbohidrat observatii

carbohidrat sau necarbohidrat?

fructoza

glucoza

lactoza

riboza

amidon

sucroza

necunoscut

11. Testul 12/KI

carbohidrat observatii

simplu sau complex?

fructoza

glucoza

lactoza

riboza

amidon

sucroza

necunoscut
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Ill. Testul Barfoed

carbohidrat observatii monozaharida sau dizaharid3?

fructoza

glucoza

lactoza

riboza

amidon

sucroza

necunoscut

IV. Testul Benedict

carbohidrat observatii reductor sau nereducitor?

fructoza

glucoza

lactoza

riboza

amidon

sucroza

necunoscut
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V. Testul Bial

carbohidrat observatii pentozd sau hexozd?

fructoza

glucoza

lactoza

riboza

amidon

sucroza

necunoscut

VI. Testul Seliwanoff

carbohidrat observatii aldoza sau cetoza?

fructoza

glucoza

lactoza

riboza

amidon

sucroza

necunoscut
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VI1I. Concluzii

simplu sau monozaharid sau reducator sau pentoza sau aldoza sau
carbohidrat

complex dizaharid nereducator hexoza cetoza

fructoza

glucoza

lactoza

amidon

sucroza

necunoscut
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B

INTREBARI

Desenati structura fructozei in reprezentare Haworth. Evidentiati caracteristicile structurale, precum
semiacetalul, legaturile acetalice si carbonul anomeric.

O solutie necunoscuta de carbohidrat (continand unul din carbohidratii din experiment) a fost testat
cu reactivii descrisi in experiment. Solutia necunoscutd a dat test negativ cu reactivul 1/Kl, a format

un precipitat rosu cu reactivul Barfoed in 3 minute si a dat o solutie albastra-verde cu reactivul Bial.

a) despre ce carbohidrat este vorba?

b) desenati structura carbohidratului in reprezentare Fischer si Haworth.

Eritroza este clasificata drept o aldoza cu patru atomi de carbon. Se presupune ca solutia acesteia se
supune testarii urmand procedurile experimentale descrise anterior. Redati rezultatele probabil in

urma testarilor.

a) /Kl

b) Molisch
c) Barfoed
d) Benedict

e) Seliwanoff

Definiti urmatorii termeni:

a) aldoza
b) pentoza
c) polizaharide

Completati tabelul urmator. Pentru fiecare test, indicati ce observati in cazul unui rezultat pozitiv.
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test rezultate asteptate pentru test pozitiv substanta care da test pozitiv
/K a) b)
Benedict | c) d)
Bial e) f)

6.  Anticipati rezultatele testarii maltozei in urmatoarele conditii:

> /Kl
» Testul Barfoed
» Clasificati maltoza drept monozaharida, dizaharida sau polizaharida si zahar reducator
sau nereducator.
7. Ce tip de compus organic se formeaza in urma reactiei unei aldoze cu reactivul Barfoed? Ce fel de
reactie are loc?
8. Explicati de ce fructoza, o hidroxicetoza reactioneaza cu reactivul Benedict. Ce aranjamente
structurale sunt necesare pentru ca reactia sa aibe loc?
9.  Explicati ce se intampla daca amestecati sucroza cu reactivul Seliwanoff.

10. Ce fel de test poate fi aplicat pentru a distinge intre urmatoarele perechi de carbohidrati:

a) fructoza si galactoza
b) riboza si glucoza

c) glucoza si maltoza
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Scopul lucrarii

Generalitati

I. Definire lipide

TESTAREA LIPIDELOR

Utilizarea testelor calitative pentru clasificarea si identificarea lipidelor.

Hrana provine din trei surse principale: carbohidrati, proteine si lipide. Dintre acestea,
carbohidratii reprezinta sursa cea mai rapida de energie. Corpul omenesc are o capacitate
limitata de a depozita carbohidrati, dar este capabil sa transforme carbohidratii neutilizati
in lipide, care se consituie in depozite de energie. Lipidele furnizeaza de doua ori mai
multd energie/gram decat carbohidratii.

Lipidele Tndeplinesc atat rol functional cat si structural. Mentin temperatura constanta in
tesutul subcutanat.

Spre deosebire de carbohidrati si proteine, lipidele nu poseda grupari functionale unice
pentru a le distinge de alte clase de substante prin teste chimice. Lipidele sunt compusi cu
grupari eterogene cu proprietati fizice similare, precum formarea petei de grasime,
solubilitatea si emulsificarea. Pentru clasificarea lipidelor este necesara compararea
solubilitatilor lor relative in solventi organici si aposi. Se disting cinci clase generale: lipide
simple, compusi lipidici, steroizi, terpene si lipide mixte.

Lipide simple
Lipidele simple includ grasimile, uleiurile si cerurile. Gasimile si uleiurile sunt esteri cu
masa moleculara mare ai glicerinei si acizilor carboxilici cu catena lunga, cunoscuti drept
acizi grasi. Cerurile sunt esteri ai acizilor grasi si alcoolilor cu catena lunga. Majoritatea
acizilor grasi din grasimi si uleiuri au intre 14 si 18 atomi de carbon. Grasimile se disting de
uleiuri prin punctul de topire, care depinde de gradul de saturare a portiunii de acid gras
din molecula. Grasimile au puncte de topire mai mari decat uleiurile si au o consistenta

semi-solida, in timp de uleiurile sunt de obicei lichide la temperatura camerei.
Structura generald a grasimilor si uleiurilor este redata in figura 1, unde R, R’ si R”
reprezinta componentele hidrocarbonate din acizii grasi. Grasimile si uleiurile sunt adesea
clasificate drept triacilgliceride sau trigliceride datorita faptului ca sunt esteri ai glicerinei.
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Segmentele de acizi grasi cu catenda lunga (grupdrile R) determind majoritatea
proprietatilor fizice ale grasimilor si uleiurilor. Daca gruparile R sunt conectate numai prin
legaturi simple, aceste catene hidrocarbonate sunt saturate; daca gruparile R sunt
conectate prin una sau mai multe legaturi duble legaturi, atunci catenele sunt nesaturate.

0
I
Figura 1. Triacilglicerol sau ﬁ CH,—O0—C—R

triglicerida R'——C——0—CH

CH;—O0——C—R"

Compusi lipidici

Compusii lipidici includ fosfolipidele, sfingolipidele si glicolipidele. O fosfolipida este
compusa dintr-o catena de glicerol continand doua grupari esterice cu acizi grasi si o
grupare esterica fosfat. Adesea gruparea fosfat este un diester, avand a doua grupare
esterica formata cu un alcool contindnd azot (amino alcool) sau un carbohidrat. Fiind o
grupare polara, gruparea fosfat determina solubilitatea in apa a moleculei. O structura

tipica fosfolipidica este redata in figura 2.

0 CH,—O0—C—R
Figura 2. Structura unei || |
R——C——O0——CH 0
fosfolipide | ||
CHy,—O——P——0——amino alcool
|

Fosfolipidele sunt clasificate in functie de alcoolul esterificat la gruparea fosfat in:
fosfatidilcoline, denumite si lecitine; fosfatidil etanolamine, denumite si cefaline; fosfatidil
serine si fosfatidil inozitoli.

Fosfolipidele sunt componente importante ale membranelor celulare. De exempluy,
lecitinele sunt prezente in cantitdti apreciabile Tn tesutul nervos si in creier. Joaca un rol
important in neurotransmisie. De asemenea, lecitinele sunt utilizate drept agenti de
emulsificare in alimente si industria farmeceutica. Commercial se obtin din ulei de soia sau
galbenus de ou. Abilitatea unei molecule de a inconjura picaturile de ulei si de a preveni

separarea lor din solutie apoasa este denumit drept agent de emulsificare.
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Steroide
Steroidele sunt lipide avand caracteristici structurale diferite: sistem saturat de 4 cicluri

condensate cu 17 carboni (figura 3).

C
c/ \c/c\
Figura 3. Sistem de cicluri . l l /‘3
o N N T
steroide | | |
C (o} C
N N

Multe steroide prezintd o serie de modificari in structura ciclica. Acestea constau in
includerea unor substituenti la ciclu de tipul catenelor hidrocarbonate, grupari hidroxilice
si grupari carbonilice. Alte modificari constau in includerea in ciclu a unor duble legaturi
sau incorporarea altor atomi, precum oxigenul. Structura colesterolului, cel mai abundent

steriod din corpul uman este prezentata in figura 4.

CHj3
CH, CH,
H,;C -
N \CH/ \CH \C—CH3
CHj |
C/C\(L/CH CHy
: N\
Figura 4. Colesterol CH, | | c
C/C\l/c\c/c\c/

HO—C\C/C\C/C

Colesterolul este omniprezent in toate celulele animale si constituie componenta majora ai
membranelor celulare. Este un precursor important in sinteza altor trei steroizi: acizii

biliari, care ajuta la metabolizarea grasimilor, vitaminelor liposolubile si a hormonilor.

Il. Identificarea lipidelor pe baza proprietatilor fizice

Lipidele se diferentiaza pe baza a trei proprietati fizice: formarea petei de grasime,
solubilitate si emulsificare. Aceste proprietati pot fi utilizate la diferentierea lipidelor de

compusi ne-lipidici.

Testul petei de grdsime
Acest test simplu a fost utilizat de secole. Lipidele provenind din glicerina si sfingozine, o
baza cu catena lunga care reprezinta scheletul sfingolipidelor, dau pete translucide pe

tesaturi. Daca lipida nu este un derivat al glicerinei sau sfingozinei, nu va da pata
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translucida pe tesatura. Acest test necesita ca lipida sa fie sub forma lichida. Lipidele semi-
solide, datorita gradului ridicat de saturare din catenele acizilor grasi prezinta puncte de
topire mai ridicate decat temperatura camerei si de aceea este necesara incalzirea usoara

fhainte de testare.

Testul de solubilitate

Lipidele sunt preponderent formate din carbon, hidrogen si oxigen. Multe clase de lipide
contin si azot si fosfor. Gradul de solubilitate in diversi solventi variaza in functie de
cantitatea relativda a acestor elemente si de structura lor. Lipidele cu continut
hidrocarbonat crescut sunt relativ nepolare si insolubile Tn apa. Lipidele continand grupari
ionice pot fi dizolvate in apa. Caracterul ionic al unei lipide poate fi modificat prin

schimbarea pH-ului.

Testul de emulsificare

Scdderea tensiunii superficiale dintre doua lichide nemiscibile, prin impiedicarea separarii
lor Tn doua straturi, este cunoscuta sub denumirea de emulsificare. Pentru a fi un agent de
emulsificare, o lipida trebuie sa contina o portiune hidrocarbonata nepolara, care va fi
atrasa de de molecule nepolare din solutie, si o portiune polara, care va fi atrasa de

moleculele de apa polare din solutie.

0
o] CHZ——O—!:l.——R CH,—OH Na*OOC-R
R'—|c|—o—lH o) + 3NaOH ———» H—O—CH + Na"OOC-R'
<|:H2——0—L|——R" CH,—OH Na""OOC-R"
triglicerida glicerina saruri

lll. Clasificarea lipidelor pe baza proprietatilor chimice

Caracteristicile structurale generale ale unei molecule lipidice pot fi puse in evidenta printr-
o serie de reactii chimice. Acestea sunt legaturile din esterii acizilor grasi, gradul de

nesaturare si prezenta glicerinei sau a fosfatului. Utilizarea testelor chimice pentru
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determinarea caracteristicilor structurale ale lipidelor este utila in clasificarea generala a
acestora. De exemplu, prezenta colesterolului poate fi confirmata chimic prin utilizarea

testului Liebermann-Burchard.

Testul de saponificare a trigliceridelor

Lipidele care contin legaturi esterice ai acizilor grasi pot suferi reactii de hidroliza, o reactie
catalizata de un acid sau o baza puternice. Hidroliza alcalina a esterilor acizilor grasi este
cunoscuta sub denumirea de saponificare. Saponificarea trigliceridelor conduce la
glicerina si sarurile acizilor grasi corespunzatori. Sarurile acizilor grasi cu masa moleculara
mare se numesc sapunuri.

Timp de secole, sdpunurile au fost obtinute prin fierberea grasimilor animale intr-un vas
continand lesie, o baza puternica, spumarea sarurilor acizilor grasi, presarea lor si uscarea.
Sapunul de lesie este foarte caustic si cauzeaza uscarea excesiva a pielii.

Reactia chimica dintre o triglicerida si o baza in vederea formarii glicerinei si sarurilor

acizilor grasi este redata mai sus.

Testul de halogenare a lipidelor nesaturate

Lipidele continand legaturi duble carbon-carbon dau reactii de aditie. O reactie de aditie
consta Tn “addugarea” de atomi precum hidrogenul sau halogeni la o molecula lipidica
continand atomi de carbon dublu legati. Rezultatul este saturarea legaturilor carbon-
carbon. Uleiurile, care contin legaturi duble numeroase, pot fi modificate chimic in grasimi
prin aditia de hydrogen. Acest process, denumit hidrogenare, transforma uleiurile in
oleomargarine, fiind larg intrebuintat in industria alimentara. Cantitatea de halogen
precum bromul addugat la o molecula lipidicd ofera o masura cantitativa a gradului de

nesaturare a lipidei Tnainte de halogenare.

Testul Liebermann-Burchard pentru colesterol
Colesterolul (figura 4) da o culoare verde caracteristica atunci cand este amestecat cu

reactivul Liebermann-Burchard, un amestec de anhidridd acetica si acid sulfuric.
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Schimbarea culorii poate fi gradual3, initial roz, apoi albastru violet si final verde inchis

Testul cu molibdat de amoniu pentru gruparea fosfat
Prezenta gruparii libere fosfat in solutie acida poate fi pusa in evidenta prin adaugarea
reactivului molibdenic. Ecuatia dintre anionul fosfat si solutia de molibdat de amoniu in

prezenta de acid azotic este urmatoarea:

HPO42' (aq) + 12 MOO42' (aq) + 3NH," (aq) + 23 H;0" (aq)

(NH4)3[P(M03010)4] (S, galben) + 35 H20 (1)

Molibdatul de amoniu galben precipitd dupa cateva minute.
Atunci cand la solutia unei lipidecontinand grupari fosfat in structura este adaugat un acid
puternic ca Tn exemplul de mai sus, lipida hidrolizeaza, eliberand gruparea fosfat. Aceasta

reactioneaza apoi ca in ecuatia de mai sus, formand un precipitat galben.

n acest experiment veti clasifica diferite clase de lipide in functie de proprietatile fizice si

de reactiile chimice.

MOD DE LUCRU

Precautii: anhidrida acetica este coroziva si lacrimogena. Molibdatul de amoniu este toxic,
coroziv si iritant. Solutia de brom 5% este foarte toxica, iritanta si oxidanta. Ciclohexanul
este inflamabil si iritant. Diclorometanul este toxic si iritant. Glicerina este iritanta. Acidul
clorhidric 6M este foarte toxic si coroziv. Metanolul este foarte toxic si inflamabil. Acidul
azotic 6M este foarte toxic, coroziv si oxidant. Solutia de hidroxid de sodium 6M este
toxica si coroziva. Acidul sulfuric concentrate este foarte toxic, coroziv si oxidant. Toluenul
este inflamabil si toxic.
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I. Identificarea lipidelor pe baza proprietatilor fizice

Testul petei de grasime

1.

Pe o bucata de hartie de filtru de 11 cm marcati cu creionul cinci zone astfel: “ulei

vegetal”, “H,0”, “lecitind”, “cholesterol” si “diclorometan”.

Etichetati doua eprubete cu “lecitind” si respective “colesterol”. Dizolvati dizolvati
cateva miligrame de lecitind, respectiv colesterol in catel ml diclorometan si agitati
eprubetele.

Aplicati zonei corespunzatoare de pe hartie substanta adecvata: ulei vedetal, apa,
solutie de lecitind, solutie de cholesterol si diclorometan. Pentru aplicarea
picaturilor aveti nevoie de 5 pipete Pasteur, pentru fiecare substanta.

4. Tncalziti bucata de hartie in vederea evaporirii solventilor.

Notati observatiile in fisa de lucru 1.

Testul de solubilitate

Precautii: ciclohexanul este inflamabil si iritant. Metanolul este foarte toxic si inflamabil.
Toluenul etse extreme de inflamabil si toxic. Acidul clorhidric 6M este coroziv, foarte toxic,
poate cauza arsuri. Solutia de hidroxid de sodiu 6M este coroziva, toxicd, poate cauza
arsuri. Evitati contactul acestor substante cu ochii, pielea sau hainele. Evitati inhalarea
vaporilor sau ingerarea compusilor.

10.

11.

12.

Etichetati patru seturi a cate 7 eprubete curate cu numele a sase tipuri de solventi:
“apa distilata”, “diclorometan”, “ciclohexan”, “methanol”, “toluene”, “6M HCI” si
“6M NaOH”.

Adaugati cate 1 ml din solventul adecvat la fiecare din cele 28 de eprubete. Folositi
un cilindru curat de 10 ml pentru a masura fiecare solvent.

AdaugatilO picaturi de ulei vegetal in fiecare eprubeta. Agitati continutul.

Observati gradul de solubilitate al uleiului in solventii folositi. Notati observatiile in
fisa de lucru 1.

Pregatiti o baie de apa si incalziti-o.

Puneti aproximativ 0,5 g grasime solidd intr-o eprubeta curata. Introduceti
eprubeta in baia de apa si asteptati pana ce grasimea se topeste.

Repetati pasii 8 si 9 utilizdnd in locul uleiului urmatoarele 3 substante: prima,
utilizati 10 picaturi de grasime topita pentru fiecare din cei 7 solventi. A doua,
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13.

utilizati aproximativ 0,1 g lecitind pentru fiecare din cei 7 solventi. Notati
observatiile in fisa de lucru 1.

Daca substantele nu se dizolva in 1 ml de solvent, mai adaugati 5 ml si agitati.
Notati observatiile in fisa de lucru 1.

Testul de emulsificare

14.

15.

16.

17.

18.

Etichetati o eprubeta curata cu termenul “lecitina”. Suspendati 0,1 g lecitina in 6 ml
apa distilata si agitati.

III

Tn alte doud eprubete curate etichetate cu “ulei vegetal” si “ulei vegetal/lecitina”

introduceti cate 1 ml de ulei vegetal si 5 ml de apa distilata.

Adaugati 3 ml suspensie de lecitind preparata la etapa 15 in eprubeta etichetata cu
“ulei vegetal/lecitina”.

Agitati energic cele doua eprubete.

Notati observatiile in fisa de lucru 1 pe parcursul a 5 minute, pana cand amestecul
din eprubeta se separa in doua straturi.

Il. Clasificarea lipidelor pe baza reactiilor chimice

Testul de saponificare pentru triglyceride

19.

20.

21.

Etichetati trei eprubete curate cu “ulei”, “grasime” si “colesterol”. Introduceti 8
picaturi de ulei Tn eprubeta “ulei”, 8 picaturi de grasime topita in eprubeta
“grasime” si 0,1 g colesterol in eprubeta “colestrol”. Adaugati 10 picaturi de solutie

NaOH 3M in fiecare eprubeta.

ncalziti eprubetele pe o baie de apd timp de 15-20 minute dup3 care l3sati sa se
raceasca la temperature camerei.

Adaugati 5 ml de apa distilata in fiecare eprubeta si agitati energic. Notati
observatiile in fisa de lucru 2.
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Testul halogenare pentru lipidele nesaturate

R

22. Intrei eprubete curate etichetate cu “ulei”, “grasime” si “glicerina

” -~
|

ntroduceti cate

3 ml de diclorometan.

23. Adaugati 10 picaturi de ulei vegetal in eprubeta “ulei vegetal”, 10 picaturi de
grasime topita in epubeta “grasime” si respective 10 picaturi de glicerind in

eprubeta “glicerina”. Agitati energic continutul eprubetelor.

Precautii: solutia de brom 5% utilizata in etapele 27 si 28 este foarte toxica, iritanta si
oxidanta. Evitati contactul cu pielea. Nu inhalati vaporii degajati. Lucrati la nisa. Daca
solutia de brom vine in contact cu pielea spalati imediat suprafata respectiva cu solutie
saturata de bisulfit de sodium.

24. Intr-o biuretd de 25 ml, la nisd, introduceti cu o palnie solutie de brom 5%. Notati in
fisa de lucru 2 volumul initial al solutiei de brom. Adaugati solutie de brom in
picaturi si sub agitare Tn eprubeta contindnd ulei vegetal in diclorometan, pana la
aparitia culorii rosie brun a solutiei de brom. Notati in fisa de lucru 2 volumul final
al solutiei de brom din biureta si calculati volumul de solutie necesar pentru aceasta

reactie.

25. Repetati Inca de doua ori etapa 27 pentru a testa grasimea topita si glicerina din

diclorometan. Notati observatiile in fisa de lucru 2.

Testul Liebermann-Burchard pentru cholesterol

26. 1n 4 eprubete curate etichetate cu “lecitind”, “cholesterol”, “grisime” si “ulei”
introduceti cate 0,1 g lecitina, 0,1 g cholesterol, doua picaturi de grasime topita si

respectiv doua picaturi de ulei vegetal.

Precautii: acidul sulfuric concentrat este toxic, coroziv si cauzeaza arsuri grave. Evitati
contactul cu ochii, pielea si hainele. Evitati ingerarea substantei. Daca solutia ajunge n
contact cu pielea spalati imediat cu apa zona expusa timp de cateva minute.

Precautii: anhidrida acetica este coroziva si lacrimogena. Poate cauza arsuri. Utilizati-o la
nisa. Evitati contactul cu ochii, pielea si hainele. Evitati ingerarea substantei.
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27.

28.

29.

Introduceti la nisa Tn fiecare din cele 4 eprubete pregatite in etapa 30 cate 2 ml
diclorometan, 20 picaturi de anhidrida acetica si doua picaturi de acid sulfuric
concentrat. Agitati energic continutul eprubetelor.

Lasati-le sa stea aproximativ 5 minute. Observati culoarea si intensitatea relativa a
fiecarui amestec si notati observatiile in fisa de lucru 2.

Spalati eprubetele cu solutie de detergent. Clatiti-le de trei ori cu apa de la robinet
si 0 data cu apa distilata.

Testul cu molibdat de amoniu pentru fosfat

30.

Pregatiti o baie de racire cu gheata si apa.

Precautii: HNO3 6M este o substanta coroziva, toxica care cauzeaza arsuri grave. Evitati
contactul cu ochii, pielea si hainele. Evitati inhalarea vaporilor si ingerarea acidului.

31.

32.

intr-o eprubetd curatd introduceti 0,2 g lecitind peste care addugati 3 ml solutie
HNO3 6M. Tncalziti continutul eprubetei intr-o baie de ap& pentru aproximativ 5-6
minute. Daca amestecul de reactie spumeaza, agitati eprubeta.

Introduceti eprubeta contindnd amestecul de reactie in baia de gheata pentru
aproximativ 5-10 minute.

Precautii: solutia de molibdat de amoniu este toxicd, coroziva si iritantd. Evitati contactul
cu ochii, pielea si hainele. Evitati inhalarea vaporilor si ingerarea compusului.

33.

34.

Decantati solutia clara intr-o eprubeta curata peste care adaugati 1 ml solutie

molibdat de amoniu 0,2 M. Agitati continutul eprubetei.

introduceti continutul eprubetei intr-o baie de apd incilzitd la 65°C, pentru
aproximativ 5 minute. Notati observatiile in fisa de lucru 2 precum si culoarea

precipitatului format.
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FISA DE LUCRU 1

1. Identificarea lipidelor pe baza proprietatilor fizice

Testul petei de grdasime observatii

ulei vegetal

apa

solutie de lecitina

solutie de colesterol

diclorometan

Testul de solubilitate observatii
solventi ulei vegetal grasime vegetala lecitina colesterol
apa

diclorometan

ciclohexan

methanol

toluene

solutie HCI 6M

solutie NaOH 6M
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Testul de emulsificare observatii timpul necesar separarii straturilor, min

ulei vegetal + apa

ulei vegetal + apa +

lecitina
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FISA DE LUCRU 2

1I. Clasificarea lipidelor pe baza reactiilor chimice

Testul de saponificare pentru trigliceride observatii

dupa incalzire dupa adaugare H,0

ulei

grasime

colesterol

Testul halogenare pentru lipidele nesaturate

volumul de solutie Bra 5% in CH,Cl; ulei vegetal grasime glicerina

citire finala biureta, ml

citire initiala biureta, ml

volumul de solutie Br, 5% utilizat, ml

Testul Liebermann-Burchard pentru colesterol observatii

colesterol

lecitina

grasime

Ulei vegetal
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Testul cu molibdat de amoniu pentru fosfat observatii

lecitina
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5.

INTREBARI

Explicati ce se intampla daca adaugati lecitina la un amestec de ulei si apa. ldentificati elementele
structurale din moleculele de lecitina responsabile pentru acest rezultat.
Scrieti ecuatia chimica care sta la baza reactiei dintre brom si trioleina, o triglicerida a acidului oleic cu

structura:

DN P N G G
COOH

fncercand s3 identifice un anume compus, un student a utilizat modul de lucru redat in acest
experiment. Lipida a format o emulsie atunci cand s-a amestecat cu ulei si apa, a reactionat cu solutia
apoasa de hidroxid de sodiu pentru a forma sapun, insa nu a reactionat cu solutia de brom si a dat
rezultat pozitiv la testul cu molibdat de amoniu. Descrieti structura lipidei in acord cu aceste
rezultate.

Structura N-palmitoil-D-sfingomielinei, o sfingolipida, este redata mai jos. Descrieti comportamentul

acesteia la urmatoarele teste:

d) patade grasime
e) solutie de brom 5% in diclorometan

f)  molibdat de amoniu

OH
0 HT_CH:CH(CH2)12CH3
H3C(H2C)14HC_HN_CH o

H2C_O_P_O_CHchQ—N+(CH3)3

o

Explicati pe scurt (eventual cu ajutorul formulelor chimice) semnificatia urmatorilor termeni.
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b) Triglicerida

c) Fosfolipida

d) Steroid

e) agent de emulsificare

f) saponificare
a) Cum se distinge o grasime de un ulei?
b) Ce elemente structurale din moleculele lipidice determina aceasta?
Clasificati urmatoarele lipide Tn simple, compusi lipidici sau steroizi.

a) Dipalmitoil fosfatidil serina
b) colesterol

c) tripalmitina

Redati produsii care rezulta in urma reactiei dintre trimiristina cu solutie apoasa de hidroxid de sodiu.

(0] H,C——0——C——(CH,)1,CH;

H3C(H,C)y,——C——0——CH 0 +3NaOH ———  »

H2C_O_C_(CH2)120H3
Descrieti o metoda sau un test pentru a diferentia urmatoarele perechi de lipide:

a) Ulei de masline si grasime vegetala
b) Lecitina si ulei de porumb

c) Colesterol si tripalmitina

| 43



Biochimie. Lucrari practice

Scopul lucrarii

Generalitati

TESTAREA CALITATIVA A AMINOACIZILOR S| PROTEINELOR

Studiul proprietatilor si reactiilor amino acizilor si proteinelor cu diversi reactanti in vederea
clasificarii si identificarii acestor compusi.

Proteinele constituie principala sursa de energie a organismului pentru cresterea si
intretinerea celulara. Dupa apa, proteinele reprezinta principalii constituenti ai celulelor.
Proteinele sunt compusi polimerici mari care se obtin din variate unitati structurale numite
amino acizi. Structura generalda a unui amino acid este redata in figura 1. Observati ca toti
amino acizii contin grupari carboxilice (-COOH), grupari aminice (-NH;) si substituenti sau
catene laterale (R).

catena laterala

e

R
Figura 1. Structura generalad a unui
amino acid HoN T COOH
grupare aminica grupare carboxilica

Corpul uman sintetizeaza proteine utilizand aproximativ 20 de amino acizi, care difera numai
prin structurile catenelor lor laterale. Structura radicalilor R determina clasa de aminoacizi:
nepolara, neutra, bazica sau acida. Celulele umane pot sintetiza majoritatea amino acizilor
necesari construirii proteinelor. Totusi, un numar de 8 amino acizi nu pot fi sintetizati de
corpul uman, fiind necesar sa fie obtinute din alimentatie. Acesti amino acizi se numesc
amino acizi esentiali.

Amino acizii incorporati in proteine sunt legati covalent prin legaturi peptidice. Acestea sunt
legaturi amidice formate intre intre gruparea carboxilicd a unui amino acid si gruparea
aminica a celui de-al doilea amino acid.
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legatura peptidica

o 1
| :
H,N—CH,—C——OH + H——NH——CH——COOH Ho,N——CH,—C——NH—CH——COOH  + H,0
HiC——G——CHs HaC——CH——CHj
glicina valina glicilvalina

Tntrucat fiecare amino acid contine cel putin cite o grupare aminicd si o grupare carboxilic,
este posibil ca legatura peptidica sa se formeze in doua moduri diferite. De exemplu, pentru
glicina si valina legatura peptidica se poate forma intre gruparea acida a valinei si gruparea
aminica a glicinei, rezultand valilglicina.

I. Solubilitatea amino acizilor si proteinelor

Proprietatile fizice ale amino acizilor si proteinelor sunt determinate in special de structura
lor, atat in stare solidd cat si in solutie. Tn acest experiment veti investiga solubilitatea unor
amino acizi si proteine Tn diverse solutii. Pe baza datelor obtinute veti compara
caracteristicile structurale ale amino acizilor si proteinelor.

Solubilitatea in functie de pH

Prezenta gruparilor aminice si carboxilice permite amino acizilor sa accepte sau sa cedeze
protoni intr-o solutie apoasd, deci sa joace rolul atat de baza cat si de acid. Deoarece
proteinele contin atat catene laterale acide céat si bazice, acestea pot la randul lor sa doneze
sau sa accepte protoni. O molecula care functioneaza simultan ca acid si ca bazad este
denumitd moleculd amfoterici. Tn solutii apoase neutre amino acizii se comportd ca molecule
amfoterice. De exemplu, un amino acid cu o catena laterala neutra contine doua sarcini: una
pozitiva, datoritd protonarii grupdrii amino si una negativa, datorita disocierii protonului
acidului carboxilic. Aceasta forma ionica dubla a unui amino acid este denumita forma
zwiterionica (figura 2).
COO

Figura 2. Forma zwiterionica a
"Hs3N——C——H
unui amino acid |

R

Solubilitatea amino acizilor si proteinelor depinde foarte mult de pH-ul solutiei. Modificarile
structurale din amino acid sau proteina la diferite valori de pH influenteaza solubilitatea
relativd a moleculei. in solutii acide, ambele grupari amino si carboxilica sunt protonate. in
solutii bazice, ambele grupari sunt neprotonate. Figura 3 prezinta un amino acid in solutii
acida, neutra sau bazica.
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COOH coo coo
Figura 3. Structura unui aminoacid  "HsN——C——H "HaN——C——H HN——C——H
|
in solutie acida, neutra sau bazica R R R
acid neutru bazic

Valoarea pH-ului la care concentratiile gruparilor anionice si cationice sunt egale reprezinta
punctul izoelectric pentru acel amino acid sau proteinda. Amino acizii si proteinele sunt foarte
greu solubile la punctul izoelectric. Majoritatea proteinelor care se gasesc in tesuturile si
fluidele corpului au punctele izoelectrice sub pH =7 deci exista preponderent in forme
anionice.

Il. Reactiile chimice ale gruparilor functionale din amino acizili si proteine

Anumite grupari functionale din amino acizi si proteine pot da reactii specifice conducand la
produsi colorati. Intensitatea culorii produsului format de o anumita grupa variaza de la
proteina la proteina, in functie de numarul, gruparile functionale reactive prezente si gradul
de accesibilitate la reactiv.

Testul ninhidrinei

Amino acizii care contin o grupare aminica libera si o grupare carboxilica libera reactioneaza
cu ninhidrina, dand un produs colorat. Proteinele contin de asemenea grupari aminice libere
la carbonul alfa si pot reactiona cu ninhidrina, conducand la un produs albastru violet.

o o)
OH T
+ *HgN—(|:—COO‘ — ‘ N +CO, + RCHO + H;0" +2 H,0
OH R
o o

ninhidrina amino acid . .
ion albastru violet

Testul Biuret

Testul biuret identificA proteinele in solutii printr-o culoare violet intensa. Biuret,
H,NCONHCONHj,, reactioneaza cu ionii de cupru (ll) in solutie bazica, formand un complex
violet inchis. Legaturile peptidice din proteine sunt similare celor din biuret si formeaza la
randul lor complecsi violeti cu ioni de cupru (Il) in solutii (figura 4).
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oO——C — ]
Figura 3. Complex proteina- \N N/
ion de cupru (I1), numit si RHC/ \CHR
X \‘Cl'l’2+ |
complex biuret 0—=¢ c—o
N~ "N
H H

Testul xantoproteic

O serie de amino acizi contin grupdri aromatice, derivati ai benzenului. Aceste grupari
aromatice pot da reactii caracteristice benzenului sau derivatilor acestuia. O asemenea
reactie este nitrarea benzenului cu acid azotic. Amino acizii tirozina si triptofanul contin
nuclee benzenice activate si dau cu usurinta reactii de nitrare. Fenilalanina contine de
asemenea un nucleu benzenic, Thsa acesta nu este activat si prin urmare nu da reactii de
nitrare. Tn cazul in care nitrarea este utilizatd pentru a identifica prezenta unui nucleu
benzenic activat, reactia se mai numeste si testul xantoproteic, deoarece produsul este
galben. Intensitatea culorii se accentueaza daca reactia are loc in solutie bazica. Testul
xantoproteic pentru tirozina este redat mai jos:

NO,

coo coo
H;N*—CH——CH, OH + HNO;3 conc ——> H;NT—CH——CH, OH

-H,0
tirozina tirozina nitrata
pH>9
NO,

coo

H;N*—CH——CH, o

galben intens

Testul Millon

Acest test este specific pentru tirozina, singurul amino acid care contine o grupare fenolica,
respectiv o grupare hidroxilici atasatd la un nucleu benzenic. Tn testul Millon, gruparea
fenolica a tirozinei este nitrata intai cu acid azotic. Apoi complecsii tirozinei nitrate cu ioni de
mercur (1) si mercur (lI) formeaza in solutie un precipitat rosu sau o solutie rosie. Proteinele

care contin tirozina dau de asemenea acest test.
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Testul Hopkins-Cole

Testul Hopkins-Cole este specific pentru triptofan, singurul amino acid care contine o grupare
indolica. Ciclul indolic reactioneaza in prezenta unui acid puternic cu acidul glioxilic, dand un

produs ciclic violet.

o} (o}

[0 e

CH,—CH—COO0- + H—C—C—O0H ———> produs

| violet

NH;*
|
H
triptofan acid glioxalic

Testul nitroprusiat

Testul cu nitroprusiat este specific pentru cisteina, singurul amino acid care contine gruparea
sulfidril (-SH). Aceasta reactioneaza cu nitroprusiatul in solutie alcalind dand un complex

colorat:
HO" 1
Na,(CN)s;Fe(NO) 2 H,0 + HS——CH;CH——COO" » complex rosu
NH3*
nitroprusiat cisteina
Etape 1. Testarea proprietatilor fizice ale amino acizilor si proteinelor

2. Testarea proprietatilor chimice ale amino acizilor si proteinelor

MOD DE LUCRU

Precautii: acidul azotic concentrate este toxic, coroziv si oxidant puternic. Acidul sulfuric
concentrate este toxic si coroziv. Solutia de sulfat de cupru (Il) 0,1 M este toxica, iritanta
pentru piele. Acidul clorhidric 3M este toxic si coroziv. Reacticvul Millon contine azotat de
mercur (Il) in acid azotic concentrate este foarte toxic, coroziv si oxidant puternic. Solutia de
ninhidrina 5% in etanol este toxica si iritanta. Solutia de hidroxid de sodium 3M este toxica si
coroziva. Solutia de nitroprusiat 2% este foarte toxica.
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I. Solubilitatea amino acizilor si proteinelor

Solubilitatea in apd
1. Etichetati sase eprubete curate cu urmatoarele numele urmatoarelor substante:
glicina, acid glutamic, lizina, tirozina, gelatina si cazeina. Introduceti cate 0,05 g din
fiecare substanta in eprubeta corespunzatoare. Adaugati cate 2 ml de apa distilata in
fiecare eprubeta. Agitati energic eprubetele timp de 2 minute. Notati observatiile in
fisa de lucru 1. Pastrati amestecul din eprubete pentru urmatoarea etapa.

Solubilitatea in functie de pH

Precautii: solutia de hidroxid de sodiu 3M este toxica, coroziva si poate cauza arsuri. Evitati
contactul cu ochii, pielea sau hainele

2. Adaugati 1 ml de solutie NaOH 3M in eprubeta cu glicina. Agitati eprubeta timp de 1
minut. Notati observatiile in fisa de lucru 1.

Precautii: acidul clorhidric 3M este o solutie coroziva, toxica si poate cauza iritarea pielii.
Evitati contactul cu ochii, pielea sau hainele. Evitati inhalarea vaporilor sau ingerarea
substantei.

3.  Adaugati o bucatica de hartie de pH in eprubeta. Adaugati in picaturi in eprubeta cu
glicina solutie de HCl 3M pana ce hartia indica un pH acid. Agitati eprubeta. Notati
observatiile in fisa de lucru 1.

4.  Adaugatiinca 15 picaturi de acid clorhidric 3M in eprubeta cu glicina. Agitati eprubeta
timp de 1 minut. Notati observatiile in fisa de lucru 1.

5. Repetati pasii 1-4 cu amestecurile preparate in etapa 1.

Il. Reactiile chimice ale gruparilor functionale ale amino acizilor si proteinelor

Testul cu ninhidrina

Precautii: reactivul ninhidrina-etanol este inflamabil, toxic si irritant. Nu il Iasati in aproprierea
becului de gaz. Evitati contactul cu ochii, pielea si hainele. Evitati inhalarea vaporilor sau
ingerarea reactivului

6. Etichetati 6 eprubete curate cu numele urmatoarelor solutii: 2% glicina, 1% tirozina,
2% prolind, 2% cazeind, 2% gelatind si 2% albumin3. Introduceti cate 15 picaturi din
solutiile corespunzatoare in eprubete. Adaugati cate 15 picaturi de solutie ninhidrina -
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etanol 0,5% in fiecare eprubeta.

7.  Tncalziti eprubetele pe o baie de apa timp de 5 minute. Notati observatiile in fisa de
lucru 2.
Testul Biuret

Precautii: solutia de sulfat de cupru (1) 0,1M este toxica si iritanta. Evitati contactul cu ochii,
pielea si hainele. Evitati inhalarea sau ingerarea solutiei.

8. Tn 5 eprubete curate etichetate cu numele urmatoarelor solutii: 2% glicind, 2%
arginina, 2% gelatind, 2% cazeind si 2% albumina introduceti cate 15 picaturi din
solutiile corespunzatoare. Adaugati cate 5 picaturi de solutie NaOH 3M si cate 2
picaturi de solutie de sulfat de cupru (ll) 0,1 M in fiecare eprubeta. Agitati energic

continutul eprubetelor. Notati observatiile in fisa de lucru 2.

III

9.  Adaugati 10 picaturi de ulei vegetal in eprubeta “ulei vegetal”, 10 picaturi de grasime
topita Tn epubeta “grasime” si respective 10 picaturi de glicerind in eprubeta

“glicerina”. Agitati energic continutul eprubetelor.

Testul Xantoproteic

Precautii: HNO3 concentrat este toxic, coroziv si poate cauza arsuri foarte grave si
decolorarea pielii. Evitati contactul cu ochii, pielea sau hainele. Evitati inhalarea sau
ingerarea compusului.

10. Tn 5 eprubete curate etichetate cu numele urmatoarelor solutii: 1% tirozind, 2%
triptofan, 2% glicind, 2% albumina si 2% gelatina introduceti cate 15 picaturi din
solutiile corespunzatoare.

Precautii: in etapa urmatoare veti adauga acid azotic concentrat la solutia apoasa. Prudenta
maxima in timpul etapei 14!
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11. Introduceti la nisa 10 picaturi de acid azotic concentrat in eprubeta continand tirozina
1%. Introduceti eprubeta pe o baie de apa si incalziti timp de 1-2 minute. Scoateti

eprubeta din baie si lasati sa se raceasca. Notati observatiile n fisa de lucru 2.

12. Repetati etapa 14 utilizand si celelalte solutii.

13. 1n fiecare din solutiile ricite anterior (etapa 14, 15) ad3ugati cu grija solutie de NaOH
3M pana ce pH-ul solutiilor da reactie pozitiva pe hartia indicatoare de pH. Notati
obserbatiile in fisa de lucru 2.

Testul Millon

Precautii: reactivul Millon contine mercur si HNOs si este foarte toxic, coroziv, oxidant
puternic, irritant si poate cauza arsuri. Sunt posibile efecte cumulative la ingerare. Poate lua
foc in contact cu materiale combustibile. Evitati contactul cu ochii, pielea si hainele. Evitati
inhalarea vaporilor sau ingerarea reactivului.

14. Etichetati 6 eprubete curate cu numele urmatoarelor solutii: 1% tirozina, 2% triptofan,
2% glicind, 2% albumina, 2% gelatina si 2% cazeinad. Adaugati cate 2 ml din solutii in
eprubetele corespunzatoare. Adaugati cate 3 ml de reactive Millon in fiecare
eprubetd. Introduceti eprubetele pe o baie de ap§ si incalziti solutiile pan la punctul

de fierbere. Notati observatiile in fisa de lucru 2.

Testul Hopkins-Cole

Precautii: acidul sulfuric concentrat este toxic, coroziv si cauzeaza arsuri grave. Evitati
contactul cu ochii, pielea, hainele sau materiale combustibile. Evitati ingerarea substantei.

Precautii: in urmatoarea etapa veti adauga acid sulfuric la o solutie apoasa. Prudenta
maxima Tn etapa 21.

Precautii: reactivul Hopkins-Cole este toxic, coroziv si higroscopic. Poate cauza arsuri. Evitati
contactul cu ochii, pielea sau hainele. Evitati inhalarea sau ingerarea compusului.

15. Etichetati 4 eprubete curate cu numele urmatoarelor solutii: 1% tirozina, 2% triptofan,
2% albumina si 2% gelatina. Introduceti cate 2 ml din fiecare solutie in eprubetele

corespunzatoare. Adaugati fiecarei eprubete cate 2 ml de reactiv Hopkins-Cole.
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Notd: dacd nu se formeaza un inel rosu la interfata dintre cele doua straturi, atingeti
eprubeta usor lateral astfel incat cele doua straturi sa se amestece. Daca inelul rosu Tnca nu
se formeaza, considerati testul negativ.

16. Tineti inclinata la un unghi de 45 de grade eprubeta continand tirozina 1% si adaugati
incet, cu precautie, 30 de picaturi de acid sulfuric concentrat pe peretele eprubetei.
Nu amestecati cele doua straturi care se formeaza. Notati observatiile in fisa de lucru

2.

17. Repetati etapa 21 si pentru celelalte solutii.

Testul Nitroprusiac

18. Etichetati 4 eprubete curate cu numele urmatoarelor solutii: 2% glicina, 2% cisteina,
2% albumina si 2% cazeind. Puneti o eticheta alba pe cea de-a cincea eprubeta
(eprubeta de control). Introduceti cate 2 ml din solutia de glicina 2% si cisteind 2%,
respectiv cate 4 ml din solutia de albumina 2% respectiv cazeina 2% in eprubetele
corespunzatoare. Adaugati cate 2 ml de solutie de NaOH 3M in fiecare din cele 5
eprubete.

Precautii: solutia de nitroprusiat de sodiu 2% este foarte toxica. Evitati contactul cu ochii,
pielea si hainele. Evitati inhalarea sau ingerarea compusului.

19. Adaugati cate 1 ml de solutie de nitroprusiat de sodium 2% in fiecare eprubeta,

inclusive in cea de control. Notati observatiile in fisa de lucru 2.
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FISA DE LUCRU 1

I. Solubilitatea amino acizilor si proteinelor

Solubilitatea in apda observatii
glicinad
Acid glutamic
lizina
tirozina
gelatina
cazeina
Solubilitatea functie de pH observatii
solutie NaOH 3M solutie HCI 3M solutie HCI 3M
(slab acida) (puternic acida)

glicina

acid glutamic
lizind

tirozina
gelatina

cazeina
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FISA DE LUCRU 2

1. Reactiile chimice ale gruparilor functionale ale amino acizilor si proteinelor

Testul cu Ninhidrina observatii

glicina 2%

tirozina 1%

prolina 2%

cazeina 2%

gelatina 2%

albumina 2%

Testul Biuret Observatii

glicina 2%

arginina 1%

gelatina 2%

cazeina 2%

albumina 2%
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Testul Xantoproteic observatii

dupa incalzire dupa adaugare de NaOH 3M

glicina 2%

tirozina 1%

triptofan 2%

albumina2%

gelatina 2%

Testul Millon observatii

tirozina 1%

triptofan 2%

glicina 2%

cazeina 2%

gelatina 2%

albumina 2%

Testul Hopkins-Cole observatii

tirozina 1%

triptofan 2%

albumina 2%
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gelatina 2%

Testul cu Nitrorpusiat

observatii

glicina 2%

cisteina 2%

albumina 2%

cazeina 2%

proba etalon
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INTREBARI

Explicati cum afecteaza pH-ul solubilitatea rezultatelor notate in partea a 2-a a fisei 1. Utilizati
structuri pentru explicarea rezultatelor.
O proteina necunoscuta a fost supusa unor teste specifice si a dat rezultatele de mai jos. Pe baza

acestor rezultate, ce amino acid trebuie sa fie prezent in proteina?

test observatie
ninhidrina  solutie galbena
xantoproteic  solutie galbena
Millon  precipitat rosu
Hopkins-Cole  incolor

nitroprusiat  solutie rosie

Vasopresina, o substantd produsa de corpul uman care regleaza debitul sdngelui si presiunea, este o
nepeptida cu urmatoarea secventa de amino acizi. Descrieti rezultatele pe care le asteptati atunci

cand vasopresina este testata cu urmatorii reactiv:

GLY-ARG-PRO-CYS-ASN-GLN-PHE-TYR-CYS
test observatie
xantoproteic
Millon
Hopkins-Cole

nitroprusiat
Explicati pe scurt semnificatiile urmatorilor termeni:

g) amino acizi esentiali
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h) legatura peptidica

i) punctizoelectric

Gruparea R a amino acidului lizina este

-CH2-CH2-CH»-CH2-NH2

Desenati structura completa a lizinei, incluzand si formele ionizate n:

g) solutie puternic acida
h) solutie neutra

i) solutie puternic bazica

Anticipati rezultatele testarii lizind in urmatoarele conditii:

» solubilitatea in solutie acida
» ninhidrind
» biuret

» nitroprusiat
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Scopul lucrarii

Generalitati

TESTAREA CALITATIVA A NUCLEOPROTEIDELOR

Hidroliza nucleoproteidelor din drojdia de bere si testatea chimica calitativa a
componentelor acizilor nucleici.

Nucleoproteidele sunt constituentii universali ai materiei vii. Ele au in compozitia lor o
componentd proteica si acizi nucleici. Cromozomii, ribozomii, virusii sint particule
nucleoproteice. Acizii nucleici sunt formati din unitati numite nucleotide.

O nucleotida contine:

- 0 baza azotata heterociclica

-0 molecula de pentoza

-0 molecula de acid fosforic.

Nucleotidele se leaga intre ele prin legaturi chimice intr-o retea liniara numita catena
polinucleotidica. Una, doua si foarte rar trei catene de nucleotizi formeaza o molecula de
acid nucleic.

Constitutia acizilor nucleici este reprezentata mai jos

— Adenina
Purinice )
L_Guanina
—Baze azotate heterociclice _ .
Uracil
. — Timina
Pirimidinice
Acid |_Citozina
nucleic .
Riboza
— Pentoze
Deoxiriboza
— Acid fosforic

Dupa natura pentozei se deosebesc doua clase de acizi nucleici, si anume:
-acizi ribonucleici (ARN), in care pentoza este riboza
-acizi dezoxiribonucleici (ADN), in care pentoza este dezoxiriboza.
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Acizii nucleici sunt substante complexe cu mase moleculare cuprinse intre cateva zeci de
mii si mai multe milioane, uneori chiar zeci de milioane de unitati atomice de masa. ADN-
ul contine toata informatia genetica care fixeaza caracterele ereditare ale indivizilor.
Erorile din ADN constituie bazele miilor de boli genetice. ARN-ul are un rol fundamental in
sinteza proteinelor.
Nucleoproteidele din drojdia de bere (bogata in acizi nucleici) se descompun prin hidroliza
acida Tn prima treapta in proteine si acizi nucleici. Apoi acizii nucleici se desfac in prima
treapta in mononucleotide si acid fosforic, apoi in treapta a doua in nucleozide care in
ultima treapta se scindeaza aldopentoze (riboza si deoxiriboza) si baze azotate
(pirimidinice: uracil, timina, citozina si purinice: adenina si guanina). Produsii de hidroliza
se pot identifica prin reactii specifice.

I. Identificarea pentozelor

Pentoze
OH OH OH H
Ribofuranoza  Dezoxiribofuranoza
o) o) NH,
CHj3
HN HN NF
Baze pirimidinice ‘ )\ ‘ )\ ‘
H H
Uracil Timina Citozina
NH, o)
NF N HN N
Baze purinice ‘ | ‘ ‘
N N
N T H,N N T
H H
Adenina Guanina

Testul Bial

Este utilizat pentru identificarea zaharurilor. Pentozele din acizii nucleici supuse testului Bial

dau un produs albastru verde.

pentoza—— produs de deshidratare —— produs de condensare albastru sau verde

furfurol
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Testul Benedict
Testul presupune utilizarea ionilor de cupru (Il) Tn mediu usor bazic. Prezenta zaharurilor
reducatoare va determina reducerea ionilor de cupru (Il) la Cu;0.

R—CHO + Cu’" + 5HO° ——> R-CO, + Cu,O (pp, rosu) + 3H,O

zahar ion
reducator carbohidrat

Il. Identificarea acidului fosforic

Testul cu molibdat de amoniu
Prezenta grupadrii libere fosfat in solutie acida poate fi pusa in evidenta prin addugarea

reactivului molibdenic. Ecuatia dintre anionul fosfat si solutia de molibdat de amoniu in

prezenta de acid azotic este urmatoarea:

HPO,* (aq) + 12 MoO4* (aq) + 3NH," (aq) + 23 H;0" (aq)

(NH,);3[P(M030,)4] (s, galben) + 35 H,0 (1)

Molibdatul de amoniu galben precipita dupa cateva minute.

1ll. Identificarea nucleobazelor
Testul cu azotat de argint amoniacal
Prezenta bazelor purinice in solutie alcalina poate fi pusa in evidenta cu solutie amoniacala
de azotat de argint, cand se formeaza un precipitat floconos galben-brun de saruri ale

bazelor purinice.

Testul cu murexid
Murexidul este un colorant provenit din produsul de oxidare cu HNO3 concentrat a bazelor

purinice si amoniac.

Tn acest experiment veti hidroliza nucleoproteidele din drojdia de bere si veti identifica
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elementele componente.

MOD DE LUCRU

Precautii: Molibdatul de amoniu este toxic, coroziv si iritant. Acidul azotic concentrat este
foarte toxic, coroziv si oxidant. Acidul sulfuric este foarte toxic, coroziv si oxidant. Acidul
clorhidric concentrate este foarte toxic, coroziv si oxidant.

I. Hidroliza nucleoproteidelor

1. intr-un balon de 100 ml se introduc 5 g drojdie de bere, peste care se adaugs 40 ml
solutie H,SO4 5%. La balon se ataseaza un refrigerent ascendent si se fierbe pe
baie de apa timp de 60-90 minute.

2. Hidrolizatul se filtreaza la vid pe o palnie Buchner.

3. Tn urma filtrarii se obtine un lichid limpede din care se vor identifica pértile
componente ale acizilor nucleici.

Il. Identificarea pentozelor

Testul Bial
Precautii: reactivul Bial este toxic, coroziv, higroscopic, sensibil la lumina si iritant.
Manipulati-l la nisa.

4. Intr-o eprubetd curatd se introduce 5 ml hidrolizat peste care se adaugd 5
picaturi reactiv Bial si 1 ml HCI conc. Se agita continutul eprubetei, se astupa cu
un dop de vata si se lasa pe o baie de apa la fierbere timp de 10 minute. Notati
observatiile in fisa de lucru.

Testul Benedict
‘ Precautii: reactivul Benedict este toxic, higroscopic si iritant. ‘
5. 1n cea de-a doua eprubetd se introduce 2 ml de reactiv Benedict peste care se

adauga 10 picaturi de solutie hidrolizat.

6. Se introduce eprubeta intr-o baie de apa la fierbere si se scoate dupa exact 2
minute. Notati observatiile in fisa de lucru.

I1l. Identificarea acidului fosforic

Precautii: solutia de ammoniac este toxica si poate cauza arsuri. Evitati inhalarea vaporilor
si ingerarea compusului. Manipulati solutie la nisa. Solutia de molibdat de amoniu este
toxica, coroziva si iritanta. Evitati contactul cu ochii, pielea si hainele. Evitati inhalarea
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| vaporilor si ingerarea compusului. |
7.  Intr-o eprubetd curata introduceti 5 ml solutie de hidrolizat peste care addugati
solutie de ammoniac pana la reactie slab alcalina (verificare cu hartia indicatoare

de pH).

8.  adaugati cateva picaturi de acid azotic concentrat si 1 ml solutie de molibdat de
amoniu.

9.  Tncalziti eprubeta pe baie de ap4 la fierbere. Notati observatiile in fisa de lucru.

IV. Identificarea nucleobazelor

Testul cu solutie amoniacald de azotat de argint
10. Tntr-o eprubetd curatd se introduce 2 ml solutie de hidrolizat peste care se
adauga solutie de amoniac pand la reactie alcalind (controlul cu hartia
indicatoare de pH).

11. Suspensia se filtreaza iar peste solutia obtinuta in urma filtrarii se adauga 1 ml
solutie amoniacald de azotat de argint.

12. Lasati eprubeta sa stea 1n stativ pentru aproximativ 10 minute. Notati
observatiile in fisa de lucru.

Testul cu murexid
Precautii: acidul azotic concentrate este foarte toxic, coroziv si oxidant. Hidroxidul de
sodium este toxic si caustic. Evitati contactul cu pielea.
13. 1-2 Picaturi din solutia de hidrolizat se usuca pe o placa de portelan pe baie de
apa.

14. Cu o bagheta se adauga o picatura de HNO3 concentrat.
15. dupa evaporare se atinge cu o bagheta curata inmuiata in prealabil in amoniac.

16. Observati modificarea de culoare care apare atunci cand se adauga o picaturi de

solutie de NaOH. Notati observatiile in fisa de lucru.
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FISA DE LUCRU

1. Identificarea pentozelor

observatii

Testul Bial

Testul Benedict

Il. Identificarea acidului fosforic

Testul cu reactiv molibdenic

Ill. Identificarea nucleobazelor

Testul cu reactiv molibdenic

Testul cu murexid
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INTREBARI

1.  Ce componente se identifica la hidroliza drojdiei de bere?

2. Cum poate fi pusa in evidenta prezenta zaharurilor? Dar a bazelor azotate?

3. Desenati structurile ribozei si deoxiribozei in reprezentare Haworth. Evidentiati prezenta OH-ului
glicozidic.

4, Redati structurile nucleozidelor care se obtin prin cuplarea urmatoarelor pentoze si baze azotate:

URACIL + RIBOZA =7
CITOZINA + RIBOZA =7
TIMINA + DEZOXIRIBOZA =?
ADENINA + RIBOZA =7
GUANINA + RIBOZA =7

5. Definiti urmatorii termeni:

a) pentoza
b) nucleoproteide
c) nucleozide

d) acizi nucleici

6. Mononucleotidele se obtin prin esterificarea nucleozidelor cu acidul fosforic. Dati doua exemple.

7.  Acizii nucleici ADN si ARN sunt constituiti din molecule de mononucleotide legate una de cealalta prin
intermediul acidului fosforic. Legarea se face prin esterificarea gruparii —OH din pozitia 3 a ribozei,
respectiv dezoxiribozei cu acidul fosforic din molecula vecind. Redati componentele care intra in

constitutia ADN-ului si ARN-ului.
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Scopul lucrarii

Generalitati

TESTAREA CALITATIVA A VITAMINELOR

Utilizarea testelor calitative pentru punerea in evidenta a vitaminelor.

Vitaminele sunt substante organice care, in cantitati foarte mici, indeplinesc in
organismul animal functiuni specifice si vitale. Ele nu produc energie (ca hidratii de
carbon sau grasimile) si nu sunt utilizate ca material plastic pentru constructia celulei (ca
proteinele), dar sunt esentiale pentru cresterea si mentinerea sanatatii omului si a
animalelor.

Marea majoritate a vitaminelor sunt sintetizate numai de organismul vegetal.
Organismul animal si uman ia aceste substante indispensabile odata cu alimentele
vegetale, fie sub forma de vitamine propriu-zise, fie sub forma de provitamine, pe care le
converteste apoi in forma activa de vitamine propriu zise. Lipsa lor din hrana duce la
imbolnaviri grave (avitaminoze). Avitaminozele pot aparea nu numai datorita unui aport
insuficient de vitamine sau de provitamine in alimentatie, ci si unui defect de utilizare a
acestora, ca de exemplu unei deficiente de rezorbtie sau a unei deficiente a
organismului de a transforma provitaminele n vitamine.

In conditii normale de alimentatie, necesarul omului sanatos este pe deplin acoperit
printr-o hrana variata. De obicei, unul si acelasi aliment este bogat numai intr-o singura
vitamina: de exemplu — morcovul — in caroten; citricele — in vitamina C si P; carnea —in
acid nicotinic, etc. Drojdiile contin multe vitamine, insa utilizarea lor este posibila numai
dupa tratarea termica, deoarece drojdiile vii nu sunt descompuse de enzimele digestive.

Unele vitamine intra in compozitia enzimelor si functioneaza sub forma de coenzime.O
clasificare a lor se face dupa felul solubilitatii in apa si in lipide:

- hidrosolubile (B, C etc.)

- liposolubile (A, D, E, K etc.).
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Vitamine hidrosolubile

Bitamina B; (riboflavina)

Vitamina B; este larg raspandita in natura, fiind prezena in toate celulele organismelor
vegetale, animale si in microorganisme. Cele mai bogate surse sunt migdalele, alunele,
ciupercile, patrunjelul, telina. Riboflavina este o substanta cristalind, de culoare galbena
sau galben-portocalie, cu gust amar. Este termostabila in mediu acid si termolabila in
mediu bazic. Prezinta proprietati oxido reducatoare importante.

OH OH OH OH

CHy— CH——CH——CH——CH,

H,C N N o}
Vitamina B Z \[/

Vitamina Bg (piridoxina)

Vitamina Bs apare in drojdia de bere, ficat, pollen etc. in stare liberd se prezintd sub
forméa de pulbere cristalina, incolord, cu gust usor amar. in mediu acid se comports ca un
fenol. Este sensibila la actiunea luminii. Este rezistenta la fierbere la 100°C, atat in mediu
acid cat si Tn mediu bazic.

CH,OH

HO CH,OH

Vitamina Bg X

H,C N

Identificarea vitaminei se bazeaza pe reactiile de culoare pe care le da cu diferiti reactivi.
Astfel, cu FeCls vitamina Bs da o coloratie rosie; cu reactivul fosfomolibdenic da o
coloratie albastra, datorita hidroxilului fenolic prezent.

Vitamina C (acidul ascorbic)

Vitamina C se mai numeste si acidul ascorbic sau vitamina antiscorbutica. Este cea mai
raspandita si mai bine cunoscuta vitamina, in lipsa careia din hrana apare la oameni
boala numita scorbut. Are o larga raspandire in naturd, fiind biosintetizata atat de
organismele vegetale cat si de cele animale (cu exceptia omului, maimutei si cobaiului),
cat si de numeroase microorganisme. Se poate obtine prin extragerea din diferite surse
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vegetale cum sunt fructele citrice, ardeiul verde, cojile verzi ale nucilor, coacaze negre,
frunze de trandafir etc. Vitamina C are un rol foarte important in organism deoarece are
un pronuntat caracter antioxidant.
Acidul ascorbic este o substanta solida, se prezinta sub forma de pulbere alba cristaling,
fara miros si cu gust acru. Este o substanta optic activa dextrogira. Este usor solubild n
apa si metanol, greu solubila in alcool etilic, acetona si glicerina.

:amina C are formula C¢HgOs cu urmatoarea structura:

O—C— o——=C
| on |
C—OH o o— o
|| +2H |
C|)—OH O:C|)
CH——— CH
HO—CH HO—CH
CH20H CH,OH
acid ascorbic acid dehidroascorbic

Principala proprietate este caracterul sau puternic reducator, adica usurinta cu care se
poate oxida. Puterea reducatoare mare se datoreste existentei in molecula a gruparii
endiol de la carbonii 2 si 3.

Acidul ascorbic prezinta unele reactii caracteristice glucidelor. Reduce sarurile de cupru
si argint si da reactie pozitiva cu a-naftolul (reactia Molisch). Da un compus violet cu
clorura ferica. Reactioneaza cu dinitrofenilhidrazina si formeaza osazone de culoare
rosie.

Acidul ascorbic reactioneaza cu ionii unor metale (Na*, Ca%*, Fe3*) cu formare de saruri
(ascorbati) solubile Tn apa. Ascorbatul de plumb este insolubil in apa si etanol,
proprietate pe care se bazeaza metodele de izolare a acidului ascorbic din extractele
vegetale.

Vitamina PP (acid nicotinic)

Vitamina PP este cunoscuta si sub denumirea de vitamina antipelagroasa. Lipsa acesteia
din alimentatia omului conduce la boala denumita pelagra, care se maniesta prin
tulburari cutanate, digestive si nervoase.

Se gaseste atat in organismele vegetale cat si in cele animale. Exista totusi surse
vegetale, ca drojdia de bere, care contin o cantitate mai mare de acid nicotinic, fapt ce a
determinat utilizarea acestor surse in tratamentul pelagrei.

Acidul nicotinic este o substanta solida, se prezinta sub forma de cristale incolore, fara
miros, cu gust slab acru. Este putin solubil in apa si alcool la rece, dar mai solubil la cald.
Este greu solubil in solventi organici. Este consideratda una dintre cele mai stabile
vitamine, sub aspect farmaceutic.
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COOH

X

Vitamina PP

Z

N

Fiind un compus piridinic, vitamina da reactii caracteristice de culoare. Astfel,
reactioneaza cu 2, 4-dinitrobenzenul si formeaza compusi colorati in rosu-violet.

Vitamine liposolubile

Vitamina A; (retinol)

Vitaminele A sunt indispensabile in procesul vederii, au rol insemnat in protejaream
vindecarea si functionarea fesuturilor epiteliale, Tn cresterea si reproducerea
organismelor animale etc. Se gdsesc atat in regnul animal, cat si in cel vegetal. Cele mai
bogate surse de origine animala sunt uleiul de peste respectiv ficatul, untul si ouale. Cele
mai importante surse de carotenoide provitaminice A le constituie morcovii, fructele de
catina si macesele, citricele, spanacul si varza, ardeiul si polenul etc. Dintre acestea, cea
mai importanta si mai larg raspandita este vitamina A, care se mai numeste retinol, un
alcool cu urmatoarea structura:

CH3 CHj

\ \ \ \ CH,0OH

H3C CHs;

CH;

vitamina A (retinol)

n stare purd, vitamina A; se obtine sub form3 de cristale lamelare de culoare galbena.
Este insolubilda Tn apa dar solubild in grasimi, uleiuri, solventi organici (chloroform,
acetond, benzene, ciclohexan). Vitamina A; este o substanta autooxidabila, termostabila
in lipsa aerului, foarte sensibild la actiunea oxidantilor si a luminii, in special a radiatiilor
ultraviolete. Degradarea usoara sub actiunea luminii, oxigenului si caldurii se datoreaza
dublelor legaturi conjugate pe care le contine.

n solutie cloroformic3, vitamina A1 d3 cu clorura de stibiu coloratie albastra.

Pigmentii carotenoidici reprezinta singura sursa naturalda din care omul si animalele fsi
pot sintetiza vitaminele A, cu rol Tn formarea pigmentilor fotosensibili implicati Tn
procesul vederii. Principala carotenoida provitaminica A o constituie B-carotenul.
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CH
8 B—Caroten

Dintr-o molecula de B-caroten se pot obtine maxim doua molecule de vitamina A;.

Vitamina D (calciferol)

Vitaminele D (D2-D7) sunt substante organice care deriva de la steroli. Ele se gasesc in
naturd atat in stare libera (in special in alimente de origine animald), cat mai ales sub
forma de provitamine (steroli) (in organismele vegetale). Toate vitaminele D deriva de la
steroli, avand acelasi schelet de baza.

vitamina D5 (calciferol)

Vitamina D, se prezinta sub forma de cristale incolore, fara gust si miros. Se distruge
usor in mediu puternic acid.

Vitamina E

Vitaminele E se mai numesc si tocoferoli sau vitaminele antisterilitatii. Ele sunt
biosintetizate numai in organismele vegetale, in special in frunze, muguri, seminte in
stare de germinatie, polen. Au un caracter oxidant puternic. Tocoferolii sunt substante
uleioase, de culoare galben-deschis.

HO CH, CH, CH,
(CH2)3_CH_(CH2)3_—CH_—(CH2)3_CH

o CHs CHj

Prezentand un nucleu benzenic si, legat de acesta, o grupare oxidril, ca si fenolii,
vitamina E da reactie pozitiva cu clorura ferica.
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MOD DE LUCRU

Precautii: Acizii sulfuric si clorhidric concentrati sunt este toxici si corozivi. Evitati
contactul cu ochii si pielea. Clorura ferica este toxica si coroziva. Solutiile de ammoniac
si acid acetic sunt toxice si iritante. Evitati inhalarea vaporilor.

l. Vitamine hidrosolubile

Vitamina B

1.  Intr-o eprubetd curatd introduceti 2 ml solutie de riboflavind peste care

adaugati In picaturi acid clorhidric concentrat pana cand pH-ul scade la 3.

2. Notati observatiile in fisa de lucru.

Vitamina B

3.  Intr-o eprubetd curatd introduceti 0,5 ml solutie de vitamind Bs 1% peste care

addugati 0,5 ml solutie clorura ferica 1%.

4.  Agitati continutul eprubetei. Notati observatiile in fisa de lucru.

Vitamina C

5. Intr-o eprubetd curata introduceti 1-2 ml solutie de azotat de argint 5%, peste

care turnati solutie de ammoniac pana la dizolvarea completa a precipitatului.

6. Adaugati 2 ml solutie de vitamina C si incalziti pe baie de apa. Notati

observatiile in fisa de lucru.

Identificarea vitaminei C din alimente

7. O picatura de zeama de la o lamaie se lasa sa cada pe hartia albastra de
diclorfenol-indofenol. Se formeaza o pata alba, avand in jurul ei un inel rosu,
ceea ce indicd prezenta vitaminei C. marimea petei albe arata si cantitatea de

acid ascorbic continut Tn fruct.
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Vitamina PP

8.  Intr-o eprubetd curatd introduceti 2 ml solutie de vitamind PP 3% in solutie de

acid acetic 10 %.

9.  Tncalziti continutul eprubetei pe o baie de ap4 |a fierbere pana cand se obtine o

solutie limpede.
10. Adaugati 2 ml solutie de acetat de cupru 5% agitata in prealabil.
11. Incalziti din nou la fierbere.
12. Notati observatiile in fisa de lucru

Vitamine liposolubile

Vitamina A
13. Intr-o eprubetd curatd introduceti doua-trei picdturi de solutie uleioasd de
vitamina A.

14. Adaugati o picatura de acid sulfuric concentrat. Notati observatiile in fisa de
lucru.

Identificarea vitaminei si provitaminei in rdddcind de morcov

15. O bucatica de radacina de morcov se striveste cu spatula pe o hartie de filtru,
astfel ca zeama sa fie absorbita de hartie, dupa care se usuca la o flacara. Peste
pata formata se lasa sa cada o picatura de solutie de clorura de stibiu. Notati
observatiile in fisa de lucru.

Vitamina D

16. Tntr-o eprubetd curata introduceti 1 ml solutie de vitamina D si 4-5 ml picdturi
anilina n acid clorhidric concentrat.

17. Agitati continutul eprubetei. Notati observatiile in fisa de lucru.

Vitamina E

18. ntr-o eprubetd se toarnd 1 ml solutie uleioasd de vitamina E, peste care se
adauga 4-5 picaturi de clorura ferica.

19. Agitati continutul eprubetei. Notati observatiile in fisa de lucru.
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1. Vitamine hidrosolubile

FISA DE LUCRU

vitamina

observatii

vitamina B3

vitamina Bs

vitamina C

vitamina PP

1I. Vitamine liposolubile

vitamina

observatii

vitamina A

vitamina D

vitamina E

| 73



Biochimie. Lucrari practice

INTREBARI

1. Dati cate doua exemple de vitamine hidrosolubile si liposolubile.

2.  Explicati termenii: hidrosolubil, liposolubil.
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