I.1. DOZAREA GLUCIDELOR SOLUBILE

In plante, pe 1anga principalele poliglucide (amidon si celulozi) se
gasesc cantitati apreciabile de oligoglucide (zaharoza, maltoza, celobioza,
lactoza, rafinoza etc.) si monoglucide (D-glucoza, D-fructoza, D-manoza,
D-galactoza, D-pentoze). Atat oligoglucidele cat si monoglucidele sunt usor
solubile in apa si alcooli inferiori.

Puterea reducatoare a grupei carbonilice din molecula
monoglucidelor si oligoglucidelor reducatoare sta la baza metodelor de
dozare a acestora in organismele animale si vegetale.

I.1.1. DOZAREA MONOGLUCIDELOR SI
OLIGOGLUCIDELOR REDUCATOARE IN PLANTE

Principiul metodei. Pentru dozarea glucidelor solubile
reducatoare se foloseste un reactiv format din sulfat de cupru si tartrat
dublu de sodiu si potasiu (sare Seignette) in mediu alcalin. Prin
amestecarea sulfatului de cupru cu carbonatul de sodiu are loc reactia:

2CuS0O, + Na,CO3 + 2H,0 —3» CuCO03.Cu(OH), + 2NaHSO,
sulfatde carbonat carbonat bazic bisulfat de
cupru de sodiu de cupru sodiu

Tartratul dublu de sodiu si potasiu (sare Seignette) prezent in
amestec faciliteazd formarea complexului tartro-cupric solubil,
impiedicandu-se astfel formarea oxidului de cupru (CuO) insolubil, de
culoare neagra.
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Monoglucidele si oligoglucidele reducatoare (cu legatura
monocarbonilica: maltoza, celobioza, lactoza) reduc cuprul din complexul



tartro-cupric solubil, la cald, cu formarea unui precipitat de oxid cupros
(Cu.0) de culoare rosie-caramizie:
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Dupa cantitatea de Cu.O format (care este direct proportionala cu
cantitatea de glucide reducatoare) se poate aprecia continutul de glucide in
proba de analizat.

Cantitatea de oxid cupros format se determina iodometric. Pentru
aceasta oxidul de cupru (I) format se dizolva intr-o solutie de acid
clorhidric (HCI) si apoi se oxideaza cu un exces de solutie titratd de iod.
Prin dizolvarea oxidului de cupru (I) in HCI se obtine un complex incolor
(H[CuCl.]), respectiv sarea sa de sodiu daca se ia in considerare prezenta in
mediul de reactie a ionilor Na-.

Cuo0 +4HCI + Na,CO3 =3 2Na[CuCl,] + 2H,0 + CO,
Complexul astfel obtinut nu este stabil, descompunandu-se in prezenta
iodului dupa ecuatia:

2Na[CuCl,] + |, =3 2CuCl, + 2Nal

Iodul care nu a reactionat este titrat cu tiosulfat de sodiu in prezenta
amidonului ca indicator:
I, + 2NasS,03 =3 2Nal + Na»S,0¢

Din volumul de solutie de iod consumati pentru oxidarea oxidului
cupros se poate calcula, tinand seama de ecuatiile de mai sus, cantitatea de
oxid de cupru (I), respectiv continutul de glucide reducitoare din proba de
analizat.

Reactivi. 1) Solutie de sulfat de cupru cu tartrat dublu de sodiu si
potasiu in mediu alcalin. Se dizolva 5 g de sulfat de cupru cristalizat, 300 g
sare Seignette si 10 g carbonat de sodiu anhidru in 900 ml apa distilata la
rece. Amestecul se incilzeste apoi timp de 2 ore pe baie de apa la fierbere,
se raceste, se trece intr-un balon cotat de 1000 ml si se completeaza la
semn cu apa distilata.

2) Solutie de tiosulfat de sodiu 0,0323 N. Se dizolva o cantitate de
8 g tiosulfat de sodiu (Na,S,0;:5H,0) in 1000 ml de apa distilatd, in
prealabil fiarta si racita, pentru indepartarea CO,. Dupa trecerea a 2 - 3
zile, se stabileste factorul solutiei de tiosulfat de sodiu cu ajutorul unei
solutii de dicromat de potasiu N/25. La 1 ml de solutie de tiosulfat de sodiu
EXACT 0,0323 N corespunde 1 mg de glucoza.
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3) Solutie de iod 0,0323 N. Se dizolva 4,1 g iod metalic si 20 g
iodura de potasiu (KI) in 25 - 50 ml apa distilatd. Dupa dizolvarea
completd a reactivilor, volumul solutiei se aduce la 1000 ml cu apa
distilata.

4) Solutie de amidon 1%. Se suspenda 1 g de amidon in 10 ml apa
distilata rece, apoi suspensia obtinuta se adauga la 9o ml apa distilata in
fierbere. Se fierbe timp de 2 minute, solutia se raceste si se completeaza
volumul la 100 ml cu apa distilata. Pentru conservare, in solutia de amidon
se dizolvi clorura de sodiu (NaCl) pana la saturare.

5) Solutie de HCI 0,8913 N. Se dilueaza 82 ml de HCI concentrat
(d=1,19 g/ml) cu apa distilatd pana la volumul de 1000 ml.

6) Solutie de acetat bazic de plumb. 60 g acetat de plumb se
mojareaza cu 20 g PbO (litargd). Amestecul se incalzeste intr-o capsula de
portelan acoperita cu o sticla de ceas pe baia de apa la fierbere pana masa
capata o culoare alb-roz. Se adauga 200 ml de apa distilata fierbinte,
trecandu-se cantitativ intr-un balon cotat de 250 ml. Se lasa sa se raceasca,
se completeaza la semn cu apa distilatd, se lasa in repaus 10 - 12 ore, apoi
se filtreaza in flacoane brune, inchise ermetic, deoarece in contact cu aerul
solutia se tulbura.

7) Solutie saturata de sulfat de sodiu.

8) Pudra de talc.

Modul de lucru. Dozarea monoglucidelor si diglucidelor
reducatoare (maltoza, celobiozi etc.) in plante cuprinde 3 operatii:

a) extragerea glucidelor din tesutul vegetal cu ajutorul apei;

b) purificarea extractului obtinut

¢) dozarea glucidelor reducatoare in extractul purificat (defecat)
obtinut.

A) PREPARAREA EXTRACTULUI VEGETAL. O cantitate de
5 — 25 g (in functie de continutul presupus de glucide reducatoare) de
material vegetal uniform omogenizat prin mojarare sau macinare se
introduce intr-un flacon conic de 150 - 200 ml cu ajutorul a 70 - 80 ml de
apa distilata incalzitad la 85 - 90°C. Flaconul se cufunda intr-o baie de apa
pana la nivelul continutului si se incilzeste la 75 - 80°C timp de 60 de
minute, agitind cu o bagheti de sticla din timp in timp. Extractul este apoi
filtrat prin decantare intr-un balon cotat de 100 ml, spaland cantitativ, de
mai multe ori, cu cate 5 - 10 ml de apa distilata fierbinte, atat materialul
vegetal din flacon cat si filtrul.

B) PURIFICAREA (DEFECAREA) EXTRACTULUI VEGETAL. In
extractul obtinut vor exista intotdeauna unele substante neglucidice
reducdtoare (proteine), poliglucide etc. De aceea devine necesara defecarea
extractelor glucidice in vederea purificarii lor. In acest scop, la filtratul
fierbinte din balonul cotat se adauga 1 — 5 ml de solutie de acetat bazic de
plumb (reactiv 6) si se agita energic. Se lasa in repaus pentru sedimentarea
precipitatului format. Dupa 10 - 15 minute se controleaza dacd defecarea
extractului este completd addugandu-se la extractul clar cateva picaturi de
acetat bazic de plumb. Daca solutia nu devine opalescenta, defecarea este
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completi. In caz contrar se mai adaugd amestecului un volum de solutie de
acetat bazic de plumb. Continutul balonului cotat se raceste si se
completeaza la semn cu apa distilata. Se lasa apoi pentru sedimentarea cat
mai completd a precipitatului dupa care se filtreaza intr-un pahar uscat.

Un volum de 50 ml de filtrat se trece intr-un balon cotat de 100 ml
si se adauga 3 - 5 ml de solutie saturata se sulfat de sodiu (reactiv 7) pentru
indepartarea excesului de acetat bazic de plumb. Continutul balonului se
completeaza la semn cu apa distilata si se agitd. Dupa depunerea
precipitatului, solutia se filtreaza din nou pe hartie de filtru cantitativa
(pentru precipitate fine) sau se centrifugheazi. in filtratul obtinut pe
aceasta cale se vor doza glucidele reducatoare.

C) DOZAREA GLUCIDELOR REDUCATOARE IN EXTRACTUL
VEGETAL DEFECAT SI PURIFICAT. Intr-un flacon conic de 300 ml se
masoara cu o pipeta 1 - 20 ml filtrat defecat si se completeaza pana la 25 ml
cu apa distilata. Se adauga 50 ml solutie de complex tartro-cupric (reactiv
1) si un varf de spatuld de pulbere de talc sau piatra ponce. Continutul
flaconului se aduce la fierbere pe o sita de azbest. Apoi se fierbe moderat, la
flacara mica, timp de 5 minute. Dupa fierbere, fara agitare, flaconul se
raceste intr-o baie de apa.

In flacon se introduc apoi 15 ml solutie de HCl 0,8913 N (reactiv 5)
si imediat (in caz contrar oxidul cupros care trece in solutie se poate oxida
cu oxigenul din aer) se adaugi din biureta 20 ml solutie de iod 0,0323 N
(reactiv 3). Continutul flaconului se agita cu atentie, prin rotire si se lasa in
repaus 2 minute. Apoi se titreaza cu solutie de tiosulfat de sodiu 0,0323 N
(reactiv 2) pana la culoarea galben-inchis. Se adauga cateva picaturi de
solutie de amidon 1% (reactiv 4) si se continua titrarea pana la disparitia
coloratiei indicatorului (continutul flaconului va avea o tenta bleu-pal). Se
va nota numarul de ml de solutie de tiosulfat de sodiu 0,0323 N consumati.

Paralel cu proba de analizat se executd un control in care extractul
glucidic este inlocuit cu un volum echivalent de apa distilata.

OBSERVATIE. Dupa fierbere solutia din flacon trebuie sa fie
colorata in albastru. Daca culoarea este galbena inseamna ca extractul
vegetal are o concentratie prea mare de glucide reduciitoare. In acest caz se
va repeta determinarea diludndu-se corespunzitor extractul glucidic
defecat.

Calculul rezultatelor. Cantitatea glucidelor reducétoare
exprimata in grame de glucoza la 100 g de material vegetal proaspat se
calculeaza dupa formula:

_(n; - ny)F.100.100.100 _ (n; - ny)F.20
a.v.50.1000 a.v , In care:

n, - ml solutie de tiosulfat consumati la titrarea controlului;

n, - ml solutie de tiosulfat consumati la titrarea probei de analizat;

F - factorul solutiei de tiosulfat de sodiu aflat prin titrare cu solutie
de dicromat de potasiu N/25;
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v - volumul de filtrat luat pentru determinarea glucidelor
reducatoare, in ml;
a — greutatea materialului vegetal, in grame.



