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SISSEJUHATUS

Biokeemia nagu iga teise keemiadistsipliini oppimisel
on hadavajalik laboratoorne too. Eaesolevas kogumikus on
esitatud kohustuslikud biokeemia laboratoorsete toode ees-
kirjad Tallinna Polutehnilise Instituudi toiduainetetdds—
tuse ja toitlustamise erialade ulidpilastele.

Laboratoorsed t60d teenivad antud juhul kaht eesmar-
ki.Esiteks tutvuvad lilidpilased biokeemia olulisemate aine-
gruppide - valkude, = nukleiinhapete, suhl'rute, rasvade,
ensuumide ja vitamiinide esindajate moningate omadustega
ning kaarimisprotsessi kui toostuslikult olulise biokee-
miliste reaktsioonide kompleksiga. See praktiliste toode
kulg on teoreetilise kursuse illustratsiooniks ja siven-
damiseks. Teiseks on biokeemia laboratoorsete toode ules-—
andeks ﬁlispilasto tutvustamine biokeemiliste uurimismee-
toditega. Tuleb silmas pidada, et biokeemilisi uurimismee-
todeid on teadusliku uurimistoo korval laialt rakendatud
ka vahetult toostus- ja kliiniliste laboratooriumide prak-
tikas. Seetottu on vastavate uurimismeetodite pohimdtete
omandamine hadavajalik kdigile toiduainetega tegelevatele
inseneridele.

Kaasajal on biokeemias lheks olulisemaks uurimismee -
todiks kromatograafia. Ka esitatav laboratoorsete toode
programm naeb ette ainete paber-, vedelik- ja gaasikromato-
graafilise lahutamise. Praktiliste toode tegemisel tuleb
kasutada ka kolorimeetrilist ja mahtanaluusi. Laboratoorse-
te toode maht ja aparatuuri defitsiitsus ei vOimalda aga
Ulidpilaste laboratoorsete toode programmi lulitada selli-
seid komplitseeritud instrumentaalseid meetodeid, nagu
ultratsentrifuugimine, mitmesugused spektroskoopiavdotted,
isotoopide kasutamine jt.



Igasuguses uurimistoos on esimeseks luliks antud prob-
leemi kasitlevast kirjandusest Ulevaate saamine. Seetottuon
laboratoorsete toode programmi lulitatud ka kirjanduse ule-
vaate koostamine, mille abil Ulidpilased tutvuvad neile hil-
jem #irmiselt vajaliku erialakirjanduse labitootamise me-
toodikaga.

Laboratoorsete toode kaigus omandatud teadmiste ja vi-
lumuste kinnistamiseks 13peb programm vaikesemahulise uuri-
mistooga, nn. 13putooga. LOputoo antakse igale ulidpilasele
(vo1 vaikesele grupile) individuaalselt ja sisaldab teatud
uudsuse elementi. LOputoo resultaate kasutatakse kateedri
teaduslikus uurimistoos voi laboratoorsete toode metoodika
taiustamisel.



P60 nr.,1
EVALITATIIVSED REAKTSIOONID

Kvalitatiivsete katsete eesmark on moningate valkude,
susivesikute Ja rasvade teoreetilisest kursusest tuntud
iseloomulike reaktsioonidega tutvumine.

Kvalitatiivsete toode eeskirjades antud ainete kogused
on orienteeruvad ja t60 tegemisel piisab silmamdddust.

1. Valkude reaktsioonid

Valkudele on iseloomulik terve rida v:rvusreaktsioone,
mida kasutatakse nende kvalitatiivseks ja ka kvantitatiiv-
seks maaramiseks. Valkude varvusreaktsioone voib Jjagada kah-
te gruppi. Uldreaktsioonid on seotud peptiidahela voi amino-
hapete omadustega ja toimuvad seega kdikide valkudega.

Erireaktsioonid toimuvad mone aminohappe kulgahelaga
(aromaatse hudroksuulrihms, - SH grupi, histidiini jm.). See-
ga annavad valgud teatud erireaktsiooni ainult nende  koos-
tises selleks reaktsiooniks vajaliku aminohappe leidumisel.
Enamus valke sisaldab aga koiki tﬁﬁpiliai‘aninohnppeid, see~
ga on ka erireaktsioonid kasutatavad valkude uldiste reakt-
sioonidena. Ainult mittetaisvaartuslikel valkudel puuduvad
moned erireaktsioonid.

1.1. Biureed tsioo

Leeliselises keskkonnas moodustab polupeptiidahel komp-
leksi Cu** ioonidega.

Tekkiv kompleks on iseloomuliku ja kullalt stabiilse
violetse varvusega. Biureedireaktsioon on kasutatav ka val-
kude kvantitatiivseks maaramiseks (kolorimeetriliselt).
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Uhte katseklaasi valatakse 1 ml munavalgu lahust, teise
sama hulk valguhiidrolussati. MOlemasse lisatakse1ml 10%NaCH,
moni tilk 1% CuSO4 lahust ja loksutatakse. Selgitada varvuse
tekkimist.

1.2. Ksantoproteiinreaktsioon (Mulderi reaktsioon)

Kontsentreeritud lammastikhape sadestab valke poorduma-
tult. Soojendamisel toimub eeskatt turosiini tuuma nitreeri-
mine. Moodustunud nitrofenooli-tuupi Uhend on intensiivselt
kollase vErvusega Jja kaitub kui happe-aluse indikaator, oman-
dades leeliselises keskkonnas oranzi varvuse.

9** % ,9

N0, NO 0.N =N
o, on by g +H0



200 kaik

Uhte katseklaassi valatakse 1 ml munavalgu lahust ja
teise 1 ml valguhudroliisaati. MJlemasse lisatakse 5-6 tilka
konts. HNO;, reaktsioonisegu soojendatakse. Seejarel segu
jahutatekse, lisatakse NH,OH ammonisagi 10hna sailumiseni.
Kirjeldada toimuvaid muutusi.

1.3. Millon'i reaktsioon

Reaktsioon on pohimétteliselt analoogiline eelmisega.
Elavhobedasoolade juuresolekul annavad aga moodustunud nit-
roihendid tunduvalt intensiivsema punakaspruuni varvuse.
Nagu eelmiseski reaktsioonis, reageerivad peale aromaatsete
tuumade ka heterotsuklilised.

P00 kaik

lnte katseklaasi voetakse 1 ml munavalgu lshust, tei-
se 1 ml valguhidrolusaati, kolmandasse 1 ml zelatiinilahust.
Igasse katseklaasi lisatakse 5-6 tilka Millon'i reaktiivi
(Hg (NO )2 - HlO ). Reaktsioonisegu aoojendatakae 40-50%-n1.
Jalsitakao toiluvnid muutusi ja tehakse Jarelduaed Zelatii-
ni struktuuri kohta.

1.4. Tioolreaktsioon

Tioolruhma — SH sisaldav aminohape tsusteiin
‘/GOOE
(HS - CH, - CH ) laguneb leeliselises keskkonnas kuu=-
N\
NH
2

mutamisel, andes sulfiidioone. Pb** juuresolekul tekib must
sade. Katse viiakse 1abi naatriumplumbaadi (II) lahusega.

o o

Too kaik

1 ml Pb (033000)2 0,5%-lisele lahusele lisatakse 20%
NaOH kuni tekkiva sademe lashustumiseni. Lisatakse 0,5 ml



munavalgu lahust. Reaktsioonisegu keedetakse mone minuti val-
tel pruunikasmusta kolloidse sademe tekkimiseni.

1.5. Valkude sadestamine trikloorzzdikhappegg

Priklooraadikhape on laialt levinud valke denatureeriv
sadestaja, kuid see ei sadesta valsuhi&rolﬁsaate. Seega ka-
sutatakse triklooraadikhapet valkude eraldamiseks vaikese-
molekulaarsematest lémmastikuiihenditest,

206 kaik

Unte katseklaasi valatakse 1 ml munavalgu lahust, teiee
sama kogus munavalgu hudrolusaati. MOlemale lisatakse mdni
tilk CCl, COOH lahust. Jalgitakse sademe tekkimist.

1.6. Albumiinide ja globuliinide eraldamine

Globuliinid sadestuvad poolkullastatud (na‘)asou lahu-

sest, albumiinide sadestamiseks on vaja kﬁrgo-at soolakont-
sentratsiooni.

PToo kaik

3 ml munavalgu lahusele lisatakse vordne maht kullastu-
nud (NB4)2804 lahust ja jaetakse 5 minutiks seisma. Globu-
liinide sade eraldatakse filtrimisel ja filtraadile kristal-
se (NH,),S0, lisamisel (segada ja lisada, kuni kristallid
enam ei lghustu). Jalgida albumiinide sademe moodustumist.

1.7. Valkude termiline denatureerimine ja sademe
lahustuvuse soltuvus pH-st

Koik valgud denatureeruvad korgel temperatuuril, kus—
juures denatureerumise temperatuur sdltub valgu loomusest ja
keskkonnatingimustest. Tavaliselt kaasneb denatureerimisele
ka valgu sadestumine.Isoelektrilisest tipist tunduvalt eri-
neva pH puhul vdib denatureerunud valk ka lahusesse jaada.



T00 kaik

Kahte katseklaasi valatakse 2 ml munavalgu lahust. Unte
katseklaasi lisatakse 1 ml kontsentreeritud aadikhapet. Mole-
maid lahuseid kuumutatakse keemiseni. JElgitakse sademe tek-
kimist. '

1.8, Valkude poorduv sadestamine orgaaniliste
lahustitega

Etanool, atsetoon jt. veega segunevad solvendid sadesta-
vad valke, Sadestaja kontsentratsiooni vahenemisel lahustub
saadud sade uuesti.

To6o kaik

Katseklaasi valatakse 2 ml munavalgu lahust. Lisatakse
ettevaatlikult ja segu pidevalt loksutades orgaanilist sol-

. venti selge sademe tekkimiseni., Segu lahjendatakse veega ku-

ni sademe lahustumiseni. Kui orgaanilist solventi lisati et-
tevaatamatult kiiresti, voib toimuda ka denatureerumine Ja
sade ei lahustu taielikult.

2. Susivesikute ja rasvade reaktsioonid

Suur osa vaadeldavaid susivesikute reaktsioone on seotud
neis reaktiivse poolatsetaalse hudroksiulrihma esinemisega,
mis reageerib kui aldehiud.

2.1. Osasoonide saamine

Osasooniks nimetatakse suhkru ja kahe molekuli fenuul-
hudrasiini liitumise produkti.
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Osasoonid kristalluvad hdlpsasti lahustest, kusjuures kris-
tallide kuju ja sulamistemperatuur on lahtesuhkrule iseloo-
mulikud. Osasoone kasutati vaga laialdaselt suhkrute uurimi-
sel, kuid tanapaeval on selleks otstarbeks tavalisem kro-
matograafiliste meetodite kasutamine.

760 kaik

2 ml taandava suhkru (glukoos, arabinoos, galaktoos)
lahusele lisatakse 0,1 g fenuulhudrasiini ja 0,2 g naatrium-
atsetaati. Reaktsioonisegu hoitakse aeg-ajalt loksutades 40
min. keeval vesivannil, jahutatakse jaavannil. Tekkinud
kristalle vaadeldakse mikroskoobiga ja joonistatakse nende
kuju.

2.2, Hobepeegli reaktsioon

Suhkrutes sisalduv aldehuudruhm taandab mitmete metal-
lide sooli. HObeda ammoniakaalsest lahusest sadestub metall
klaasi pinnale peeglina.

10
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R-C_+2[g (W) +H,0 —2hg+R-C. +2hH,”
H - OH

Too kaik

Hoolikalt pestud katseklaasi valatakse 1 ml 1% Ag NO3

lahust, lisatakse 0,5 ml kontsentreeritud N340H ja 1 ml glu-
koosi lahust. Segu soojendatakse ettevaatlikult, HOobe sades-
tub katseklaasi seintele peeglina. Maardunud katseklaasi ka-
sutamisel v0i ettevaatamatul soojendamisel tekib must sade.

2.3. Sahharoosi hidroluusi (inversiooni) kontroll
Fehlingi lahusega

Uheks tavalisemaks reaktiiviks taandavate suhkrute maa-
ramisel on kahevalentse vase leeliseline tartraatkompleks,
nn. Fehlingi reaktiiv.

Aldehludrihm taandab vase uhevalentseks oksiidiks, mis
moodustab punase sademe.

Fehlingi reaktiiv saadakse Fehlingi I lahuse (CuSO4 ve-
silahus) ja Fehlingi II lahuse (leeliseline K-Na-tartraadi
vesilahus) kokkusegamisel.

Tekkiv vasekompleks reageerib aldoosi vOi ketoosi toi=-
mel Jgrgmisolt:

k prongtudt 0 0

2 . T g W

B Cu\\ + R C\H R c\o_ "'ng0 + 3H,0
+5 0H™

1



Reaktsiooni annavad ainult taandavad suhkrud. Seega
sahharoos Fehlingi reaktiiviga ei reageeri, kull aga rea-
geerivad tema happelise hudroluiusi produktid, nn. invertsun
kur,

H+

Sahharoos ———> Glukoos + Fruktoos

Poo kailk
Kahte katseklaasi valatakse & 1 ml sahharoosi lahust.
Uhte klaasi lisatakse 1 tilk kontsentreeritud HCl, Mdlemat
lahust keedetakse 10 minutit keeval vesivannil ja mdlemale
lisatakse & 1 ml Fehlingi I ja II lahust. Saadud intensiiv-
selt sinise lahuse soojendamisel tekib uhte katseklaasi (kum-
ba?) tugev punane sade.

2.4, Selivanovi reaktsioon

Suhkrute kuumutamisel, eriti hapete juuresolekul , moo=
dustub neist heterotsiukliline aldehuud furfurool voi hudro-
ksume tuulfurfurool,

/Denl‘oo Bl sy /i F R
-C
0 M
0

heksoosid ——w HO CHy — / \—C'

‘H

Reaktsioon toimub ketoheksooside ja pentoosidega halpaami-
ni kui aldoheksoosidega.
Tekkinud Uhendid poliukondenseeruvad mitmealuseliste fenoo-

12



lide jt. Uhenditega, andes varvilisi produkte, mida sageli
kasutatakse ka suhkrute kvantitatiivseks maaramiseks. Uks
selleks otstarbeks kasutatavaid on ka nn. Selivanovi reak-
tiiv, mis sisaldab soolhapet,resortsiini kondenseeriva agen-
dina ja PeCly katalusaatorina.

PToo kaik

Uhte katseklaasi valatakse 1 ml fruktoosi lahust, tei-
se sama hulk gliikkoosi lahust. Lisatakse 5 ml Selivanovi reak-
tiivi ja soojendatakse vordsetes tingimustes 10 min. keeval
vesivannil, Jalgitakse varvuse tekkimist.

2.5. Tarklise reaktsioon joodiga

Paljud polusahhariidid, sealhulgas t;rklis, moodustavad
Jjoodiga intensiivselt siniseid komplekse, mille puhul poli-
sahhariidahel moodustab spiraali joodi molekulide umber. Kor-
gemal temperatuuril kompleks lagumeb ja kaotabd varvuse, Joo-
diga varvuvad natiivsed térkliseterakesed on hdlpsamini vaadel
davad.

7606 kaik

1. Valada katseklaasi 5 ml té&rkliselahust ja 1lisada
1 tilk joodilahust. Reaktsioonisegu kuumutada keemiseni ja
jahutada katseklaasi alumine pool vesivannil: Kirjeldada ja
seletada varvuse muutumist.

2. Mikroskoobi alusklaasidele kanda aarmiselt OShuke kil
tarklist voi tarkliserikast materjali (jahu). Lisada  tilk
lahjendatud (vaevalt helekollast) joodilahmst. Vaadelda saa-
dud preparaate mikroskoobiga ja joonistada erinevate tark-
liseliikide terade kuju.

13



2.6. Akroleiinproov

Glutseriini kuumutamisel, eriti vett siduvate ainete
juuresolekul,tekib terava lohnaga kullastamatu aldehiiud

propenaal (akroleiin).

o
. 0

/
CH,OH — CHOH — CH,0H — CH,=CH — C\u +2H0
Sama reaktsiooni annavad ka rasvad, kuid ei anna glutseriini
mittesisaldavad lipiidid.

Too kaik

Kuiva katseklaasi kanda 1 g KHSO, ja lisada moni tilk

taimedli. Kuumutada poletil tombekapis soola sulamise ja
reaktsioonisegu tumenemiseni., Nuusutada ettevaatlikult eral-
duvat 10hna (murgine!).

R oW U, Fo l.lrk 0.8 1 0 0,808

1, Millised toodud valkude reaktsioonidest on uld- ja milli-
sed erireaktsioonid?

2. Milliste tehtud reaktsioonidega olete oma senises prakti-
kas varem kokku puutunud?

3. Kuidas nimetada uhendit, mis tekib glukoosist hdbepeegli-
reaktsioonis?

4, Kuidas kaituks tarklis katse 2.3. tingimustes?

5. Milline 1lihtsam orgaaniline thend segaks ksantoproteiin-
reaktsiooni?

14



T560 nr.2
AMINOHAPETE PABERKROMATOGRAAFILINE LAHUTAMINK

Paberkromatograafia on uks jeotuskromatograafia 1liike.
Jaotuskromatograafia voimaldab lshutada segu, mille kompo-
nendid omavad erinevaid jaotuskoefitsiente kahe omavahel
mitteseguneva faasi vahel. Paberkromatograafias on liikuma-
tuks faasiks tavaliselt paberisse sorbeerunvd vesi. Paber
on selle liikumatu faasi kandja. Liikuvaks faasiks on lahus
mitmesugustest orgaanilistest vedelikest ja veest. ]

Paberkromatograafia voimaldab lahutada ainete mikro-
hulki. Seda kasutatakse edukalt valkude, susivesikute, ras-
vade, antibiootikumide jm. uurimisel.

Sagedamini leiab kasutamist vertikaalne kromatograafia
(tousva voi langeva vooluga). Antud t0os uuritakse aminoha-
pete lahutamist tousva vooluga kromatograafia abil.

Tabelis 1 on toodud aminohapete lahutamiseks sagedami-
ni kasutatavate liikuvate faasside koostised.

Bashie sl o)

Aminohapete paberkromatograafias sagedamini kasu-
tatavad liikuvad faasid (liikumatu faas - vesi)

Lahustajate vahekord,

Iabosteged mahuliselt
1. p=Butiulalkohol, PN Gl 8
aadikhape, vesi (425:1)
2. n-Butuulalkohol, 5% 111
sipelghape (20%
labus), vesi
3. n-Butuulalkohol Pt s ot
n-propuulalkohol,
vesi
4, n-Amuulalkohol, 1M 31
uridiin
5. Fenool, vesi 4 31

15



700 kaik

Paberi ettevalmistamisel peavad kaes olema kummikindad.
Juhendaja soovitusel valitud kromatograafilisest paberist
(nait. aeglane paber FN 15) ldigatakse valja ruut 29x29 cm.
Tavalise pliiatsi abil tOmmatakse 5 cm kaugusele alumisest
servast stardijoon. Alumiseks servaks valitakse ruudu uks
kulg selliselt, et t00s toimuks lahustaja liikumine paberi
pikisuunas. Stardijoon jagatakse 9 osaks ja nummerdatakse
jargmiselts

L Sl b PO Ly Oe . SR | 30 30 30 oD

—

I + I } } 4 4
r T T M T + {

J 0.0 8 Ke

Uuritavast aminohapete segust (analiusiks antakse 0,5
-1% aminohapete lahus) kantakse punktidesse 3 ja 6 kapil-
laarpipetiga proovid, ﬁlejsinud punktidesse puhaste amino-
hapete lahused (kuns”tunnistada€3, kirjutades vastava amino-
happe nimetuse stardipunkti juurde (alla). Soovitatav tekki-
va pleki diameeter on 5-6 mm (varem eraldi paberil katseta-
da). Paber kuivatatakse Ohu kaes voi ventilaatoriga lahusta-
ja eraldamiseks. Kui on vaja lahuse kontsentratsiooni suu-
rendada, vOoib parast eelmise pleki taielikku kuivamist sa-
masse kohta kanda uus kogus ainet jne. Paber keeratakse
rulli (stardijoon jaab alla) ja Ommeldakse ndela ja niidiga
selliselt kokku, et paberi servad ei puutuks teineteise vas-
tu. Selliselt rulli keeratud paber asetatakse Petri tassi
lahustajasse, mis koosneb n-butﬁﬁlnlkoholist, aadikhappest
ja veest., Kontrollitakse, kas rull on korralikult vertikaal-
asendis._sﬁateen kaetakse kupliga, mille all tekib lahusta-
jate kullastatud aur (vajalik tasakaaluks). Paber ei tohi
puutuda kupli seinte vastu.

16



Margitakse ules kromatografeerimise alguse kellaaeg.
Lahustaja liigub kapillaarjoudude toimel ules, vottes star-
dijoonelt kaasa ka aminohapped, mis hakkavad erinevate kii-
rustega ulespoole liikuma.

Parast 5-30-tunnilist kromatografeerimist (soovitatav
on, et lahustaja front jouaks ulemise paberiserva lahedale;
kromatografeerimise aeg oleneb kasutatavast paberist Jjt.
tingimustest) voetakse paber kupli alt valja, margitakse
pliiatsiga lahustaja frondi asukoht ja kromatogramm kuivata-
takse Ohu kaes vdi ventilaatoriga (fooniga).

Kromatogramm ilmutatakse ninhudriiniga, piserdades vii-
mase lahust pulverisaatorist parajas koguses, et kogu paber
oleks parajalt niisutatud (mitte liiga marg). Samuti voib
kromatogrammi kasta ilmutusvannis olevasse ninhudriinilahu-
sesse. Paber kuivatatakse termostaadis 60-70° Jjuures kuni
hasti nahtavate varvilaikude tekkimiseni. Igale laigule tom—
matakse pliiatsiga ring umber (varv aja jooksul kaob).

Ninhtdriini ja aminohapete vahel toimub leeliselises
keskkonnas jargmine reaktsioons

2 =0+RCH- CO0H—~ -N=
I
“ NH,, /
0 0

o=

/0
+2H,0+RC +CO,

Enamus aminohappeid annab ninhtdriiniga sinise voi 1il-
la varvuse, asparagiin - oranzikaspruuni, proliin ja hud-
roksuproliin - kollase.

Saadud kromatogrammilt identifitseeritakse uuritavas

17



segus olnud komponendid "tunnistajate™ abil ning liikuvus-
koefitsientide Rf kaudu.

aine liikumise kiirus
lahustaja frondi liikumise kiirus

Rr =

Praktiliselt leitakse R, sel teel, et mdddetakse lahus-
taja frondi kaugus stardijoonest 1 ja vastava komponendi lai-
gu tsentri kaugus stardijoonest (kui laik on ilmselt eba-
summeetriline vGi "sabaga", moodetakse kaugus laigu kdige
tumedama koha ja stardijoone vahel) 3,

siis Rf o

Konstantne suurus Ry s0ltub paberi omadustest, lahusta-
ja iseloomust ja puhtusest, temperatuurist, aine kontsent-
ratsioonist lahuses jne., otseselt muidugi lahutatavate ai-
nete jaotuskoefitsientidest. :

Vihikusse margitakse koik katseandmed ja arvutused (la-
hustaja koostis, katse aeg ja kestvus, ruumi keskmine tem-
peratuur, paberi liik, selle ruutmeetri mass jne.).

Kontrollkisinusi

1. Mis on jaotuskromatograafia?

2. Milline on paberkromatograafilise meetodi pdhimote?

3, Kirjutada ninhtidriini ja aminohappe vahelise reaktsiooni
vorrand.

4, Miks peavad paberi ettevalmistamisel ja proovide peale-
kandmisel kummikindad kaes olema?

5. Tabelis 2 on toodud monede aminohapete struktuurvalemid
ja lahustuvused vees. Leida, kas ja kuidas on omavahel
seotud aminohappe struktuur, lahustuvus ja Rf.

NB! Ninhiidriini lahus on miirgine ja tuleb védltida tema sat-

Eumist nahale!
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Tabel 2

Monede aminohapete radikaalide struktuurvalemid

H N - CHR - COOH ja lahustuvused vees 25°C juures

Lahustuvus vees

Nimetus R /100 g
Glutsiin (gly) H- 25,0
Alaniin (ala) CH - 16,6
Leutsiin (leu) 3

™\ CH-CH ,~ 25
P
CH
Fenuulalaniin (phe) </_:>\ ~CH,~ 3,0
Metioniin (met) CH; -S-CH, ~CH,~ 3,4
Histidiin (his) Bl - 4,19
HC CH
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TOS nr. 3

GEELKROMATOGRAAFIA

Vedelikkromatograafia meetoditest on Uks enam levinuid
geelkromatograafia e. geelfiltratsioon, mis vOimaldab ai-
neid jaotada nende molekuli suuruse jargi. Selle meetodi ka-
sutanisel taidetakse kolonn geeliterakestega. Sagedamini
kasutatakse dekstraangeele (Sephadex, Molselect) voi poli-
akriulamiidgeele (Biogel, Acrilex).

Geeli voib vaadelda mikropoorse materjalina, mis on la-
bitungimatu suuremolekulaarsetele ainetele, kuid millesse
vabalt difundeeruvad vaiksema molekulmassiga ained. K3iki
Ulalnimetatud geele turustatakse erinevate poorisuurustega
ridadena, kusjuures geeli mark naitab umbkaudset molekul-
massi tuhandetes hapniku-iihikutes, mille suhtes antud geel
on labitungimatu. Vastavalt uuritava segu koostisele tuleb
valida analuusiks sobiv geel.

Geelkromatograafia kolonni iseloomustamiseks on ots-
tarbekas sisse viia jargmised tahiseds

V. - kogu taidise mahtj

taidises oleva vaba vee maht;
geeliterakeste mahtj

geeli maatriksi (ruumvore) maht;

uuritava aine valjumismaht.

N< '< “4 44

Loomulikult kehtib vordus Vt = V' + Vs.

Ained, mille molekulmass ei vOimalda nende difusiooni tera-
des, valjuvad kolonnist teradesse tungimata, s.o.

min
Vx = Vv.

Ained, mille molekulmass on kullalt vgiko, difundeeruvad
teradesse ja liiguvad kolonnis aeglasemalt. Nende puhul

VISX 2 Vg - Vy .
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Aine liikumist kolonnis vdoib iseloomustada faktoriga

min
), Vx - Vx
e max min 3
Vx - Vx

Vedelikkromatograafia puhul kogutakse kolonnist valjuv vede-
1lik, nn. eluaat fraktsioonideks. Uurimistoos kasutatakse ta-
valiselt automaatseid fraktsioonikogujaid, antud toos kogu-

takse fraktsioonid kasitsi. Uuritava aine jaotumist fraktsi-
oonides maaratakse mone keemilise vOi fuusikalise naitaja

kaudu. Antud t00s on fraktsioonide kuivainesisalduse mdd-

duks murdumianﬁitaje.

Too kaik

Moodetakse kolonni taidisosa pikkus ja diameeter, sel-
lest leitakse Vt. Arvutatakse Vm =k Vt, kus k on kolonni

taitematerjali iseloomustav koefitsient. Arvutatakse meax Ja

sellest lahtudes kogutavate fraktsioonide arv
max

X

Rl oo

n=1,2‘

kus 1,2 on tagavarakoefitsient.

Kolmele katseklaasile margitakse 1,5 ml mahule vastav
kriips. Refraktomeeter Uhendatakse termostaadiga, reguleeri-
takse valgustus ja moddetakse destilleeritud vee murdumisnai-
taja. Nivoopudeli ja kolonni valjavoolutoru kdrguste  vahe
muutmisega reguleeritakse eluaadi voolu kiirus piiridesse
0,5 - 0,8 ml/min., s.o. the 1,5-ml fraktsiooni kogumise aeg
on 2 - 3 min. Nivoopudel eraldatakse kolonnist ja vee tase
kolonnis lastakse geeli pinnani. Vgljavoolutoru suletakse,
geeli pinnale viiakse 1 ml uuritavat lahust. Valjavoolutoru
Jjuhitakse esimesse katseklaasi ja hoitakse avatud kuni proo-
vi imbumiseni taidisesse. Geelisamba pinnale viiakse ette-
vaatlikult (geeli mitte uUles hdljutada) 5 ml vett ja kolonn
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Uhendatakse uuesti nivoopudeliga. NB! Nii voolukiiruse re-
guleerimisel kui ka kromatografeerimisel olgu uhendustoru
veega taidetud. Avatakse valjavoolutoru ja kogutakse eel-
nevalt maaratud arv fraktsioone. Maaratakse iga fraktsiooni
murdumisngitaja.

Tulemuste e s itamine

Esitada graafiliselt murdumisnaitaja sdltuvus mahust,
Teha jareldus segu komponentide arvu kohta ja leida . nende
komponentide Vi Ja Rf vaartused.

Kol trolft ' ls Tt awt

1. Missugused on dekstraani ja poluakruulamiidi struktuurva-
lemid?

2, Skitseerige graafik, molekulmass - V- Markige uhtlasi

min
vx

3. Miks ei tohi kolonnist eluaati koguda liiga kiiresti?

4, Millises toostuslikus tehnoloogilises protsessis vOiks ka=
sutada geelfiltratsiooni?

5. Mis on nurdumisnsitaja?

ja meax vaartused.
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T6 06 nr.4
GAASIKROMATOGRAAFILINE ANALUUS

1, Mdméisted

Gaaslilkromatograafia on Uks kromato-
graafia eriliike, mida kasutatakse lenduvate ainete (ained
keemistemperatuuriga kuni 300-400°C) lahutamiseks.

Liikuv faas on gaasikromatograafias gaas, nn. kandegaas.

Liikumatu faas v3ib olla

a) tahke faas (nait. silikogeel, molekulaarsdelad, ak-
tiivsﬁsi), lahutamine oleneb tahke faasi adsorptsioonilis-
test omadustest, sel juhul on tegemist gaasi-adsorbentkroma-
Yograafiagaj

b) vedel faas (vahelenduvad orgesanilised uhendid), mis
on Ohukese kihina kantud inertse tahke aine pinnale, sel ju-
hul on tegemist gaasi-vedelikkromatograafiaga.

Kaesoleval ajal kasutatakse ainete lahutamisel pohili-
selt gaasi-vedelikkromatograafiat. Ka antud toos toimub la-
hutamine gaasi-vedelikkromatograafia abil ja kdik alljzrsne-
vad selgitused on seotud vaid selle meetodi kasutamisega.

2. Aparatuur ja kolonni taidised

Joonisel 1 ontoodud kromatograafia pohimdtteline skeem.

Balloonist 1 antakse reduktori 2 ja kuluregulaatori 3
18bi dosaatori 4 kandegaas (n&it. Hp, He, N,, Ohk) kolomni 5,
kust v:ljub detektori 6 kaudu atmosfaari. Kolonn 5 asub ter-
mostaadis konstantsel tootemperatuuril.
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Joonis 1,Gaasikromatograafi skeem.
1 - kandegaas, 2 - kuluregulaator, 3 - proovi
sisseviimise koht, 4 - termostaadid, 5 - ko-
lonn, 6 - detektor, 7 - isekirjutaja.

Kolonni temperatuurist korgemal temperatuuril asuva do-
saatori kaudu antakse kolonni uuritava segu proov, mis mo-
mentaalselt aurustub., Labides koos kandegaasiga kolonni, se-
gu komponendid lahutuvad. Kolonnist valjuva gaasisegu mond
flusikalist voi keemilist naitajat maarav detektor on ette
nahtud komponentide avastamiseks. Detektori signaalid (tava-
liselt elektrilised) antakse ule mddteriistale (vajaduse kor-
ral eelnevalt vOimendades) voi isekirjutajale 7.

2.1. Kolonn kujutab endast tavaliselt metallist voi
klaasist toru sisediameetriga 4 - 6 mm ja pikkusega 1 - 5 m,
Ruumi kokkuhoiuks vOib kolonnile anda spiraalse voi U-kuju.

Tahke kandja. Kolonni tgitmiaeka kasutatakse poorseid,
suure eripinnaga, ineitseid, uhesuguse kuju ja moodetega osa-
kestega materjale.

Tahke kandja valmistamise lahteaineks on enamikul Juhtu-
del diatomiit. Laialt levinud on kromosorbid (kromosorb P,
kromosorb W).

2.2, Vedelfaasid

Vedelfaasidena kasutatakse mitmesuguseid orgaanilisi
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uhendeid, mis on vahese lenduvusega, termiliselt stabiilsed,
keemiliselt inertsed lahutatava segu komponentide suhtes,
kuid peavad selektiivselt lahustama segu komponente. Vedel-
faas kantakse koguses 5 - 20% tahkele kandjale (selleks la-
hustatakse vedelfaas mones kerges orgaanilises lahustajas,
saadud lahusega immutatakse tahke kandja ja lahustaja au-
rutatakse valja).

Vedelfaasiga immutatud tahke kand ja viiakse kolonni,
taites selle uhtlaselt kogu pikkuses.

2.3. Detektor

Pal jude detektoritﬁﬁpide hulgas kasutatakse sagedasti
kataromeetrit (joonis 2) ja leek-ionisatsioondetektorit (joo-
nis 3).

J oonis 2.S00jysjuhtivusraku skeem.
1 - uhendus pingeallikaga ja sillaskeemiga,
2 - detektoriblokk, 3 - kataromeetri niit.
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J oonis 3.,Leekionisatsioondetektor.
1 - silindriline kaas, 2 - elektromeetri si-
send, 3 - positiivne elektrood (silinder),
4 - ohu sisseandmine, 5 - vesinik, 6 - ohk
yoli hapnik, 7 - detektori alus, 8 - kolonni
uhendus, 9 - kinnitusmutter, 16 - kvartspea-
lis, 11 - spiraal, 12 - negatiivne elektrood.

Kataromeeter on soojusjuhtivusdetektor.

Alalisvooluga koetava traadi (nait. volframniit) 3
temperatuur oleneb voolutugevusest ja detektorit labiva gaa-
sisegu soojusjuhtivusest. Volframniidi jahutamine s0ltub
pohiliselt soojuse ulekandest niidilt gaasile. Seega niidi
jahtumine oleneb gaasi soojusjuhtivusest. Gaaside soojus-
juhtivus oleneb nende molekulkaalust. Naitena moOnede gaasi-
de soojusjuhtivused ja molekulkaaluds:
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A+10°

Vesinik 41,6 2
Heelium 34,8 &
Metaan y 47 16
Heksaan 3,0 86

Jarelikult saadakse detektori suurim tundlikkus, kui ka
sutatakse kandegaasina vesinikku voi heeliumit.

Temperatuuri muutumisega muutub traadi takistus. Detek-
tori traast on lulitatud alalisvoolu (Wheatstone'i)silda,mil-
le kaudu antakse signaalid isekirjutajale. Tavaliselt on kro-
natograafidel kaks detektorirakku, millest Uks (vordlusrakk)
on monteeritud kolonni ette, tema traatelement on samuti
uhendatud alalisvoolu silda.

Leek-ionisatsioondetektorisse (joonis 3) antakse pdle-

tisse vesinikkuja Ohku, POleva vesinikuleegi juhtivust moo-
detakse elektroodide 3 ja 12 kaudu. Puhta vesiniku leek ei
sisalda praktiliselt ioonej kolonnist valjuvate orgaanilis-
te ainete polemisel tekivad ioonid ja elektronid, mistdottu
valisahelas btekib vool. Tekkiva voolu suurus oleneb aine
kontsentratsioonist ja iseloomust.
Leekionisatsioondetektori eeliseks kataromeetriga vor-
reldes on tema suur tundlikkus (10”12 kuni 1071 g/s).

2.4, Isekirjutaja

Potentsiomeetrilise isckirjutaja skeem on toodud jooni-
sel 4,

Isekirjutaja on servomootoriga tootav automaatseade
kompensatsiooniskeemiga.

Sisendsignaali Vﬁ kompenseeritakse pidevalt vordse Jja
vastassuunalise signaaliga Vo. Uheaegselt toimub diagramm-
1lindi liikumine risti sule liikumise suunaga.

27



3. Kromatograafi-
f"‘i"'| list lahutamist ise-
? VAVAVAY

loomustavad suurused

Kandegaasi hulka,
mis on vajalik kom=-
ponendi elueerimiseks
kromatograafi kolon-
nist, nim. valjumis-

mahuks.

i 4, tent - -
2 o tet ig::i{jgzgzg it 0 Konstantse rohu

puhul on kandegaasi
voolu kiirus konstantne ja sel juhul voime komponente iden-
tifitseerida ka valjumisaja jargi.
Tahistades kandegaasi mahtkiiruse V-ga, valjumisaja
tp-ga, valjumismahu Vg-ga, kehtib seos

V.

R = tR V.

Tavaliselt loetakse mitmekomponendilise segu puhul uks
komponentidest standardaineks (v8rd1usaineks). Kui standard-
aine vgljumiamaht on VRs' siis mistahes komponendi i, mille

val jumismaht on VRi» suhteline valjumismaht avaldub suuruse-

na ¢ = Vri/ VRe

Parandatud valjumismahud (vOi suhtelised valjumismahud)
arvestavad mittesorbeeruva aine valjumismahtu ja neid mddde-
takse kromatogrammilt mitte komponendi sisseviimise momendist,
vaid Ohu voi lahustaja tipust alates. Taandatud val jumismaht
Vﬁ avald&b komponendi vgljumismahu VR ja mittesorbeeruva kom
ponendi val jumismahu Vu vahena:

]
VR = VR - VMO

Suhteline valjumismaht avaldub taandatud valjumismahtu-
de kaudu w0 ) Fhss
d‘l:

s
-

A
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Suhtelised valjumismshud (valjumisajad) iseloomustavad
kolonni selektiivsust - mida erinevamad on kahe kromatogram-
mil kOrvuti asetseva tipu valjumismahud, seda paremini on
nad lahutatud, seda selektiivsem on kolonn.

Kolonni efektiivsust iseloomustab tipu laiuse ja  tipu
kauguse suhe, s.t. sisuliselt, kui kitsa frondina liigub
komponent kolonnis.

Nagu rektifikatsiooni puhul, saab ka gaasikromatograa-
fias kasutada teoreetiliste taldrikute arvu (ja Uuhe teoree-
tilise taldriku ekvivalentkorguse) moistet.

Praktiliselt saame iga komponendi jaoks maarata teoree-
tiliste taldrikute arvu valemiga

T =16 (5)2, kus

T - teoreetiliste taldrikute arv;
x - tipu kaugus proovi sisseviimisest tipu maksimumini;
¥y - tipu laius nulljoonel.

Headel kromatograafilistel kolonnidel ulatub teoreeti-
liste taldrikute arv kumnetesse tuhandetease, tavaliselt ane-
liutilistel kolonnidel on 500 - 4000 taldrikut.

4, Ainete segude kvalitatiivne ja kvantitatiivne ana-

luus

Segu komponentide identifitseerimiseks kromatogrammil
saab lihtsate segude puhul kasutada kirjanduses avaldatud
andmeid suhteliste valjumismahtude kohta, kui moni komponent
on teada. Homoloogiliste ridade puhul kehtivad kindlad sea-
duspédrasused (ndit, siisiniku aatomite arvu ja vdljumismahtude
vahel), mis vOimaldavad Uksikuid homolooge kergesti identi-
fitseerida.

Keerukamate segude puhul osutub vajalikuks oletatavate
komponentide eraldi kromatografeerimine (puhtad reaktiivid)
nende valjumismahu maaramiseks. Sageli on otstarbekas nn.
sisemise standardi kasutamine, kus uuritavale proovile 1li-

satakse standardained ja maaratakse segu komponentide suhte-
lised val jumismahud standardainete (standardaine) suhtes.
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Segude kvantitatiivseks anallusiks maaratakse uksikute
piikide (tippude) pindalad, need summeeritakse ja arvutatak-
se iga piigi pindalaprotsent. Tavaliselt on uksikute piikide
pindalad vordelised vastava aine kaal- voi moolkontsentrat-
siooniga, kusjuures sageli tuleb tulemuste tgpsustamiseka
kasutada parandustegureid.

5. Kromatograafiline analuus Oppegaasikromatograafil
0GK - 1

Kromatograaf O8GK-1 tootab toatemperatuuril. Kolonni sis-
gseviidav proov aurustub elektrikuttega aurustajas (temp.90q».
Detektoriks on kataromeeter. Kataromeetri elemendid on luli-
tatud alalisvoolu silda, millega on thendatud millivoltmee-
ter (vOoi isekirjutaja).

An.alibsel. kadik

NB! Allpool on esitatud konkreetsed tsstinsimuaod.ﬁbe—
le kindlale tooreziimile. Enne toole asumist leppida juhen=-
dajaga kokku valitava tooreziimi suhtes!

1+ Reduktori abil reguleeritakse kandegaasi rohk ko=
lonni ees 0,6 atu-le. Parast gaasivoolu stabiliseerumist
moodetakse kandegaasi kiirus valjundis stopperi abil (kii-
rus peab olema umbes 50 ml/min.).

2. Lulitatakse kromatograaf elektrivorku ( "vork", "au-
rustaja").

3. Voolutugevus detektoris valitakse vastavalt kande-
gaasile. Kui kandegaasiks on Ohk, ei tohi voolutugevus olla
dle 60 mA.

4, Lulitatakse sisse millivoltmeeter (1liliti "U" ja
piirkond 0,75 mV).

5. Kromatograafi tundlikkus lulitatakse 1 mV-le.

6. Mooteriista osuti reguleeritakse nulli ("nulli ase-
tamine").

10 minuti parast on kromatograaf tookorras, kontrolli-
takse veel nulli asendit ja asutakse analuusile.
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Vihikusse valmistatakse eelnevalt tabel kahe veeruga,
kus uhte veergu margitakse aeg (0, 0.10, 0.20...0.50, 1,00,
1.10 jne.), teine veerg jaab mooteriista naitude jaoks.

Meditsiinilise sustla (vOoi mikrosistla) abil vdetakse
monikimmend (mdni)kg uuritavat lahust. Proov sustitakse ko-
lonni, samaaegselt k:ivitatakse'stopper.

Uuritav segu koosneb naiteks neljast komponendist:
dietuuleeter, diisopropuuleeter, atsetoon, benseen. Kompo-
nendid valjuvad kolonnist nimetatud jgrjekorraa.

Sissesustitud aine sobiva koguse puhul ulatuvad esi-
mestele komponentidele vastavad millivoltmeetri naidud va-
hemalt poolele skaala ulatusele. Kui ainet viidi kolonni
liiga palju, 13hevad|986teriista naidud skaalast val ja
(piigid lahevad 10hki), liig vaikese ainekoguse puhul jaab
analius ebatapseks, Molemal juhul tuleb doseerimist korra-
ta parast 10-minutilist vaheaega.

T60 1dpetamisel tuleb parast kdigi komponentide  ko-
lonnist valjumist
1) lulitada valja millivoltmeeter;

2) tundlikkuse umberliiliti keerata asendisse "-";

3) detektori voolu umberluliti keerata asendisse "O";

4) lulitada valja aurustajaj :

5) lulitada seade vorgust valja (liliti "vork");

6) sulgeda gaasiballooni reduktor ja mone aja pgrast ven-
tiil.

Saadud katseandmete pohjal koostatakse tabel 3,

Keemistemperatuurid ja molekulmassid vOetakse kasiraa—
matust. Komponendi vgljumisaeg on ajavahemik proovi sisse-
viimisest kolonni kuni komponendile vastava piigi maksimumi-
ni. Vgljumismaht kandegaasi cmz-tes arvutatakse v;ljumisaja
ja kandegaasi mahtkiiruse kaudu, Piikide pindalade leidmi-
seks voib kasutada planimeetrit voi talitatakse jsrsmiselt.
Joonistatakse kromatogramm, vottes millimeetripaberile abst-
gisstel jeks aja (sekundites) ja ordinaattel jeks millivolt-
meetri naidu mV-tes, Kromatogramm kopeeritakse vatmanile,
kust 13igatakse piigid valja ja kaalutakse ara. Eeldusel,et
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paber on ﬁhtlane, on piikide pindalad vordelised nende mas-
siga (kaaluga). Tabelisse kantaksegi piikide pindalad mas-
siuhikutes (mg).

Oletades, et komponentide sisaldused kaaluprotsentides
on uuritavas segus vordelised vastavate piikide pindaladega,
on arvud veergudes 8 ja 9 ilmselt vordsed. Veeru 10 andmed
arvutatakse veeru 8 ja komponentide moolmasside kaudu.

Kontrollkusimusi

1. Kuidas seletada ainete lahutamist gaasikromatograafias?
2. Joonistada kataromeetri vordlusraku ja mooteraku alalis-
voolu silda lulitamise skeem.
3. Analiusil saadud kromatogrammi jargi arvutada kasutatud
kolonni teoreetiliste taldrikute arv.
4, Kuidas s0ltub komponentide val jumismaht (valjumisaeg)
a) kolonni temperatuuristj
b) rohkude vahest kolonni otste vahelj
c) kolonni pikkusestj
d) analuusitava aine kogusestj
e) komponentide moolmassist ja polaarsusest?
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P60 nar. 5
AMULAAST AKTITIVSUSE MAARAMINE

Amulaasideks e. amuloluutilisteks ensuumideks nimeta-
takse tarklist hudroluusivaid enstume. Amulaasi aktiivsust
voib maarata substraadi viskoossuse vahenemise, joodikomp-
leksi varvuse kadumise, produktide kolorimeetrilise maara-
mise jm. teel.

Kasutatava meetodi aluseks on hudroluusil ldhustuvatest
sidemetest tekkivate poolatsetaalsete ruhmade maaramine nen-
de oksudeerimisel joodiga leeliselises keskkonnas.

= '0 'O
20 +R-C + J,—=R-C +237+H
‘i \ 2

OH

Okslideerijat lisatakse liias ja aldehtuudrihmade sisal-
dus maaratakse tagasitiitrimisel. Ensuumi aktiivsus avalda-
takse rahvusvahelistes uhikutes U, 8.0. M -ekv, 1Shustunud
sidemeid minutis 1 g preparaadi kohta. Ensiumi aktiivsus
80ltub oluliselt temperatuurist ja vesinikioonide kontsent-
ratsioonist. SeetOottu valmistatakse substraadi ja ensuumi
lahused puhvris (atsetaatpuhver pH=4,8) ja hudrolius viiak-
se labi kindlal rahvusvaheliselt standardiseeritud tempera-
tuuril 3o°c.

700 kaik

Valnistatakse uuritavast preparaadist lahus. Selleks
kaalutakse analuutilistel kaaludel 0,3 g preparaati tapsu-
sega 0,0001 g, lahustatakse see vaheses hulgas puhverlahu-

ses ja viiakse kvantitatiivselt 100-ml mootkolbi, mis tai-
detakse kriipsuni.
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Voetakse 3 lihvkorgiga seisukolbi - Uks pimekatse, ule-
333nud paralleelkatsete jaoks. Kﬁigisso plpeteeritakse 10 ml
1% térkliselahust puhvris, soojendatakse vesivannil 29°-30W)
10 min. Seejarel lisatakse uhte kolbi 1 ml dest. vett Ja
teistesse 1 ml amiilaasilahust. Stopperi voi sekundiosutiga
kellaga fikseeritakse tapselt aeg. Hoitakse vesivannil 30°C
juures 10 min. Fikseeritakse tﬁpaelt aeg ja lisatakse 5 ml
0,3 n NaOH lahust fermendi inaktiveerimiseks ja segu leelis-
tamiseks ning 5 ml 0,1 n J, lahust., Lastakse seista pimedas
20 min. Seejarel lisatakse 2 ml 1n HC1l ja tiitritakse 0,1 a
tiosulfaadiga

AN xS

vetea

AA - amilaasi aktiivsus U/g;

- pimekatsel ja katsel kulunud tiosulfaadi hulkade vaheg
- preparaadi kaal g-des;

- maht, milles on preparaat lahustunud /ml/}

lisatud amiilaasilahuse hulk /ml/;

hudroluusi aeg /min./;

A -ekv, lohustunud sidemeid, mis vaatab 1 ml-le 0,1n
tiosulfaadile.

[
8¢<<n<1
I

Juhul kui enne tiitrimist uuritav segu ei ole inten-
siivselt sinise varvusega, on tarklise hudroluus kulgenud
liiga kaugele ja ka katse seega nurjunud. Katse kordamisel
vahendada fermendilahuse kogust vOi hudroluusi aega, vas-
tavalt muutes ka arvutusvalemit.

Katsetulemust¢te esitamine

Esitatakse paralleelkatsete tulemused ja nende keskmine.
Arvutatakse, mitu uhikut ensiiimi kasutati Onnestunud ning
liiga sugavalt hidroluusunud proovides.
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2,
3.
4,
5.

KEontrollkisimusi

Kuidas ja mille alusel jaotatakse amulaase?
Kus leidub ja kust saadakse amulaase?

Milleks kasutatakse amilaase?

Miks oli antud juhul vajalik pimekatse?

Kuidas muutuks saadav tulemus, kui

a) tiitrida ule pimekatse?

b) lisada kontrollkatsele joodilahust veidi vahem kui
5 ml?
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760 nr.6

RASVA TIITRI MAARAMINE

Rasva tiitriks nimetatakse rasvast eraldatud rasvhape-
te hangumistemperatuuri. .

Rasvhapete hangumistemperatuur iseloomustab rasva pa-
remini, kui rasva oma hangumistemperatuur. Rasva hangumisel
toimub protsess JErk-JErsult, rasv kaldub kergesti ulejah-
tumisele, hangumine toimub laias temperatuurivahemikus : Jja
hangumise alg- ja lOpptemperatuuri on raske maarata. See-
parast maaratakse rasvale harilikult sulamistemperatuur.

Rasvhapete hangumine toimub margatavalt kitsamas tem-
peratuurivahemikus ja rasva tiiter iseloomustab hasti nii
rasva ennast kui ka temast saadavaid produkte (ngiteks 881~
tub rasva tiitrist otseselt temast saadava seebi kovadus).

Rasva ja temast eraldatud rasvhapete hangumistempera-
tuurid on omavahel tihedalt, kuigil mitte alati otseselt seo-
tud. Vedelamatel rasvadel (nEit. taimedlidel) on ka tiitrid
madalamad, ja vastupidi.

Tavaliselt onrasvhapete hangumistemperatuurid10 - 30deg
korgemad vastava rasva hangumistemperatuurist.

Rasvhapped hanguvad eutektiliste segudena.

Monede puhaste rasvhapete sulamistemperatuurid:

palmitiinhape (16:0) +64°C
palmitoleiinhape (16:1) +47°C
steariinhape (18:0) +69,4°C
oleiinhape (18:1) +14°C
linoolhape (18:2) -11°C

(Arvud sulgudes naitavad vastavalt susiniku aatomite arvu
ja kaksiksidemete arvu rasvhappe molekulis). Nagu ngha, on
kullastamata rasvhapped tunduvalt madalama sulamistempera-
tuuriga.

Rasvhapete hangumistemperatuuri maaramisel jalgitakse
kindlatesse jahtumistingimustesse viidud rasvhapete tempe-
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ratuuri. Hangumise ajal toimub eralduva kristallumissooju-
se arvel temperatuuri kaigu muutus. Olenevalt eeskatt soo-
jusvahetusest umbrusega (jahtumistingimustest) ja segamise
viisist ning intensiivsusest voib temperatuur hangumise
ajal jsgda konstantseks voi tdusta teatud maksimumini.Ras-
va tiitriks loetakse vastavalt kas konstantset temperatuu-
ri voi temperatuuri maksimumi.

1. Rasvhapete saamine

Umarkolbi kaalutakse 30 g rasva, lisatakse 25 ml KOH
40% vesilahust ja 30 ml etanooli.

Rasv seebistatakse pustjahuti all keeval vesivannil,
kuni segu muutub homogeenseks.

Parast seebistumise 10ppu valatakse segu suurde port-
selankaussi ja aurutatakse kuni etanooli taieliku eraldumi-
seni (10hna kadumine). Saadud seep lahustatakse soojendami-
sel 100 ml destilleeritud vees ja lisatakse vahehaaval 20%
vaavelhapet (kulub umbes 100-120 ml) kuni happelise reakt-
gioonini (kontroll indikaatorpaberiga). Segu soojendatakse,
kuni pcaletekkiv rasvhapete kiht muutub taiesti lsbipaist-
vaks.

Portselankausi sisu valatakse ettesoojendatud lahu-
tuslehtrisse, eraldatakse alumine kiht ja pestakse 2 - 3
korda & 20 ml kuuma dest.veega. Pestud rasvhapped filtritals
se sulas olekus labi kuiva paberfiltri (soojas kulvatuska-
pis) suurde kaalutud katseklaasi (diameetriga 20 mm, pik-
kusega 130 mm). Maaratakse rasvhapete saagis, arvutatakse
saagis protsentides lahterasva kohta ja vorreldakse seda
teoreetilise saagisega (arvutatakse, vottes keskmiseks rasvw-
happe molekulkaaluks steariinhappe molekulkaalu ja oletades
et kogu rasv koosneb triglﬁtseriidideat).

2. Rasva tiitri maaramine

Rasva tiitri maaramise seade on toodud joonisel 5.
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Katseklaas varustatakse
korgiga, millest labi pandud,
kergelt korgis liikuv termo-
meeter (jaotustega vahemalt
0,2 deg) ulatub peaaegu kat-
seklaasi pohja. Katseklaas
koos termomeetriga asetatak-
se 1labi kummikorgi 250-300-ml
koonilisse kolbi, mille poh-
Jjas on vatikiht.

Tahkete rasvade analuusil
toimub jahutamine 20°% vees,
vedelate rasvade analuusil
kasutatakse jaa-vee segu (0°C).

Joonis 5. Rasva tiit- Koonuskolb asetatakse
gi :Sgg:?i' suuremas klaasndus olevasse
jahutusvedelikku ja rasv-
happeid segatakse kasitsi termomeetriga aeglase kiirusega
(mitte puutuda katseklaasi seinu) kuni rasvhapete hangumise
alguseni (segu hagustub). Siis asetatakse termomeeter 5 cm
korgemale rasvhapete keskele ja segamine lopetatakse. Stop-
peri jsrgi margitakse ules termomeetri nait iga 30 sek. jarel.
Joonistatakse graafik t=f (7) kristallumise ajal ja pErast
kristallumise 18ppu 5 = 10 min., jooksul. Tehakse kaks paral-
leelkatset, erinevus nende tulemuste vahel ei tohi Uletada
0,2 deg.

Tavaliselt rasva tiitri maearamiseks NSV Liidus kasuta-
tav 2ukovi aparatuur kujutab endast 20 - 30-mm 13bimG3duga
klaassilindrit, mis on umbritsetud klaaskestaga ( ¥ 40-50 mm).
Vaakumi tottu seinte vahel on soojuse Ulekanne tiitri maara-
misel tunduvalt vzikaem, mistottu saadavad tulemused voivad
olla umbes 0,5 deg korgemad kui meie poolt kasutatavas nn.
Wolfbaueri seadmes.
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2.
3.
4,
5
6.

Kontrollkiusimus i,

Millise tehnoloogilise protsessi analoog on antud maara-
mise esimene osa?

Millised ained sisalduvad kokkuaurutatud jaagia?
Kirjutada rasva seebistamise reaktsioon.

Miks lisati reaktsioonisegule alkoholi?

Kas ja kuidas on omavahel seotud joodarv ja rasva tiiter?
Millised on tahtsamad loomsetes ja taimsetes rasvades esi-
nevad rasvhapped?



T30 nr.?

RIBONUKLEIINHAPPE (RNA) SISALDUSE MAAXRAMINE
PARMIS

Nukleiinhapped (polunukleotiidid) kujutavad endast malk-
romolekule, milles lksikud nukleotiidid on omavahel Uhenda-
tud fosfaatsilla kaudu.

AIYS Alys
e g 3
: /a b sl Qe 0
. P
| 1)/’i l/ 07 )
CH~ O £l

Ribonukleiinhappes on susivesikuks

D-riboos /5 -furanoosvormis.
Lammastikalustena esinevad pohiliselt

adeniin, guaniin (puriinalused), tsu-
tosiin ja uratsiil (purimidiinalused)

Reeglina on esterside RNA-s moo-
dustunud fosfaadi kaudu riboosi kol-
manda ja viienda susiniku aatomi juu-
res asuvate hudroksuulruhmade vahel
(side G2 - P - C7).

RNA maaramismeetodid pdhinevad
Uksikute koostisosade maaramisel.Nii
kasutatakse RNA sisalduse kindlaks-
tegemisel fosfori maaramist parast proovi tuhastamist, lam-
mastikaluste kvantitatiivset maaramist spektroskoopiliselt
v0i susivesik-komponendi varvireaktsioone.

Antud t55s hidroliitisitakse RNA molekulid leliselises
keskknnnas. 3

Pentoosid annavad orsiiniga (1,3-dihudroksi-5-metuul-
benseen ehk 5-metﬁﬁlresortsiin) happelises keskkonnas kata-
lusaatori ( FeCl,) juuresolekul rohelise varvuse. Varvuse
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intensiivsuse ergi saab kvantitatiivselt maarata RNA sisal-
dust uuritavas lahuses, kasutades vordluseks standardlahu-
seid (kindla pentoosisisaldusega valmistatud lahused).

1. Proovi ettevalmistamine

Uuritavast proovist vOetakse analtutilistel kaaludel
(0,0001 g tapsusega) umbes 0,1-g kaalutis, mis viiakse kvan-
titatiivselt 100-ml mootkolbi. Kolbi lisatakse 30 ml  10%
NaOH vesilahust ja 50 ml dest. vett. Perioodiliselt loksuta-
des lastakse kolvi sisul pool tundi seista. Seejarel tai-
detakse modtkolb kriipsuni. Segu filtritakse labi paberfilt-
ri. Saadud filtraati kasutatakse jargmises t0os.

2. Orsiinreaktiivi valmistamine

Kaalutakse 100 mg orsiini ja lisatakse sellele 10 ml
FeCl§ lahust konts. soolhappes (0,1 g FeCl3 . 6&20 on lahus-
tatud 100 ml konts. soolhappes). Parast orsiini taielikku la-
hustumist on reaktiiv valmis.,

3, Fotomeetrilisteks mootmisteks vajalike lahuste
valmistamine

Voetakse neli puhast ja kuiva katseklaasi ja viiakse
igasse katseklaasi pipetiga 10 ml destilleeritud vett. Klae-
sipliiatsiga mErgitakse katseklaasil vee nivoo, katseklaasid
tuhjendatakse ja nummerdatakse.

1. Pimekatseks vOetakse esimesse ja teise katseklaasi
kummassegi 2 ml destilleeritud vett ja lisatakse teise pipe-
tiga mOlemasse katseklaasi 2 ml orsiinreaktiivi. '

2. Kolmandasse katseklaasi vOetakse 2 ml filtraati ja
2 ml orsiinreaktiivi.

3. Vordluskatseks vdetakse neljandasse katseklaasi 2 ml
standardlahust ja lisatakse 2 ml orsiinreaktiivi.

Standardlahus saadakse nn. pohilahuse (100 mg arabinoo-
si Uhes liitris vees) lahjendamisel., Standardlahuse kontsent-
ratsiooni soovitab praktikumi juhataja.
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Koik neli katseklaasi asetatqkse 20 min. keevasse ve-
sivanni. Parast jahtumist viiakse lahuste mahud dest. vee-
ga 10 ml-ni (kriipsuni katseklaesil).

4, Lahuste fotometreerimine

Lahused fotometreeritakse fotomeetril ®3KH -57 vastava
instruktsiooni jargi (vt.lisa 1).

Kasutatakse 10-mm kﬁvette, lainepikkust 656 m/( (val-
gusfilter nr.8). Maaramine teostatakse mootmise teel parem-
poolselt trumlilt, optilise tiheduse skaalalt (punane skaa-
la). Sama prooviga tehakse mitu lugemit, lahendades galvano-
meetri osutit nullile kord vasakult, kord paremalt poolt.
Maksimaalne mootmistapsus saavutatakse optilise tiheduse
D= 0,4 piirkonnas. Kui tugevasti varvunud lahus omab opti-
1ist tihedust ule 0,52, tuleb lahust lahjendada kindlas va-
hekorras dest. veega voi kasutada Ohemat kuvetti.

5. Tulemuste arvutamine

Oletatakse, et uuritavate lahuste optilised tihedused
alluvad Beeri seadusele, mille jargi lahuse optiline tihe-
dus on vordeline aine kontsentratsiooniga lahuses ning la-
husekihi paksusega.

Tahistades uuritava lahuse optilise tiheduse D1, stan-
dardlahuse optilise tiheduse D,, lahuste kontsentratsioonid
vastavalt C, ja CZ’ on ilmne, et

kust C, = . C

1 i

2
Erineva paksusega kuvettide kasutamisel tuleb seda tu-
lemuste arvutamisel arvesfada. Teades, et kogu lahuse hulk
modtkolvis oli 100 ml, leiame selles sisalduva riboosi hul-
ga mg-des ja arvutame riboosi sisalduse %-des algproovis.
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Riboosi sisaldus RNA-s sOltub selles leiduvatest alus-
test (nende moolmassist). Moolmassid RNA koostisosadele on
jargmiseds HBP04-98; riboos-1503 uratsiil-112; tsutosiin-
111; adeniin-135; guaniin-151. Keskmine riboosi sisaldus
RNA-s on 46%.

Seega saame RNA ligikaudse sisalduse uuritavas proovis
arvutada, kui jagame riboosi sisalduse 0,46-ga.

B6 R/L° r¥oST Y RS 1" n i 81

1. Kirjeldada RNA struktuuri.

2, Kas arabinoos kdlbab vordluslahuste tegemiseks riboosi
naaramisel?

3. Millised lahused alluvad Beeri seadusele?

4, Seletada fotomeetri ®OKH -57 t0o pohimdtet.



ASKORBIINHAPPE (C-VITAMIINI) MAARAMINE

IR 9 ko 0°'1"C nh's pre-J'a""t"8 0" g-d"u"s8'e d

Looduses esineb L-askorbiinhape taandatud ja oksudeeri-
tud vormis

0 0
L BT s, 4
HOCHy~ CHOH-CH c =0 HOCH, - CHOH-CH c =0

\ / \ /

c=¢ c— ¢

l | I I

0 OH 3
askorbiinhape dehudroaskorbiinhape

L-askorbiinhape on valge kristalliline aine sulamistem-
peratuuriga 190-19200, hasti lahustuv vees, halvasti lshus-
tuv orgaanilistes lahustajates. Niiskel kujul oksudeerub
kergesti Shuhapniku toimel, eriti leeliselises keskkonnas.
Happelises keskkonnas aga kataluusivad oksudatsiooni rasked
metallid (Cu, Fe, Zn, Sn, Ag).

Askorbiinhappe Uleminek taandatud vormist oksudeeritud
vormi ja vastupidi toimub vaga kergesti. Organismides vdtab
ta aktiivselt osa redoksreaktsioonidest ja mitmesuguste uhen-
dite sunteesist. Askorbiinhappe taandavad omadused on tema
keemiliste maaramismeetodite aluseks. Enam levinud ja uheks
tapsemaks L-askorbiinhappe kvantitatiivse maaramise meeto-
diks on jndofenoolmeetod kahe modifikatsiooniga (HZS kasuta-
misega ja ilma). Jodomeetrilisi maaramismeetodeid ja ligi-
kaudseid ning ekspressmeetodeid siin ei kirjeldata nende
kasutamisvoimaluste piiratuse tdttu.
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II.Proovide votmine ja mater-

jalide et tevalmistamine

Keskmine proov vdetakse vastavalt uldistele juhistele.
Marjade ja vaiksemate viljade puhul laotatakse nad Ohukese
kihina klaasile ja voetakse proovid erinevatest kohtadest.
Luuviljalistel (ploomid, kirsid) eemaldatakse eelnevalt ki-
vid. Ounte, kartulite, tomatite jm. analuusil ldigatakse
erinevatest eksemplaridest 10igud, mis peenestatakse Ja
segatakse, Juurviljakonservide ja kompottide puhul eralda-
takse vedel ja tahke osa, kaalutakse need ja maaratakse as-
korbiinhape mOlemas osas eraldi. Pureed ja pastad segatak-
se hoolikalt enne proovi votmist. Tahked taimsed produktid
(kuivatatud puu- ja juurviljad jms.) peenestatakse hooli-
kalt. Vedelproduktid (siirupid, mahlad, ekstraktid) sega-
takse hoolikalt, kuid ilma loksutamiseta aeratsiooni val-
timiseks. Tablette ja drazeesid voetakse analuusiks 30-50
tukki, kaalutakse ja peenestatakse uhmris.

Analliisiks sobiv kaalutis vdetakse arvestusega, et

see sisaldaks askorbiinhapet 0,1 - 0,2 g.

Orienteeruvad ainehulgad:

a) puuviljad, juurviljad, marjad - 10-50 g;
b) konservid ja keedised - 20-50 g;
¢) vitaminiseeritud siirupid ja ]
kontsentraadid - 1= 2 g;
d) mahlad - 1- 50g;
e) drazeed ja tabletid - 1-2g.

IIIT. Indofenoolmeetod ja L-askonr
biinhappe maaramise skeen

Happelises keskkonnas taandab askorbiinhape 2,6-dikloor-
fenoolindofenolaadi (roosa varvus) leukovormi (varvuseta):
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Allpool esitatud askorbiinhappe skeemi on liilitatud k&ik
t00 teostamisel vajalikud protseduurid. Olenevalt uuritava
materjali koostisest, vdib mdned operatsioonid teostamata jét-
ta (ndit. puhta askorbiinhappe v3&i drazeede puhul piisab la-
huse valmistamisest, hapustamisest ja tiitrimisest 2,6-
dikloorfenoolindofenolaadiga).
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Askarbiinhappe maaramise skeem.

1. Proovi ettevalmistamine (keskmise
proovi votmine ja peenestamine hap-
pelises keskkonnaag.

2. Lahjendamine kindla mahuni
(5% CH zCO0H ).

3, Filtreerimine voi tsentrifuugimine.
4, Kasitlemine CaC05-ga.

5. Kasitlemine (CHBCOO)ZPb:sa.

.\hzs kasutamisega

6. Kasitlemine H,S-ga.

H,S kasutamiseta 7. Filtreerimine voi
< tsentrifuugimine .

8. Liigse st eraldami-
ne 002-3a

9. Hapustamine,

10. Tiitrimine 2,6-dikloor-
fenoolindofenolaadiga-

Uksikute operatsioonide mote.

1. Kogu analuus viiakse labi mdddukalt happelises keskkon-
nas (5% CHBCOOH) askorbiinhappe oksudatsiooni pidurdamiseks.
Produkti peenestamisel aadikhappe juuresolekul toimub as-
korbiinhappe uleminek ekstrakti.

2. Kasitlemine CaCO;-ga (etapp 4) inhibeerib askorbiinhappe
oksudatsiooni ning suurendab lahuse pH 5-ni. Sellel pH
vaartusel sadestuvad lahusest valja korvalised redutseeri-
vad ained ja valgud Pb-atsetaadi lahuse lisamisel (etapp 5).
3. Kdsitlemine HQS-ga on vajalik, kui osa askorbiinhappest
esineb dehldroaskorbiinhappena (mis ei taanda indofenooli),
kui anallusitakse sulfiteeritud produkti vdi kui lahused on
tugevasti varvunud voi sogased. st taandab dehudroaskor-
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biinhappe askorbiinhappeks; lahusest sadenev PbS votab sa-
denemisel kaasa pigmendid ja kolloidosakesed, soodustades
lahuse varvuse kadumist.

4. HyS Ulehulga eraldamine CO,-ga 12bipuhumisel (etapp 8)
on hadavajalik, kuna st taandab indofenooli.

5. Hapustamine enne tiitrimist loob soodsad tingimused as-

korbiinhappe ja indofenooli vahelise reaktsiooni toimumi-
seks.

IV. Mdaramiseks vajalikud reak-
i i v il

1 CHBCOGH 5% vesilahus;

2) (CH3CO0),Pb 5% lahus 5%-lises aadikhappesj

3) 2% HC1 vesilahusj

4) Caco3 pulbrinaj

5) klaasipuru vdi kuumutatud rauavaba kvartsliivs
6) HyS (saadakse HC1 toimel FeS-le);

7) 002;

8) NaOH (KOH) 10% vesilahusj

9) KMnO,, 10% vesilahusj

10) 0,001-n 2,6~dikloorfenoolindofenolaadi vesilshus fosfaat-
pubhvris.

Vo.Askorbiinhappe masaramise
Kaik

Tahkete produktide uurimisel pannakse uhmrisse 5-10 g
pestud klaasipuru voi rauavaba kuumutatud kvartsliiva, li-
satakse kaalutis kaalukausist ja peenestatakse hoolikalt,
lisades kogu aeg vahehaaval 5%-list aadikhapet, et kaalutis
oleks kogu aeg kaetud vedelikuga (hapet on Uldse umbes kol-
mekordne kogus kaalutise suhtes).

Uhmerdatud segu viiakse lehtri abil kvantitatiivselt
Ule 100-ml mootkolbi, kasutades pesemiseks 5% CHBCOOH Ja
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taites kolva sama lahusega kuni kriipsuni. Kolb suletakse,
kolvi sisu loksutatakse ja jaetakse 10 minutiks seisma.
Parast seda lahus filtritakse voi tsentrifuugitakse, kogu-
des tsentrifugaadid kokku.

Saadud (esimesest) filtraadist (tsentrifugaadist) voe-
takse pipetiga 10 ml ja lisatakse vahehaaval 0,4 g CaCOB,
kergelt vedelikku loksutades. Parast vahutamise 10ppemist
lisatakse pipetiga 5 ml 5% Pb-atsetaadi lahust Sﬁdikhappea,
loksutatakse ja filtritakse (vOi tsentrifuugitakse) kiires-
ti 1-2 min. jooksul.

HZS kasutamise puhul lastakse uuritavast lahusest saa-
dud st, mis on puhastamiseks eelnevalt 1abi vee Juhitud,
5-10 min. jooksul paraja kiirusega 18bi Kippi aparaadist
(v3i mOnest teisest seadmest). Vedelik filtritakse 1labi pa-
berfiltri. Seejarel juhitakse lahusest labi redutseeriva-
test ainetest vabastatud (pesemine Klnon-sa) CO2 kuni HES
taieliku eraldumiseni (kontroll plumbaatpaberiga!).

Olenevalt askorbiinhappe sisaldusest voetakse 0,5-10ml
lahust (kui H S ei kasutatud, voetakse sama kogus filtraati
v3i tsentrifugaati, mis saadi parast Pb-atsetaadiga kasit-
lemist), viiakse 50-ml koonilisse kolbi, kuhu eelnevalt on
valatud 50% lahuse mahust kontsentreeritud CH,COOH voi
1 ml 2% HCl, Lahust loksutatakse, viiakse vedeliku maht des-
tilleeritud veega 15 ml-ni ja tiitritakse mikroburetist
0,001 n 2,6~dikloorindofenocolindofenolaadi lahusega (kuni
1 min.) pusiva roosa varvuse tekkimiseni.

Tiitrimiseks vSetud optimaalse lahusehulga pubul
kulub indofenoolilahust 1-2 ml, Kui reaktiivi kulu on sel-
lest suurusest warksa erinev, tehakse tiitrimine uuesti
sobiva lahusehulgaga.

Pimekatseks vOetakse 1 ml 2% HC1l voi kontsentreeritud
CHacOOH sellises koguses, nagu kasutati lahuse hapustamisel

enne tiitrimist, viiakse selle maht destilleeritud veega
15 ml-ni ja tiitritakse 2,6-dikloorfenoolindofenolaadi la-
husega roosa varvuse tekkimiseni.
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Vedelproduktide analuusil lahjendatakse uuritav vede-
lik otsekohe 5% CHBOOOH-ga mnddtkolvi 100 ml-ni ja edasine
lahuse kgsitlemineon analoogiline tahkete produktide ana-
lutisil kasutatuga.

VI. Askorbiinhappe sisalduse

arvutamine

Askorbiinhappe sisaldus uuritavas aines mg%-des aval-
dub. valemiga

a n 88,03 V; V5 100
v V2 g

X =

kus x - askorbiinhappe sisaldus uuritavas aines mghk;

a - tiitrimiseks kulunud indofenooli lshuse hulk milli-
liitrites, millest on lahutatud pimekatseks kulunud
hulkj

n - indofenooli lahuse normaalsusj

88,03 - askorbiinhappe ekvivalentkaal (M/2);

V1- vedeliku uldine hulk, mis saadi filtraadi (vedel-

produkti) kasitlemisel Pb-atsetaadiga ml; iy

V,- Uldine lahuse hulk, mis vdeti Pb-atsetaadiga kasit-
lemiseks

V - tiitrimiseks vOetud lshuse hulk mlj;

VB- segu uldine hulk, mis saadi uuritava aine kaaluti-
se ekstraheerimisel vedelikuga mlj;

g - kaalutis g.

EKui on lahtutud eespool toodud lahuste hulkadest, siis
ilmselt V1 22 15 ml (mahu suurenemine Caco3 arvel on tﬁhine),

vV, = 10 ml Ja V3 = 100 ml.

NB! 1. Askorbiinhappe maaramine tuleb 1&bi viia kiiresti
(eriti parast CaCO; lisamist), kahjustamata maara-
mise korrektsust.

2, Paralleelkatsete erinevus ei tohiks uletada 5%.

. Kui on vaja eraldi maar askorbiighapet ja dehud-
2 roskorbiighapet tuleb :ﬁgiamised labipviig nii st
kasutamisega kul ka ilma.
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T50 nr.9

ETANOOLKAARIMISE KAIGU UURIMINE

Etanoolkaarimisel toimuvad parmide elutegevuse taga-~
jarjel suhkrutega protsessid, mis viivad etuulalkoholi ja
teiste produktide tekkimiseni.

Parmide arenemine soltub parmi hulgast ja fusioloogi-
lisest aktiivsusest, toitekeskkonna koostisest, tempera-
tuurist, pH-st jt. teguritest.

Etanoolkaarimise summaarset protsessi voib kirjelda-
da vorrandiga

06H1206 — G CZHBOH + 2 002.

Tegelikult kujutab kaarimine endast keerulist fermen-
tatiivsete reaktsioonide kompleksi, kus etUulalkoholi Ja
susihappegaasi korval tekivad ka korgemad alkoholid, happed,
aldehtiudid jm.

Suhkrute kasrimise esimene etapp (kuni pﬁroviinamari—
happe moodustumiseni) on analoogiline anaeroobse glﬁkolﬁﬁ-
siga susivesikute oksiudeerumisel kudedes.

Puroviinamarihappe dekarboksuleerumisel tekkiv atseet-
aldehiiiid taandub NADH, toimel etiiiilalkoholiks.

2 CH,CHO + 2 NADHZ — 2 CZBSOH + 2 NAD

2
Umbes 50% kaarimisel vabanevast energiast salvestub
ATP makroergilistes sidemetes. Uhe molekuli glﬁkoosi la~-
gunemisel fosforuleerub summaarselt 2 ADP molekuli, nii et
summaarset alkoholkaarimise reaktsiooni vdime tapsustatult
kirjutada jargmiselt:
CGH']ZOG + 2 H3P04 + 2 ADP = 2 CHBCH2OH + 2 002#2 ATP
Alkoholkaarimise kdrvalprodukte nimetatakse puskari-
dlideks. KOrgematest alkoholidest tekib suuremal hulgal iso-
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amiiilalkoholi,amiiiilalkoholi ja butiiilalkoholi. Peale alko-
holide on puskariolides happeid, estreid, atseetaldehuudi
jt. Uhendeid. Suur osa korgematest alkoholidest tekib ami-
nohapete desamiinimisel ja dekarboksuulimisel,

Seoses mitmesuguste biokeemiliste protsessidega muutu-
vad kaarimise ajal kaarimislahuse happesus, amiinse lammas-
tiku sisaldus, etiiulalkoholi ja aldehuudide sisaldus jne.
Kaarimise kaigu kulgemist saame seega jalgida keskkonna
fliusikaliste ja keemiliste omaduste maaramisega. Kaarimise
intensiivsuse otseseks mooduks on sobiv vdtta eralduva CO2
hulk.

o oo

To6o0 kaik

Valmistatakse 8ppe38u poolt soovitatud toitekeskkond
ja filtritakse vajaduse korral. 500 - 1000-ml varem kaalu-
tud koonilisse kolbi valatakse 300 ml scodet ja kaalutakse,
Ulejaanud soode valatakse teise vaiksemasse koonilisse kol-
bi (100 - 200 ml) ja kasutatakse hiljem alglahusena ana-
luusideks. Kolvid suletakse vatikorkidega. Happelukk mahi-
takse paberisse, Kolvid ja happelukk steriliseeritakse auto-
klaavis 0,5 atu juures 20 min. jooksul. Suuremas koonili-
ses kolvis olev soode jahutatakse 30°C-n1,'113atukse kindel
kaalutis pagaripgrmi v3i katseklaasis agaril kasvatatud pu-
hast parmikultuuri (see uhutakse 5 ml steriliseeritud veega
toitekeskkonna hulka) ja kolb suletakse kontsentreeritud
vaavelhappega taidetud happelukuga (hapet lukus umbes 40%
kuulikeste mahust). Kolb koos happelukuga kaalutakse 0,01-g
tapsusega ja asetatakse kaarima 30°C juurde termostateeri-
tud ruumi voi termostaati. Kaarimine kestab kaks nadalat.
Selle aja jooksul tuleks voimaluse korral iga paev kolb ule
kaaluda, markides ules kuupaeva, kellaaja ja kaalu. Kaalu-
kadu vordub praktiliselt kaarimisel eralduva 002 hulgaga.

Kahe nadala parast kaarinud lahus tsentrifuugitakse vdi
filtritakse ja viiakse labi jargmised analuusidi

1) amiinse lammastiku sisalduse maaramine alglahuses
ja kaarinud lahuses (vt. lisa 2);
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2) pH maaramine alg- ja kaarinud lahuses (3,B, Bopozu-

Ha W Ap., HccrezoBaHMe MPOZOBOXBCTBEHHHX TOBAPOB,
Toc, sz, Topr. zmr,, Mocksa 1962, cTp. 45-48,

53-56)3

3) tiitritava happesuse maaramine alg- ja kaarinud la-
huses. (3.B. Dopoxusa u ap. lccAexoBaruwe NpPOZOBOABCT-
BEHHHX TOBapoB, Usx. "Oxomommxa", Mocxsa 1970, crp.
80~85);

4) etuulalkoholi sisalduse maaramine kaarinud lahuses
(ibid. 1k.12-15 ja 234-235)., Lahuse tiheduse jsrgi alkoho-
11 sisalduse leidmiseks voib kasutada tabelit lisas 3.

Katseandmed vormistatakse tabelina, kus on toodud ana-
luuside tulemused (amiinne lammastik mg/ml, tiitritav hap-
pesus pH). Arvutatakse valja uldine etuulalkoholi saagis
(g ja %). Graafiku kujul vormistatakse kaarimise kaigu in-
tensiivsuse olenevus ajast (eraldunud GO2 hulk sdltuvalt
kaarimise ajast).

Kontrollkusimusi

1. Miks kasutatakse happelukku?

2. Kuidas muutub kaarimise kaigus amiinse lammastiku sisal-
dus? y

3, Kas veini kaarimist saab 1abi viia parmikultuuri kasutami-
seta?



.

T606 nr.10

ESTAGARI VALMISTAMINE JA SELLE OMADUSTE UURIMINE

Laanemere vetikas Furcellaria fastigiata sisaldab po-
lielektroluudi iseloomuga heteropolusahhariidi karragenaani,
mille keemiline koostis ja geeli moodustavad omadused on
sarnased uldtuntud agarile. Karragenaan leiab toostuslikku
kasutamist agari asendajana ja ENSV-s toodetuna kannab es-
tagari nime. Estagari lahuseid voib vaadelda paljude teiste
biogeensete poliielektroluutide lahuste mudelitena. Agari-
lahuste omadused (viskoossus ja geeli tugevus) soltuvad la-
huse kontsentratsioonist, agari keskmisest molekulkaalust
ja molekuli laengust. Estagar hudroliusub keetmisel suhte-
liselt kergesti, eriti hapete juuresolekul. Hudroluus va-
hendab estagari lshuse viskoossust ja geeli tugevust.

Too kaik

Vetikate kaalutis ~ 20 g pestakse ohtralt kiulma kraa-
niveega, pressitakse kuivaks 1abi marli, kaalutakse uuesti
ja paigutatakse keeduklaasi, lisatakse ettenahtud hulk eks-
traheerimislahust ja hoitakse norgal keemisel 2 tundi. Kee-
duklaasi koos sisuga kaalutakse enne ja parast keetmist.Se-
gu filtritakse labi eelnevalt kuuma veega soojendatud filt-
ri., Ettevaatust! Imipudelit soojendada ettevaatlikult, ka-
sutades esialgu vahest hulka kuuma vett.

Jaakvetikad ja ekstrakt kaalutakse, ekstrakt vOetakse
Jirsnevakn uurimiseks. Maaratakse ekstrakti kuivaine, saa-
dava geeli tugevus ja sulamistemperatuur, 10 x lahjendatud
ekstraktist maaratakse viskoossus ja happelise hudroluusi
kiirus.
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Maaramismeetodid

a) kuivaine maaramine,

Puhtasse kuiva kaalutud (0,001 g tgpausega) kaaluklaasi kaa-
lutakse umbes 10 g ekstrakti, mille jarel avatud kaanega
klaasike asetatakse kuivatuskappi 102° -~ 105°C juurde. Umbes
kahe tunni parast klaasike jahutatakse eksikaatoris Jja kaa-
lutakse. Jargnevalt kaalutakse tunni tagant, kaalumist teos-
tatakse konstantse kaaluni. Erinevus paralleelsete maaramis-
te vahel ei tohi olla ule 0,2%;

b) geeli tugevuse maaramine.

Viiele 100-ml keeduklaasile (diameetriga 4 - 4,5 cm) kantak-
se ergid, mis vastavad 30 ml vee mahule. Agariekstrakt va-
latakse keeduklaasidesse margini ning keeduklaasid asetatak-
se seejarel kristallisaatorisse, milles on 20°C vesi. Vee
nivoo kristallisaatoris peab olema karsemal ekstrakti ni-
voost klaasides. Klaasid hoitakse 20°C Jjuures 1 tund. Tuge-
vus maaratakse Valente seadmega, mille skeem on toodud joo-
nisel 6.

E

Joonis 6, Valente seadme skeem.
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Maaramisel taidetakse kdigepealt veendu E, kaalutakse
mootendu B ja pannakse tagasi oma kohale. Seejarel tasakaa-
lustatakse seade vasturaskuse C muutmise teel. Keeduklaas
uuritava geeliga paigutatakse survevarda alla nii, et sel-
le otsik A puudutaks geeli pinda enam-vahem tsentris. See-
jarel avatakse kraan D, lastes veel voolata mootendusse B
kiirusega 10-20 g/sek. Kui otsik A murrab geeli pinnast la-
bi, suletakse otsekohe kraan D ja kaalutakse mootendu B.
Selles oleva vee kaal annabki geeli tugevuse. Erinevus pa-
ralleelsete maaramiste vahel ei tohiks olla lle 10%;

¢) geeli sulamistemperatuuri maaramine.

Kaks katseklaasi taidetakse pooleni agarilahusega ja sule-
takse kummikorgiga. Lahus jaetakse 20°C juurde mitte vahem
kui kolmeks tunniks. Seejarel asetatakse katseklaasid kee-
duklaasi, milles on termomeeter ja 60°C vesi. Keeduklaas
asetatakse omakorda sama temperatuuriga vesivanni. Vanni
soojendatakse sellisel viisil, et temperatuuri tous oleks
1 deg 2-3 min. jooksul. Iga tousnud kraadi jarel voetakse
uks katseklaas valja, kallutatakse ja vaadeldakse, kas
geel on muutunud. Temperatuur, mille juures katseklaasi si-
su vedelaks muutub, ongi agari sulamistemperatuur. Erinevus
paralleelkatsete vahel ei tohi olla rohkem kui 1 degj

d) happelise hudroluusi kiirus.

Kumme korda lahjendatud agarilahus neutraliseeritakse me-
tuulpuna jargi, lisatakse ettenahtud kogus hapet, fikseeri-
des happe lisamisel aja, segatakse hoolega ja paigutatakse
segu viskosimeetrisse. Lahuse viskoosaus maaratakse 6 - 7
korda ilma viskosimeetrit termostaadist vélja votmata. Maa-
ramised viiakse labi iga 10 min. jarel Uhe tunni valtel vdi
(suurema happesuse puhul) tihedamini kuni viskoossuse lan-
gemiseni umbes 1/10 esialgsest;
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e) viskoossuse maaramine.

Agarilahuste viskoossuste maaramiseks kasutatakse dots.V.Mih-

kelsoni konstrueeritud se

Joonis 7, Viskosimee~
ter agarilahuste ki-
nemaatilise viskoos-
suse mootmiseks.

adet (vt.skeem joonisel 7).

3=4 ml uuritavat lahust vala-
takse katseklaasi A. Kogu seadis
agetatakse vesivanni (termostaati)
temp. 30°C ja hoitakse seal enne
mootmise algust vahemalt 10 min.
Mootmiseks imetakse lahus viskosi-
meetrisse B veidi kdrgemale ule-
misest mddtejoonest. Imitoru va-
bastatakse ja moodetakse vedeli-
ku meniski Ulemisest alumise mdG-
tejooneni langemise aeg. Katset
korratakse kolm korda.

Uuritava lahuse viskoossus
sentipuaasides (cp) avaldub 1ligi-
kaudselt

=K%

kus t - keskmine aeg;
k - viskosimeetri konstant.

Agarilahuse viskoossuse iseloomustamiseks maaratakse samal

viisil ka destilleeritud

vee viskoossus. Saadud tulemustest

arvutatakse suhteline viskoossus.

f'} woE rbibor—ml W

R, = uuritava lahuse

q"- vee viskoossus.

nw

viskoossusj
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Siit arvutatakse karakteerne viskoossus
[]:[Un __t7—-)
7 c-=0 €
kus ¢ on lshjendatud agarilshuse ekstraheerunud kuivaine
g/ml.
NB! Viskoossus sdltub oluliselt temperatuurist, mistdttu

viskosimeetri termostateerimine on hEdavaJalik;

f) katseandmete esitamine.

Esitetakse ekstraheerimisel vee ja kuivaine bilanss. Kui
ekstraheerimisel kasutati mingi soola lahust, arvutatakse
soola kontsentratsioon lahuses.

C .G
ct s 280
Get

kus Co - soola lghtekontaentratsiooq}
Gy, — ekstraktsioonisegu lahtekaalj
Gy - ekstraktsioonisegu 1oppkaal.

Eksperimentaalselt leitud ekstrakti kuivainest ja arvutatud
soola kuivainest leitakse ekstraheerunud ainete saagis

3= GE'(ck - Ct)-100

’
v

kus O - maaratud kuivainej
Gp - ekstrakti kaalj
Gv - kuivade vetikate kaal.

Suurust (ck - Ct) / 10 kasutatakse karakteerse vis-
koossuse arvutamisel. X
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Arvutatakse geeli keskmine tugevus

=15 &

{

==|*\
S ™M=

el

kus - keskmine tugevusg

v

j? - Uksikmaaramise tulemus;
N

- maaramiste arv.

Arvutatakse geeli tugevuse standardhalve

b = £=L (? fi)*

Happelise hidroliusi tulemused esitatakse graafikuna hudro-
lutisi aeg - karakteerne viskoossus.

Kontrollkusimusi

1. Kirjutada 19ik poluglukuroonhappe kui agari analoogi ahe-
last.

2. Milline agari fuusikalistest omadustest on teie arvates
koige suurema tehnoloogilise tihtsusega?

3, Millisesse biopolimeeride klassi kuulub karragenaan?

4, Milliseid geelimoodustavaid biopolumeere te veel teate?

5. Millised on agari tehnoloogilise ja laboratoorse kasuta-
mise viisid?



KIRJANDUSE ULEVAATE KOOSTAMINE

Iga teadusliku t00 valtimatuks etapiks on uuritava
probleemi kohta kirjanduse ulevaate koostamine. Maailma-
kirjandusest Ulevaate saamiseks on koige sobivam kasutada
referaatajakirja, kuid kusimusega lahemaks tutvumiseks on
tingimata vaja lugeda originaalartikleid. Kaesolev t00 on
ette nahtud referaatajakirja"PefleparuBHu#t XypHaN. bBroXU-
Mua" ja mone biokeemiaalase eriajakirjaga tutvumiseks
ning kirjanduse kokkuvotte koostamise metoodika omandami-
seks.

Too koosneb kolmest etapist.

1. Kartoteegi koostamine.
2. Originaalartikliga tutvumine.
3, Kokkuvotte koostamine.

T600 metoodika

I Kartotqui koostamine s

a) valmistatakse joonestuspaberist kaardid mootmetega
144 x 206 mm;

b) selgitatakse valja antud kusimust puudutavad vOt-
mesdnad. Nait. teemal "Vitamiinide suntees loomorganismis"
"BHTAMEHE" ja "CHHTE3"

¢) iga ettenahtud ajavahemikus ilmunud referaatajakir-
ja numbri 10pus oleva vOotmesOnade indeksi jargi leitakse
vajalikud referaadid;

d) taidetakse kaardid vastavalt eeskujule. Tingimata
kirjutatakse pealkiri nii originaalkeeles kul t3lkes. Ar-
‘tikli referaadi voib umber kirjutada vOi konspekteerida.




Naide

Baliga B.R., Rajagopalan R. Intestinal synthesis of B-complex

vitamins in rats as influenced by feeding of curds. Baussame
TBOPOra HA& CHHTES BUTAMUHOB I'DYNNH B B KHHEUHWKE KDHC.

J.Food Sci., and Technol. (India), 1967, N2 4, N2 3, 120-122;
PEX 6 1790 (1969).

Uuriti tiamiini,riboflaaviini, pantotenaati, puridok-
siini, B,, ja koliini. Rotte toideti 8 nEdalat, 3 g kohupii-
ma kindlustab vitamiinide Oige taseme uriinis ja maksas,
kohupiimale vastav vitamiinide kogus aga mitte. Autorid ar-
vavad, et kohupiim intensiivistas vitamiinide sunteesi sool-
tes.

Eui antud kusimuse kohta on ilmunud materjali rikkali-
kult, voib selle etapi 10petada parast 20 kaardi koostamist.

2, Originaalartikliga tutvumine.

Koos Oppejouga valitakse valja artikkel lahemaks tut-
vumiseks. Vajalik ajakiri hangitakse TPI raamatukogust voi
raamatukogudevahelise abonemendi kaudu. Originaalartiklist
tolgitakse katsemetoodika, jareldused ja muud olulisemana
tunduvad osad, antakse ulevaade katseandmete tabelitest ja
graafikutest, tuuakse moni uus viide varem ilmunud kirjan-
dusele seoses artikli sisuga.

3, Aruande vormistamine.

Aruanne vormistatakse standardformaadis lehtedel Jja
peab sisaldama jargmised osad:
a) tiitelleht;

b) Ulevaade tehtud £00 mahust: labivaadatud ajakirjad,
kasutatud votmesonad;
¢) kokkuvote kaartidest.
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Kokkuvote tuleks koostada Uldistavana, reeglina iga viidet
korduvalt kasutades. Kaartide omavahel seostamata Umber-
jutustamine ei ole lubatud. Tekstis margitakse kasutatud
viited numbritena nurksulgudes vastavalt osale e.

Naitena katkend uUlevaatest eeltoodud teemal.

".ses Uuriti askorbiinhapet [?,3,5 s B=grupi vitaniine[#,S,
10-12] , retinooli [5,6,9,1q . Katseloomadena kasutati rotte
[" - 4, wiilikuid [5 - g, koeri [9 - 12 . Analiilisiti urii-
ni [4,6,7,11], verd [1], maksa [4,7,8] dhes? §

d) ulevaade detailselt uuritud artiklist;
e) kirjanduse loetelu.

Naide

4, Baliga B.R., Rajagopalan, R. Intestinal synthesis of
B-complex vitamins in rats as influenced by feeding of
curds, J.Food Sci. and Technol. (India), 1967 N2 4,

N2 3,120 PEX6 1790 (1969).

Viited paigutada loetelusse vastavalt sellele, milli-
ses jarjekorras neid kasutatakse kokkuvotte tekstis.
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Lisa 1

Fotoelektrilise kolorimeetri O03K-H-57 skeem

TSSOSO ESTISESTSST TSI SSSZISSE ===—==============

ja optilise tiheaduse maaramine

Fotoelektrilises kolorimeetris ®3K-H-57 on kaks vastu-
pinge pohimdttel lulitatud fotoelementi. Uks neist asub
"kontroll"-valgusvoos. Selline skeem voimaldab automaatselt
kompenseerida voolumuutusi valgustis.

Valgusvoogude virdsustamiseks kasutatakse seadmes pilu-
diafragmat. Null-instrumendina 1ulitatakse valisahelasse gal-
vanomeeter.

J oonis8. Fotokolorimeetri @3K-H-57 optiline skeem.
1 - valgusallikas, 2 - kondensorid, 3 - soo-
jusfilgrid, 4 - pegglid, 5 - valgusfiltrid
6 - laatsed, 7 - kuveti& 8 - laatsed,9 - pi-
ludiafragma, 10 = priamad 11 - neutraalsed
kiilud, 12 - fotoelemendid.
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Fotomeetri optiline skeem on toodud joonisel 8.

Valgusallikast 1 tulev valgus suunatakse kondensorite
2,27 abil peeglitele 4,47; enne peeglitele langemist 13bivad
valsusvood infrapunast kiirguat absorbeerivad soojuafiltrid
3 3 Peegéldunud valgusvood labivad valguafiltrid 5,5 ’
laatsed 6,6  ja kiivetid 7,7'. Laatsede 8,8" ja poordprisma-
de 9, 91 kaudu suunatakse valgusvood rotoelelentidele 10,10 .
Laatse 8' ette on asetatud piludiafragma 1', mis on Ghendu-
ses nootevolliga. Vasakpoolse fotoelemendi ette on asetatud
kaks neutraalset kiilu - suure tihedusega 12 ja vaikese ti-
hedusega 13. Seeparast vasakpoolne valgusvoo, 1abib kiilud,
parempoolne - diafragma. Fotoelemendid 10,10  on diferent-
siaalskeemi jargi lulitatud galvanomeetri 14 kulge (sel
Jubul, kui galvanomeeter on seadme sisse konstrueeritud na-
gu kolorimeetril ®3K-M).

MoGtmise labiviimine

20 min. enne mdotmisi lulitatakse sisse stabilisaator.
Lahuste optilisi tihedusi saab modta vasakpoolselt ja pa-
rempoolselt trumlilt. Antud t00s kasutati mdotmisi parem-
poolselt srumlilt. See meetod voimaldab suure tEpausega m6o-
ta optilisi tihedusi alla 0,5.

Vajaduse korral kontrollitakse "olektrilist nulli"”,
Selleks lastakse 20 min. jooksul valgusvood fotoelemendile,
seejarel kaetakse valgusvood vastava siibri abil ja kont-
rollitakse galvanomeetri nullasendit 1-2 min.jooksul.

Valgusvoogude teele asetatakse lahustajaga (pimekatse
lahusega) taidetud kuvetid. Parempoolse trumli optilise ti-
heduse skaala keeratakse nulli. Seejarel lulitatakse galva-
nomeeter esimesse asendisse ja kiilu 12 abil seatakse galva-
nomeetri osuti nulli, Siis ldlitatakse galvanomeeter jark-
J:rgult neljandale tundlikkusele ja reguleeritakse - nulli
kiilu 13 abil. Galvanomeeter lulitatakse valja ja paremale
poole asetatakse kuvett uuritava lahusega. Galvanomeeter lii-
litatakse esimesele tundlikkusele ja mootevlli keeramisega
seatakse galvanomeetri osuti nulli. Siis suurendatakse gal-
vancmeetri tundlikkust ja tapsustatakse mootmist. Lugemid
teostatakse parempoolselt trumlilt (punaselt skaalalt).
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» NB! Galvanomeetriga tuleb tootada ettevaatlikult. Enne

suuremale tundlikkusele lulitamist tuleb vaiksema tundlikku-
se juures galvanomeeter viia nulli. Mitte unustada galvano-
meetri valjalulitamist mGGtmiste vaheajal (kivettide vaheta-
misel).

LA e e 2

Amiinse lammastiku maaramine

Meetod pohineb aminohapete ja mitmete peptiidide oma-
dusel moodustada vasega lahustuv kompleks, mis maaratakse
jodomeetriliselt., Meetodi olemus on jargmines ndrgalt lee-
liselises keskkonnas lisatakse kindlale kogusele uuritava=-
le lahusele vaskfosfaadi suspensiooni boraatpuhvris. Parast
loksutamist sadestuvad vglja valgud ja polupeptiidid. Sade
filtritakse ning labipaistvas filtraadis maaratakse parast

aadikhappe ja KJ lisamist eralduv jood tiosulfaadiga tiit-
rimisel.

20u(CH5000)2 + 4KJ —> 2Cud + JZ+ 4CH5COOH

Reaktiivid

1. 27,3 g CuCl, 1 1 destilleeritud vees.

2. 64,5 g NaEHPO4 lahusta takse 500 ml destilleeritud vees
(ilma 002). Lisatakse 7,2 g NaOH ja viiakse lshuse maht
Gestilleeritud veega 1 1.

3. Boraatpuhver:s 57,21 g booraksit lahustatakse 1,5 1 des-
tilleeritud vees, lisatakse 100 ml 1n HCl ja viiakse vee-
ga lahuse maht 2 1.

4, Vaskfosfaadi suspensioon: segatakse 1 mahuosa reaktiivi
1, 2 mahuosa reaktiivi 2, 2 mahuosa reaktiivi 3.

Bei051in Nazszoa.

6. Indikaator - tumoolftaleiin.



Maaramise tehnika

2 ml uuritavat filtraati pipeteeritakse 50-ml mahuga
mootkolbi, lisatakse 2-3 tilka tumoolftaleiini ja 2 n NaOH
lahust kuni ndrgalt sinise varvuseni. Parast seda lisatakse
kolbi 30 ml vaskfosfaadi suspensiooni ja taidetakse margi-
ni destilleeritud veega, loksutatakse ning 5 min. parast
filtritakse labi paberfiltri. 5-10 ml filtraati hapustatakse
0,5 ml jaa-aadikhappega, lisatakse 0,5 g KJ ja tiitritakse
0,1 n Na 8,05 lahusega. Indikaator - tarklise lahus.

- B
Arvutuss B== : ’
ce+d

kus B - amiinse lammastiku hulk mg N/ml;
a - tiitrimiseks kulunud 0,1 n tiosulfaadi hulk ml;
b - reasktsioonisegu kogumaht ml (siin 50 ml);
2,8-1 ml 0,1 n tiosulfaadile vastav amiinse lammastiku
hulk mg;
k = 0,1 n tiosulfaadi normaalsuse parandusfaktor;
¢ - maaramiseks vOetud uuritava lahuse hulk ml;
d - tiitrimiseks vOetud filtraadi hulk ml.
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Toiduainete tehnoloogia kateeder

Biokeemia loengute programm

erialadele KO (1007) ja KU (1011)
51 tundi

1. Sissejuhatus,
1.1. U1dmdisteiad.

1. Biokeemia olemus. Seos teiste teadustega. Biokeemia osa-
tahtsus kaasaja maailmapildis. Biokeemia kuil toiduainete
tootmise ja kasutamise teoreetiline alus.

2. Eluprotsesside iseloomustus. Elusorganismide tﬁﬁpiline
koostis ja mikroheterogeensus. Ainevahetuse suunad ja taht-
sus. Autoreplikatsioon, reageerimine ja liikuvus. Toit kui
elusorganismide produkt ja ainevahetuse alus.

3. Biokeemia ajalugu. Ebateadlik periood. Esmase arengu
periood. Iseseisvaks teaduseks kujunemine. Oitseng XX sa-
Jjandil. Edasise arengu perspektiivid.

4, Biokeemia literatuur. Opikud, populaarteaduslikud val ja-
anded, teaduslik ja refereeriv perioodika.

1.2. Biokeemia olulised struktuurid.
1. Biokeemia ihendite uldiseloomustus. Tuupilised elemendid,
struktuurid, funktsionsalsed ruhmad ja keemilise sideme lii-
gid. Vesinikside. Hudratatsioon. Biokeemia stereostruktuuri-
de osatahtsus ja labiilsus.
2. Biopolumeerid. Jaotus polumeerhomoloogideks ja determi-
neeritud polﬁneerideka. Lineaarsed ja hargnenud ahelaga Bp-
lahused. Bﬁdratatsioon, geelid ja soolid., Bp. esindajad ja
tahtsus.
3, Tuupilisi struktuure., Puirimidiinrida. Purimidiinid, pu-
riinid, pteriinid ja flaviinid. Nende tautomeeria, Porfi-
riini derivaadid.

4, Optilised isomeerid. D= ja L-rea absoluutne struktuur.
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1.3. Biokeemia uurimismeetodid.

1. Uldmdisted. Keemiliste, fuusikaliste ja bioloogiliste mee-
todite Uhtsus. POhililesanded: analiiis, eraldamine ja frakt-
sioneerimine, omaduste ja struktuuri maaramine. Bioloogilis-
te Uhendite ebastabiilsus. Mikromeetodid.

2. Kromatograafilised meetodid. Kromatograafia pohimdisted.
Paber-, ohukese kihi ja kolonnkromatograafia. Geelfiltratsi-
oon, ioonvahetus ja adsorptsioon. Gaasikromatograafia.

3. Elektroforees. Analuutiliste ja preparatiivsete meetodi-
te vormistus.

.

4, Optilised meetodid. Kolorimeetria ja spektroskoopia.Elekt-
ronmikroskoopia. Rantgenstruktuuranalﬁﬁa.

5. Hidrodunaamilised meetodid. Viskoossus, difusioon, ultra-
tsentrifuugimine.

2., Valgud.

2.1, Valkude ehitus.
1. Sissejuhatus. Valkude eriline koht teiste ainete hulgas.
Valkude bioloogilised funktsioonid. Valgud toidus.
2+ Valkude struktuur. Primaarne, sekundaarne, tertsiaarne ja

lzvaternaarne struktuur. Molekulmass, globulaarsed ja fibril-
laarsed valgud.

3. Aminohapped. Uldvalem, valkudes esinevad ja muud aminohap-
ped.

2.2. Valkude omadused.

1. Fuusikalised omadused. Hudratisatsiooni osatahtsus. Val-
kude sadestamine ja kristallimine. Denatureerumine. Kolla-
geeni liimistumine., Elektrilised omadused, isoelektriline
tapp.

2. Keemilised omadused. Aminohapete reaktsioonid. Proteolius.
Roiskumine.

3, Analtus. Kvalitatiivne maaramine. Biureedi-, ninhidriin-,
ksantoproteiin- ja Millon'i reaktsioon,Kvantitatiivse maara-

mise megtodid. Yalkude lahutamine. Aminohappelise JSrJekorra
Je struktuuri maaramine.
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4, Siintees. Mikrobioloogiline ja keemiline siintees,
2.3. Valkude esindajad.

1. Uldandmed. Liht- ja liitvalgud. Nomenklatuur.

2. Lihtvalgud. Albumiinid, globuliinid, prolamiinid, glute-
liinid, aluselised valgud, tugivalgud.

3. Kromoproteiinid. Hemoglobiini vormid ja tahtsus. Hemoglo-
biini muutumine soolamisel.

4, Muud liitvelgud., Posfo-, metallo-, gliko- ja lipoproteii-
did. Kaseiini struktuur ja koaguleerimine.

5. Peptiidid. Uldomadused. Funktsioonid koensuumide, toksii-
nide ja antibiootikumidena. Glutatioon.

6. Toitevaartus. Asendamatute aminohapete normid. Erinevate
valkude vordlus.

3. Nukleiinhapped.

3.1. Struktuur.
1. Nukleiinhapete liigitus ja koostisained. Ahela ehitus.
Komplementaarsuse moiste.
2. RNA ja DNA struktuur.
3. Autoreplikatsioon.

3.2. Funktsioonid.

1. Geneetika pohimdisted. Kromosoomid ja geenid. Alleelid.
Retsessiivsed ja dominantsed tunnused. Tunnuste ristumine.
Geeni molekulaarbioloogilinc mdiste.

2. Geneetiline kood. Tripletid.

3, Valgu suntees. m- RNA suntees, ribosoomid, t- RNA ja akti-
veerimise osatahtsus.

4, Viirused. Struktuur ja omadused.

4, Susivesikud.
4,1, 1dandmed.

1. Klassifikatsioon ja nomenklatuur.
2. Leidumine. Tahtsus taimede ehitusmaterjali ja toiduna.Teh-
niline kasutamine.
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3. Susivesikute stereokeemia. D- ja L-rida. Heworthi ja
Fisheri valemid.

4.2, Monosahhariidid.

1. Monosashhariidide fuusikalised ja keemilised omadused.Mu-
tarotatsioon, taandavad omadused, glukoosid, N-uhendite moo-
dustumine. Boorhappe reaktsioonid.

2. Monosahhariidide esindajad. Pentoosid (arabinoos, riboos,
desoksiiriboos, ksiiloos). Heksoosid (glukoos, mannoos, fruk-
toos). Teised monosahhariidid.

3+ Monosahhariidide derivaadid. Alkoholid, aminosuhkrud,oon-
ja uroonhapped.

4,3, Oligo- ja polusahhariidid.

1. Oligosahhariidide omadused. Nende jaotus taandavateks ja
mittetaandavateks. Suhkrute magusus. Esindajad: sahharoos,
maltoos, isomaltoos, laktoos, tsellobioos, rafinoos.

2, Homopolusahhariidid. Tarklis, amulaas ja amulopektiin.
Amiloluutilised ensuumid. Glukogeen, dekstriinid, dekstraa-
nid, tselluloos, inuliin, lihheniin.

3 Heteropolﬁaahhariidid. Pektiinained, agar, algiinhapped,
hemitselluloos, mukopolusahhariidid.

4.4, Susivesikute anallus.

1. Kvalitatiivne analuus. Suhkrute lahutamine, spetsiifili=-
sed reaktsioonid. Tarklise virvusreaktsioon,

2, Kvantitatiivne analuus. Keemilised ja fuusikalised meeto-
did. Polisahhariidide hidrolius.

5.1. Rasvad.

1. {lldomadused. Lipiidide definitsioon. Rasvade struktuur,
keemilised ja fuusikalised omadused, leidumine ja tahtsus,

2. Rasvhapped. Looduslike rasvhapete iseloomulikud jooned.
Rasvhapete tah+tsamad esindajad.
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3. Rasvade klassifikatsioon. Loomsete ja taimsete rasvade
Jjaotus ja esindajad.

4, Rasvade muutumise keemia., Hudreerimine. Autookstdatsi-
ooni mehhanism ja tahtsus Glivarvide kuiwatamisel ning ras-
va riknemisel. Sikatiivid ja antioksudandid.
5. Naiteid rasvadest. Piimarasv, kalarasv, taimedlid.

5.2. Teised 1ipiidid. .
1. Vahad. Struktuur, omadused ja esindajad.

2. Fosfatiidid. Struktuur, omadused. Letsitiinid, kefalii-
nid jt. fosfatiidid, Nende rakenduslik tahtsus.

3. Steroidid. Sterioolid. Steriidid. Kolesterool ja atero-
skleroos. Sapihapped jt. steroidid.

4, Muud lipiidid. Isoprenoidi moiste. Karotinoidid, kaut—
Suk, Sfingosiidid ja tserebrosiidid.
503. Analaﬁa.

1. D1dpohimdisted. Kvantitatiivne ja kvalitatiivne maarami-
ne. Rasvade ja lipoidide eraldamine. Rasvhapete gaasikroma-
tograafia.

2. Rasvu iseloomustavad arvud. Happe-, seebistus-, Jood~,
peroksiid-, Reichert-Meissli- ja Polenske arv. Nende taht-
sus Jja varieerumise piirid.

6. Ensuumid.
6.1. Uldomadused.
1. Ensuumide tahtsus. Pohimdisted enstmoloogiast.

2. Enstuumide nomenklatuur. Rahvusvaheline ensiumide klassi-
fikatsioon. Indeksid. Ensiumi aktiivsuse uhik.

3. Ensuumide saamine. Eraldamine kudedest, puhastamine.
Ebastabiilsusega seotud ettevaatusabinoud.

6.2. Kineetika.

1. Ensiiiimi toime mehhanism. Aktiivne tsenter.Koschlandi hi-
potees. Lusotsiiun. Aktivaatorid. Konkureeriv ja mittekonku-
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reeriv, poorduv ja mittepoorduv inhibeerimine. Allosteeri-
line regulatsioon.

2., Kineetika. Pohiline kineetiline vorrand. Michaelise-Men-
teni vorrand. Kiiruse sdltuvus pH ja T°.

3. Spetsiifilisus. Absoluutne ja suhteline spetsiifilisus,
kiiruse soltuvus substraadi struktuurist.

4, Koensuumid, NAD, NADP, LSH, GSH, tsutokroomid. Koatsiilaas,
kokarboksulaas.

6.3. Ensuumid. praktikas.

1. Fermentpreparaatide saamine. Sﬁgav- ja pindkultuur, Kul-
tiveerimise tingimused. Tahtsamad produtsendid. Preparaati-
de eraldamine.

2, Kasutamine toostuses. Amulaaside, proteaaside, pektinaa-
side, tsellulaaside, gliikoosi oksiidaasi toostuslik kasuta-
mine.

3, Seotud ensuumid. Enstumide sidumise eesmargid ja meetodid.
Seotud ja mikrokapseldatud enstiumide omadused Jja kasutamiame
teed.

7. Muud orgaanilised ained.
7¢1. Vitamiinid.

1. PohimGisted. Vitamiinide avastamine. Hiipo-, hilper- ja
avitaminoos, Kriitilised vitamiinid.

2. Alifaatsed vitamiinid. Rasvhapped, pangaamhape, koliin ja
askorbiinhape.

3, Isotsuklilised vitamiinid. Retinool, kaltsiferool, ino-
siit, PAB, naftokinoonid.

4, Heterotsuklilised vitamiinid. Tiamiin, riboflaviin, pu-
ridoksaal, nikotiinhape, biotiin, pteridiinid, flavoonid,
tsuaankobalamiin, tokoferoolid, fenuulkromaanvitamiinid.

5., Vitamiinide analuusi meetodid.

7.2. Hormoonid.
1, Pohimoisted, Tahtsamad sisesekretsiooninaarmed.
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2, Hormoonide esindajad. Aromaatsed hormoonid: adrenaliin,
tliiroksiin, Valkhormoonid. Insuliin. Steroidhormoonid.

3. Hormoonide toime naited. Insuliin, glikogeen, adrenaliin,
turoksiin.

7+.%. Mitmesugused orgaanilised ained.

1. Lammastik-ekstraktiivained. Kreatiin, kreatiniin, karno-
siin. Nende osa organismi energeetikas. Liha ja kala ise-
loomulikud ekstraktiivained.

2, Orgaanilised happed. Aadik-, piim=-, Oun-, merivaik-, viin-
Ja sidrunhappe esinemine ja kasutamine.

3. Aromaatsed ja hudroaromaatsed ained. Parkained.Parkimine.
Flavonoidid, nende osatahtsus.

4, Lohna- ja maitseained. Lohna- ja maitseaisting. Lohnaai-

nete struktuur. Eeterlikud olid.

5. Alkaloidid. Toiduainete toostuses olulisi alkaloide. Nar-
kootikumid.

6. Bakteritsiidsed ained. Antibiootikumid, fﬁtontsiidid, lu-
sotsuun.

7. Toksilised ained. Bakteriaalsed toksiinid, aflatokaiinid

Loomsed ja taimsed murgid.

8. Mineraalained ja vesi.
8.1. Vesi organismis.

1. Vee esinemine ja funktsioonid organismis. Vee kogus, vee
esinemise vormid.

2. Organismi veebilanss. Summaarne veebilanss, osmootse ro-
hu ja pH reguleerimine. Isotoonilised lahused. Donnani ta-
sakaal.

8.2. Mineraalained.

1. Makroelemendid. K, Na, Ca, Mg, P, Cl bioloogilised funkt-
sioonid ja inimorganismi vajadus nende jarele.

2. Mikroelemendid. Br, J, F, Ca, Fe, Mo, Co fusioicogilised
funktsioonid. Radioaktiivsed isotoobid.
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9. Bioloogilised struktuurid.
9.1. Tsutoloogia alused.

1. Membraanid. Membraanide ehitus. Aktiivme ja passiivne
transport, Osmoos.
2. Raku ehitus. Tuum, mitokondrid, ribosoomid, vakuoolid,
tsentrosoomid, nende funktsioonid.
3. Raku pooldumine. Mitoosi ja meioosi moiste. Mitoosi eta-
pid.

9.2. Histoloogia alused.
1. Koed. Loomsete kudede 1iigid ja esindajad. Liha ja kala
toitevaartus.
2+ Veri. Vererakud ja plasma. Vere funktsioonid. Vere huubi-
mine ja aglutineerumine.

3. Taimsete kudede ehitus., Lehed, lihavad koed, varukoed.
Taimsete toiduainete toitevaartus.

10. Bioenergeetika.

10.1. Bioenergeetika alused.
1. Organismi termodunaamika. Organismi termodunaamilised
funktsioonid. Vaba energia. Vaba energia saamine ja kasutami-
ne.
2. ATP. Struktuur, termodinasmilised ja keemilised omadused,
Makroergilised sidemed.
3, Bioloogiline oksiidatsioon. Erinevus polemisest. Tsuto-
kroomsusteemi t00.
4, Hingamisprotsesside tahtsus. Loomsete ja taimsete produk-
tide hingamine.

10.2. NADH, teke organismis.
1. Glikolius. Reaktsioonid puruvaadini, puruvaadi muundumise
teed. Atsetiilil CoA.
2, Glukoosi okstdeerimise pentoostsukkel.
3, Trikarboksutlhapete tsukkel. Etapid, bilanss. Vsheproduk-
tide osa ainevahetuses.
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4, Rasvade oksiidatsioon. Glutseriini oksudatsioon. Rasvha-
pete [5 -—oksudatsioon.

11, Biofuusikalisi funktsioone.

1. Narvirakk ., Narviraku ehitus. Narviimpulsi levik, Mediaa-
torid,

2, Lihased. Lihaste struktuur. Lihaste kokkutSmbumine.
3, Krritatavus. Naiteid meeleorganite toost.

12. Ainegruppide metabolism.
12.1. Metabolismi pohimotted.

1. Ainevahetuse suunad. Ainete omastamine, Umbertootamine
Ja suntees. Homeostaas.
2, Ainevahetuse uurimise meetodid.

12.2. Susivesikute reaktsioone.

1. Potosuntees. Klorofiilli molekul. Primsarse fuusikalis-
keemilise reaktsiooni etapid. Jargnevad reaktsioonid.

2, Susivesikute tasakaal. Bilanss. Glﬁkoseeni moodustumine.
Glukoluus. Seos rasvade ainevahetusega.

12.3. Rasvade reaktsioone.

1. Rasvade tasakaal. Atseetoatsetaadi teke. Maksa osataht-

sus. i
2. Rasvade suntees.

12.4. Valkude reaktsioone.

1. Aminohapete reaktsioonid. Desamiinimine, umberamiinimi-
ne, dekarboksiulimine. Tekkinud amiinide bioloogiline taht- .
sus., Histamiin.

2. Valkude tasakaal. Spetsiifiliste valkude suntees. Valgu
bilanss. Ammonisagi moodustumine.

3, Karbamiidi suntees.



13. Toitumine.
13.1. Seedeorganite ehitus ja t00.

1. Suu ja neel, Salje koostis ja eritumine.
2, Magu. Protsessid maos, maomahla eritumine.
3. Sooled. Seedemahlade eritumine, hiidroliius, toitainete
imendumine. Vee imendumine. Soolte mikrofloora.
13.2. Organismi energeetika.

1. Energia kulu. Pohiainevahetus, fuusilise koormuse moju.
Elanikkonna grupid. NSVL elanike toitumisnormid.

2. Kalorsus. Toitainete ja toiduainete kalorsus.

13.3. Vajadus muude ainete Jgrele.
1. Valkude toitevaartus ja omastatavus. Toiduainete valkude
omadused.
2, Toidu siisivesikud, nende omadused.
3. Rasvad ja lipiidid toidus.
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