Bioquímica Experimental I - Experimentos 7 e 8

Exp 7: Extração e caracterização do amido

Objetivo:

1) Isolar o amido da batata e caracterizá-lo por meio de reações de coloração e precipitação ; 
Relação teórico –prática

Estrutura dos carboidratos

Fundamento

O amido é o principal carboidrato de reserva vegetal, além de ser o mais importante da alimentação humana. É encontrado na forma de grânulos nos cloroplastos das folhas, nas frutas, nas sementes e tubérculos. A quantidade de amido em sementes e tubérculos como a batata é extremamente alta, podendo chegar a 75% do peso seco.

Os grânulos de amido são insolúveis. Quando uma suspensão de amido é aquecida, os grânulos se desintegram, formando uma solução coloidal. O amido pode ser precipitado destas soluções em condições que promovam sua desidratação, tais como adição de álcool etílico ou solução saturada de um sal.

Estruturalmente, o amido consiste de uma mistura de dois polímeros de glicose, a amilose e a amilopectina. A amilose é um polissacarídeo linear formado por unidades de D-glicose unidas por ligações glicosídicas do tipo (-(1-4). A amilopectina é altamente ramificada, sendo formada por unidades de D-glicose ligadas (-(1-4) e (-(1-6). A frequência de ramificações ao longo da cadeia princiapl é de uma a cada 24-30 unidades de glicose.

Por causa de sua estrutura regular, a amilose adota uma conformação em hélice com seis unidades de glicose por volta. Não se sabe ao certo se a amilopectina adota algum tipo de conformação preferencial.

Existem várias reações que permitem caracterizar a presença de carboidratos em uma solução, entre as quais a reação de Molisch. Nesta reação, os carboidratos são desidratados a um derivado furfural, ou hidroximetil-furfural, quando na presença de um ácido concentrado sobre uma pentose ou hexose, respectivamente. Os derivados furfúricos, então condensam-se com o (-naftol (reativo de Molisch), formando um produto de cor violeta. Esta reação é positiva para todos os carboidratos, livres ou polimerizados. No caso do amido, inicialmente ocorrerá hidrólise pela reação do ácido sulfúrico, liberando moléculas de glicose. Na reação positiva, formar-se-á uma zona de cor violeta e verde na interface.
Um teste bastante utilizado para detectar a presença de amido é a reação com iodo, que utiliza lugol (mistura de iodo e iodeto de potássio). Moléculas de iodo podem ser ocluídas pela hélice da amilose, formando um complexo azul escuro. No complexo amido-iodo, as moléculas de iodo estão paralelas ao eixo da hélice. Seis voltas da hélice (contendo 36 unidades de glicose) são necessárias para produzir a cor azul, característica do complexo. O componente do amido responsável por esta coloração característica é a amilose, entretanto a reação com a amilopectina dá origem a uma cor marrom-avermelhada. Este complexo se dissocia por aquecimento graças à perda da estrutura helicoidal, e volta a se formar quando a solução é resfriada.

Técnica

a) Isolamento do amido e preparo da solução de amido

Colocar cerca de 50g de batata inglesa no liquidificador com 150 ml de água destilada e homogeneizar. Filtrar em gaze, deixando o filtrado em repouso para sedimentação do amido. Espremer delicadamente a gaze. Eliminar o máximo do sobrenadante conservando o sedimento. Verter parte deste sedimento sobre becher contendo 100 ml de água. Ferver agitando com bastão de vidro para obtenção da solução coloidal. Deixar esfriar.

b) Reações de caracterização do amido – Reção de iodo

Tomar 2 ml da solução coloidal obtida, colocar em tubo de ensaio, colocar 3 gotas de lugol (observar o resultado). Em seguida aquecer o tubo em banho-maria fervente por 10 minutos, observando o que ocorreu, resfriar o tubo. Observar e concluir o que ocorreu.

c) Reação de Molisch

Em um tubo de ensaio, pipetar 2 ml de solução de amido. Adicionar 3 gotas do reativo de Molisch e misturar. Inclinar o tubo e deixar escorrer pela parede 2 ml de ácido sulfúrico concentrado, de modo que os dois líquidos não se misturem. Observar a interface.
d) Precipitação com álcool etílico

Em um tubo de ensaio pipetar 5 ml de solução de amido. Adicionar 5 ml de álcool etílico e agitar. Pesquisar separadamente no filtrado e no precipitado a presença de amido pelo teste de iodo.

Exp. 8:  Hidrólise ácida e enzimática do amido
Objetivos

Evidenciar a hidrólise do polissacarídeos por meio de reações específicas

Elaborar curvas de tempo pela determinação de açúcares redutores resultantes da hidrólise

Relação teórico - prática

Estrutura de carboidratos

Enzimas

Fundamento

Hidrolise ácida:

Em presença de ácidos fortes e sob aquecimento a 100 oC, as ligações glicosídicas podem ser hidrolisadas. O ácido a quente hidrolisa tanto as ligações (-(1-4) e (-(1-6). Em função do tempo de hidrólise são encontrados como produtos intermediários dextrinas e oligossacarídeos, sendo a glicose o produto final da hidrólise ácida.
Hidrolise enzimática: 
As amilases são enzimas que catalisam a hidrólise do amido e estão amplamente distribuídas na natureza, (-amilase da saliva e do suco pancreático, (-amilase do malte, (-amilase de fungos, etc. A classificação das amilases é feita de acordo com o seu modo de ação sobre homoglucanas. As (-amilases são endo-enzimas, isto é atuam ao acaso e no interior da molécula, as ( e ( amilases são exo-enzimas, atuam a partir da extremidade não redutoras do polímero. A (-amilase, salivar e pancreática, catalisa a hidrólise das ligações glicosídicas (-(1-4) da amilose, amilopectina e do glicogênio, produzindo na clivagem inicial, oligossacarídeos de 6 ou 7 unidades de glicose, que são posteriormente degradados a maltotriose e maltose. A maltose não é substrato para a enzima. A glicose pode aparecer entre os produtos finais da reação, desde que o tempo de ação da enzima sobre as glucanas seja prolongado. 
c) Hidrólise ácida do amido

Colocar 25 ml de solução de amido em um erlenmeyer de 100 ml, deixar em banho de água em ebulição. Esperar 10 minutos para homogeneizar a temperatura.

Adicionar ao tubo 0,2 ml de ácido clorídrico concentrado, misturar e imediatamente transferir 0,4 ml desta mistura para 2 tubos de ensaio (0,2 ml em cada tubo).

Um tubo deverá conter 5 gotas de solução de iodo e o outro 1 ml do reagente de DNS e 1,3 ml de água destilada, este deverá ser fervido por 5 min, notando se ocorre mudança da cor.

Imediatamente voltar o Erlenmeyer para o banho-maria em ebulição e retirar alíquotas de 1 ml para os testes de iodo e DNS nos tempos de 5,15,25, 35 min.

d- Hidrólise enzimática

Colocar 2 ml de saliva num tubo de ensaio e diluir com 2 ml de água destilada. Em um Erlenmeyer de 100 ml colocar 25 ml de amido 1%. Colocar o Erlenmeyer em banho de água a 37 C e deixar por 10 min.

Adicionar ao Erlenmeyer 0,2 ml de saliva diluída. Agitar, retirar 0,4  ml da mistura e efetuar os testes de iodo e DNS imediatamente (0,2 ml em cada tubo). Esse é o tempo zero. Fazer os ensaios nos tempos de 5, 15, 25 e 35 min.

Levar os tubos correspondentes aos tempos zero, 5, 15, 25 e 35 min ao banho Maria fervente por 5 min. Resfriar os tubos e adicionar 6,5 ml de água destilada . ler a 540 nm e anotar as absorbâncias. Utilizando a curva de calibração fornecida pelo professor calcular a quantidade de açúcar redutor formado. Traçar um gráfico comparando os resultados da hidrólise ácida e enzimática.
Materiais:

Liquidificador

Becher de 500 ml e 250 ml

Bastão de vidro

Gaze

Tubos de ensaio

Chapa de aquecimento

Funil

Pipetas de 5 e 10 ml

Batata inglesa

Amido a 1%

Solução de iodo

Reagente de DNS

Material necessário para as aulas dos dias 5 e 12 de Maio /2003

· 10 pipetas de 10 ml

·  20 pipetas de 1 ml, 

· 5 pipetas de 2 ml

· 50 tubos de ensaio

· chapas de aquecimento (5)

· Banho a 40 C.

· Espectrofotometro

· Erlenmeyers de 125 ml

