Uloha ¢&. 1: MONO-, OLIGO- A POLYSACHARIDY

A. KVALITATIVNI REAKCE SACHARIDU
Cilem kvalitativnich reakci je rozdéleni sacharidi dle jejich chemického slozeni.
Jednotlivé reakce provadéjte v navaznosti dle Schéma 1: Postup kvalitativnich reakei

sacharidu

Vzorek

Thymolova nebo Molischova reakce

+ = obsahuje sacharid - = neobsahuje sacharid

Sy

Nitrochromova reakce

— T

+ = mono-, oligo- - =poly

Lugollova reakce

PN

+ = skrob - =celuléza

- = neredukujici
Fehlingova nebo Tollensova reakce

+ = redukujici

Selivanova reakce nebo + = ketozy
reakce s mocovinou <

- =aldézy

+ = monosacharid
Barfoedova reakce

- = oligo-a polysacharidy

modra = pentdzy
Bialova reakce <
Hnéda - zelena = hexodzy

Schéma 1: Postup kvalitativnich reakci sacharidii

Pomiicky:
Zkumavky, 1zi¢ky, Spachtle, pipetky, kadinky, stojan, zihaci kruh, sitka, vodni lazen (vafi¢ a
kadinka).
Vzorky:
Vzorky sacharida — gluko6za, fruktodza, sachardza, laktoza, riboza, dextrin, Skrob, aj.
Zavér:
Do tabulky (Tab. 2: Tabulka vysledkt kvalitativnich zkousek jednotlivych vzorkd) uved’te
rekci kazdého vzorku. Vyplnénou tabulku uved’te to protokolu s popisem vlastnich pozorovani.
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a. Thymolova reakce — ditkaz sacharidi I.

Princip:

Utinkem koncentrované HCI na monosacharidy dochézi k dehydrataci a vzniku furfuralu &i
jeho derivati. Furfural 1 jeho derivaty podléhaji kondenzaci s fenoly (thymol) za vzniku barevného
produktu. Sacharidy poskytuji reakci sroztokem thymolu v pfitomnosti HCI tmavocervené az
purpurové slouceniny
Chemikalie:

Koncentrovand HCI, 5% (w/v) ethanolovy roztok thymolu, NaCl
Pracovni postup:

1. Do n¢kolika zkumavek nasypte na Spicku Spachtle rtznych druhlt pevnych sacharidi a
rozpust'te v destilované vodé. V ptipad¢ kapalného sacharidu nalijte vzorek do zkumavky.

2. Do zkumavek se vzorky pridejte asi 5 kapek roztoku thymolu, 10 cm® konc. HCI a n&kolik
krystalkti NaCl.

3. Zkumavku umistéte do vodni ldzné¢ a mirné zahtivejte, dokud nedojde ke zméné¢ barvy.
Pripravte slepy vzorek — misto sacharidu nalijte pouze destilovanou vodu.

5. Urcete neznamy vzorek — podle bodu 1.-3. urcete zda vzorek obsahuje sacharid.

b. Molischova reakce — dukaz sacharidu I1.

Princip:

Uginkem koncentrované HCI na monosacharidy dochézi k dehydrataci a vzniku furfuralu &i
jeho derivath. Furfural i jeho derivaty podléhaji kondenzaci s fenoly (1-naftol) za vzniku barevného
produktu. Sacharidy poskytuji reakci s Molischovym Cc¢inidlem fialovy prstenec na rozhrani
koncentrované H>SO4 a roztoku sacharidu.

Chemikalie:
Molischovo ¢inidlo — 3% ethanolicky roztok 1-naftolu; koncentrovana HoSO4
Pracovni postup:
1. Ke 2 ml roztoku vzorku ve zkumavce ptidejte 5 kapek Molischova ¢inidla a protiepejte.
2. Podvrstvéte 2 ml konc. H2SO4 (kyselinu nechte opatrné stékat po sténé zkumavky)
3. Na rozhrani kyseliny a sacharidu vznikne intenzivné zbarveny (Cerveny, Cervenofialovy,
fialovy, modry az hnédy) prstenec.
4. Zamichanim se kapalina zbarvi tmavé fialové; zfedénim vodou se vylou¢i modrofialova
srazenina rozpustna v etheru za vzniku zlutého roztoku.
5. Pripravte slepy vzorek — misto sacharidu nalijte pouze destilovanou vodu.
6. Urdete neznamy vzorek — podle bodu 1.—4. urcete zda vzorek obsahuje sacharid.
Pozn.: reakce neni specificka jen pro sacharidy a ovliviiuji ji napi. neCistoty v 1-naftolu (zelené
zbarveni) nebo ptitomnost bilkovin ve vzorku (bily pruh).

¢. Nitrochromovd reakce — ditkaz mono- a oligosacharidii

Princip:
Reakci koncentrované kyseliny dusicné a chromanu draselného se sacharidem dochdzi
k oxidaci mono- a oligosacharidii. Chroman (Cr'®) se redukuje na modie zbarvené kationty
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chromnaté (Cr™?). Sekundarni alkoholickd skupina sacharidu reaguje schromanem v kyselém
prostiedi za vzniku modrého zbarveni. Polysacharidy nereaguji.
Chemikalie:
Konc. HNOs3, 5% (w/v) roztok KoCrO4
Pracovni postup:
1. Ke 2 ml vzorku sacharidu ptidejte asi 3 ml konc. HNO3 a 5 kapek roztoku K2CrOa.
2. Po chvili (cca2 min) pozorujte vznik modrého zabarveni
3. Pripravte slepy vzorek — misto sacharidu nalijte pouze destilovanou vodu.
4. Urcete neznamy vzorek — podle bodu 1.-2. urcete, zda neznamy vzorek obsahuje
polysacharid.
Pozn.: z polysacharidl reaguje inulin a Skroby, kdy po delsi dobé dochézi k hydrolyze. Hydrolyzou
vzniklé mono- a oligosacharidy pak poskytuji pozitivni reakci

d. Jodovy test — ditkaz polysacharidi (rozliSeni Skrobu a celulozy)

Princip:

Skrob i celuldza jsou polysacharidy slozené tisice jednotek molekuly glukézy. Skrob se sklada
ze dvou riiznych polysacharidii (amyléza a amylopektin). Skrob reaguje s Lugolovym roztokem za
vzniku modrého zbarveni, které zahfatim mizi.

Chemikalie:
Lugoliv roztok — 5 g I a 10 g KI v 85 ml destilované vody
Pracovni postup:
1. Ke 1 ml roztoku sacharidu ptidejte asi 1 kapku Lugolova roztoku.
Po chvili pozorujte vznik modrofialového az modrocerného zabarveni.
Zkumavku zahtejte k varu dokud se smés neodbarvi.
Po ochlazeni se opét objevi modré zbarveni
Pripravte slepy vzorek — misto sacharidu nalijte pouze destilovanou vodu.

A

Urcete neznamy vzorek — podle bodu 1.-2. urcete, zda neznamy vzorek obsahuje Skrob.

e. Fehlingova reakce — rozliSeni redukujicich a neredukujicich sacharidii 1

Princip:

Oxidacné — redukeni reakee probihd pouze u skupiny tzv. redukujicich cukrii. To jsou takové
cukry, které mohou mit v oteviené forme volnou, oxidace schopnou, karbonylovou skupinu. Mize jit
jak o monosacharidy, tak disacharidy, trisacharidy ¢i vyssi mery sacharidi. Ma-li dojit k viditelné
reakci (zména barvy slouceniny médi z modré na zlutoCervenou), musi byt v roztoku dostate¢na
koncentrace koncovych mert, které mohou mit v oteviené formé¢ volnou, oxidace schopnou,
karbonylovou skupinu. Pokud tomu tak neni, jedna se o tzv. cukr neredukujici. Oxida¢né — redukcni
reakce obvykle probihd pouze do stupné redukce Cu*? (Rov. 1) na Cu*!. V piipadé vyssi koncentrace
redukujiciho sacharidu mtize dojit k redukci az na Cu (Rov. 2).

2 -COH+0,+2Cu? - —-COOH +2 Cu'! Rov. 1
2-COH+0;+2 Cu'' - —COOH + 2 Cu Rov. 2
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Obr. 13: Princip Fehlingovy reakce
Chemikalie:

Fehlingovo ¢inidlo I: 4 g CuSO4 5H>0 rozpust'te v destilované vod¢ a dopliite na 100 ml.
Fehlingovo ¢inidlo IT - 20 g KNaC4H4O6 4H20 a 15 g NaOH rozpust'te v destilované vodé a
dopliite na 100 ml.

Pracovni postup:

1. Do né¢kolika zkumavek nasypte na Spicku Spachtle rGznych druht pevnych sacharidi a
rozpust'te v destilované vodé€. V ptipadé kapalného sacharidu nalijte vzorek do zkumavky.
Do zkumavek se vzorky ptidejte 1 ml roztoku Fehling [ a 1 ml roztoku Fehling I1.
Zkumavku umistéte do vodni ldzn¢ a zahtivejte, dokud nedojde ke zmén¢ barvy.
Pripravte slepy vzorek — misto sacharidu nalijte pouze destilovanou vodu.

A

Urcete neznamy vzorek — podle bodu 1.-3. urCete neznamy vzorek (redukujici x
neredukujici)

f- Tollensova zkouSka — rozliSeni redukujicich a neredukujicich sacharidu I1

Princip:

Tollensovo ¢inidlo (dusi¢nan diamminstiibrny [Ag(NH3)2]NO3) vznikd reakci dusi¢nanu
sttibrného a koncentrovaného roztoku hydroxidu amonného za vzniku amonného komplexu (Rov. 3
a Rov. 4). Reakci Tollensova cinidla s aldehydickou skupinou sacharidii vznika amonna stl
karboxylové kyseliny a redukované stiibro (Rov. 5). Pozitivni reakce ¢inidla s redukujicim cukrem
se projevi vznikem tzv. stfibrného zrcatka na sténach zkumavky.

2 AgNOs + 2 NaOH — Ag>0 (s) + 2 NaNO; + H,0 Rov. 3
Ag0 (5) + 2 NaNOs + 4 NH;OH — [Ag(NH3),]NO; + 2 NaOH + 4 H>0 Rov. 4
2 Ag'[NH;]° + R-HCO — 2 Ag’ + R-COO NH4" + 2 NH3 + H,0 Rov. 5
He =0 \leo
CH—OH ¢H—OH
_H:__OH + 2A3 4+ 20H—> pe—on + Ag + HO
HC——OH HC—OH
H,C—OH Hat—0H

Obr. 14: Princip Tollensovy reakce
Chemikalie:

5% roztok AgNO; v H20, 10% NaOH v H>O, koncentrovany NH4OH, H,O
Pracovni postup:
1. Tollensovo ¢inidlo pfipravte smisenim stejného objemu roztoku AgNO; a NaOH (Rov. 3).
Nasledné do zkumavky pfidejte koncentrovany NH4OH, pficemz se hnéda sraZzenina Ag,O
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rozpusti (Rov. 4). Del§im stanim ve smési miiZe vznikat velmi vybusné Bertholetovo
traskavé stribro AgsN!

Do nékolika zkumavek ptipravte vzorky sacharidi ve formé¢ vodného roztoku.

Ke vzorktim sacharidl ve zkumavkach ptikdpnéte Tollensovo ¢inidlo.

Za ptitomnosti redukujiciho cukru dojde dle Rov. 5 ke vzniku stfibrného zrcatka.
Porovnejte se slepym vzorkem. Misto vzorku sacharidii nadavkujte pouze vodu.

NN

Urcete neznamy vzorek

g. Selivanova reakce — roliZeni aldoz a ketoz I.

Princip:
Podstatou reakce je dehydratace sacharidi koncentrovanymi kyselinami na

5-(hydroxymethyl)fural, ktery nasledné reaguje sresorcinolem za vyvoje tfeSnove cerveného
produktu (Obr. 5).

HO o} p 0
C"‘z%” CH,OH CH?%” CHO
HO M [H] 650, N
| OH -3 H,0 \ /
OH 4
on IH,0 0
5 —
oM CH,OH

Obrazek 1: Princip Selivanovy reakce

Cilem reakce je rozliSeni ketos (napf. fruktéza) a aldos (napft. glukosa). Ketosy reaguji rychleji
nez aldosy. Aldosy poskytuji pouze slabé rizové zbarveni kviili pomalejsi dehydrataci, kdy nejprve
dochazi k izomerizaci aldosy na ketosu. Reakce aldos je asi 20x pomalejsi.

Pozitivni vysledek poskytuje fruktoza a sachardza zatimco gluk6za nereaguje.

Chemikalie:

Selivanovo &inidlo: 0,05 g resorcinolu se rozpusti ve smési 50 cm® HCl a 50 cm® H,0O
Pracovni postup:

1. Ke vzorkiim sacharidii ve formé roztoku (cca 1 cm?®) pfidejte cca 2 cm? Selivanova ¢inidla.
2. Sledujte zménu zbarveni

3. Porovnejte se slepym vzorkem

4. Urcete neznamy vzorek

h. Reakce s mocovinou — odliSeni aldoz a ketoz I1.
Chemikalie:
Mocovina, konc. HCI

Pracovni postup:

1. Do zkumavky odvazte asi 0,5 g mocoviny a piidejte 6 kapek HCI.
2. Ke smési ptidejte 3 kapky roztoku sacharidu.

3. Reake¢ni smés promichejte, aby se mocovina rozpustila

4. Zkumavku zahtivejte 15 min na vodni lazni.
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5. Sledujte zménu zbarveni — aldézy reaguji vyvojem zelenomodrého zbarveni, ketdzy se barvi
cervene.

6. Porovnejte se slepym vzorkem

7. Urdete neznamy vzorek

i. Barfoedova reakce — ditkaz monosacharidii

Princip:

Roztoky sacharidll reaguji s barefeodovym ¢inidlem cervenohnédou srazeninu

Octan méd’naty se v kyselém prostiedi redukuje na oxid méd’ny (Cervena srazenina) a zdroven
dochazi k oxidaci monosacharidli na ptislusné aldonové kyseliny (napf.: glukosa — k. glukonova).
Aldehydova skupina se oxiduje na karboxylovou skupinu, zatimco skupina —CH>OH ztistava
zachovéna. Pfednostné se redukuji monosacharidy. VSechny monosacharidy maji redukcni ucinky,
protoze maji volnou aldehydovou skupinu (aldosy), nebo je mozna izomerizace ketoskupiny na
aldoskupinu (ketosy)), az po delsi dob¢ reaguji redukujici disacharidy.

Reakce sacharidi s Barfoedovym ¢inidlem je podobné jako reakce sacharidii s Fehlingovym
ginidlem zalozena na redukci Cu®' na Cu,O (oranzova ¢&i &ervena srazenina). Redukce Cu®'v
Barfoedové testu probiha v kyselém prosttedi (kyselina octova), na rozdil nebo Fehlingova testu, kdy
Cu?" se redukuji v zasaditém prosttedi hydroxidu sodného
Chemikalie:

Barfoedovo c¢inidlo: 7 g octanu médnat¢ého Cu(CH3COO), a 0,9 ml konc. Kyseliny octové
CH3COOH se doplni po 100 ml destilovanou vodou.

Pracovni postup:

1. Ke 2 ml roztoku sacharidu ptidejte 2 ml Barfoedova ¢inidla.

2. Zkumavku ponofte do vodni 1azné.

3. Sledujte zménu zbarveni — monosacharidy reaguji vznikem Cervené srazeniny, ostatni roztoky

jsou modré.

4. Porovnejte se slepym vzorkem

5. Urcete neznamy vzorek
Pozn.: reakce je specificka na dikaz redukujicich monosacharidi, redukujici disacharidy vzhledem
k slab¢ kyselé povaze Barfoedova ¢inidla pozitivni reakeci neposkytuji vitbec nebo az po delsi dobé.

J. Bialova reakce — duikaz pentoz a hexoz

Princip:
Bialova reakce odliSuje pentozy a hex6zy. Dehydrataci pentozy (5-uhlikovy sacharid) vznika
furfural, ktery reaguje s Bialovym ¢inidlem za vzniku modrého kondenza¢niho produktu.
Dehydrataci hexézy (6-uhlikovy sacharid) vznikd 5-hydroxymethylfurfural reaguje
s Bialovym ¢inidlem za vzniku hnédého, ¢ervenohnédého nebo zeleného kondenzaéniho produktu.
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Obr. 15: Princip Bialovy reakce
Chemikalie:
Bialovo ¢inidlo: 6,25 mg FeCls + 0,75 g orcinol (5-methylbenzen-1,3-diol CH3CsH3(OH)> +
250 ml konc. HCI
Pracovni postup:
1. K I ml Bialova ¢inidla ptidejte 5—6 kapek roztoku sacharidu.
2. Zkumavku zahtejte k varu.
3. Sledujte zménu zbarveni (2—3 min) Porovnejte se slepym vzorkem
4. Urcete neznamy vzorek
Pozn.: reakce je specificka na dikaz redukujicich monosacharidi, redukujici disacharidy vzhledem
k slab¢ kyselé povaze Barfoedova ¢inidla pozitivni reakeci neposkytuji vitbec nebo az po delsi dobé.

Tab. 2: Tabulka vysledkii kvalitativnich zkousek jednotlivych vzorkii

Vzorek/ . B B B o, , v Slepy | Nezndamy
... Dextrin | Fruktoza | Glukoza | Laktoza | Riboza | Sacharoza | Skrob
Cinidlo vZ. vZ.

Rozpustnost

Thymol
Molisch

Nitrochrom

Lugol
Fehling

Tollens

Selivan

Urea
Bafoed
Bial
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