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4. ANALIZA JAKOSCIOWA CUKROW

Cukrowce (sacharydy) stanowig grupe zwiazkéw organicznych wyprowadzonych
z klasy stosunkowo prostych substancji okre$lanych jako cukry proste czyli monosa-
charydy. Oprécz cukrow prostych, do cukrowcow zaliczamy:

e proste pochodne monosacharydéw tj. estry fosforanowe, deoksycukry, kwasy
cukrowe, aminocukry,

e cukry zlozone, czyli produkty kondensacji dwdch (disacharydy), 3—10 (oligosa-
charydy) lub wigkszej liczby (polisacharydy) jednostek monosacharydowych.

Pod wzgledem chemicznym monosacharydy s3 to polihydroksyaldehydy lub polihy-
droksyketony. Ze wzgledu na rodzaj grupy karbonylowej monosacharydy dzieli sie na
aldozy i ketozy a biorac pod uwage liczbe atoméw wegla: na triozy, tetrozy, pentozy,
heksozy itd. W czasteczkach cukréw prostych wystepuje 1 lub wigecej asymetrycznych
atoméw wegla tj. atoméw wegla potaczonych z 4 réznymi atomami lub grupami
atomow. Obecno$¢ tych atoméw warunkuje wystepowanie cukréw w licznych od-
mianach izomerycznych (enancjomery, epimery, anomery). Dzieki obecno$ci grupy
karbonylowej, monosacharydy w srodowisku zasadowym redukuja (a same sie utle-
niaja) jony metali, co stanowi podstawe wielu oznaczen jakoSciowych i ilociowych
cukréw.

Disacharydy sa O-glikozydami, ktorych czasteczki powstaja w wyniku kondensacji
dwéch czasteczek monosacharydéw. Wiazanie glikozydowe powstaje pomiedzy
ugrupowaniem hemiacetalowym (lub hemiketalowym) jednego monosacharydu oraz
jedng z grup hydroksylowych drugiego monosacharydu. W zaleznosci od natury re-
agujacej grupy hydroksylowej drugiego monosacharydu, disacharydy dzielimy na
dwie klasy:

e disacharydy redukujace (tzw. typ maltozy) utworzone w wyniku przereagowa-
nia jednej z grup alkoholowych drugiego monosacharydu,

e disacharydy nieredukujace (tzw. typ trehalozy), ktérych wigzanie glikozydowe
utworzone jest z udzialem grupy hydroksylowej ugrupowania hemiacetalowe-
go drugiego monosacharydu.

Polisacharydy to wielkoczasteczkowe cukrowce, ktore powstaja w wyniku poli-
kondensacji monosacharydow, laczacych si¢ wigzaniami glikozydowymi. Tworzace
sie lancuchy mogg by¢ proste lub rozgalezione. Polisacharydy dzielimy na dwie klasy:

¢ homoglikany, zbudowane z jednakowych jednostek monosacharydowych, np.
skrobia, glikogen, celuloza, chityna,

¢ heteroglikany, zbudowane z réznych jednostek monosacharydowych, np. he-
paryna, kwas hialuronowy.

Monosacharydy pelnia funkcje wysokoenergetycznego paliwa biochemicznego, sa
postacig transportowa cukrowcow w organizmach zwierzecych oraz s3 skladnikami
budulcowymi innych cukrowcow i zwiagzkow biologicznych z innych klas. Disachary-
dy s3a szeroko rozpowszechnione w $wiecie roslinnym, funkcjonujac jako formy
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transportowe lub zapasowe, natomiast polisacharydy pelnia funkcje zapasowe lub
strukturalne.

Do wykrywania i rozr4zniania cukrowcow stosuje sie dwie podstawowe grupy re-
akeji, wykorzystujace nastepujace wlasnosci tych zwiazkow:

1. Pod wplywem mocnych kwaséw nieorganicznych cukry ulegaja odwod-
nieniu do pochodnych furfuralowych. Heksozy tworza w tych warunkach
5-hydroksymetylofurfural, a pentozy furfural. Powstale pochodne furfura-
lowe mogg kondensowaé z réznymi zwigzkami aromatycznymi: fenolami,
chinonami czy aminami aromatycznymi, tworzac kompleksy o charakte-
rystycznych zabarwieniach.

2. Cukry posiadajace wolng grupe karbonylowa wykazuja silne wlasciwosci
redukujace.

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

¢ Natura chemiczna cukrowcéw i ich klasyfikacja.

e Budowa, nazewnictwo, stereoizomeria oraz wlasciwo$ci chemiczne monosa-
charydéw (student powinien umieé¢ narysowa¢ formy lancuchowe i pierscienio-
we podstawowych monosacharydéw jak: glukoza, fruktoza, mannoza, galaktoza,
ryboza, deoksyryboza szeregéw L i D w odmianach anomerycznych a i B).

e Wiazania glikozydowe, typy wigzan glikozydowych: O-, N-, S-glikozydowe
(student powinien umieé¢ narysowaé¢ wskazany disacharyd np. p-D-galakto-
piranozylo-(1—4)-a-D-glukopiranoze).

¢ Disacharydy wystepujace powszechnie w przyrodzie — budowa, nazewnictwo,
wlasciwos$ci chemiczne i fizyczne.

¢ Homoglikany wystepujace powszechnie w przyrodzie (skrobia, glikogen, celu-
loza, chityna) — budowa, wlasciwosci, synteza.

¢ Heteroglikany wystepujace powszechnie w przyrodzie (glikozoaminoglikany).

¢ Funkcje biologiczne cukrowcéw (monosacharydéw, disacharydéw, polisacha-
rydow.

¢ Glikoproteiny i proteoglikany — budowa i funkcje. ‘

o Zasady wszystkich wykonywanych na éwiczeniach oznaczen.

4.1. Analiza jakosciowa cukrow prostych.
Identyfikacja nieznanego cukrowca

Kazda grupa studentéw otrzymuje dwie probki roztwor6w cukréw. Jej zadaniem jest
zidentyfikowanie cukréw zawartych w probkach poprzez przeprowadzenie wybra-
nych reakcji z przedstawionych ponizej. W trakcie przygotowywania sie do éwiczen
(przed przyjSciem na ¢éwiczenia) studenci powinni opracowaé optymalny schemat
postepowania (tak, aby rozpoznaé cukier stosujac jak najmniejsza liczbe reakeji). Do
kazdej prowadzonej reakcji powinni zastosowac¢ kontrole pozytywna i kontrole nega-
tywna. Na przyklad je$li student przypuszcza, ze jego probka zawiera arabinoze, po-
winien przeprowadzié reakcje na 3 probach: swojej probce, pentozie (kontrola pozy-
tywna) i heksozie (kontrola negatywna).
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4.1.1. Reakcja Molischa

ZASADA:

W $rodowisku silnie kwasnym cukier ulega odwodnieniu do furfuralu (lub jego po-
chodnej), ktéry kondensuje z o-naftolem. Reakcje dajg wszystkie rozpuszczalne cu-

krowce. Réwniez nierozpuszczalne cukrowce w powyzszych warunkach daja fiotkowe
zabarwienie na granicy faz.
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WYKONANIE:

Do 1 ml 1% roztworu glukozy dodaé 2 krople §wiezo przygotowanego 10% alkoholo-
wego roztworu ot-naftolu i wymiesza¢. Nastepnie podwarstwi¢ okolo 1 ml stezonego

H.SO,. Na granicy faz tworzy sie fiolkowy pierscien.
4.1.2. Metoda antronowa .

(reakcja charakterystyczna dla cukréw obojetnych)
ZASADA:
Pierwszy etap polega na przeprowadzeniu cukru w jego po-
chodng furfuralows (jak w odczynie Molischa), ktéra nastep-
nie tworzy z antronem kompleks o barwie zielonej. Amino-

cukry daja w tej reakcji odezyn ujemny. Metoda antronowa
jest wykorzystywana do iloSciowego oznaczania cukréw. H H

O
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WYKONANIE:

Do suchej probéwki odmierzy¢ 1 ml roztworu glukozy, a nastepnie dodaé 1 ml 0,2%
antronu w stezonym H,SO, (UWAGA: z roztworem antronu nalezy postepowaé
z takg ostrozno$cia jak ze stezonym kwasem siarkowym) i dokladnie wymiesza¢. Po-
jawia sie zielone zabarwienie.

4.1.3. Reakcja Seliwanowa
(reakcja charakterystyczna dla ketocukrow)

ZASADA:

Pierwszy etap polega na przeprowadzeniu ketocukru w jego pochodng furfuralowa
(jak w odczynie Molischa), ktéra ulega kondensacji z rezorcyng (1,3-dihydro-
ksybenzen) dajac produkt o czerwonowi$niowej barwie. Dodatni odczyn Seliwanowa
daja wszystkie ketopentozy, ketoheksozy i oligosacharydy zawierajace ketozy, ale
istotne jest zachowanie odpowiednich warunkow. Bardzo wazne s3: stezenie uzytego
kwasu oraz czas ogrzewania. 12% HCI i 30 sekund ogrzewania wystarczy do prze-
prowadzenia ketoz w hydroksymetylofurfural, natomiast aldozy pozostaja w tych
warunkach niezmienione. Jezeli jednak uzyje si¢ kwasu bardziej stezonego lub zasto-
suje dluzszy czas ogrzewania, wowczas rowniez aldozy daja dodatni odczyn Seliwa-

nowa.
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WYKONANIE:

Do 2 ml 1% roztworu fruktozy oraz do 2 ml 1% roztworu glukozy dodaé¢ po 1 ml ste-
zonego HCI (otrzymuje sie roztwor o stezeniu 12%), ogrzac i utrzymywaé we wrzeniu
przez 30 sekund. Mieszanine ostudzié, dodaé kilka krysztatkéw rezorcyny i ponownie
ogrza¢ do wrzenia; zaobserwowaé pojawienie si¢ czerwonowisniowego zabarwienia
w probcee z fruktoza. Poréwnac wynik testu przeprowadzonego z roztworami glukozy
i fruktozy.

4.1.4. Reakcja Biala (reakcja charakterystyczna dla bentoz)

ZASADA:

Pierwszy etap polega na przeprowadzeniu pentozy w furfural (jak w odczynie Moli-
scha), ktory w obecnosci jonow Fe3+ ulega kondensacji z orcyna (2,3-dihydroksy-5-
metylobenzen) dajac produkt o zielononiebieskiej barwie. 5-hydroksymetylofurfural
(produkt odwodnienia heksoz) reaguje z orcyna znacznie slabiej dajac produkt
o barwie oliwkowobrazowe;j.
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WYKONANIE:

Do dwoch probéwek odmierzyé po 1 ml odezynnika orcynowego (roztwdér orcyny
i FeCl, w HCl) i ogrzewaé¢ we wrzacej tazni wodnej przez 3 min. Do jednej probowki
dodaé 1 ml roztworu arabinozy, a do drugiej 1 ml roztworu glukozy i kontynuowa¢
ogrzewanie we wrzacej lazni wodnej przez 5 minut. Por6wnaé wynik reakeji odczyn-
nika orcynowego z pentozg i heksoza.

4.1.5. Reakcja Elsona-Morgana
(reakcja charakterystyczna dla aminocukréw)

ZASADA:

Aminocukry ulegaja acetylowaniu pod wplywem acetyloacetonu. Utworzona pocho-
dna ulega w $rodowisku alkalicznym cyklizacji do oksazolu, ktéry ulega kondensacji
z p-dimetyloaminobenzaldehydem, tworzac kompleks o barwie rozowe;j.

WYKONANIE:

Przygotowa¢ alkaliczny roztwoér acetyloacetonu przez dodanie 100 pl acetyloacetonu
do 4,9 ml Na,CO;. Do 1 ml roztworu chlorowodorku glukozoaminy (0,01%) oraz do
1 ml roztworu glukozy dodaé¢ po 0,5 ml alkalicznego roztworu acetyloacetonu, zamie-
szaé, zamkna¢ szklanym koreczkiem i ogrzewaé¢ we wrzacej lazni wodnej przez
10 min. Lekko oziebi¢ i doda¢ po 2,5 ml 96% etanolu i po 0,5 ml odczynnika Ehrlicha
(roztwér p-dimetyloaminobenzaldehydu w HCl). Poréwna¢ wynik testu dla glukozy
i glukozoaminy.

4.1.6. Odczyny redukcyjne

Cukry proste w roztworach obojetnych lub slabo kwasnych wystepuja w formach
pier§cieniowych, w ktérych grupa aldehydowa lub ketonowa cukru jest zaangazowa-
na w tworzenie wigzania p6lacetalowego. W §rodowisku zasadowym lub silnie kwa-
$nym formy pierécieniowe przechodza w formy laficuchowe i powstajace wolne gru-
py aldehydowe lub ketonowe moga ujawni¢ swoje wlasciwosci redukujgce. W disa-
charydach, w ktérych w polaczeniu pomiedzy monosacharydami nie uczestniczy
wegiel anomeryczny jednego z monosacharydow (maltoza, laktoza), mozliwe jest
otwarcie pierScienia tego monosacharydu i odtworzenie wolnej grupy karbonylowej,
przez co cukier wykazuje wlasnosci redukujace. Sacharoza nie wykazuje wlasnosci
redukujacych, gdyz jest polaczeniem glukozy i fruktozy, w ktérym wigzanie O-gliko-
zydowe zostalo utworzone pomiedzy anomerycznymi atomami wegla obu monosa-
charydow.

Wilasciwosci redukujace stanowia podstawe wielu metod analitycznych, stluzagcych
do wykrywania i ilociowego oznaczania cukrow. Najbardziej znane proby polegaja
na redukgcji przez cukier kationéw metali (Cuz* — préba Fehlinga, Benedicta, Trom-
mera, Barfoeda; Bi3+ — proba Nylandera; Ag* — proba Tollensa). Cukry redukujace
kationy metali same utleniajg si¢ do kwasow cukrowych. Aldozy utleniaja sie do kwa-
so6w aldonowych, natomiast bardziej skomplikowane utlenianie ketoz prowadzi do
rozbicia czasteczki i powstania mieszaniny kwasow.
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4.1.6.1. Odczyn Fehlinga

ZASADA:

W odczynie Fehlinga redukgji ulega Cu?* do Cu*. Uzywa sie odczynnika Fehlinga I, ktory za-
wiera CuSO, oraz odczynnika Fehlinga II, ktory zawiera NaOH i winian sodowo-potasowy.
Winian sodowo-potasowy zapobiega wytrgcaniu si¢ osadu Cu(OH),, co moze nastgpié przy
malej iloéci cukru. SAl ta wigze jony Cuz* tworzac kompleksowg s6l kwasu winowego.

CuSO,4 + 2NaOH — Cu(OH), + Na;SO,

?OONa ?oom
HC—OH HC—O~_
| + CuOH), — | Cu + 2H,0
H(l:—OH H(l:—o/
COOK COOK
H $00Na OH COONa
| I
c=0 HC— O~ cC=0 HC—OH
+ | Cu — | + | + Cu20l
H(IJ—OH HC—O0” H(|3—OH HC—OH
I
COOK R COOK
WYKONANIE:

W jednej prob6wce zmiesza¢ 1 ml roztworu Fehlinga I i 1 ml roztworu Fehlinga II.
Do drugiej probowki nala¢ 2 ml 1% roztworu glukozy i zawarto$é obu probowek
ogrzewaé do wrzenia. Oba roztwory zlaé razem. Pojawia sie zabarwienie lub brunat-
noczerwony osad wydzielonego Cu.O.

4.1.6.2. Odczyn Barfoeda
(odréznienie cukréw prostych od dwucukréw redukujacych)

ZASADA:

Odczyn ten stanowi modyfikacje reakcji Fehlinga. Redukcje jon6w miedzi prowadzi si¢
w $rodowisku slabo kwasnym (rozcieficzony roztwér kwasu mlekowego), w ktorym
redukcja przebiega wolniej niz w Srodowisku zasadowym. Ponadto, w tych warunkach
redukcja jonéw miedzi (II) przebiega znacznie szybciej w $érodowisku cukréw prostych
niz w obecno$ci dwucukréw redukujacych, a wiec dobranie odpowiednich warunkéw
reakcji pozwala na rozréznienie pomiedzy tymi dwoma grupami zwigzkéw.

WYKONANIE:

Do jednej prob6wki odmierzyé 1 ml roztworu glukozy, do drugiej 1 ml roztworu mal-
tozy, a do trzeciej 1 ml roztworu sacharozy. Do wszystkich probéwek dodaé po 2,5 ml
odczynnika Barfoeda (roztwér octanu miedzi (II) w kwasie mlekowym) i probowki
ogrzewaé we wrzacej lazni wodnej. W probéwce zawierajacej cukier prosty ceglasto-
czerwony osad Cu,O wytraca sie po okolo 3 min, w probéwce zawierajacej maltoze
po okolo 15-20 min, a w probdwce zawierajacej sacharoze nie wytraca sie w ogole.
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4.2. Analiza jakosciowa polisacharydow

4.2.1. Reakcja skrobi i glikogenu z jodem

ZASADA:

Skrobia i glikogen w obecno$ci jodu pierwiastkowego tworza barwne polaczenia.
Tworzenie tych polaczen polega na adsorpcji jodu na powierzchni koloidowych cza-
steczek tych homoglikanéw, w wyniku czego drobiny jodu wystepuja w specjalnym
stanie rozproszenia. Skrobia w opisanych warunkach tworzy z jodem polaczenie fio-
letowoniebieskie, za$ glikogen — brunatnoczerwone.

WYKONANIE:

Do jednej probowki wlaé 2 ml roztworu skrobi, a do drugiej 2 ml roztworu glikogenu.
Do obu probéwek doda¢ po 1 kropli silnie rozcieficzonego roztworu jodu w jodku po-
tasu (plyn Lugola — barwa stomkowa).

4.2.2. Wpltyw temperatury na reakcje skrobi i glikogenu z jodem

ZASADA:

Barwa skrobi i glikogenu z jodem jest trwala w temperaturze pokojowej. W podwyz-
szonej temperaturze, ze wzgledu na zmiane struktury przestrzennej czasteczki skrobi
i glikogenu, adsorpcja jodu nie jest mozliwa i barwa zanika.

WYKONANIE:

Probowki z poprzedniego éwiczenia zawierajace skrobie i glikogen, zabarwione jo-
dem, ogrza¢ do wrzenia. Barwa zanika. Powraca ona po ozigbieniu probowek, po-
czatkowo w letniej, a nastepnie w zimnej wodzie.

ODCZYNNIKI:

1% wodne roztwory cukréw: D-arabinozy, D-galaktozy, D-glukozy, D-fruktozy, man-
nozy, sacharozy, glukozoaminy; 1% wodne zawiesiny skrobi i glikogenu; 10% roztwor
a-naftolu w 95% etanolu; 0,2% roztwér antronu w stezonym H,SO,; rezorcyna in
substantia; odczynnik orcynowy (100 mg FeCly-6H,0, 1 g orcyny w 100 ml stezonego
HCl); 0,25 M Na,COj; acetyloaceton; odczynnik Ehrlicha (2% p-dimetyloamino-
benzaldehyd w 20% HCI); odczynnik Fehlinga I (86,6 g CuSO,-5H,O rozpuscié
w wodzie do objetosci 2,5 1, dodaé 2,5 ml stezonego H,SO,); odczynnik Fehlinga II
(rozpusci¢ osobno 432,5 g winianu sodowo-potasowego i 175 g NaOH, zmieszaé
i uzupelnié woda do 2,5 1); odczynnik Barfoeda (48 g Cu(CH;COO). rozpuscié w goo
ml H,0, doda¢ 50 ml 8,5% kwasu mlekowego, uzupelni¢ woda do 11 i przesaczyc);
roztwor jodu w jodku potasu (ptyn Lugola, 15 g KJ rozpuscié w 500 ml wody, dodaé
6,5 g jodu i mieszaé az do calkowitego rozpuszczenia sie jodu).

MATERIALY 1 SPRZET LABORATORYJNY:
Kuchenka elektryczna (aznia wodna, 100°C).
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