Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

SACHARIDY

Sacharidy jsou vyznamnou a rozsahlou skupinou pfirodnich latek. Pro zivé soustavy
jsou dilezitymi substraty, v nichz je ulozena chemicka energie, vpravend do nich
v procesu fotosyntetické asimilace. Jsou biologickymi prekurzory lipidi, bilkovin a
jinych slozek zivé hmoty. Nékteré sacharidy jsou latky zésobni, jiné tvoii podptrna
pletiva rostlin. Tvoti az 75 % vahy suchého rostlinného téla. Spole¢né s tuky a
proteiny jsou zivinami pro zivo€ichy vcetné lidi.

Sacharidy jsou polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony snejméné tremi
alifaticky vazanymi uhlikovymi atomy a také slouceniny, které se znich tvofi

vzajemnou kondenzaci za vzniku acetalovych vazeb. Jsou slozeny z uhliku, kysliku a

vodiku, vyjimeéné obsahuji v molekule dusik nebo siru.

Sacharidy se déli podle velikosti molekuly na:

e monosacharidy, jsou sloZzeny z jedné cukerné jednotky a hydrolyticky se nestépi;

e oligosacharidy, jsou slozeny ze dvou az deseti monosacharidi vzajemné
spojenych glykosidovymi (poloacetalovymi) vazbami;

e polysacharidy, sestavaji z vice nez deseti stejnych nebo riznych monosacharidi;

e sloZzen¢ sacharidy, obsahuji jesté napt. lipidy, proteiny nebo peptidy.

1. Monosacharidy

Monosacharidy se rozd€luji podle povahy karbonylové skupiny na aldosy a ketosy,
podle poctu atoma uhliku na triosy, tetrosy, pentosy, hexosy, resp. heptosy. Tato

oznaceni mohou byt spojena, napt. glukosa je aldohexosa, ribulosa je ketopentosa.

Konfigurace monosacharidli je oznacovana prefixem D nebo L a je odvozena podle
orientace hydroxylové skupiny nejvzdalenéjsi od karbonylové skupiny. Je-li
orientovana doprava, patii do fady D, je-li vlevo, patii do fady L. VétSina pfirodnich
monosacharidil patii do D-fady (mimo L-rhamnosu, L-arabinosu, L-fukosu). Oznaceni
D, L nesouvisi s optickou otacivosti, ktera se vyjadiuje znaménky (+) pro pravotoCive,

(-) pro levotocivé. Typické vlastnosti cukrii zacinaji u tetros.
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

CHO CHO
(|CHOH)n (CHOH)n
H—C—OH HO—C—H
CH,OH CH,OH
D-fada L-fada

Fischerova projekce D- a L-sacharidd

Aldehydy a ketony reaguji s alkoholy za vzniku poloacetali. Reakci poloacetalu
s dal$i molekulou alkoholu za odstépeni molekuly vody vznikaji acetaly. Jde o reakei,

ktera odpovida tvorb¢ glykosidi.

?H HOH H\ //O HOR’ CI)H HOR™" (IDR”
H-C-OH = ¢ == H-C-OR —~> H-C—OR
R R ?
hydrat aldehydu aldehyd poloacetal acetal

Intramolekularni adici jedné z hydroxylovych skupin (priméarni nebo sekundarni
hydroxylové skupiny) na karbonylovou skupinu vznikaji ze sacharidii spontanné
cyklické poloacetaly. Tyto cyklické formy tvofi ptfednostné SestiClenny, piipadné
péticlenny kruh. Struktury s pétiClennym kruhem se nazyvaji furanosy, se
Sestilennym kruhem pyranosy.

Na uhliku karbonylové skupiny (u aldos uhlik C-1, u ketos C-2) vznikd nové chiralni
centrum. Uhlik karbonylové skupiny se oznacuje jako anomerni uhlik, nové vytvofena
hydroxylovéd skupina na anomernim uhliku je anomerni hydroxylova skupina
(poloacetalova hydroxylova skupina) a odpovidajici dvojice izomerl jsou anomery.
Pro oznaceni konfigurace substituentli na anomernim uhliku se pouZzivaji konfigura¢ni
prefixy a a B. Ty udévaji relativni konfiguraci vici chirdlnimu atomu uhliku, ktery
urcuje prislusnost k fadé D nebo L. Anomer o mé& shodnou konfiguraci, anomer 3
opacnou. Kazdy z obou anomerti mé odlisné chemické a fyzikalni vlastnosti — teplotu

tani, rozpustnost a zejména optickou otacivost.

CH,OH
H O_ oH
H
OH H
s OH H
H OH H  OH
o-D-glukopyranosa B-D-glukopyranosa
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

V krystalickém stavu existuji monosacharidy vyhradné v cyklickych strukturach, tedy
jako a- nebo B-anomery. Po rozpusténi dochazi v roztoku po urcité dob¢ k ustanoveni
rovnovazného stavu mezi o- a B-anomerem a ke zmén¢ optické rotace, kterd je pro
kazdy monosacharid charakteristickd. Tento jev se oznacuje jako mutarotace. Pokud
se napt. krystalickd a-D-glukosa rozpusti ve vodé¢, opticka otacivost roztoku se
pozvolna méni z ptivodni hodnoty + 112 °, az dosahne hodnoty + 52 °. Tato zména
optické otacivosti je vysledkem vytvofeni rovnovazné smési obsahujici pfi teploté
20 °C 67 % B-anomeru a 33 % a-anomeru. Latky vykazujici mutarotaci jsou ¢asto
charakterizovany hodnotami pocatecni a konecné rotace, napt. [a]p + 112 © — 52 °.
Mutarotaci vykazuji rovnéz oligosacharidy, majici v molekule monosacharid s volnou

poloacetalovou, tj. anomerni hydroxylovou skupinou.

V metabolicky aktivnich rostlinnych tkanich je mutarotace sacharidi obsahujicich

vazanou glukosu a galaktosu katalyzovana mutarotasou (aldosa 1-epimerasa).

CH,OH CH,OH CH,OH
o OH O OH
- H
— . N
A\
OH [o)
a-D-glukopyranosa acyklicka forma B-D-glukopyranosa
[a],+ 112 ° [a],+19°

rovnovazny roztok
[a],+50°

D-fruktosa jako vétSina volnych sacharidii tvofi pfednostné pyranosovy kruh.
Furanosova forma fruktosy se vyskytuje pouze v oligosacharidech (sacharosa),

v polysacharidech (inulin) a v nékterych fosfore¢nych esterech sacharidu.

B-D-fruktopyranosa B-D-fruktofuranosa
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

Cyklické formy sacharidi nejsou rovinnymi utvary. NejCastéji se vyskytujici

(termodynamicky nejvyhodnéjsi) konformaci pyranos jsou konformace zidlickové.

H
6
H CH,0H o
H
OH
OH
H H
a-D-glukopyranosa B-D-glukopyranosa

2. Oligosacharidy

Oligosacharidy jsou sloZeny ze dvou az deseti molekul monosacharidl, vazanych a-
nebo B-glykosidickou vazbou. Podle poctu stavebnich jednotek se oznacuji jako
disacharidy, tri-, tetra- az dekasacharidy. Mohou byt hydrolyzovany kyselinami nebo
enzymaticky na monosacharidy. Oligosacharidy jsou glykosidy, v nichz je
»aglykonem* molekula jiného sacharidu. Proto se také nazyvaji homoglykosidy.
Nejcastéji se v oligosacharidech vyskytuji hexosy. Disacharidy se tvotfi kondenzaci
a- nebo B-anomerni hydroxylové skupiny monosacharidu s libovolnou hydroxylovou
skupinou jiného monosacharidu. Pii vzdjemné kondensaci dvou poloacetalovych
hydroxylovych skupin neobsahuje vznikly disacharid volnou anomerni hydroxylovou
skupinu a je proto neredukujici (napf. trehalosa a sacharosa). V kazdém jiném piipadé
vznikd redukujici disacharid, ktery stejné jako vychozi monosacharid vykazuje

v roztocich mutarotaci a vyskytuje se jako a- nebo -anomer (napf. maltosa a laktosa).

Sacharosa je slozena z D-glukosy a z D-fruktosy. Fruktosa je zde pfitomna ve své
stalé furanosové formé, proto se sacharosa $té€pi jiz velmi zfedénymi kyselinami na
glukosu a fruktosu. Tento pochod se nazyva inverze, dochdzi pfi ném ke zméné
optické otacivosti. Smés po hydrolyse (invertni cukr) je vedle sacharosy hlavni

slozkou medu.

Z trisacharidii je nejvice v pfirodé rozSifena rafinosa, jejim hlavnim zdrojem je
cukrova fepa. Nemd redukéni vlastnosti a po hydrolyse poskytuje D-glukosu, D-

fruktosu a D-galaktosu.
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

CHzOH CHZOH

OH
HOH2

a,o-trehalosa sacharosa
neredukujici disacharidy
CH,0H

CH,OH CH,OH

sy @@"

OH maltosa OH laktosa

redukuijici disacharidy

3. Kvalitativni analyza sacharidi

Chemické vlastnosti sacharidii jsou podminény cetnymi hydroxylovymi skupinami.
Jako slouceniny s mnoha hydroxyly jsou sacharidy snadno rozpustné¢ ve vode¢,
nerozpustné v organickych rozpousStédlech a tucich a chutnaji sladce. Skupiny
aldehydické (a ketonické u ketos) se neprojevuji; jednoduché barevné reakce na
aldehydy jsou negativni, protoze v roztoku neni prakticky pfitomen aldehyd, nybrz

jen poloacetalova forma sacharidu.

Funkcni derivaty hydroxylovych skupin

Alkoholické skupiny mohou byt esterifikovany. Toho se vyuziva k charakterizaci
sacharidli nebo k blokovani urcitych hydroxylt esterifikaci. V biochemii maji zvlastni

vyznam estery kyseliny fosfore¢né.

Alkoholické skupiny mohou tvofit ethery. Tvorba etherti (napf. s dimethylsulfatem a
hydroxidy) mad vyznam pi1 objasiovani konstituce sloZzenych sacharidii. Mimotradné
reaktivni je poloacetalovy hydroxyl na prvém uhliku u aldos. Slouceniny od ného

odvozené jsou glykosidy.

Derivaty karbonylové skupiny

Sacharidy nedavaji mnohé z reakci na aldehydy a ketony, protoze aldehydy jsou
pfitomny v rovnovazném stavu pouze ve zlomcich procenta. Lze je vSak dokdzat

pomoci urcitych reakci, jako je napt. tvorba oximi. Z hlediska identifikace sacharidi
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

je dulezitd reakce s fenylhydrazinem nebo substituovanych fenylhydrazinem,

probihajici na dvou uhlicich. Produkty této reakce se nazyvaji osazony.

H O

N 7 —
| + 3 HZN—u@ | H + NH, + HZNO + 2H,0
R | H
R
aldosa fenylhydrazin osazon

Vici kyselindm a zdsadam jsou sacharidy jen omezen¢ stalé. V kyselém roztoku se
odstépuje voda; z pentos vznika fural (furan-2-aldehyd), z hexos hydroxymethylfural,
ktery se snadno rozklada dal. Jako S§tépné produkty vznikaji nenasycené
oxoslouc¢eniny jako H3;C-CO-CHO a H3C-CO-CH=CH-CHO, které¢ jsou
zodpovédné za mnohé barevné reakce cukrii. Alkdlie ovliviiuji pfiznivé tvorbu
enolické formy; proto miize prechdzet glukosa ve fruktosu nebo mannosu, nebo

naopak.

Vsechny jednoduché, ale také mnohé slozené sacharidy piisobi jako redukéni
zkoumadla: za tuto vlastnost je zodpovédné a-ketolové uspotadani (karbonylova
skupina v sousedstvi hydroxylové). Podstatou reakce s Fehlingovym zkoumadlem je
redukce dvojmocnych iont médi v alkalickém prostiedi; reduk¢ni zkousky jsou vSak

znacné nespecifické.

Redukci karbonylové skupiny se tvofi odpovidajici vicemocné alkoholy, jako napf.

z mannosy mannitol. Sacharid pfitom reaguje v aldehydické formé.

Pti opatrné oxidaci muze dojit k dehydrogenaci poloacetalové skupiny, vznika lakton
kyseliny (v alkalickém prostiedi stl kyseliny). Lakton se miize opét redukovat na
poloacetalovou formu. Pfi energické oxidaci se oxiduje rovnéZz koncova skupina

—CH>OH a vznika dikarboxylova kyselina (napt. glukarova kyselina).

COOH CH,OH CH,OH CH,OH

OH O, 0 OH
COOH =— . .
OH OH on OH 0 OH COCH
OH OH OH OH OH
OH OH OH OH

kyselina glukarova glukosa glukonolakton kyselina glukonova
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

3.1.Analytické metody

K identifikaci monosacharidii a oligosacharidi se pouzivaji prevazné metody
chromatografické (papirova chromatografie, chromatografie na tenkych vrstvach).
Barevné reakce sacharidii s anthronem, fenoly (resorcinol, orcinol a pod.) a
kyselinami maji mens$i vyznam; nékterych se pouziva jako detek¢nich reagencii pii
postiikovani chromatogramti nebo pii stanovenich kolorimetrickych. Redukéni
metody, které se dfive pouzivaly ke kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni
sacharidil jsou postupné opoustény pro svoji nizkou specifitu.

Nejmoderngj§i techniky vyuzivaji plynovou chromatografii nebo kapalinovou

chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektroskopii.

3.2.Redukéni vlastnosti sacharidua

Monosacharidy nebo ve vodé rozpustné oligosacharidy s kratkym fetézcem
povafenim se zkoumadly zalozenymi na ‘CuSOsOH~ (napt. Fehlingovo,
Benedictovo), redukuji Cu®* ionty na Cu” ionty za vzniku cihlové-&ervené srazeniny
Cu20. Podminkou uvedené reakce je, aby sacharidy obsahovaly nebo byly schopny
poskytnout v alkalickém prostiedi (0,2 M OH") volnou aldehydickou (CHO) skupinu.
Je to pravé aldehydicka skupina, ktera redukuje Cu®" a oxiduje se na karboxylovou
skupinu (COOH). Sacharidy, které spliiuji tento pozadavek, jsou:

(1) aldotriosy s otevienym fetézcem (napi. D-glyceraldehyd)

(i1) ketotriosy s otevienym fetézcem (napi. dihydroxyaceton) a ketotetrosy (D-
erytrulosa)

(ii1)) monosacharidy aldosy a ketosy, které jsou ve vodnych roztocich ptevazné
v cyklické formé jako pyranosy nebo furanosy, které maji volnou hydroxylovou
skupinu na anomernim uhlikovém atomu (C-1 u aldos, C-2 u ketos, napi. D-glukosa a
D-fruktosa, ale ne jejich glykosidy)

(iv) ve vodé rozpustné oligosacharidy s kratkym fetézcem, které maji
monosacharidovy zbytek (aldosu nebo ketosu) s volnou hydroxylovou skupinou na

anomernim uhlikovém atomu (napf. maltosa, ale ne sacharosa).
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

Sacharidy, které patii do kategorie (i) maji volnou aldehydickou skupinu, ale ty, které
spadaji do kategorie (ii) nikoliv. Ty v pfitomnosti zfedénych alkalii (0,02 M OH" je
postacujici) podléhaji reverzibilni tautomerni izomerizaci, pii které dochazi

k pteskupeni (Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein pteskupeni).

C|:HO
H—?—OH 1
H—C—OH CH,OH
HO—C—H I | 2
3
CHO HO—C—H HO—C—H
| | |
HO—C|)—H / R R
Ho_(l:_ H 1,2-endiol ketosa
R

diastereoisomerni
aldosy
R = zbytek molekuly

Sacharidy skupiny (iii) v krystalickém stavu existuji vyhradn¢ bud’ jako a- nebo B-
anomer v jedné zjejich cyklickych forem. Ve vodnych roztocich podléhaji
mutarotaci, takze existuji v rovnovazné smeési a- a B-anomerd a v acyklické formé.
Dosazeni rovnovazného stavu v Cist¢ vodé je pomalé, avSak téméf okamzité
v pfitomnosti OH™ iontd. Mutarotace aldos tudiz vytvafi volny aldehyd, acyklickou
formu sacharidu, kterd je nezbytna pro redukci Cu?". Na druhé strané, mutarotace
ketos vytvaii acyklickou formu s volnou ketoskupinou, kterd mize redukovat Cu®" az
po Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein pfeskupeni, pii kterém jsou reverzibilné
generovany acyklické izomerni formy.

Nicméné, relativné vysoka koncentrace hydroxylovych ionti ve Fehlingové a
Benedictové zkoumadle zapficinuje tvorbu volného aldehydu a sacharidu s otevienym
fetézcem (z cyklické formy aldos a ketos) a déale poskytuji pfeskupenim nejen 1,2-
endioly, ale také 2,3-endioly a 3,4-endioly, které jsou v pievladajicich podminkach
nestalé. Ty pak poskytuji fadu nizSich aldehydt jako formaldehyd, glykolaldehyd a
glyceraldehyd, které jsou zodpovédné za redukci Cu®*. To také vysvétluje, pro¢ maji

pentosy a hexosy stejnou redukéni silu jako nizkomolekularni aldehydy.
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‘CHon
CH,OH H—C—OH
HCHO
formaldehyd CHO cHo
glykolaldehyd glyceraldehyd
1
(‘)HO L HfoOHJ CH,0H (‘)HZOH (‘DHZOH CH,OH
H—C—OH 2‘CfOH c=0 | 2C*OHJ H*C‘:fOH H—C—OH
3 ) T e
HO-C—H == HO—C—H == jo—Cc—H ==HO—C = 0=C = ‘c_oH
\ \ ‘ \ \ R
H*?*OH H—(‘:—OH HO—C—H H—‘C—OH H—c‘:—OH c‘;—oH
R R R R R R
aldosa 1,2-endiol ketosa 2,3-endiol 3-keto cukr 3,4-endiol

Lékopisy (Ph. Eur. a CL) vyuZivaji pro diikaz sacharidd jak metodu tenkovrstvé

chromatografie, tak barevné reakce, zaloZené na vySe uvedenych principech.

3.3.Zkousky totoZnosti sacharidi podle CL 2009

3.3.1.Tenkovrstva chromatografie Glucosum anhydricum — glukosa bezvoda (CL

2009) (uvedeno jako piiklad)

Provede se tenkovrstva chromatografie za pouziti vrstvy silikagelu G.

Zkouseny roztok: 10 mg se rozpusti ve smési objemovych dilii vody a methanolu (2 +
3) a zfedi se stejnou smési na 20 ml.

Porovnavaci roztok (a): 10 mg glukosy se rozpusti ve smési objemovych dilit vody a
methanolu (2 + 3) a zfedi se stejnou smési na 20 ml.

Porovnavaci roztok (b): 10 mg glukosy, 10 mg laktosy, 10 mg fruktosy a 10 mg
sacharosy se rozpusti ve smesi objemovych dili vody a methanolu (2 + 3) a zfedi se
stejnou smesi na 20 ml.

Na vrstvu se nanese oddélené po 2 pl kazdého roztoku a nanesené skvrny se ditkladné
vysu$i. Vyviji se ve smési objemovych dili vody, methanolu, kyseliny octové
bezvodé a dichlorethanu (10 : 15 : 25 : 50) po draze ptesahujici 15 cm. Rozpoustédla
maji byt odmétfena piesné, 1 maly prebytek vody mize zptisobit zakal. Vrstva se ususi
vproudu teplého vzduchu. Vyvijeni se opakuje v Cerstvé pfipravené smeési
rozpoustédel. Vrstva se opét ususi v proudu teplého vzduchu, rovhomérné se postiika
roztokem 0,5 g thymolu ve smési slozené z 5 ml kyseliny sirové 95-97% a 95 ml lihu
96% a zahtiva se 10 minut pii 130 °C. Hlavni skvrna na chromatogramu zkouseného
roztoku odpovidd polohou (Rfr), zbarvenim a velikosti hlavni skvrné na

chromatogramu porovnavaciho roztoku (a).
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Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

Zkousku lze hodnotit, jestlize na chromatogramu porovnavaciho roztoku (b) jsou Ctyfi

zieteln¢€ oddé€lené skvrny.

Pripravte 20 ml 2% roztoku sacharidii (glukosa, laktosa, fruktosa, galaktosa, xylosa)
ve smési objemovych dilii vody a methanolu (2 + 3) a provedte vyse popsanou

chromatografickou analyzu.

3.4.0Oxidace sacharidi ionty kovii

Tyto reakce davaji redukujici sacharidy. Ty redukuji v alkalickém prosttedi soli
méd’naté, stiibrné, bismutité nebo rtutnaté na slouceniny o niz$im mocenstvi,

popiipad¢ az na kovy.

Pripravte 25 ml 2% vodného roztoku zkoumaného cukru a proved’te zkousky s

nasledujicimi ¢inidly a roztoky.

3.4.1. Fehlingovo zkoumadlo — komplexni méd’'nata sil

Ptipravte v Case potteby smichanim Fehling I (roztok krystalického siranu méd’natého
ve vod¢€) a Fehling II (roztok hydroxidu sodného a vinanu sodno-draseln¢ho ve vodg)
v poméru 1:1. 2 ml zkoumadla se zahtivaji s 2 ml cukerného roztoku. V pfitomnosti
redukujiciho sacharidu vzniké Cervenooranzové nebo zelené zbarveni nebo srazenina
oxidu médného (Cu20). Barva je zavisld na teploté, Casu a velikosti krystal
vylouc¢eného oxidu.

CHO CIJOO H

—_—

[ + Cu,0 + H,0
Cl:HOH ?HOH

2 Cu(OH), +

3.4.2. Barfoedovo zkoumadlo — roztok octanu méd’natého

Toto zkoumadlo je redukovano pouze monosacharidy. Redukce octanu médnatého
redukujicich disacharidd, které jsou pomérné mensi nez redukéni schopnosti
monosacharidi, nesta¢i pro vylouceni oxidu méd'ného. Slouzi k rozliseni redukujicich
monosacharidii od redukujicich disacharidi. 2 ml zkoumadla se zahtivaji s2 ml

cukerného roztoku.
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3.4.3. Tollensovo zkoumadlo — komplexni amoniakalni sil stiibra [Ag(NH3)2]*
Zkoumadlo pfipravime smichanim 1 ml 5% AgNOs; s nékolika kapkami 5% vodného
roztoku hydroxidu sodného. Vylouc¢eny Ag,0O se rozpusti ve 2% hydroxidu amonném
(nadbytek snizuje citlivost zkoumadla). Ke zkoumadlu piidame 1 ml roztoku vzorku,
protfepeme a nechame 10 minut stat. Pokud se roztok nezakali vylou¢enym stiibrem,
slabé zahtejeme. Pokud ani tehdy nedojde k vyloucenti sttibra, je reakce negativni. Po
provedeni reakce obsah zkumavek ihned vylijte! Tato reakce neni specifickd pro
cukry, reaguji 1 jiné snadno se oxidujici latky (vicesytné fenoly, aminofenoly,
aromatické aldehydy).
2 Ag'[NH3]2 + R-HCO — 2 Ag’ + R-COO'NH4" + 3NH3 + H,0O

3.4.4. Nylanderovo zkoumadlo - komplexni bismutita sil (Bi(OH):NO3 + vinan
sodno-draselny + NaOH)

Principem je oxidace sacharidii alkalickym roztokem soli trojmocného bismutu. V

ptitomnosti redukujicich cukrii se vylouci bismut. 2 ml cukerného roztoku se povari

s 1 ml zkoumadla. Roztok tmavne vylou¢enym bismutem.

3R-CHO +2 Bi** +3H,0 — 3R-COOH +2Bi+ 6 H"

3.4.5. Boettgerova reakce
K 1 ml roztoku zkouSeného cukru se pfidd nékolik krystalii zasaditého dusi¢nanu
bismutit¢tho a nékolik kapek 10% hydroxidu sodného. Nejprve se objevi bild

srazenina hydroxidu bismutitého, ktery se redukuje varem na ¢erny bismut.

3.4.6.Nitrochromova reakce

Je zalozena na oxidaci daného typu sacharidu kyselinou dusi¢nou a chromanem
draselnym. Chroman se pfi reakci redukuje na chromnatou sil. Zatimco hydratovany
chromanovy aniont CrO4% je 7luty, hydratovany chromnaty kation Cr** je modry. Ke
2 ml vzorkli sacharid pfidejte opatrné 3 ml kyseliny dusi¢né a 5 kapek roztoku

chromanu draselného.
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3.5.Barevné reakce sacharidu

Sacharidy davaji barevné reakce s fenoly v prostiedi silnych mineralnich kyselin.
Pisobenim kyselin dochazi k dehydrataci spojené se ztratou jedné az tfi molekul vody
a vzniku derivatl furanu a pyranu (z pentos furfural, z methylpentos 5-methylfurfural
a z hexos 5-hydroxy-methylfurfural). Rychleji reaguji pentosy a ketohexosy, kdezto
aldohexosy, které uvolfiuji jen nepatrné mnozstvi hydroxyfurfuralu, obvykle
nereaguji. Z 6-deoxypentos, jako je  L-rthamnosa, vznikd 5-methyl-2-
furankarbaldehyd. Derivaty furfuralu se zCasti opét $tépi a vytvari nizsi aldehydy.
Aldehydy kondenzuji s fenoly za vzniku barevnych produkti. Jako fenolova latka se
pouziva: o-naftol, resorcinol, floroglucin a orcin. Pribéh reakci neni jesté zcela
vyjasnén.

0O
o h " HOOC\ /COCHa HO  H o

O
c. — » C C,
2-furankarbaldehyd (furfural) kyselina levulova  5-hydroxymethyl-2-furankarbaldehyd

3.5.1. Molischova zkouSka (reakce s a-naftolem)

K 1 ml cukerného roztoku pfidejte 1-2 kapky methanolického roztoku a-naftolu, poté
opatrné podvrstvéte 1 ml koncentrované kyseliny sirové. V ptitomnosti sacharidi se
vytvaii na rozhrani vody a kyseliny Cervenofialovy prstenec. Po promichani se

kapalina zbarvi tmavofialové, zfedénim se vylou¢i modrofialové sraZenina.

3.5.2.Selivanovova zkouska (reakce s resorcinolem)
K 1 ml vzorku pfidejte 1 ml roztoku resorcinolu v koncentrované kyseliné
chlorovodikové a postupné zahfivejte. Ketosy davaji Cervené zabarveni, aldosy

nereaguji.

3.5.3. Anthronova zkouska (reakce s anthronem)

K 1 ml vzorku opatrné pfidejte 1 ml roztoku anthronu (0,1% roztok anthronu v
H>S04), aby vznikly dvé vrstvy. Pokud vznika na rozhrani modré nebo modrozelené
zabarveni, je reakce pozitivni. Nekteré deoxycukry davaji s timto zkoumadlem

¢ervené zbarveni.
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3.5.4.Reakce s octanem olovnatym
2 ml roztoku zkouSeného sacharidu se zahfivd se 2 ml 10% octanu olovnatého.
Nejprve se objevi zluté zabarveni. Po pfidani roztoku amoniaku vznikd sraZenina

hydroxidu olovnatého.

3.6.Kvantitativni stanoveni cukru

Metody stanoveni sacharidl jsou zalozeny na stejnych principech jako jejich metody
kvalitativni. NejCastéji se vyuziva redukcnich vlastnosti cukrti a reakéni produkty se
stanovuji titratné nebo gravimetricky. Barevnych reakci se vyuziva pii stanoveni
kolorimetrickém. Sacharidy lze stanovit taktéz metodami fyzikalné-chemickymi,

napf. polarograficky, polarometricky, poptipadé se stanovuji metodami biologickymi.

3.7.Testované substance a drogy

3.7.1. Glucosum monohydricum — Glukosa monohydrat (CL 2009)
Monohydrat (+)-D-glukopyranosy
Bily, krystalicky praSek. Ma sladkou chut. Snadno rozpustnd ve vodé¢, mirné

rozpustna v ethanolu 96% a nerozpustna v chloroformu.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, pfidaji se 3 ml vinanu médnatého (Fehlingovo
zkoumadlo) a zahfteje se; vznikne Cervena srazenina.

2. 0,1 g se rozpusti v 5,0 ml roztoku octanu méd’natého a povaii se. Vylucuje se
oranzov¢ cervena sloucenina (odliSeni od laktosy) (viz reakce s Barfoedovym
zkoumadlem).

3. 1 ml roztoku glukosy se zahiiva s 1 ml alkalického roztoku kyseliny pikrové.
Vznika Cervend kyselina pikraminova (reaguje také fruktosa a laktosa).

Priprava alkalického roztoku kyseliny pikrové: 9,5 ml 1% kyseliny pikrové (2,4,6-
trinitrofenol) se smichd s 0,5 ml 10% roztoku hydroxidu sodného a zfedi se 10 ml

methanolu (pfiprava pro cely pracovni stil).
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3.7.2. Galactosum — Galaktosa (CL 2009)

Je to D-galaktopyranosa (diastereoizomer glukosy, lisi se konfiguraci na uhliku C4)
Bily, krystalicky nebo jemné granulovany prasek. Snadno rozpustnd ve vodé, velmi
téZce rozpustna v ethanolu 96%.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, pfidaji se 3 ml vinanu médnatého (Fehlingovo

zkoumadlo) a zahfteje se; vznikne oranzova nebo ¢ervena srazenina.

3.7.3. Fructosum — Fruktosa (éL 2009) (syn. levulosa)
(-)-D-arabino-hex-2-ulopyranosa
Bily, krystalicky praSek, chuti velmi sladké. Snadno rozpustnd ve vodé, dobie

rozpustna v ethanolu 96% a nerozpustna v chloroformu.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, ptidaji se 3 ml vinanu méd’natého (Fehlingovo
zkoumadlo) a zahteje se; vznikne Cervena srazenina.

2. 5 g se rozpusti ve vod¢ a zfedi se ji na 10 ml. 0,5 ml tohoto roztoku se smicha
s 0,2 g resorcinolu a 9 ml kyseliny chlorovodikové zfedéné a zahtiva se 2 minuty na
vodni lazni; vznika Cervené zabarveni.

3. 1 ml roztoku vanilinu v HCI po zahtati s I ml zkouSeného vzorku déva Cervené

zbarveni.

3.7.4. Xylosum — Xylosa (CL 2009)

Je to (+)-D-xylopyranosa, (syn. dfevni cukr)

Siroce zastoupend pentosa ve dievé rostlin ve formé xylani. Existuje ve formé
pyranosy 1 furanosy, stejné¢ jako ve formé volného aldehydu. Neni zkvaSovana
kvasinkami.

Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g se rozpusti v 10 ml vody, pfidaji se 3 ml vinanu méd’natého (Fehlingovo

zkoumadlo) a zahfeje se; vznikne oranzova nebo Cervend srazenina.

3.7.5. Xylitolum — Xylitol (CL 2009)
Je to meso-xylitol. Vznika redukei xylosy. Opticky inaktivni Cs cukerny alkohol.
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Bily krystalicky prasek nebo krystaly. Je velmi snadno rozpustny ve vodé a mirné
rozpustny v ethanolu 96%. Xylitol je wvedlej§i produkt dfevni sacharifikace
(cukernaténi, zcuktfeni). Ma polovinu sladivosti sacharosy a vykazuje laxativni

udinek.

3.7.6. Mannitolum - Mannitol (CL 2009)

D-mannitol

Bily, krystalicky prasek, sladké chuti. Snadno rozpustny ve vodé, velmi tézce
rozpustny v ethanolu 96%. Je polymorfni. Pfitomny v droze Manna, coz je zaschla
Stava, vytékajici po nafezani klry stromu Fraxinus ornus L. — jasan zimnaf,
Oleaceae.

Zkousky totoznosti:

1. K5 ml 2% vodného roztoku vzorku ptidejte 1 ml 5% Na>CO3 a 3 ml KMnOs.
Smés zahtivejte 2 minuty na vodni 14zni, zfiltrujte a pfidejte stejny objem Fehlingova
zkoumadla. Povatenim se vylucuje oranZové Cervend sraZzenina oxidu médného CuzO.
Cukerny alkohol se oxiduje manganistanem draselnym na aldehyd, ktery vykazuje
redukéni schopnosti.

2. 1 g vzorku se rozpusti v destilované vod€ prosté CO; a doplni se na 10 ml
(roztok A). K 3 ml Cerstvé pfipraveného roztoku pyrokatecholu (10 g/100 ml) se za
chlazeni ve vodni lazni s ledem pfidd 6 ml konc. kyseliny sirové. K 3 ml ochlazené
smesi se prida 0,3 ml roztoku A a asi 30 sekund se opatrné zahtiva nad plamenem.

Roztok se zabarvi ruzoveé.

3.7.7.Lactosum anhydricum — Laktosa bezvoda (CL 2009)

MIlécny cukr, B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-B-D-glukopyranosa; nebo smés [-D-
galaktopyranosyl-(1—4)-B-D-glukopyranosy a [-D-galaktopyranosyl-(1—4)-a-D-
glukopyranosy.

Bily krystalicky prasek sladké chuti. Snadno, ale pomalu rozpustna ve vodé, prakticky
nerozpustna v ethanolu 96%.

Zkousky totoZnosti:

1. Asi 0,25 g laktosy se rozpusti v 5 ml vody a ptidé se 5 ml 17,5% amoniaku. Roztok

zahtfivame na vodni lazni pti 80 °C, vznikne Cervené zbarveni.

15z19



Farmakognosie II, Cviceni 1 — monosacharidy a oligosacharidy

2. Oxidaci kyselinou dusi¢nou vznikd ve vodé¢ malo rozpustna kyselina slizova
(kyselina galaktarova). Jde o test specificky pro galaktosu.

3. 0,5 g octanu sodné¢ho a 0,5 g fenylhydrazinu rozpustime ve 2,5 ml vody a
zahfivdme na vodni lazni do Uplného rozpusténi. Poté ptiddme vzorek cukru a
zahfivdme 30 minut na vrouci vodni ldzni. Po intenzivnim ochlazeni dochézi
k vylucovani krystalii fenylosazonu.

S prebytky fenylhydrazinu ve vodném prostfedi tlumeném octanovym pufrem
vznikaji osazony, které predstavuji vhodnéjsi derivaty pro identifikaci cukri. Jako
voditko pfi identifikaci mize slouzit i rychlost tvorby osazonti a jejich rozpustnost,
kterd se podstatné lisi. Naptiklad osazony glukosy a fruktosy se vylucuji kratce po
zahtati, kdezto sacharosa vyzaduje 20-30 minutové zahiivani. Osazony laktosy a
maltosy se vylucuji az po ochlazeni. Sacharidy, které se 1i$i pouze konfiguraci skupin
na poslednich dvou uhlicich, poskytuji stejné osazony (D-glukosa, D-fruktosa, D-

mannosa).

3.7.8.Saccharosum — Sacharosa (CL 2009)

Saccharum, B-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid

Krystalky bezbarvé nebo bily krystalicky prasek, sladké chuti. Snadno rozpustna ve
vodé, téZce rozpustnd v ethanolu 96%, prakticky nerozpustna v ethanolu bezvodém.
Zkousky totoznosti:

1. 0,1 g latky s nékolika kapkami koncentrované kyseliny sirové uhelnati jiz za
chladu, na rozdil od glukosy a laktosy.

2. 1 g se rozpusti v5 ml vody, pfida se 0,15 ml cCerstvé pfipraven¢ho siranu
meédnatého (125 g/l) a 2 ml Cerstvé pfipraveného hydroxidu sodného (8,5 g/100 ml).
Roztok je modry a Ciry, povafenim se jeho vzhled neméni. K horkému roztoku se
pfidaji 4 ml kyseliny chlorovodikové (20 g 35% kyseliny v 100 ml), vafi se 1 minutu
a pak se ptidaji 4 ml hydroxidu sodného (8,5 g/100 ml); ihned vznikne oranzova

srazenina.

3.7.9.Mel — Med (CL 2009)
Produkt vznikly z kvétniho nektaru, sladkych $tév rozliénych rostlinnych organi,

enzymatickym Stépenim v Zaludku vcéely medonosné, Apis mellifera, Apidae a
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naslednym odpafenim vody, zahuSténim, a ulozenim do medonosnych pléstvi
k dozravani.

Témér bila az tmavohnéda viskozni tekutina, kterd mize byt castecné krystalizovana.
Obsahuje glukosu, fruktosu (invertni cukr), v mensi mitfe sacharosu a dalsi cukry.
Zkousky totoznosti:

1. 20% vodny roztok reaguje na lakmus slabé kysele (med obsahuje rizné organické
kyseliny napft. kyselinu jable¢nou, vinnou, stopy kyseliny mravenci. Stanim se obsah
kyselin zvySuje.

2. Piidanim nékolika kapek vodného roztoku taninu se vodny roztok medu ihned

znatelné kali pfitomnymi bilkovinami.

Zkouska na Cistotu:

5 g medu se roztira 1 minutu v tfence s 10 g diethyletheru, vyluh se pak zfiltruje a na
vlazné vodni l4zni se odpaii v porcelanové misce. Suchy odparek se provlhéi nékolika
kapkami Cerstveé pripraveného 1% roztoku resorcinolu v dymavé HCI, roztok se nesmi
zbarvit trvale ¢ervené (umely med).

Pravy véeli med se Casto ptislazuje umé€lou invertosou, ktera se pfipravuje hydrolysou
sacharosy koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. VétSinou je tato kyselina v
nadbytku, dochdzi k reakci s fruktosou za vzniku 5-hydroxymethylfuralu, ktery
snadno pfechazi do diethyletheru (na rozdil od sacharosy) a s resorcinolem reaguje za

vzniku ¢erveného zbarveni.

U nasledujicich drog zjistéte pomoci zkouSek a metodou tenkovrstvé chromatografie,

jaké sacharidy obsahuyji.

3.7.10. Malti extractum — Sladovy vytazek

Ziskavad se vyluhovanim suSeného, rozdrcené¢ho sladu, nejCastéji jeCmenného,
Hordeum vulgare L., je€men sety, Poaceae, teplou vodou (60 °C) v poméru 1:5 a
zahiiva se 15 minut pii 70-75 °C.

Obsahové latky: hlavni podil pfitomnych cukrt tvoii redukujici disacharid maltosa —
cukr sladovy. Suspenze se prefiltruje ptes vatu a v ziskaném filtratu se metodou

tenkovrstvé chromatografie dokazuji sacharidy.
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3.7.11. Ceratoniae fructus — Svatojansky chléb

Ceratonia siliqua L., rohovnik obecny, Fabaceae.

Obsahové¢ latky: sacharidy (glukosa, fruktosa, xylosa, sacharosa, D-pinitol), skrob,
pektin, vldknina, bilkoviny.

Zkousky totoznosti:

1. Praskovanou drogu (0,3 g) prelijeme 20 ml smési voda methanol (2:3) a nechame
macerovat 10 minut v kadince ptikrytou hodinovym sklickem. Suspenze se prefiltruje
pies vatu a v ziskaném filtratu se metodou tenkovrstvé chromatografie dokazuji

sacharidy.

3.7.12. Passulae minores — Hrozinky

Vitis vinifera L., réva vinnd, Vitaceae.

Hlavni obsahové latky: sacharidy.

Zkousky totoznosti:

Rozdrcené plody (3 g) prelijeme 20 ml smési voda : methanol (2 : 3) a nechame
macerovat 10 minut v kddince ptikryté hodinovym sklickem. Suspenze se prefiltruje
pfes vatu a v ziskaném filtratu se metodou tenkovrstvé chromatografie dokazuji

sacharidy.

3.7.13. Cynosbati fructus — Sipek (CL 2009) syn. Rosae pseudo-fructus

Je to ususeny nepravy plod se zbytky suchého kalicha druhu Rosa canina L., rize
Sipkova, R. pendulina L., raze previsla a jinych druhl rodu Rosa, Rosaceae, zbaveny
nazek.

Obsahové latky: nejméné 0,3 % kyseliny askorbové, pocitdino na vysuSenou drogu.
Dale jsou pfitomné cukry a karotenoidy.

Zkousky totoznosti:

1. Rozdrcené plody (3 g) ptelijeme 20 ml smési voda : methanol (2 : 3) a nechame
macerovat 10 minut v kddince ptikryté hodinovym sklickem. Suspenze se prefiltruje
pfes vatu a v ziskaném filtraitu se metodou tenkovrstvé chromatografie dokazuji

sacharidy.
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3.8.ZKkousky totoZnosti

Ptipravte vodné roztoky sacharidii (monosacharidy pentosy, hexosy, aldosy, ketosy;
disacharidy redukujici a neredukujici) a proved’te reakce uvedené vyse. Vysledky

zaznamenejte do tabulky.

Tabulka vyslednych reakci:

Sacharid Fehlingovo ¢. Barfoedovo ¢. Tollensovo ¢. Nylanderovo ¢.

Sacharid Molischova z. Selivanovova z. Anthronova z.
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