Uloha 2 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidi.
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu
A B CD E F G H (zakrouzkujte)

prilohy protokolu: chromatogram

OKRUHY K PRIPRAVE

Struktura sacharidd (monosacharidy vs. disacharidy vs. trisacharidy vs. polysacharidy). Struktura
monosacharidii (pentosy vs. hexosy, aldosy vs. ketosy). Struktura disacharidli a trisacharidd
(monosacharidové podjednotky a jejich vzajemné vazby). Redukujici vs. neredukujici oligosacharidy.
Barevné reakce sacharidi. Princip rozdélovaci chromatografie. Reten¢ni faktor. Chemické vypocty.

PRINCIP ULOHY

A. Barevné reakce sacharid.

Chemické reakce sacharidii jsou zalozeny na jejich schopnosti tvofit dehydrataci mineralnimi
kyselinami furan-2-aldehyd nebo jeho derivaty a dale na reaktivité hydroxylovych a karbonylovych
skupin sacharidl. Nékteré polysacharidy tvofi barevné klathraty s jodem. Volbou vhodné kombinace
kvalitativnich reakci Ize urcit zakladni charakteristiky neznamého vzorku. Barevné reakce sacharidi l1ze
dale vyuzit napt. pro jejich kvantitativni fotometrické stanoveni, pro jejich chromatografickou detekci,
pfipadné pro identifikaci cukernych slozek biopolymert.

1. Reakce zaloZené na tvorbé furan-2-aldehydu a jeho derivitii
Monosacharidy jsou u¢inkem mineralni kyseliny dehydratovany na furan-2-aldehyd (oznacovany také
jako furfural — tyka se pentos) nebo 5-hydroxymethylfuran-2-aldehyd (tyka se hexos). Furan-2-aldehyd
nebo 5-hydroxymethylfuran-2-aldehyd kondenzuje s fenoly nebo aromatickymi aminy (thymol, 1-
naftol, orcin, resorcin, difenylamin a jiné) za vzniku barevnych derivatd, které jsou obdobou
trifenylmethanovych barviv. Riizné sacharidy poskytuji v riznych reak¢nich prostredich riizné zbarvené
produkty. Volbou reakéniho prostiedi proto ziskavame reakce s riiznou specifitou. Pro kvalitativni
urceni sacharidu v neznamém vzorku se v této tloze vyuZzije:

- Thymolova reakce, ktera poskytuje barevny produkt se v§emi sacharidy.

- Selivanova a Rothenfusserova reakce, poskytujici specifické zbarveni pro vS§echny ketosy.

- Bialova reakce, poskytujici specifické zbarveni pro vS§echny pentosy.

Barevné reakce mohou poskytovat i oligosacharidy, polysacharidy nebo glykosidy, pokud pfi
podminkach stanoveni dochazi k jejich hydrolyze.

o]
glukosa
HCI l -3H,0
1-naftol
e ]
o -H.0 C
HOHC 0 g - HOH,C o

5-hydroxymethylfurfural



Uloha 2 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidi.
Princip ulohy

2. Redoxni reakce

Redoxni reakce sacharidli jsou zalozeny na oxidaci volné karbonylové funkéni skupiny sousedici
s hydroxylovou skupinou (a-ketol). Aldehydicka skupina aldos se pfitom oxiduje na karboxylovou,
zatimco u ketos dochazi koxidaci ketoskupiny spojené se Stépenim molekuly sacharidu.
Oligosacharidy, které nemaji volnou karbonylovou skupinu (resp. volny hemiacetalovy hydroxyl),
barevnou reakci neposkytuji. K nejpouzivanéjsim oxida¢nim ¢inidlim patii oxid méd’naty (Fehlingova
a Somogyiho reakce), soli stiibra, antimonu nebo bismutu a kyselina pikrova.

3. Reakce s jodem

Pokud ma polysacharid Sroubovicové uspofadani, pronikaji molekuly I, do dutin vytvofenych
Sroubovici a vznikly klathrat se vyznaGuje zménou fyzikalni vlastnosti (zména zbarveni). Retézce
tvofené 30-35 monosacharidovymi podjednotkami poskytuji modré zbarveni, fetézce tvorené 8—12
monosacharidovymi podjednotkami poskytuji ¢ervené zbarveni, kratsi fetézce zbarveni neposkytuji.

B. Rozdélovaci chromatografie sacharidu.

Zakladem vsSech chromatografickych metod je distribuce analyzovanych latek mezi stacionarni
a mobilni fazi na zaklad¢€ rozdilné interakce analyzovanych latek s témito fazemi.

Pti rozdélovaci chromatografii se jako stacionarni a mobilni faze pouzivaji dvé navzajem nemisitelna
nebo omezené misitelnd rozpoustédla. Aby bylo mozno docilit vzajemného pohybu dvou nemisitelnych
fazi, je nutno jednu z nich zakotvit (stacionarni faze). Stacionarni fazi byva obvykle voda, zakotvena na
hydrofilnim nosici (silikagel, $krob, celulosa apod.). Mobilni fazi je méné polarni organické
rozpoustédlo, zpravidla smés rozpoustédel s urCitym rovnovaznym obsahem vody, ktera je nutna
k tomu, aby pii eluci nedochdzelo k vymyvani stacionarni vody z nosice. Pokud se jedna o tzv.
chromatografii s reverzni fazi, ukotvuje se naopak nepolarni rozpoustédlo na hydrofobnim nosici.

Pti rozdé€lovaci chromatografii v ploSném usporadani se latky nanesou na plochu nosice s ukotvenou
stacionarni fazi, pies kterou protéka mobilni faze. Latky vice rozpustné ve stacionarni fazi se pohybuji
pomaleji, zatimco latky rozpustnéjS$i v mobilni fazi se pohybuji rychleji. Rychlost pohybu latek je
charakterizovana retenénim faktorem (Ry), ktery je definovan jako podil vzdalenosti analytu od
startu a vzdalenosti ¢ela rozpoustédla od startu. Teoreticky miize R dosahovat hodnot od 0 (latka se
pii chromatografii nepohybuje, ztistava na startu) do 1 (latka putuje soucasné s ¢elem mobilni faze).
Optimalné ma byt Rr v rozmezi 0,15 — 0,8. Jakmile dojde celo rozpoustédla k okraji plochy nosice,
proces se ukonci, chromatogram se vysusi a jednotlivé latky, nejsou-li barevné, se detekuji nejcastéji
vybarvenim skvrn latek pomoci chemickych ¢inidel. Nékdy je mozné pozorovat skvrny v ultrafialovém
svétle, radioaktivni latky 1ze lokalizovat méfenim radioaktivity apod.

V této tloze bude k identifikaci neznamého vzorku sacharidu pouzita rozdélovaci chromatografie
v plo$ném uspoiadani na tenké vrstvé silikagelu (Silufol). Stacionarni faze je polarni a tvori ji
voda vazana v silikagelu, mobilni fize je méné polarni a tvori ji smés ethylacetatu, isopropanolu
a vody. Pohyblivost sacharidii je pii rozd€lovaci chromatografii ovlivnéna predevsim velikosti
molekuly (pocet monosacharidovych podjednotek — monosacharidy vs. oligosacharidy) a po¢tem uhliki
v molekule (pentosy vs. hexosy), dale prostorovym uspofadanim hydroxylovych skupin (rozliSeni
epimerd) a jejich poctem (sacharid vs. deoxysacharid). Vliv na pohyblivost sacharidi ma dale charakter
cyklické struktury (furanosy jsou pohyblivéjsi nez pyranosy), u oligosacharidd se uplatiiuje i zpasob
spojeni podjednotek (1,4-disacharidy jsou pohyblivéjsi nez 1,6-disacharidy). Detekce sacharidii na
chromatogramu bude provedena jejich reakci s hydrogenftalatem anilinu. Aldopentosy poskytuji s touto
latkou po zahtati v kyselém prostredi intenzivni zbarveni odliSného odstinu nez aldohexosy, a ketosy se
barvi slab&ji. Redukujici oligosacharidy rovnéz poskytuji zbarveni, neredukujici oligosacharidy

zbarveni neposkytuji a nelze je touto metodou identifikovat.
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PRAKTICKA CAST A. Barevné reakce sacharidu.

Material a vybaveni:

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu obsahujici jeden z niZe uvedenych sacharidi (vysoka sklenéna
zkumavka oznacena tiskacim pismenem)

1% roztoky sacharidi (standardni vzorky): arabinosa (ara), ribosa (rib), glukosa (glc), galaktosa (gal), fruktosa
(fru), sacharosa (sac), trehalosa (tre), maltosa (mal), Skrob ($kr), glykogen (gly)

koncentrovana kyselina chlorovodikova

3% roztok thymolu v ethanolu

Selivanovo ¢inidlo (roztok resorcinu v kyseliné chlorovodikové)

Rothenfusserovo ¢inidlo (roztok difenylaminu v ethanolu, kyselin¢ octové a chlorovodikové)

Bialovo ¢inidlo (roztok orcinu a chloridu zelezitého v kyselin€ chlorovodikové)

Fehlingovo ¢inidlo I (roztok siranu méd’natého)

Fehlingovo ¢inidlo II (roztok vinanu sodno-draselného v hydroxidu sodném)

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, siranu sodného a vinanu sodno-draselného)
Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a arseni¢nanu sodného v kyselin€ sirové)
Lugoluv roztok (roztok jodu a jodidu draselného)

zkumavky, Pasteurovy pipety, varic, drzak na zkumavky, hrnec, kruhovy stojan na zkumavky

Postup:

Reakce proved’te s roztoky zndmych sacharidii a s neznamym vzorkem podle rozpisu v tabulce na
nasledujici stran¢. Reakce v tmavé vyznacenych polich tabulky vynechejte. Vznik barevnych produkti,
pfipadné srazenin, popiste do tabulky v fadku ,,popis®. Je-li zbarveni vzorku pf#ili§ intenzivni, tak, ze
nelze rozeznat jeho odstin, zfed'te vzorek vodou. Na zékladé znalosti specifity reakce, struktury a
chemickych vlastnosti sacharidu rozhodnéte, zda je vysledek reakce pro dany sacharid pozitivni (+)
nebo negativni (-). TotéZ rozhodnéte v pfipadé neznamého vzorku, a to na zakladé podobnosti zbarveni.
Vysledky zapiste do tabulky.

Roztoky cinidel nepipetujte ani nepouzivejte davkovaée — odmérujte pomoci
plastovych Pasteurovych pipet (,,kapatek®)!

Thymolova reakce (reakce na pritomnost sacharidu):
Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu, 3 kapky roztoku thymolu a 3 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Zahtivejte 1-5 minut ve vrouci vodni lazni.

Selivanova reakce (reakce na piitomnost ketosy):
Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu a 2 ml Selivanova ¢inidla. Zahtivejte 1 minutu ve vrouci vodni 1azni.

Rothenfusserova reakce (reakce na pritomnost ketosy):
Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu a 2 ml Rothenfusserova ¢inidla. Zahiivejte 10 minut ve vrouci vodni
lazni.

Bialova reakce (reakce na pritomnost pentosy):
Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu a 2 ml Bialova ¢inidla. Zahtivejte 5 minut ve vrouci vodni lazni.

Fehlingova reakce (reakce na pritomnost redukujiciho sacharidu):
Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu, 0,5 ml Fehlingova ¢inidla I a 0,5 ml Fehlingova cinidla II
Zahtivejte 1-5 minut ve vrouci vodni 1azni.

Somogyiho reakce (reakce na pritomnost redukujiciho sacharidu):

Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu, 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla I a 0,5 ml Somogyi-Nelsonova
¢inidla II. Zahtivejte 10 minut ve vrouci vodni lazni. Po zchladnuti pfidejte 2 ml Somogyi-Nelsonova
¢inidla III.
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Reakce s jodem (reakce na piitomnost polysacharidu):
0,5 ml roztoku sacharidu smichejte s kapkou Lugolova roztoku.

ara | rib | glc | gal | fru | sac | mal | tre | gly | skr ?
%
reakce na pfritomnost sacharidu
opis
Thymolova pop
+-
reakce na piritomnost ketosy
opis
Selivanova pop
+/-
popis
Rothenfusserova
+/-
reakce na pritomnost pentosy
opis
Bialova pop
+/-
reakce na pritomnost redukujiciho sacharidu
opis
Fehlingova pop
+/-
opis
Somogyiho pep
+/-
reakce na pritomnost polysacharidu
opis
S jédem pop
+/-

*alykogen — jen pokud je k dispozici

Vyhodnoceni:
Predbézné identifikujte nezndmy sacharid na zaklad¢ informaci, které jste ziskali o jeho struktute
a chemickych vlastnostech.

Priubézny vysledek — sacharid v neznamém vzorku:
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PRAKTICKA CAST B. Rozdélovaci chromatografie sacharidi.

Material a vybaveni:

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu obsahujici jeden zniZe uvedenych sacharidi (plastova
mikrozkumavka oznacena tiskacim pismenem shodnym s tim z ¢asti A)

2% roztoky sacharidti v 30% isopropanolu (standardni vzorky): ribosa (rib), 2'-deoxyribosa (drib), glukosa (glc),
galaktosa (gal), mannosa (man), fruktosa (fru), maltosa (mal), laktosa (lac), cellobiosa (cel)

smés ethylacetat:isopropanol:voda (3:2:1)

hydrogenftalatanilinové ¢inidlo (roztok hydrogenftalatu anilinu v butanolu)

Silufol, pravitko, tuzka, chromatograficka komurka, kapilary nebo davkovace, infralampa, rozprasovacé

Postup:

Na desce Silufolu oznacte tuzkou startovaci linii asi 1 cm od okraje. Vzorky (standardy a neznamy
vzorek) nanasejte Cistymi kapilarami na start tak, aby maximalni velikost skvrny byla 2—3 mm (v potradi
podle tabulky nize). Zkratkou oznacte druh nanaSeného sacharidu. Silufol kratce vysuste pod
infralampou a umistéte do chromatografické komurky s vyvijeci smési (mobilni faze). Jakmile Celo
mobilni faze dosahne vzdalenosti asi 1 cm od horniho okraje, oznaéte je tuzkou a chromatogram vysuste
5 minut pod infralampou. Suchy chromatogram postiikejte hydrogenftalatanilinovym cinidlem
a umistéte na 30 minut pod infralampu k vysuseni. Dale pokracujte az poté, co jste predlozili vedoucimu
cviceni vysledek tlohy 2A ke kontrole. Tuzkou si oznacte stfedy skvrn na chromatogramu.

Vysledky a vyhodnoceni:

Vlastni chromatogram odevzdate ptipevnény k protokolu.

Uved’te vzdalenost start — ¢elo rozpoustédla: cm

Urcete Ry vzorkl obsahujicich znamé sacharidy a Ry neznamého vzorku (viz tabulka).

sacharid vzdalenost stiredu R
skvrny od startu [cm] f
ribosa (rib)

2’-deoxyribosa (drib)
glukosa (glc)
galaktosa (gal)
mannosa (man)
fruktosa (fru)
maltosa (mal)
laktosa (lac)

cellobiosa (cel)
?

Pritad’te k sobé hodnotu R neznamého vzorku a nejblizsi hodnotu Ry mezi znamymi sacharidy. O jaky
sacharid se jedna? Zakrouzkujte jej v tabulce. V piipadé blizkych hodnot Ry mlizete pouzit zbarveni
skvrn jako pomocny parametr. Srovnejte vysledek s vysledkem ulohy 2A a definitivné rozhodnéte, ktery
sacharid je obsazen v nezndmém vzorku.

Souhrnny vysledek tiloh 2A a 2B — sacharid v neznamém vzorku:
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Kontrolni list

KONTROLNI LIST
jména:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu
A B C D E F G H (zakrouzkujte)
ULOHA 2A

Pribézny vysledek — mozné sacharidy v neznamém vzorku:

Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 2B

Souhrnny vysledek tiloh 2A a 2B — sacharid v neznamém vzorku:

Podpis vedouciho cviceni:



