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Sacharidy

1. Uvod

Sacharidy patfi k velmi roz§ifenym organickym slouceninam, které jsou piitomné
v rostlinnych 1 Zivoc¢iSnych tkdnich. V naSem organismu piedstavuji nejpohotovejsi zdroj energie,
ale jsou i dileZzitou soucasti bunéénych membran a extracelularni matrix.

Podle poctu sacharidovych jednotek délime sacharidy na monosacharidy, oligosacharidy a
polysacharidy. Monosacharidy obsahuji jednu monosacharidovou jednotku, oligosacharidy 2 —
10 monosacharidovych jednotek a polysacharidy jsou sestaveny z vice nez 10 monosacharidovych
jednotek.

Monosacharidy jsou polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony tvotené obvykle 3 — 7
uhlikovym nevétvenym fetézcem. Podle charakteru karbonylové funkéni skupiny je délime na
aldozy a ketozy; podle poCtu atomu uhliku na triozy, tetrozy, pentozy, hexozy, popv. dalsi.

2. Reakce sacharidu

Riizné chemické reakce vyuzivaji chovani sacharidii v kyselém nebo zésaditém prostiedi i
reaktivity karbonylovych a hydroxylovych funkénich skupin.

Barevné kondenzacni produkty

KONDENZACE 1}
sfenoly a
aromatickymi aminy
Derivaty furanu,
popf. pyranu
A Reakce na prikaz sacharidd
>— a odliSeni ald6z od ketéz
a pentéz od hexoz
Monosacharidy )
Silné kyselé
A prostredi
Slabé kyselé DEHYDRATACE
prostredi
POMERNE
STABILNI ~/
. . Kyselé prostredi
Ol harid
Polysacharidy > MONOSACHARIDY ~
Slabé zasadité
prostredi
IZOMERACE
EPIMERACE Silné zésadité
| prostiedi
Izomery,epimery| FRAGMENTACE
sacharidu
Reakce na odliSeni
Silné zasadité > redukujicich a neredukujicich
prostredi sacharidu
FRAGMENTACE ] v
Redukujici
nizkomolekularni aldehydy
REDUKCE IONTU
TEZKYCH KOVU

Barevné srazeniny



Sacharidy

Pomoci jednoduchych chemickych reakci miizeme rozlisit sacharidy od nesacharidovych
latek (Molischova zkouska), pentézy od hex6z (Bialova reakce), aldohex6zy od ketohex6z
(Selivanova reakce), redukujici sacharidy od neredukujicich (Benedictova a Fehlingova reakce),
redukujici monosacharidy od disacharidi (Barfoedova reakce), a Skrob od jinych polysacharidii
(reakce s Lugolovym roztokem).

2.1. Reakce zalozené na vzniku furfuralu a jeho derivatu

Pisobenim koncentrovanych anorganickych kyselin (HCI, H2SO4) dochazi k dehydrataci
monosacharidii. Postupnou dehydrataci vznikaji derivdty furanu; odstépeni tii molekul vody se
tvofi zpentéz furfural (2-furankarbaldehyd) a zhex6z 5-hydroxymethylfurfural (5-
hydroxymethyl-2-furankarbaldehyd).

Vznik furfuralu z ribozy

: Q‘ H H ’O\I
+ H :—C—C\—.'OH: -3H,0 H/‘;—i:\"' o
l‘ ‘. : "' O /
‘Oi-l\/ ) \H koncentrovana H,SO, (o) H
Ho"
o Furfural
Riboza
Vznik 5-hydroxymethylfurfuralu z glukézy
s H H T
:‘HO\‘—C—C——,'DH': o -3H,0 HC—CH o
Lo\ S > I \_4
HO—CH2¢H¢\ . CH—— ] HO—CH,—C c—C
Yol /- N\ koncentrovana H,SO, \O/
HO', H
oot 5-hydroxymethylfurfural

Vznikl¢ aldehydy snadno kondenzuji s fenoly a aromatickymi aminy (napi. 1-naftol,
resorcinol) na barevné produkty. Reaktivita riznych sacharidi je rGznd, a proto lze tyto reakce
pouzit k odliSeni napt. ketéz od aldéz ¢i pentdoz od hexdz. Podobné mohou reagovat i
oligosacharidy a polysacharidy, jejichz glykosidové vazby podléhaji hydrolyze ptisobenim kyselin
ptitomnych v ¢inidlech.

Kondenza¢ni reakce furfuralu a jeho derivati jsou vyuzivany v nékterych chemickych
reakcich sacharidi jako je Molischova, Selivanova nebo Bialova reakce.



Sacharidy

Molischova reakce

Vyznam

= Molischova reakce je obecnou zkouSkou na sacharidy. Pozitivné reaguji vSechny
monosacharidy, oligosacharidy i polysacharidy.

Princip

=  Vprvnim kroku vznikd z monosacharidi obsahujicich 5 nebo 6 atomi uhliku piisobenim
koncentrované kyseliny sirové furfural, popt. 5-hydroxymethylfurfural.

= Ve druhém kroku furfural nebo jeho derivaty kondenzuji se dvéma molekulami « -naftolu a

vytvaii se barevny produkt. V pifipad€ oligosacharidi nebo polysacharidii témto reakcim
predchazi rozstépeni glykosidovych vazeb kyselou hydrolyzou.

Prvni krok - dehydratace monosacharidu koncentrovanou kyselinou sirovou

CH,0OH
OH o o]
(0) -3 H,0
OH —_— HOCH, &
OH koncentrovana H,SO, \ / H
OH 5-hydroxymethylfurfural
Hexoza

(B-D-glukopyranéza)

Druhy krok - kondenzace furfuralu nebo jeho derivatu s 2 molekulami a-ngftolu

a-naftol
BEZBARVY

koncentrovana H,SO, — - H,0 —
~I koncentrovana H,SO,
O CH,OH CH,OH
/
BAREVNY PRODUKT
CH,OH

5-hydroxymethylfurfural

Cinidlo

= Jako Molischovo ¢inidlo se oznacuje o, -naftol v 96 % etanolu.
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Hodnoceni

Kondenzacni produkt ma fialové zbarveni.
Reakci disacharidt a polysacharidt ptedchazi rozstépeni glykosidovych vazeb.

i Dehydratace Kondenzace
Pentéza » Furfural — > Fialovy produkt
i Dehydratace Kondenzace
Hexoza > 5-Hydroxymethylfurfural ————————> Fialovy produkt
. . Hvdrohza Dehydratace Furfural nebo Kondenzace
g;;gr:;i;l;?‘;(lld LYATO9ES Monosacharidy ————— 5-Hydroxymethyl- —> Fialovy produkt

furfural
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Bialova reakce
Vyznam

= Bialova reakce se pouziva k odliseni pentoz od hexoz.

Princip

= Zpentéz (aldéz nebo ketdz) vznikéd dehydrataci kyselinou chlorovodikovou furfural, ktery
reaguje s orcinolem (5-methyl-1,3-benzendiol) a chloridem Zelezitym za tvorby modrozelené
zbarveného produktu.

Prvni krok - dehydratace pentézy koncentrovanou Ayselinou chlorovodikovou

-3H,0 o) c//o
—'> <
OH koncentrovana HCI @_ H

OH OH
Pentéza

HOH,C o

Furfural

Druhy krok - kondenzace furfuralu s 2 molekulami orcinolu

Orcmol Orclnol i
BEZBARVY BEZBARVY )
BAREVNY PRODUKT

Cinidlo
=V Bialové ¢inidle je obsazena kyselina chlorovodikova, orcinol a chlorid Zelezity.

Hodnoceni

e V pfitomnosti pentdz se vyviji modrozelené zbarveni. Pouze modrozelené zbarvené produkty
jsou pokladany za pozitivni reakci.

e Hex0zy, z nichz dehydrataci vznika 5-hydroxymethylfurfural, poskytuji odlisné zbarveni —
zluté az hnédé a reakce ma pomalejsi pribéh. Oligo- a polysacharidy reaguji podobné, ale
pomaleji.

) Dehydratace Kondenzace
Pentoza » Furfural > Modrozeleny produkt
) Dehydratace Kondenzace
Hexoza » 5-Hydroxymethylfurfural ———————> Hnédy produkt
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Selivanova reakce

Vyznam

= Selivanova reakce slouzi k rozlisSeni aldohexoz od ketohexoz.
Princip

= QOdliseni aldohex6z od ketohexéz je zaloZzeno na rGzné rychlosti jejich dehydratace.
K dehydrataci sacharidu je podobn¢ jako v Bialové zkouSce pouzita kyselina chlorovodikova.

» Dehydrataéni produkt 5-hydroxymethylfurfural v ptipadé¢ Selivanovy reakce kondenzuje
s resorcinolem.

Prvni krok - dehydratace ketohexézy kyselinou chlorovodikovou

HOH,C . CH,OH

(0} o
-3H,0 s
OH Hel \ // H
OH 5-hydroxymethylfurfural
Ketohexoéza

Druhy krok - Kondenzace 5-hydroxymethylfurfuralu s 2 molekulami resorcinolu

[o) o -H,0
H
/@\ ¥ HOH,C C/< ' /©\ OI-IOH
HO OH / H Ho OH
Resorcinol Resorcinol c
BEZBARVY 5-hydroxymethylfurfural  BEZBARVY o) \
A (o)

HOH,C

HO

BAREVNY PRODUKT

Cinidlo

= Selivanovo cinidlo je roztok resorcinolu v kyseliné chlorovodikové.



Sacharidy

Hodnoceni

Ketozy reaguji rychle béhem 1 — 2 minut vyvinem visiové ¢erveného zbarveni.

Reakce aldoz je pomalejsi (nékolik minut), protoze dehydratace aldéoz na 5-
hydroxymethylfurfural probiha mnohem pomaleji nez u ket6z.

Disacharidy obsahujici ketohex6zu také poskytuji Selivanovu reakci. Nejdiive ale musi
probéhnout hydrolyza glykosidovych vazeb. Proto vyvin zbarveni trva u takového disacharidu
delsi dobu nez u ketohexdzy, ale ve srovnani s aldohexdzami je reakce rychlejsi.

. Dehydratace Kondenzace
Ketohexo6za >  5-Hydroxymethylfurfural ——————> Cerveny produkt
Rychly pribéh
. Dehydratace Kondenzace
Aldohexo6za » 5-Hydroxymethylfurfural ——— > Cerveny produkt
Pomaly pribéh
. . Hydrobiza Dehydratace Kondenzace Cerveny
Disacharid —— > Ketohexoza ——— > 5-Hydroxymethylfurfural ———— roduk}t,
obsahujici Dalsi P
ketohexozu monosacharid



2.2. Reakce s Schiffovym €inidlem

Vyznam

Sacharidy

» Reakce s Schiffovym ¢inidlem' se pouziva pro dikaz volné aldehydové skupiny. Reakci

mohou poskytovat i nékteré ketony.

Princip a hodnoceni

= Schiffovo ¢inidlo je vodny roztok fialovoCerveného barviva fuchsinu, ke kterému se pfidava
hydrogensifi¢itan nebo sifi¢itan. Hydrogensificitan se aduje na centralni uhlikovy atom a tim
se naru$i chinoidni struktura, podminujici zbarveni. Vznikd bezbarvy roztok kyseliny

fuchsinsifiéité.

= Po ptfidani aldehydu se z vazby na fuchsin uvolni kyselina sifi¢itd, kterd se navdze na
aldehydovou skupinu pevnéjsi vazbou. V molekule fuchsinu dojde k obnoveni chinoidni

struktury a roztok se opét zbarvi fialovocervené.

» Reaktivita aldoz s Schiffovym ¢inidlem je ve srovnani s aldehydy mnohem pomalejsi, protoze
pii vzniku cyklickych forem tvofi aldehydova funkéni skupina hemiacetalovou vazbu.
Ve vodnych roztocich jsou monosacharidy pritomné prevazné v cyklické formé, kterd

neumoziuje adicni reakce hydrogensiticitanu.

Priprava ¢inidla

H3C H3C \
| Adice hydrogensiticitanu SO3H
’
*NH 'NH
2 3
FUCHSIN SCHIFFOVO CINIDLO
trifenylmetanové barvivo Bezbarvé
Fialovocervené zbarveni
Reakce s aldehydem
[0) OH
Fuchsin-H,SO; + R—C</ —_— R—C<—SO3H +  FUCHSIN
Bezbarvy H

Fialovoéervené zbarveni

Hzﬂ /@/NHZ HZN /©/':IH2
C C

!'Se jménem némeckého chemika Huga Schiffa (1834 — 1915) je spojen i termin Schiffova baze. Oznacuje
produkt, ktery vznika kondenzacni reakci mezi aromatickym ¢i alifatickym primarnim aminem a aromatickym

aldehydem nebo ketonem.
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Sacharidy

2.3. Reakce na prukaz redukcénich vlastnosti sacharidu

Z analytického hlediska je dualezit¢ déleni sacharidi na redukujici a neredukujici.
Podminkou redukcnich vlastnosti sacharidii je pritomnost veolné nebo potencidlné volné
aldehydové funkcni skupiny.

Redukéni vlastnosti aldoz

e Pritomnost

aldehydové

funkéni

skupiny je

typickd pro acyklickou formu aldoz.

Monosacharidy se 4 a vice uhliky ale vytvareji cyklické formy, kdy se na karbonylovou
skupinu spontanné aduje jedna z hydroxylovych skupin a vznika intramolekulovy poloacetal

(hemiacetal).

Volna aldehydova

skupina
6
CH,OH
H—C—OH
2 T QH OH\V e
HO—C—H
3 = ,don n'c?”
H—C—OH \| |/ Ny
4
H—C—OH OH G C 2
s |
6CH-ZOH H OH
D-glukéza

Poloacetalovy

CH,OH hydroxyl

|
0 T/‘f_°

H

——
-~

N
o=
H OH

B-D-glukopyranéza

e Vroztoku je ptrevladajici formou monosacharidii cyklickéd forma, ktera nemiize byt oxidovana.
Cyklus se vSak v roztoku milize oteviit a uvolnéna aldehydova skupina je schopna se oxidovat.
Navic v siln¢ alkalickém prostiedi se za vyssi teploty monosacharidy Stépi a vznikaji silné
redukujici nizkomolekularni aldehydy (napt. formaldehyd, acetaldehyd, glyceraldehyd).

Volna aldehydova

Poloacetalovy skupina
CH,OH  hydroxyl @ Volné aldehydové Volné aldehydova
skupina skupina
spontanné H——OH OH™ @ H, O
~———— OH——H —_— +
H——oH Fragmentace H——OH H——OH
H——OH CH,OH CH,OH
H OH i CH,OH D-glyceraldehyd D-glyceraldehyd
B-D-glukopyranéza 3
Cyklicka forma D-glukéza
Acyklicka forma

e (Odlisnou reaktivitu karbonylové skupiny sacharidii ve srovnani s aldehydy Ize demonstrovat
reakci s Schiffovym cinidlem.

11
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Redukéni vlastnosti ketdz

e Ketozy sice neobsahuji aldehydovou funkéni skupinu, ale v alkalickém prostfedi probiha
izomerace na aldozy, které se mohou dale Stépit na redukujici fragmenty (viz vyse).

Volna aldehydova

skupina
H——OH
HO——H
Poloacetalovy °
hydroxyl H——OH
CH,OH CH,OH Hic~OH / H——OH
0 spontanné —O OH "~ [ / CH,0H
——— HO—FH —= —OH D-glukoza
H——0OH Keto-enoi HO——H Acyklicka forma
H CH,0H tautomerie  y——oH
H——OH Volna aldehydova
OH H CH,OH H——OH \ skupina
B-D-fruktofuranéza

Cyklicka forma D-fruktéza CH,OH @
Endiol

Acyklicka forma
HO——H
HO——H
H——OH
H——OH
CH,0OH
D-manédza
Acyklicka forma

Reduk¢ni vlastnosti disacharida a polysacharidi

o Zdisacharidi maji reduk¢ni vlastnosti ty, vnichz jeden z monosacharidi méa volny
poloacetalovy (hemiacetalovy, anomerni) hydroxyl, ktery neni souc¢asti glykosidové vazby
(napt. maltoza, laktoza). Cyklus monosacharidu s volnym poloacetalovym hydroxylem se
mize oteviit a ucastnit se oxidoredukénich reakci. Naopak disacharidy, na jejichz
glykosidovych vazbach se podili poloacetalové hydroxyly obou monosacharidi (napf.
sachar6za), nemaji redukéni vlastnosti, nebot” v tomto piipadé¢ nemiize dojit k otevieni
cyklické formy ani jednoho z monosacharidu.

o Skrob téméf neredukuje. Jedinymi skupinami schopnymi redukce jsou koncové glukozy
s volnou poloacetalovou hydroxylovou skupinou.

e Glykosidova vazba v disacharidech a polysacharidech mtze byt hydrolyticky rozstépena a
uvolnéné monosacharidy maji reduk¢ni vlastnosti.

12



Redukujici disacharid

Poloacetalovy

hydroxyl

CH,OH CH,0H VoY
H (0} O,

H H H H @ spontanné
OH H OH H —
(o) (0] H

H OH H OH

Maltéza

Neredukujici disacharid

Neni volny
CH,OH poloacetalovy
hydroxyl
H OH CH,0OH
H (0}
OH H
o

Sacharoza

H

o

CH,OH

O H

H
OH H

H

OH

H

(o)

Maltoza

CH,OH
OH

H

OH H

OH

Sacharidy

Volna aldehydova
skupina

Redukujici sacharidy jsou schopny za vysSich teplot redukovat ionty tézkych kovii (napf.
Ag', Cu®*, Bi*") vazané v komplexu. Redukéni vlastnosti sacharidii se prokazuji riznymi
reakcemi. Tollensova reakce vyuziva dusi¢nanu diamminstfibrného, z néhoz se v pfitomnosti

redukujicich sacharidi vyredukuje stiibro (viz prakticka cvi¢eni Organika). Dal§i moznosti jsou

oxidaéni ¢inidla obsahujici Cu?* v alkalickém prostiedi jako je tomu v ptipadé Fehlingovy (viz

praktické cviceni Organika) a Benedictovy zkousky,
zkousky. Redukce Cu’* na Cu’ je spojena s oxidaci

skupinu.

Reduk¢ni zkouSky se pouzivaji jako jednoduché vysetfeni moci pii podezieni na dédi¢nou

poruchu metabolismu sacharida.

nebo ve slabé kyselém u Barfoedovy
aldehydovych skupin na karboxylovou

13



Sacharidy

Benedictova reakce

Vyznam

= Benedictova reakce slouzi k ditkazu sacharidii s redukénimi vlastnostmi.

Princip

» V zdsaditém prostiedi sacharidy s redukénimi uginky redukuji Cu®* ionty obsaZené v Cinidle
na Cu® a zaroven je volna aldehydova skupina sacharidd nebo jejich fragment oxidovéana na
karboxylovou funk¢ni skupinu. Reakce probiha za vyssi teploty.

0 0

7 %

R—C_ + 2Cu®* + 40H R—C{ + + 2H0
H OH

K provedeni Benedictovy zkousky sta¢i malé mnozstvi vzorku, a proto je tato zkouska
vhodna pro vySetfeni zvyseného mnozstvi redukujicich sacharidi v mo¢i novorozenct v ramci
diagnostiky dédicnych poruch metabolismu sacharidi.

Cinidlo

e Zakladni slozkou Benedictova cinidla je pentahydrat siranu médnatého, dale obsahuje
uhli¢itan sodny a citronan sodny.

e Uhlicitan sodny zabezpecuje alkalické prostiedi, které je zapotiebi pro pribéh reakce.
Uhli¢itanové anionty by vSak s médnatymi kationty vytvofily srazeninu uhli¢itanu
médnatého.

e Proto je dalsi sougésti ¢inidla citronan sodny, ktery udrzuje Cu** ionty v rozpustné formé jako
citronan méd’naty. Podobné je tomu i v ptipadé¢ Fehlingova c¢inidla, v némz tuto funkci ma
vinan draselno-sodny.

Hodnoceni

e Redukce Cu®" redukujicimi sacharidy se projevi vznikem oranzovocervené zbarvené
srazeniny Cu20, popf. zlute zbarveného CuOH, ktery pti vyssi teploté piechazi také na Cu20.

Monosacharid + Cu?t »  OranZovolervena
(napf. glukéza, fruktoza) srazenina Cu,,O
or r . . 2+ - A4 v y
Redukujici disacharid + Cu > Ora?loyoc%rvega
(nap¥. maltoza, laktéza) srazenina Cu,

Y

or 7 3o o + ~ r - v
Neredukujici disacharid  + Cu? Zadna zména
(napft. sacharoza) zbarveni

e Pozitivni zkousku poskytuji nejen redukujici sacharidy, ale i jiné slou¢eniny s redukénimi
ucinky, napt. kyselina askorbova nebo kyselina homogentisova. Kyselina askorbova (vitamin
C), kterd je odvozena od cukrli, ma ve srovnani s redukujicimi sacharidy silng&js$i redukéni

ey e
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Barfoedova reakce

Vyznam

e Pomoci Barfoedovy reakce lze rozlisSit redukujici monosacharidy od redukujicich
disacharidn.

Princip

e Monosacharidy redukuji za vyssi teploty Cu** ionty, které jsou v &inidle ve formé octanu
médnatého. Na rozdil od Benedictovy zkousky probiha oxidoredukéni reakce v slabé kyselém
prostiedi. Tyto podminky umoziuji v prvnich minutach reakce rychlejsi oxidaci
monosacharidi ve srovnani s disacharidy.

Hodnoceni

e Bchem 2 — 3 minutového zahfivani reaguji monosacharidy vytvarenim cihlové ¢erveného
precipitatu oxidu méd’ného.
e Disacharidy reaguji az po déle trvajicim zahtivani, kdy mize dojit k rozStépeni na redukujici

monosacharidy.
Redukce Cu** . . , ,
Monosacharid - Clh}OVf? cervena Ryfh\!y
sraZzenina Cu,O prubéh
Hydrolyza Redukce Cu?* . . , ,
Disacharil — > Monosacharidy 5 Cihlové Eerveni Pomaly

srazenina Cu,O prubéh

Cinidlo

e Barfoedovo cinidlo je roztok octanu méd’natého v prostiedi kyseliny octové.
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2.4. Reakce na prukaz Skrobu

Vyznam

Pro dikaz Skrobu se pouziva reakce s Lugolovym roztokem.

Princip

Amyloza, kterd je jednou ze soucasti Skrobu, je tvofena nerozvétvenym fetézcem molekul
glukopyrandz spojenych o-1,4-glykosidovymi vazbami. Retézec amylézy je svinut do
Sroubovice. Do dutiny Sroubovice vstupuji linedrné uspotadané polyjodidové ionty, které jsou
soucasti Lugolova roztoku. Vznikly komplex polyjodidl s amylézou poskytuje tmavé modré
zbarveni, které po zahtati vymizi.

Polyjodid Amyloza

/

Hodnoceni

Za tmavé modré zbarveni Skrobu pii reakci s Lugolovym roztokem je zodpovédnd amyléza.
Amylopektin vytvaii s Lugolovym roztokem cervenohnédé ai cervené zbarveni. Podobné
reaguje i glykogen, ktery je rovnéz jako amylopektin vétveny.

Zbarveni Stépnych produkti Skrobu (dextrini) je ovlivnéno délkou polysacharidového
fetézce. Barvi se fialové (amylodextrin), purpurové az ¢ervené (erytrodextrin) nebo se nebarvi
vibec (achrodextrin).

Pti reakci monosacharidi a disacharidi s Lugolovym roztokem nedochdzi ke zméné
zbarveni.

Cinidlo

Lugoltv roztok je roztok jodu v jodidu draselném, ktery zvySuje rozpustnost jodu ve vodé.
Molekuly jodu s jodidovymi anionty vytvareji linearné seskupené trijodidy a pentajodidy,
které jsou lépe rozpustné ve srovnani s jodem:

lp + 1 [lg]" — 12+ [Ig]"— [lg]"
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2.5. Analyza neznamého vzorku

Sacharidy

Vyse popsané reakce lze pouzit k dikazu neznamého vzorku sacharidu. Vyznam a
hodnoceni reakci shrnuje tabulka.

Reakce

Vyuziti

Pozitivni vysledek

Molischova reakce

Dukaz sacharidu

Sacharid
Fialovy prstenec

Reakce s Lugolovym
roztokem

Dukaz Skrobu

Skrob
Tmavomodré zbarveni

Bialova reakce

Odliseni pentdz od hexdz

Pentozy
Modrozelené zbarveni

. o , , Ketohexoz
Selivanova reakce Odliseni ketohex6z od aldohexoz . , M ,
Cervené zbarveni
" ., 1o Redukujici sacharid
. " Odliseni redukujicich sacharidii et s Y
Benedictova zkouska o, OranzZovocervena
od neredukujicich .
srazenina
Odliseni redukujicich Redukujici
Barfoedova reakce monosacharidi od redukujicich monosacharidy

disacharida

Cervena srazenina

d ddE &l
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Pti analyze neznamého vzorku postupujeme podle schématu:

Neznamy vzorek

Molischova zkouska

| VZOREKNENI | e [ '
. SACHARID !
fTTTTTTTTTI Reakce s Lugolovym
roztokem
+ | -
.—1——l———1 Benedictova
sxeos | | + Teakes
|———————l——’——’—l =TT ======= l—'——'—l
! REDUKUJICI | I NEREDUKUJICI |
! SACHARID | ! SACHARID !
Barfoedova
reakce
+ | -
r-—-————=——7 l ___,_j___'; I_______i___,__,__l
! REDUKUJICI I I REDUKUJICI |
I MONOSACHARID i | DISACHARID |
e e e 'I _________ I mmmmmmmm e — ==
Selivanova
zkouska
+ | -
| KETOZA | ' | ALDOZA |
[ 1
Bialova reakce Bialova reakce
+ | - + | -
| KETOPENTOZA | | ALDOPENTOZA |
________________________________ | e |
-------------- 1 ALDOHEXOZA
' | KETOHEXOZA | ' it :
______________ 1
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3. Tenkovrstevna chromatografie sacharid

Tenkovrstevna chromatografie je jednou z metod, vyuzivanych pii analyze sacharidu.

Sacharidy jsou latky hydrofilni povahy, coz vyznamné ovliviluje chovani pfi
chromatografickém dé¢leni. Hodnota R¢ sacharidl je ddna fadou faktorti jako je velikost sacharidi
(monosacharidy, oligosacharidy), pocet uhlikii v molekule a déale pocet a prostorové uspotradéani
hydroxylii. VEétsi pocet hydroxylovych skupin zpiisobuje, ze dochazi k vyrazné interakci mezi
adsorbentem a sacharidem.

K detekci sacharidli je mozno vyuzit jejich redukénich vlastnosti nebo prevedeni aldoz a
ketodz na derivaty furfuralu, které potom poskytuji barevné reakce s riznymi aromatickymi aminy
a fenoly, podobné¢ jako je tomu napi. u Molischovy zkousky.

Tenkovrstevnad chromatografie umoznuje ptresnéjsi identifikaci sacharidi v moc¢i (napf.
galaktdza, fruktdza) ptfi vySetfovani pacientl s dédicnymi poruchami metabolismu.

4. Opticka otacivost sacharidu

Charakteristickou vlastnosti sacharidl je optickd otdacivost. Obsahuji minimalné jeden chirdlni
uhlik a patfi tedy mezi opticky aktivni latky, které mohou stacet rovinu polarizovaného svétla
doprava nebo doleva.

Velikost thlu a, o ktery opticky aktivni latka sto¢i rovinu polarizovaného svétla, lze zméfit
pomoci optické analytické metody polarimetrie?.

Velikost thlu a zavisi na nékolika faktorech:
¢ na koncentraci roztoku opticky aktivni latky;
na tloust’ce vrstvy roztoku, kterou prochéazi polarizované svétlo;
na teploté¢ méfreného roztoku;
na vinové délce pouzitého polarizovaného svétla;
na struktufe opticky aktivni latky;
na charakteru pouZitého rozpoustédla.

Vztah mezi thlem o a koncentraci opticky aktivni latky popisuje rovnice:

[(1]200(: % l XW
P 100

(o A uhel, o ktery opticky aktivni latka stoci rovinu polarizovaného svétla ve stupnich
l..ooooiiiiiie. délka polarimetrické trubice v metrech

Wit hmotnostni koncentrace latky v g/l

[a]p?C ... specifické otacivost

Specificka otdacivost charakterizuje opticky aktivni latku. M4 konstantni hodnotu pro
danou latku, teplotu a vlnovou délku pouzitého svétla. Je definovana jako uhel, o ktery otoci
rovinu polarizovaného svétla vrstva roztoku o délce 0,1 m obsahujici 1000 g latky v 1 1. Méfeni se
obvykle provadi pii teploté¢ 20 °C a pouziva se zluté sodikové svétlo o vinové délce 589 nm,
oznacované jako ¢ara D.

2 Dalsi informace o polarimetrii naleznete na http://el.If1.cuni.cz/ v souboru Optické metody pouzivané v biochemii

[9]
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[a]20°c _a x100

b Ixw

Hodnoty specifické otacivosti jsou uvedeny v tabulkach.

Vztahu mezi koncentraci opticky aktivni latky vroztoku a uhlem otoCeni roviny
polarizované¢ho svétla se vyuziva ke stanoveni koncentrace riznych biochemicky vyznamnych
latek. Pokud zname specifickou otacivost testované latky a zméfime thel a, mizeme vypocitat jeji
koncentraci podle vzorce, ktery ziskdme upravou predchozi rovnice:

ax100

w(g/l)=

K méfeni optické aktivity se pouzivaji polarimetry.

Hodnoty specifické otadivosti vétSiny sacharidii jsou znamé. Proto je mozno pomoci
polarimetrie stanovit koncentraci roztokli sacharidi, coz se vyuZzivd napf. v cukrovarnictvi.
V minulosti se polarimetricky stanovovala koncentrace glukézy v moci u diabetikd. Polarimetrie
se dale mlze pouzit ke zjisténi Cistoty a identifikaci nékterych latek pro potieby farmacie.

4.1. Inverze sacharézy

Sacharoza (fepny, titinovy cukr) je vyuzivana v potravé pro svoji sladkou chut’ jako
nejobvyklejsi sladidlo.

Sachar6za miiZze byt hydrolyzovana bud v kyselém prostiedi, nebo pomoci enzymu
sacharazy (invertazy). Vysledkem hydrolyzy je ekvimolarni smés D-glukozy a D-fruktozy
oznacovana jako invertni cukr. Oznaleni vyjadfuje zménu optické otacivosti, ke které pii
hydrolyze sachardzy dochazi. Sacharéza je pravotociva, invertni cukr levotoCivy. Invertni cukr je
o néco sladsi nez sacharoza.

Inverze sacharézy

Sacharoza Invertni cukr
[a]DZO"C =+66,5° [a]DZO"C =.20°
CH,OH CH,OH
CH,OH
H v OH CHOH Kyselé prostiedi  } ) O oH 0
OH H nebo sacharaza OH H
+ HO —m +
OH OH H
CH,OH
H OH H OH
D-Glukéza D-Fruktéza
[a]p?®C =+52,5° [a]p?9C =-92,4°
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