Navod z praktického cviceni z biochemie

Téma: Sacharidy

1. Reakce sacharidu

Zkoumané vzorky:

Glukoéza
Fruktoza
Xyloza
Maltdza
Sacharoz
Skrob

10 g/l
10 g/l
10 g/l
10 g/l
a 10 g/l
10 g/l

Molischova reakce

Reagencie:

a) Molischovo ¢inidlo:

roztok a-naftolu 100 g/l v 96 % ethanolu

a-naftol @

ethanol

b) Koncentrovana kyselina sirova ‘s

Pracovni postup:

Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési:

Zkumavka 1
FRUKTOZA

Zkuma\{ka 2
MALTOZA

Zkumayka 3
NEZNAMY
VZOREK

Zkymavka 4
SLEPA ZKOUSKA

Fruktoza

ccalml

Maltoza

ccalml

Neznamy vzorek

ccalml

Destilovana voda

ccalml

Molischovo ¢inidlo

cca 2 kapky

cca 2 kapky

cca 2 kapky

cca 2 kapky

Obsah ve zkumavkach promichejte. Poté opatrné podvrstvéte koncentrovanou kyselinou sirovou.
V ptitomnosti sacharidu se na sty¢né plose vytvoii fialovy prstenec.




Bialova reakce

Reagencie:
Bialovo ¢inidlo:

0,3 g orcinolu ve 100 ml 30 % HCI a 5 kapek FeClz 100 g/I @

Pracovni postup:

Gamptal | Zeme? | Neon | st
VZOREK ZKOUSKA
Xyloza cca 5 kapek - - -
Glukoza - cca 5 kapek - -
Neznamy vzorek - - cca 5 kapek -
Destilovana voda - - - cca 5 kapek
Bialovo ¢inidlo ccal5s5mi ccal5ml ccal5ml ccal5ml
Zkumavky vlozte do horké vodni 14zné a sledujte zménu zbarveni.
Po 2 — 3 minutach odectéte vysledky.
Selivanova reakce
Reagencie:
Selivanovo ¢inidlo:
roztok resorcinolu 5 g/l v kyseliné chlorovodikové 200 g/l
resorcinol @@
kyselina chlorovodikova
Pracovni postup:
Do zkumavek podle tabulky pfipravte nasledujici reakéni smési.
Zkumavka 1 | Zkumavka 2 Zkumavka 3 I%IkEuZnI]\?Xﬁé Zkéjins;)/Ian >
GLUKOZA | FRUKTOZA | SACHAROZA VZOREK 7KOUSKA
Glukoza cca 0,5 ml - - - -
Fruktéza - cca 0,5 ml — — —
Sachardza - - cca 0,5 ml — —
Neznamy vzorek - - - cca 0,5 ml -
Destilovana voda - - - - cca 0,5 ml
Selivanovo ¢inidlo ccalsmi ccal5ml ccal5ml ccal5ml ccal5ml

Zkumavky vloZte do vrouci vodni 1azn€ a sledujte zménu zbarveni.
Po 1 — 2 minutach odectéte vysledek.




Benedictova reakce

Reagencie:

Benedictovo ¢inidlo:
CuSO4 5 H,0 17,3 g serozpusti asi ve 100 ml destilované vody.
Na,CO3 100 g a citronan sodny 173 g se rozpusti asi v 700 ml destilované vody.
Oba roztoky se smisi a objem se doplni destilovanou vodou do 11

CuSO4 @@

Pracovni postup:

Zkumavka 4 Zkumavka 5 | Zkumavka 6
dumaied | Zamae? | Zumaded | vselna | Nezewy | SiErd
ASKORBOVA VZOREK ZKOUSKA
I?enedlctovo ccalml ccalml ccalml ccalml ccalml ccalml
¢inidlo
Glukéza cca 4 kapky — — — - -
Maltéza — cca 4 kapky — — - -
Sacharo6za - - cca 4 kapky - - -
Kyselina
askorbova B B B cca 4 kapky B B
Neznamy
vzorek - - - - cca 4 kapky -
Destilovana
voda B - - - - cca 4 kapky
Obsah ve zkumavkach promichejte a vlozte do vrouci vodni 1azné¢.
Po 3 — 4 minutach odectéte vysledek. Hodnotime zménu zbarveni a vznik srazeniny.
Barfoedova reakce
Reagencie:
Barfoedovo ¢inidlo:
13,3 g neutralniho krystalického octanu médnatého rozpustime v 200 ml destilované vody,
prefiltrujeme a pridame 1,8 ml ledové kyseliny octove,
ledova kyselina octova , octan meédnaty @@
Pracovni postup:
Zkuma\{ka 1 | Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zlgumavka 5 Zkumavka 4
GLUKOZA | MALTOZA | SACHAROZA | NEZNAMY VZOREK | SLEPA ZKOUSKA
Gluko6za cca 0,5 ml - - - -
Maltoza - cca0,5mi - - -
Sachardza - - cca 0,5 ml — —
Neznémy vzorek - - - cca0,5ml —
Destilovana voda - - - - cca 0,5 ml
I?_arfoedovo ccalml ccalml ccalml ccalml ccalml
¢inidlo

Zkumavky vlozte do vrouci vodni lazné.
Po 2 — 3 minutach odectéte vysledek.




Reakce s Schiffovym ¢inidlem

a) Formaldehyd

59/

b) Schiffovo ¢inidlo (fuchsin odbarveny hydrogensificitanem sodnym) @

Pracovni postup:

Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3
GLUKOZA FORMALDEHYD | SLEPA ZKOUSKA
Glukoza ccalml — —
Formaldehyd - ccalml -
Destilovana voda - - ccalml
Schiffovo ¢inidlo cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky
Obsah ve zkumavkach promichejte a odectéte vysledek.
Reakce na priikaz §krobu
Reagencie:
Lugolav roztok:
roztok jodu 3 g/l v roztoku jodidu draselného 50 g/l
jod
Pracovni postup:
Zkumavka 3 Zkumavka 4
élf[rjné\(/’)l? Al Zkg‘l?ﬁgg 2 NEZNAMY SLEPA
VZOREK ZKOUSKA
Glukoéza ccalml - — -
Skrob - cca 1l ml - -
Neznamy vzorek - - ccalml -
Destilovana voda - - - ccalml
Lugoliv roztok cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky cca 2 kapky

Obsah ve zkumavkach promichejte a odecététe vysledek.




2. Analyza neznamého vzorku

Do schématu v protokolu dopliite vysledky analyz nezndmého vzorku z ulohy 1. Na zakladé
provedené analyzy blize charakterizujte nezndmy vzorek, napt. zda se jedné o redukujici sacharid ¢i
neredukujici, hexdzu nebo pentdzu apod.

3. Tenkovrstevna chromatografie sacharidt

Reagencie:
a) Vzorky:
Standardy — vodné roztoky galaktozy, maltozy, laktozy a fruktozy 10 g/l
Neznamy vzorek

b) Ethylacetat @@

c) Isopropanol

d) Difenylamin@
e) AniIin@

f)  Kyselina fosfore¢na 85 %

g) Aceton ®®

Detekéni Cinidlo:
4 g difenylaminu, 4 ml anilinu a 20 ml 85 % kyseliny fosfore¢né se rozpusti ve 200 ml acetonu.

Pracovni postup:

1. Priprava vyvijeci smési
Do chromatografické komory odméfime 15 ml ethylacetatu, 12 ml isopropanolu a 3 ml destilované
vody, uzavieme a promichame. Komoru nechame asi 15 minut sytit. Pracujeme v zapnuté digestofi.

2. Piiprava desky a nanaseni vzorki

Na desku Silufolu o §ifce 7,5 cm vyznaéime tuzkou asi 1,5 cm od dolniho okraje 5 bodt nanasek (starty).
Vzdalenost mezi nimi je asi 1,5 cm. Na hornim okraji desky nad pfislusnymi starty oznacime kody
nanasenych latek. Do 4 oznacenych startti nanasime asi 3-5 pl standardnich roztokt galaktozy, maltozy,
fruktozy a laktozy, do 5. startu neznamy vzorek. Velikost nanasek by neméla piekrocit 0,5 cm. Starty
nechame dobfe oschnout.

3. Vyvijeni

Desku opatrné vlozime do chromatografické komory s pfipravenou vyvijeci soustavou a ihned
uzavieme. Starty nesméji byt ponofeny. Chromatogramy nechame vyvijet cca 1,5 hodiny. Poté desku
vyjmeme a vysusime v suSarné vyhtaté na 85 °C.

4. Detekce

Vysu$enou desku postiikdme detekénim ¢inidlem a pak vlozime opét na 2 — 3 minuty do vyhtaté
susarny. Po zahtati vystoupi barevné skvrny cukrii. Detekci provadime v zapnuté digestofi.

V laboratofi nesmi horet otevireny plamen!



4. Inverze sacharézy

Reagencie:

a) Roztok sacharozy o neznamé koncentraci

b) Koncentrovana HCI

c) Benedictovo éinidlo®®

Pracovni postup:

1. Zméreni optické otacivosti roztoku sacharozy

Polarimetrickou trubici naplnime roztokem sachar6zy a zmétime optickou otacivost.

Po zméfeni optické otacivosti polarimetrickou trubici vyprazdnime a vyplachneme ji destilovanou
vodou.

2. Hydrolyza sacharézy

Do kédinky odmeéfime 30 ml roztoku sachardzy a pfiddme 5 kapek koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Na kadince ozna¢ime vysku hladiny. Okyseleny roztok sachardzy zahiivame cca 10
minut, poté nechame roztok vychladnout. Odpatenou tekutinu doplnime destilovanou vodou ke znacce
a promichame.

3. Zméfreni optické otacivosti v hydrolyzatu sacharézy
Polarimetrickou trubici naplnime ochlazenym roztokem hydrolyzatu sacharézy a zméfime optickou

otacivost. Poté roztok prelijeme zpé€t do kadinky a trubici vyplachneme destilovanou vodou.

4. Prikaz redukujicich monosacharidu v hydrolyzatu sacharoézy
V roztoku sachardzy pied hydrolyzou a v hydrolyzatu sachar6zy provedeme Benedictovu zkousku.

Vyhodnoceni:

1. Vypocététe vychozi koncentraci roztoku sacharézy

K vypoctu koncentrace sacharozy pouzijte vzorec:
ax100

D

w(g/l)=

Délka polarimetrické trubice je 0,2 m.
Hodnoty specifické otacivosti:
Pro sacharozu: [a]p**C = + 66,5 °
2. Ovérte, zda probéhla kompletni hydrolyza sacharozy
Vypoététe optickou otacivost, ktera odpovida kompletni hydrolyze sachardzy, a srovnejte ji.

Vypoctéte optickou otacivost, ktera odpovida kompletni hydrolyze sachardzy, a srovnejte ji
S namétenou hodnotou.



