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5.1. MONOSACHARYDY

Cukry proste (monosacharydy) klasyfikuje si¢ wg grup funkcyjnych (aldozy, ketozy)
1 ilosci atoméw wegla w czgsteczee (triozy, tetrozy, pentozy, heksozy, itd.). Najprostsze
monosacharydy to trojweglowe triozy: aldehyd glicerynowy (aldoza) i dihydroksyaceton
(ketoza) (Rys. 5.1).
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Rys.5.1. Przyktady prostych monosacharydow

Aldehyd glicerynowy posiada jeden asymetryczny atom wegla i dlatego wystepuje
w postaci dwoch izomerow przestrzennych: D i L. Do szeregu konfiguracyjnego D zalicza sig
te cukry, ktore w formie tancuchowej (przedstawionej wzorami rzutowymi Fischera) przy
weglu asymetrycznym o najwyzszej numeracji (przy przedostatnim liczac od  grupy
aldehydowej lub ketonowej) maja po prawej stronie grupg hydroksylowa. Jesli grupa ta
znajduje si¢ po lewej stronie, zwigzek taki nalezy do szeregu L. Trzy podstawowe
aldoheksozy (glukoza, galaktoza 1 mannoza) posiada 4]2} cztery asymetryczne atomy wegla
i dlatego calkowita ilo$¢ stereoizomeréw wynosi 2°, czyli 16. Zwiazki takie wykazuja
aktywnos$¢ optyczna, ktéra umozliwia skre;came plaszczyzny $wiatla spolaryzowanego.

Monosacharydy zawierajace cztery lub wigeej atomow wegla w czasteczee, wystepuja
w postaci pierscieniowych odmian tautomerycznych, tworzacych si¢ w wyniku powstawania
wewnatrzczasteczkowych wigzan pétacetalowych (Rys 5.2). Formy otwartego tancucha w
roztworach ulegaja cyklizacji, tworzac struktury pierScieniowe i zarowno w stanie statym jak
1 w roztworze, nie zawierajg one wolnej grupy aldehydowej lub ketonowej. Rotacja wokot
wigzania m1e;dzy C-4 1 C-5 D-glukozy przenosi grupg hydroksylowa C-5 do grupy
aldehydowej C-1, co powoduje utworzenie cyklicznego pofacetalu. Forma otwartego
tancucha glukozy i innych aldoheksoz w roztworach wodnych istnieje tylko w bardzo matych
ilosciach (<1%). Reakcja grupy hydroksylowej C-5 z grupa karbonylowa C-2 daje cykliczny
potketal.

Niezaleznie od konfiguracji przy pozostatych asymetrycznych atomach wegla, ktora
w formie pierScieniowe]j jest taka sama jak w tancuchowej, mozliwe sa dwie formy
pierScieniowe kazdego monosacharydu, roznigce si¢ potozeniem grupy —OH przy
potacetalowym atomie wegla (w formie tancuchowej wegiel ten nie jest asymetryczny).

Zjawisko istnienia dwoch odmian tej samej cyklicznej postaci monosacharydu,
roznigcych si¢ tylko orientacja przestrzenng pierwszego atomu we;gla w czasteczce aldoz lub
drugiego atomu wegla w czasteczee ketoz, nosi nazwe anomerii. Takie odmiany zwiazkow
nazywa si¢ anomerami, a atomy wegla, warunkujqce wystepowanie tej odmiany izomerii,
atomami anomerycznymi. Formy a 1 B r6znig si¢ od siebie przede wszystkim squ;calnoéciq
optyczng. Kazdy z dwoch trwalych w stanie krystalicznym anomeréw w roztworze
przechodzi w rownowagowa mieszaning obu tych odmian. a-D-glukopiranoza o skrgcalnosci
wlasciwej [a]p = +112° a B-D- gluk0p1ranoza o skrecalnosci wiasciwej [a]p=119°,
W roztworze o0siggaja stan rownowagi, az do uzyskania skrecalnosci wtasciwej [a]p=152°.
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Zjawisko to nosi nazwe¢ mutarotacji. W pH 7,0 wodny roztwor glukozy zawiera
36% o-D-glukopiranozy 1 64% [B-D-glukopiranozy. Takie odmiany anomeryczne
przedstawiane sg za pomocg wzorow Haworth'a (Rys. 5.3). o 1 fokreslaja polozenle grupy
—OH przy plerwszym potacetalowym atomie wegla (o— grupa —OH ponizej plaszczyzny,
B— grupa —OH powyzej ptaszczyzny). W pelni przestrzenny ksztatt czasteczki cukru oddaje
konformacja krzesetkowa (wg niej podstawniki umieszczone sg aksjalnie 1 ekwatorialnie).
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Rys. 5.3. Formy pierscieniowe glukozy
5.1.1. Wplyw zasad na cukry

Czasteczki cukrow wystepujace w $rodowisku obojetnym w formie pierScieniowej,
przeksztalcaja si¢ w $rodowisku zasadowym w formy tancuchowe. W obecnosci stabych
zasad (0,05 M) formy fancuchowe ulegaja enolizacji. Zostajg zniesione réznice konfiguracji
miedzy C-1 1 C-2. Glukoza przeksztalca si¢ w mannozg i fruktozg i te trzy cukry epimeryczne
s w stanie rownowagi. Epimery roznig si¢ tylko konfiguracja wokot jednego atomu wegla
(np. D-glukoza i D-mannoza przy C-2, D-glukoza i D-galaktoza przy C-4). Stgzone zasady
(>0,5 M) powoduja przemieszczanie wigzania enolowego w inne pozycje tafncucha
weglowego, a podczas ogrzewania ze stezonymi zasadami dochodzi do rozerwania tancucha i
utworzenia dwuweglowych oraz trojweglowych fragmentow o silnych wlasciwosciach
redukujacych (m.in. erytrozy, aldehydu glikolowego).

5.1.2. Wplyw stezonych kwasow na cukry

Ogrzewanie cukrow z silnymi kwasami (stezony kwas siarkowy (VI) lub solny)
powoduje dehydratacje, a nawet rozpad tancucha weglowego. Z pentoz w srodowisku silnie
kwasnym powstaje furfural, a z heksoz 5-hydroksymetylofurfural (Rys. 5.4).

Najszybciej reaguja monosacharydy, natomiast disacharydy i1 polisacharydy wczes$niej
ulegaja hydrolizie. Furfural 1 5-hydroksymetylofurfural kondensujac
z jednowodorotlenowymi fenolami (np. z a-naftolem) tworza potaczenia triarylometanowe,
w ktorych uktad chinoidowy stanowi grupe chromoforows, decydujaca o barwie powstatego
kompleksu. Wielowodorotlenowe fenole (np. rezorcyna, orcyna, floroglucyna) tworza
potaczenia ksantenowe. W reakcje kondensacji z pochodnymi furfuralu moga tez wchodzi¢
inne zwigzki aromatyczne, np. antron, benzydyna, difenyloamina. Wszystkie cukry reaguja
z a-naftolem. Wolne pentozy, ich estry fosforanowe oraz ryboza zwigzana w nukleozydach
i nukleotydach purynowych dajg reakcj¢ dodatnig z orcyng i jonami Zelaza (Fe’™). Ryboza
1 deoksyryboza zwigzane z zasadami pirymidynowymi, daja bardzo staby odczyn.
Deoksyryboza ogrzewana w S$rodowisku silnie kwasnym tworzy niebieski kompleks
z difenyloaming. Ryboza 1 inne pentozy nie daja tego odczynu. Ketozy natomiast reaguja
Z reZorcynag.
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Rys. 5.4. Reakcja odwodnienia pentoz i heksoz
5.1.3. Odczyny wspolne dla wszystkich cukrow
5.1.3.1. Préba Molischa z a-naftolem

Zasada metody
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5-hydroksymetylofurfural

Dodatnig probe Molischa wykazuja wszystkie cukry, a takze aldehydy, aceton i kwasy
organiczne. W obecnosci st¢zonego kwasu siarkowego dochodzi do odwodnienia cukrow
i powstaje furfural lub 5-hydroksymetylofurfural, ktére z a-naftolem tworza barwne
kompleksy (Rys. 5.5). Ujemna proéba Molischa wyklucza obecnos¢ cukru.

Postepowanie

1. Do 2 ml badanego roztworu doda¢ dwie krople odczynnika Molischa zawierajgcego
a-naftol, zmieszac 1 ostroznie podwarstwi¢ 1 ml stezonego kwasu siarkowego.

2. Na granicy faz powstaje czerwono-fioletowy krazek.

Materialy i odczynniki

— 1% roztwér glukozy, fruktozy, sacharozy
- 0,1% roztwor skrobi i glikogenu

— odczynnik Molischa: 10% a-naftol

— stezony kwas siarkowy (VI)
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Rys. 5.5. Reakcja Molischa

5.1.4. Wykrywanie ketoz - préba Seliwanowa z rezorcyna

Zasada metody

Dodatni odczyn Seliwanowa wykazujg ketozy. Po odwodnieniu tych cukréw w obecnosci
stezonego kwasu solnego powstaje furfural lub 5-hydroksymetylofurfural, ktére z rezorcyna
tworza barwne kompleksy (Rys. 5.6).
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Rys.5.6. Reakcja Seliwanowa.



Postepowanie

1. Do 1 ml odczynnika Seliwanowa doda¢ krople roztworu fruktozy. Zmieszac 1 wstawic¢
do wrzacej tazni wodnej doktadnie na 30 sek.

2. Wyjac i ozigbi¢. Proba przyjmuje czerwone zabarwienie.

3. Probg powtorzy¢ na innych cukrach. Inne cukry dajg dodatni odezyn Seliwanowa po

dhluzszym ogrzewaniu.

Materialy i odczynniki

— 1% roztwor glukozy, fruktozy i sacharozy

—  0,1% roztwor skrobi, glikogenu

— odczynnik Seliwanowa: stezony kwas solny rozcienczy¢ dwa razy wodg i rozpusci¢
w nim rezorcyn¢ do uzyskania roztworu o stezeniu 0,05%

5.1.5. Wykrywanie pentoz
5.1.5.1. Préba Biala na pentozy

Zasada metody

Wolne pentozy, ich estry fosforanowe oraz ryboza zwigzana w nukleozydach
i nukleotydach purynowych ogrzewane ze stezonym kwasem solnym odwadniajg si¢ do
furfuralu, ktory z orcyng i jonami Fe’" daje zielono zabarwiony kompleks. Deoksyryboza
oraz ryboza zwigzana z zasadami pirymidynowymi dajg bardzo staby odczyn.

Postepowanie

1. Do proboéwki doda¢ 1 ml roztworu rybozy oraz 1 ml odczynnika Biala, zamieszac i
wstawi¢ do wrzacej fazni wodnej na okres 20 minut.

2. Probe powtorzy¢ na roztworach RNA 1 DNA.

3. Opisa¢ wynik.

Materialy i odczynniki

— 0,01% roztwor rybozy

— 0,05% roztwory RNA i DNA

— odczynnik Biala: w 100 ml stezonego kwasu solnego rozpusci¢ 0,5 g orcyny i doda¢ kilka
kropel 10% roztworu chlorku zelaza (III)

5.1.5.2. Proba Dischego na deoksyryboze
Zasada metody

Deoksyryboza ogrzewana w srodowisku silnie kwasnym odwadnia si¢ do furfuralu, ktory
tworzy niebieski kompleks z difenyloaming. Ryboza i inne pentozy nie daja tego odczynu.

Postepowanie

1. Do probdéwki doda¢ 1 ml DNA oraz 1 ml odczynnika Dischego, zamiesza¢ 1 wstawié
na okres 10 minut do wrzacej tazni wodne;j.

2. Probg powtorzy¢ na roztworze RNA. Porownac¢ uzyskane wyniki.



Materialy i odczynniki

— 0,05% roztwory RNA i DNA

— odczynnik Dischego: 1 g difenyloaminy rozpusci¢ w 2,5 ml stezonego kwasu siarkowego
(VI) 1 uzupetic¢ do 100 ml kwasem octowym lodowatym

5.1.6. Wlasciwosci redukujace cukrow

Zasada metody

Za whasciwosci redukujace cukréw odpowiedzialna jest wolna grupa aldehydowa lub
ketonowa. W srodowisku zasadowym formy pierscieniowe cukrow przechodza
w fafcuchowe i grupa aldehydowa odtwarza si¢ przy C-1 w glukopiranozie, a grupa
ketonowa przy C-2 we fruktofuranozie. Cukry redukujace zawieraja zawsze wolne grupy
aldehydowe lub ketonowe i naleza do nich wszystkie cukry proste oraz oligosacharydy, ktore
posiadaja wolng grupe aldehydowa Ilub ketonowg. Cukry takie podczas ogrzewania
w Srodowisku zasadowym tworzg silnie redukujace produkty. W wigkszosci préb
redukcyjnych wykorzystuje si¢ redukcje jonéw miedzi (II) do jondw miedzi (I).
W s$rodowisku zasadowym cukry ulegajg takze izomeryzacji 1 degradacji.

5.1.6.1. Proba Trommera

Postepowanie

1. Do 2 ml roztworu cukru doda¢ réwna objetos¢ 2 M wodorotlenku sodu i kroplami,
wstrzasajac probowke po dodaniu kazdej kropli, 0,25 M roztwor siarczanu (VI) miedzi
(IT). Dodawanie siarczanu przerwac po kropli, ktora si¢ juz nie rozpuszcza.

2. Gorng warstwe klarownego ptynu ogrza¢ w plomieniu palnika. Proby wykona¢ na
roztworach glukozy, fruktozy i sacharozy.

Materialy i odczynniki

— 1% roztwér glukozy, fruktozy i sacharozy
0,25 M roztwor siarczanu (VI) miedzi (IT)

— 2 M wodorotlenek sodu

5.1.6.2. Proba Benedicta

Zasada metody

Proba ta stanowi jeden z najczulszych odczynéw redukcyjnych na cukry. Barwa
powstajacego osadu tlenku miedziawego zalezy od wielkos$ci czasteczek Wypadajqcych
z roztworu. Czastki najdrobniejsze daja barwg zielong, a najwigksze czerwong. Proba ta moze
stuzy¢ do przyblizonego okreslania stg¢zenia cukru w badanym roztworze (Tab. 5.1).

Postepowanie

1. Do 5 ml odczynnika Benedicta doda¢ 8 kropli badanego roztworu cukru, zmieszacé
1 wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 5 min.

2. Po ozigbieniu w strumieniu biezacej wody, roztwdr zmienia barwe i metnieje.



Tab. 5.1. Zaleznosé odczynu Benedicta od zawartosci cukru

barwa ocena przyblizona zawarto$¢

redukcji cukru (g/100 ml)

bez zmian — 0

zielona, brak osadu +/— 0,1-0,3

zielona, osad + 0,5

z6Mto-zielona, osad ++ 1,0

pomaranczowa, osad - 1,5

czerwona, osad ++++ 2,0 1 powyzej

Materialy i odczynniki
- 0,1, 0,5, 1,5% roztwory glukozy

— odczynnik Benedicta: 173 g krystalicznego cytrynianu sodu i 100 g bezwodnego weglanu
sodu rozpusci¢ na gorgco w 600 ml wody; przesaczy¢, a do przesaczu dodawa¢ wolno,
stale mieszajac, 100 ml 17,3% roztworu siarczanu (VI) miedzi (II); uzupetnié¢ do 1 1 woda.

5.2. OLIGOSACHARYDY

Oligosacharydy to zwigzki, ktore powstajg przez potaczenie od dwoch do dziewigeiu
reszt monosacharydow. Najczesciej wystgpuja disacharydy, czyli dwa cukry potaczone
wigzaniem glikozydowym (Rys. 5.7), w ktérym uczestniczy pétacetalowy atom wegla jednej
czasteczki cukru oraz dowolny atom wegla drugiej czasteczki. Jesli w jednym z cukrow
znajduje si¢ wolna grupa —OH przy poétacetalowym atomie wegla, to disacharyd zachowuje
si¢ pod wieloma wzgledami jak monosacharyd. Wykazuje m.in. wlasciwosci redukujace. Do

takich cukréw nalezy laktoza i maltoza.

Cukry nieredukujace to disacharydy, w ktorych grupy —OH przy poétacetalowym atomie

wegla obu monosacharydéw biorg udziat w wigzaniu glikozydowym (np. sacharoza).

HOCH, HOCH2

HOCH2

HOCH,

H OH O H
|OHH1O OHH OHH{O“OHH
HO
H  OH H

maltoza

HOCH,
H A
H
OH
HO

Rys. 5.7. Przyklady disacharydow
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5.2.1. Wplyw rozcienczonych kwasow na oligosacharydy

Zasada metody

Wszystkle disacharydy fatwo ulegaja kwasnej hydrolizie, co $wiadczy o obecnosci w
nich wigzan glikozydowych. Hydroliza wigzan glikozydowych (wiqczame czasteczki wody)
przebiega w $rodowisku kwasnyrn Oligosacharydy hydrolizuja juz w obecnosci stabych
kwasow (0,5-1 M). Pekaja wowczas w1a}zan1a glikozydowe z uwolnieniem monosacharydow.
Sacharoza hydrolizuje bardzo tatwo juz w temp. pokojowej w obecnosci 0,1 M kwasu
solnego. W przypadku sacharozy zachodzi specyficzne zjawisko zwane inwersjg. Po
rozpuszczeniu 1 hydrolizie sacharozy wykazujacej skrgcalno$¢ wiasciwa [a]p=t67°,
otrzymuje si¢ lewoskretng mieszaning D-glukozy i D-fruktozy.

Postepowanie

1. Do 5 ml 1% roztworu sacharozy doda¢ rowna objetos¢ 0,1 M kwasu solnego 1 wstawic
na 15 minut do wrzacej tazni wodne;.

2. Wykona¢ probe redukcyjng przed 1 po hydrolizie.

Materialy i odczynniki

— 1% roztwor sacharozy

— 0,1 M kwas solny

— 2 M wodorotlenek sodu

— 0,25 M siarczan (VI) miedzi (II)

5.2.2. Odroéznianie monosacharydow od disacharydow
5.2.2.1. Préba Barfoeda

Zasada metody

Proba ta pozwala na odréznienie monosacharydow od disacharydow redukujacych na
podstawie reakcji redukcji w srodowisku lekko kwasnym. Monosacharydy tatwo wykazuja
wlasciwosci redukujgce natomiast disacharydy dopiero po dluzszym ogrzewaniu, gdy
zostanie rozerwane wigzanie glikozydowe.

Postepowanie

1. Do 1 ml odczynnika Barfoeda doda¢ 1 ml roztworu cukru i po wymieszaniu wstawic
do tazni wodnej na 3 min.

2. Pojawia si¢ czerwony osad tlenku miedziawego (Cu;O) w  proboéwce
z monosacharydem, a w probowkach z disacharydami dopiero po ogrzewaniu
kilkunastominutowym.

Materialy i odczynniki
— odczynnik Barfoeda: 13,3 g octanu miedzi rozpusci¢ w 200 ml wody, przesaczy¢ i doda¢
1,8 ml kwasu octowego lodowatego
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5.3. POLISACHARYDY

Polisacharydy, inaczej cukry ztozone, to liniowe lub rozgalezione polimery o duzej masie
czasteczkowej, zbudowane z podjednostek — monosacharydow. Strukture liniowg wykazuje
amyloza wchodzaca w sktad skrobi (wigzania a-1,4-glikozydowe) i celuloza (wigzania
B-1,4-glikozydowe), a strukture rozgaleziong amylopektyna, wchodzaca w sktad skrobi
1 glikogen (wigzania a-1,4 i a-1,6-glikozydowe). W glikogenie wigzania a-1,6- glikozydowe
wystepuja co 6-10 reszt glukozowych a w skrobi co 25 reszt glukozowych powodujac, ze
glikogen jest polisacharydem o strukturze bardziej rozgalezionej w pordwnaniu ze skrobig
(Rys. 5.8). Polisacharydy dajg pozytywny odczyn w reakcji z jodem (rozdziat 5.3.1).

HOCH,

wigzanie a- 1,6-glikozydowe

HOCH,

H

wigzanie o- 1 ,4-glikozydowe

Rys. 5.8. Podstawowe wigzania glikozydowe lgczgce monomery cukrow w polisacharydach
5.3.1. Proba jodowa

Zasada metody

Zabarwienie skrobi pod wplywem jodu spowodowane jest adsorpcja jodu na czasteczce
polisacharydu. Adsorpcja ma charakter kanalowy, tzn. czgsteczki jodu wchodzg do kanatu
utworzonego przez spiralnie skrecone tancuchy skrobi. Czasteczki jodu w obrebie spirali
skrobi tworzg prosty tancuch, wzdtuz ktéorego moga przemieszczaé si¢ elektrony, co
powoduje pochtanianie $wiatta przez caly kompleks. Barwa zalezy od dlugosci tancucha.
Amyloza daje zabarwienie niebieskie, amylopektyna fioletowo-czerwone. W obecnosci zasad
zabarwienie nie powstaje, gdyz jod reaguje z jonem wodorotlenowym.

Postepowanie

1. Do 2 ml stabo kwasnego roztworu skrobi doda¢ 1 krople 0,01 M roztworu jodu w 1%
jodku potasu. Probe powtdrzy¢ na roztworze glikogenu.

2. Probowki, w ktorych powstala niebieska barwa z jodem, ogrza¢ we wrzacej tazni
wodnej, a nastepnie ozigbi¢ pod biezacg woda.

3. Probe powtorzy¢ uzywajac zasadowego roztworu skrobi oraz skrobi, do ktorej

uprzednio dodano etanol 1 NaOH.
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Materialy i odczynniki

— 0,1% roztwor skrobi, glikogenu
— 0,01 M jod w 1% jodku potasu
— 2 M chlorek sodu

— etanol

— 1 M wodorotlenek sodu

5.3.2. Kwasna hydroliza polisacharydow

Zasada metody

Stopniowa hydroliza skrobi zachodzi pod wptywem rozcienczonych kwasow. Pekaja
wowczas wigzania glikozydowe z przylaczeniem czasteczki wody. Pocza}tkowo powstaja
dekstryny, nastgpnie maltoza i ostatecznie glukoza. Rozrywanie wigzan glikozydowych
powoduje wzrost wlasciwosci redukujacych hydrolizatu, gdyz uwalnia si¢ grupa aldehydowa.
Powoduje to zanik reakcji z jodem. Catkowita hydroliza polisacharydow wymaga dtuzszego
ogrzewania w obecnosci silnych kwasow (1-2 M kwas solny lub siarkowy (VI)) w temp.
wrzenia.

Postepowanie
1. Do probowki odmierzy¢ 5 ml roztworu skrobi i doda¢ 2 ml 2 M kwasu solnego.
Zmiesza¢ 1 wstawi¢ do wrzacej fazni wodnej. Co 3 minuty pobiera¢ krople roztworu i na
ptytce porcelanowej wykonywaé reakqe; z Jodem Zakonczy¢ hydrolizg, gdy barwa jodu
nie ulega zmianie. Barwg jodu poréwnywac¢ z barwa proby kontrolnej (kropla wody i
kropla roztworu jodu) oraz z barwg proby zerowej (przed hydroliza). Po ozigbieniu probe
zobojetni¢ 1 wykonac¢ probe na cukry redukujace.

Powtorzy¢ doswiadczenie stosujgc roztwoér glikogenu.

Skrawki bibuty umiesci¢ w probowce, doda¢ 10 ml wody i 1 ml stgzonego kwasu
siarkowego. Wstawi¢ na 20 minut do wrzacej tazni wodnej. Po zobojetnieniu wykonaé
probe redukcyjna na cukry (do$wiadczenie 5.1.6).

Rt

Materialy i odczynniki

— 1% roztwor skrobi, glikogenu

— bibuta

— 2 M kwas solny

— 2 M wodorotlenek sodu

— stezony kwas siarkowy (VI)

— 0,01 M jod w 1% jodku potasu

— odczynniki potrzebne w probach redukujacych cukrow

5.3.3. Enzymatyczna hydroliza polisacharydow

Zasada metody

Hydroliza enzymatyczna skrobi i glikogenu zachodzi pod wplywem enzymoéw amylaz.
a-amylazy (E.C.3.2.1) sa endoglukozydazami hydrolizujacymi wigzania a-1,4-glikozydowe
polozone wewnatrz czasteczki polisacharydu. Pierwszym produktem tej reakcji sg
erytrodekstryny dajace z jodem zabarwienie czerwono-fioletowe. Nastgpnie powstaja niskie
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dekstryny (6—7 czasteczek glukozy), a produktem koncowym jest maltoza. a-amylazy
wystepuja w Slinie, trzustce 1 stodzie.

Postepowanie

1. W probéwce wirdwkowej zebra¢ ok. 2 ml $liny i odwirowa¢ 5 minut przy
5 000 obr./min.

2. Klarowng $ling rozcienczy¢ 50—100-krotnie wodg destylowana.

3. W zaglebieniach ptytek porcelanowych umiesci¢ po 3 krople jodu w jodku potasu
1 krople kwasu solnego.

4. Do proboéwki odmierzy¢ 5 ml skrobi, 2 ml chlorku sodu i 2 ml buforu o pH 6,6.
Zmiesza¢ 1 wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 37°C.

5. Po kilku minutach doda¢ 1 ml rozcienczonej $liny, zmiesza¢ i zanotowac czas.

6. Doktadnie w odstgpach jednominutowych pobiera¢ po dwie krople mieszaniny

Sl

inkubacyjnej 1 umieszcza¢ w zagltebieniach ptytki.

Zanotowac¢ czas, po ktorym pobrana probka nie zmienia barwy jodu.

Poda¢ aktywno$¢ amylazy w Slinie w jednostkach/ml. W tym doswiadczeniu za
1 jednostkg amylazy przyjmuje si¢ taka aktywnos¢ enzymu, ktora hydrolizuje 50 mg
skrobi w czasie 10 minut w temp. 37°C, w pH 6,6, w obecnosci jondw chlorkowych, do
produktéw nie dajacych barwy z jodem (punkt achromowy)

Przyktad obliczenia

Do oznaczenia pobrano 1 ml 100-krotnie rozcienczonej $liny, a punkt achromowy

osiggnieto po 8 min. Aktywno$¢ amylazy w $linie wynosi 10/8x100 = 125 jednostek/ml.

Materialy i odczynniki

1 M kwas solny

1 M wodorotlenek sodu

0,01 M jod w 1% jodku potasu

1% roztwor skrobi

1% chlorek sodu

0,1 M bufor cytrynianowo-fosforanowy, pH 6,6

5.3.4. Oznaczanie cukrow redukujacych metoda Bernfelda
Summer J.B., Howell S.F. (1955) Methods in Enzymology 1, 145.

Zasada metody

Grupy redukujace cukrow uwolnione podczas hydrolizy skrobi przez amylazy ulegaja

utlenieniu pod wplywem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS). Intensywno$¢ zabarwienia
powstajacych zwigzkow jest proporcjonalna do zawartosci cukrow w prébie.
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Postepowanie
1. Do 2 ml roztworu zawierajagcego 10—120 pg cukru doda¢ nastgpujace odczynniki
1 doktadnie wymieszac:

skladnik proba badana proba propa
WZOrcowa odczynnikowa
materiat 2 ml B B
badany
Wzorzec — 2 ml —
woda
destylowana B B 2 ml
DNS 2 ml 2 ml 2 ml
2. Proby inkubowac¢ 5 minut we wrzacej tazni wodnej. Po ochtodzeniu doda¢ 6 ml wody

destylowanej i odczyta¢ absorbancj¢ prob badanych i wzorcowych wobec proby
odczynnikowej przy dtugosci fali 530 nm, w kuwecie o grubosci 1 cm.

Obliczanie wynikow

1. Krzywa wzorcowa sporzadzi¢ w zakresie 10-100 pg glukozy.

2. Z krzywej wzorcowej wykresSlonej przez polaczenie linig prosta punktow
odpowiadajacych absorbancji wzorcow, odczytac stezenie cukru w probie badane;.

Materialy i odczynniki

— wzorzec: roztwor glukozy o stezeniu 100 pg/ml

— odczynnik dinitrosalicylowy (DNS): 1 g kwasu dinitrosalicylowego, 20 ml 2 M NaOH,
3 g winianu sodowo-potasowego; uzupetni¢ woda destylowang do 100 ml

5.4. Ilosciowe oznaczanie cukrow

Oznaczanie glukozy stanowi jedno z najwazniejszych i najczesciej wykonywanych badan
w laboratoriach analitycznych. Obecnie zarzucono juz stosowane dawniej pracochionne i
nieswoiste metody, oparte na wlasciwosciach redukujagcych cukrow. Takze metoda
Hultmana, polegajaca na kondensacji o-toluidyny z aldozami, a wigc we krwi z glukozg 1
galaktoza, jest wycofywana ze wzgledu na rakotworcze dziatanie o-toluidyny. Do
najczulszych 1 najbardziej swoistych metod oznaczania glukozy nalezg metody
enzymatyczne. Wyniki otrzymywane tymi metodami sg okoto 20-25% nizsze od wynikow
otrzymywanych metodami redukcyjnymi. W reakcjach bowiem w zasadzie nie biorg udziatu
inne zwigzki niecukrowe, a takze inne niz glukoza cukry. Do stosowanych obecnie rutynowo
nalezy metoda oksydazowa.

5.4.1. Oznaczanie glukozy metoda enzymatyczng

Zasada metody

Glukoza zawarta w probce utlenia si¢ pod wplywem oksydazy glukozowej (GOD) do
kwasu glukonowego z wytworzeniem nadtlenku wodoru. Reakcja moze by¢ uwidoczniona w
obecnosci odpowiedniego wskaznika (np. ABTS — s6l sodowa kwasu 2,2'-azyno-di(3-etylo-
benzotiazolino-6-sulfonowego), ktory utlenia si¢ nadtlenkiem wodoru przy udziale
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peroksydazy (POD). Nate¢zenie powstatlego zabarwienia jest proporcjonalne do st¢zenia
glukozy w badanej probce.

Metoda ta jest swoista dla glukozy w pierwszym etapie. Drugi etap stwarza mozliwos¢
wielorakich interakcji. Wszystkie substancje podlegajace tatwo reakcjom red—oks,
wystepujace we krwi (glutation, kwas askorbinowy, kwas moczowy, bilirubina) Ilub
wprowadzone do organizmu (niektore leki — kwas acetylosalicylowy, penicyliny,
tetracykliny) oraz sktadniki patologiczne (kwas acetooctowy), fatwo reaguja z nadtlenkiem
wodoru 1 zmme]sza]q wymk reakcji W sposob nieswoisty. Ponadto krew, nawet po
odbiatczeniu, moze zawiera¢ czynniki (porfiryny, jony zelaza) dzialajace podobme do
peroksydazy.

Utrzymanie stalego stgzenia glukozy we krwi jest wynikiem dziatania mechanizméw
regulujacych i rownowagi pomiedzy katabolizmem i anabolizmem glukozy, a nadrzedng rolg
petig czynniki hormonalne.

Hyperglikemia — wzrost st¢zenia glukozy we krwi — wystepuje fizjologicznie w 30-60
minucie po positku. W stanach patologicznych moze by¢ spowodowana:

a) zmniejszonym zuzyciem glukozy w tkankach (cukrzyca),

b) zwickszonym rozpadem glikogenu w watrobie (nadczynno$¢ tarczycy),

¢) zwigkszong glukoneogeneza.

Zwigkszenie st¢zenia glukozy we krwi powyzej 160 mg/dl (8,88 mmol/l) prowadzi do
przekroczenia progu nerkowego, co powoduje glukozurie, czyli utrate glukozy z moczem.
Hypoglikemia — zmniejszenie st¢zenia glukozy we krwi — moze by¢ spowodowana:

a) wyczerpaniem rezerw glikogenu w watrobie (niewydolno$¢ watroby) lub utratg

zdolnosci do rozktadu glikogenu (choroba spichrzeniowa — brak fosfatazy G-6-P),

b) zwiekszonym zuzyciem glukozy w tkankach (nadmiar insuliny),

¢) zuzyciem glukozy do syntezy laktozy w okresie laktacji.

Wartosci prawidlowe:

—  krew: 60 —100 mg/dl (3,36 — 5,6 mmol/l)

— osocze: 70 =110 mg/dl (3,92 — 6,16 mmol/l)

— plyn mézgowo-rdzeniowy: 45 — 70 mg/dl (2,52 — 3,92 mmol/l)

Postepowanie
Wykonanie do§wiadczenia zgodnie z protokotem.

5.4.2. Oznaczanie cukréw mikrometoda fenolowa
Dubois M., Gilles K.H., Hamilton J.K., Rebers P.H., Smith F. (1956) Anal. Chem. 28, 350—
356.

Zasada metody

Cukry proste, oligosacharydy oraz polisacharydy ulegaja odwodnieniu pod wptywem
stezonego kwasu siarkowego. Z pentoz powstaje furfural, a z heksoz oksymetylenofurfural.
Zwiazki te w obecnosci fenolu 1 stezonego kwasu siarkowego tworza kompleks o
zabarwieniu pomaranczowym. Reakcja jest czuta, a barwa trwata. Mikrometoda ta jest
szczegblnie dobra do oznaczania malych ilosci cukréw, rozdzielonych metoda
chromatograficzng z uzyciem uktadu fenol : woda oraz uktadow lotnych (np. etanol : woda).
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Postepowanie

1.

3.
4.

5.

Przy oznaczaniu cukréw zwigzanych w glikoproteinach, przed przeprowadzeniem
reakcji barwnej najpierw nalezy przeprowadzi¢ hydrolize biatek w celu uwolnienia reszt
cukrowych. W tym celu nalezy zmiesza¢ 0,1 ml roztworu zawierajacego glikoproteing z
0,1 ml 0,1 M kwasu siarkowego (VI) i ogrzewa¢ przez 60 minut w temp. 80°C. Po
zakonczeniu inkubacji probowke zawierajacg probe badang ochtodzic.

Do oznakowanych probowek doda¢ podane w tabeli nizej odczynniki i doktadnie
wymiesza¢ (Uwaga! stezony kwas pipetowac pod wyciagiem uzywajac szklanej plpety

zaopatrzonej w specjalng nasadke). Roztwér badany 1 wzorcowy powinny zawierac
4-16 ug cukru w 0,2 ml.

. roba roba roba
skladnik bl:ldana w;)orcowa odczl;fnnikowa
materiat badany 0,2 ml — —
wzorzec - 0,2 ml
woda destylowana — — 0,2 ml
5% fenol 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
stezony kwas
sinkO\?]vy (V1) 1 ml 1 ml 1 ml

Proby pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze pokojowe;.

Odczyta¢ absorbancje¢ prob badanych i wzorcowych wobec proby odczynnikowej przy
dhugosci fali 490 nm, w kuwecie o grubosci 1 cm.

Stezenie cukru obliczy¢ z ponizszego wzoru:
_ sz X 1|I'll‘l:
A’-I.’Z

gdzie:
Cyp — stezenie proby badane;,
Ay — absorbancja proby badanej,

Cw
Ay

. — stezenie wzorca,
. — absorbancja wzorca.

Materialy i odczynniki

wzorzec — stabilizowany 0,05% lub 0,001% roztwor glukozy: 2,5 g kwasu benzoesowego
rozpusci¢ w 1 1 wrzacej wody 1 ochlodzi¢; odwazy¢ 0,05 g lub 0,001 g glukozy i rozpusci¢
w 100 ml nasyconego roztworu kwasu benzoesowego

5% roztwér fenolu

stezony kwas siarkowy (VI)

0,1 M kwas siarkowy (V)
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5.4.3. Oznaczanie kwasu sjalowego zmodyfikowana metoda rezorcynolowa
Jourdian G.W., Dean L., Roseman S. (1971) J. Biol. Chem. 246, 430-435.

Zasada metody

Metoda ta polega na tworzeniu barwnych zwigzkéw z rezorcynolem przez pochodne

kwasu sjalowego powstajace po odwodnieniu przez st¢zone kwasy. Modyfikacja polegajqca
na utlenianiu kwasu sjalowego kwasem jodowym (VII) (nadjodowy) powoduje, ze jest to
metoda czufa i specyficzna, gdyz w reakcji tej nie biorg udziatu inne zwigzki, takie jak lipidy,
aminokwasy i pozostate cukry. Dodatkowo, metoda ta mozna oznacza¢ kwas sjalowy
zwigzany glikozydowo bez uprzedniej hydrolizy glikoprotein. Kwas sjalowy zwigzany
glikozydowo tworzy barwny kompleks trwaty w temp. 37°C, podczas gdy barwny kompleks
powstajacy z wolnego kwasu sjalowego jest rozkladany w tej temp., ale trwaty w temp. 0°C.
W ten sposdb mozna oznaczy¢ kwas sjalowy catkowity, wolny i zwigzany glikozydowo.

Postepowanie

1.
2.

Do roztworu badanego lub wzorcowego (zawierajacego nie wigcej niz 0,2 umole
kwasu sjalowego w catkowitej objetosci 250 ul) dodaé¢ 50 ul 0,04 M kwasu nadjodowego.

Wymiesza¢ ostroznie 1 w zalezno$ci od rodzaju badanego kwasu sjalowego
inkubowac:
na lodzie przez 35 minut (catkowity kwas sjalowy)
na lodzie 20 minut (wolny kwas sjalowy)
w temp. 37°C przez 60 minut (kwas sjalowy zwigzany glikozydowo)

Doda¢ 625 ul odczynnika rezorcynolowego, wymieszac i pozostawi¢ na lodzie przez
5 minut, a nastepnie ogrzewac przez 15 minut w temp. 100°C.

Ochtodzi¢ pod biezacag woda i doda¢ 625 ul alkoholu tert-butylowego i dobrze
wymieszac.

Wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 37°C w celu stabilizacji barwy, a nastgpnie
ochtodzi¢ do temp. pokojowe;.

Odczyta¢ absorbancjg przy dlugo$ci fali 630 nm (barwa jest trwata w temp. pokojowej
— po 24 godz. warto$¢ absorbancji obniza si¢ o 10-20%). Warto$¢ absorbancji jest
proporcjonalna do stg¢zenia kwasu sjalowego w zakresie 0,012-0,2 pmole kwasu
sjalowego.

Zawarto$¢ kwasu sjalowego obliczy¢ ze wzoru lub sporzadzi¢ krzywa standardowa
w zakresie od 0,012-0,2 umole kwasu sjalowego w probie o objetosci 250 pl.

Materialy i odczynniki

0,04 M kwas jodowy (VII) (nadjodowy): odwazy¢ 0,45 g kwasu nadjodowego i rozpuscic¢
w 100 ml wody destylowanej

odczynnik rezorcynolowy: 0,6 g rezorcynolu rozpusci¢ w roztworze zawierajagcym 60 ml
28% HCI, 1 ml 25 mM CuSOy4 (0,4 g bezwodnego CuSOy4 rozpusci¢ w 100 ml wody
destylowanej) 1 39 ml wody destylowane;

95% alkohol tert-butylowy

roztwor wzorcowy kwasu sjalowego o stezeniu 20 umoli/10 ml: odwazy¢ 6,2 mg kwasu
sjalowego 1 rozpusci¢ w 10 ml wody destylowane;]
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W opracowaniu rozdziatu Cukry korzystano z nastgpujgcych irodel:
Ktyszejko-Stefanowicz L. Cwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe

PWN, Warszawa 2003.
Mejbaum-Katzenellenbogen W. Cwiczenia z biochemii dla biologéw. Wydawnictwo

Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw 1992.
Stryer L. Biochemia. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.

18



