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TEMA

SACHARIDY

Uloha 20:

Stanovenie redukujucich a neredukujucich sacharidov v kliciacich rastlindach

Princip:

V rastlinnom materiali sa stanovuju redukujuce sacharidy metodou opisanou
Somogyim a Nelsonom. Zahrievanim roztoku sacharidu s Fehlingovym roztokom
dochadza k redukcii mednatého komplexu na oxid medny. Aby sa zabranilo
spdtnej oxidacii Cu®, potlaca sa rozpustnost’ kyslika v roztoku prebytkom siranu
sodného. Pomocou jednomocnej medi sa potom redukuje roztok kyseliny arze-
nomolybdénovej za vzniku modrozeleného zafarbenia, ktorého intenzita sa sta-
novi spektrofotometricky. Po hydrolyze kyselinou sirovou sa stanovia celkové
sacharidy. Rozdiel obidvoch stanoveni udava obsah neredukujucich sacharidov.

Reagencie:

1. med’naté ¢inidlo A (25 g bezvodého uhlicitanu sodného, 20 g vinanu sod-
nodraselného, 20 g hydrogenuhlicitanu sodného a 200 g bezvodého siranu
sodného rozpustime v 800 ml destilovanej vody a doplnime destilovanou
vodou do 1 litra. Roztok je potrebné udrziavat pri teplote 20 °C.)

2. med’naté ¢inidlo B (/5 % roztok krystalického siranu mednatého v 100 ml
destilovanej vody, okysleny 1 az 2 kvapkami kyseliny sirovej)

3. Nelsonovo ¢inidlo (25 g molybdénanu amonneho rozpustime v 450 ml des-
tilovanej vody a pridame 21 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Po premie-
Sani pridame 3 g arzenicnanu sodného v 25ml destilovanej vody
a inkubujeme 48 hodin pri teplote 37 °C.)

. 0,33 M roztok hydroxidu barnatého

. 5 % roztok siranu zino¢natého

. 9 % roztok kyseliny sirovej

. 0,33 M roztok hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho

. 0,33 M roztok uhli¢itanu sodného

. morsky piesok

10. pevny uhli¢itan vapenaty

11. Standard glukézy s koncentraciou 10 mg/100 ml

12. Standard sachar6zy s koncentraciou 20 mg/100 ml
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Material:

kli¢iace rastliny (klicky pSenice), trecia miska, odparovacia miska, vodny kuapel’,
odmernd banka 25 ml, centrifiga, centrifugacné skimavky, skladany filter, fil-
trany lievik, sada skiimaviek, stojan na skiumavky, sklenené pipety s nadstav-
com, absorpény spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, termos-
tat, ultrazvukova vanicka

Postup:

Kliciace rastliny oplachneme destilovanou vodou. Rastlinné tkanivo ususSime
papierovou vatou, odvazime 1 g a rozstrihAme nadrobno. NavaZzené tkanivo vlo-
zime do odparovacej misky do pary nad vriacu vodu asi na 5 — 10 min. Po zmik-
nuti klicky presunieme do trecej misky a rozotrieme s malym mnozstvom mor-
ského piesku, uhli¢itanu vapenatého a vody (5 —8 ml). Zmes centrifugujeme
5 minat pri 3000 ot/min (900 g). Supernatant zlejeme do odmernej banky s ob-
jemom 25 ml. Priamo v centrifugacnej skiimavke sediment znova premieSame
s malym mnozstvom destilovanej vody (5 —8 ml) a po odstredeni pridame su-
pernatant k prvému podielu. Tento rastlinny extrakt zbavime bielkovin prida-
nim 2 ml 0,33 M roztoku hydroxidu barnatého, obsah dobre pretrepeme a po
niekol’kych minutach pripipetujeme 2 ml 5 % roztoku siranu zino¢natého. Obsah
opét’ dobre premieSame. Po doplneni destilovanou vodou na objem 25 ml extrakt
prefiltrujeme cez husty filter. Pre stanovenie sacharidov riedime tento bielkovin
zbaveny extrakt (filtrat) destilovanou vodou nasledovne: 1 ml filtratu + 19 ml
H>0 (20-nasobné zriedenie).
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Na stanovenie redukujicich sacharidov pouzijeme Standard glukozy
s koncentraciou 10 mg/100 ml. Do skiimaviek oznacenych ¢islami 0, 1, 2, 3, 4, 5
pipetujeme roztoky Standardu podla tabul’ky 3.2 a postupujeme podl'a pokynov
v nej uvedenych. Do skimavky so vzorkou (vzorka 1) pipetujeme namiesto Stan-
dardu 1 ml riedeného extraktu.

TABULKA 3.2 0 1 2 3 4 5 vzorka 1
Standard glukézy [ml] - 0,2 0,4 0,6 0,8 1 -
extrakt (zriedeny) [ml] - - - - - - 1
destilovana H>O [ml] 2 1,8 1,6 1,4 1,2 1 1
A+ B (25:1) [ml] 2 2 2 2 2 2 2

premiesat’, 25 min varit’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’
Nelsonovo ¢inidlo [ml] 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2

premiesat’ a na 1 min vlozit’ do ultrazvukovej vanicky kvoli
odstraneniu CO>
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnozstvo sacharidu v skua-
[mg]

mavke

0 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,10 X1

absorbancia pri 540 nm -

Na stanovenie celkovej koncentracie sacharidov (redukujucich + neredu-
kujucich) pouzijeme Standard sachar6zy s koncentraciou 20 mg/100 ml. Do
oznac¢enych skumaviek pipetujeme roztoky Standardu podla tabulky 3.3
a postupujeme podl'a pokynov v nej uvedenych. Do skimavky so vzorkou (vzor-
ka 2) pipetujeme rovnako ako v predoslom pripade namiesto Standardu 1 ml rie-
deného extraktu.

TABUL’KA 3.3 0 1 2 3 4 5 vzorka 2
Standard sacharozy [ml] - 0,2 0,4 0,6 0,8 1 -
extrakt (zriedeny) [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [ml] 2 1,8 1,6 1,4 1,2 1 1
9 % H,SO4 [ml] | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 | 0,12 0,12

premieSat, 30 min hydrolyzovat’ pri 80 — 90 °C (v termosta-

te)
0,33 M NaHCO3/Na;,CO3;  [ml] 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
A+ B (25:1) [ml] 2 2 2 2 2 2 2
premiesat, 25 min varit’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’

Nelsonovo inidlo mj | 2 | 2 [ 2 [ 2| 2] 2] 2

premieSat’ a na 1 min vloZit’ do ultrazvukovej vanicky kvoli

odstraneniu CO;
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnoESYO [ﬁcgl]la“d“ v ski- 0 | 004 | 0,08 | 012 | 0,16 | 0,20 X2
absorbancia pri 540 nm -
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Vyhodnote-
nie:

Pomocou kalibra¢nych roztokov (skimavky 1 az 5) zostrojime dva kalibracné
grafy (zé&vislost’ absorbancie Standardného roztoku gluko6zy, resp. sacharézy od
ich mnozstva) a z nich ur¢ime mnozstvo redukujucich (x1) a celkovych (x2)
sacharidov v mg na 1 ml riedeného extraktu. Hodnoty x1 a x2 vynasobime zrie-
denim povodného extraktu (20-nasobné zriedenie), ¢im ziskame mnozstvo redu-
kujucich a celkovych sacharidov v 1 ml povodného neriedeného extraktu. Aby
sme zistili mnozstvo sacharidov (v mg), ktoré su obsiahnuté v 1 g klickov, je
treba tieto hodnoty vynasobit’ ¢islom 25. Mnozstvo neredukujucich sacharidov
vypocitame z rozdielu hodnot pre celkové a redukujice sacharidy.

Zaver:

Uvedieme mnozstvo redukujucich a neredukujucich sacharidov nacha-
dzajucich sa v 1 g rastlinnych klickov.

97




