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TEMA

SACHARIDY

Uloha 17:

Reakcie na dokaz sacharidov

1. Molischova reakcia

Princip:

Sacharidy davaju s koncentrovanou kyselinou sirovou a o-naftolom inten-
zivne fialové sfarbenie, ktoré je sposobené vznikom trifenylmetinoveho farbiva
(obrazok 3.4, horna cast pred zamiesanim, dolna cast po zamieSani).
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Obréazok 3.4 Molischova reakcia (neipeciﬁkd reakcia na sacharidy)

2. Jodovy test

Princip:

Roztok jodu (jod rozpusteny vo vodnom roztoku jodidu draselného) sa casto
vyuziva na dokaz Skrobu. Amyloza (nerozvetvena cast skrobu) vytvara helixy
(zavitnice), v ktorych sa zhromazduje jod, ¢im vznikda charakteristické tmavo-
modré sfarbenie (obrazok 3.5). Amylopektin (rozvetvena cast Skrobu) tvori ove-
la kratsie helixy, v ktorych sa jod nemoze zhromazdit' v dostatocnej miere, vy-
sledkom coho je oranzova farba roztoku. Roztok jodu reaguje aj s glykogénom
za vzniku hnedého sfarbenia.

Obrazok 3.5 Jodovy test

3. Benediktiho reakcia

Princip:

Benediktiho reakciou sa dokazuju redukujuce sacharidy (napr. glukoza,
fruktoza, maltoza, laktoza). Benediktiho cinidlo obsahuje siran mednaty, ktory
sa redukuje na oxid medny:
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Oxid medny je vo vode nerozpustny, preto ho mozno pozorovat vo forme cerve-
nej, prip. oranzovej zrazeniny (obrdzok 3.6). Zelenomodré sfarbenie je mozné
pozorovat' v pripade Skrobu, ktorého makromolekuly obsahuju jeden redukujuci
koniec.

Obrazok 3.6 Benediktiho reakcia

4. Barfoedova reakcia

Princip:

Octan mednaty sa v prostredi kyseliny octovej v pritomnosti redukujucich
sacharidov redukuje na oxid medny (obrdzok 3.7). Prednostne reaguju mono-
sacharidy, redukujuce disachradidy az po dlhsom zahrievani. Citlivost reakcie
sa da zvysit, ak sa vzniknutym oxidom mednym redukuje kyselina arze-
nomolybdénova (sucast Nelsonovho cinidla) na molybdénovii modru (nie je
ukazané).

Obrazok 3.7 Barfoedova reakcia

5. Seliwanovova reakcia

Princip:

Seliwanovova reakcia je zaloZzena na vzniku visiiovocerveného sfarbenia,
ktoré dava 5-hydroxymetylfurfural s rezorcinom v pritomnosti kyseliny chloro-
vodikovej. Reakciu je mozné pouzit na odlisenie ketoz od aldoz.

Farebné produkty v pritomnosti roznych sacharidoyv su uvedené na obrdzku 3.8.

Obrazok 3.8 Seliwanovova reakcia
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6. Rothenfusserova reakcia

Princip: Difenylamin dava pri reakcii s ketozami v prostredi minerdlnej kyseliny in-
tenzivne modré sfarbenie.
Pozitivna reakcia na fruktozu je zndzornend na obrazku 3.9.
Obrazok 3.9 Rothenfusserova reakcia
7. Reakcia s floroglucinom
Princip: Pentozy v kyslom prostredi varom odstepuju vodu, pricom sa tvori furfural.
Dokazujeme ho roztokom floroglucinu, pricom vznikd purpurovocervené az
bordoveé sfarbenie (obrdzok 3.10).
Obrazok 3.10 Reakcia s floroglucinom
Reagencie: 1. 1 % roztoky sacharidov (fruktéza, glukoza, arabindza, laktoza, sacharoza,
Skrob)
2.Molischovo ¢inidlo (10 % roztok a-naftolu v 96 % etanole)
3.koncentrovand kyselina sirova
4.0,3 % roztok jodu v 5 % jodide draselnom
5.Benediktiho ¢inidlo (/00 g Na>COs3 a 173 g citratu sodného rozpustime
v 700 ml destilovanej vody. Po ochladeni pridame 13,7 g CuSO4 rozpus-
teného v 100 ml vody a doplnime destilovanou vodou do 1 dm’.)
6.Barfoedovo ¢inidlo (/3,3 g neutr. kryst. octanu mednatého rozpustime
v 200 ml vody, prefiltrujeme a pridame 1,8 ml ladovej kyseliny octovej.)
7.Seliwanovovo ¢inidlo (0,05 % roztok rezorcinu v koncentrovanej kyseline
chlorovodikovej zriedeny destilovanou vodou v pomere 1:1.)
8.Rothenfusserovo ¢inidlo (20 ml 10 % difenylaminu v 96 % etanole, 80 ml
ladovej kyseliny octovej, 100 ml konc. kyseliny chlorovodikovej)
9.0,2 % roztok floroglucinu v konc. kyseline chlorovodikovej
Material: sada hrubostennych skiimaviek, stojan na skimavky, mikropipety, vodny kupel’
(hrniec s vodou), vari¢, laboratdrna trepacka
Postup: Kazda zo siedmich ocislovanych skimaviek v stojane obsahuje zasobny

roztok jednej z nasledujucich latok: arabinézu (aldopentoza), fruktézu (keto-
hexo6za), glukézu (aldohexéza), laktézu (redukujici disacharid), sacharézu
(neredukujuci disacharid), §Skrob (polysacharid) a destilovani vodu.

Do siedmich prazdnych skimaviek (nezabudneme si ich ocislovat’) napipe-
tujeme po 2 ml z uvedenych zasobnych roztokov. Do kazdej z nich pridame 1 —
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3 kvapky Molischovho ¢inidla a 2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej (po ste-
nach skumavky). Na rozhrani dvoch vrstiev (vrchna etanolova, spodné kyseli-
nova) sa v pripade pritomnosti sacharidov vytvori tmavofialovy prstenec. Pre-
mieSanim nadobudnu roztoky sacharidov fialové sfarbenie. Roztok vody sa
sfarbi na zltohnedo. Molischova reakcia je negativna pre vodu, ktori mozno
tymto sposobom odliSit’ od ostatnych roztokov.

Do dalsich Siestich skimaviek napipetujeme po 2 ml zo zasobnych roztokov
sacharidov. Do kazdej z nich pridame 2 — 4 kvapky roztoku jodu. Obsah skii-
mavky obsahujucej Skrob sa sfarbi na tmavomodro.

Do nasledujucich piatich skimaviek napipetujeme po 2 ml Benediktiho ¢i-
nidla a pridame po 1 ml zo zasobnych roztokov sacharidov, ktoré zatial’ neboli
priradené. Roztoky v skiimavkach premieSame a ponorime na 2 — 5 min do ho-
riceho vodného kupela. Po vybrati a vychladnuti skimaviek zaznamename
farebné zmeny roztokov. Pozitivnhu Benediktiho reakciu davaju redukujtce
sacharidy.

Do §tyroch skimaviek napipetujeme po 2 ml z roztokov nepriradenych re-
dukujucich sacharidov, priddme po 1 ml Barfoedovho ¢inidla a ponorime na 5 —
10 min do vriaceho vodného kupela. Po vybrati a ochladeni skimaviek pozoru-
jeme v pripade monosacharidov vznik tmavocervenej zrazeniny. Redukujici
disacharid (v naSom pripade lakt6za) reaguje az po dlh§om zahrievani (10 —
20 min). Barfoedovou reakciou odliSime redukujtci disacharid laktézu od
monosacharidov.

Na odlisenie ketohexo6zy (fruktéza) od aldohexodzy (glukdza) a aldopentdzy
(arabindza) pouzZijeme Seliwanovovu reakciu. Do troch skiimaviek napipetu-
jeme po 1 ml zo zasobnych roztokov zostavajucich troch neuréenych monosa-
charidov, pridame po 2 ml Seliwanovovho ¢inidla a ponorime na 1 — 3 min do
vriaceho vodného kupel'a. V skimavke s frukt6zou pozorujeme vznik visiio-
vocerveného sfarbenia. Roztok s gluk6zou sa sfarbi na oranZovo.

Na jednoznacny dokaz fruktézy vyuZijeme Rothenfusserovu reakciu. Do
troch skumaviek napipetujeme po 1 ml z tych istych zasobnych roztokov ako v
pripade predoslej reakcie. Priddme po 1 ml Rothenfusserovho ¢inidla a ponori-
me na 3 — 5 min do hortceho vodného kupel'a. Roztok s fruktézou ma tma-
vomodr¢ sfarbenie.

Na rozliSenie arabindzy od glukdzy pouzijeme reakciu s floroglucinom. Do
dvoch skumaviek odpipetujeme po 2 ml floroglucinu, priddme po 6-—
10 kvapiek z poslednych dvoch neurcenych zasobnych roztokov a skimavky
vlozime do horticeho vodného kupel'a na 1 —2 min. Roztok s arabin6zou sa
sfarbi na bordovo.

Pozorova- , . (. . e .
nie: Zaznamename zafarbenia roztokov v zavislosti od pouzitej reakcie.
Zaver: Ku kazdej o¢islovanej skimavke s prisluSnym roztokom priradime sacharid.
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