CWICZENIE III

Badanie wtasciwosci cukrow, kwasdéw karboksylowych,
ttuszczow, aminokwasow na podstawie wybranych reakcji

chemicznych

I. Wilasciwosci chemiczne cukrow

1. Proby redukcyjne

Najczesciej stosowanymi do utleniana grupy aldehydowej akceptorami
elektrondw sa jony metali ciezkich: Cu®* ( préby: Fehlinga, Trommera, Hainesa,
Benedicta), Bi** (préba Nylandera) i Ag* (préba Tollensa).

Monosacharydy (aldozy i o-hydroksyketozy) wykazujg réwniez zdolnosc
redukowania powyzszych jondw w Srodowisku alkalicznym, same za$ utleniajgq sie
do odpowiednich kwasow. Aldozy ulegajg tej reakcji ze wzgledu na obecnos¢ grupy
-CHO, natomiast ketozy w S$rodowisku alkalicznym ulegaja izomeryzacji do
odpowiedniej aldozy. W warunkach préb redukcyjnych, podczas zuzywania formy
tancuchowej, czasteczki pierscieniowe kolejno przechodza w czgsteczki tanncuchowe.
W efekcie tych przemian zwieksza sie réwniez ilos¢ produktéw zredukowanych
(Cu®t — cul*, Agt — Ag° itp.). Wiasciwosci redukcyjne wykazujg takze
disacharydy, ktore posiadajq wolng, niezablokowang grupe -OH przy weglu
glikozydowym (potacetalowym).

Utleniane mogg by¢ albo grupa aldehydowa, albo I-rzedowa grupa alkoholowa
albo obie grupy w zaleznosci od warunkow utleniania. tagodne utlenianie prowadzi
do utlenienia grupy aldehydowej, w wyniku czego powstajgq kwasy R-onowe, w

wyniku energicznego utleniania powstajg kwasy dikarboksylowe R-cukrowe, a jesli

utlenieniu ulega tylko grupa alkoholowa I-rzedowa powstajg kwasy R-uronowe. W
tym ostatnim przypadku utlenianie winno odbywa¢ sie tylko po zablokowaniu grupy
aldehydowej, co ma miejsce podczas przemian biochemicznych w zywych

organizmach.

a) Proba Fehlinga
W prébie Fehlinga po zmieszaniu odczynnikow Fehling I (CuSO4x5H,0 w
rozcienczonym H,S04) i Fehling II (roztwdr winianu sodowo-potasowego i NaOH)

powstaje zasadowy roztwdr kompleksu miedzi z winianem, co zapobiega wytrgcaniu
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sie osadu Cu(OH), i maskowaniu koncowego produktu reakcji - czerwonego osadu
Cu,0. Dodany aldehyd ulega utlenieniu oddajgc elektrony, ktérych akceptorem jest
dwuwartosciowa miedz. Kompleks miedzi z winianem po ogrzaniu rozpada sie i

powstaje czerwony osad tlenku miedzi (I).
+6H,0

2 C,H,0,(CO0),NaK + 2CuSO, + 4NaOH T2NaSO,

2+ =0
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ogrzanie /O
—— 2C,H,0,(COO),NaK + R—C\OH + 2 H,0 +Cu,0

Wykonanie:

Zmiesza¢ po 1 ml roztworéow Fehling I i II, ogrza¢ do wrzenia aby sprawdzic¢
czy nie wystgpi redukcja wtasna odczynnika. Nastepnie dodad kilka kropli roztworu
(glukozy, sacharozy) i ponownie ogrzac. Pojawia sie osad o barwie pomaranczowej
do czerwonej, zaleznie od stanu rozproszenia powstajgcego tlenku miedzi(I).

Sacharoza tej préby nie daje.

b) Proba Trommera z glukozg

Prébe redukcyjng Cu?* — Cul* mozna wykonaé takze bez stosowania soli
Seignetta (zwigazku solubilizujgcego Cu(OH), ), gdyz sam cukier posiada kilka grup
hydroksylowych, ktére mogg w podobny sposoéb solubilizowaé wodorotlenek miedzi.
W probie Trommera wazne jest dodanie tylko nieznacznej ilosci roztworu CuSOy,
aby nie przekroczy¢ molekularnego stosunku cukier : Cu(OH), (1:1) i wtedy
otrzymuje sie efekt préby identyczny, jak w probie Fehlinga. Jesli jednak roztwér
CuSOQ4 zostanie dodany w nadmiarze, to po ogrzaniu otrzymuje sie czarny osad

CuO, ktéry bedzie maskowat powstaty rownolegle czerwony osad Cu,0.

Wykonanie:

Do 1 ml roztworu glukozy dodac¢ okoto 1 ml 2 M roztworu NaOH, po czym
dodawa¢ kroplami roztwér CuSO4 dopdty, dopdki stracajacy sie Cu(OH), jeszcze sie
rozpuszcza przy wstrzgsaniu ptynu. Podgrzaé¢ w ptomieniu palnika gérng czes¢ ptynu

do wrzenia. Powstaje zottopomaranczowy lub czerwony osad tlenku miedzi(I).



Gdyby dodano zbyt duzo CuSO4 i wytracajacy sie osad Cu(OH)> nie rozpuszczat sie,

nalezy przed ogrzaniem préby osad odsaczyc.

c) Proba Tollensa (prdba lustra srebrowego) — 1 préba na sale
Odczynnik Tollensa stanowi roztwor wodorotlenku diaminasrebra, ktéry
przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem w czystej, doktadnie odtluszczonej

probowce.

Wykonanie:

Do doktadnie odttuszczonej probowki odmierzy¢ 1 ml 0,1 M roztworu AgNOs i
wkraplac ostroznie 2 M roztwdr amoniaku NH3-H>O. Najpierw powstaje zmetnienie i
osad AgOH, ktory po dodaniu dalszych kropli roztworu amoniaku rozpuszcza sie
wskutek powstania zwigzku kompleksowego [Ag(NH3),]OH. Do przyrzadzonego w
ten sposdb odczynnika dodaé¢ 8 kropli badanego roztworu (glukozy lub laktozy),
zmieszac i ogrzewac na wrzacej tazni wodnej lub w ptomieniu palnika. Po pewnym

czasie na Sciankach probowki wydziela sie metaliczne srebro w postaci lustra.

glukoza + 2 Ag(NHS)z]OH — {2 Ag + kwas glukonowy + 4NH; +2 H,0O

d) Proba Barfoeda z glukozg i laktozg

Proba stuzy do odroéznienia cukréw prostych od dwucukréw redukujacych.
Dwucukry redukujgce dajg dodatni wynik reakcji dopiero po dtuzszym ogrzaniu, a
wiec dopiero po hydrolizie do cukrow prostych. Préba jest stosowana w diagnostyce

cukromoczu dla odrdznienia redukcji pochodzacej od glukozy lub od laktozy.

Wykonanie:

Do dwodch probéwek odmierzy¢ po 0,5 ml odczynnika Barfoeda (roztwor
octanu miedzi(II) i kwasu octowego), po czym do pierwszej doda¢ 1 ml roztworu
glukozy, do drugiej laktozy, zmieszac i ogrzewac¢ we wrzacej fazni wodnej okoto 3
minut. Osad tlenku miedzi(I) pojawia sie tylko w probdéwce zawierajacej glukoze. Po
dalszym ogrzewaniu (ok. 0,5 godziny) osad tlenku miedzi(I) pojawia sie réwniez w

probowce zawierajacej laktoze.



2. Proby grupowe
Stezone kwasy, takie jak kwas solny, siarkowy, a nawet octowy odwadniajg
czasteczki monosacharydow w wyniku czego powstajg aldehydowe pochodne

furanu, z pentoz powstaje furfural, a z heksoz hydroksymetylenofurfural

h_0O_cZO© HOCH,_O.__cZ©
H H H H
furfural hydroksymetylenofurfural

Zwigzki te, kondensujac z fenolami, dajg barwne pochodne triarylometanowe
(w prdobach Molischa, tymolowej) lub ksantenowe (w prdébach Biala, Seliwanowa).
Reakcje barwne dajg nie tylko monosacharydy, ale rowniez oligo- i polisacharydy,
ktére pod wptywem kwasu ulegajg hydrolizie do cukréw prostych.

Proby Molischa i tymolowa sg prébami grupowymi na cukry. Wynik ujemny
wyklucza obecnos¢ weglowodandw w srodowisku, natomiast wynik dodatni nie jest
jeszcze dowodem wystarczajacym dla stwierdzenia ich obecnosci. Reakcje barwne z
fenolami daja rowniez inne substancje (aldehydy, aceton, kwasy: mlekowy,

cytrynowy, mrowkowy i inne).

a) Proba Molischa

Wykonanie:

Do okoto 1 ml roztworu cukru dodac¢ 2 krople alkoholowego roztworu a-
naftolu, dobrze wymieszac i podwarstwi¢ 1 ml stezonego H,SO4. Po kilku minutach,
na granicy warstw, powstaje czerwono-fioletowy pierscien. Czasami ponizej

pierscienia pojawia sie krgzek zielony, ktéry pochodzi od zanieczyszczen a-naftolu.

b) Proba Seliwanowa na ketozy

W Srodowisku stezonego HCI ketoheksozy ulegajg odwodnieniu o wiele fatwiej
niz aldoheksozy. Powstaty hydroksymetylenofurfural tworzy z rezorcyng (1,3-
dihydroksybenzen) kompleks o barwie czerwonej. Probe uwaza sie za dodatnig
jedynie wtedy, gdy zabarwienie wystepuje przed uptywem 1 minuty. Przy dtuzszym
ogrzewaniu, odczyn ten wypada réwniez dodatnio z sacharozg i inuling, ktére

ulegajq hydrolizie do fruktozy.



Wykonanie:

Do okoto 1 ml odczynnika Seliwanowa (0,5% roztwor rezorcyny w kwasie
solnym rozcienczonym wodg w stosunku 1:2) doda¢ 4-5 kropli roztworu fruktozy,
zmieszac i ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej ok. 1 minuty, po czym oziebi¢. W
obecnosci ketoz préba barwi sie na jasnoczerwono, zas przy duzych ich stezeniach

powstaje osad.

c) Proba Biala na pentozy
Zasada proby oparta jest rowniez na zachowaniu sie cukru wobec stezonych

kwaséw, po czym furfural kondensuje z orcyng w obecnosci FeCls.

Wykonanie:

Do okoto 1 ml odczynnika Biala (roztwdr orcyny w stezonym kwasie solnym z
dodatkiem FeCls) doda¢ 3 krople roztworu pentozy (ksylozy) i ogrzac we wrzacej
tazni wodnej. Po kilkudziesieciu sekundach roztwér zabarwia sie na zielono.

Heksozy w powyzszych warunkach tworzg potaczenia o barwie zoéttej.

d) Proba z jodem na skrobie

Wykonanie:

Do okoto 1 ml kleiku skrobiowego dodac¢ 1 krople roztworu jodu w jodku
potasu. Powstaje niebieskie zabarwienie znikajace po kréotkim ogrzaniu probdowki w

ptomieniu palnika i powracajace po jej oziebieniu.

II. Reakcje na kwasy karboksylowe

Swoisto$¢ tych reakcji zalezy albo od rodnika organicznego, z ktérym
potgczona jest grupa karboksylowa albo od obecnosci w czasteczce drugiej, innej
grupy funkcyjnej. Kwasy karboksylowe w pordwnaniu z kwasami mineralnymi sq

kwasami stabymi, ale mocniejszymi od kwasu weglowego.
1. Wypieranie CO, z kwasnego weglanu sodowego

Wykonanie:

Do okoto 1 ml roztworu kwasu organicznego dodac okoto 1 ml 5% NaHCOs.
Wymiesza¢ zawartos¢ probdwki. Obserwowac wydzielanie sie pecherzykow

dwutlenku wegla CO;,



2. Proba na kwas mrowkowy
Kwas mréwkowy dzieki obecnosci grupy aldehydowej posiada wiasciwosci

redukujace

H—C=0 + 2HgCl, — | Hg,Cl, + co,t + 2 Hcl

| sublimat kalomel
OH

Wykonanie:

Do okoto 1 ml roztworu kwasu mrowkowego dodac kilka kropli roztworu
sublimatu HgCl, i ogrzewaé¢ we wrzacej tazni wodnej do pojawienia sie biatego

osadu kalomelu Hg,Cls.
III. Reakcje na kwasy ttuszczowe i lipidy

1. Przytaczanie chlorowca do nienasyconych kwasow ttuszczowych
Jod (lub inne chlorowce) tatwo przytgcza sie w miejscu podwdjnego wigzania,
w wyniku czego brunatny roztwér jodu odbarwia sie na skutek powstania

bezbarwnego zwigzku z organicznie zwigzanym jodem.

H H H H

Wykonanie:

Do 3 kropli oliwy dodawac kroplami odczynnik Hilbla (roztwor jodu i chlorku
rteci(II) w alkoholu). Ptyn odbarwia sie po pewnym czasie w temperaturze

pokojowej lub natychmiast po ogrzaniu.

2. Rozpuszczalnos$¢ thuszczow

Ttuszcze posiadajg dtugie hydrofobowe reszty kwasow ttuszczowych i dlatego
rozpuszczajq sie dobrze w rozpuszczalnikach nie polarnych, takich jak chloroform,
eter, benzen, nie rozpuszczajq sie natomiast w rozpuszczalnikach polarnych.

Wykonanie:

a) kilka kropli oliwy zala¢ 3 ml wody i wytrzasng¢. Tworzy sie nietrwata emulsja

ttuszczu w wodzie, ktéra po pewnym czasie rozdziela sie na dwie warstwy,



b) do kilku kropli oliwy doda¢ 2 ml chloroformu i wstrzgasna¢. Ttuszcz ulega

catkowitemu rozpuszczeniu.

3. Powstawanie mydet

Ogrzewanie ttuszczu w S$rodowisku alkalicznym doprowadza do hydrolizy
wigzan estrowych, a uwolnione kwasy ttuszczowe tworzg z jonami sodu lub potasu
rozpuszczalne sole, zwane mydtami. Z roztwordow mydet rozpuszczalnych mozna

wytraca¢ mydta nierozpuszczalne odpowiednimi jonami (Ba®*, Ca%*, Pb?*).

Wykonanie:

Do kilku kropli oliwy doda¢ 3-4 ml alkoholowego roztworu KOH, mieszanine
ogrzewac kilka minut we wrzacej tazni wodnej. Do mieszaniny dodaé¢ 10 ml wody

destylowanej i wstrzgasnac¢. Pienienie sie roztworu $wiadczy o obecnosci mydet.
IV. Reakcje na niektére aminokwasy

Proba ksantoproteinowa na aminokwasy aromatyczne

Aminokwasy zawierajgce pierscien benzenowy (np. tyrozyna) pod wptywem
stez. HNOs ulegajq nitrowaniu, w wyniku czego powstajq pochodne nitrowe o barwie
z6ttej. Po zalkalizowaniu, zwigzki nitrowe stabo dysocjujg i barwa roztworu zmienia
sie na pomaranczowq. Prébe te dajg rowniez inne zwigzki aromatyczne, jak fenol,

benzen itp., a takze wiekszos$¢ biatek, gdyz zawierajg aminokwasy aromatyczne.

Wykonanie:
Do 1 ml roztworu aminokwasu aromatycznego (tyrozyny) dodaé 5 kropli stez

HNQOs3, po podgrzaniu roztwér zétknie.



