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1. Elméleti bevezetés

1.1. A szénhidratok definicioja

A szénhidratok olyan, tobbnyire természetes eredetli polihidroxi-oxovegyiiletek és
ezek kondenzélt szdrmazékai, melyek nagy részben Ot- vagy hattagii gyliris tautomer
formaban fordulnak eld.

1.2. A szénhidratok elofordulasa

A szénhidratok a Foldon a legszélesebb korben és a legnagyobb mennyiségben
jelenlévo szerves vegyiiletek. A szénhidratokban hasznosul elsédlegesen a napfény sugérzo
energidja azaltal, hogy szén-dioxidbol és vizbdl a z6ld novényekben a fény hatisara
szénhidrat keletkezik. A novényekben a szénhidratok mennyisége az dsszes szarazanyagnak
mintegy 50-80 %-a, az allati szervezetben ennél joval kisebb mennyiségben talalhatdo meg.

1.3. A szénhidratok funkcioi

A szénhidratok a legtobb ¢l szervezet energiaellatasaban kdzponti szerepet toltenek
be, ezenkivill a szénhidrat lehet tartalék anyag (példaul keményitd), vazanyag (pl. celluloz,
kitin), vagy specialis bioldgiai funkciot betoltd vegyiilet, mint pl. antigén, receptor stb.

1.4. A szénhidratok gytiriiképzési reakcioja

Az alkoholok aldehidekkel illetve ketonokkal végbemend reverzibilis reakcidjanak terméke
félacetal (hemiacetal), illetve félketal (hemiketal). A szénhidratok esetében ez a reakcid a
vegylileten beliil megtalalhat6é két funkcids csoport kozott jatszodik le és gylrti képzddést
eredményez. A reakcid visszafordithatd, az oldatban egyensulyban a gylriis €s nyiltlanca
forma is el6fordul. A reakcido soran képz6dott hidroxilcsoportot nevezzikk glikozidos
hidroxilcsoportnak. Amennyiben ez a hidroxilcsoport tovabbi reakcidba 1ép akkor a termék
esetében a gylirli felnyildsa mar nem lehetséges (vo. a bomlas reakcié mechanizmusa).

Leggyakrabban 6t- (furandz) illetve hattagt (pirandz) gytriik képzddnek, ugyanis ezekben
viszonylag kisebb a gytirtifesziiltség (a gyliriiképz6dés nem okoz nagy torzulast az eredeti
kotési szogekben).

Félacetal képzédes: 0 /OH
R—¢’ + HO—R =—= R—C—OR
N \
H -
felacetal
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A félacaetal illetve félketal képzédésének mechanizmusa
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1.5. A szénhidratok csoportositasa

+ Egyszerii cukrok (monoszacharidok vagy mono6zok)

Az egyszerl cukrok 120-200 g/mol koriili molekulatomegii, kisebb alegységekre nem

hidrolizalhatd, vizben 0ld6do, optikailag aktiv anyagok.

+ Oligoszacharidok

Az oligoszacharidok 2-10 egyszerii cukor egységbdl felépiild, hidrolizalhato, vizben

oldodo, optikailag aktiv vegyiiletek.

+ Poliszacharidok

A poliszacharidok nagy molekulatomegii, egyszerii cukrokra hidrolizalhato, vizben

legfeljebb kolloid oldatot képzd, nem édes izii vegyiiletek.
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1.5.1. Monoszacharidok:

Xiloz

A xil6z monoszacharid, (aldopent6z) a Fehling oldatot redukalja, optikailag aktiv,
egyensulyi allapotban molaris forgatoképessége +18,8°. Edes izii, édesitSképessége a
gliikozéhoz hasonlo. A vércukorszintet nem befolyédsolja. A hemicellulozok épitékdveként
eléfordul faban, szalmaban, a barackmag héjaban. Mivel az elfasodott novényi képletek
egyik jellemzd poliszacharidjanak, a xildnnak alkotérésze, ezért facukornak is nevezik.
Hemicelluldz hidrolizisével allitjak eld.

Gliikoz (dextroz)

Monoszacharid, aldohex6z, redukalo, optikailag aktiv. Oldata jobbra forgat, (molaris
forgatoképessége +52,7°) ezért a glikkozt dextroznak is nevezik. Edes izii, de
¢édesitoképessége nem éri el a répacukorét. A gliikoz a legfontosabb egyszerii cukrok egyike.
Szabad allapotban édes gyiimdlcsokben, egyéb ndvényi részekben és a mézben fordul eld. A
vérnek is allando komponense (0,1 %). Szdéldcukornak azért nevezik, mert a sz6l6 is
tartalmazza, a must beparlasaval kristalyosan is kinyerhetd beldle.

Sokkal nagyobb mennyiségli D-gliik6z talalhaté azonban kotott allapotban. Egyetlen
épitdkove a két legelterjedtebb ndvényi poliszacharidnak, a keményitének és a celluloznak.
Az emberi és az allati szervezetben fontos szerepet betoltd szénhidrat, a glikogén szintén
D-gliikdzbol polimerizalodik. D-gliikozt tartalmaz a szachardz, a maltdz és a tejcukor is.

A gliikozt nagylizemi méretekben keményitdbol savas vagy enzimes hidrolizissel,
ritkabban cellul6zbdl enzimes hidrolizissel allitjak eld.

A tiszta  szOlocukrot  felhasznaljadk a  gyodgyaszatban,  cukorkaaruk,
gylimolcskonzervek és szorpok édesitésére. A D-gliikoz élettani szempontbdl is nagyon
fontos, mert szdmos anyagcsere folyamatban részt vesz. Az ember gliikdzsziikséglete 110-
130 g naponként. A szervezet gliikozhaztartasat a m4j szabalyozza, a gliikozfolosleg a
majban raktarozodik, glikogén formajaban. Alacsony vércukorszint esetén a tartalék
szénhidratbol gliikoz szabadul fel. Diabetes mellitus (cukorbetegség) esetén a gliikkozt a
szervezet nem tudja megfeleld modon hasznositani, ezért az élelmiszerekben mas édesitd
adalékkal kell helyettesiteni.

Fruktoz (levuloz, gyiimolcscukor)

Monoszacharid, ketohex6z, redukald, optikailag aktiv. Mindkét izomer balra forgato,
(-92,3°), innen szarmazik a levuléz elnevezés (latinul: laevus - bal). Gyiimolcscukornak is
nevezik, mert a nodvényvilagban, kiilonosen a gyiimolcsokben nagyon elterjedt, de
megtaldlhatd csaknem minden ndvényi részben. Nagy mennyiségli fruktdoz van a mézben is.
A fruktoz a legédesebb cukorféleség. A fruktéz kotott formaban tobb oligoszacharid,
(szachardz, raffindz, genciandz, melecitoz, sztachioz) épitdkdve.

A fruktézt korlatozott mértékben ugyan, de a cukorbetegek is fogyaszthatjak, mert
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lassan szivodik fel.

Fontos ¢lelmiszeripari édesitészer az un. izoszorp, melyet a kukoricakeményitd
hidrolizisével, majd a keletkez6 D-gliikoz izomerizacidjaval allitanak eld. Az izomerizacio
soran a gliikoz fele alakul at frukt6zza.

1.5.2. Oligoszacharidok:

Szacharoz (nadcukor, répacukor)

Diszacharid, nem redukalé, optikailag aktiv, egy gliikoz és egy fruktoz egységbdl
épiil fel. Edes izii vegyiilet, édesitéképessége kivalo. Hig asvanyi savakkal hidrolizalhato,
ekkor D-gliikéz és D-fruktoz 1:1 aranya elegye keletkezik, melyet invert cukornak
neveziink. Nevét onnan kapta, hogy a hidrolizis sordn a pozitiv forgatoképesség negativva
valtozik, tehat megfordul az eldjel.

Az éleszté nem tudja kozvetleniil erjeszteni a szacharozt, csak akkor, ha invertaz
enzimje elébb hidrolizalja.

A szachar6z a ndvényvildgban nagyon elterjedt. Régebben kizardlag a tropusokon
honos cukornad présnedvébdl allitottdk eld, késObb a mérsékelt égdvben attértek
cukorrépabol vald gyartasra.

Laktoz (tejcukor)

Diszacharid, redukalo, optikailag aktiv, egy gliikoz és egy galakt6z egységbdl épiil
fel. A laktoz az eml6osok tejében fordul eld. A laktoz lugokkal szemben nagyon érzékeny,
viszont savakkal és hdvel szemben a tobbi cukornal joval ellenallobb.

A laktozt a tejsavbaktériumok tejsavva, tovabba kiilonb6z0 aroma és
zamatanyagokka erjesztik. A siit6élesztd nem képes lebontani, specidlis laktdzélesztok
azonban erjesztik és szén-dioxidot termelnek beldle. A laktoznak fontos szerepe van az
erjedéssel késziilo tejtermékek (joghurt, kefir, sajtok...) gyartasaban.

A lakossag jelentds hanyada érzékeny a tejcukorral szemben (laktéz intolerancia),
szervezetiikbdl hianyzik a laktéz lebontdsdhoz sziikséges [-galaktoziddz enzim, ezért
anyagcserezavarok jelentkeznek naluk. A laktozt a bélrendszerben €16 baktériumok bontjak
le (mivel rendelkeznek B-galaktozidazzal) és az ekdzben keletkez6 gazok okoznak puffadast
ill. emésztdrendszeri panaszokat a laktézérzékeny betegekben. Hasonld problémat jelentenek
a nem redukalo oligoszacharidok is.

Maltoz (malatacukor)

Diszacharid, redukalo, a keményito részleges savas, enzimes hidrolizisével allithatd
eld. Edes izii vegyiilet. Két a-D-gliikoz egységbdl épiil fel, o-1,4 kotéssel.
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Cellobioz

Diszacharid, redukald. A novényi sejtfalak egyik fo alkotorészének, a celluloznak
celluldz enzimmel valé hidrolizise utjan keletkezik. Két B-D-gliikoz egységbdl épiil fel,
B-1,4-kotéssel.

Raffinoz

Triszacharid, nem redukal6, optikailag aktiv, gliikoz, fruktoz és galaktoz egységekbdl
¢épiil fel. Nem édes, fehér, kristalyos anyag, vizben a szachar6znal jobban oldodik.

A raffindz a novényvildgban nagyon elterjedt, megtalalhaté egyebek kozott a
cukorrépaban is. A cukorgyartds sordn a melaszban dusul fel, a nyerscukor tisztitasakor
(raffindlas) a kristalyositasi anyalugba keriil, innen szarmazik a neve.

1.5.3. Poliszacharidok:

A poliszacharidok olyan Osszetett szénhidratok, amelyekben nagyszdm(i monoszacharid
egység elagazds nélkiili vagy elagazo lancban kapcsolodik egymashoz. Ezek a nagy
molekulaja vegyiiletek mar nem hasonlitanak az egyszerli cukrokhoz. Vizben legnagyobb
résziik nem, vagy csak részlegesen oldodik, édes iziik nincs, a Fehling oldatot gyakorlatilag
nem redukaljék. Elesztével kozvetleniil nem erjeszthetok.

A poliszacharidok savas vagy enzimes hidrolizissel egyszerti cukrokka bonthatok.

A gliikanok kozil kiilondsen fontosak a keményitd, a dextrinek, a glikogén, a dextran és a
celluloz.

A keményité a novényi asszimilacioé eredményeként képzddik, és egyes ndvényi részekben
(magvak, gyokerek, gumok) tartalék tapanyagként halmozdodik fel. Kiilondsen sok
keményité van a gabonamagvakban (60-70%) és a burgonyaban (18-24%).

A keményitd nem egységes anyag, kétféle szerkezetli molekula keveréke. MindkettGben
gliik6zok kapcsolodnak maltozszeriien egymashoz a-1-4 ill. a-1-6 glikozidos kotésekkel.

Az egyik elagazas nélkiili lancot képez, ezt amiloznak (csak a-1-4 kotések), a masik elagazo
molekulakat alkot, amelyet amilopektinnek (a-1-4 és a-1-6-0s kotések) neveziink.

Az amil6z moltomege a 10-40 ezer daltonos tartomanyba esik. Ebbdl kiszamithatd, hogy a
kapcsolodo gliikéz molekuldk szadma, vagyis az oridsmolekula polimerizacios foka mintegy
100-2500 kozott van. Az amildéz glilkdézmaradékai o-hélix strukturat alkotnak, amelyet
hidrogénkotések stabilizalnak.
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Az amiloz forrd vizben nem csirizesedik, hanem feloldodik. Az oldat kihlilése utan az
amiloz kivalik. Az amil6z jod oldattal kék szinreakciot ad.

Az amilopektin relativ moltdmeg tartomanya 10— 20-10" Da. A glikkéz monomerek
polimerizacios foka 10%-10°. Az amilopektin lancmolekulai eldgaznak, és az eldgazas
tobbszords, vagyis az oldallancokon Ujabb elagazasok talalhatok. Az elagazdsok atlagosan
18-30 gliikkoz egységenként talalhatok, de a belsé lancrészeken minden nyolcadik-Kilencedik
gliikozon lehet ilyen elagazast talalni. Joddal ibolya szinreakcidt ad.

A keményitészemcsék hideg vizben oldhatatlanok, de kissé duzzadnak. Ez a duzzadés
reverzibilis, mikozben a nedvességtartalom 30% koriilire nd. A vizes keményitd
szuszpenziot melegitve a duzzadas fokozodik, és irreverzibilissé valik. Ezt a folyamatot
csirizesedésnek nevezziik, amely altalaban 60 °C kaériil jelentkezik, de keményit6-fajtanként
Kisebb-nagyobb eltérések tapasztalhatok. A csirizesedés soran a keményitészemesék 10-40-
szeresre duzzadnak, majd folrepednek, és a kioldhatd anyagok oldatba keriilnek. A
hémérséklet tovabbi emelésének hatdsira a keményitdszemcsék szerkezete szétesik és
beloliik nagy viszkozitast siiri kolloid oldat vagy gél képzddik. A keményitd hig savval
vagy enzimes kezeléssel hidrolizalva dextrinekké, maltozza és végiil gliikozza bomlik le. gy
allitjak el a keményitészorpot és a burgonyacukrot.

A rezisztens keményitot Englyst ¢s munkatarsai fedezték fel 1982-ben az étkezési rostok
kozott; a vizsgalat sordn ez a keményité-rész ellendllt az oa-amildzos és pullulandzos
emésztésnek. Kutatasokkal tdmasztottak ald, hogy a rezisztens keményitd hidrolizis nélkiil
éri el a vastagbelet, ahol a bélfléra mikroorganizmusai fermentalni képesek. A rezisztens
keményitdket (RS) négy f6 csoportra oszthatjuk. RS1: Az emésztd enzimek szamdra
fizikailag hozzaférhetetlen; a sejtfalakon beliil, részlegesen Orolt gabondkban, egyéb
magvakban, hiivelyesekben taldlhatd. Szemcseméretének és/vagy szerkezetének
koszonhetden rezisztens. RS2: A nyers élelmiszerekben gyakoriak: nyers burgonya, zold
banan, illetve ide tartozik a magas amil6z tartalmi kukorica. A magas amildz-tartalom
esetén a nagyszamu hélix molekula, burgonya esetén a foszfat csoportok jelenléte felelds a
rezisztencia kialakulasaért. RS3: Retrogradalt, szemcsés szerkezetli keményitd. A gélesedés
utan a hiités hatasara Ujrakristalyosodott amiloz alkotja. Megtalalhato példaul a hiitott {ott
burgonyaban, illetve néhany pelyhesitett, magas amil6z tartalmt kukoricatermékben is. RS4:
Kémiai modositassal (keresztkotésekkel, észteresitéssel, stb.) létrehozott keményitdk
sorolhatoak ebbe a csoportba.  Hidroxipropil, citromsavanhidrid, acetat és
foszfatkeményitoket allitanak elé leggyakrabban, de nem minden modositott keményitd
hasznalhat6 élelmiszeripari célra.

A dextrinek kémiai szerkezete hasonlé a keményit6hdz. A keményité hidrolizise soran
képz6do, bizonytalan Osszetételli polimer termékeket nevezziik dextrineknek, amelyek
csoportjait a joddal mutatott reakcidtermékeik alapjan osztilyozhatjuk. A polimerizacid
csokkenésével kék (amilodextrin), vords (eritrodextrin), barna, szintelen (akrodextrin)
reakciotermékeket nyeriink. Enzimes lebontds (a- és P-amildz) soran hatardextrinek is
keletkeznek.
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A keményit6 hidrolizis elérehaladasat az Gn. DE (dextrdz ekvivalens) szdmmal jeldljiik, ami
a hidrolizis soran szabadda valo gliikkdz mennyiségét adja meg.

Az ¢lelmiszeripari gyakorlatban széleskortien alkalmazunk dextrineket adalékanyagként,
vizkotoként és ragasztdanyagként.

A glikogén az allati szervezetek tartalék szénhidratja. Fdleg a majban, és kisebb
mennyiségben az izmokban talalhato. A majban tartalék tdpanyagként raktarozodik el, a jol

taplalt allatoknak ezért nagyobb a maja. Az éllat ledlése utan, a glikogén erjedéssel tejsavra
bomlik.

A glikogén is a-D-gliik6z molekuldk 6sszekapcsolddasa révén keletkezett lancmolekulakbol
all. A gliikkéz részek kapcsolodasi modja ugyanolyan, mint az amilopektinben, csak az o-1-6
kotések gyakorisdga nagyobb. A félanc minden harmadik-nyolcadik gliikkoz egysége utan
talalhat6 elagazas és ennek hossza csak 8-13 gliikkdz egység lehet. Az elagazasi pontoknal
lehetnek kettes vagy harmas eldgazadsok. Molekulatomege 2-10 millié Da k6zott van.

Joddal vOrds-vorosbarna, néha ibolyaszini szinreakciot ad. Vizben nehezen, de a
keményiténél sokkal jobban oldodik, mar szobahomérsékleten 18%-0s kolloidoldat
készitheté beldle. A Fehling-oldatot kissé redukalja. Hig savval dextrinre, maltozra és
gliikozra hidrolizal, enzimes Gton maltozra és gliikozra bonthato.

A dextranban a gliik6z egységek foként a-1-6 kotéssel kapesolodnak egymashoz, eléfordul
azonban a-1-4 ¢és «-1-3 kotés is. A molekulaban szamos elagazas van, atlagos
molekulatomege 50 000-200 000 dalton. A dextrant a Leuconostoc mesenteroides és a L.
dextranicum nevli baktérium termeli extracellularisan, szachar6z taptalajon. Vizben jol
oldodik. Elssorban a gyogyaszatban hasznaljak vérpotld anyagként. Az élelmiszeriparban
fagylaltok, italok, édességek és siitdipari termékek adalékanyaga (siiritd és stabilizator) lehet.

A celluléz a Foldon legnagyobb mennyiségben képzddd szerves vegyiilet. A magasabb
rendi novények sejtfala foként cellulozbol all. A fa tobb mint 50%, a levelek 10-20%, a
gyapot tobb mint 90% cellulozt tartalmaz.

Kémiai Osszetétel szempontjabol a cellul6z nagyon hasonlé a keményitdhoz. A celluloz
poligliikéz lancaban az axialis helyzetli, B-1-4 tipusu kotések linearis, merev, H-hidakkal
stabilizalt lancot hoznak létre. Relativ molekulatomegiik 160-1800 kDa kozott valtozik,
ennek megfeleléen polimerizacids fokuk 1000-14000 lehet. A celluloz joddal szinreakciot
nem ad.

A pektin a ndvényvilagban nagyon elterjedt poliszacharid. Egymassal a-1-4 kotéssel
kapcsolodd ~ D-galakturonsav ~ egységekbdl  épil  fel. A poligalakturonsav
karboxilcsoportjainak egy része metanollal van észterezve. Molekulatomege 4ltalaban
25 000-100 000, fajonként valtozik. Széles korben felhasznaljak az élelmiszeriparban és a
gyogyszeriparban, ipari méretekben a citrusfélék és az alma héjabal allitjak elo.
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1.6. A szénhidratbonté enzimek (O-glikozidazok)

1.6.1. A szénhidratbont6 enzimek definicidja

Az O-glikoziddzok vagy karbohidrazok O-glikozid szerkezetli szubsztratumokat
hidrolizélnak, az egyszerii cukrokbol felépitett Osszetett szénhidratokat bontjak a glikozidos
kotéseknél.

1.6.2. A szénhidratbont6 enzimek csoportositasa

Oligoszachardzok

Oligoszacharidokat bontanak. A szubsztratumban 1évé glikozidos kotés téralkatatol fliggden
o vagy B gordg betiivel is megjeloljik Oket, mert specifikusak erre a tulajdonsagra. A
monoszacharidok nem cukorral képzett, megfeleld térallasti mas glikozidjait is hidrolizaljak.

Poliszacharazok

Az Osszetett szénhidratokat, a poliszacharidokat bontjak. Egyes poliszacharazok nevében is
talalkozunk gorog betiikkel, ezeknek azonban nincs kdze a szubsztratumok téralkatahoz.

1.6.3. Az enzimek aktivitasa

Az enzimek miikddése szdmszerlien jellemezhetd az atalakitott anyagmennyiség, az ehhez
sziikséges 1d6 €s az enzim mennyiségének ismeretében.

Az enzimreakciok sebességét leggyakrabban az aktivitas értékkel jellemezziik. Egy enzim
aktivitasa alatt értjiik az enzim altal id6egység alatt atalakitott szubsztrat mennyiségét (umol,
nmol). Az enzim tisztasaganak jellemzésére hasznaljuk a specifikus aktivitast, ami egységnyi
fehérje mennyiségre vonatkoztatott aktivitast jelenti.

aktivitas=atalakitott szubsztrat mennyisége/1do

specifikus aktivitas = atalakitott szubsztrat mennyisége/fehérjemennyiség*ido

Homogén enzimek aktivitdsat a molaris aktivitas értékkel jellemezhetjiik. Az atalakitott

crer

atalakitasi sebességére jellemzd értéket kapunk. SI rendszerben az enzimaktivitast katalitikus
egységekkel (katal) jellemezhetjiik. A katal az az enzimmennyisé€g, amely 1 mol szubsztrat 1
masodperc alatti atalakitasdhoz sziikséges.

1 katal = 1 mol/sec

A katal a legtobb enzim esetén til nagy egység, ezért a pkatal, nkatal értékek hasznalatosak.
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1.6.4. A gyakorlaton vizsgalt enzim

a—amilaz (EC 3.2.1.1.)

Az amiléz elagazas nélkiili molekulalancat egymastol tavol esé glikozidos kotéseknél, egy
idében tobb helyen tamadja meg. Az o-amilaz a szubsztarumait (amil6z, amilopektin,
glikogén) teljes egészében elcukrositja, tehat egyediil képes ezeknek a poliszacharidoknak a
bontasara, szemben a [-amildzzal, amely hidrolizistermékeinek nagy része lebontatlan
hatardextrin.

Az a-amilaz els6sorban allati szervekben és mikroorganizmusokban taladlhatd (pankreész,
vér, nyal, tojas illetve a Bacillus és Aspregillus fajok). A novényvilagban foként a csirazo
magvakban (malata) és burgonyaban fordul eld.

Savérzékeny enzim. Er6sebben savas pH-n (3,0-3,3) néhany perc alatt irreverzibilisen
elveszti aktivitasat. pH optimuma 5,0-7,0 kozott van, eredetétdl fliggben. Magasabb
hémérsékleten, még 65-70 °C-on is jelentds ideig megtartja aktivitdsat. Aktivalo hatast a
haloidionok, elsdsorban kloridionok fejtenek ki az allati eredetii amilazokra.

11
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2.  Gyakorlati rész

2.1. Ismeretlen cukorminta azonositasa (egyéni feladat)
A hallgatok egy mintaszammal ellatott kémesében ismeretlen szénhidrat mintat (Iehet
mono-, oligo- illetve poliszacharid is) kapnak, mely azonositdsa az aldbbi probak

elvégzésével lehetséges.

Védoszemiiveg hasznalata kotelezo!

Szénhidratok kimutatasat szolgdlo reakciok alapja

A hexozok ¢és a pentézok jellegzetes reakcioja, hogy savak hatdsara
furanszarmazékokat képeznek, amelyek fenolokkal jellegzetes szinreakciot adnak. A
reakciot tomény savas kdzegben végezve a poliszacharidok is reagalnak, mert sav hatdsara
monoszacharidokka hidrolizalnak.

A monoszacharidok oxocsoportjuk révén redukéld tulajdonsdguak, ligos kozegben
az eziist-, réz (I1)-, és bizmutvegyiileteket redukaljak.

Rendelkezésre allo modszerek:

2.1.1. Oldasi proba hideg és meleg vizzel

Hideg vizben oldhatok a mono- és az oligoszacharidok. Melegités hatasara egyes
poliszacharidok feloldodnak (keményitd, pektin), masok viszont nem (cellul6z).

2.1.2. Molisch-reakcié (a-naftol proba)

A szénhidratok kimutatasara gyakran alkalmazzuk a Molisch-reakciot, melyet

minden szénhidrat ad.
ol A , 3,

A szénhidrattartalma oldat 1 cm™-éhez 1-2 csepp alkoholos a-naftol oldatot adunk,
majd oOvatosan tomény kénsavat rétegziink ala. Az érintkezés helyén ibolyaszini gytri
jelenik meg.

H\C{/O
w—é—OH ﬁ
H—E—0H a0
| e WA
H——?——OH -3 H0 c—
H—C—CH H H

|
CH; OH

kondenzacié a-naftollal — lila gytirt
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2.1.3. Fehling-reakcio

Redukal6 cukrok kimutatdsara hasznaljuk. Sziikséges oldatok:
-Fehling 1. oldat: 35 g CuSO4 . 5 HoO-et tartalmaz 500 cm® vizben.

-Fehling 1l. oldat: 175 g Seignette-sot (kalium-natrium-tartarat) és 50 g NaOH-ot
tartalmaz 500 cm”® vizben.

Hasznalat el6tt a két oldat azonos térfogatait elegyitjiik. A sotétkék oldatban a réz-
hidroxid kivalasat a Seignette-s6 megakadalyozza. Redukéld cukrok oldatat ezzel melegitve
nemsokara sargas, sargasvoros vagy sotétvoros szinti réz(I)-oxid csapadék valik ki.

+1 H +3.-_|':|H
R-C, + 20H" N R g S VIR S -
O 0
g +1
2 Cu®*’ + 2e° —_— 2 cu*
' | S |
2 u* 4+ 2O0HT —— Cu,0 + HO
+1,H ht!_l_ -|-.'|_|I:'.\::I‘| &1
R-C, + 2Cu" + 40H" - R-C.  + CudO + 2H0
RS B
O i

2.1.4. Rezorcin-soésav reakcio

Segitségével megkiilonboztethetdk az aldozok és a ketdzok.

A vizsgalando oldathoz 1 cm® 1 %-os alkoholos rezorcin oldatot 3 cm? tomény sosavat
adunk, majd melegitjiik. A ketézok oldata sotétpiros, az aldozoké legfeljebb enyhén
rozsaszinii lehet. Ketozt tartalmazo poliszacharidok is adjak e reakciot. Hosszabb hdkezelés
esetén az aldozok is reagalnak.

2.1.5. Poliszacharidok kimutatasa

Neéhany poliszacharid jellegzetes szines komplexet képez joddal. Az amiléz kék, az
amilopektin ibolya, a dextrinek barnasvoros, a glikogén barnasvords, a keményitd kékeslila
szinreakciét ad. A pektin (galakturonsav) oldatahoz tiszta etanolt toltve gélképzddés
figyelheté meg.
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2.1.6. Rétegkromatografias elvalasztas

Jol alkalmazhato moddszer az egyes cukormintak azonositdsara. A mintdkat
standardok mellett futtatjuk és kapott foltok helye és szine alapjan allapitjuk meg az
ismeretlen mintak tipusat.

A réteglapon 1évé startvonalra mikrofecskenddvel 1 cm-ként vissziik fel a mintakat
illetve a kivalasztott standardeket (2-2 ul) vigyazva, hogy ne karcoljuk Gssze a lapot.
A mintakat raszaritjuk a réteglapra (1 perc 105°C). A futtatoszert (butanol-aceton-viz = 4:5:1
aranyu elegye) a futtato kadba toltjiik €s alaposan 0sszerazzuk, hogy a gdztér is telitddjon az
eluenssel. Ezutdn a réteglapot a kadba helyezziik, majd a futtatast addig végezziik, amig az
eluensfront a lap tetejét 1 cm-re meg nem kozeliti. A lapot kivessziik, levegdén megszaritjuk,
majd difenilamin-anilin-foszforsav eldhivoval (difenilamin és anilin 4 %-0s alkoholos
oldatat 1:1 ardnyban elegyitjiik és annyi cc. H3POg-at adunk hozza, hogy a keletkezd

csapadék feloldédjon) bepermetezziik. A réteglapot ezutan par percre 105 °C-0sS
szaritoszekrénybe helyezziik. A hd hatdsdra az egyes cukrokra jellemzd szines foltok
jelennek meg a réteglapon.

2.1.7. Beadand6
- célkitlizés
- mintaszam
- mi volt a minta
- elvégzett reakciok (magyarazattal, vagyis: mi a reakcio alapja)
- tapasztalatok, kovetkeztetések

- a rétegkromatografids vizsgalat koriilményei (felvitt minta mennyisége, felvitel
modja, futtatas és elohivas kortilményei), eredménye (mintdk szine, megtett utja,
eluens megtett utja, retencids faktor szdmitdsa), az adott minta azonositdsa a

standard és a minta foltjanak szine, alakja és a két Ry érték 0sszehasonlitasaval.
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2.2. Szénhidratbonté enzim: az a-amilaz aktivitasanak meghatarozasa

Az a- amilaz enzim aktivitadsat hatarozzuk meg, amely az emberi nyal alkotorésze. Mindenki
a sajat nyalanak aktivitdsat méri meg. A nyélat egy mért tdmegii 50 cm>-es f6zGpoharba
gyujtjiik, 5 perc iddtartamig €s a pohar ismételt lemérésével megallapitjuk a nyal tomegét és
1 cm?® 6-0s pH-ju foszfat puffer hozzdadasa utan 10 g-ra egészitjiik ki. Az igy el6készitett
nyal-oldatot hasznaljuk fel az amilaz aktivitas meghatarozasara.

A meghatdrozas elve:

Az amilaz tartalmu oldatbol higitasi sort készitiink, majd mindegyikhez adott mennyiségi
keményitd oldatot adunk. Termosztitban adott idejii inkubécido utan jodreakcidval
megallapitjuk, hogy melyik higitdsnal bontotta mar teljesen le az a-amildz a keményitot.

A meghatarozds menete:

Szubsztrat oldat elkészitése: 100 cm® hideg desztillalt viz kb. negyedében 0,5 g keményit6t
szuszpendalunk. A tobbi vizet forrasig melegitjilk 1-2 szem forrkd hozzdadédsa utdn és a
keményitészuszpenzidt kis adagokban hozzaadva, mindig megvarva az oldat kitisztulasat.

Aktivitas mérése:

- 8 db szamozott kémcsdbe 1-1 cm? desztillalt vizet mériink.

- Az elsé kémcsébe 1 cm® amilaz tartalm oldatot adunk, Osszerazzuk és 1 cm®-t
atvisziink a kovetkezé kémcsobe. Ezt minden kémcsével megismételjiik, igy olyan
higitasi sort kapunk, ahol az el6z6 kémcs6ben kétszer toményebb az oldat, mint az
utana kovetkezOben. A 8. kémesébdl az 1 ml-t a lefolyoba ontjiik.

- Hozzdadunk minden kémcséhoz 1 cm® szubsztrat oldatot és dsszerdzas utan azonnal
az 50 °C hémérsékletii termosztatba helyezziik 15 percre.

- A termosztatbol kivett csoveket a reakcid leallitasara egy eldre elkészitett jeges-vizes
vizfliirdébe helyezziik €s kb. 5 percig hiitjiik.

- A kémcsoveket a szamozasnak megfeleld sorrendbe allitva 0,1 cm® 0,01M jodoldatot
adunk és Osszerazzuk. Ahol a folyadék szine kék, ott a keményitd csak részben
hidrolizalt. A szintelen vagy sargas szinliekben a keményit6 hidrolizalt, a vords vagy
barna szin dextrinek jelenlétére mutat. A keményitd hidrolizise abban a kémcsdben
megfeleld, ahol a kék arnyalat eltiinik.
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Enzimaktivitas szamitasa:

A szémitashoz vegyiik alapul, hogy az a-amildz két glikoéz egység kozotti kotést bont.
A kovetkezo egyszertsitésekkel éliink:

1. a keményitét egyetlen lancmolekuldnak feltételezve a kotések szama megegyezik a
gliikkéz egységek szamaval

2. Teljes lebontaskor feltételezziik, hogy az 6sszes kotés elbomlik.
A keményité keletkezésekor viz tavozik, az igy a keményitd altalanos képlete:

(CeH1005)n, tehat a keményitét alkoto glikozegység tomege
M (gliik6z egység) =162 g/mol.

Enzimaktivitas = atalakitott szubsztrat mennyisége / ido

) Myeményits g 1 mol
Enzimakt = ey I g -— = — = katal
Mgliik()zegység * Linkubalas /mol S S
Fajlagos aktivitds = enzim aktivitds / nyal mennyiség
) ] Enzimakt katal
Fajl.enzimakt.= —— [ ]
nyal menny. g

Beadandé
- Nyal bemérési tomege
- Részletes szamitas

- Enzimaktivitas és fajlagos enzimaktivitas
(Az eredmények szamértékét normalalakban adjak meg.)
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3.  Felkésziilést segito kérdések

1. Milyen (a gyakorlaton is haszndlt) mddszerrel lehet egy ismeretlen anyagrdl elddnteni, hogy az
szénhidrat-e vagy sem? Mi a reakci6 alapja? Hogyan kell végrehajtani a probat?

2. Milyen (a gyakorlaton is hasznalt) modszerrel lehet a vizsgalt cukorrol eldonteni, hogy az aldoz
vagy ket6z? Mi a reakci6 alapja? Hogyan kell végrehajtani a probat?

3. Milyen reakciokat ismer a poliszacharidok azonositasara?

4. Mi a Fehling reakci6 lényege ¢és hogyan hasznalhaté redukald szénhidratok mennyiségi
analizisére?

17
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4/2. abra: Egyszerli cukrok szerkezete (D-konfiguracio)

18

Mellékletek
CHO
H —g —OH
H,O0H
> o D-gicerdaidehid ™
CHO CHO
H -‘Tl —OH HO —é -H
H -—E ~OH H _E —OH
H,0H H,O0H
/ D-eritroz \ B oy W
CHO CHO CHO CHO
HO—C 4 H—C —OH HO—C —H H—é-ou
H—C oK H—C —OH HO—¢ H HO—C -
H—C —oH H—C —OH H—C —OH H—C ~OH
CHzon CH:0H \ CH,OH CH,OH \\
Dearspinez \ / D-ribéz / D-lixéz \ / D-xildz
CHO CHO CHO GHo CHO cHO cHo ) gu_z"
HO—C -H H—C-OH HO—C-H H—C-0H HO—C-H H—=C=0H HO=C-H =
HO—C-H  HO—C -H H—t—on H—Con HO—Cw HO—C —# H—C—OH H—C~OH
H-d_on n—d-on n—d-ow m_d_ow Ho-&-u HO—C-n HO—C —H HO—C 4
H—d_on w-d_on H_i_on H_é_on H—C—oH H—<;‘-0H H—C —OH H—C —oH
CH.0H CH:0H CHLOH ¢H.0H ¢Hs0H CH:0H CH,0H R
D-manndz D-gliikoz D-altréz D-aliéz D-taldz D-galaktéz D-iddbz D-guibz
4/1. abra: Egyszeru cukrok szerkezete (D-konfiguracio)
CHyOH
é =0
&HzDH
clibbcir ocel- scet or
HaOH
=0
H —OH
/ H,0H \
D-erfiruldz
CHyOH szOH
= =0
HO—C —H H—C—0H
={H H —{}H
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D-xiluldx D-ribulda
CH:C( \H:ou CHy0H Enzoa
=0 =0 l! =0 =0
HO——H H—g—GH H —H H—!:—Q'H
HO e e HO b =—=H =—(H He=U=—0H
He—=C=—0H He= - ==(H =OH Hem e O} H
énz-:m éu,_ou HyOH HOH
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H\ _0
cF
H—&—UH
H—&—GH TR
H—&—GH
&HEDH
U-riboz o-O-ribofuranaz B-D-ribofuranaz

4/3. abra: furanoz gyura

Hopg0

|1-4&-JJH
|1ﬂ-45—H
|1—4&-4DH
H—&—EPH
EH,0H
D-glokoz c-U-glukopirandz p-D-glilkopiranoz

4/4. abra: pirandz gylri

CH.OH
H OH

H

OH H
OH

H H

4/5. abra: maltoz: O-o-D-glitkopiranozil-(1-4)—D-gliikopirandz
CH, OH CH, OH
oH o H o H
H
H OH
H  OH H  OH

4/6. abra: laktoz: O-B-D-galaktopiranozil-(1-4)- a—D-gliikopiranoz

CH;0OH
H 0 H CH;OH H
H
OH H H u]
OH CH;0OH
OH OH H

4/7. ébra: szacharoz: O-a-D-gliikopiranozil-(1-2)- B-D-fruktofuranozid
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