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1. Wykrywanie biatek i cukréw w produktach spoZywczych

1. CZESC TEORETYCZNA

Biatka i cukry sa gtéwnymi sktadnikami zywnos$ci oraz niezbgdnymi sktadnikami pokarmowymi.
Zawarto$¢ biatka 1 cukréw w produktach spozywczych jest jednym z czynnikow okreslajacych ich
warto$¢ odzywczag.

1.1. Metody wykrywania bialek

Metoda biuretowa — wykrywanie wigzania peptydowego
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Wigzania peptydowe obecne w biatkach reaguja z jonami Cu*? w roztworze alkalicznym tworzac
barwny produkt, ktérego absorbancje mierzy si¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 546 nm.
Winian sodowo-potasowy obecny w odczynniku biuretowym, jest czynnikiem kompleksujacym,
utrzymujacym miedz w roztworze, ktéra w srodowisku zasadowym mogtaby si¢ wytraca¢ w postaci
wodorotlenku miedziowego. Intensywno$¢ powstatego zabarwienia jest wprost proporcjonalna do

losci wigzan peptydowych 1 w zwigzku z tym do stezenia oznaczanego biatka.

Nazwa reakcji pochodzi od biuretu, zwigzku powstajacego w wyniku kondensacji dwoch

czasteczek mocznika, zawierajagcego w swej czasteczce wigzania amidowe:
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Aminokwasy 1 dipeptydy nie reaguja z odczynnikiem biuretowym, natomiast tripeptydy,
oligopeptydy i polipeptydy reaguja dajac zabarwienie od rézowego do czerwono-fioletowego.
Metoda biuretowa nie nadaje si¢ do oznaczania biatek w obecno$ci soli amonowych, gdyz jon
amonu daje rowniez barwne kompleksy z jonami miedzi (I). W reakcji przeszkadza takze siarczan

(VI) magnezu, poniewaz wytracajacy sie¢ w srodowisku nierozpuszczalny wodorotlenek magnezu
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maskuje wlasciwy odczyn.

Proba ksantoproteinowa - wykrywanie ugrupowania aromatycznego w aminokwasach obecnych
w biatku
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Aminokwasy zawierajgce pierScien aromatyczny (fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan) pod
wptywem stez. HNO3 ulegaja nitrowaniu, w wyniku czego powstaja pochodne nitrowe o barwie
zottej. Po zalkalizowaniu, zwiazki nitrowe sltabo dysocjuja i barwa roztworu zmienia si¢

na pomaranczowa. Probe t¢ daja rowniez inne zwiazki aromatyczne, jak fenol, benzen itp.
Reakcje wykorzystywane do wykrywania wybranych aminokwasow i bialek

Reakcja Libermanna

Reakcja charakterystyczng (stuzaca do identyfikacji) glikoprotein jest tzw. reakcja Libermanna.
W trakcie jej przebiegu, podczas ogrzewania ze stezonym roztworem HCIl dochodzi do hydrolizy
biatka, za§ z cukrow (jednoczesnie) powstaja pochodne furfuralowe. Te z kolei, z uwolnionymi

W czasie hydrolizy fenolami, daja fioletowo zabarwione potaczenia.

Wykrywanie siarki cystyny i cysteiny w aminokwasach

|
HSA(LOH

NH,

Aminokwasy, ktore w swojej budowie zawierajg grupy siarkowe —SH lub —S-S- wystepujace
w stanie wolnym lub zwigzanym w biatkach (tzw. aminokwasy siarkowe), podczas ogrzewania
w $rodowisku silnie alkalicznym, ulegaja przeksztatceniu do kwasu pirogronowego. Wtedy tez
dochodzi do uwolnienia siarki w postaci jonow siarczkowych. Nastepnie, jony te reaguja z jonami

otowiu(Il), w wyniku czego powstaje czarny osad (PbS). Dodatkowym produktem powstajacym
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w czasie tej reakcji jest amoniak. Nalezy zaznaczy¢, ze metionina nie daje dodatniego wyniku tej

reakcji.
Reakcja cystynowa

W trakcie ogrzewania biatek z tugiem dochodzi do ich hydrolizy, za§ zawarta w cystynie i cysteinie
siarka ulega uwolnieniu w postaci jonéw siarczkowych, ktore to z jonami Pb?* daja czarny osad

PbS. Metionina (inny aminokwas siarkowy) nie daje dodatniego wyniku przedstawionej reakcji.
Reakcja z nitroprusydkiem sodu- wykrywanie grup tiolowych w cysteinie

Zwiazki, ktére zawierajag w swej budowie ugrupowania tiolowe, tj. SH, w reakcji z nitroprusydkiem

sodu tworzg kompleksowe potaczenia, o czerwono-fiotkowym zabarwieniu.
1.2. Metody wykrywania sacharydéw

Metody identyfikacji cukrow oparte sg na ich wtasciwosciach:
v Heksozy i pentozy pod wptywem stezonych kwasow ulegaja odwodnieniu do cyklicznych
aldehydow — hydroksymetylofurfuralu lub furfuralu, ktore nastgpnie ulegaja kondensacji

z fenolami lub aminami dajac barwne pochodne:
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v W $rodowisku zasadowym tafncuchowe formy cukrow z wolng grupg aldehydowsg

wykazuja wlasciwosci redukcyjne, przy czym same utleniaja si¢ do kwasow:
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v Produktami utlenienia cukréw sg : kwasy onowe, kwasy uronowe i kwasy cukrowe:
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v Cukry z wolng grupa karbonylowa reagujg réwniez z fenylohydrazyna tworzac osazony
wykazujgce charakterystyczng dla danego cukru posta¢ Krystaliczng oraz temperature

topnienia.
O 3H,N—NH 3
C~H 2 H—C= N-NH@ H,N—NH CH,OH
H_E_OH - NH, ‘ - NH, C=0
C=N-NH ]
aldoza R -2H,0 ketoza

-2H,0 osazon
v’ Polisacharydy wykazujg zdolno$¢ adsorbowania czasteczek jodu (J2), w wyniku czego
powstaja barwne kompleksy o réznym zabarwieniu (granatowe, brunatne, czerwono

fioletowe)
1.2.1. Reakcje charakterystyczne

Jak wspomniano, ogrzewanie monosacharydow ze stezonymi kwasami (Siarkowym, solnym)
powoduje ich odwodnienie. Pentozy przeksztalcaja si¢ w  furfural, a heksozy
w 5-hydroksymetylenofurfural. Najtatwiej odwodnieniu ulegajg pentozy, a wérdd heksoz - ketozy.
Dwucukry reaguja wolniej niz monosacharydy, a szybciej niz wielocukry. Powstajace
heterocykliczne aldehydy reagujac z r6znymi fenolami (naftolem, tymolem, rezorcyng) tworza

barwne produkty.
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Przyklady produktow kondensacji fenoli
z furfuralem lub 5-hydroksymetylenofurfuralem

Pochodna cukru
o}

I
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Proba Molischa z a-naftolem - - odréznianie cukrowcow od innych zwigzkow organicznych

Jest to najbardziej ogodlna reakcja na cukrowce, tak wolne jak i zwigzane. Cukrowce pod wplywem

stezonego kwasu siarkowego ulegaja odwodnieniu, a produkty odwodnienia (furfural,

hydroksymetylofurfural) tworza z fenolami barwne produkty. W przypadku kondensacji z a-

naftolem jest to produkt o barwie fioletowej. Ujemny wynik reakcji Molischa wyklucza
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obecnos¢ cukrowca, dodatni za§ nie wystarcza do stwierdzenia jego obecnosci, gdyz dodatnia
reakcje daja takze aldehydy, aceton, kwas szczawiowy, cytrynowy.
W reakcji Molischa heksoza przechodzi w pochodng furfuralu — 5-hydroksymetylo-furfural, a

nastepnie w kwas lewulinowy:
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heksoza 5-hydroksymetylofurfural

Oba te zwigzki tworzg z a-naftolem barwne potaczenie:
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5-hydroksymetylofurfural zwigzek barwny

Proba Seliwanowa 7 rezorcyng - odroZnianie ketoz od aldoz

Pod wplywem kwasu solnego z ketoz 1 aldoz powstaje hydroksymetylofurfural, ktory reaguje
z rezorcyng, dajac barwny zwigzek. jednakze ketozy znacznie tatwiej ulegajg tej reakcji niz aldozy.
Podczas ogrzewania z rozcienczonym HCI, w temperaturze 100°C, w ciagu 30 sekund ulegaja

odwodnieniu wylacznie ketozy. Powstaje wowczas czerwono-lososiowe zabarwienie.

OH
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HoH,c” Yo~ €< T2 T 2h0
CH,OH
hydroksymetylofurfural rezorcyna zwiazek barwny

Po dluzszym okresie ogrzewania nastgpuje izomeryzacja aldoz na ketozy i1 wynik bedzie réwniez

dodatni.
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Proba Tollensa 7 floroglucyng na pentozy
Wskutek dziatania kwasu chlorowodorowego na pentozy powstaje furfural, ktory tworzy

z floroglucyng zwigzek o barwie wisniowe;.
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Proba Biata - odréznienie pentoz od heksoz
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Pod wptywem ogrzewania z kwasem solnym z pentoz powstaje furfural, ktory reaguje z orcyna
tworzac kompleks 0 zielonym zabarwieniu. Natomiast heksozy tworzg z orcyna zottobrazowy
produkt.

Proba Lugola - wykrywanie polisacharydow

Reakcja ta pozwala na odrdznienie polisacharydéw od innych cukrowcow, poniewaz kompleksy
z jodem moga tworzy¢ tylko czasteczki o uporzadkowanej strukturze i odpowiednio duze.
Adsorpcja ma charakter kanatowy, tzn. czasteczki jodu wchodzg do kanalu utworzonego przez
spiralnie skrgcone tancuchy skrobi. Czasteczki jodu w obrebie spirali skrobi tworzg prosty tancuch,
wzdhuz ktérego moga przemieszczaé si¢ elektrony, co powoduje pochtanianie §wiatla przez caty
kompleks. Efekt barwny jest zwigzany z wielkoScig czasteczki — im wigksza czasteczka
polisacharydu tym wiecej czasteczek jodu jest zwigzanych w kompleksie. Amyloza barwi si¢
intensywnie na kolor ciemnoniebieski. Barwa kompleksow jodu z polisacharydami o krétszych
tancuchach zmienia si¢ na fioletowo-czerwong (amylopektyna) i czerwona (dekstryny). Glikogen

daje kompleks o barwie czerwonej.
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2. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.1. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z wybranymi, charakterystycznymi reakcjami barwnymi

stuzagcymi do wykrywaniu obecnosci biatek oraz cukrow w produktach spozywczych.
2.2. Wykonanie ¢wiczenia [1]

2.2.1. Wykrywanie bialek — reakcja biuretowa

Analizowane produkty spozywcze:

- Mleko skondensowane

- Mleko sojowe

- Zelatyna

- Biatko jaja kurzego

Odczynniki:

- Rozcienczony roztwor wodorotlenku sodu (NaOH)

- 10% wodny roztwor siarczanu miedzi (IT) (CuSOa)

Sprzet i akcesoria:

- 4 Probowki

- Statyw do probowek

- Pipety 2 ml x 4 szt.

- Waga analityczna

- Lopatka do wazenia

- Zlewka 2 x

- Pisak do szkta Iub cenki do naklejania

Wykonanie:

- W przygotowanych probéwkach umiesci¢ probki badanej zywnosci (w przypadku cieczy ok. 2 ml,
w przypadku ciat statych ok. 0,2 g)

- Do kazdej proboéwki doda¢ po ok. 2 ml rozcienczonego roztworu NaOH
- Zawartos$¢ probowek doktadnie wymieszaé

- Do kazdej badanej mieszaniny wla¢ po $ciance probowki 10 % wodny roztwor CuSOg4

- Probowki odstawi¢ do statywu. Obserwowaé zmiany.

Jesli probka zawierata biatko to na granicy faz (badana mieszanina — roztwor CuSOas) pojawi si¢

fioletowe zabarwienie.
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2.2.2. Wykrywanie cukrow — reakcja Molischa

Analizowane produkty spozywcze:
- Jabtko

- Gruszka

- Miod

- Mandarynka

- Mleko

- Ogorek

Odczynniki:

- Woda destylowana

- 10% Alkoholowy roztwor 2-naftolu
- Stezony kwas siarkowy (VI)
Sprzet i akcesoria:

- 14 Probowek

- Statyw do probowek

- Mozdzierz

- Pipeta do kwasu 2 ml

- Pipety 1 ml do pobierania produktéw zywnosci
- Pipeta 1 ml do wody

- Okulary ochronne

- Pipety Pasteura

Wykonanie:

- Produkty stale (np. jabtko, gruszka) kolejno rozdrobni¢ w mozdzierzu, a otrzymang miazge zalac
woda destylowang

- Otrzymane roztwory umiesci¢ w probéwkach (po okoto 1 ml)

- Probke miodu umiesci¢ w probowce i rozpusci¢ w okoto 1 ml wody

- Z cytruséw wycisng¢ sok (ok. 1 ml) bezposrednio do probowek

- W kolejnych probowkach umiesci¢ probki ciektych produktéw (np. mleko) po ok. 1 ml

- Do tak przygotowanych roztwordw badanych substancji doda¢ po kilka kropli 10% alkoholowego
roztworu 2-naftolu

- Do kazdej probki ostroznie wlaé, po $ciance probowki ok. 2 ml stezonego kwasu siarkowego (V1),

tak aby ciecze nie zmieszaty si¢ ze sobg
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- Obserwowa¢ zmiany.
Obecnos¢ czerwonofioletowego lub niebieskiego pierScienia w miejscu zetknigcia si¢ warstw

swiadczy o obecnosci cukru w probcee.
2.2.3. Wykrywanie skrobi — reakcja z jodem w jodku potasu (ptyn Lugola)

Analizowane produkty spozywcze:

- Ogoérek

- Ziemniak

- Cebula

- Ptatki owsiane

- Smietana

- Maka ziemniaczana

Odczynniki:

- Ptyn Lugola 1% lub 5%

Sprzet i akcesoria

- Probowki 8 x

- Noz

- Mozdzierz

Wykonanie:

- Produkty state kolejno rozdrobni¢ w mozdzierzu i przenie$¢ do osobnych probowek
- Probki ciekte badanych produktéw spozywcezych umiesci¢ w osobnych probowkach
- Nakropli¢ na kazda badang probke ptyn Lugola

- Obserwowac¢ zachodzace zmiany.

Pojawienie si¢ granatowego zabarwienia s$wiadczy o obecnosci skrobi w probce.

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Na podstawie obserwacji uzupeic ponizsza tabele:

Produkt spozywczy Wykrywanie bialek - reakcja biuretowa

Mleko skondensowane

Mleko sojowe

Zelatyna

Biatko jaja kurzego

Wykrywanie cukrow / polisacharydéw

Reakcja Molischa (obecno$é cukréw) | Reakcja z jodem (obecno$é polisacharydow)
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Jabtko

Gruszka
Midd

Mandarynka
Mleko

Ogorek

Ziemniak
Cebula

Platki owsiane

Smietana

Maka ziemniaczana

2. Wyjasni¢ roznice w obserwowanych reakcjach dla poszczegolnych produktéw spozywcezych.
3. Przedstawi¢ rownania reakcji odpowiadajace wynikom pozytywnym.
4. Przedyskutowaé uzyskane wyniki; okresli¢, ktore sktadniki zawierajg analizowane produkty
spozywcze.
Sprawozdanie 7 ¢wiczenia powinno zawieraé:
- Strong tytutlowa
- Cel i zakres ¢wiczenia
- Opis wykonania ¢wiczenia (zasada oznaczenia, odczynniki, szklo, sprzet, materialy, wykonanie
¢wiczenia)
- Otrzymane wyniki (tabela)
- Dyskusje i wnioski
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