Metody oznaczania zawartosci sacharydow
1. Wprowadzenie

Jak juz wspomniano, sacharydy tworzg zroznicowana grupe zwigzkow, dlatego tez
1stnigje wiele metod ich oznaczania w produktach spoizywczych. Najczescie] wykorzystuja
one nastepujace wlasciwosci cukrow: zachowanie wobec silnych kwasow mineralnych,
zdolnos¢ skrecania plaszczyzny Swiatla spolaryzowanego, zdolnosé tworzenia przez
wiekszo$¢ sacharydow jednorodnych roztworéw wodnych, wilasciwosci redukcyjne oraz
zdolnosc do ulegania fermentacji.

Czasami zawartos¢ sacharydow ogolem oblicza sie w sposob uproszczony 1 podaje
jako:

sacharydy ogolem = 100 — (woda + popidt + biatko + tluszcz)
Wartosci poszezegolnych skladnikow zywnosel (wody, popiotu, bialka thuszezu) oznacza sig
analitycznie 1 wyraza w procentach. Metoda ta jest stosowana przede wszystkim do ustalania
wartosci energetyczne) produktu, daje jednak wyniki przyblizone, gdyz nie uwzgledma faktu,
1z obliczona w ten sposob frakcja polisacharydowa zawiera inne skladniki, np. kwasy
organiczne. Poniewaz sacharydy obecne w zywnosci skladaja sie z przyswajalnych i
nieprzyswajalnych, zaleca sie, aby w przypadku obliczania wartoéci energetyczne] produktu,
zamiast sacharydow ogolem stosowaé sacharydy przyswajalne, bedace roznica zawartosci
sacharydow ogolem 1 blonnika pokarmowego.

Wyznaczenie udzialu frakcji blonnika pokarmowego (w tym tzw. skrob1 opomej)
wymaga zastosowania odmiennych metod oznaczania, gdy? charakteryzuje sie on innymi

wlasciwosciami fizyko-chemicznymi w poréwnaniu z sacharydami przyswajalnymi.

1. Przygotowanie prib do oznaczania sacharvdow
Sposoby przygotowania prob dostosowane sa do konkretnego produktu i podaje sie je

wraz z procedura oznaczania ilosciowego. W przypadku oznaczania sacharydow w

produktach statych nalezy je rozpuscié w wodzie lub wodnych roztworach alkoholi. Uzyskane
w ten sposdb roztwory zawieraja z reguly wiele substancji przeszkadzajacych w metodach
analitycznych, stad nalezy je oczyscié. Substancje przeszkadzajace (barwniki, biatka, lipidy,
inne substancje niesacharydowe o wlasciwosciach redukcyjnych) usuwa sie przez klarowanie

1 odbarwianie.



W przypadku oznaczania sacharydow metodami chemicznymi jedng z najlepszych
metod odbialczania i klarowania (usuwania zwiazkow wielkoczasteczkowych: bialek, pektyn,
garbnikéw) jest metoda Carreza. Stosuje sie w nigj dwa plyny Carreza
(heksacyjanozelazian(Il) potasu 1 siarczan(VI) cynku(Il), ktore dodaje sic w jednakowe)
objetosci. W trakcie klarowania zachodz1 nastepujaca reakcja:

2 ZnSO; + KyFe(CN)s — Zn.Fe(CN)g| + 2 KaSO,
Powstajacy w reakcji koloidalny heksacyjanozelazian(Il) cynku(1l) opadajac w formie osadu
wspolstrgca ze sobg zwigzki wielkoczasteczkowe. Do klarowania stosuje sie takze — w
zaleinosci od produktu — wodorotlenek miedzi(II), octan olowiu(Il), azotan(V) rteci(Il) z

wodorotlenkiem sodu, kwas chlorooctowy, 70% etanol, aceton.

3. Charakterystyka metod oznaczania sacharydow przyswajalnych
Metody oznaczania sacharydow przyswajalnych mozna podzieli¢ na:

o metody fizvezne: densymetryczne, refraktometryczne, polaryvmetryczne;

o metody chemiczne: metoda Fehlinga, metoda Lane-Eynona, metoda Bertranda, metoda
Luffa- Schoorla;

o metody fizyvkochemiczne: metoda antronowa, metoda rezorcynowa, metoda
heksacyjanozelazianowa;

o metody chromatograficzne:  chromatografia cienkowarstwowa lub  bibulowa,
chromatografia kolumnowa, chromatografia gazowa, wysokosprawna chromatografia
cleczowa;

o metody enzymatyczne.

3.1. Metody fizyczne

Metody fizyczne moga byé stosowane jedynie do oznaczania sacharydow
rozpuszczalnych w wodzie.
Metody densymetryczne — polegaja na pomiarze gestosci wodnych roztwordw sacharydow za
pomoca areometru lub pikometru 1| odczytaniu z odpowiednich tablic odpowiadajacych 1m

zawartosci sacharydow w probce. W przypadku pomiardw w roztworach zawierajacych

oprocz sacharydow inne skladniki rozpuszczalne w wodzie, uzyskany wynik odpowiada

ekstraktow1 ogolnemu 1 ma charakter przyblizony.



Metody rafraktometryczne — mierzy sic w nich wspolczynnik zalamania $wiatta (refrakcji)
przez czasteczki sacharydu rozpuszczonego w wodzie. W przypadku czystych roztworow
sacharydow uzyskuje si¢ bardzo dokladne i1 powtarzalne wymki, ale dla roztworow
wielosktadnikowych, w ktorych pomiar wspolczynnika =zalamania jest wypadkowa
wszystkich rozpuszczonych w wodzie substancji, wynik ten okresla ekstrakt ogélny,
analogicznie jak w metodach densymetrycznych. Metoda ta znalazla szerokie zastosowanie w
badaniach produktow spozywczych z uwagi na prostote 1 szybkos¢ analizy oraz mozliwosé
wykonywania oznaczen seryjnych.

Metody polarymetryczne — polegaja na pomiarze kata skrecania plaszczyzny Swiatla
spolaryzowanego, przechodzacego przez badany roztwor sacharydu. Analizy wykonuje si¢ za
pomoca specjalnych polarymetrow zwanych sacharymetrami; badany roztwoér musi byé

bezbarwny, klarowny 1 bez zawiesin koloidalnych.

3.2. Metody chemiczne
W metodach chemicznych wykorzystuje sie redukcyjne wlasciwosci sacharydow,
zwigzane z obecnoscia w czasteczce wolnej grupy karbonylowej (aldehydowe] lub
ketonowe)); tak oznaczona zawartos¢ sacharydow nazywa sie zawartoscig |, cukrow
redukujacych™. Sacharydy, ktore sa pozbawione wlasciwosci redukcyjnych (maja
zablokowane grupy karbonylowe), poddaje si¢ hydrolizie (inwersji) do monosacharydow 1
oznacza jako tzw. cukry ogolem”. Najczeicie] stosowana metoda inwersji jest metoda
Clergeta-Herzfelda, polegajaca na hydrolizie sacharydow w kwasnych warunkach, w

podwyzszone) temperaturze:

CEHH{]]] + HQ{} EH < ?3 'lE'ITIE_ L‘ﬁHﬁ(}ﬁ + CE,HE,[}(,
sacharoza glukoza fruktoza

Nalezy scile przestrzegaé warunkow hydrolizy, gdyz przy zbyt niskim stezeniu kwasu lub
przy zbyt miskiej] temperaturze moze nastapic niecalkowite rozszczepienie wiazan
glikozydowych, podczas gdy zbyt wysokie wartosci powyzszych parametrow reakcji moga
doprowadzi¢ do rozktadu produktow inwersji.

Metody oparte na wiasciwosciach redukcyjnych mie sa specyficzne tylko dla
sacharydow, gdyz inne substancje obecne produktach spozywczych (niektore kwasy
organiczne, np. kwas askorbinowy, zasady purynowe, niektore aldehydy 1 aminokwasy, np.

cysteina, kwas asparaginowy), takze wykazuja w tych warunkach wlasciwosci redukcyjne.



Aby uniknaé podwyzszenia wynikéw oznaczania, usuwa sie je w procesie odbialczania 1/lub
klarowania, jak opisano w rozdziale 2.

Najwieksze znaczenie w iloSciowym oznaczaniu sacharydéw w  produktach
spozywczych maja metody oparte na redukcji soli miedzi(II) w Srodowisku alkalicznym.
Odczynniki miedziowe stosowane w metodach miareczkowych to zasadowe roztwory
siarczanu( VI) miedzi(Il), zawierajace winian sodu 1 potasu lub cytrynian sodu, gliceryne lub

inny zwiazek tworzacy rozpuszczalny kompleks z jonami miedzi:

Cu50y + 2NaOH = Na;50, + Cu(OH);

HO-CH-COONa _— O-CH-COONa

Cu(OH), + lH - Cu l_H + H,0
JO-CH-COOK ™~ 0-CH-COOK

W Srodowisku zasadowym w podwyzszone] temperaturze nastepuje przeprowadzenie
sacharydow w forme lafcuchowa, ktora ulega enolizacj. Powstale endiolowe formy
sacharydow utleniaja sie do kwasow (np. z glukozy powstaje kwas glukonowy); jednoczesnie
nastgpuje redukcja jonow Cu™ do jonow Cu™, ktére laczac sig z jonami wodorotlenkowymi,
daja czerwony osad tlenku miedzi(I):

_—0-CH-COONa HO-CH-COONa

R-CHO+2Cu 0& + 2H;0 — R-COOII +Cu;01 +2 J'H
"~ 0-CH-COOK HO-CH-COOK

W metodzie tej bardzo waZne jest scisle przestrzeganie warunkow oznaczania, m.in,
utrzymywanie stanu wrzenia, gdyz zabezpiecza sie wtedy probke przed dostepem powietrza,
ktore moze ponownie utlemié zredukowana miedz 1 barwnik. Wsiréd metod miareczkowych
najczesciej stosowane sa;

Metoda Fehlinga - polega ona na miareczkowym oznaczaniu ilosci redukujacych sacharydow
w roztworze, odpowiadajacych calkowite) redukcji miedzi zawarte) w roztworze
odczynnikow Fehlinga I (CuS0y x 5H>()) 1 Fehlinga I (winian sodu 1 potasu: NaK4C4H,0y -
4H,0) wprowadzonych w jednakowe) objetodci (po 10 ml). Winian sodu i potasu tworzy z
Jjonami Cu™ ciemnoniebieski, rozpuszczalny w wodzie kompleks; koniec miareczkowania
rozpoznaje sie po zaniku barwy niebieskiej , §wiadczacej o braku jonow Cu™.

Metoda Lane — Eynona — jest rozwinieciem metody Fehlinga 1 moZze byé stosowana do
oznaczania sacharydow w roztworach bezbarwnych. Oznaczanie polega na bezposrednim
miareczkowaniu wrzace] mieszaniny roztwordw Fehlinga 1 1 II odpowiednio rozcienczonym
roztworem sacharydu (0,1 — 0,4%) w obecnosci blekitu metylenowego jako wskaznika konca



W metodzie Bertranda, nie ma potrzeby dokladnego oznaczania miana odczynnika
miedziowego (mieszaniny roztworow Bertranda [ i II); musi byé on jedynie dodany w
nadmiarze do redukujacych sacharydow.

Metoda Luffa — Schoorla — zasada oznaczenia opiera sie na reakc)l redukc)j jonow
Cu™” zawartych w plynie Luffa przez sacharydy redukujace obecne w badanym roztworze.
Reakcja zachodzi w Srodowisku zasadowym (pH ok. 9.5) w temperaturze wrzenia. W sklad
plynu Luffa wchodzi: siarczan(VI) miedzi(Il) (CuS0, - 5H;0), weglan sodu (NayCO; -
10H,0), kwas cytrynowy (CgHgO7; - H;0) - w porownaniu z poprzednimi metodami
zastapiono wodorotlenek sodu weglanem sodu, a winian sodu 1 potasu kwasem cytrynowym.

W srodowisku zasadowym sacharydy redukujg siarczan(VI) miedzi(I) do tlenku
miedzi(1). Wprowadzenie do roztworu jodku potasu (KI) i kwasu siarkowego( V1) powoduje
wydzielenie jodowodoru (HI). Ulega on reakcji z niezredukowanym przez sacharydy
siarczanem (V1) miedzi(I) 1 powstaje jodek miedzi(I). Nadmiar jodu (z dodatku KI)
odmiareczkowuje sie tiosiarczanem( V1) sodu (Na:5:0s):

2CuS0y + 4KI — 2 K50y + Coplh + Iz

L + 2 Na)5:0; — 2 Nal + Nax5;04
Wykonuje sie slepa probe, aby ustalié zuZycie roztworu tiosiarczanu(VI) sodu na
zmiareczkowanie jodu wydzielonego przez calkowitg 1los¢ miedzi zawarte) w plymie Luffa.
Objetosé tiosiarczanu( V1) sodu odpowiadajaca ilosci miedzi(1l) podlegajace) redukc)i przez
sacharydy oblicza sie jako réznice objetosci uzyskanych z dwach miareczkowan (praby slepej
1 wlasciwej), a nastepnie z odpowiednich tablic odczytuje sie zawarto$é sacharydow
redukujgcych w analizowane] probce. Zawartos¢ sacharydow w roztworze uzytym do

oznaczen nie powinna by¢ wyisza miz 0,1-0,5%.

1.3, Metody fizykochemiczne

W najczescie] stosowanych metodach fizvkochemicznych oznaczane sacharydy
przeprowadza sie w zwigzki barwne, a nastepnie kolorymetrycznie mierzy intensywnosé
powstalego zabarwienia. Do metod tych nalezy:
Metoda antronowa — polega ona na odwodnieniu sacharydow przez ogrzewanie ze stezonymi
kwasami (octowym, siarkowym(VI), solnym). Powstaly z pentoz - furfural i1 z heksoz - 5-
hydroksymetylofurfural tworza z antronem barwny roztwor. Pomiar intensywnosci
zabarwienia (proporcjonalny do stezenia sacharydow) wykonuje sie za pomoca metod

spektrofotometrycznych przy dlugosei fali & = 620 nm.



Metoda rezorcynmowa — pozwala oznaczyé ketosacharydy, a takze wyznaczy¢é zawartosé
ketopentoz 1 ketoheksoz obok siebie. Metoda ta polega na odwodnieniu ketosacharydow przez
ogrzewanie z kwasem solnym, a nastepnie reakc)i powstalych produktow z rezorcyna, w wyniku
ktorej tworza sie barwne kompleksy. Pomiar intensywnosci zabarwienia wykonuje sie: dla
ketoheksoz, przy dlugoéci fali A = 520 nm, dla ketopentoz, przy diugoscei fali i = 620 nm.

Metoda heksacyjanoielazianowa — stosowana jest do oznaczania aldosacharydow 1 polega na
redukcpi w Srodowisku zasadowym heksacyjanozelazianu(Ill) do heksacyjanozelazianu(Il)
przez aldosacharydy. Powstaly heksacyjanozelazianu(Il) tworzy z jonami Fe™ blekit pruski;

pomiar intensywnosci powstalego zabarwienia wykonuje sie przy dlugosci fali A = 690 nm.



