2. Podzial weglowodanow

Ze wzgledu na zréznicowang budowe, weglowodany mozna podzieli¢ na dwie

grupy:

1) cukry proste, tak zwane monosacharydy (jednocukry) — wystepuja samo-
dzielnie lub sg cz¢scig sktadowa innych cukrow (jako tzw. monomery lub jed-
nostki cukrowe); monosacharydy mozna podzieli¢:

—w zaleznosci od liczby atomoéw wegla w czasteczce — na: triozy (3 C), tetrozy
(4 C), pentozy (5 C), heksozy (6 C), heptozy (7 C),

— w zaleznosci od posiadanej grupy funkcyjnej (karbonylowej) — na aldozy (po-
siadajace grup¢ aldehydow3) 1 ketozy (posiadajace grupe ketonowa);

2) cukry zloZzone — zwiazki powstajace w wyniku kondensacji r6znej liczby cza-
steczek cukrow prostych, ktore 1aczg si¢ ze sobg wigzaniami glikozydowymi
(-C-O-C-); ze wzgledu na stopien polimeryzacji czasteczek dzieli si¢ je na dwie
podgrupy:

— oligosacharydy — zbudowane z dwdch do dziesigciu czasteczek cukrow pro-
stych; w zaleznosci od liczby tworzacych je monomeréw wyrozniamy disa-
charydy (dwucukry), trisacharydy (trojcukry) itd.,

— polisacharydy (wielocukry) — majg czasteczki sktadajace si¢ z bardzo duze;j
liczby jednostek cukrowych i w wyniku ich hydrolitycznego rozktadu uwal-
nia si¢ powyzej dziesigciu czgsteczek cukrow prostych, az do kilku czy kil-
kudziesieciu tysigcy; moga by¢ zbudowane z czasteczek tego samego cukru
prostego (homoglikany) badz powstawa¢ w wyniku potaczenia dwdch lub
wiece] rodzajow monosacharydéw — wowczas sa okreslane mianem hetero-
glikanow.

3. Funkcje weglowodanow i ich wystepowanie

Weglowodany w organizmach zywych pelnig wielorakie funkcje. Przede wszyst-
kim takie sacharydy zlozone, jak: skrobia, glikogen, sacharoza czy inulina,
stanowig material zapasowy 1 petnig funkcje rezerwy energetycznej, czyli bio-
rg czynny udzial w magazynowaniu i uruchamianiu energii w zalezno$ci od
potrzeb organizmu. Rézne cukry proste, a zwlaszcza glukoza i fruktoza oraz
ich pochodne fosforanowe, sg waznymi metabolitami w procesach biochemicz-
nych, takich jak oddychanie czy fotosynteza. Wiele sposrdd polisacharydow
oraz pochodnych cukrow odgrywa rolg strukturalng i stanowi sktadniki budul-
cowe Scian komorkowych roslin, grzyboéw oraz bakterii. Celuloza, hemicelu-
lozy i lignina to podstawowe elementy strukturalne Scian komorek roslinnych.
W komorkach grzybow oraz w pancerzykach owadow i skorupiakow znajduje
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si¢ chityna. U bakterii gtownym sktadnikiem $ciany komorkowej jest peptydo-
glikan, zawierajacy dlugie tancuchy N-acetyloglukozoaminy. Substancje pek-
tynowe odgrywaja role tak zwanego ,,lepiszcza” taczacego komorki roslinne
oraz utrzymuja tkanke w stanie uwodnienia. R6zne inne polisacharydy kwasne,
wystepujace gtownie w algach morskich, petnig funkcje regulatorow stopnia
nawodnienia tkanek. Ponadto weglowodany wchodzg w sktad wielu zwigzkow
biologicznie czynnych. Pentozy D-ryboza 1 2-deoksy-D-ryboza sg sktadnikami
kwasow nukleinowych oraz nukleotydéw. Pochodne aminowe cukréw stano-
wig sktadniki substancji odpornosciowych krwi. W polaczeniu z biatkami jako
glikoproteiny wchodza w sktad niektorych bialek enzymatycznych oraz biatek
membranowych. W polaczeniu z bialtkami, zwanymi lektynami, pelnig funk-
cje posrednikéw w oddziatywaniach pomiedzy komoérkami oraz pomiedzy ko-
morka a srodowiskiem zewnetrznym. Cukry mogag réwniez tworzy¢ potaczenia
z thuszczami (tzw. lipopolisacharydy) lub stanowi¢ element sktadowy lipidow
ztozonych nazywanych glikolipidami. Zwiazki takie wyst¢puja w $cianie ko-
morkowej bakterii, jak rowniez znajduja si¢ w blonach cytoplazmatycznych
komoérek. Waznymi pochodnymi cukrow sg takze glikozydy o przerdéznych
wlasciwos$ciach, na przyktad barwniki antocyjanowe, powierzchniowo czynne
saponiny, toksyczne glikoalkaloidy, takie jak solanina, czy tez zwiazki pobudza-
jace pracg serca, a wiec o charakterze leczniczym.

W przyrodzie najbardziej rozpowszechniona jest glukoza, gdyz to ona powsta-
je jako bezposredni produkt fotosyntezy, ponadto jest sktadnikiem wielu oligo-
sacharydow (m.in. sacharozy, maltozy, laktozy) 1 polisacharydéw (m.in. skrobi,
celulozy). Naturalnymi zrodlami glukozy, jak réwniez fruktozy i dwucukru sa-
charozy, sa owoce oraz warzywa. W wigkszych ilosciach zwigzki te wystepuja
w miodach. Zrodtami szczegolnie zasobnymi w sacharoze, wykorzystywanymi
na skalg¢ przemystowa, sa buraki cukrowe 1 trzcina cukrowa. Wiele warzyw bul-
wiastych, zbozowych, straczkowych oraz ktaczy roznych roslin dostarcza przy-
swajalnych przez organizm ludzki polisacharydow, takich jak skrobia (bulwy
ziemniaka, ziarno zbdz, groch, fasola) oraz inulina (ktacza topinamburu, dalii,
irysa, cykorii). Produkty pochodzenia roslinnego sa rowniez zrodtem weglowoda-
néw czesciowo przyswajalnych (rafinozy, stachiozy, pektyn, hemicelulozy) oraz
nieprzyswajalnych (celulozy, ligniny), stanowigcych sktadnik tak zwanego bton-
nika pokarmowego, ktory odgrywa niebagatelng role w procesie prawidtowego
trawienia. Waznym zrédtem polisacharydéw kwasnych (jak agar-agar, karagen,
kwas alginowy) sa glony i wodorosty morskie. W $wiecie ro§linnym bardzo roz-
powszechnionymi substancjami sg tez r6znego rodzaju glikozydy. Wystepuja one
w takich organach roslin, jak: kwiaty, liScie, nasiona i korzenie, a ze wzgledu na
dobrg rozpuszczalno$¢ sg zawarte gtownie w soku roslinnym.

Sposrod produktéw pochodzenia zwierzecego jedynym znaczacym zrodtem
weglowodanow jest mleko ssakow, ktore zawiera laktoze.
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nastepnie tworzy z jonami zelaza (Fe*") zwigzek zwany biekitem pruskim. Reak-
cj¢ t¢ mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposob:

3[Fe(CN,)]* +4Fe*" — Fe [Fe(CN), ], |
biekit pruski

Biekit pruski jest zwigzkiem barwnym, ktérego powstanie §wiadczy o obec-
nosci aldoz. Intensywnos¢ zabarwienia tego zwigzku zalezy od ilo$ci zredukowa-
nego heksacyjanozelazianu (III), a tym samym od ilo$ci cukru, ktory uczestniczyt
w tej reakcji.

Cukry moga takze redukowac niektore barwniki stosowane jako wskazniki
redoks, na przyktad btekit metylenowy. Zwigzki takie, dziatajac jako przenosniki
atoméw wodoru pobranych z cukrow, w wyniku redukcji przechodza w leuko-
zwigzki (formy bezbarwne) i dlatego mozna je rowniez wykorzystywac¢ do wy-
krywania obecnosci cukrow redukujacych.

Na wiasciwosciach redukujacych cukrow, a w szczegdlnosci na redukcji
soli miedzi (II), opartych jest tez kilka metod ich iloSciowego oznaczania. Jed-
ng z nich jest metoda Fehlinga, ktora polega na miareczkowym oznaczaniu ilo-
sci cukru redukujacego w roztworze, potrzebnej do catkowitej redukceji miedzi
zawartej w roztworze odczynnikoéw Fehlinga I 1 II, zawierajacych siarczan (VI)
miedzi (IT) 1 winian sodowo-potasowy oraz NaOH, o znanym mianie. Znajdujacy
si¢ w roztworze winian sodowo-potasowy tworzy z jonami Cu** kompleks o nie-
bieskim zabarwieniu. Koniec miareczkowania wyznacza moment zaniku barwy
niebieskiej. Nastepnie oblicza si¢ miano odczynnikéw Fehlinga na podstawie
objetosci roztworu cukru o znanym st¢zeniu, ktora jest potrzebna do catkowite;
redukcji 20 cm?® odczynnikow Fehlinga I i II. Zmodyfikowang wersja tej metody
jest powszechnie stosowana metoda Lane—Eynona.

Istnieje takze wiele metod posrednich, w ktérych redukcja jonéw miedzi (IT)
jest tylko pierwszym etapem oznaczenia. Do takich metod zaliczamy na przyktad
metode Luffa—Schoorla czy metod¢ Bertranda.

7.2.2. Metody analityczne opierajgce si¢ na reakcjach barwnych cukréw
zachodzacych w Srodowisku kwasnym

Do wykrywania cukrow 1 ich wstepnej identyfikacji wykorzystywane sg rowniez
reakcje barwne, ktorym cukry ulegaja w srodowisku kwasnym. Podstawg tych re-
akcji jest przeksztatcenie cukrow w ich pochodne furfuralowe w wyniku odwod-
nienia pod wplywem silnych kwaséw i podwyzszonej temperatury, a nastgpnie
przeprowadzenie reakcji kondensacji z odpowiednimi zwigzkami fenolowymi.
Jak wiadomo, rodzaj tych pochodnych zalezy od warunkow reakcji 1 stad istnieje
mozliwo$¢ odrdznienia pentoz od heksoz czy aldoz od ketoz. Na tych reakcjach
oparte sg takie proby, jak: Biala, Seliwanowa oraz Molischa.
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Proba Molischa jest proba ogdélng na wykrywanie obecnosci cukréw, czyli
charakterystyczng dla wszystkich sacharydéw. Stosuje si¢ ja do wykrywania cuk-
roOw zaroOwno prostych, jak 1 ztozonych. Metoda ta polega na reakcji powstatych
pochodnych furfuralowych z a-naftolem, w wyniku czego tworzy si¢ niebiesko
lub czerwonofioletowo zabarwiony produkt kondensacji. Pamigta¢ jednak nalezy,
ze reakcja ta nie jest specyficzna tylko dla cukrow. Dodatni wynik dajg rowniez
aldehydy, aceton, niektore kwasy organiczne (np. mréwkowy, mlekowy) i dlatego
wynik nalezy potwierdzi¢, przeprowadzajac dodatkowe proby jakosciowe.

Proba Biala jest stosowana do wykrywania obecnosci pentoz — zarowno wol-
nych, jak 1 zwigzanych w estrach fosforanowych lub ich pochodnych metylowych
(stuzy na przyklad do wykrywania rybozy zwigzanej w nukleotydach 1 kwasach
nukleinowych). Odpowiednio dobrane warunki reakcji sprawiaja, ze powstajacy
z pentoz furfural reaguje z orcyng 1 daje zielono lub niebieskozielono zabarwiony
produkt koncowy. Proba ta jest rowniez wykorzystywana do iloSciowego ozna-
czania pentoz. Intensywnos$¢ zabarwienia zalezy od ilo$ci powstatego produktu
kondensacji, a tym samym od ilosci reagujacego cukru. Mierzac spektrofotome-
trycznie (przy dtugos$ci fali A = 665 nm) ilo§¢ zaabsorbowanego $wiatta, mozna
oznaczy¢ zawarto$¢ badanych pentoz. Zasada pomiarow spektrofotometrycznych
zostata omowiona w rozdziale ,,Wybrane metody...”, p. 2.

Proba Seliwanowa jest stosowana do odrdzniania ketoz od aldoz oraz do ilo-
sciowego oznaczania fruktozy. Pozytywny wynik proby daje fruktoza zarowno
wolna, jak 1 zwigzana w sacharozie oraz inulinie. W wyniku odwodnienia cukrow,
pod wptywem kwaséw i wysokiej temperatury, powstaje 5-hydroksymetylofur-
fural (5-HMF). Tworzy si¢ on zarowno z aldoz, jak i1 z ketoz, ale w okreslonych
warunkach z ketoz tworzy si¢ z o wiele wigksza wydajno$cia. Jezeli cukier rozpu-
sci si¢ w 3-krotnie rozcienczonym kwasie solnym 1 ogrzewa krotko (30 sekund)
w temperaturze 100°C, to 5-HMF powstaje przede wszystkim z fruktozy. Gluko-
za majaca bardziej stabilng strukturg pierscieniowg trudniej ulega odwodnieniu.
Przedluzenie czasu ogrzewania i podwyzszenie stezenia kwasu prowadzi takze do
powstania 5-HMF z glukozy. Powstaty 5-HMF w reakcji kondensacji z rezorcyna
daje produkt o wisniowoczerwonym zabarwieniu. Ten kompleks barwny absor-
buje §wiatto z maksimum absorpcji przy dtugosci fali A = 520 nm, co pozwala na
spektrofotometryczne oznaczenie fruktozy.

Do oznaczen ilosciowych cukrow w laboratoriach analitycznych stosowa-
na jest takze metoda antronowa. Pozwala ona na taczne oznaczenie wigkszosci
cukrow wystepujacych w badanej probce. Polega na przeprowadzeniu wszyst-
kich cukréw w pochodne furfuralowe przez ogrzewanie ze stgzonymi kwasami
(octowym, siarkowym, solnym). Najtatwiej odwodnieniu ulegaja pentozy, nie-
co wolniej heksozy. Oligo- 1 polisacharydy reaguja znacznie wolniej, gdyz reak-
cja odwodnienia poprzedzona jest procesem hydrolizy wigzan glikozydowych.
Powstate pochodne (furfural 1 5-hydroksymetylofurfural) kondensuja nastepnie
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z antronem, tworzac barwne roztwory. Oznaczanie cukréw przeprowadza si¢ me-
todami spektrofotometrycznymi przy dtugos$ci fali A = 620 nm. Metoda antronowa
daje doktadne wyniki, pod warunkiem ze zachowane zostajg identyczne parame-
try pomiarowe analizowanych roztwordw (temperatura, czas wywotywania reak-
cji, 1los¢ odczynnika).

7.3. Metody enzymatyczne

W analizie we¢glowodanéw wykorzystuje sie¢ réwniez metody enzymatyczne.
Odznaczajg si¢ one wysoka specyficznoscia, czulosciag 1 doktadnos$cig. Szcze-
gblnie duze zastosowanie znalazly metody enzymatycznego oznaczania glukozy
w mieszaninach roznych cukrow. Sa one wykorzystywane do oznaczen zar6wno
identyfikacyjnych, jak i ilo§ciowych. Migdzy innymi stosuje si¢ je do oznaczania
zawarto$ci glukozy we krwi, moczu i1 innych plynach ustrojowych oraz w niekto-
rych produktach spozywczych (np. w miodach). Do oznaczania glukozy wykorzy-
stywane moga by¢ takie enzymy, jak: oksydaza glukozowa, dehydrogenaza glu-
kozowa lub zespot enzymow heksokinaza i dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu
w obecnos$ci ATP oraz NADP.

Enzym oksydaza glukozowa (oksydoreduktaza B-D-glukoza:0,), nalezacy
do klasy oksydoreduktaz, katalizuje reakcje utleniania B-D-glukozy w obecno-
sci tlenu do D-glukono-o6-laktonu bedacego bezwodnikiem kwasu glukonowego.
Koenzymem uczestniczagcym w reakcji katalizowanej przez oksydaze glukozowa
jest FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy), ktéry w procesie utleniania glukozy
przejmuje atomy wodoru od cukru i redukuje si¢ do FADH,. Nastgpnym eta-
pem jest utlenienie zredukowanego koenzymu ponownie do postaci FAD przez
przeniesienie pobranych atoméw wodoru na tlen czgsteczkowy. W wyniku tej
reakcji jako drugi produkt koncowy powstaje nadtlenek wodoru (H,O,). Powsta-
jacy H,O, moze by¢ nastgpnie roztozony przez kolejny enzym, peroksydazg,
w obecnos$ci zwigzku bedacego donorem (dawcg) atomow wodoru. Jako donor
atomoéw wodoru stosowany jest bezbarwny zwiazek (tzw. chromogen), ktory po
odwodorowaniu staje si¢ produktem barwnym. Intensywno$¢ zabarwienia tego
zwigzku zalezy od ilosci wytworzonego H,O,, a tym samym od ilosci utlenione;
glukozy. Jako zwigzki chromogenowe wykorzystywane moga by¢ di-o-anizydy-
na, o-toluidyna, 2’,2-azyno-di-(3-etylo-benzotiazolinosulfonian-6)-diamonowy
1 wiele innych zwigzkow.

Do szybkich orientacyjnych, ale takze ilo§ciowych oznaczen glukozy we krwi
oraz moczu stosuje si¢ gotowe, tatwe w uzyciu testy w postaci papierowych pas-
koéw nasyconych roztworami enzymow 1 chromogenu. Odcien barwy powstatej
po zanurzeniu testu w badanej cieczy poréwnuje si¢ ze skalg barw okreslajaca
poziom glukozy. Testy takie dostepne w handlu sg szczegdlnie przydatne diabety-
kom w celu kontroli poziomu cukru we krwi.
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Oprocz glukozy, metodami enzymatycznymi mozna oznacza¢ inne monosa-
charydy oraz ich pochodne (np. L-arabinoze, D-ksyloze, D-fruktoze, D-galaktoze,
kwas D-galakturonowy) i niektére oligosacharydy (np. laktoze, maltoze, sacharo-
z¢, stachiozg).

Niektore firmy (np. Sigma, Boehringer, Megazym) oferujg gotowe zestawy
odczynnikow do enzymatycznego oznaczania cukrow. Wsrdd gotowych testow sa
tez takie, ktore umozliwiaja oznaczanie kilku cukrow jednoczesnie. Na przyktad
test firmy Boehringer o nazwie UV-test D-Glucose/D-Fructose pozwala na ozna-
czenie ilosciowe glukozy 1 fruktozy. Oznaczenie to polega na przeprowadzeniu
kilku reakcji enzymatycznych. W pierwszej kolejnosci glukoze i fruktoze poddaje
si¢ fosforylacji przy pH 7,6 katalizowanej przez enzym heksokinaz¢ w obecnosci
ATP, w wyniku czego przeksztatcajg si¢ one w pochodne 6-fosforanowe (gluko-
z0-6-fosforan 1 fruktozo-6-fosforan). W obecnosci dehydrogenazy glukozo-6-fos-
foranowej pochodna glukozy utleniana jest do 6-fosforanowej pochodnej kwa-
su glukonowego z rownoczesng redukcja koenzymu NADP* do NADPH + H".
Ilo$¢ wytworzonego zredukowanego koenzymu NADPH + H* odpowiada ilo-
sci D-glukozy i1 oznaczana jest spektrofotometrycznie na podstawie absorbancji
mierzonej przy dlugosci fali A = 340 nm. Kolejnym etapem jest przeksztatcenie
fruktozo-6-fosforanu do glukozo-6-fosforanu pod wptywem dziatania izomera-
zy glukozo-6-fosforanowej. Nowo powstaty glukozo-6-fosforan ponownie jest
utleniany w obecnosci NADP* do glukoniano-6-fosforanu. [lo§¢ wytworzonego
NADPH + H* w tej reakcji odpowiada ilosci D-fruktozy. Metoda ta znalazta za-
stosowanie, miedzy innymi do oznaczania fruktozy i glukozy, gtéwnych monosa-
charydoéw wystepujacych w miodach.

7.4. Metody chromatograficzne

Metody chromatograficzne wykorzystywane sa do identyfikacji weglowodanow,
badania sktadu mieszanin oraz do oznaczen ilosciowych. Najcze$ciej stosowane
sa: chromatografia cienkowarstwowa (TLC), chromatografia gazowa (GC) 1 wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC).

Do wykrywania 1 identyfikacji cukréw najczesciej wykorzystywana jest me-
toda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) omowiona w rozdziale ,,Wybra-
ne metody...”, p. 3.1.1. Rozdzial cukrow prowadzi si¢ najczesciej na polarnych
no$nikach z zelu krzemionkowego lub celulozy. O mozliwos$ci rozdzielenia cu-
kréw na tego rodzaju adsorbentach decyduje zatem hydrofilowy charakter tych
zwigzkoéw (duza liczba grup —OH). W przypadku zelu krzemionkowego mamy do
czynienia z chromatografig adsorpcyjng, a w przypadku celulozy — z klasyczng
chromatografig podziatowa.

Rozdziat cukréow na zelu krzemionkowym jest uzalezniony od zdolnosci ad-
sorbowania si¢ ich czasteczek na powierzchni nosnika, a to jest zwigzane z ich
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polarno$cig. Wielko$¢ adsorpcji ro$nie wraz ze wzrostem liczby polarnych grup
funkcyjnych. Im tych grup jest wigcej, tym bardziej zwigksza si¢ powinowactwo
adsorpcyjne. Dlatego o szybko$ci migracji czasteczek cukréw w fazie ruchome;j
decyduje wielko$¢ czasteczki i zawarto$¢ grup —OH, ale pewien wplyw maja
takze rodzaje formy izomerycznej, cyklicznej 1 konformacyjnej. Ogdlnie mozna
jednak przyjac¢, ze predkos¢ migracji maleje w nastepujacy sposob: pentozy —
heksozy — disacharydy — trisacharydy itd.

O rozdziale cukrow na ztozach celulozowych decyduje wspotczynnik podzia-
tu (k), a zatem stopien powinowactwa sktadnikow rozdzielanych do fazy stacjo-
narnej lub ruchome;j (eluentu). Czasteczki cukrow wykazujace wieksze powino-
wactwo do fazy stacjonarnej (o wiekszych wspotczynnikach podziatu k) poru-
szaja si¢ wolniej niz te, ktére maja wigksze powinowactwo do fazy ruchome;j
(o mniejszych wspotczynnikach podziatu k). Faze stacjonarng stanowi najczesciej
woda. Jako fazy ruchomej uzywa si¢ dwu- lub wielosktadnikowych mieszanin po-
larnych rozpuszczalnikéw organicznych. W sklad tych mieszanin mogg wchodzi¢
miedzy innymi: propanol-2, aceton, butanol-1 1 butanol-2, keton metylo-etylowy,
octan etylu, pirydyna, metanol, kwas octowy.

O zdolnosci rozdzielczej przygotowanej wielosktadnikowej fazy ruchomej de-
cyduje stosunek gtdéwnego rozpuszczalnika do wody. W literaturze mozna znalez¢
wiele propozycji dotyczacych skladu réznych faz ruchomych. O wyborze fazy
ruchomej decyduje w pewnym stopniu rodzaj stosowanego adsorbentu. Mozna
powiedzie¢, ze przy odpowiednim doborze fazy ruchomej mozliwe jest rozdzie-
lenie mono-, di- 1 wyzszych oligosacharydow oraz pentoz, heksoz, aminocukrow,
kwasow uronowych 1 alkoholowych pochodnych cukrow.

W celu rozdzielenia cukrow, przygotowany do badania roztwoér oraz roztwor
cukrow wzorcowych nanosi si¢ mikropipetg na zaznaczong na ptytce lini¢ startu
w postaci matych kropli (Srednica plamki do 2 mm), w objetosci 5 pl. Nastepnie
pltytke umieszcza si¢ w komorze chromatograficznej. Mogg by¢ stosowane ko-
mory pionowe lub poziome. Uzycie tych drugich skraca czas elucji oraz pozwala
na wykorzystanie mniejszych objetosci fazy ruchomej. Chromatogramy cienko-
warstwowe rozwija si¢ jedno- lub dwukierunkowo, a doktadnos$¢ rozdziatu zalezy
od ilo$ci poszczegdlnych cukréw nanoszonych na plytke. W zasadzie nie powinna
ona przekraczac 5 pg (przy wigkszych stezeniach plamy niektoérych cukrow moga
si¢ zlewac).

Po rozwinigciu chromatogramu suszy si¢ go w strumieniu cieptego powie-
trza, a nast¢pnie wywotuje. W tym celu wykorzystuje si¢ najczesciej wtasciwosci
redukujace cukrow i reakcje barwne pochodnych furfuralowych w $rodowisku
kwasnym. Do wywotywania, czyli wizualizacji chromatogramow stosuje si¢
rézne mieszaniny, ktorych sklad mozna znalez¢ w literaturze (np. naftorezorcy-
na — kwas siarkowy, w skrocie NR, difenyloamina — anilina — kwas fosforowy,
w skrocie DAP). Barwa plam zalezy od warunkow wywolywania, a zwlaszcza od
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8.1.2. Wykrywanie produktow reakcji zmydlania

8.1.2.1. Wytracanie mydel nierozpuszczalnych w wodzie

Zasada oznaczenia
Dodanie roztworu CaCl, lub Pb(CH,COO), do roztworu mydta powoduje wytrg-
canie mydetl nierozpuszczalnych w wodzie.

Wykonanie Odczynniki
Do probéwki ze zmydlonym tluszczem dodac kilka | *5% roztwor CaCl,
kropli roztworu CaCl, lub Pb(CH,COO),. lub Pb(CH,CO0),.

Interpretacja wyniku
Po dodaniu roztworu CaCl, lub Pb(CH,COO), wytraca sig osad.

8.1.2.2. Wysalanie mydel

Zasada oznaczenia

Dodanie w nadmiarze silnych elektrolitow (np. NaCl) do roztworu mydta powo-
duje jego koagulacje i wytracenie z roztworu. Jest to proces fizyczny, ktory polega
na odciggnieciu wody z powierzchni miceli mydta przez elektrolit, tak jak przy
wysalaniu biatek. Wytrgcone mydto ponownie rozpuszcza si¢ w wodzie.

%konanie Odczynnik
Do probowki ze zmydlonym tluszczem dodac kry-  krystaliczny NaCl.
staliczny NaCl az do wysycenia roztworu.

Interpretacja wyniku
Po dodaniu krystalicznego NaCl wytraca si¢ ktaczkowaty osad. Ptyn usuna¢ i roz-
pusci¢ wytracone mydto w kilku centymetrach szesciennych wody destylowane;.

8.1.2.3. Wytracanie kwasow tluszczowych z mydel

Zasada oznaczenia
W wyniku dziatania na mydta silnych kwasow mineralnych powstaja niezdyso-
cjowane wolne kwasy tluszczowe. Kwas mineralny wypiera stabszy kwas orga-
niczny z jego soli 1 wytracajg si¢ kwasy thuszczowe nierozpuszczalne w wodzie.
Identyfikacje osadu mozna przeprowadzi¢ na podstawie reakcji z mocznikiem.
Kwasy thuszczowe zawierajace powyzej 5 atomow wegla w czasteczce tworza
z mocznikiem krystaliczne polaczenia kompleksowe. Krysztaty r6znig si¢ ksztat-
tem w zaleznosci od rodzaju kwasu.

Wykonanie "
i . . Odczynnik
Do probowki ze zmydlonym ttuszczem dodac kilka '+ 10% roztwér kwasu siarkowego.
centymetrow sze$ciennych 10% roztworu kwasu
siarkowego.

113

LIPIDY



Interpretacja wyniku
W obecnosci soli kwasoéw tluszczowych (mydel) wytracaja si¢ wyzsze kwasy
thuszczowe.

8.1.3. Wykrywanie nienasyconych kwaséw thuszczowych

Zasada oznaczenia

Nienasycone kwasy ttuszczowe, w postaci zarowno wolnej, jak 1 zwigzanej, tatwo
przytaczaja wodor i chlorowce (chlor, brom 1 jod) w miejscach wigzan podwoj-
nych. Uwodornienie powoduje zmiang liczby i potozenia wigzan podwdjnych, co
pociaga za sobg zmiany wilasciwos$ci fizycznych 1 chemicznych thuszczéw. Re-
akcje uwodornienia wykorzystuje si¢ w przemysle w celu przeksztatcenia ole-
jow w thuszcze plastyczne, przydatne do wyrobu margaryn i innych thuszczow
spozywczych. W analizie thuszczoéw stosuje si¢ najczesciej reakcje jodowania, na
ktorej opiera si¢ wyznaczanie tzw. liczby jodowe;.

W omawianej reakcji wykrywanie nienasyconych kwasow ttuszczowych na-
stepuje w wyniku addycji jodu w miejscu wigzan podwojnych (rys. 30). Roztwor
jodu ma barwg zottobrunatng, natomiast po addycji do wigzan podwojnych naste-
puje odbarwienie roztworu. W reakcji uczestniczy chlorek rteci HgCl, (katalizator
reakcji addycji jodu).

J J
[
R—(I3=(|3—R +J, —> R—Cl)—C—R
H H H H
Rys. 30. Reakcja jodowania
Wykonanie Odczynniki

Do probowki przenies¢ 2 cm® proby badanej i do- *5% roztwér jodu w alkoholu ety-
, . . . . lowym,

c.iartc kilka kroph r.oztworu Jgdu do Powstan{a +5% roztwér HeCl,,

z0ttego zabarwienia. Nastgpnie Wkropli¢ roztwor «5v roztwory alkoholowe kwasu

H gCl 5 olejowego i kwasu stearynowego,
*proba badana.
Interpretacja wyniku

W obecnosci nienasyconych kwasow thuszczowych roztwor odbarwia sie.

8.1.4. Wykrywanie glicerolu

Zasada oznaczenia

Wykrywanie glicerolu przeprowadza si¢ na podstawie tzw. proby akroleinowe;j
(rys. 31). Glicerol, bedacy gtownym sktadnikiem glicerolipidow, w obecnosci
substancji odwadniajacych przechodzi w akroleing. Akroleina charakteryzuje si¢
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przenikliwym ostrym zapachem 1 jako nienasycony aldehyd ma wtasciwosci re-
dukujace.

H 0O

H,C—OH N4
-2 H20 |

HC—OH — H
¢—0 KHSO4 ﬁ

H,C—OH CH,

glicerol akroleina

Rys. 31. Préba akroleinowa

Wykonanie Odczynniki
2wl ; . - «krystaliczny KH
Do probowki wla¢ 2-3 krople proby badanej, a na-  ystaliczny KHSO,,

. i - *amoniakalny roztwor AgNO,
stgpnie doda¢ okoto 1 g KHSO,. Zawartos¢ pro- = (kilka kropli 0,1 N roztworu AgNO,
bowki ogrzewac, a nastgpnie do jej wylotu przy- | i1-2 em’stezonego roztworu amo-
tozy¢ pasek bibulty zanurzony w amoniakalnym .S;Zi:)l’)adana
roztworze AgNO.. '

Interpretacja wyniku
Pod wplywem akroleiny wydziela si¢ metaliczne srebro, dlatego pasek ulega
zbrunatnieniu.

8.2. Wykrywanie skladnikow glicerofosfolipidow

Zawarto$¢ fosfolipidow w thuszczach roslinnych 1 zwierzecych jest zroznicowa-
na. W przypadku roslin mozna je znalez¢ przede wszystkim w nasionach, a ich
ilos¢ zalezy od gatunku 1 odmiany roslin. Zapasowe tluszcze zwierzgce sg ubogie
w fosfolipidy (np. smalec zawiera tylko 0,05% fosfolipidow), natomiast w z6ttku
jaja znajduja si¢ one w ilosci okoto 20%. Wsrod fosfolipidow dominujg fosfaty-
dylocholiny, czyli lecytyny, przy czym w niektorych thuszczach stanowig one po-
nad potowe ogolnej zawartosci fosfolipidow. Lecytyny wykrywa si¢ na podstawie
reakcji podobnych do przeprowadzonych dla tluszczoéw wlasciwych, wlaczajac
w to wykrywanie choliny i fosforu. Inne fosfolipidy (kefaliny, fosfatydyloseryny)
identyfikuje si¢ przez wykrywanie grupy aminowej na podstawie reakcji z ninhy-
dryng oraz obecnosci fosforu. Przeprowadza si¢ w tym celu reakcje jakosciowe,
bezposrednio lub po rozdziale badanego thuszczu na chromatogramie cienkowar-
stwowym.

8.2.1. Wykrywanie glicerolu
Badanie przeprowadza si¢ w sposob opisany dla lipidow witasciwych (p. 8.1.4).
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8.2.2. Zmydlanie glicerofosfolipidow

Niewielkg ilos¢ proby badanej ogrzewa si¢ w probowce z kilkoma centymetrami
szesciennymi 10% roztworu KOH az do catkowitego rozpuszczenia. Zawartos¢
probowki ochtadza si¢, a nastepnie postepuje w sposéb opisany dla thuszczow
wiasciwych (p. 8.1.1).

8.2.3. Wykrywanie choliny — metoda chemiczna

Zasada oznaczenia

Podczas hydrolizy zasadowej lecytyn uwalniaja si¢ zarowno kwasy tluszczowe,
jak 1 cholina (rys. 32). W podwyzszonej temperaturze cholina rozktada si¢ do tri-
metyloaminy charakteryzujacej si¢ przykrym sledziowym zapachem.

srodowisko

HO—CH,—CH,—N'(CH,) zesadowe H2I on
— N —_— —_— N+(CH ) +
2 2 3 3/3
H,C—OH

cholina trimetyloamina

Rys. 32. Wykrywanie choliny

Wykonanie _ ' Odczynniki

Niewielka ilo§¢ proby badanej przenies¢ do pro- «préba badana (roztwér w mieszani-

bowki, doda¢ kilka centymetrow szesciennych 10% = nie chloroform-metanol w stosunku
. L 19:),

roztv,vo.ru KOH lub NaOH, a nastepnie 0ZrzeWal | 00; toztwér KOH lub NaOH.

w tazni wodnej. Podczas ogrzewania zbada¢ zapach

wydzielajacy si¢ z probowki oraz odczyn par.

Interpretacja wyniku
W obecnosci trimetyloaminy papierek lakmusowy przytozony do wylotu probow-
ki wskazuje odczyn zasadowy.

8.2.4. Wykrywanie choliny — metoda chromatografii cienkowarstwowej

Zasada oznaczenia

Choline jako skfadnik lecytyn mozna wykry¢ na chromatogramie cienko-
warstwowym przy uzyciu odczynnika Dragendorfta. Ttuszcze zawierajace choli-
n¢ pojawiaja sie jako pomaranczowe lub pomaranczowoczerwone plamy na zo6t-
tym tle.

Wykonanie Odczynniki

L&A Tl ¢ odczynnik Dragendorffa,
Na ptytke pok%'yta(’ warstwa cglulozy nanies¢ kll‘ L —
ka (2_5) kI'Opll pI’Oby badane.] W pOStaCI Oquglej nie chloroform-metanol w stosunku

plamy lub pasma. Chromatogram wywota¢ bez = 19:D).
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rozwijania. W tym celu odczynnik Dragendorffa wla¢ do matej kuwety 1 przecig-
gng¢ w nim chromatogram. Nastgpnie chromatogram wysuszy¢ w temperaturze
pokojowej 1 ogrzewaé w temperaturze 60°C przez okoto 2 minuty.

8.3. Rozdzial lipidow metoda chromatografii cienkowarstwowej

Zasada oznaczenia

Do rozdziatu lipidow stosuje si¢ ptytki pokryte Zelem krzemionkowym i miesza-
niny rozwijajace, w sklad ktorych wchodza: eter etylowy, eter naftowy i kwas
octowy. Technika ta pozwala rozdzieli¢ i uwidoczni¢ na chromatogramie frakcje

wolnych kwasow ttuszczowych, triacylogliceroli, cholesterolu i jego estrow.

Wykonanie

Nanoszenie prob

Na ptytke z zelu krzemionkowego z gipsem, w od-
legtosci 1,5-2 cm od brzegu, nanie$¢ za pomocag
mikropipety po 30 ul proby badanej 1 proby wzor-
cowej w postaci pasm. W tym celu okoto 5 kropli
roztworu nanosi¢ na lini¢ startu jedng obok dru-
giej tak, aby utworzyto si¢ pasmo o dlugosci okoto
1 cm.

Rozwijanie chromatogramu

Na dno komory wla¢ mieszaning rozwijajacg na
wysokos$¢ okoto 1 cm, aby miejsca z naniesiong
na plytk¢ proba badang znajdowaty si¢ nad po-
wierzchnig plynu. Chromatogram wstawi¢ do ko-
mory 1 rozwija¢ technikg wstepujaca do chwili, az
front rozpuszczalnika przesunie si¢ w poblize gor-
nego brzegu ptytki. Rozwinietg ptytke wyjac 1 wy-
suszy¢ pod wyciagiem.

Wywolywanie chromatogramu

Odczynniki

*proba badana (50 mg badanego
thuszczu rozpuszcza si¢ w 5 cm?
mieszaniny chloroform—metanol
w stosunku 2:1),

*préba wzorcowa (po 30 mg kwasu
stearynowego i trojpalmitynianu
glicerolu oraz 1 mg cholesterolu
rozpuszcza si¢ w 1 cm® mieszaniny
chloroform—metanol w stosunku
2:1),

*mieszanina rozwijajaca: eter naf-
towy—eter etylowy—kwas octowy
(90:10:1),

* mieszanina wywolujaca: 1 g molib-
denianu amonowego rozpuszcza si¢
w 8 cm® wody, dodaje 3 cm?® stezo-
nego kwasu solnego, 2 cm?

12 M kwasu nadchlorowego
i 86 cm’ acetonu.

Chromatogram spryska¢ mieszaning wywotujaca, a nastgpnie ogrzewaé w tem-
peraturze 120—130°C do momentu pojawienia si¢ plam o szaroniebieskim zabar-

wieniu.

Interpretacja wyniku

Po wywotaniu plam oblicza si¢ wartosci R, (rozdz. ,,Wybrane metody...”, p. 3.1.2).
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P —jonon v — karoten ¥ — jonon

Rys. 44. Prowitaminy witaminy A: a -, B- i y-karoten

Z wystepowaniem duzej liczby sprzezonych wigzan podwojnych w czastecz-
kach karotenoidéw wiaze si¢ ich charakterystyczne zabarwienie — od zobltego,
poprzez pomaranczowe, do czerwonego. Gdy wystepuja w duzych ilosciach
w okreslonych czgsciach roslin, nadajg im odpowiedni kolor, na przyktad owoce
pomidora zawdzigczajg barwe czerwonemu likopenowi, a korzen marchwi jest
zottopomaranczowy dzigki znacznej zawartosci B-karotenu. Obecno$¢ wigzan po-
dwdjnych w bocznym tancuchu weglowodorowym jest rowniez podstawa wyste-
powania izomerii geometrycznej typu cis—trans wynikajacej z rdznego polozenia
podstawnikéw wokot wigzania podwojnego. Wiasciwosci prowitaminowe majg
przede wszystkim karotenoidy typu all-trans. 1zomery cis okreslane sg jako neo-
karoteny. Ich przykladem jest 4-cis-retinal, nazywany 4-cis witaming A , ktory
wykazuje o okoto 20% mniejszg aktywnos$¢ niz all-trans-retinol.

Witamina A jest sktadnikiem barwnika rodopsyny (tzw. purpury wzrokowej),
ktora wystepuje w siatkowce oka na zakonczeniach nerwu wzrokowego i uczest-

157

WITAMINY



niczy w procesie widzenia w przy¢mionym swietle (objawem niedoboru witami-
ny A jest tzw. kurza §lepota). Rodopsyna zawiera aldehydowa pochodna retinolu,
izomer 11-12-cis-retinal, ktory jest potaczony z biatkiem opsyna. Pod wptywem
kwantow energii Swietlnej cis-retinal przeksztatca si¢ w trans-retinal, co powo-
duje przestanie odpowiedniego bodzca biochemicznego do nerwu wzrokowego
1 wyzwolenie procesu widzenia. W ciemnosci nast¢puje ponowne przeksztatcenie
1izomeru trans w cis 1 w ten sposob oko jest gotowe do odebrania kolejnych im-
pulsow swiatla.

Sposrdod innych funkceji witaminy A nalezy wymienic¢ jej wtasciwos$ci przeciw-
utleniajgce. Wykazuja je zardwno karotenoidy o wlasciwosciach prowitamino-
wych, jak 1 te, ktore nie sg prekursorami witaminy A. Zdolno$¢ inaktywacji wol-
nych rodnikéw wynika z wystgpowania licznych wigzan nienasyconych w struk-
turze karotenoidow, przy czym im wigksza ich liczba, tym dany zwigzek wykazuje
wiekszg aktywnos$¢ w tym kierunku. Bardzo znaczacym przeciwutleniaczem jest
likopen (rys. 45), ktory zawiera az 13 wigzan podwojnych (nie posiada f-jononu,
czyli nie jest prowitaming).

¥ —jonon likopen ¥ —jonon

Rys. 45. Likopen

Witamina A nalezy do witamin, ktoérych zazywanie w duzych ilo$ciach i przez
dhuzszy czas moze by¢ niebezpieczne. Uszkodzenia mogg dotyczy¢ oczu, kosci,
krwi, skory, osrodkowego uktadu nerwowego czy watroby (zwlaszcza u dzieci).
Objawy to gtownie nadmierna pobudliwo$¢, zmeczenie, nudnosci, bole gtowy,
wypadanie wtosow, suchos¢ 1 swedzenie skory, biegunki, powigkszenie $sledziony
1 watroby. W cigzszych zatruciach dochodzi do §lepoty 1 zaburzen psychicznych.
U kobiet w cigzy wzrasta ryzyko wystapienia wad wrodzonych ptodu. Nalezy
wspomnie¢, ze B-karoten 1 inne prowitaminy nie sg toksyczne nawet w nadmiarze
1 mozna je przyjmowac bez ograniczen, poniewaz organizm produkuje z nich tyl-
ko taka 1los¢ witaminy A, jaka jest potrzebna.

Zawarto$¢ retinolu mozna oznaczy¢ za pomocg metod spektrofotometrycz-
nych przez pomiar absorbancji §wiatta w zakresie UV (A = 325 nm). Ta metoda
moze jednak by¢ stosowana tylko do analizy prob o duzym stezeniu (np. $rod-
kow farmaceutycznych). Zastosowanie maja tez metody kolorymetryczne, ktore
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opierajg si¢ na reakcjach barwnych z takimi zwigzkami, jak na przykiad kwas
trichlorooctowy lub trifluorooctowy, etylen, chlorek metylenu lub trichlorek anty-
monu. Z ostatnim sposréd wymienionych odczynnikéw retinol tworzy kompleks
o niebieskim zabarwieniu.

Najbardziej rozpowszechniong metodg, w ktorej do oznaczen ilosciowych
retinolu wykorzystywany jest trichlorek antymonu, jest metoda Carra—Price’a.
Przed wykonaniem reakcji barwnej nalezy wyizolowa¢ z badanej proby czysta
frakcje zawierajaca retinol. W tym celu wykonuje si¢ reakcje zmydlenia préby
1 z uzyciem eteru naftowego wydziela frakcje niezmydlajacg sie, ktora jest na-
stepnie oczyszczana metodami chromatograficznymi (np. chromatografia adsorp-
cyjna na tlenku glinu). Po zebraniu frakcji zawierajacej retinol przeprowadza si¢
reakcje barwng i1 dokonuje pomiaru absorbancji w zakresie $wiatla widzialnego
(A = 620 nm). Bardzo powszechne w ostatnim czasie s3 tez metody wykorzystu-
jace wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC).

W celu ilo$ciowego oznaczenia karotenoidow, podobnie jak w przypadku reti-
nolu, wykonuje si¢ wstgpnie ich ekstrakcje z wykorzystaniem rozpuszczalnikow
niepolarnych (przewaznie jest ona poprzedzona zmydlaniem). Nast¢pnie, najczg-
sciej z wykorzystaniem chromatografii adsorpcyjnej na tlenku glinu, mozna prze-
prowadzi¢ rozdziatl karotenoidéw zawartych w ekstrakcie. Ilo$¢ karotenoidow
w zebranych frakcjach oznacza si¢ na podstawie wykonania pomiarow absorp-
cji $wiatla widzialnego o dtugosciach fal odpowiadajacych maksimom absorpcji
poszczegdlnych zwigzkow (np. dla B-karotenu analityczna dlugos$¢ fali wynosi
451 nm, ewentualnie 426 nm). Na podstawie uzyskanych wynikow pomiaréw
absorbancji stezenie danych karotenoidéw w analizowanych prébach odczytuje
si¢ z odpowiednich krzywych wzorcowych.

7.1.2. Witamina D

Obecnie znanych jest okoto dwunastu zwigzkéw o aktywno$ci witaminy D.
Wszystkie sag pochodnymi steroli 1 zawieraja w swej budowie tzw. skondensowa-
ne pierscienie steroidowe, do ktorych dotaczony jest tancuch boczny.

Witaminy D biorg udziat w metabolizmie wapnia i1 fosforu. W organizmie gro-
madzone s3 w watrobie, a zgromadzone zapasy wystarczaja na pokrycie zapotrzebo-
wania na nie przez okres od kilku do kilkunastu tygodni. Z punktu widzenia aktyw-
nos$ci biologicznej najwazniejsza role odgrywaja cholekalcyferol, czyli witamina
D,, oraz ergokalcyferol — witamina D, (rys. 46). Przemystowo produkuje si¢ tez tyl-
ko te dwie witaminy, poniewaz inne kalcyferole majg bardzo niewielka aktywnos¢
biologiczng. Aktywne czasteczki witamin powstaja z odpowiednich prowitamin
w wyniku przemian zachodzacych pod wptywem §wiatta UV. W organizmie zwie-
rzat cholekalcyferol tworzy si¢ po fotochemicznym rozszczepieniu 7-dehydrocho-
lesterolu (pgknigciu ulega wigzanie pomiedzy weglem C-9 1 C-10). Ta prowitamina
powstaje w wyniku utlenienia cholesterolu 1 gromadzi si¢ w powierzchniowych
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cH, R

CH

$wiatlo
uv

HO

7-dehydrocholesterol —»R =

— cholekalcyferol (wit. D,)

ergosterol —»= R = < —crgokalcyferol (wit. D,)

Rys. 46. Prowitaminy witaminy D (7-dehydrocholesterol i ergosterol)
oraz witamina D, (cholekalcyferol) i witamina D, (ergokalcyferol)

warstwach skory, gdzie dociera $wiatto stoneczne. Prowitaming witaminy D, jest
ergosterol zaliczany pierwotnie do mykosteroli, poniewaz wystepuje w znacznych
ilosciach w komorkach plesni i1 drozdzy. Poza grzybami wykryto go rdwniez u §li-
makow 1 pierscienic. Co ciekawe, niektore artykuty spozywcze zawierajace znaczne
ilo$ci ergosterolu wzbogaca si¢ w witamine D poprzez ich naswietlanie.

Witamina D wystepuje tylko w nielicznych produktach Zzywnosciowych.
W zwigzku z tym istnieje ryzyko jej niedoboru, zwlaszcza w zimniejszych re-
jonach naszego globu. Niedobor witaminy D jest szczegoOlnie niebezpieczny
u dzieci ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia krzywicy. Zatem uzasadnione
jest wzbogacanie niektorych artykutow spozywczych w te witaming. Jednak
nalezy zachowac ostrozno$¢ w przyjmowaniu znacznych jej ilosci, szczegolnie
Ww postaci preparatow farmaceutycznych, gdyz w nadmiarze jest ona bardzo tok-
syczna. Do przedawkowania dochodzi przy zazywaniu witaminy D w dawkach
dobowych przekraczajacych 25-75 pg/kg masy ciata (m.c.) dla dorostych oraz
75-100 pg/kg m.c. dla niemowlat. Przy dlugotrwatym zazywaniu wigkszych da-
wek dochodzi do uwalniania wapnia z kosci 1 zwigzanego z tym zwapnienia tka-
nek migkkich, w tym szczegolnie nerek, naczyn krwiono$nych, mig¢snia sercowe-
go. U dzieci dodatkowo pojawiaja si¢ zaburzenia wzrostu.

Oznaczanie witaminy D w produktach spozywczych jest dosy¢ skompliko-
wane. Nalezy uwzgledni¢ to, ze ta witamina wystepuje w wigkszosci artykutow
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spozywczych w niewielkiej ilo$ci. Jedynie nieliczne produkty, takie jak ryby
(szczegodlnie wegorz), grzyby i wzbogacane margaryny, zawieraja ilo§¢ witami-
ny D mozliwg do wykrycia metodami chemicznymi. W celu wykonania oznaczen
ilosciowych witaminy D na wstepie prowadzi si¢ reakcj¢ zmydlania, a nastegp-
nie chromatograficznie oczyszczong frakcje niezmydlajaca si¢ poddaje analizie
z wykorzystaniem HPLC. Rzadziej w analizie iloSciowej witaminy D stosuje si¢
reakcje barwne z chlorkiem antymonu lub z chlorowodorkiem aniliny.

7.1.3. Witamina E

Aktywnos¢ witaminy E wykazuje okoto jedenastu zwigzkéw. Sa one dosy¢ szero-
ko rozpowszechnione w przyrodzie. Majg uktad chromanu, do ktérego dotgczony
jest tancuch boczny zawierajacy 13 atomow wegla. W przypadku pochodnych
tokoferolu tancuch boczny nie zawiera wigzan podwojnych, natomiast pochodne
tokotrienolu posiadajg trzy wigzania nienasycone (rys. 47). Obie te grupy zwigz-
kéw sg zaliczane do witamin E. Zwiazki bedace witaming E sg wrazliwe na pro-
mieniowanie UV 1 §rodki utleniajace (znacznie trwalsze sg ich pochodne, takie jak
octany czy bursztyniany).

R,
HO
R; O
R,
tokoferol Ri[R [ R,
o-tokoferol | CH,|CH,[CH,
B-tokoferol |CH,| H |CH,
y-tokoferol | H |CH,|CH,
R, S-tokoferol | H | H [CH,

HO

=

tokotrienol

a-tokotrienol | CH,|CH,|CH,
B-tokotrienol |CH,| H [CH,
y-tokotrienol | H [CH,|CH,
d-tokotrienol | H | H [CH,

Rys. 47. Tokoferole i tokotrienole
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Najwicgksza aktywnos$¢ biologiczng wykazuje a-tokoferol, jego homolog 3 po-
siada 30-50% tej aktywnosci, a pozostale tokoferole i tokotrienole od 1 do 20%.
Nalezy jednak zwroci¢ uwage na to, ze wszystkie tokoferole 1 tokotrienole maja
aktywno$¢ przeciwutleniajaca, ktora rosnie od a- do 98-, czyli odwrotnie niz ak-
tywnos¢ biologiczna (decydujace znaczenie ma tu znacznie szybsze wydalanie
z organizmu homologéw [- 1 y- niz a-tokoferolu, co wptywa na ich obnizong ak-
tywnos¢ biologiczng). Mimo ze w organizmie czlowieka wystepuje rozbudowany
system antyoksydacyjny, witamina E jest jednym z wazniejszych ,,wylapywaczy”
tlenu singletowego 1 rodnikéw nadtlenkowych. Przerywa tez fancuchowg reakcje
peroksydacji lipidow.

Niedobor tokoferoli jest przyczyna wielu choréb metabolicznych, ktorych
genez¢ wiaze si¢ z brakiem zdolnosci przeciwutleniajacych okreslonych tkanek.
Zapotrzebowanie na witaming E jest trudne do ustalenia. Wiadomo jednak, ze
wzrasta wraz ze zwigkszaniem si¢ w diecie nienasyconych kwasow tluszczo-
wych, ktore w duzej ilosci wystepuja w olejach ryb. Przyjmuje si¢, ze na 1 g wie-
lonienasyconych kwaséw thuszczowych zawartych w spozywanych produktach
powinno przypada¢ okoto 0,6 mg a-tokoferolu.

Oznaczanie tokoferoli prowadzi si¢ najczgsciej z wykorzystaniem chroma-
tografii gazowej (GC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Wstepnie nalezy wykona¢ zmydlenie analizowanej proby 1 wydzieli¢ frakcje nie-
zmydlajaca sie, w ktorej identyfikuje si¢ i oznacza zawarto$¢ tokoferoli na podsta-
wie czasOw retencji 1 wysokosci pikdéw. Mozna tez wykorzysta¢ do analizy iloscio-
wej metody kolorymetryczne oparte najczesciej na reakcji Emmerie-Engla, gdzie
dochodzi do przeksztatcenia tokoferoli w tokoferylochinony. Pochodne te moga
dawac¢ barwne produkty z a,a’-bipirydylem (pomiar absorbancji przy A = 520 nm)
lub z 4,7-difenylo-1,10-fenantroling (pomiar absorbancji przy A = 534 nm).

7.1.4. Witamina K
Zwiazki nalezace do tej grupy sa pochodnymi niewystepujacego naturalnie mena-
dionu (witamina K,) wywodzacego si¢ z naftochinonu. W przyrodzie spotyka si¢
natomiast jego pochodne zawierajace tancuch boczny, w ktorym moze by¢ obecne
jedno wigzanie podwojne (witaminy szeregu K ) lub wigcej (witaminy szeregu
K)). Najwazniejszym przedstawicielem witamin K, jest dostarczany z pozywie-
niem filochinon, ktéry zawiera 20 atoméw wegla w tancuchu bocznym. Witaminy
K, sq wytwarzane przez flore jelitowg cztowieka. Zaliczamy do nich na przyktad
menachinon-6 i menachinon-7, ktéore maja odpowiednio 30 i 35 atomow wegla
w tancuchu bocznym i sg oznaczane jako K (30) i1 K (35). Wzory chemiczne me-
nadionu i menachinonu-» pokazano na rysunku 48.

Wolna witamina K jest wrazliwa na swiatto, czynniki utleniajace oraz silne
kwasy i1 zasady. Trwalsze sg jej pochodne estrowe (octany, fosforany). Witamina
K jest jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za prawidlowy przebieg procesu
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