Тема 14. Визначення вуглеводів у рослинах.
Вуглеводам належить важлива роль в адаптаціях рослин до несприятливих екологічних умов. Аналіз змін кількості вуглеводів, порушення співвідношення різних їх форм надає цінну інформацію про ступінь стійкості рослин в умовах екологічних стресів, дозволяє прогнозувати здатність їх переносити несприятливі фактори зовнішнього середовища.
Слід вказати, що важливим є не тільки абсолютний вміст вуглеводів, а співвідношення їх найважливіших фракцій. Ці показники мають суттєве значення в екофізіологічних дослідженнях.
Вуглеводи складають 85-90% речовин, які входять до складу рослинного організму. Вони утворюються в рослині внаслідок фотосинтезу і є головним джерелом харчування людини, тварин і мікроорганізмів. В рослинах вуглеводи зустрічаються в якості опорного матеріалу, речовин, що розчинені в клітинному соці, запасних відкладень і складових частин найголовніших сполук.
Назва "вуглеводи" вперше була дана речовинам з емпіричною формулою Cn(H2O)n. Надалі цю групу розширили і в неї ввели близькі до вуглеводів сполучення, відмінні від цієї формули або своєю емпіричною формулою, (наприклад дезоксисахари), або складом, (наприклад аміносахари), які містять азот.
Вуглеводи поділяють на 3 групи:
1)  моносахари, або монози;
2) олігосахари,    або    кристалічні    полісахари,    молекули    яких
складаються із 2-10 залишків моноз:
3) вищі полісахари (поліози), до складу яких входить більше 10-ти
залишків моносахарів.
Моно - і олігосахари утворюють у воді справжні розчини, із яких вони здатні кристалізуватися, і мають солодкий смак. Полісахари у воді або не розчиняються зовсім, або дають в'язкі колоїдні розчини,
Моносахари можна розглядати як похідні багатоатомних спиртів. Поряд зі спиртовими групами - ОН, вони мають альдегідне - СОН або кетонне - С=О угруповання. В залежності від того, яке з цих угруповань містить молекула моносахару, його називають альдозою або кетозою. В чималих кількостях в тканинах рослин зустрічаються такі моносахари, як D - глюкоза і D - фруктоза. У вільному стані вони не зустрічаються за рідким виключенням (D - галактоза - в плодах плюща, D - седогептулоза - в листках рослин із родини товстянкових, D - нанногептулоза - в плодах авокадо). Обмін моносахарів відбувається, головним чином, шляхом утворення їх фосфорильованих похідних.
Моносахариди широко використовуються в обміні речовин рослин. Перш за все вони є джерелом енергії , яка необхідна в різних хімічних синтезах. При цьому моносахариди зазнають процесів розпаду до вуглекислоти і води. Їх розклад здійснюється ступінчасто, з утворенням великої кількості проміжних сполучень. Багато з них виходить з ланцюгової реакції розпаду і вступають в інші реакції, стають початковими сполученнями для синтезу амінокислот, жирів і других речовин.
До олігосахарів належать низькомолекулярні цукри - дисахариди, трисахариди і т.д. Оскільки моносахариди мають A - і B - конфігурацію, то молекули моноз можуть поєднуватися в полісахаридах через глікозидний гідроксил як в A - так і в B - положенні.
Розрізняють дисахариди, побудовані за типом мальтози і за типом трегалози. В дисахаридах типу трегалози альдози приєднуються в положенні 1.1, тому утворений дисахарид не має відновлюючих властивостей. Із дисахаридів типу трегалози найбільш широко зустрічається у вільному стані сахароза. Трегалоза міститься головним чином в плодових тілах грибів, у мхах.
В дисахаридах типу мальтози поєднання моноз відбувається в положенні 1.4. Оскільки альдегідна група другої молекули глюкози залишається не зв'язаною, у мальтози зберігається здатність до реакції альдегідної групи, а також до відновлення фелінгової рідини. Мальтоза майже не зустрічається у вільному стані в рослинах. Вона виявляється в проростаючому насінні пшениці, в пилку і нектарі ряду рослин. Деякі дослідники ставлять під сумнів її існування in vitro, оскільки вона легко може утворитися при гідролізі крохмалю в процесі екстракції цукрів. За типом мальтози побудовані дисахариди ізомальтоза, генциобіоза, целобіоза, тураноза, лактоза і мелібіоза. У вільному стані вони не зустрічаються, але одержані при гідролізі трисахаридів або вищих полісахаридів.
Із трисахаридів в невеликій кількості у вільному стані зустрічається рафіноза (в цукровім буряку, в зернах бавовника та інших рослинах), із тетрасахаридів – стахіоза. 
До вищих полісахаридів належить крохмаль, целюлоза, геміцелюлоза, пектинові речовини, камеді, слизі і др. При гідролітичному розщепленні, яке каталізується кислотами і ферментами, полісахариди розщеплюються на оліго- і моносахариди. Залишки моноз сахаридів у молекулах полісахаридів поєднані глікозидними зв'язками в довгі, часто розгалужені ланцюги. В залежності від виду моносахаридів, які утворюють молекулу полісахариду, розрізняють гомополісахариди і гетерополісахариди. Молекули гомополісахаридів складаються із різноманітних залишків одного моносахариду (глюкоза, фруктоза, галактоза, манноза і т.д.). До складу молекул гетерополісахаридів входять різноманітні монози,  при  цьому вони часто пов'язані з не вуглеводними компонентами (ліпідами, білками, амінокислотами і т.д.).
За основу класифікації гомополісахаридів прийнята природа монози, залишки якої утворюють молекулу полімера. Так, розрізняють: а) глюкани (крохмаль, глікоген, клітковина, декстран), які складаються із глюкозних залишків; б) поліфруктозиди або поліфруктозани (інулін, фруктозани злакових трав), до складу яких входять залишки фруктози; в) маннани, які складаються із залишків маннози; г) галактани, до складу яких входять тільки залишки галактози; д) арабани, ксилани тощо.
Гетерополісахариди також діляться на ряд груп: геміцелюлози, мукополісахариди, камеді, слизі.
Тема 15. Визначення цукрів в рослинах за Х.Н. Починком

Відома позитивна роль підвищення кількості цукрів в тканинах рослин при дії на них різних несприятливих екологічних факторів (засолення, посуха, високі температури, низькі температури тощо).
Цукри підвищують стійкість білків до різних фізико-хімічних впливів, які викликають їх коагуляцію. Виходячи з цього, важливу роль цукрів в морозо-, посухо-, газо- і солестійкості пов'язують із стабілізацією молекул білка. 

Цукри підвищують термостійкість рослин. За ступенем своєї дії в цьому відношенні цукри помітно відрізняються: найбільш активні сахароза, глюкоза, лактоза, рафіноза, меншу активність виявляє маніт, не виявляє захисної дії арабіноза і дульцит.
Моно- і олігосахариди відносяться до кріопротекторів. Вода зв'язується у вигляді гідратних оболонок цими молекулами, не замерзає і не транспортується. Таким чином, клітини захищені від внутрішньоклітинного льоду і занадто великого зневоднення. Чим більше накопичується сахарів протягом першої фази загартування, тим більш морозостійкими будуть рослини.
Деякі автори вважають, що в підвищенні морозостійкості важливий не абсолютний вміст цукрів, а співвідношення важливих форм : глюкоза (захисна речовина) - сахароза (резерв) або глюкоза і сахароза як захисні форми (Коновалов та ін.,1970).
Великі зміни відбуваються в метаболізмі цукрів в органах рослин в умовах забруднення оточуючого середовища інгредієнтами промислових викидів. Помітні зміни, порівняно з контролем, у місцях з підвищенням забруднення довкілля спостерігаються в кількості олігосахаридів сахарози і рафінози в листках тису ягідного і корі кінського каштану. Підвищення кількості сахарози в органах сіянців деревних рослин, які більш стійкі до важких металів (Fe і Сг) та SO2.
Вивчення змін вмісту вуглеводів в органах рослин в умовах дії різних стресів може дати цінну інформацію в екологічних дослідженнях.

Методи визначення цукрів: визначення глюкози, фруктози та сахарози в рослинах з однієї наважки (за Х.Н.Починком), хроматографічний метод.
До основи визначення цукрів покладено метод йодометрії. Відновлюючі цукри у лужному середовищі при нагріванні відновлюють двохвалентну мідь до одновалентної, яка випадає у вигляді Сu2О. Міднолужний реактив на сахари містить KJОз та KJ, які у лужному середовищі не реагують між собою та не заважають реакції іонів міді з цукром. При підкислюванні розчину виділяється йод, який у присутності щавлевої кислоти реагує з закисом міді.

Надлишок його відтитровують 0,01 н розчином гіпосульфіту у присутності крохмалю.

У частині досліджуваного розчину визначають фруктозу після окислення глюкози у лужному середовищі, а у другій частині - визначають суму цукрів після гідролізу сахарози щавлевою кислотою і за різницею - сахарозу.
Тема 16. Визначення крохмалю в рослинах об'ємним і колориметричним методом (за Х.Н. Починком)

В екологічних та фізіолого-біохімічних дослідженнях суттєве значення має визначення вмісту крохмалю.
Аналіз зміни вмісту крохмалю використовується для діагностики морозостійкості рослин. Крохмаль за нормальних умов розвитку накопичується протягом вегетації і гідролізується в осінньо-зимовий період. Зимостійкі деревні рослини взимку відрізняються від незимостійких відсутністю крохмалю. Гідроліз його у зимостійких порід відбувається раніше, ніж у незимостійких. Чим раніше і повніше гідролізується крохмаль, тим більше в тканинах рослин буде накопичено інших речовин, що забезпечують зимостійкість.
Дія інших екологічних стресів також суттєво впливає на вміст
крохмалю в тканинах рослин. В цілому, будь-яка рослинна клітина на
подразнення граничними температурами і обезводнення відповідає
однозначно - розщепленням полісахаридів, накопиченням моноз і
синтезом
сахарози.
Встановлено, що такий показник як зниження кількості крохмалю у насінні деяких деревних рослин може бути використаний для фітоіндікації забруднення оточуючого середовища SO2 і NO2, важкими металами .
Крохмаль - головний резервний вуглевод вищих рослин. Він міститься в зелених листках, де утворюється у процесі фотосинтезу, але головним чином крохмаль накопичується у насінні та бульбах рослин. У клітинах рослин знаходиться у вигляді зерен, форма і розмір яких специфічні для кожного роду рослин (картоплі, пшениці, рису, вівса, ячменю та ін.). Крохмаль складається з двох компонентів - амілози і амілопектину. Молекулярна вага амілози - 100000, амілопектину -50000-1000000. Амілоза розчиняється у гарячій воді, амілопектин утворює у ній клейстер. Амілоза дає з йодом синє забарвлення, амілопектин - червоно-фіолетове. Амілоза складається із залишків A-D-глюкози, з'єднаних глікозідним зв'язком (у стані 1,4) в нерозгалужений ланцюг. Амілопектин складається з тих же залишків A-D-глюкози, але вони утворюють дуже розгалужені ланцюги. Залишки глюкози у ланцюгу амілопектину також з'єднані у стані 1,4, але у місцях розгалуження спостерігається інший тип звязку -1,6.
Під дією кислот або ферменту амілази крохмаль розщеплюється, при цьому утворюється A -D-глюкоза.   (C6H10O5)n+H2O→nC6H12O6
Проміжними продуктами гідролізу є декстрини. При кислотному гідролізі крохмалю процес йде до утворення глюкози, при ферментативному ж розщепленні кінцевим продуктом є дисахарид мальтоза, яка вже за участю фермента A-глюкозидази (мальтази) гідролітично розпадається з вивільненням двох молекул глюкози. Крохмаль відновлюючих властивостей не має. Найхарактернішою реакцією крохмалю, що використовується для його якісного виявлення, є синьо - фіолетове забарвлення розчином йоду в йодистому калії.
Вміст крохмалю визначають об'ємним та колориметричним методом.

