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KIRISH

Ofzbekiston Respublikasi Prezidenti Shavkat Mirziyoyev o‘zi-
ning Oliy Majlisga murojaatnomasida kimyo, biologiya va bosh-
ga yo‘nalishlarni jadallik bilan rivojlantirish zarurligini ta’kidlab
o‘tdilar'. Davlatimiz si olimlar va yoshlar bilan uchrarashuvida
biologiyada ilmiy tadgiqotlarni amaliyot bilan bog‘lash, ragamli
igtisodiyot uchun mustahkam poydevor yaratish borasidagi dolzarb
vazifalarga to‘xtalib, farmaseftika, qishloq xo‘jaligi, tibbiyot, oziq-
ovqat sanoatini rivojlantirish uchun fundamental va texnologik asos
bo‘lib xizmat qilishini ko*rsatib o‘tdilar.

Hozirgi vaqtda biologiyaning turli sohalari orasida biokimyo
alohida orin tutadi. Zero, biologiyaning har bir sohasida biokimyoviy
metodlardan u erishgan yutuglardan foydalaniladi. Shuning uchun
ham biologiya, gishloq xo‘jaligi va tibbiyot sohalaridagi muhim
nazariy masalalarni hal gilish ko‘p jihatdan biokimyo fanining
rivojlanish darajasiga bog‘liq. Amaliy ahamyatga ega bo‘lgan ko‘p
masalalarni hal gilish ham puxta biokimyoviy metodlar bilan olib
borishga bog‘liq.

Mazkur o*quv qo‘llanma pedagogika universitetlarining hamda
pedagogika institutlarining biologiya yo‘nalishining talabalari
uchun mo‘ljallanib yozilgan. Qo‘llanmada biokimyodan amaliy
mashg‘ulotlar o‘tkazish borasidagi bilimlar jamlangan.

Ma'lumki, o‘gitish samaradorligini oshirishda laboratoriya mash-
g ulotlarining o*rni benihoya katta, bugungi kunda yangi mukam-
mallashgan metodlar yordamida laboratoriya mashg ulotlarini
o‘tkazmasdan turib, asosiy biologik hodisa va jarayonlarning asl
mohiyatini bilib olish qiyin. Biokimyo sohasidagi ilmiy tadqiqot
ishlarining, tajribalarining muvaffagiyatli bo‘lishi avvalo, to‘g‘ri
tanlab olingan va mohirona qo‘llanilgan usullar bilan aniglanadi.

Qo‘llanma 15ta bobdan iborat:

1) Bufer eritmalar; vodorod ionlarining konsentratsiyasini aniq-
lash metodlari; 2) Ogsillar; 3) Murakkab ogsillar; 4) Lipidlar; 5)

' O*zbekiston Respublikasi Prezidenti Shavkat Mirziyoyevning Oliy Majlisga
murojaatnomasi. 23 yanvar 2020y,
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Uplevodlar; 6) Nuklein kislotalar; 7) Fermentlar: 8) Vitaminlar; 9)
Ok Kislotalar; 10) Gormonlar: 11) Qon; 12) Sut; 13) Muskul
' iimasi; 14) Biologik obyektlarda fosforni aniglash; 15) Funksional
sistemalarda antioksidlanish aktivligini aniqlash metodlar.

Qo' llanmada ogsillar, nuklein kislotalar, uglevodlar, yog'lar, vita-
minlar, gormonlar va biologik suyugliklarni aniqlashda ishlatiladigan
sifat reakisiyalari bilan birgalikda miqdoriy analiz qilish metodlari
ham keltirilgan. Miqdoriy analiz qilish uchun bir qator zamonaviy
metodlar, yani  elektroforez, spektrofotometrya, xromatografiya,
lotokolorimetriya haqidagi bilimlar yoritilgan. Ba’zi bir laboratoriya
ishlaridan amaliy malumotlar jadval tarzida to‘Idiriladi va xulosalar
yoziladi,

Qo'llanmadagi  ba’zi metodlardan talabalar ilmiy tadqiqot
ishlarida ham foydalanishlari mumkin.

Nazariy kursga oid ayrim jadvallar kitob oxirida ilovada
keltirilgan,

Qo‘llanmada keltirilgan har bir amaliy mashg*ulotlar mavzusi
biokimyo kursining tegishli nazariy boblari bilan uzviy bog‘liq.
Har qaysi amaliy mashg‘ulotga nazariy tushunchalar berilgan, har
bir metodning mohiyati va qo‘llanmasi ko‘rsatilgan, bu esa o'z
navbatida fanni chuqurroq o‘zlashtirishga yordam beradi.
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I BOB. BUFER ERITMALAR
Vodorod ko‘rsatkichi

Hamma suvli eritmalar kislotali yoki ishqoriy eritmalar bo*lishidan
qat’iy nazar, ularda vodorod ionlari H', gidroksil ionlari OH-
ishtirok etadi. Suv-kuchsiz elektrolit bo‘lib, uning molekulalarining
juda oz qismi H' va OH- ionlariga dissotsiatsiyalanadi, bu ionlar
dissotsiatsiyalanmagan Eo_or_._l_w_mq bilan muvozanatda bo‘ladi:

FO...I H'+OH"

Bu tenglamadan ko‘rinib turibdiki, suvda [H*] va [OH"] giymatlari
bir xil bo‘ladi. Suvdagi vodorod ionlari bilan gidroksil ionlari
konsentratsiyalarining ko‘paytmasi suvning ion ko‘paytmasi (K )
deyiladi. Muayyan haroratda K -o‘zgarmas kattalik. Uning harorat
22° bo’lgandagi son qiymati 10°'* ga teng.

[H'] =« [OH] =107 =107

Eritmaning kislotali yoki ishqoriyligi vodorod ionlarining
konsentratsiyasi orqali ifodalanadi, neytral eritmada [H']=107,
kislotali eritmada [H*]<107 va ishqoriy eritmada [H']>107. Vodorod
ionlarining konsentratsiyasi vodorod ko‘rsatkichi, ya’ni pH bilan bel-
gilanadi. Eritmalarning muhitini pH bilan aniglash mumkin: neytral
pH=7, kislotali pH<7, ishqoriy pH>7.

Vodorod ionlari konsentratsiyasining teskari ishora bilan olingan
o‘nli logarifmi vodorod ko‘rsatkichi deb ataladi.

pH=-Lg [H']

Bunda [H']-vodorod ionlarining konsentratsiyasi, gramm ekviva-

lent/litrda ifodalanadi.

Bufer eritmalar

Bufer eritmalarda vodorod ionlarining konsentratsiyasi doimiy
bo*ladi.Bufer eritmalar quyidagicha tashkil topgan bo*lishi mumkin:

1) kuchli kislota va shu kislotaning kuchli dissotsiatsiyalanadigan
tuzidan, masalan, asetat buferi sirka kislotasi (CH,COOH) va natriy
asetat (CH,COONa); gidrokarbonatli bufer karbonat kislota va natriy
gidrokarbonat (H,CO, va Na,HCO,) dan;
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1) kuchsiz asos va shu asosning kuchli dissotsiatsiyalanadigan
izl masalan, ammoniyli bufer-ammoniy gidrooksidi va ammoniy
lorid (NH, OH/ NH,Cl)dan;

1) bir almashgan va ikki almashgan ko‘p asosli kislotaning
fuzlari, masalan, fosfatli buferlar -NaH,P0 /Na, HPO, dan.

Bufer eritmalarning pHi undagi kislota va tuzlarning nisbatiga
hog'liq bo‘ladi, shu holda eritmaning pHi doimo bir xil bo‘ladi.
Bufer eritmalarning pH nazariy jihatdan quyidagi formula bilan
hisoblanadi.

_ C C
[H']|=—2=eme K oki [OH]= %%
ﬁn.&-\-‘q U\ H ﬁ ﬁ.i——ﬁ
Bu erda C_ = - kislotaning konsentratsiyasi; C,,. - tuzning kon-

sentratsiyasi; C_ - asosning konsentratsiyasi; K-kislota (asos)ning
elektrolitik dissotsiatsiyalanish nuqtasi.

Vodorod ko‘rsatkichining ma’lum darajada saqlanishi fiziologik
nhamiyatga ega: barcha biokimyoviy jarayonlar uchun reaksiya
muhiti doimiy bo‘lishi kerak, muhit pH ining o‘zgarishi moddalar
almashinuvi jarayonining o‘zgarishiga olib keladi.

To'qima va biologik suyugliklarning bufer sistemalarini hosil
qilishda mineral tuzlar muhim rol o‘ynaydi va pH ini doim bir
xil darajada saqlab turadi. Ogsillar, natriy va kaliy bikarbonatlar,
fosfat buferlari organizm uchun g‘oyat zarur moddalardir. Masalan,
ogsillar amfoter xossaga ega va shuning uchun H' ionlarini ham,
OH ionlarini ham biriktira oladi. Shuning uchun ogsillar muhim
bufer sistemalar rolini o‘ynaydi va organizmda qanday bo‘Imasin,
biror erkin kislota yoki asos paydo bo‘lganida, pH ning o*zgarishiga
to'sqinlik qiladi.

Bikarbonatlar bilan fosfatlamning eritmalari ham pH ning
o'zgarishiga qarshi ta’sir ko‘rsatadi. Masalan, natriy bikarbonat
(NaHCO,) qanday bo*Imasin biror kislota bilan o*zaro ta’sir qilganda
I1,€0, hosil qiladi. Bu kislota karboangidraza ishtirokida H,O va
(O, ga parchalanib ketadi, natijada muhitning pHi o‘zgarmaydi.

Shunday qilib, hujayralarning eng muhim fiziologik funksiyasi
vodorod ionlari konsentratsiyasi va ularning nisbatiga ham bog‘liq.
Hiologik suyugliklardagi biror tuz konsentratsiyasining o‘zgarishi
bir gancha muhim fiziologik funksiyalarning buzilishiga olib keladi.
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Bufer sig‘imi

Har bir bufer eritma ma’lum bufer sig‘imi bilan xarakterlanadi.
Bufer sig‘imi bufer eritmaning ta’sir kuchidir. Kislota va ishqor
g.ekv. (gramm-ekvivalent) miqdor bilan belgilanadi, 1IN | bufer
aralashmaning vodorod ko‘rsatkichi birligini o‘zgartirish uchun
qo‘shiladi.

Bufer sig‘imi, bufer aralashmadagi komponentlarning konsent-
ratsiyasiga bog'liq, odatda bufer eritmalar suyultirilganda ularning
konsentratsiyasi kamayadi.

Bufer sig*imini hisoblash uchun quyidagilarni bilish kerak:

V -bufer eritmaning hajmi; V-qo‘shilgan kislota yoki ishqorning
hajmi; N-qo‘shilgan ishqor yoki kislotaning normalligi; pH -bufer
eritmani dastlabki pH; pH, -bufer eritmaning ishqor yoki kislota
qo‘shilgandan keyingi pH. Bufer sig‘imi quyidagi formula bilan
hisoblanadi:

NeV,
(pH, - pH,)eV,

Indikatorlar yordamida vodorod ionlarining konsentratsiyasini
aniqglash

Vodorod ionlarining konsentratsiyasini (pH) indikatorlar yordami-
da aniqlash mumkin. Indikatorlar kuchsiz organik kislotalar yoki
asoslar bo‘lib, ularning dissotsiatsiyalanmagan formalari rangi, dis-
sotsiatsiyalangan formalaridan farq giladi. Indikatorlarning dissotsi-
atsiyalanishi reaksiyaning mubhitiga bog‘liq.

Masalan: fenolftalein bir xil rang beruvchi indikator bo*lib, faqat

anion sifatida bo‘yaladi, dissotsiatsiyalanmagan molekula rangsiz
bo*ladi:

=

HJnd H'+ Jnd
Rangsiz Qizil
kislotali formasi ishqoriy formasi

Ikki xil rang beruvchi indikator, masalan metilrot, dissotsiat-
siyalanmagan molekulasi va anionlarning rangi bir-biridan farq
qiladi:

.

H Jnd H*+ Jnd

A..l
Qizil Sariq
kislotali formasi  ishqoriy formasi

Tekshirilayotgan eritmaga indikator qo*shib, hosil bo‘lgan rangga
(jarab muhitning pH ini aniqlash mumkin.

Reaktivlar: 1. KHPO, ning 0.15 M eritmasi. 2. NaHPO, ning
(.15 M eritmasi. 3. Metilrot, bromtimol indikatorlari. 4. Universal
indikator.

Indikatorlar muhit pH iga qarab turlicha rang hosil qila oladi.
Buni quyida ko‘rsatilgan misoldan ko‘rish mumkin:

- Rangning Rangi
R [ akntor ....U..MH_”“_. Kislotada Ishqorda
1 To*gsariq metil 3.1-4.4 qizil sariq
2 Metilrot 4,2-6,2 qizil sarig
i Bromtimol 6,0-7.6 sariq ko'k
1 Fenolftalein 8,0-9.8 rangsiz binafsha-gizil
5 Timolftalein 9,3-10,5 rangsiz to*k sarig-jigarrang

Ishning borishi. To‘rtta probirka olib, ularga 0,15 M KH,PO,
va NaHPO, eritmalaridan quyida ko‘rsatilgan nisbatlarda olib, turli
pH ga ega bo‘lgan bufer eritmalarni tayyorlaymiz. Eritmalarni
aralashtirib, har bir probirkadagi bufer ikkiga bo‘linadi.

Birinchi qatordagi probirkalarga metilrot indikatoridan qo‘shiladi.
Ikkinchi qatordagi probirkalarga esa bromtimol indikatoridan
qo*shib, hosil bo‘lgan ranglar kuzatiladi.

Eritmalar Probirkalarning raqami

1 2 3 4
0,15 M KH PO, ml 9.5 8.0 6,0 3.0
0,15 M NallPO,_, ml 0,5 2,0 4,0 7.0
Tayyorlangan eritma pH 5,59 6,24 6,64 7.17




Universal indikator yordamida pH ini aniqlash

Universal indikator bir necha indikatorlarning aralashmasidan
iborat bo‘lib, eritma pH iga qarab o‘zining mos rangini hosil giladi.
Universal indikatorning tarkibi quyidagi jadvalda ko‘rsatilgan.

I va Il universal indikatorlar tarkibi

Indikatoriar _ Migqdori, ui.—.:.a_-u.i-
Timol 1 -
Bromtimol 0.8 0.4
Dimetilaminoazobenzol 0,6 -
Metilrot 04 0,2
Fenolftalein 0,2 0.8
Etil spirti 1000,0 10000

I-universal indikatori rangining o‘zgarishi pH 1-10 oralig‘ida
bo‘ladi; Il-universal indikatori rangining o‘zgarishi pH 4-10 ora-
lig‘ida bo‘ladi. Universal indikatori rangining o‘zgarishi turli pH da

quyidagichadir:
I indikator Il indikator
pH rangi pH rangi
2 qizil 4 qizil
4 to“q sariq 5 to‘q sariq
6 sariq 6 sariq
8 yashil 7 yashil
10 ko'k 8,5 ko‘k
10 binafsha

Yettita probirka olib, quyidagi ko‘rsatilgan bufer eritmalar tayyor-
lanadi. Tayrlangan bufer eritmalarga 2 tomchidan universal indika-
tordan qo‘*shiladi va hosil bo*lgan rangga qarab har bir aralashmaning
pH i aniglanadi:

Eritmalar Probirkalarning ragami
1 2 3 4 5 6 7
Na PO ~0,1M, ml 040 | 4,11 | 7,71 (10,30 ) 12,63 [ 15,45 | 19,45

Limon kislotasining 0,1 M 19,60 | 15,89 | 12,29 | 9,70 | 7,37 | 4,55 | 055
eritmasi migdori, ml
Bufer eritmalarining pH i 2,2 3,0 4,0 5.0 6.0 6,8 8,0

Potensiometrik usul bilan eritmaning pH ini aniglash

Bu usul maxsus elektrodlar yordamida tekshirilayotgan
eritmalardagi vodorod ionlari konsentratsiyasining ta’sirida galvanik
elementlarning elektr yurituvchi kuchini o‘lchashga asoslangan. Bu
usul bilan har qanday suyugqliklarning pH ini aniq o*lchash mumkin.
Maxsus asboblar-turli potensiometr yordamida eritmalardagi
pH ni oflchash mumkin. Bu asboblarning umumiy tuzilishi va
eritmalarning pH ini o‘lchashda bajaradigan barcha operatsiyalari
potensiometrlarga (pH-metrlar) qo‘shib beriladigan pasportda
vozilgan.

Asbobda ishlash qoidasi. Eritmaning pH ini o‘lchashdan 15-20
minut oldin asbob yoqib qo‘yiladi. Elektrodlar yangi tayyorlan-
gan distillangan suv bilan 3-4 marta yuviladi. Eritmalarning pH ini
0'lchashda avtomatik harorat kompensatsiyasidan foydalaniladi.

Eritmaning pH avval asbobning katta -1+14 diapozonida, keyin
kichik diapozonida o‘Ichanadi. Eritmalarda pH o‘lchanib bo‘lgandan
so‘ngra asbob elektrodlari 7-10 marta suv bilan yuviladi. Elektrod-
lar yuvilgach, boshga eritmaning pH ini o‘Ichash mumkin. Yuvilgan
clektrodlar suvda qoldiriladi.

Kichik diapozonlar: -1+4; 4+9; 9+14 dan birida aniq qilib
o‘lchanadi.




I1 BOB. OQSILLAR

Ogsillar yoki proteinlar - yuqori molekulyar organik birikmalar
bo®lib, molekulalari & -aminokislotalardan tuzilgan. Ogsil tarkibiga
quyidagi elementlar kiradi (%): uglerod-50,1-54,5; kislorod-21 ,5-23,5;
vodorod -6,5-7.3; azot-16,6-17.6: oltingugurt-0,3-2,5: fosfor-0.1-2.
Bazi bir ogsillarning tarkibida oz miqdorda yod, temir, mis, brom,
marganes, rux, kalsiy va boshqa moddalar uchraydi.

Ogsillar hujayralamning eng muhim tarkibiy qismidir. Organizmda
ogsillar turli xil funksiyalarni bajaradi: hujayraning struktura materiali
sifatida xizmat giladi; to‘qimadagi moddalar almashinuvining hamma
reaksiyalarini katalizlaydi: ogsillar energiya manbai hisoblanadi,
ularning oksidlanishi natijasida energiya ajralib chiqadi.

Ogsillar ikkita sinfga bo‘linadi: oddiy ogsillar va murakkab
ogsillar. Oddiy ogsillarga albuminlar. globulinlar, gistonlar, pro-
taminlar kiradi. Murakkab ogsillar fosfoproteinlar, glyukoproteinlar,
xromoproteinlar, nukleoproteinlar, lipoproteinlarni kiritish mumkin.

Ogsil eritmalarini tayyorlash. Rangli reaksiyalar va cho‘kmaga
tushirish reaksiyalari uchun tuxum ogsilining eritmasi tayyorlanadi.
Bitta tuxumning oqsili sarig‘idan ajratib olinib, 15-20 ml distillangan
suvda eritiladi. Eritma 3-4 qavat doka orqali filtrlanadi. Eritma
xolodilnikda saqlanadi.

Dializ uchun tuxum ogsilining eritmasini tayyorlash. Uchta tovuq
tuxumining ogsilini sarig*idan ajratib, 700 ml distillangan suvda
eritiladi, so*ngra 300 ml natriy xlorid tuzining to‘yingan eritmasidan
qo‘shiladi. Eritma 3-4 qavat doka orqali filtrlanadi va xolodilnikda
saqlanadi.

Ogqsil va aminokislotalarga xos rangli reaksiyalar

Ogsil gidrolizlanganda aminokislotalargacha parchalanadi. Ogsil
tarkibidagi aminokislotalar o‘zaro peptid bog‘lari orgali birikadi.
Ayrim aminokislotalar bir-biridan tarkibidagi turli-tuman funksional
guruhlari bilan farqlanadi. Bu guruhlarga xos rangli reaksiyalar
yordamida ogsillar, biologik suyuqliklar va aralashmalar tarkibidagi
aminokislotalarni aniglash mumkin. Oqsil va aminokislotalarning
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sfat va miqdor jihatdan aniqlashda qo‘llanadigan rangli reaksiyalar
Ikki guruhga bo‘lib o‘rganiladi: birinchi guruhga ogsil tarkibidagi
har xil kimyoviy bog‘lar bilan hosil qilinadigan rangli reaksiyalar
(biuret reaksiyasi), ikkinchi guruhga esa aminokislotalarning
funksional guruhlari bilan hosil qilinadigan rangli reaksiyalar kiradi.

Biuret reaksiyasi

Ogsillar ishqoriy sharoitda mis sulfatning eritmasi bilan murakkab
kompleks birikma hosil giladi. Reaksiya molekulada 2 ta yoki undan
ortiq peptid bog‘lar guruhlari bo*g‘lanishiga bog‘liq. Peptidlar va
ogsillarni mis natriyli tuzlari bilan hosil gilgan kompleksining tuzil-
ishini quyidagicha yozish mumkin.

O H
Il |
—C-N—
r R, O 1%
|
“NH-CH-C=N-CH-C-N-CH-C-...
L |l
R, O R, O
A
b 2 +2Na’
Cu 2
H_r w " Rg O
Lol
.zm-nm-n-z-ﬂm._n_.nz-nm-n..s
13




Buerda -R| R,, R, R,...-aminokislotalarning qoldiglari.

Reaksiya natijasida hosil bo‘lgan rangning intensivligi peptid-
larning uzunligiga bog‘liq bo‘lib, ko‘k binafshadan to qizil
binafshagacha va qizil rang oralig‘ida bo*ladi.

Siydikchil (mochevina) gizdirilganda uning ikki molekulasidan
ammiak (NH,) ajralib chiqib reaksiya natijasida biuret hosil bo‘ladi:

NH;

_,_qu NH;

Lﬁmm —> NH; + ﬁ__\.uO

NH, NH

A_uno A_uno

o, N
Siydikchil Biuret

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; 1, 2 va 5 ml li
pipetkalar; spirt lampasi yoki qaynab turgan suv hammomi.

Reaktivlar. 1. Biologik suyuqliklar; tuxum ogsilining eritmasi, 2.
Natriy ishqorning 10% li eritmasi. 3. Mis sulfatining 1% li eritmasi.
4. Siydikchil.

Ishning borishi. 1. Probirkaga 100-200 mg siydikchil kristallidan
solib, ammiak hidi hosil bo‘lguncha gizdiriladi. Hosil bo‘lgan massa
sovigandan keyin probirkaga 2 ml natriy ishqoridan, 1-2 tomchi mis
sulfatdan solinadi. Reaksiya natijasida pushti rang hosil bo*ladi.

2. Probirkaga 2 ml tuxum ogsilidan solib, keyin shuncha hajmda
natriy ishqoridan, 1-2 tomchi mis sulfatning eritmasidan qo*shiladi.

Reaksiya natijasida qizil-binafsha rang hosil bo‘ladi.

Ksantoprotein reaksiyasi

Ko'pehilik ogsil eritmalari konsentrlangan nitrat kislota bilan
tenksiyaga kirishib, sariq yoki to*q sariq (zarg‘aldoq) rang beradi.
Hu reaksiya ogsil molekulasidagi aromatik (halgali) aminokislotalar
(fenilalanin, tirozin, triptofanlar)ga xos bo‘lib, ular nitrat kislota
bilan o‘zaro reaksiyaga kirishib, sariq rangli nitrobirikmalarni hosil
qiladi:

“Ksantos™- bu grekcha so‘z bo‘lib, sariq degan ma’noni beradi.
Tirozin konsentrlangan nitrat kislota ta’sirida dinitrotirozinni (sariq
rang) hosil qgiladi.

OH OH
02N NO2
+2HNQ3 —» +2H20
n_ H2 JE

H:N - CH - COOH H2N - CH - COOH

Tirozin Dinitrobirikina(sariq rang)

Dinitrotirozinga natriy ishqori yoki ammoniy gidroksidi ta’sir
ettirilsa, dinitrotirozinning natriyli yoki ammoniyli tuzi hosil bo*ladi,
bu tuz to‘q sariq rangga ega.

0
e -OH oN ‘zu%._ NH,
O,N Z =0 S
+NH,OH —_ +H,0
CH, CH,

_ _
H;N - CH - COOH H;N - CH - COOH

Dinitrotirozinning ammoniyvli tuzi
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Bu reaksiya tarkibida aromatik aminokislota tutuvchi barcha
ogsillarga xosdir. Jelatina oqsili tarkibida aromatik aminokislotalar
bo‘lmaganligi sababli u ksantoprotein reaksiyasiga kirishmaydi.

Ksantoprotein reaksiyalarini oddiy aromatik birikmalar - benzol
va uning gomologlari ham beradi.

Reaktivlar. 1. Biologik suyugqlik; soya uni ogsili. 2. Jelatinaning
I%li eritmasi. 3. Konsentrlangan nitrat kislota. 4. Natriy ishqorining
20% li eritmasi yoki konsentrlangan ammiak eritmasi (20-25%). 5.
Fenolning 0,1% li eritmasi.

Ishning borishi. Probirkaga 2-3 ml fenol eritmasidan solinadi
va 1-2 ml konsentrlangan nitrat kislotasi probirka devorlari orgali
quyiladi. Ehtiyotkorlik bilan gizdirilganda sariq rang hosil bo‘ladi.
Probirkaga 1-2 ml tuxum ogsilidan solib, unga 8-10 tomchi
konsentrlangan nitrat kislotadan qo*shib qizdirilganda cho‘kma
sariq rangga kiradi. Sovigandan keyin probirkaga ehtiyotkorlik bilan
ammiak eritmasidan yoki natriy ishqorining eritmasidan qo‘shiladi,
to*q sariq rang hosil bo‘ladi.

Probirkaga 1-2 ml jelatinaning 1 % li eritmasi, 8-10 tomchi
konsentrlangan nitrat kislotasi eritmasidan qo‘shib qizdiriladi.
Jelatina aromatik aminokislotalamni tarkibida saqlamaganligi uchun
bunday reaksiyani bermaydi.

Oltingugurt tutuvchi aminokislotalar uchun reaksiya

Ko‘pgina ogsillar molekulalari tarkibida oltingugurt tutuvchi
aminokislotalar sistein, sistin va metionin saqlaydi.

Ogsilga ishqor qo‘shib gizdirilganda, bu aminokislotalardan
oltingugurut vodorod sulfid holda ajralib chiqadi. Vodorod sulfid
qo‘rg‘oshin asetati bilan qora cho‘kma-qo‘rg‘oshin sulfidni hosil
qiladi.

- /3{4:/95-—

CHy-SH CH,-S-S-CH, CH,-S-CH3
| | _ |
CHNH, CHNH, CHNH, CH,
_ | _ |
COOH COOH COOH CHNH;
|
Ststein Sistin COOH
Metionin |
CH,-SH CHOH
| |
CHNH,; + 2NaOH —_— CHNHz+Na;S+H,0
_ |
COOH COOH |
Sistein Serin

| —

2. Pb(CH,COO0), + 2NaOH —Pb(OH),+ 2CH,COONa.

3. Pb(OH)), + 2NaOH — Na,PbO,+ 2H,0.

Na,S+Na,PbO, + 2H,0 — PbS+ 4NaOH.

Reaktivlar. 1.Soya uni ogsili. Tuxum ogsili. Siydik. 2.Natriy gid-
roksidining 20 % li eritmasi. 3. Qo‘rg‘oshin asetatining 0,5 % li
eritmasi.

Ish tartibi. Probirkaga 1-2 ml ogqsil eritmasidan solinadi va
teng hajmda natriy ishqoridan qo‘shiladi, qaynaguncha qizdiriladi
va sovugach, 1-2 tomchi qo‘rg‘oshin asetat tuzining eritmasidan
qo‘shiladi. Aralashma jigarrang tusga kiradi va sekin rangi to*qlashib
qorayadi va natijada qora cho‘kma PbS hosil bo*ladi.
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Tirozin reaksiyasi

Reaksiya ogsil molekulasidagi tirozin aminokislotasiga xos
bo‘lib, uning tarkibida fenol gruppasi bor. Unga millon reaktividan
qo‘shib qizdirilganda qizil rangli cho‘kma hosil qiladi.

0 ._umm
Hg- HNO: N=0
+HgNO3 ——* ~H0
M_ﬁ.c NH2
L
CH2 H 2 CH
: N
COOH Cooh
Tirozin Nitrotirozinning

simobli birikmasi

Deyarli hamma ogsillar millon reaksiyasini beradi, chunki ular
tarkibida tirozin aminokislotasini saglaydi. Shuningdek, bu reaksiya
hamma fenollar uchun ham xarakterlidir.

Kerakli asboblar: Probirkalar bilan shtativ: pipetkalar.

Reaktivlar. 1. Fenolning 0,1% li eritmasi. 2. Millon reaktivi: bu
reaktivni tayyorlash uchun 40 g simob olib, 57 ml konsentrlangan
nitrat kislotasida (xona haroratida) eritiladi.

Tayyorlangan eritmaga ikki hajmda suv go‘shib suyultiriladi
va hosil bo'lgan cho‘kma to‘kib yuboriladi. 3. Oqgsil eritmasi. 4.
Jelatinaning 0,1% li eritmasi.

Ishning borishi. Mashg ulot avval fenol bilan bajarib ko‘riladi.
I-probirkaga 2 ml fenol eritmasidan va 1 ml millon reaktividan
solib, asta-sekin qizdiriladi, natijada pushti rang hosil bo‘ladi.
So‘ngra ogsil bilan shu reaksiya bajariladi. 2-probirkaga 2 ml ogsil
eritmasidan solib, 6-8 tomchi millon reaktividan qo‘shiladi, reaksiya
natijasida oq cho‘kma hosil bo‘ladi, qizdirilganda to‘q qizil rangli
cho*kmani hosil giladi. 3-probirkaga 2 ml Jelatina eritmasidan solib,
6-8 tomchi millon reaktividan qo‘shib reaksiya bajarib ko‘rilganda
millon reaksiyasi ro‘y bermaydi.
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Adamkevich reaksiyasi

Triptolan aminokislota eritmasiga konsentrlangan asetat Kislota
yo ' shib, probirka devori bo‘ylab pipetkadan sekin wonwnsn.,m:.mwa
sulfat kislota quyiladi. Bunda ikki suyuqlik chegarasida qizil-
binafsha halga hosil bo‘ladi. Bu, asetat Kislota tarkibida m_.m_mm:_._._m
silntida uchraydigan glioksilat bilan triptofan kislotali muhitda rangli
muhsulotlar hosil gilish xususiyatiga ega ekanligidan dalolat beradi.

Ish tartibi. Probirkaga 1 ml 0.05 %li triptofan va | ml
konsentrlangan asetat kislotadan quyiladi. Probirkani bir oz qizdirib,
teng hajmda probirka devori bo‘ylab yana konsentrlangan mmn.ﬁm
kislotadan qo‘shiladi (suyugqliklar bir-biri bilan E.mﬁmm:_._..mm__.m_
kerak), 10 minut o‘tgach har ikkala suyuqlik chegarasida qizil-
hinafsha rang hosil bo‘ladi.

Reaktivlar: konsentrlangan asetat kislota, konsentrlangan sulfat
kislota va 0.05% li triptofan eritmasi.

Ningidrin reaksiyasi

Oqsil eritmasini va polipeptidlarini ningidrin reaktivi E_m_._
qizdirilganda ko‘k-binafsha rang hosil giladi. Ningidrin F.m_nm_wmm_
aminokislotalarni a-holatdagi aminoguruhlari hisobiga sodir bo‘ladi.
Reaksiyaning mohiyati shundan iboratki, n-mﬂ:m:ormm,oﬁ._ma va
peptidlar, ningidrin ta’sirida dezaminlanish va anrﬁcoam_:mﬂ_mr
jarayonlari boradi. Reaksiya natijasida CO,, z:“.. m_aoma va
qaytarilgan ningidrin hosil bo‘ladi. Qaytarilgan ningidrin, m..:.._.:mr
va bir molekula ningidrin o‘zaro reaksiyaga kirishib, ko‘k-binafsha
rangli birikma hosil giladi.

0 I
w Il p OH c y _H P
H—C — NH:+ ¢ —> n/%.nwnouézu,
_noom _L N OH _n_ ‘OH “H
(8]
a@ -aminokislota ningidrin Qaytarilgan ningidrin




Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ: pipetkalar; suv ham-
momi.

Reaktivlar. 1.0.2% li ningidrinning spirtdagi yoki asetondagi
eritmasi. 2.0qsil eritmasi. 3.0.1 % li glitsinning suvdagi eritmasi.
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Ko*k-binafsha rang birikma

Ishning borishi. Probirkaga 2 m| glitsinning eritmasi, 5-6 tomchi
ningidrin eritmasi solinib, suv hammomida qizdiriladi. Natijada
binafsha rang hosil bo‘ladi. Boshqa probirkaga 2-3 ml ogsil
eritmasi hamda 10-12 tomchi ningidrin eritmasi solinadi. Eritmalar
aralashtirilgach bir necha minut suv hammomida qizdiriladi.
Reaksiya natijasida ko*k-binafsha rang hosil bo‘ladi.

Ogsillarning fizik va kimyoviy xususiyatlari. Ogsillarni
cho‘ktirish reaksiyalari

Turli reaktivlar ogsil moddalarining fizik-kimyoviy xossalariga
ta’sir etib. makromolekula strukturasini o‘zgarishiga olib keladi.
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OWsillarning  cho'ktirish reaksiyalarini ikkita guruhga bo‘lish
mimkin: ogsillarni denaturatsiyasiz cho‘ktirish (neytral ishqoriy
metall tuzlari) va denaturatsiya yo‘li bilan cho‘ktirish (harorat,
mineral va organik kislotalar, og*ir metall tuzlari, alkaloid reaktivlari).

Ogsilning cho‘kmaga tushishi unga bog‘langan suv qobig‘ining
buzilishiga bog'‘liq. Gidrofil moddalar, organik erituvchilar aseton.
etil spirti va boshqgalar hamda ishqoriy metallar, neytral tuzlarining
konsentrlangan eritmalari ogsilning suv qobig*ini buzib, uning
eruvchanligini kamaytiradi. Organik erituvchilar hamda ammoniy
sulfat, natriy xlorid, natriy sulfat, natriy fosfat va boshqa eritmalar
0qsilga ta’sir ettirilganda, ogsil qaytar cho‘kmaga tushadi.

Oqsil eritmalariga turli neytral tuzlar qo‘shilganda, uning
cho‘kmaga tushirish reaksiyalari ogsillarni tuzlash deyiladi. Bu
Jarayonda ogsil molekulalari gidrat pardalaridan xoli bo‘lib, bir-biri
bilan oson qo‘shiladi. Ogsil tuzlanishi natijasida ko*pincha tabiiy
holatini o*zgartirmaydi. Cho‘kmadan tuz ionlarini dializ yo'li bilan
chetlatilganda, ogsil qaytadan eritmaga o‘tadi. Bunday reaksiyalar
qaytar reaksiyalar deb atalib. qaytar denaturatsiyani renaturatsiya
ham deyiladi.

Ammoniy sulfat va natriy sulfat bilan tuzlash usuli ogsillarni
nativ holatini buzmay ajratib olishda qo*llaniladi. Masalan, qon
zardobidagi ogsillar ammoniy sulfat bilan chala to‘yintirilganda,
globulinlar ajralib chigadi, globulinlar cho*kmasini filtrlab., eritmaga
lo*la to‘yinguncha tuz kristallidan qo‘shilsa, albuminlar fraksiyasi
cho‘kmaga tushadi.

Og‘ir metall (mis, simob, rux, kumush, qo‘rg‘oshin va hokazo)
tuzlari ogsil eritmasiga ta’sir etganda, ular ogsil molekulasidagi
sulfgidril guruh- SH bilan birikma hosil gilib, ogsil molekulasining
strukturasini  o‘zgartiradi. Ogsillarni og‘ir metall tuzlari bilan
choktirish, gaytmas jarayondir, ya’ni cho‘kmaga tushgan ogqsilni
Qaytadan eritma holiga keltirib bo‘lmaydi. Bunday holat qaytmas
denaturatsiya deb ataladi.




Ogsillarni neytral tuzlar yordamida cho‘ktirish

Ogsillarni nativ (tabiiy) holda ajratib olish uchun tuzlash
reaksiyalari yaxshi natija beradi. Neytral tuzlar har xil muhitda
turlicha ta’sir ko‘rsatish xususiyatiga ega. Masalan ammoniy sulfat
tuzi ta’sirida ogsillar neytral sharoitda, natriy xlorid ta’sirida esa
nordon sharoitda cho‘kmaga yaxshi tushadi.

Ogsillarni ammoniy sulfat ta’sirida cho‘ktirnsh

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ, filtr qog*oz; voronka;
2,5 ml li pipetkalar.

Reaktivlar. 1.Qon zardobi yoki tuxum ogsilining eritmasi; soya
uni ogsili; 2.Ammoniy sulfatning to‘yingan eritmasi. 3.Ammoniy
sulfatning kristall tuzi. 4. Natriy ishqorining 10 %li eritmasi. 5.Mis
sulfatning 1 %li eritmasi.

Ishning borishi. Probirkaga 2-3 ml qon zardobidan yoki suyultirilgan
tuxum ogqsilidan solib, teng hajmida ammoniy sulfatning to‘*yingan
eritmasidan qo‘shiladi va yaxshilab aralashtiriladi. Natijada globulin
ogsillari cho‘kmaga tushadi. 8-10 minutdan keyin filtrlanadi.
Globulin ogsillari cho‘kmada, albuminlar filtratda qoladi. Filtratdagi
albuminlarni cho‘ktirish uchun ammoniy sulfatning kristallaridan
to‘yinguncha qo‘shiladi, natijada albuminlar cho‘kmaga tushadi,
so'ng cho‘kma filtrlanadi.

2-3 ml filtratdan olib, biuret reaksiyasi bajariladi. Agar ogsillar
to‘liq cho‘kmaga tushgan bo‘lsa, filtrat bilan biuret reaksiyasi hosil
bo‘lmaydi. Globulin va albumin cho‘kmalari suvda eritiladi va
biuret reaksiyasi bajariladi.

Ogsillarni natriy xlorid ta’sirida cho‘ktirish

Reaktivlar. 1.Natriy xlorid tuziningi kristalli. 2.Sirka kislotasining
2 %li eritmasi.
Ishning borishi. Probirkaga 2-3 ml qon zardobi yoki tuxum oqsili-
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i sl nately xlorid tuzining kristallaridan to‘yinguncha qo*shiladi.
48 minutdan keyin probirkada globulinlar cho*kmasi hosil bo*ladi.
S0tipen cho'kma filtrlanadi. Filtratda albuminlar qoladi. Albuminlar
Wy inguncha neytral eritmalarda cho*kmaga tushmaydi. F iltratga 4-6
mehi sirka kislotasishshg 2 % li eritmasidan qo*shiladi, natijada al-
buminlar cho'kmaga tushadi, oradan 10 minut o‘tgach cho*kma filtr-
lnnadic Cho'kmalar suvda eritilib, biuret reaksiyasi bajarib ko‘riladi.

Ogsillarni mineral Kislotalar ta’sirida cho‘ktirish

Oquillar konsentrlangan mineral kislotalar (ortofosfat kislotadan
tashgarl) ta’sirida cho‘kmaga tushadi. Bu reaksiya qaytmas reak-
siya hisoblanadi, chunki ogsilning kolloid zarrachalari denaturatat-
slyalanadi va ularming zaryadlari neytrallanadi, natijada kompleks
hirikmalar hosil bo‘ladi. Bunday holda ogsillar gaytmas denatu-
fisiyaga uchraydi. Ortigcha mineral kislotalar (nitrat kislotadan
tushqari) cho*kmaga tushgan ogsillarni eritib yuboradi.

Kerakli reaktivlar. 1.Konsentrlangan xlorid kislotasi. 2.Kon-
sentrlangan sulfat kislotasi. 3. Tuxum ogsilining eritmasi; soya uni
oegsili.

Ishning borishi. Uchta probirkaga ehtiyotkorlik bilan 1 ml kis-
lota: birinchisiga-xlorid, ikkinchisiga-sulfat va uchinchisiga-nitrat
kislotasidan solinadi. So‘ng hamma probirkalarga 1 ml dan ogsil
eritmasidan qo‘shiladi. Shunda ogsil bilan kislota chegarasida
0q xalga hosil bo‘ladi. Har bir probirka sekin-asta chayqatiladi.
Ortigcha xlorid va sulfat kislotasi bo‘lganligi uchun birinchi va
Ikkinchi probirkalardagi cho‘kma erib ketadi, uchinchi probirkadagi
nitrat kislotasi bilan hosil gilingan cho‘kma erib ketmaydi, chunki
hosil bo*lgan cho‘kma ortiqcha nitrat kislotasida erimaydi.

Ogsillarni organik erituvchilar bilan cho‘ktirish

_.:.E:__r erituvchilar (spirt, efir, aseton va boshgqalar) ta’sirida
ougsil makromolekulalarining suvli qobig‘i (gidrosferalari) buziladi,
ya'ni denaturatsiyaga uchraydi. natijada eritmadagi ogsillarning
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eruvchanligi kamayadi va ogsil cho‘kmaga tushadi. Ogsil eritmasida
tuz ishtirok etsa (NaCl), kolloid zarrachalarining zaryadini
o‘zgarishiga olib keladi, bu hol ogsil eritmalarining chidamliligini
yanada kamaytiradi. Cho‘ktirish sovitilgan spirt (xloroform) bilan
sovuq sharoitda olib borilsa, hosil bo‘lgan ogsil cho‘kmasi suvda
eriydi, ya'ni bunda oqsil xossalari o‘zgarmaydi, denaturatsiyaga
uchrashga ulgurmaydi. Agar ogsil uzoq vaqt spirtda tursa,
denaturatsiyaga uchraydi va hosil bo‘lgan cho‘kma suvda, neytral
tuzlar eritmasida erimaydi.

Reaktivlar. 1. Ogsil eritmasi. 2. 96 % li etil spirti. 3. Aseton. 4.
Xloroform. 5. Natriy xlorid tuzining kristalli.

Ishning borishi. Uchta probirkaga 1-2 ml dan ogsil solinadi va 0,2-
0.3 g natriy xlorid tuzidan qo‘shib, yaxshilab aralashtiriladi.

Birinchi probirkaga tomchilab 2-3 ml spirt, ikkinchi probirkaga
2-3 ml aseton va uchinchi probirkaga 2-3 ml xloroform solinadi. Pro-
birkalar chayqatiladi va 5-6 minutdan keyin ogsil cho‘kmasi hosil
bo*lganligini ko*rish mumkin.

Oggsillarni organik kislotalar bilan cho‘ktirish

Organik Kislotalar ogsillarni eritmadan qgaytmas cho‘kmaga
tushiradi. Turli kislotalarning ta’sir qilish kuchi bir-biridan farq
qiladi.

Eng samarali va o‘ziga xos ta'sir qiluvchi sulfosalitsil va
uchxlorsirka kislotasidir.

OH
OH
SOs
CC1;-COOH
uchxl orsitka Sulfosalitsil kislota
kislo@m

Uchxlorsirka kislota ta’sirida faqat ogsillar, sulfosalitsil kislo-
ta ta’'sirida esa ogsillardan tashqari, peptonlar va polipeptidlar ham
cho‘kmaga tushadi.
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Houktiviae 1. Tuxum ogsilining eritmasi; soya uni oqsili. 2.Sul-
flisil Kislotasining 10 %li eritmasi. 3. Uchxlorsirka kislotasini
10 %% 1 eritmasi.

Ishiing borishi. Tkkita probirka olib 2 ml dan ogsil eritmasidan
ulindi i birinchi probirkaga 5-8 tomchi sulfosalitsil kislotasidan,
IKkinehi probirkaga 5-8 tomchi uchxlorsirka kislotasidan qo‘shiladi.
Probirkalar chayqatiladi va ogsillar cho‘kmaga tushganligi kuzatiladi.

Oqgsillarni og'ir metall tuzlari ta’sirida cho‘ktirish

Oqsillar mis, go‘rg‘oshin, simob, rux, kumush va boshga og'ir
metallarning tuzlari ta’sirida cho‘kmaga tushadi.

Ogsillar  bilan og'ir metall ionlarining o‘zaro ta’'siri juda
murakkab boladi. Avvalo suvda erimaydigan kompleks birikmalar
hostl bo'ladi, ortigcha tuzning eritmasida (AgNO, HgCl,) eriydi.
Ot ir metall tuzlari ta’sirida ogsillar an:mEB-QOmﬁ,:n_ﬂmm&. Ogsil
mukromolekulasining ikkilamchi va uchlamchi strukturasi buziladi,
peptid zanjirining holatlari o‘zgaradi, ular orasidagi bog*larda uzilish
hollari ro'y beradi (disulfid bog‘lari). Disulfid bog‘lari ogsillarning
(kkilamchi va uchlamchi struktura tuzilishida katta rol o‘ynaydi.
Zanjirlar orasidagi uzilish ogsil strukturasini o‘zgarishiga - ogsillarni
(aytmas denaturatsiyasiga olib keladi.

Reaktivlar. 1. Tuxum ogsili; soya uni ogsili. 2.Mis sulfatning 5%li
eritmasi. 3.Qo‘rg oshinning sirka kislotali tuzining 5 %li eritmasi.
A4 Kumush nitratning 3 %li eritmasi.

Ishning borishi. Uchta probirkaga 1-2 ml dan ogsil eritmasi
solinadi. Birinchi probirkaga tomchilab mis sulfat eritmasidan,
Ikkinchi probirkaga qo‘rg*oshinning sirka kislotali tuzi eritmasidan,
uchinchi probirkaga esa kumush nitrat eritmasidan qo‘shiladi.
Probirkalar chayqatilganda, hamma probirkalarda oqsil cho‘kmasi
hosil bo'ladi. Ortigcha reaktivdan qo‘shilsa, birinchi va ikkinchi
probirkaga kumush nitrat eritmasidan ortiqcha qo‘shilganda ham
cho'kma erimaydi.




Ogsillarni alkoloidlar reaktivi bilan cho‘ktirish

Alkoloidlar - azot tutuvchi moddalar bo‘lib, kuchli fiziologik
ta’sir qilish xususiyatiga ega. Alkoloidlarga quyidagilar: morfin,
papaverin, atropin, kofein, efedrin va boshqa birikmalar kirib, bular
davolash praktikasida ko‘p ishlatiladi.

Ko‘p alkoloid reaktivlari ta'sirida ogsillar cho‘kmaga tushadi.
Bularga quyidagilar kiradi: tanin, yodni kaliy yoddagi eritmasi
(Bushard reaktivi), vismut yodni kaliy yoddagi eritmasi (Dragendorf
reaktivi), pikrin kislotasi va boshqalar.

Oqsil moddalarini alkaloid reaktivlari bilan cho*kma hosil qilish-
ning asosiy sababi shundan iboratki, aminokislotalar va alkaloidlar
tarkibiga Kkiradigan geterosiklik guruhlarning o‘xshashligidir
(indol. imidozol va boshqalar). Alkaloid reaktivlari ogsillar bilan
erimaydigan birikmalarni hosil giladi. Ogsilni alkaloid reaktivlari
bilan cho‘ktirishga kuchsiz organik Kkislotalar (masalan, sirka
kislotasi) yaxshi ta’sir giladi, aksincha kuchli kislotalar bu jarayonga
qarshilik ko‘rsatadi. Cho*kma ishqoriy sharoitda erib ketadi.

Reaktivlar. 1.Tuxum ogsili; soya uni ogsili. 2.Pikrin kislotasi-
ning 1 % li eritmasi. 3. Taninning 10 % li eritmasi. 4.Bushard
reaktivi: 1 g yod, 2 g kaliy yod, 50 ml suv. Bu reaktivni tayyorlash
uchun kaliy yodi bir necha ml suvda eritiladi. Shu eritmada yod
eritiladi, so‘ngra hajmi distillangan suv bilan 50 ml ga etkaziladi.
5. Dragendorf reaktivi vismut yodining kaliy yoddagi eritmasi: 13.5
g kaliy yodi 20 ml distillangan suvda eritiladi. 2.5 g vismut nitrat
10 ml nitrat kislotasida alohida eritiladi. So‘ngra idishda qoldiriladi.
Bunda idish tagiga kaliy nitratning kristallari cho‘kadi. Tiniq eritma
ehtiyojorlik bilan boshqa idishga quyiladi va hajmi suv bilan 50 ml
ga etkaziladi. 6.Sirka kislotasining 1 % li eritmasi.

Ishning borishi. To‘rtta probirkaga 1-2 ml ogsil eritmasi, so‘ngra
har bir probirkaga 3-5 tomchi 1 % li sirka kislotasidan solinadi.
Shundan keyin birinchi probirkaga 4-5 tomchi pikrin kislota eritma-
sidan, ikkinchi probirkaga 2-4 tomchi tanin eritmasidan, uchinchi
probirkaga 2-4 tomchi Bushard reaktividan, to‘rtinchiga 2-4 tomchi
Dragendorf reaktividan qo‘shiladi. Natijada ogsil cho‘kmasi hosil
bo‘ladi.

Oquillarni yuqori harorat ta’sirida cho‘kmaga tushirish

Warcha ogsillar yuqori harorat ta’sirida cho’kmaga tushadi. Oq-
Mllar kuchsiz kislotali muhitda oson cho‘kadi. Kuchli ishqoriy
vit kislotali muhitda yuqori harorat ta’sirida ogsillar cho*kmaga
Wshmaydi, chunki ogsil molekulalari kuchli musbat yoki kuchli
manhy zaryadga ega bo‘ladi.

Reaktivlar, 1. Tuxum ogsilining eritmasi; soya uni ogsili. 2.Sirka
kislotasining 2 % li eritmasi. 3.Natriy ishqorining 10 % li eritmasi.
A Natrly xloridning to‘iingan eritmasi.

Ishning borishi. 1.Oltita probirka olib, 10 tomchidan ogsil
Sritmasi solinadi. 2-3-probirkalarga 2 tomchi sirka kislotasining 2%
I eritmasi tomiziladi. 4-5-probirkalarga 10 tomchi sirka kislotasining
Stitmasidan qo‘shiladi. 6-probirkaga 2 tomchi natriy ishqorining
10 % i eritmasidan solinadi. Endi 3 va S-probirkalarga 4 tomchi
fatrly xloridning to‘yingan eritmasi qo‘shiladi. Hamma probirkalar
Qhynaguncha gizdiriladi. Probirkalarda cho‘kma hosil bo‘lish tezligi
belgilab beriladi,

Tajribada olingan natijalar asosida jadval to‘ldiriladi:

P'robirkalarning Probirkalarga moddalar tomchilab
ragami solinadi

| Ogsil CH,COOH NaOH NaCl

y 1 10 - -
2 10 2 - -
3 10 2 - 4
A 10 10 -
5 10 10 - Rl
6 10 - 2 -

Ogsillarni dializ qilish

Ogsillar dializ usulida turli xil tuzlar va Kichik molekulali
birikmalardan tozalanadi. Bu usulda ular maxsus dializ giluvchi
Niltachalarga  solinib, ogar suvga uzoq vaqt botirib quyiladi.
Dializ qiluvchi xaltachalar maxsus materiallardan tayyorlanadi.
i materiallar kichik molekulali birikmalarni va ionlarni yaxshi
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o‘tkazadigan bo‘lishi kerak. Yarim o‘tkazgich membranalar sifatida
sellofan va hayvonlarning siydik pufagidan foydalanish mumkin.
Dializ uchun ko*pincha sellofan xaltachalar ishlatiladi. Agar ogsillar
turli xil tuzlar yordamida ajratib olingan bo‘lsa, ular tarkibidagi tuz
dializ yo*li bilan tozalanadi.

Reaktivlar: tuxum yoki soya uni ogsilining eritmasi, osh tuzining
to'yingan eritmasi, kumush nitratning 1 %li eritmasi, natriy
gidroksidning 20 % li eritmasi, mis sulfatning 2% li eritmasi.

Ishning borishi. Uzunligi 10-12 sm, diametri 0.7 sm bo‘lgan shisha
nayning bir tomonini sellofan bilan berkitiladi. Shisha naychaga 5-6
tomchi ogsil eritmasidan va 2-3 tomchi osh tuzi eritmasidan quyiladi.
Keyin shisha naycha 2-3 ml suvi bo‘lgan probirkaga tushiriladi.
10-15 minut o‘tgach shisha naycha olinadi va distillangan suvda
xloridlar va ogsil bor yoki yo‘qligi tekshiriladi.

Xloridlarni aniqlash uchun distillangan suvda 0,5 ml probirkaga
solib, ustiga kumush nitratning 1 % li eritmasidan 0,2 ml qo*shiladi.
Bunda kumush xlorid cho‘kmaga tushadi.

Ogsillarni aniglash uchun biuret reakiyasidan foydalaniladi.
Buning uchun distillangan suvdan 0,5 ml olib, uning ustiga natriy
gidroksidning 20 % li eritmasidan 0,5 ml va mis sulfatning 2
% li eritmasidan 5-10 tomchi qo‘shiladi. Binafsha rang hosil
bo*lmaganligi oqsil yo‘qligidan darak beradi.

Ogsillarning izoelektrik nuqtasini aniglash

Ogsillar kimyoviy xossalariga ko‘ra amfoter moddalar hisob-
lanadi. ularning molekulasida erkin karboksil va amin guruhlari
bor. Ogsillarning kislotali xossalari polipeptid zanjirlari oxiridagi
karboksil guruhlariga va dikarbon aminokislotalar hisobiga namoyon
bo*ladi. Kislotali muhitni hosil gilishga tarkibidagi fenol gidroksilini
tutuvchi tirozin va sulfgidril guruhini tutuvchi aminokislotalar ta’sir
giladi. Ogsillarning ishqoriy xossalari amin, imin va diamino-
monokarbon aminokislotalarning guruhlari hisobiga boradi.

Ham manfiy, ham musbat zaryadli guruhlar mavjudligi tufayli
ogsillar ham aminokislotalarga o‘xshash amfoterlik xususiyatga
ega. Suvli eritmada ogsillarning ishqor va kislota guruhlari orasida
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profonlaming ko*chishi tufayli, tarkibida ko*p —-NH," va-COO" guruh
Wituvehi amfion hosil bo‘ladi. Agar manfiy va musbat zaryadlarning
sonl teng bo‘lsa, ogsil molekulasining zaryadi amaliy jihatdan nolga
g bo'lib, elektr maydonida hech qayoqqa siljimaydi.

NH> Z.H.—wl

/ /

R ——» R

B N

COOH COOo-~

shqoriy muhitda ogsillar ortigcha COO- guruhdarga ega bo‘lib,
anion rolini o‘ynaydi. Masalan, natriy ishqori bilan ogsillarning
natriyli tuzi hosil bo‘ladi:

\ NH; NH2
R +NaOH ——» R \ +H20 +Na~
COO / COO~
Ogsil biioni Ogqsil anioni

Aksincha, kislotali muhitda ogsil ortigcha NH," guruhlariga ega
bo'ladi va musbat ion sifatida katodga qarab harakat qiladi:

NH; NH;

v o

R +HCl—— R + Cr

L. N\

COO COOH

Amfionlar shaklida ogsil molekulasi zaryaddan mahrum bo‘ladi va
bunday kolloid zarracha eritmada turg*unligini yo‘qotadi. Ogsillarn-
g musbat va manfiy zaryadlari yig‘indisi nolga teng bo‘lib, elektr
maydonida na katod va na anod tomonga siljimaydigan eritmaning
pH ogsillarning izoelektrik nuqtasi deb ataldi. Turli ogsillarning izo-
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elektirik nuqtasi pH ning har xil o‘lchamiga to‘tri keladi, chunki ogsil
molekulalarida ishqor va kislota xarakteriga ega bo‘lgan guruhlarn-
ing soni bir-biriga teng emas, pH ning turli ko‘rsatkichlarida ularning
dissotsilanish darajasi baravarlashib, molekula, umuman, elektrone-
ytral holatiga keladi. Masalan, kazeinning pH-4,2; tuxum albuminin-
ing ogsili -4,8; jelatinaniki -4,9; zein (jo*xori ogsili)niki -6,2 ga teng.
Protaminlar va gistonlarning izoelektrik nuqtasi kuchsiz ishqoriy
muhitga to‘g‘ri keladi.

Ogsillarning izoelektrik nuqtasida cho‘kmaga tushirishni tezlatish
uchun suvni tortib oluvchi moddalar (spirt, aseton, efir) yoki tanin
qo‘shiladi. Organik erituvchilar ogsil makromolekulasining suv qo-
big‘ini buzib yuboradi, masalan, tanin bilan azotli geterosiklik gu-
ruhlar suvda erimaydigan birikmalarni hosil giladi.

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; 2 va 10 ml li pipetkalar.

Reaktivlar. 1.Jelatinaning 1 % li eritmasi. 2.Sirka kislotasining 0,1
N eritmasi. 3.Sirka kislotasi natriyli tuzining 0,1 N eritmasi. 4.96 %

li etil spirti. 5.Taninning 0.1 % li eritmasi.

Ishning borishi. Beshta probirkada turli pH li bufer eritmalar
tayyorlanadi, ya’ni sirka kislotasining eritmasidan va sirka kislotasin-
ing natriyli tuzi eritmasidan, jadvalda ko‘rsatilgan miqdorda solinadi.
So‘ngra har bir probirkaga 1 ml jelatina eritmasidan solib yaxshilab
aralashtiriladi. Shundan so‘ng probirkalarga 4 ml dan spirt qo*shiladi
(yoki 1 ml tanin eritmasidan) va aralashtiriladi. 15-20 minutdan ke-
yin probirkalarda loyqa hosil bo‘ladi, loyqalanish darajasi probirka-
lardagi bufer aralashmaga bog‘liq. Ma’lumki, pH aralashmaning eng
yuqori loyqalanishi jelatinaning izoelektrik nuqtasiga to‘g'ri kela-
di. Jelatinaning izoelektrik nuqtasi pH-4,7. Jadvalda quyqum hosil
bo*lgan probirkalarga ko‘yilgan + ishorasi quyqum hosil bo‘lish da-
rajasini ko‘rsatadi.

Ogsillarning izoelektrik nuqtasini aniglash:

Bufer
Probir -_.-_“..bmn_.n_..:u._u__.__.__:n Aralash- | Jelatinaning | Etil Quyqum
qdori, m i =2 : 5
R malar- | 1% li eritma- | spirti, | hosil bo‘lish
0,IN 0,IN ning pHi si, ml ml darajasi (+)
CH- |CH,C00-
LCO0OH Na
1 1.8 0,2 3.8 1 K
2 1.4 0,6 44 1 4
i 1.0 1,0 4,7 1 9
1 0.6 1.4 5,1 1 R}
5 0,2 1.8 5,7 ' 4

Aminokislotalarning qog‘oz xromatografiyasi yordamida
ajratish

Aminokislotalarni  bir-biridan ajratishda eng oddiy, oson va
nishatan aniq usul qog‘oz xromatografiyasidir. Xromatografiya usuli
1903-yilda rus olimi M.S.Svet tomonidan kashf etilgan. Qog‘oz
xromatografiyasi uchun yuqori sifatli har qanday filtr qog‘ozdan
foydalanish mumkin.

Aminokislotalarning ajratish va aniqlash usuli, ularning ara-
lashmasini filtr qog‘ozga tomizishdan va qog‘ozning bir uchini
tegishli organik erituvchiga tushirishdan iborat. Erituvchi filtr
qog‘ozida shimiladi va o‘zi bilan aminokislotalami ko‘chiradi
(ilashtiradi). Aminokislotalarni qog‘oz bo‘ylab ko‘chirilish tezligi
ularning  ximiyaviy tuzilishiga, erituvchilarda erish darajasiga
bog‘liq bo*ladi. Ayrim aminokislotalar turli xil eritmalarda turlicha
erish xususiyatiga ega. Odatda bu eritmalardan biri suyv, ikkinchisi
esa suvda to*ydirilgan organik erituvchi bo‘ladi (fenol, butil spirti
via boshqalar). Odatda suv bilan aralashmaidigan yoki qisman
aralashadigan organik erituvchilardan foydalaniladi.

Aminokislota bosib o‘tgan masofaning (a) eritma bosib o‘tgan
masofaga (b) bo*lgan nisbati aminokislotalarning ajralish koeffitsienti
deb ataladi. Aminokislotalarning ajralish koeffitsienti (Rf) har bir
aminokislota uchun berilgan eritmada doimiy bo‘lib, u quyidagicha
aniglanadi.
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Qog‘oz xromatografiyasida aminokislotalar ikki usul yordamida
ajratiladi. Bu pastga va yuqoriga harakat giluvchi xromatografiya
usulidir.

Bundan tashqari yana bir tomonlama va ikki tomonlama xro-
matografiya usuli ham mavjud. Bir tomonlama xromatografiya
usulida moddalarning ajralishi bir yo*nalishda bo‘ladi. Bunda Rfyaqin
bo‘lgan aminokislotalar bir-biriga qo*shilib 2-3 tadan bo‘lib ajraladi.
Ularni bir-biridan ajratish uchun ikki tomonlama xromatografiya
usulidan foydalaniladi. Bunda ikkita organik erituvchi ishtirok etadi.
Ajratish ketma-ket ikkita o‘zaro perpendikulyar yo‘nalishda olib
boriladi.

Ish tartibi. Filtr qog‘ozdan uzunligi 12-14 sm va eni 1,5 sm
keladigan lenta qirgiladi. Bu lentaning yuqori tomonidan igna
bilan 15-20 sm ip o‘tkaziladi. Qog‘ozni pastki gismidan 1 sm
goldirib to*g‘ri chiziq va uning o‘rtasiga diametri 0,5 sm bo‘lgan
aylana chiziladi. Aylana o‘rtasiga kapillyar yordamida 2-3 tomchi
aminokislota aralashmasi tomiziladi. Tomchi tomizilgan joy havoda
quritiladi. Uzunligi 18-20 sm va diametri 2 sm bo‘lgan probirkaning
tubiga sekin-astalik bilan probirka devorlariga tekizmasdan suv
bilan to‘yintirilgan fenol eritmasidan 2 ml quyamiz. Tayyorlangan
qog‘oz ipini ushlab turib probirkaga tushiramiz, bunda qog‘ozning
uchi erituvchiga 2-3 mm botib, qatiy ravishda vertikal turishi
kerak. Probirkani probka bilan berkitib 40-50 °C haroratda 1.5-2
soat davomida termostatga qo‘yamiz. Probirkadagi eritma qog‘oz
lenta bo*ylab 10-12 sm ko‘tarilgandan keyin xromatogrammani olib
100° C da 10-15 minut davomida quritiladi. Xromotogrammada
rangli dog‘lar hosil bo‘ladi. Dog‘larning Rf i aniglanib jadval
(ilovaga qarang) dan qaysi aminokislota ekanligi aniqlanadi.
Aminokislotalarning bir-biridan ajralishi aniq bo‘lishi uchun odatda
Rf bir-biridan ko‘proq farq qiluvchi aminokislotalar aralashmasi
olinishi kerak.

Reaktivlar: suv bilan to*yintirilgan fenol eritmasi, ningidrinning
0,1% li eritmasi, aminokislotalar aralashmasining 0,1% li eritmasi
(80 % i etil spirtida eritiladi).
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II1 BOB. MURAKKAB OQSILLAR

Murakkab ogsillar makromolekulasi tarkibiga aminokislotalardan
tnshgari ogsil bo‘lmagan boshqa komponentlar (prostetik guruh)
ham kiradi. Murakkab ogsillar prostetik guruhlarining (nuklein
Kislotalar, uglevod, lipid, vitamin, metall va boshqalar) kimyoviy
tabintiga ko‘ra quyidagi guruhlarga bo‘linadi: nukleoproteinlar,
sromoproteinlar, glikoproteinlar, lipoproteinlar, metalloproteinlar
v losfoproteinlar.

Nukleoproteinlar

Nukleoproteinlar prostetik guruhlari nuklein kislotalar bo*-
lib, DNK yoki RNK dan iborat. Nukleoproteinlar ishqoriy
sharoitda yaxshi eriydi va kislotalar ta’sirida cho‘kmaga tushadi.
Dezoksiribonukleoproteinlar kichik konsentratsiyali tuz eritmasida
cho'kadi, yuqori konsentratsiyali tuzlar eritmasida esa eriydi.

Nukleoproteinlar suyultirilgan kislotalar bilan chala gidroliz
{ilinganda ulardan ogsil va nuklein kislota ajralib chigadi. Nuklein
kislotalaring o°zi gidrolizlanganda birin-ketin quyidagi parchalanish
mahsulotlari hosil bo‘ladi:

Nukleoproteinlar
d i
oqsillar nuklein kislotalar
(polinukleotidlar)
i ' '
_ polipeptidlar * mononukleotidlar _
: ' '
_ aminokislotalar nukleozidlar fosfat kislotasi

purin va pirimidin _ pentoza
asoslari —
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Dezoksiribonukleoproteinlarni jigar va talogdan ajratib olish

Nukleoproteinlarning bu turi hujayra yadrosining eng muhim
tarkibiy gismi hisoblanadi. Shuningdek, ular yadroning ogsillari deb
ham ataladi. Jigar, taloq, oshqozonosti bezi, buyrak nukleoproteinlarga
boydir. Yadro ogsillarining xarakterli xossasi - tuzlarning kuchli
eritmalarida (natriy xlorid va boshgalar) yaxshi eriydi va kislotali
eritmalarda esa cho‘kmaga tushadi.

Kerakli asboblar: sentrifuga; qaychi; havoncha; 300 va 400 ml li
stakan; 100 ml li silindr; texnik tarozi.

Reaktivlar: 1.Mol, quyon, cho‘chqaning jigari yoki talog‘i,
yangisi yoki muzlatilgani. 2.Natriy xloridning 5 %li eritmasi.
3.Yog‘och tayoqcha.

Ishning borishi. 2-2,5 g jigar yoki taloq olib, qaychi bilan yax-
shilab maydalanadi, so‘ngra havonchaga 5 % li natriy xlorid eritmas-
idan ozgina solib eziladi. Shundan keyin havonchaga oz-ozdan 70-80
ml osh tuzi eritmasidan solib, 10-15 minut davomida eziladi. Havon-
chadagi gomogenat sentrifuga stakanlariga solinadi va 10-15 minut
2500 ayl/minut tezlikda sentrifugalanadi. so‘ngra cho‘kmasi tashlab
yuboriladi va suyuqlik gismining hajmi silindr bilan o*lchanadi.

Suyuqlik hajmidan olti marta ko*p suv o*lchab stakanga solinadi
va uni yog‘och tayoqcha bilan aylantirish davomida suvga suyuqlik
quyiladi. Dezoksiribonukleoproteinlar ipsimon holatda cho‘kmaga
tusha boshlaydi, ularni yog‘och tayoqcha bilan o‘rab olinadi va
probirkaga solinadi. Ular nukleoproteinlar bilan olib boriladigan
sifat reaksiyalari uchun ishlatiladi.

DNK uchun rangli reaksiya

DNK uchun rangli reaksiya difenilalanin bilan olib boriladi.

DNK bilan difenilalanin ko'k rangli birikmani hosil giladi.

Kerakli reaktivlar: 1. Ajratib olingan DNK. 2.Difenilalanin reak-
tivi: | g difenilalaninga 100 ml sirka kislotasi solinadi. Shu eritmaga
2,75 g konsentrlangan sulfat kislota qo‘shiladi. 3.0.4 % natriy
ishgorining eritmasi.

Ishning borishi. Ajratib olingan | ml natriy ishqoridan qo‘shiladi.
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Shu eritmaga teng hajmda difenilalanin eritmasidan qo‘shiladi.
€ 'ho'kma hosil bo‘ladi va 15-20 minut qaynab turgan suv gatlamiga
yo'yiladi. Natijada ko'k rang hosil bo*ladi.

Xromoproteinlar

Xromoproteinlar (xromo-grekcha rang, bo‘yoq) murakkab ogsil
bo'lib, oddiy ogsil globulinlar, prostetik guruh (ogsil bo‘Imagan qism)
vi rangli birikma (pigment )dan tuzilgan. Turli xromoproteinlarning
ogsil bilan bog‘langan rangli guruhi har xil organik birikmalar
sinfiga kiradi hamda tarkibi turli metallar - temir, mis, magniy,
molibden yoki rux, kobalt va boshqalarga boy. Shuning uchun
ular metalloproteinlar ham deb ataladi. Xromoproteinlarning eng
muhim vakili - prostetik guruhi pirrol halqalarining qo‘shilishidan
tushkil topgan porfirin strukturali murakkab ogsillardir. Bu qatorga
o'simliklarning yashil pigmenti - xlorofill bilan ogsil birikmasi,
hayvon va odam qoni tarkibidagi gemoglobin, muskul nafas olish
pigmenti-mioglobin va bir qator nafas olish fermentlari kiradi.

Gemoglobin, ogsil-globin (giston) va prostetik guruhi gem deb
ataladigan temir protoforfirindan iborat bo‘lgan metalloprotein
bo'lib, qgizil qon tanachalari-eritrotsitlar tarkibida bo‘ladi. Uning
fiziologik funksiyasi kislorodni o‘pkadan to‘qimalarga tashishdan
iborat. Deyarli barcha umurtqalilar eritrotsitlarida gemoglobinning
molekula og'irligi taxminan 66000 ga teng. Gemoglobin to‘rtta
aynan o‘xshash juft subbirliklardan tashkil toptan. Katta yoshdagi
odamlarda asosan gemoglobin  HbA struktura tuzilishiga ega,
subbirliklar a va p deb belgilanadi va quyidagicha yozish mumkin.

HbA=a, B,

a-subbirliklar 141 ta, p-subbirliklar esa 146 ta aminokislotalar
qoldig‘idan iborat.

Shu zanjirlaming har biri gem deb ataluvchi prostetik guruhga
bog‘langan. Gem-murakkab molekula bo‘lib, to‘rtta azot tutuvchi
peterosiklik pirrol halgasidan tuzilgan. Pirrol halqalari bir-biri bilan
metil

(=CH-) turkumlari orqali bog‘langan, porfirin skleti gem tarkibida
ikki valentli temir atomi bilan koordinatsiyalovchi aloqada bo®ladi.
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Shuningdek, temir atomi gistidin qoldig*‘idagi azot bilan bog*langan.
Bundan tashqari propionil qoldiglari elektrostatik kuchlari hisobi-
ga asosiy aminokislotalar qoldig*laridan ko‘pincha lizin qoldiglari
bog‘lanadi. Shunday qilib, gem bilan globin orasidagi bog* etarli da-
rajada mustaxkamdir.
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Tajriba mikroskopik oyna ustida o‘tkaziladi, hosil bo‘lgan gemin
kristallari juda xarakterli ko‘rinishda bo‘lganligidan, bu reaksiya
qonni tekshiruvchilar uchun qulay hisoblanadi.

Kimyoviy tuzilishiga ko‘ra gemoglobinga yaqin yana bir qator
temir-porfirinli proteinlar mavjud. Ular qatoriga umutgalilar va
umurtqasizlarning muskullaridagi nafas olish pigmenti-mioglobin
kiradi. Bu metalloproteinning molekula og‘irligi 17000 ga teng,
u yagona polipeptid zanjiridan iborat bo‘lib, temir atomini tutadi.
Mioglobin ham gemoglobinga o‘xshash kislorod bilan gaytalama
birikish xossasiga ega. Bu qatordagi boshqa muhim temir proteinlar
hujayraning sitoxromlar deb ataladigan nafas olish pigmentlari
guruhidan iborat.

Sitoxromlarning to‘la o‘rganilgan vakili-sitoxrom C ning
molekula og‘irligi 13000 ga teng bo‘lib, u tarkibida bitta temir tutadi.
Organizmda keng tarqalgan fermentlar-masalan, katalaza tarkibida
to‘rtta temir atomi, peroksidazaning tarkibida bir atom temir bor.

Oksigemoglobin kristallarini ajratib olish

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; pipetkalar; sentrifuga;
100 ml li stakanlar; diametri 6-8 li voronka; predmet va qoplag‘ich

oyna,
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Reaktivlar. 1.Yangi so‘yilgan quyon, ot yoki boshqa turdagi hay-
von qoni. 2. Dietil efiri. 3.Ammoniy sulfatning to‘yingan eritmasi.
4. Natriy xloridning 0,9 % li eritmasi. 5.96 % li etanol. 6.0,1 % li
natriy xloridning sirka kislotasidagi eritmasi (0,1 g natriy xlorid 100
ml kislotada eritiladi).

Ishning borishi. Probirkaga 5 ml qon olib. unga | ml suv bilan
elir (1:1) aralashmasidan solinadi va to‘liq gemoliz hosil bo‘lguncha
aralashtiriladi. Hosil bo‘lgan gizil suyuqlik gemolizlangan qon deb
ataladi. Shu suyugqlikka teng hajmda (6 ml) ammoniy sulfatning
lo'yingan eritmasidan solib aralashtiriladi va sentrifugalanadi yoki
filtrlanadi. Filtratni probkali kolbaga solib 1 soatga yoki 1 sutka
sovuqda qoldiriladi.

So'ngra bir tomchi filtratdan predmet oynasiga tomiziladi va
(oplagich oyna bilan yopilgan mikroskopda ko‘riladi. Qizil rangda
oksigemoglobin kristallari prizma yoki turli formadagi plastinka
shaklida ko‘rinadi (bu shakl hayvonlarning turiga bog‘liq).

Geminni olish reaksiyasi

Gemoglobin kislotali sharoitda qizdirilganda parchalanadi va
natriy xlorid ta’sirida gem geminga aylanadi, ya'ni temir atomi bilan
xlor bog‘lanadi. Bunda ikki valentli temir uch valentliga aylanadi.

Kerakli asboblar: predmet va qoplag‘ich oynasi; mikroskop.

Reaktivlar. 1.Natriy xloridning kristalli. 2.Sirka kislota.

Ishning borishi. Predmet oynasiga bir necha tomchi qon tomiziladi
va 60° C dan yuqori bo‘lmagan haroratda quritiladi. Quritilgan
gonga bir necha natriy xloridning kristallidan, 1-2 tomchi sirka
kislotasidan qo‘shib aralashtiriladi, so‘ngra qoplagich oyna bilan
yopiladi hamda qaynaguncha ehtiyotkorlik bilan gizdiriladi.

Sovigandan so‘ng mikroskopda ko‘riladi, bunda gemin kristallari
rombik shaklda (jigar rangli) ko‘rinadi.
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Geminni amidopirin bilan aniglash

Kerakli asboblar: pipetkalar, probirkalari bilan shtativ.

Reaktivlar. 1.Defibrinlangan qon. 2.Amidopirin (piramidon)
ning 5% li spirtdagi eritmasi. 3.Sirka kislotasini 30% li eritmasi.
4.Vodorod peroksidining suvdagi 3% li eritmasi ishlatishdan oldin
tayyorlanadi.

Ishning borishi. Probirkaga suyultirilgan defibrinlashgan qonning
eritmasidan 1-2 ml solinadi va teng hajmda amidopirinning spirtdagi
eritmasidan 10-15 tomchi sirka kislotasi va vodorod peroksidining
eritmasidan qo‘shiladi. Natijada ko'k-binafsha rang hosil bo‘ladi.

Glikoproteinlar

Glikoproteinlar - murakkab ogsil bo‘lib, prostetik guruhi ugle-
vodlar va ularing hosilasidir. Glikoproteinlarning ogsil bo‘Imagan
qismlarining tarkibiga glyukoza, galaktoza, fruktoza; glyukuron,
sirka, neyramin, sulfat va boshqalar kiradi.

Glikoproteinlar hayvon organizmida keng tarqalgan. Ular
deyarli hamma to‘qimalarda uchraydi. Ularning bir qismi
mexanik funksiyalarini bajarishda ishtirok etadi, boshqalari
ovqatning oshqozonga sirg‘anib tushishini va ovqat hazm gilishni
engillashtiradi. Shuningdek, glikoproteinlarga qondagi bir guruh
moddalar, fermentlar, masalan. xolinesteraza va boshqalar kiradi.
Glikoproteinlar bir qator o‘simliklar (arpa. bug‘doy va boshgqalar)
ning urug*larida ham uchraydi. Bir qator glikoproteinlarning prostetik
guruhi mukopolisaxaridlardan iborat va ular mukoproteinlar deb
ataladi.

Bu guruhning asosiy vakillari barcha to*qimalarda ham uchraydi.
Ular suyak, tog‘ay, ko‘zning muguz pardasi va shishasimon
tanasida, so‘lakda ko'p uchraydigan mutsinlar va mukoidlardir. Bir
qator mukopolisaxaridlar (gialuron kislota, xondroitinsulfat kislota,
geparin) organizmda Katta rol o‘inaydi.
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So‘lakdan mutsinni ajratib olish

So‘lakda va turli shilimshiq bezlarning sekretlari tarkibida uchray-
digan mutsin-suyuqlik yuqori darajada yopishqoqlik xususiyatiga
ega  bo'lib, ovgatning oshqozonga tushishini engillashtiradi,
og‘izning shilimshiq pardasini zararli mexanik, termik va ximiyaviy
ta'sirlardan saqlydi.

Mutsin-Kislotali xossaga ega bo‘lgan ogsil bo‘lib, suvda yaxshi
erimaydi, ishqor va xlorid kislotada esa oson eriydi. Mutsinning
ishqoriy eritmasi sirka kislota ta’sirida cho‘kmaga tushadi.

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; shisha tayoqcha;
pipetkalar.

Reaktivlar. 1.Sirka kislotasining 1% li eritmasi. 2.Natriy
ishqorning 10 % li eritmasi. 3. Xlorid kislotasining 0,1% li eritmasi.
4.Mis sulfatning 1% li eritmasi. 5.Alfa-naftolning 0,2% li eritmasi.
6.Konsentrlangan sulfat kislotasi.

Ishning borishi. Uchta probirkaga 2-3 ml so‘lak quyiladi va
har bir probirkaga 1% li sirka kislotasidan mutsin cho‘kmasi hosil
bo‘lguncha tomchilab solinadi. Keyingi jarayonda cho‘kma suv
bilan yuviladi.

Birinchi probirkadagi mutsinning cho‘kmasiga | ml natriy
ishqorining 10% li eritmasidan qo‘shib aralashtiriladi va cho‘kma
butunlay erib ketgandan so‘ng biuret reaksiyasi bajariladi. Buning
uchun yana 10 tomchi natriy ishqori va 1-2 tomchi mis sulfatning
eritmasidan qo‘shiladi hamda probirka chayqatiladi. Reaksiya
natijasida pushti yoki binafsha rang hosil bo‘ladi.

Ikkinchi probirkaga 1 ml xlorid kislotasining 0,1% li eritmasidan
qo‘shilsa cho*kma erib ketadi.

Uchinchi probirkadagi mutsinning cho‘kmasiga 6-8 tomchi
alfa-naftol qo‘shib aralashtiriladi va ehtiyotkorlik bilan 1-2 ml
konsentrlangan sulfat kislotasi qo‘shiladi. Ikkala suyuqlikning
chegarasida binafsha rang hosil bo‘ladi. Bu reaksiya mutsinning
prostetik guruhi monosaxaridlar va ularning hosilasi hisobiga hosil
bo‘ladi, ya'ni sulfat kislotasi ta’sirida furfurol va oksimetilfurfurol
hosil bo‘lib, alfa-naftol bilan binafsha rangli birikmani beradi.
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Fosfoproteinlar

Bu ogsillar tarkibida fosfat kislota (0,40-0,88 %) goldig®ini
saqlaydi. Oksiaminokislotalar (serin, treonin) fosfat kislota bilan
efirli bog* orqali bog*lanib, fosforli birikmalarni hosil giladi.

CH,-OH _— OH
| CH,-0O-P=0
H-C-NH2 | ™ OH
| H-C-NH;
COOH _
Serin COOH
Serinfosfat
CH 3 nmm
H-C-OH H-C-O-P=0
H-C-NH; H-C-NH;
|
mOOm COOH
Treonin Treoninfosfat

Fosfoproteinlarga muhim biologik rol o‘inaydigan quyidagi
ogsillar kiradi: sutdagi kazeinogen (kazein), tuxum sarig‘i oqsillari
vitellin, vetillinin va vitin, baliq uvildiriqlari ogsillari, fermentlar,
pepsin, fosforilaza, fosfoglyukomutaza va boshqalar.

Hujayra yadrosi fosfoproteinlari: gistonlar va giston bo‘lmagan
xromatin ogsillari proteinkinaza fermenti va ATF ishtirokida
fosforlanadi. Bu fosforlanish xromatin regulyatsiyasida Katta rol
o‘ynaydi.

Fosfoproteinlar kislotali eritmalarda cho‘kmaga tushadi, suvda
erimaydi, suyultirilgan ishqor eritmalarida eriydi.

Kazein tarkibidagi fosfatni aniqlash

Kazein-fosfoproteinlarning vakili bo‘lib, sutdan ajratib olinadi.
Kazein ishqoriy gidroliz gilingandan ogsilga va fosfat kislotasining
goldigiga parchalanadi.

Kerakli asboblar: pipetkalar; probirkalar bilan shtativ.

Reaktivlar. 1.Natriy ishqorining 10% li eritmasi. 2.Sulfat
kislotasining 10% li eritmasi. 4.Molibden reaktivi: 3,75 g ammoniy
molibdat 50 ml suvda eritiladi va 50 ml nitrat kislota qo‘shiladi.
4. Mis sulfatning 1% li eritmasi. 5.Kazein (yanchilgan).

Ishning borishi. Kazeinning gidrolizi. Probirkaga 0,1 g kazein
solib, 10 ml natriy ishqorining 10% li eritmasidan qo*shiladi va havo
xolodilnikli probka bilan berkitiladi. Keyin 10-15 minut qaynatiladi
va sovutilgach gidroliz mahsulotlari uchun reaksiya bajariladi.

I. Ogsillarni aniglash. Ogsillarni aniglash uchun biuret reaksiyasi
amalga oshiriladi. Buning uchun probirkaga 1-2 ml gidrolizat 1-2
ml natriy ishqorining eritmasi va 2-3 tomchi mis sulfatning erit-
masidan solinadi. Reaksiya natijasida binafsha rang hosil bo*ladi.

2. Fosfat kislota qoldigini aniqlash. Probirkaga 1-2 ml girolizatdan
vii 8-10 tomchi sulfat kislota eritmasidan solib aralashtiriladi,
so'ngra unga 10 tomchi molibden reaktividan qo‘shib, qaynaguncha
(izdiriladi. Suyuqlik sariq rangga kiradi-ammoniy fosfomolibdatning
sariq cho‘kmasi hosil bo‘ladi, bu hol girolizatda fosfat kislotasining
qoldig*i borligidan dalolat beradi.

O‘simliklardan umumiy ogsillarni ajratib olish

Ofsimliklarning tuirli organlarida oqsillarni ajratib olishning
turli usullari mavjud. Yangi shifobaxsh sano o‘simlik materialidan,
va'ni barg, poya, meva yoki boshga vegetativ organlardagi
oqsillarni ajratish uchun 50 - 100 g namuna olib, sovitgichda yoki
suvug azot yordamida muzlatiladi. So‘ngra muzlatilgan namuna
pomogenizatorda yoki chinni hovonchada borat bufer eritmasi (pH-
10) bilan 1:4 nisbatida bir xil massa hosil bo*lguncha eziladi. Ezish
davomida oqsillarning eruvchanligini oshirish magsadida bir oz
natrly bisulfatning 0,2 %li eritmasidan va ko‘pik hosil bo‘lmasligi
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uchun 3-4 tomchi oktil spirti qo‘shiladi. Hosil bo‘lgan gomogenat
sovitgichda muzlatiladi, so‘ngra eritib tebratuvchi asbob yordamida
1-2 soat davomida chayqatiladi. Vaqt tugagach minutiga 3000
aylanma tezlik bilan 10-15 minut sentrifugalanadi. Eritma hajmi
500 ml bo‘lganicha o‘lchov kolbaga quyiladi. Cho‘kma esa kam
hajmdagi bufer eritma bilan yana 5-6 marta ekstraksiya qilinadi. Har
safar gomogenat sentrifugalanib eritmalar o‘lchov kolbaga quyiladi.
Ekstraksiya kolbadagi eritmaning umumiy hajmi distillangan suv
bilan chiziggacha to‘ldiriladi.

Eritmaga o‘tgan azot miqdori, o‘simlik tarkibidagi umumiy
azotning 90 - 95% ini tashkil qilishi kerak. Eritmadagi ogsilni
aniqlash uchun undan 20 ml olib Keldal bo‘yicha azot miqdori
topiladi, shu bilan birga to*g‘ridan-to‘g'ri tekshirilayotgan o‘simlik
materialidagi umumiy azot ham aniqlanadi.

Eritmaga o‘tgan ogsillarni cho‘ktirish uchun eritma 1000 ml li
stakanga quyiladi va sirka kislotaning 10 % li eritmasi yordamida
pH 4,4-4,5 ga keltiriladi. Eritma pH ini qog’oz indikator yordamida
aniglanadi. Agar mubhit kislotali bo‘lib ketsa, ishqor yordamida
uning pH ini 4,4-4,5 ga keltirish mumkin. Eritma solingan stakan
suv hammomida 70°C da gizdiriladi va cho‘kmaga tushgan ogsillar
sentrifugalanib ajratiladi. Cho‘kmaga tushgan ogsillarni sirka kislota
bilan yuviladi. Buning uchun sentrifuga probirkasiga sirka kislotaning
| % li eritmasidan quyib cho‘kma aralashtiriladi, sentrifugalanadi va
cho‘kma ustidagi eritma to‘kib yuboriladi.

Ogsillarni yanada tozaroq holda ajratib olish uchun ularni gayta
cho‘ktiriladi. Buning uchun sentrifuga probirkalariga o*yuvchi
natriyning 0,2 N eritmasidan quyiladi va cho‘kma yaxshilab
aralashtirilib, suyuglik probirkadan stakanga quyiladi. Probirka yana
bir necha marta o‘yuvchi natriyning 0,2 N eritmasi bilan yuviladi
va ular ham stakandagi suyugqlikka qo‘shiladi. Stakandagi suyuqlik
suv hammomida 50°C da ogsillar to‘liq erigunga qadar aralashtirib
turiladi. Erimagan zarrachalar sentrifugalash yoli bilan ajratiladi.

Ogsillarni qayta cho‘ktirish uchun ogsil eritmasi bo*lgan stakanga
50 % li trixlorasetat kislotasidan, eritmadagi oxirgi konsentratsiya

5% bo‘lguncha qo‘shiladi. Bunda cho‘kmaga tushgan ogsillar
sentrifugalash bilan ajratib olinadi. Sentrifuga probirkasidagi ogsil
cho‘kmasini aseton (5-6 marta), issiq etil spirti (1-2 marta) va efir

(31 .:-_3-_ bilan yuviladi (efir bilan sentrifuga gilinganda, sentrifuga
é" I uehig bo'lishi kerak). Har gal sentrifugalashdan so‘ng
i =-E=§. suyukdigi to‘kib yuboriladi. Shu yo‘l bilan olingan
gl prepuratlar uy haroratida, vakuum eksikatorda quritiladi va
l.—n:as.. Oqsil _z,..“cE.m:m_.m tarkibidagi umumiy azot Keldal metodi
B yiehn aniglanadi. Olingan ogsil preparatlari oq yoki och kulrang
putishiok bo'lib, tarkibida 14-16% azot bo‘ladi.

Ogqsillarni ayrim fraksiyalarga ajratish

Oyuillarni yanada chuqurroq o‘rganish uchun ularni fraksiyalarga
Altatish kerak. Ogsillarni fraksiyalarga ajratish, ularni turli xil
wiltuvehilarda erishiga asoslangan.

C'simlik  to'qimalaridan ajratib olingan ogsillar ketma-ket
fvishda suv (albulinlar), spirt (prolaminlar) va ishqoriy eritmalari
{plyuteninlar) yordamida ekstraksiya qilinadi. Ogsillarni fraksiyalarga
Witntish ham sovuq xonalarda 4°C atrofida olib boriladi.

Ishning tartibi. Tekshirilayotgan o‘simlik materialidan 25-
S0 olib, suyuq azot bilan fiksatsiya gilinadi va sovitkichda
muzlatiladi. So‘ngra muzlatilgan material suv bilan (1:4) nisbatda
pomogenizatsiya qilinadi yoki chinni hovonchada bir xil massa
hosil bo'lguncha maydalanadi. Hosil bo‘lgan gomogen massa
kolbaga o'tkaziladi va maxsus tebratuvchi asbob yordamida 1 soat
thayqatiladi. Bunda ogsillarni eritmaga to*liq o‘tishi ta’minlanadi,
z:.::c. kolba 15-18 soatga 0°C da sovitkichda qoldiriladi.

O'simliklaming urug‘laridan ogsillarni ajratishda esa urug‘lar
avvil mayin un holiga kelgungacha maydalanadi. Ularning tarkibidagi
moy va moysimon moddalar efir va aseton yordamida ajratiladi.
Aseton poroshoklar eksikatorda quritiladi. Aseton porashokdan 5-10
§ olib, 30-60 ml suv bilan aralashtiriladi va mexanik tebratkich
yordamida 1 soat davomida chaygatiladi. So*ngra kolba 15-18
sontpn 0°C i sovitkichda qoldiriladi.

Suvda eruvchi ogsillarni ekstraksiya qilish. Bundan keyingi
il turtibi o'simlik materiali qanday bo‘lishidan gat’iy nazar bir
Mildi olib boriladi. Ogsil eritmalari sovitkichdan olingandan so‘ng
sentrifugalanadi va cho'kma ustidagi suyuglik katta stakanga
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quyiladi. Sentrifuga probirkasidagi cho’kma esa massaga nisbatan
uch barobar ko‘p suv bilan gomogenizatsiya gilinadi va kolbaga
qo‘yib 30-40 minut chayqatiladi. Shundan so‘ng yana sentrifuga
gilinadi va cho‘kma ustidagi suyuqlik oldingi stakanga quyiladi. Suv
bilan ekstraksiya qilinib, sentrifugalash yana 4-5 marta takrorlanadi.
Bunda suvda eruvchi ogsillar to‘liq ekstraksiya gilinadi. cho‘kma
esa massaga nisbatan 4-5 barobar ko‘p hajmdagi kaliy xloridning 1
M eritmasi bilan aralashtirib sovitkichda qoldiriladi.

O*simlik to‘qimalarini suv bilan ekstraksiya gilinganda eritmaga
fagat ogsillar emas, balki boshqa suvda eriydigan birikmalar, shu
jumladan erkin aminokislotalar, shakarlar va mineral tuzlar ham
o‘tadi. Shuning uchun olingan ekstraktni kuchsiz tuzli eritma deb
hisoblasa ham bo‘ladi. Bunday eritmaga faqat suvda eruvchi ogsillar
(albuminlar) emas, balki qgisman bo‘lsada, tuzli eritmalardagi
ogsillar (globulinlar) ham o‘tadi. Albuminlar va globulinlarni bir-
biridan ajratish uchun ekstrakt distillangan suvda dializ gilinadi.
Dializ vaqtida kichik molekulali moddalar, shu jumladan mineral
tuzlar ham sellofan xaltacha ichidan suvga chiqadi. Xaltachada
esa faqat ogsillar goladi. Dializ oxirida sellofan xaltachada tuzlar
golmaganligi sababli tuzli eritmalarda eriydigan ogsillar darhol
cho*kmaga tushadi, eritmada esa albuminlar qoladi. Albuminlarni
tuzli eritmalarda eriydigan ogsillardan ajratish uchun sellofan
xaltachadagi eritma va cho'kma sentrifuga probirkalariga
o‘tkaziladi. Xaltacha 2-3 marta distillangan suv bilan yuviladi va u
ham sentrifuga probirkasiga quyiladi. So‘ngra 5-10 minut davomida
minutiga 3-4 ming tezlik bilan sentrifugalanadi. Eritma 250 ml li
o‘lchov kolbaga quyiladi. Cho‘kma esa disitillangan suv bilan 2-3
marta yuvilib sentrifugalanadi. Barcha eritmalar o‘lchov kolbaga
quyiladi va distillangan suv yordamida chiziqgacha to‘ldiriladi.
Tarkibida albumin bo‘lgan bu eritma sovitkichda saqlanadi.

Sentrifuga probirkalarida qolgan cho‘kma 10-15 ml IM Kkaliy
xlorid eritmasi bilan eritiladi va 250 ml li kolbaga quyiladi. Pro-
birkalar 2-3 marta kaliy xlorid eritmasi bilan yuviladi va ular
ham kolbaga quyiladi. Kolbadagi suyuqlik kaliy xlorid eritmasi
yordamida chiziqqacha to‘ldiriladi. Tarkibida osonlik bilan eruvchi
globulinlar bo‘lgan bu eritma sovitgichda saqlanadi.

Tuzda eruvchi ogsillarni ekstraksiya qilish. Kaliy xloridning 1
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M silimasl bilan qoldirilgan o'simlik massasi, mexanik tebratkich
Sundamida | soat davomida aralashtiriladi. So*ngra sentrifugalanib
S ajeatib olinadi. Chokma esa yana 3-4 marta kaliy xlordining
I M 1 eritmasi bilan ekstraksiya qilinib, sentrifugalanadi. Eritmalar
S8 hmmmasi dastlabki - eritmaga qo'shiladi va o‘Ichov kolba
Shisl lgacha Kkaliy xlorid eritmasi bilan to‘ldiriladi. Bu eritma
plabulinlardan iboratdir.

Clabulinlar - ajratib olingandan keyin qolgan cho‘kma etil
APiining 80 % i eritmasi bilan ekstraksiya gilinadi. Bundan spirtda
SVl ogsillar prolaminlar ajraladi, ekstraksiya 1 soat davom etadi,
ac.-i..: sentrifugalanib, ogsil eritmalari o*Ichov kolbaga quyiladi.

Cho'kma esa yana 3-4 marta spirt eritmasi bilan ekstraksiya
yilinndi va barcha eritmalar kolbaga quyiladi. Kolba chizig‘igacha
ML eritmasi bilan  to‘ldiriladi. Spirtli eritmalar sovitkichda
siilanmaydi. Ularni xona haroratida saqlash mumkin va iloji boricha
sl migdori tezroq aniglanishi kerak.

Ishqorda eruvchi ogsillarni ekstraksiya qilish. Buning uchun
sentrifuga probirkasida qolgan cho*kma 0,2 M borat buferda (pH-10)
tyyorlangan bisulfit natriyning 0.2% li eritmasida eritiladi. Ayrim
il fraksiyalarini ajratib olish ko‘p jihatdan o‘simlik materialini
Stituvehida turish vaqtiga bog'liq.

Hamma oqsil fraksiyalarini ajratib bo‘lgandan so‘ng qolgan
S uimlik materiali suv bilan yuviladi va filtrlanadi, so‘ngra qoldiq
ME60°C qizdirilib quritiladi. Uning tarkibidagi umumiy azot Keldal
metodida aniglanadi.

Shunday qilib, o*simlik materialidan 6 xil ogsil fraksiyalari albu-
mintar, osonlik bilan eriydigan globulin va kaliy xlorid yordamida
mlrtiladigan globulinlar; prolaminlar, glyutelinlar va erimaydigan
Arol ajratib olinadi. Ogsil migdorini aniqlash uchun har bir kolbadan
(Oxirgl fraksiyalardan tashgari) 20-50 ml eritma olinib Keldal
Kolbasida quyidagilardan ogsillar aniqlanadi.

Qondagi qoldiq azot migdorini aniqlash

_.nc_.:r: asboblar: probirkalar bilan shtativ; 25 ml li Keldal kolbasi:
ftokalorimetr yoki spektrofotometr: filtr qog‘oz bilan voronka; 0.2
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ml mikropipetka; 1, 2, 5 ml li pipetkalar; 25, 50, 100 ml li kolbalar,
gaychi.

Reaktivlar. 1. Qon (qonning sitratli yoki oksalatli aralashmasi).
2. 86 % li etil spirti. 3. Uchxloruksus kislotasining 20 % li eritmasi.
4. Konsentrlangan sulfat kislotasi. 5. Pergidrol. 6. Ammoniy sulfat-
ning standart eritmasi: 0,2357 g tuz | L suvda eritiladi. 1 ml bunday
eritmada 0,05 mg azot bor. 7. Nessler reaktivi: birinchi stakanga 15 g
simobning yodli tuzidan solinadi, ikkinchi stakanga quyiladi, shisha
tayoqcha bilan to simobning yodli tuzi eriguncha aralashtiriladi.

Ishning borishi. Probirkaga 1,8 ml distillangan suv va 0,2 ml qon
solinadi, so*ngra 2 ml 20 % li trixlorsirka kislotasidan quyib shisha
tayoqcha bilan yaxshilab aralashtirgach, 5 minut tindiriladi. Suyuqlik
jigar rangga kiradi. Probirkalardagi suyuqlik filtr qog‘oz bilan filtr-
lanadi. 2 ml filtratdan olib (ya’ni 0,1 ml qonga to‘g‘ri keladi) Keldal
kolbasiga solinadi va 2 tomchi konsentrlangan sulfat kislota qo*shil-
gach to oq tutun hosil bo*lguncha gizdiriladi. So*ngra kolbani qizdir-
ishdan to‘xtab, sovugach 2 tomchi pergidrol qo*shiladi va kolbadagi
suyuglik rangsizlanguncha qizdiriladi. Keyin esa kolbadagi suyuklik
sovutiladi va 2-3 ml suv qo‘shib suyultiriladi, hajmini o*lchab kol-
baga solinadi (kolbaning devorlari ham ma’lum hajmdagi suv bilan
yuviladi). 25 ml li kolba hajmining 2/3 gismiga suv qo‘shiladi, 3 ml
nessler reaktividan solib, so‘ngra kolbadagi belgigacha suv qo‘shila-
di.

Boshqa kolbaga 1 ml ammoniy sulfatning standart eritmasi
va | tomchi konsentrlangan sulfat kislotasi solinadi hamda kolba
hajmining 2/3 qismigacha suv qo‘shiladi. So‘ngra 3 ml nessler
reaktividan qo‘shiladi va kolbadagi belgigacha suv quyiladi.
Kolbalardagi suyuqlik chayqatilgach, spektrofotometrda o‘lchanadi
va quyidagi formula bilan hisoblanadi:

0,05/ -100
h

X =

Bu erda: X-azot qoldig‘i, mg %; 0.05-1 ml ammoniy sulfatning
standart eritmasidagi azotning miqdori; h-standart suyuqlikning
optik zichligi ekstinksiyasi; h -tekshirilayotgan suyuqlikning optik
zichligi ekstinksiyasi: 100-azotni mg % da hisoblash uchun umumiy
ko*paytiruvchi.

46

Aminoguruhlardagi azotni formaldegid
bilan titrlab aniqlash

Polipeptidlar, ogsillar va aminokislotalardagi erkin amino-
Minililarining azoti amin azoti deb ataladi. Ogsil molekulalarining
strukturasing va tarkibini, shuningdek, ularning gidrolizlanish nati-
*-E- hosil bo‘lgan mahsulotlarini o‘rganishda, aminoguruh azot-
WHIng miqdori katta ahamiyatga ega. Amin azotlarining miqdoriga
Wb proteolitik ferment (katepsin)larning aktivligini va ogsillarning
piliolizlanish tezligini o‘rganish mumkin. Biologik materiallarda
Minoguruhlami aniglash organizmda aminokislotalar va oqsillar
slinashinuviga qo*shimcha xarakteristika beradi.

Oquillar fermentlar yoki kislotalar ta’sirida parchalanganda
Aminokislotalar hosil bo‘ladi, aminokislotalar tarkibida erkin
holda aminoguruhlar va karbogsil guruhlarni saqlaydi. Amino-
purihlarning migdorini aniglash uchun, formaldegid bilan amino-
kislotalardagi erkin aminoguruhlar metilinli hosilasini paydo qilib
hog'lanadi, shundan keyin karboksil guruhlar ishqor eritmasi
bilan titrlanadi:

Ishqor bilan neytrallangan karbogsil guruhlarning miqdoriga
frab, eritmadagi aminokislotalarda qancha miqdorda erkin holda
aiminoguruhlar borligi hisoblanadi. Ko*pchilik aminokislotalarning
molekulasi ekvivalent miqdorda amino va karbogsil guruhlarni
splaydi,

Kerakli asboblar: 50 ml li kolbalar: 5, 10, 20 ml li pipetkalar; 10
ml I byuretka. ,

Reaktivlar. 1. Glitsinining 0,25 % li eritmasi. 2. Fenolftaleinning
0.1 % i eritmasi. 3. Natriy ishqorining 0,1 N eritmasi. 4. Formol
atilashmasi, bu reaktiv analiz qgilishdan oldin tayyorlanadi, 6 ml
A0 % 1 formaldegidning eritmasiga 1-2 tomchi fenolftalein mm_mnm&
Vi 0.1 N natriy ishqorini eritmasidan byuretka orqali tomchilab,
Aralashma pushti rang hosil qilguncha qo‘shiladi. |

Ishning borishi. Kolbaga 3 ml 25 % I glitsin eritmasi solib, 1-2
tomchi fenolftalein qo‘shiladi va 0.1 % li natriy ishqori eritmasi
bilan byuretka orqali to pushti rang hosil bo‘lguncha titrlanadi.
So‘ngra neytrallangan glitsin eritmasiga pipetka bilan 2 ml formol
arnlnshmadan qo*shiladi (eritmaning pushti rangi yo‘qoladi). 0,1
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N natriy ishqorining eritmasi bilan pushti rang hosil wo..m::orm._
titrlanadi. Titrlash uchun sarf bo‘lgan 0,1 N natriy ishqori
eritmasishshg miqdori belgilab olinadi.

Hisoblash. Misol uchun 3 ml 0,25 % li neytrallangan glitsinii
titrlash uchun 0.1 N ishqor eritmasidan 0.88 ml sarf bo‘lgan,
vaholanki, 1 ml 0,1 N ishqor eritmasiga 1,4 mg azot to'g‘ri keladi.
Shuning uchun titrlash uchun sarf bo‘lgan 0,1 i ishqor n_,ma:w“.mm
miqdorini 1.4 ga ko‘paytirib, 3 ml 0,25 % li glitsin eritmasiga
gqancha migdor amin azoti borligi topiladi.

0,88 = 1,4 = 1,232 mg yoki 0,001232 g.

Demak, 3 ml 0,25 % li glitsin eritmasida yoki 0,0075 g amino-
kislotada shuncha azot bor. Agar 0,0075 g glitsin tarkibida 0,001232
g bor bo‘lsa, unda 100 g glitsinda X g azot bor.

Bundan 0,0075 g - 0,001232 g

100g - X
100-0,001232

0,0075

Demak, glitsin tarkibida 16,4 % amin azoti bor. .

Shunga o‘xshagan tekshirishlarni gidrolizlangan ogsillar _u__ma
ham olib borish mumkin. Buning uchun kolbaga 3 ml 0,25 % li

gidrolizatdan solib, yuqorida glitsin uchun yozilgan variantda ish
olib boriladi

X = =164 g azot

Oqsil miqdorini Biuret metodi bo‘yicha aniqlash

- Ouillar ishqoriy sharoitda mis atomlari bilan reaksiyaga kirishib
ho'kbinafsha rang hosil giladi. Bu rangning intensivligi eritma-
_..1 ogsil Bﬂnoamu,. qarab o‘zgaradi. Biuret usuli Keldal usuliga
Mishitan tez va osonlik bilan bajariladi. Bu usul faqat ogsil miqdori
Yugori bo'lgan materiallarni tekshirishda qo*llaniladi.

Kerakli asboblar: shtativ; probirkalar; 1, 2, 5, 10 ml li pipetkalar;
apektrofotometr.
~ Reaktivlar. 1.Albumin ogsilining standart eritmasi, bu eritmaning
1 ml da 10 mg albumin ogsili bor. 2.Biuret reaktivi, 0,15 g
LUN0 *5H,0 va 0,6 g NaKC H,0,24H,0 (natriy tartarat-kaliy yoki
Sejpnet tuzi) tuzidan olib, 50 ml suvda eritiladi. Shu eritmaga 30 ml
10 % 1i natriy ishqori eritmasidan solib aralashtiriladi va eritmada
fuytar reaksiyasi ketmasligi uchun 0,1 g KJ ning tuzidan qo‘shib,
#itma hajmi suv qo‘shib 100 ml ga etkaziladi.

Ishning borishi. Kalibrlangan grafik tuzish uchun albumin
Oisilining standart eritmasidan foydalaniladi, bu eritmaning 1 ml 10
Mg albumin ogsilini saglaydi. Namunalar quyidagicha tayyorlanadi.

Probirkalar Ogqsil miqdori, | Ogsil eritmasining hajmi, H,0, ml

ragami mg ml 4
I 2 0,2 1.8
2 4 0.4 1.6
i 6 0,6 1.4
q 8 0.8 1,2
5 10 1,0 1,0
O 12 1,2 0.8
7 16 1.6 0.4
K 20 2.0 -
9 0 - 2,0

Hamma probirkalarga 8 ml dan biuret reaktividan qo‘shiladi va
xonn haroratida goldiriladi. O‘Ichashni to*qqizinchi probirkadagi
suvga solishtirgan holda olib boriladi, bu probirka ogsildan bosh-
§u hamma komponentlarni saqlaydi. 30 minutdan keyin spekt-
tofotometrda 540 nm to*lgin uzunligida o*Ichanadi. Olingan natijalar
kulibrlangan grafik tuzishda ishlatiladi. Grafik tuzish uchun ordinata
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o‘qiga optik zichlik kattaligi, absissa o‘qiga-shu optik zichlikka mos
ogsil miqdori quyiladi.

Tekshirilayotgan eritmada oqsil miqdorini aniqlash uchun
yuqorida ko‘rsatilgan sharoitda ish olib boriladi. Buning uchun
tekshirilayotgan oqgsil suyultirilib, undan 2 ml olinadi, so‘ngra 8 ml
biuret reaktividan qo‘shiladi.

Tekshirilayotgan oqsilning optik zichligiga qarab, grafikdan ogsil
miqdori aniqlanadi. Oqsil miqdori mg % da hisoblanadi.

Ogqsil miqdorini mikrobiuret metodi bilan aniqlash

Reaktivlar. 1.CuSO5SH,O -2,1% li eritmasi. 2.KOH-30% li
eritmasi. 3.A eritma. 4. Bu eritmani tayyorlash uchun CuSO,-5H,0
-2.1% li eritmasidan 1 gism, 9 gism KOH-30% li eritmasidan olib
aralashtiriladi. Bu eritma foydalanishdan oldin tayyorlanadi.

Ishning borishi. Tekshirilayotgan ob’ektda oqsil miqdorining
aniglash uchun albumin ogsilining standart eritmasidan kalibirlgan
grafik tuziladi. Grafikni tuzish uchun tarkibida 5 mkg-120 mg ogsil
saqlagan namunalar tayyorlanadi. Bu namunalarga 2,5 ml dan A
eritma qo‘shiladi, 30 minutdan keyin spektrofotometrda 310 nm
to‘lgin uzunligida o‘lchanadi.

Tekshirilayotgan eritmada oqsil miqdorini aniqlash uchun shu
eritmadan 0,5 ml olib, unga 2,5 ml eritmadan qo‘shiladi va yuqorida
bayon qilingan sharoitda o‘lchanadi.

Ogqsil miqdorini Louri usuli bilan aniqlash

Ogsil miqdorini aniqlashda bu metod juda keng qo‘llaniladi.
Bu metod yuqori sezgirlikka ega bo‘lib, namunalardagi 10-100
mkg bo‘lgan oqsil miqdorini aniqlash mumkin. Metod aromatik
aminokislotalarni Folin reaktivi bilan birgalikda biuret reaksiyasining
peptid bog*lari hisobiga hosil qilgan ranglarga asoslangan.

Oqgsil miqdorini aniqlash uchun kalibrlangan grafik tuziladi. Bu
grafik tuzish uchun albuminning standart eritmalaridan foydala-
niladi.
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Kerakli asboblar: shtativ; probirkalar; 0,1, 1,5 va 10 ml li
pipetkalar; spektrofotometr.
Reaktivlar. | Natriy ishqorining 0,1 N eritmasi. 2.A eritma: 2% li

Aty karbonatning 0,1 N li natriy ishqoridagi eritmasi. 3.B eritma:

0.5 % 1i mis sulfatning 1 % li natriy tartaratdagi eritmasi. Eritmani
tuyyorlash uchun 10 g natriy tartarat tuzi 300 ml suvda eritiladi.
S0'ngra eritmaga 5 g mis sulfat qo*shiladi va hajmi 1 litrga etkaziladi.
4.C eritmasi: bu eritmani tayyorlash uchun 49 ml A eritmaga 1 ml B
writmadan go*shiladi. Bu eritma analiz qilishdan oldin tayyorlanadi.
A.Folin reaktivi yoki E eritmasi. Eritmani tayyorlash uchun 2 litrli
Kolbaga 100 g Na,CO,+2H,0 va 25 g Na,,, , . 2H,O tuzidan olib, 700
Ml suvda eritiladi. So‘ngra eritmaga 50 ml 85 % li H,PO, kislota
¥it 100 ml konsentrlangan HCI kislotadan qo*shiladi. Keyin esa shu
arilashma solingan kolbani gaytaruvchi sovitgichga ulab, 10-12
sont qaynatiladi. Qaynatib bo‘lgach 150 g litiy sulfat, 50 ml suv,
bir necha tomchi bromli suv qo*shiladi. Ortigcha bromni chiqarib
“"_.v%:mr uchun 15 minut sovitgichsiz qaynatiladi. Aralashma xona
ratigacha sovitilib, filtrlanadi va hajmi 1 litrga etkaziladi. Folin
tenktivining kislotaligi fenolftalein ishtirokida 0,1 N natriy ishqori
bilan titrlanib aniqlanadi. Reaktiv qorong'i idishga solib saqlanadi.
Oqsilni aniglashda kislotaligi 1 N bo‘lgan Folin reaktivi ishlatiladi.
Ishning borishi. Kalibrlangan grafik tuzish uchun albuminning
sandart eritmasi tayyorlanadi. Buning uchun 4 mg albuminni 10
Ml suvda eritiladi, bu eritmaning 0,1 ml 40 mkg oqsil migdorini
suqlaydi. Probirkalarga 10-120 mkg albumin ogsili eritmasi solinadi.
Wuni tayyorlash quyidagi jadvalda ko*rsatilgan.

Probirkalar Oqsil migdori, Oasil eri : 4
ragami mkg qsil eritmasi, ml | Distillangan suv, ml

120 0,3 0,1

110 0,275 0,125

100 0,250 0,150
90 0,225 0,175

80 0.2 0.2

70 0,175 0,225
60 0,150 0,250

50 0,125 0,275

R R R R B D e

40 0,1 0,3




10 30 0.075 0,325
11 20 0,05 0,35
12 10 0,025 0,375
13 0.4

Har bir probirkaga 2 ml C eritmasidan solib, yaxshilab
aralashtiriladi va xona haroratida 10 minut qoldiriladi. So‘ngra
0,2 ml Folin reaktividan qo‘shiladi, probirkalarni chayqatib,
30 minut xonada qoldiriladi. Keyin spektrofotometrda 750 nm
to*lgin uzunligida ogsilsiz probaga qarshi o‘lchanadi. Olingan
ma’lumotlardan grafik tuziadi. Buning uchun ordinat o‘qiga optik
zichlik kattaligi, abssiss o‘qiga ogsil migdori mkg quyiladi.

Biologik ob’ektda ogsil miqdorini aniglash uchun, probirkaga 0,4
ml tekshirilayotgan ogsil (50 yoki 100 marta suyultirilgan) solib,
yuqorida yozilgan sharoitda ish olib boriladi. Optik zichligiga
qarab grafikdan ogsil miqdori aniqlanadi, keyin suyultirilmagan
ob’ektidagi ogsil migdori mg da hisoblanadi.

I —1 - -1 Rk A i i i
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Kalibrlangan grafik. Absissa o‘qida -namunalardagi ogsillar
miqgdori, mkg (C); Ordinata o*qida-optik zichlik (E).

Ogsillarni gidrolizlash va ularning aminokislotali tarkibini
aniqlash

Ogsillarning aminokislotali tarkibini aniqlash uchun avvalo ular
gidrolizlanishi kerak. So*ngra xromatografiya usuli yordamida ular-
ning aminokislotali tarkibi aniqlanadi.
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Reaktivlar: toza ogsil namunasi.6 N xlorid kislota eritmasi.

Ishning borishi. Avvalo ogsillar gidrolizlanadi. Buning uchun 50-
100 mg toza ogsil tortib olinadi va shisha ampulaga solinadi, unga 10
ml 6 N xlorid kislota qo*shiladi. So*ngra ampula azot bilan to*Idirilib,
uning ochiq tomoni eritish yo‘li bilan berkitiladi. Qaynayotgan
sivda gidroliz 24 soat davom etadi. Gidroliz tamom bo‘lgach,
Ampula sovutiladi va eritma chinni kosachaga solinadi. Chinni
kosachadagi eritma suv hammomida bug‘latiladi. Quruq kosachaga
A4 tomcehi distillangan suv qo‘shib yana quriguncha bug‘latiladi.
Hu jarayon kosachadagi kislotali xususiyati yo‘qolguncha 3-4 marta
takrorlanadi. Ampulani muzxonada saglab qo‘iish ham mumkin.
Kislotali gidrolizda triptofan aminokislotasi parchalanib ketadi.

Xromatogrammaga tomiziladigan ogsil gidrolizatining miqdori,
ugsil tarkibidagi aminokislotalarning miqdoriga bog*liq bo*ladi. Agar
oguil tarkibida aminokislotalar ko*p bo‘lsa, kam hajmdagi gidrolizat
vt aksincha, aminokislotalar migdori kam bo‘lsa, ko‘p hajmdagi
pidrolizat olinadi. Odatda olingan namuna tarkibidagi ogsil miqdori
0.6 mg dan 2 mg gacha bo‘ladi. Gidrolizatni Xromatogrammaga
lomizish va aminokislotalarni ajratish yuqoridagi bayon qilingan
usul yordamida amalga oshiriladi.

Aminokislotalarni yupga gavatli xromatografiya usulida
aniqlash

Yupqa qavatli xromatografiya usulida ogsil gilrolizatlari yoki
uminokislotalar aralashmasidan barcha aminokislotalarni ajratish
mumkin. Yupqa qavat sifatida ko*pincha silikagel, alyuminiy oqsili,
sellyuloza hosilalari va boshqa moddalardan, tayyor holdagi maxsus
plastinka (silufol)lardan foydalaniladi.

Bu metod ikkita aralashmaydigan suyugqliklar fazasida (harakat
(ilmaydigan suv fazasi va harakatlanuvchi organik erituvchi fazasi)
aminokislotalarning turlicha bo‘linish darajasiga asoslangan. Amino-
Kislotalar suvli fazada ko‘p erisa, organik erituvchilarning frontida
sekin harakatlanadi. Barcha aminokislotalarning siljish tezligi turli-
chadir. Siljish tezligining koeffitsienti quyidagicha hisoblanadi.
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a
b

Bu yerda: a-aminokislota tomizilgan joyidan to shu aminokislota
hosil gilgan dog‘ning o*rtasigacha bo‘lgan masofa, sm; B-eritmaning
fronti, sm.

Aminokislotalar bo‘lingandan keyin plastinka quritiladi va
ningidrin eritmasidan purkaladi. @-aminokislotalar ningidrin bilan
0°zaro ta’sir etib oksidlangach, ammiak, aldegid va karbonat kislotaga
parchalanadi, ningidrin qaytariladi. Qaytarilgan ningidrin hamda
ningidrinning boshqa molekulasi ammiak bilan reaksiyaga kirishib,
ko*k-binafsha rangni beruvchi murakkab mureksid birikmasini hosil
giladi.

Kerakli asboblar: xromatografiya kamerasi; termostat: 0,1 ml li
pipetka.

Reaktivlar. 1.0,1 M sitrat buferi, pH-5,3. 2.0,1 % li ningidrin-
ning asetondagi eritmasi. Xromatografiya plastinkalaridagi rangning
turg‘un bo‘lishi uchun ningidrinli reaktivga kadmiy qo‘shiladi. Bu
eritma 5:1 nisbatda tayyorlanadi:

1.1 % li ningidrinning asetondagi eritmasidan -5 gism. 2.Kad-
miy asetatining aralashmasi: bu aralashmani tayyorlash uchun 50 ml
sirka kislota va 100 ml suv olib aralashtiriladi hamda bu aralashmada
1 g kadmiy asetat eritiladi. So‘ng ushbu eritmadan -1 gism olinadi. 3.
Ogsil gidrolizati. 4. “Silufol UV-254" plastinkasi.

Ishning borishi. “UV-254" plastinkasini pastki tarafidan 2-2.5
sm o‘Ichab olib, oddiy qalam bilan start chizig'i chiziladi. Tekshiri-
layotgan ogsil gidrolizatlari bir-biridan 1,5-2 sm oraliq masofada
tomiziladi. So*ng bu ogsil gidrolizatlaridan 10-20 ml olib, tomchilab
tomiziladi va dog" issiq havo bilan quritiladi-xromatografiya kamer-
asiga vertikal holatda quyiladi. Xromatofafiyalanish maxsus kamer-
alarda olib boriladi, erituvchi sifatida 0.1 M sitrat buferi pH-5.3 ish-
latiladi. Erituvchi kameraga 1-1,5 sm qalinlikda quyiladi.

Erituvchi plastinka balandligi 4/5 gismiga ko‘tarilganda, plas-
tinka kameradan olinadi va issiq havoda quritiladi. Shundan so‘ng
plastinkaga ehtiyotkorlik bilan 1 % li ningidrinni asetondagi eritma-
sidan purkaladi. Plastinkani 105°C da termostatda 10 minut davomi-

R =

54

da qizdiriladi. Natijada aminokislotalar ko‘k-binafsha dog*lar holida
ko'rinadi. So‘ngra har bir aminokislotani yuqorida ko*rsatilgan for-
mula yordamida siljish tezligi koeffitsienti (Rf) hisoblanadi.
Iekshirilayotgan ogsil gilrolizati bilan birga kontrol (standart) erit-
malar ham xromatografiya gilinadi. Bu tekshirilayotgan namunadagi
aminokislotalarni tezda aniqlashga imkon beradi. Shuni ta’kidlab
0'tish kerakki, yupga qavatli xromatografiya usulida aminokislotalar

sifat jihatdan baholanadi va ularning miqdorini aniglashga imkon
bo' Imaydi.

Oqsillar fraksiyalarini poliakrilamid gelida elektroforez usuli
bilan aniqlash

Ogsillarni elektroforezi analitik magsadlarida qo‘llaniladi. Disk
elektroforez usuli-ogsillarni ma’lum  konsentratsiyali va ma’lum
molekulalarining g‘alvirli geldagi bo‘linishidir. Disk-elektrsforezni
Amalga oshirishda poliakrilamid geli qo‘llaniladi. Poliakrilamid geli
uch xil gismdan tashkil topgan:

1) katta g*alvirli gelning start qismi;

2) katta g*alvirli konsentrlovchi gel;

3) Kichik g-alvirli bo‘luvchi gel.

Poliakrilamid  geli-akrilamid CH,=CH-CO-NH, va N N
metilenbisakrilamidning  CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=NH,
sopolimerizatsiyalanish mahsulotidir.
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Gelning yopishqoqligi, mustahkamligi va elastikligi poliak-
rilamidni polimerizatsiyalanish va tikilish darajasiga, shuningdek
tikilishda ishtirok etgan N,N'-metilenbisakrilamidning miqdoriga
bog‘liq. Gel ustuncha shaklida mahkamlangan shisha trubkalarda
polimerizatsiya qilinadi. Sopolimerizatsiyalanish reaksiyasi katali-
zatorlari sifatida oksidlovchi-qaytariluvchi sistemalar ishlatiladi, ular
erkin radikallar manbai hisoblanadi, masalan: persulfat ammoniy
(NH)),S,0, va  N,N,N,N -tetrametiletilendiamin  (TEMED):
(CH,),=N-CH,-CH -N=(CH,),

Elektrod eritmalari, ya’'ni bufer eritmalari, elektroddar bilan gel-
larning sirgqi qismlarida tok o*tkazuvchi vazifasini bajaradi, bunday
holatlarda buferlarning pH va tarkibi turlicha bo‘ladi. Elektroforez
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usuli juda yuqori sezgirlikka ega. Bu usul bilan qon zardobi ogsil-
laming 30 dan ortiq fraksiyalarini aniglash mumkin.

Kerakli asboblar: Elektroforez uchun apparat organik oynadan
yasalgan bo‘lib, ikkita elektrodni rezervuarlardan iborat, yuqori
va pastki, har birining hajmi 1,5 1. Ikkala rezervuarlarning ko*‘mir
elektrodlari bo‘lib, bu elektrodlarga doimiy tok ulanadi. O‘zgarmas
{ok manbai sifatida UIP-1 pribori ishlatiladi.

Reaktivlar. 1. A - eritmasi: 100 ml kolbaga 48 ml 1 N HCI,
16,3 g tris va 0,46 ml TEMED solinadi, erib bo‘lgandan keyin
kolbaning belgisigacha suv solinadi. Eritma pH 8,9 ga teng bo‘lishi
kerak. 2. B-eritmasi: 100 ml kolbaga 30,0 g akrilamid va 0.8 g
metilenbisakrilamid solib. 70-80 ml distillangan suvda eritiladi va
filtrlanadi, so‘ngra eritmaning hajmi distillangan suv qo‘shib 100 ml
pn etkaziladi, so‘ng yaxshilab aralashtiriladi. 3. C-eritmasi: 0,14 g
ammoniy persulfat 100 ml distillangan suvda eritiladi, bu eritmani
shlatishdan avval tayyorlanadi. 4. Elektrod buferi: 6,0 g tris va 28,8
g plitsin distillangan suvda eritiladi va hajmi suv qo‘shib 100 ml
po etkaziladi, pH-8,3. Foydalanishdan oldin 10 marta suyultiriladi.
5. Bo‘yog-indikatorning eritmasi: bromfenol ko‘kning 0.001%
Il distillangan suvdagi eritmasi. 6. Ogsil fraksiyalarini bo‘yash
uchun amido-shvars reaktivi ishlatiladi. Amidgshvars 10 B ni 1%
Ii eritmasi 7% li sirka kislotasining eritmasida tayyorlanadi. 7.Sirka
kislotasining 7% li eritmasi. 8.Qon zardobi.

Ishning borishi. Gelni tayyorlash. Toza va quruq trubkalarning
bir uchini leykoplastir yopishtirib berkitiladi va rezinali halqachalar
kiygiziladi, so‘ngra shtativga o‘rnatiladi.

Alohida kolbaga yoki stakanga 1 gism A eritmadan, 2 gism B
eritmadan, 4 gism C eritmadan va 1 qism distillangan suv olib
aralashtiriladi. Tayyorlangan aralashmada har bir trubkalarga
pipetka bilan 2,5 ml dan solinadi. Gelning usti bir xil tekis bo*lishi
vi kislorod o*tishining oldini olish uchun kapillyar yordamida 0,2-
0.3 ml distillangan suvni aralashma ustiga gavat qilib quyiladi.
Trubkalardagi gellarni  polimerizatsiyalanish uchun 30 minut
xona haroratida yoki termostatda 30°C da 15-20 minut saqlanadi.
P'olimerizatsiyalanish tamom bo‘lgandan keyin, gel bilan gavat qilib
yuyilgan suv filtr qog‘ozdan qirqib tayyorlangan lentachalar bilan
ulinadi va gelning yuqori qismi elektrod buferi bilan yuviladi.
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Analiz gilishga ishlatiladigan ogsil eritmasi gel tayyorlash uchun
qo‘llaniladigan bufer eritmasidan tayyorlanadi. Ogsil eritmasining
konsentratsiyasi 1-5 mkg/ml bo‘lishi kerak. Masalan: qon zardobini
tekshirish uchun 3 mkl qon zardobi (ogsil miqdori taxminan 200
mkg) 0,15 ml gel tayyorlash uchun ishlatiladigan bufer eritmasi
bilan aralashtiriladi va zichligini oshirish uchun konsentratsiyasi 20-
25 % bo‘lguncha saxaroza yoki glitserin qo*shiladi, har bir trubkaga
10-100 mkl tayyorlangan ogsil eritmasidan solinadi. Shundan so‘ng
trubkalar oxirigacha elektrod buferi bilan to‘ldiriladi.

Elektroforezni olib borish. Elektroforez xolodilnikda olib bori-
ladi. Elektrod buferlari ishlatishdan avval harorati +4°S ga kelti-
riladi. Elektroforez apparati ham sovutiladi. Yuqorigi idishdagi bufer
eritmasining 500 ml ga 1 ml bo‘yog-indikator, 0,001 % li brom-
fenol ko‘k eritmasidan qo‘shiladi. Apparatning qopqog'ini yopib,
elektroddar o‘zgarmas tok manbai bilan ulanadi, pastki elektrod
anod (+), yuqori elektrod katod (-) bolib hizmat qiladi.

Har bir trubkaga 0.5-1,0 mA tok beriladi (20-30 minut) keyin
uni har trubka uchun 2-5 mA ga etkaziladi. Ogsil fraksiyalarining
bo*linishi 2-3 soat davom etadi, ya’ni bo*yoq trubkaning pastki uchiga
3 mm golganda tok manbai o‘chiriladi. Elektrod buferlari apparat
idishlaridan boshqa idishlarga quyib olinadi va trubkalar burab
chiqariladi. Trubkalardan gelni chiqarish uchun shprisga distillangan
suv olib, igna bilan trubka devorlari hamda gel orasiga yuboriladi va
asta-sekin gel chiqarib olinadi. Gellardagi ogsil zonalarini bo‘yash
uchun amidoshvars 10 B eritmasi probirkalarga solinadi va 10-15
minutga qoldiriladi. Shundan keyin boshqa idishga quyiladi. Gellar
7% li sirka kislotasining eritmasi bilan yuviladi. Gelning ogsilsiz
qismlarini rangsizlantirish uchun ko*p marta shu eritma bilan yuvish
lozim. Rangsizlantirish jarayoni 10-12 soat davom etadi. So‘ngra
oqsil fraksiyalari bor zonalar rangining intensivligiga va ularning
joylashishiga qarab elektroforegrammalar chiziladi.

‘F

Ogsillar elektroforegrammalarining ko‘rinishi

Pereaminlash reaksiyasi

Aminokislotalardan aminoguruhni erkin ammiak shaklida ajrat-
ib chigmasdan @ -ketokislotaga ko‘chirilishi pereaminlanish yoki
transaminlanish deb ataladi. Reaksiyani umumiy shaklda quyidagi-
cha yozish mumKin.

R Ra _w_ R

| | |
n_u.muzmu.fn_uuuo I'.- nwﬂo.r_n_u:a.zmu
COOH COOH COOH COOH

Pereaminlanish jarayoni barcha to‘qimalarda keng tarqal-
gan  fermentlar-aminotransferazalar ishtirokida boradi. Aminot-
ransferazalar piridoksalfosfat proteinlar bo‘lib, ularning kofermenti
oraliq fosfopiridoksaldir (vitamin B, ).
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Piridoksalfosfat

Pereaminlanish reaksiyasi davomida piridoksalfosfat piridoksa-
minfosfatga aylanadi, so*ngra aminoguruh ketokislotaga ko‘chiriladi
va yana piridoksalfosfatga aylanadi.

Pereaminlash reaksiyasi to‘qimalarida keng tarqalgan. Barcha
aminokislotalar pereaminlanish reaksiyasida ishtirok etadi. Glu-
tamat, asparagin, alanin bilan bu reaksiya tez o‘tadi. Glitsin, ley-
sin, izoleysin, gistitsin, triptofan, fenilalanin va tirozin gqiyinroq
pereaminlanadi.

CH: - NH:
OH
i
CH:-0 -P=0
S
OH

N

Piridoksaminfosfat

Pereaminlanish reaksiyasi azot alamashinuvida alohida ahamiyatga
ega. Birinchidan, bu reaksiya natijasida a - ketokislotalardan yangi
aminokislotalar sintezlanadi. Ikkinchidan, pereaminlanish reaksiyasi
aminokislotalar parchalanishidagi usullardan hisoblanadi.

Ferment preparatini tayyorlash +4°C da olib boriladi. Ferment
preparatini olish uchun birorta hayvon so‘yilib, skelet muskuli
kesib olinadi va gaychi bilan maydalanadi. Hosil bo‘lgan to‘qima
bo‘tgasini gomogenizator stakaniga solib, 1:5 nisbatda 0,1 % li
KHCO, eritmasidan qo‘shib 2 minut davomida gomogenizator
bilan maydalanadi. Gomogenat to‘rt gavat doka orqali filtrlanadi va
u tajriba uchun ishlatiladi. Tajribani olib borish uchun probirkalarga
quyidagi sxema reaksiyasi aralashmalari tayyorlanadi:

birka- £, ._A.ugz Glyutamin | Pirouzum [ H,0, | Gomogenat,
RNAE | WIKHCO,dagl | ih ) 1ot | kistots, m!| ml
ragqami eritmasi, ml v 2

1 0,5 0,5 0,5 - 1,5

2 0,5 0,5 0,5 - 1,5

i 0,5 - 0.5 0,5 1,5

Pereaminlanish  barcha aminokislotalarning  aminoguruhini
“ketoglutarat kislotaga ko‘chirish orqali ularning dezaminlanishini
W' minlaydi. Hosil bo‘lgan glutamat kislota glutamatdegidrogenaza
ta'sirida aminoguruhini yo*qotadi, NH, ni ajratadi. Bu reaksiya qay-
tar bo'lib, qaytadan a- ketoglutarat kislotaga aylanadi. Muskuldagi
lerment  ishtirokida, glutamat va pirouzum kislota misolida
pereaminlanish jarayoni bilan tanishish mumkin.

COOH

mz - NH; COOH COOH COOH
n_”_._u + m_uc s n_”uo + n._umnzmu
n_u_._u m_u._m n.umu mmu
Coon doon i
glutamat Pirouzum a -ketoglutarat

Kislota

Pereaminlanish reaksiyasini qanday borganligini bilish uchun
pirouzum kislotasining pereaminlanish jarayoni to‘xtatiladi. Natijada
folgan pirouzum Kkislotasi salitsil aldegida bilan to‘q sariq rangni
hosil giladi. Pereaminlanish reaksiyasini to‘xtatish uchun monoiod
sirka kislotasi ishtirokida inkubatsiya qilinadi.

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; suv hammomi; qaychi;
gomogenizator; 1,2 ml li pipetkalar,

Reaktivlar. 1. Kaliy bikarbonatning (KHCO0,) 0,1% va 2% li
etitmalari. 2. Glyutamin kislota eritmasi 6 mg glyutamin kislota |
ml 2% li KHCO, eritmasida eritiladi. 3. Pirouzum kislota eritmasi,
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4,6 mg pirouzum kislotasi 1 ml distillangan suvda eritiladi. 4.
Monoyod sirka kislotasining kaliy bikarbonatdagi eritmasi, 0,002M
CH,JCOOH eritmasi 0,1% li KHCO; eritmasida tayyorlanadi.
5. Kaliy ishqorining to‘yingan eritmasi. 6. Salitsil aldegidaning
spirtdagi 2% li eritmasi. 7. Uchxlorsirka kislotasshshng 10% i
eritmasi.

Ishning borishi. Bu ishda ferment manbai sifatida muskul to*qi-
masining gomogenati ishlatiladi. Gomogenat filtrati yuqorida bayon
gilinganidek tayyorlanadi. Birinchi probirkaga 1 ml uchxlorsirka
kislotasi eritmasidan solinadi, sungra to‘qima gomogenati filtratidan
go‘shiladi. Bu kislota ta'sirida fermentativ reaksiya bo‘Imaydi.
Ikkinchi va uchinchi probirkalarga to*qima gomogenatidan qo‘shib,
aralashtiriladi va 37-38°C da inkubatsiya gilinadi. Inkubatsiya 90
minut davom etadi, har 5-10 minutda chayqatib turiladi.

Inkubatsiyadan keyin probirkalarga 1 ml dan uchxlorsirka
kislota eritmasidan qo‘shib, fermentativ reaksiya to‘xtatiladi va 10
minutdan keyin hamma probirkalardagi aralashma filtrlanadi. Filtrat
salitsil aldegid bilan pirouzum kislotasini aniqlashga ishlatiladi.
Buning uchun uchta probirka olib, 1-raqamli probirkaga avvalgi
birinchi probirkadagi filtratdan 1 ml, ragamli probirkaga ikkinchi
probirkadagi filtratdan, 3-raqamli probirkaga uchinchi probirkadagi
filtartdan solinadi. So‘ngra hamma probirkalarga 1 ml dan KOH
ning to‘yingan eritmasidan va 0,5 ml 2 % li salitsil aldegidaning
eritmasidan  solinadi. Probirkalardagi suyuqliklar chayqatib
aralashtiriladi. Shundan keyin probirkalari 10 minut 37-38°C i
suv hammomida inkubatsiya gqilinadi. Hamma probirkalardagi
hosil bo‘lgan ranglar solishtiriladi va bu erdagi ranglarga qarab
pereaminlanish jarayoni qanday borganligini bilish mumkKin. Olingan
natijalardan xulosa yoziladi.

IV BOB. LIPIDLAR

Apidiar ikkita katta sinfga bo‘linadi: yog*lar (neyt :

W (yop'simon moddalar). IR R
Apidlar bir gator organik erituvchilarda, masalan-etanol, efir,
iiliom, benzol yoki petroley efirida yaxshi eriydi, suvda esa
iy “. Lipidlar kimyoviy tabiatiga ko‘ra bir necha guruhlarga
1 Yo' kislotalari.

AL Glitserinli lipidlar: a) neytral yog*lar; b) fosfoglitseridlar.

Al Cilitserinsiz lipidlar: a) sfingolipidlar; b) alifatik spirtlar va

ilar, v) steroidlar.

AV Boshqa sinf moddalari bilan bog‘langan lipidlar: a) lipo-
proste nlar; b) proteolipidlar: v) fosfotidpeptidlar; d) lipopolisaxaridlar.

Lipidiar (0°qima va hujayralarda muhim funksiyalarni bajaradi.
‘0 lnr organizmda oksidlanganda energiya ajralib chiqadi (1 g

' oksidlanganda 9,3 kkal). Lipidlar biologik membranalarning
rukiurn elementi hisoblanadi. Organizmda lipidlar ogsillar bilan
Kutipleks birikmalar -lipoproteinlar hosil giladi.
: Sterinlar gator biologik aktiv moddalar - vitaminlar, gormonlar,
‘I Kislotalarning hosil bo*lishida ishtirok etadi. Yog'lar - uch atomli

.. n___ma_..m: va yuqori yog® Kkislotalarining murakkab efiridar.
Yop'lar quyidagi umumiy tuzilishga ega:

CH;-0-CO-R;
_
CH-0-CO-R;
_

CH,-0-CO-R;

Hunda: R (R, R, - yog* kislotalarining radikallari.
Tubily yog'lar tarkibiga to‘yingan va to‘yinmagan yog"* kislotala-
goldiglari kiradi (palmitin, sterin, olein, linolen va boshqalar).
Ibida birdan ortiq qo*sh bog* bo‘lgan to‘yinmagan yog* kislotalar
h ‘pincha o'simlik moylarida, oz migdorda hayvonlar yog‘ida ham
yili. Yog'lar tarkibidagi to‘yinmagan yog* kislotalari - linolenat,
tdonat - hujayradagi oksidlanish - qaytarilish jarayonlarining
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borishi uchun va shuningdek, prostaglandinlarning biosintezi uchun
! muhim rol o‘ynaydi. iapan yog* kislotalari borligini ko*rsatadi.

HVlar tozalangan paxta moyi, osmiy kislotasining 1% i
! : R g 1% li
wlir, bromli suv.

riladi, Bromli suvning sariq rangining tez yo*qolishi

| Yog‘larning erishi va emulsiya hosil qilishi

1) 5 ta probirkaga 10 tomchidan o‘simlik moyi tomiziladi.

_ Birinchi probirkaga 2 ml benzol, ikkinchi probirkaga 2 ml aseton,
_ uchinchi probirkaga 2 ml benzin, to‘rtinchi probirkaga 2 ml etil Akiolein  moy tarkibidagi glitserindan hosil bo‘ladi B
_ spirti va beshinchi probirkaga 2 ml suv quyiladi. Moylarni turli slelantiruvchi moddalar (kaliy gidrosulfit, borat kislo adl; Du

xil erituvchilarda erish darajasi aniglanadi. 2) 4 ta probirka olib, - yordamida amalga oshiriladi. Akrolein etilein MP ._M__mma_%
birinchi probirkaga 1 ml suv, ikkinchi probirkaga 1 ml 1 % li ogsil iy nldegiddir. ; qatorida eng
eritmasidan, uchinchi probirkaga Iml suyultirilgan sovun, to‘rtinchi
probirkaga Iml natriy karbonatning 10 % li eritmasidan solinadi.
_ Har bir probirkaga 5 tomchidan o‘simlik moyidan go‘shiladi va
_ yaxshilab aralashtiriladi. Birinchi probirkadan boshga hamma
_ probirkalarda turg®un emulsiya hosil bo‘ladi.
| Reaktivlar: tozalangan o‘simlik moyi, benzol, benzin, sirka kis-

lota, etil spirti, ogsil eritmasining | % li eritmasi, suyultirilgan CH,OH c

sovun, natriy karbonatning 10 % li eritmasi. N H

furkibidagi glitserinni aniqlash (akrolein reaksiyasi)

Glitserin Akrolein

Yog‘larni aniglashda qo‘llaniladigan sifat reaksiyalari

Yog‘lamni sifat analiz qilihshda bir qator reaksiyalardan ” ﬂ—.r.ﬂu__aﬂﬂ reaksiyasi moy tarkibidagi glitserinni ochish uchun

foydalaniladi. Bularga osmiy yordamidagi rangli reaksiya, moy

_ dog‘ini hosil gilish, sovunlanish reaksiyasi va galloidlar reaksiyasini
_ misol qilib ko‘rsatish mumkin.

Rangli reaksiya. Mikroskop oynasi ustiga | tomchi moy tomizi-
ladi, uning ustiga osmiy kislotasining 1 % li eritmasidan 1 tomchi
7 qo‘shiladi. Moy qora rang beradi.

Moy dog'i. Kungaboqarning mag‘zini olib qog‘ozda ezilsa, moy

| dog‘i hosil bo‘ladi. Qog‘oz qizdirilganda ham dog® yo‘qolmaydi.
Bu hagigatda ham moy borligidan darak beradi.

Galloidlar. Bu reaksiya ayniqsa to‘iinmagan moy kislotalari ko‘p

| bo‘lgan moylarga xarakterlidir. Probirkaga 1-2 tomchi moy va 1-2 ml

efir solinadi. Uning ustiga 1-2 tomchi bromli suv qo‘shiladi va yax-
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Il tartibi. Probirkaga 2-3 tomchi tozalangan paxta moyidan
sulinadi, uning ustiga 0.3 - 0,5 gramm kaliy gidrosulfat yoki boshqa

Melantiruvehi moddadan qo‘shiladi va qizdiriladi. quyuq oq
It hosil bo‘ladi. Qo*lansa hid (ehtiyotkorlik bilan xidlang) hosil
Bt lishi akrolein hosil bo*lganligini bildiradi.

Wouktiviar: Paxta moyi, kaliy gidrosulfat tuzi.

Yog‘larning sifat ko‘rsatkichlarini aniqlash

: Muoylarming m._m.:_._m va olingan manbai ularning kimyoviy ko‘rsat-
dehlaring tekshirish yo'li bilan aniglanadi. O*simlik moylarining
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sifati urug‘ning pishgan-pishmaganligiga va uni saglash muddatiga
bog‘liq bo‘ladi. Bu o‘z navbatida ularning fizik, kimyoviy ko‘rsat-
kichlarining o‘zgarishiga olib keladi. Masalan moy uzoq vaqt
saqlanganda parchalanib erkin moy kislotalar miqdorining ortishiga
olib keladi. Kislotali sonning ortishi, moy sifatining ortishi moy
sifatining pasayishidan darak beradi. To‘yinmagan moy kislotalardagi
qo‘sh bog‘larni osonlik bilan reaksiyaga kirib oksidlanishi tufayli
ham moylarning sifati buziladi. Hozirgi paytda moy sifatini
aniqglashda qo‘llaniladigan bir qator usullar ishlab chiqilgan bo‘lib,
ulardan kislotali, yodli sonni aniqlash muhim ahamiyatga ega.

Yog‘larning kislotali soni

1 gramm yog‘ tarkibidagi erkin yog‘ kislotalarni neytrallash
uchun sarflangan kaliy gidroksidning milligramm migdori bilan
ifodalangan son moylarining kislotali soni deb ataladi. Bu son
yog‘larning sifatini belgilovehi muhim ko‘rsatkichlardan biri
hisoblanadi.

Ish tartibi. 2 ta kolba olib, birinchisiga 3- 5 g paxta moyi va
15-20 ml spirt-efir aralashmasi, ikkinchiga esa faqat 15-20 ml spirt-
efir aralashmasi solinadi. Kolbalar yaxshilab chayqatilib, 2-3 tomchi
fenolftalein tomiziladi. So‘ngra kaliy gidroksidning spirtli eritmasi
yordamida 0,5-1 minut davomida o‘zgarmaydigan och pushti rang
hosil bo‘lguncha titrlanadi.

Kislotali son quyidagi formula bo‘yicha aniglanadi.

T(a-b)

H

b-kontrol uchun sarflangan kaliy ishqoriy; T-tuzatma, a-tajriba
uchun sarflangan ishqor miqdori: H - olingan moy miqdori.

Reaktivlar: tozalangan paxta moyi, etil spirtining 96% li eritmasi.
Kaliy gidroksidining 0,1 N eritmasi. Fenolftaleinni 0,1% li spirtdagi
eritmasi.

X =
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Yog‘larning sovunlanish soni

HE pimm yog® tarkibidagi erkin va bog*langan yog* kislotalarini
| uchun sarflangan kaliy ishqori miqdori moylarning

Msh soni deb ataladi.

Yo lar kimyoviy jihatdan birmuncha turg*un birikmalardir, lekin

JUF I 'sirida gidroliz gilinganda efir bog*lari oson uzilib, natijada
Wlotalar va glitserin hosil bo*ladi.

0
i
€y -0 -C-CyHyx
| 0 CH,-OH
I |
n_u: |O|nl%:=u + 3KOH> CH-OH + 3C#HxCOOK
_

j CH,OH
CHy-0-C-CpHy

ot

| Yog'lar va moylarda sovunlanish soni quyidagicha bo‘lishi
Wimkin: mol yog‘i-190-200, qo'y moyi - 192-198, cho‘chqa moyi
200, kanop moyi -187-195.,
'simlik moylarining sovunlanish soni osimlik turi, tashqi
torlar ta'sirida o*zgarishi mumkin. Masalan, tropik o*simliklardan
W, palma va boshqa o'simliklar moyining sovunlanish soni
yuqori bo‘ladi.
Ketakli asboblar: 50 ml li kolba; havo sovutgichli probka;
thi; 2, 1,5 ml li pipetkalar; suv hammomi.
louktivlar. 1.0simlik moyi va hayvon yog'i. 2. 0,5 N Kaliy
ioksidining  spirtdagi eritmasi. 3. Xlorid Em_oﬁmm:.m:m 0,5 N
asi. 4. Fenolftaleinning 0,1 N i spirtdagi eritmasi.
Ishning borishi. Birinchi kolbaga (tajriba namunasi) 0,5 g o*simlik
oyl yoki hayvon yog'i, ikkinchi kolbaga (kontrol namunasi) -0,5
Wl distillangan suv va har bir kolbaga byuretka orqali 15 ml 0.5
kully pidroksidini eritmasidan solinadi. Kolbani havo sovutgichli
1 bilan berkitiladi va 30-40 minut qaynab turgan suv hammomiga
W vilndi. So‘ngra kolbalarga 4 tomchidan fenolfatein qo‘shiladi va
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to pushti rang yo*qolguncha 0, 5 N xlorid kislotasining eritmasi bilan
titrlanadi. Sovunlanish soni quyidagi formula bilan hisoblanadi.

_(b—a)-K-28,05
¢

Bunda X-sovunlanish soni; b-kontrol namunani titrlash uchun sarf
bo‘lgan 0,5 N xlorid kislotasi eritmasining hajmi, ml; a - tajriba na-
munasini titrlash uchun sarf bo‘lgan 0.5 N xlorid kislota eritmasining
hajmi, ml; 28,05 - kaliy gidroksidining mg dagi miqdori bo*lib, bu 1
ml 0,5 N xlorid kislotasining eritmasiga to‘g ri keladi; K - 0.5 N xlor-
id kislotasi eritmasining titrini to‘g‘rilash koeffitsienti; C - yog*ning
og‘irligi, g.

X

Yog‘larning yodli sonini aniqlash

100 g yog'ni biriktirib olgan yodning gramm miqdori bilan
ifodalanadigan son yog‘larning yodli soni deb ataladi. Bu son yog*lar
tarkibiga kiradigan moy Kkislotalarning to‘yinmaslik darajasini
ifodalaydi. Yodni biriktirib olish reaksiyasi quyidagicha boradi:

H H HH

|| | 1
R-C=C-R;+]J,+HOH — R-C-C-R;+HJ

| |
I OH

Reaksiyaga kirishmay ortib qolgan yod natriy giposulfit bilan
titrlanadi.

Yodli son gqancha katta bo‘lsa, yog* shuncha suyuq bo‘ladi. Ba’zi
bir yog*lar va moylarning yodli soni quyidagicha bo’ladi; mollarda
38-46, qo‘ylarda 31-46, cho‘chqalarda 50-70, paxta moyida 110,
zig'ir moyida 174. Bu son yog‘lar tarkibidagi to‘yinmagan yog'
kislotalar miqdorini ko‘rsatadi, chunki yod molekuladagi qo‘sh bog*
o‘rniga birika oladi.

Kerakli asboblar: 50 ml li kolba; byuretka, 0,2, 1,5 10 ml li pip-
etkalar.
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Hvlar. 1.0'simlik moyi. 2. 96 % li etil spirti. 3. 0,1 N yodning
g Sritmasi (tayyorlanishi: 12,691 gyod 1196 % li etil spirtida
.‘_.__..a_o._ N natriy giposulfitning eritmasi. 5.Kraxmalning 1 %
i tartibi. Birinchi kolbaga (tajriba namunasi) 0,1-0,2 g o*simlik
v i o' lchab olib, ikkinchi kolbaga (kontrol namunasi)- 0,1-0,2
WY solinadi va har ikkala kolbaga 5 ml dan spirt qo*shiladi. Moy
ndian keyin kolbalarga pipetka bilan 10 m] 0,1 N yodning spirt-
 Stitmasidan qo*shib, kolba probka bilan berkitiladi va chayqati-
Hhamida 15 minut gorong‘i joyda saglanadi. So*ngra 0, 1 N natriy
| Hit eritmasi bilan och sariq rang hosil bo*lguncha titrlanadi,
Wi | il 1% kraxmal eritmasidan qo*shib ko‘k rang yo‘q bo‘lgun-
i it lanadi.

ol son (x,g) quyidagi formula yordamida aniqlanadi.

v (b=a)-K-0,01269-100
c

Mnda: h-kontrol namunani titrlash uchun sarf bo‘lgan 0,1 N
AMElY piposulfit eritmasining hajmi, ml; a-tajriba namunasini titrlash
sl sarf bolgan natriy giposulfit eritmasining hajmi, ml; K -
1 N natriy giposulfit eritmasining titrini to*g‘rilash koeffitsienti;
1269 -yodning grammdagi migdori, bu miqdor 1 ml 0,1 N gipo-
UL eritmasiga ekvivalentdir; 100-100 gramm yog' uchun hisoblash
tienti; C-olingan yog'ning og‘irligi, g.

Ot kislotalarining sifat reaksiyasi

O kislotalari steroid tuzilishga ega bo‘lib, to‘la to‘yingan steril
jasi v 5 ugleroddi yon shoxchadan tuzilgan. O°t kislotalarining
lishi  xolesteringa o*xshash bo‘lib, xolanat kislotasining
lalaridir,

Nafro tarkibida asosan holat kislota, dezoksixolat kislota, mito-
I kislota, xenodezoksixolanat kislotalari uchraydi. Bu o‘t kislo-
| erkin holda bo‘lmay, glitsin yoki taurin bilan birikib, o‘sha
Uslotalar shaklida safro tarkibiga kiradi. Ularning eng muhimlari
Ikoxolat,  glikodezoksixolat, tauroxolat va taurodezoksixolat
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kislotalardir. Safro tarkibiga kiruvchi o‘t Kkislotalari yog*larning
hazm qilish jarayonlarida muhim funksiyalarni bajaradi. Ular
emulgatorlar hisoblanadi, lipazani aktivlaydi va yog* kislotalarining
so‘rilish jarayonida ishtirok etadi.

HaC - CH - Ck - CH: - COOH
Hs

CH

Xolanat kislota

O‘t kislotalarini ochishda oksimetilfurfurol qo‘llanilib, u ot
kislotalar bilan qizil rang hosil giladi. Oksimetilfurfurol fruktoza
bilan konsentrlangan HCI yoki H,SO, Kislota ta’sir etganda hosil
bo*ladi.

Kerakli asboblar: 1,2 ml li pipetkalar, probirkalari bilan shtativ.

Reaktivlar. 1. O‘tning suvli eritmasi (1:2). 2.Saxarozaning 5% li
eritmasi yoki fruktozaning 3 % li eritmasi. 3.Konsentrlangan sulfat
kislota.

Ishning borishi. Quruq probirkaga 10 tomchi suyultirilgan safro
suyuqligi solinadi va 1-2 tomchi saxaroza yoki fruktoza eritmasidan
go‘shib chayqaladi. Ehtayotkorlik bilan probirka devoridan teng
hajmda konsentrlangan sulfat kislota quyiladi. Suyukliklar che-
garasida purpur halqasi hosil bo‘ladi, keyin gizil binafsha rangni
hosil giladi.

Organ va to‘qimalarda xolesterin migdorini aniglash

Xolesterin - siklopentanopergidrofenantrenni hosilasi bo‘lib,
tarkibida 27 uglerod atomi tutadigan ko‘p halgali to*yimagan spirtdir.
Xolesterin strukturasidagi 3-uglerod atomida bitta gidrogsil, 5 hamda
6- uglerod atomlari orasida bitta qo‘shbog®, 10 va 13 uglerodlarda
CH3 (metil guruhi) guruhlari, 17-uglerod atomida 8 ugleroddi
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Wvidorodlar zanjiri bor. Xolesterinni empirik formulasi- C,H,0
ul op'irligi 386).

Xolesterin

uo_oaozm_..n_.iz_mm: hayvon organizmi og‘irligining 0,25-0,30
% 0l tashkil etadi. Xolesterin erkin yoki efirlar holida normal

ioilda organizmda oz miqdorda uchraydi, patologik holatlarda

Xolesterinning miqdori ortadi va giperxolesterinemiyaga olib
di.

Xolesterin miqdorining ortishi sariq, jigar sirrozi, nefroz va
miya kasalliklarida uchraydi. Endokrin kasalliklarida miksedema,

Mietinizm va diabet, avitaminoz kasalliklarda ham xolesterinning

migdori ko*payadi.

Mazedov kasalligida, anemiyada gipoxolesterinemiya kuzatiladi.
Solesterin moddalar almashinuvini boshqarishda muhim ahamiyatga
bo'lgan hujayra membranalarining tuzilishida ishtirok etadi.

Metodning prinsipi. Xolesterin miqdorini aniglash Liberman-

Munxardni rangli reaksiyasiga asoslangan. Xolesterinning xloroformli

lmusi sirka angidridi va konsentrlangan sulfat kislotasi bilan yashil
e hosil giladi, rang yshil bo‘lishining intensivligi xolesterin
onsentratsiyasiga proporsionaldir.

Kerakli asboblar: 25 ml li kolba; 1, 2, 5 va 10 ml li pipetkalar;
lindr; suv hammomi.




Reaktivlar. 1.Etanol dietilefir aralashmasi 3:1 nisbatda. 2.Xlo-
rofrom. 3.Sirka angidridi va konsentrlangan sulfat Kkislotasi.
4.Xolesterinning standart eritmalari, bu eritmaning 1 ml da 0,1 mg
xolesterin bor.

Ishning borishi. Mayda gqilib girgilgan jigar yoki buyrak
to*qimasidan 200-300 mg o‘Ichab olib, hajmi 25 ml bo‘lgan qopqoqli
kolbaga solinadi va 15 ml spirt efirli aralashmadan qo‘shiladi.
Kolbadagi suyuqlik aralashtirilgach, gaynatib olinadi. Aralashma
gaynaguncha suv hammomida qoldiriladi. Aralashma sovugandan
keyin kolbaga yana spirt-efirli aralashmadan kolba belgisigacha
qo‘shiladi. Kolbadagi aralashma chaygqatiladi, so*ngra filtr qog‘oz
orqali filtrlanadi va gaynab turgan suv hammomida quriguncha
parlantiriladi.

Parlantirib bo‘lgandan keyin kolbadagi qoldiq 10 ml xlorofromda
eritiladi. Rangli reaksiya qilib ko‘rish uchun probirkaga 5 ml
xolesterinning xlorofromdagi eritmasidan solib, 1 ml sirka angidrid
va 4 tomchi H,S0, qo‘shiladi. Yaxshilab aralashtirilgan aralashma
30 minut qorong‘u joyda qoldiriladi. Hosil bo‘lgan rangning
intensivligi optik zichlik kattaligiga qarab aniqlanadi. Optik zichligi
spektrofotometrda 656 nm to‘lqin uzunligida o‘lchanadi. Xolesterin
miqdori kalibrlangan grafikdan aniqlanadi, kalibrlangan grafikni
tuzish uchun xolesterinning standart eritmasidan turli konsentratsiya
olib, rangli reaksiyasi bajariladi va optik zichligi o‘lchanadi.

To*qimadagi xolesterin (mg % da) quyidagi formula bilan

PV,

Bunda: m-namunadagi xolesterin miqdori. mg; V-spirt-efirli
aralashmaning hajmi (25 ml), V -aniqlash uchun olingan spirt-efirli
ekstraktning hajmi (5 yoki 10 ml), V, -xolesterin xloroformdagi
eritmasining umumiy hajmi (10 ml), V, -rangli reaksiya uchun
olingan xolesterinning xloroformdagi eritmasi (5 ml). P-to*qimaning
og‘irligi, g.

Bu metod bilan namunalardagi xolesterinning miqdorini 0,05 dan
0.5 mg gacha aniqlash mumkin.

K=
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Tovuq tuxumi sarig‘idan lesitinni ajratib olish

Lasitin fosfoglitseridlarga (fosfatidilxolinlarga) kiradi. Lesitin
wlizlanganda glitserin molekulasi, ikki molekula yog* kislotasi,
1 kislota molekulasi va azotli asos xolinga ajraladi. Xolinfosfat
Hotasi qoldig'ining hamda tarkibidagi kislotalarining birikishiga
b e va fl-lesitinlarga bo‘linadi.

CH;-0-0C-R,
|
CH-0-0C-R,
_ OH
ﬁ—.—ulOI.—wIOIOEuIOmuIZ|§u
I | T CH;
0 CH;
a - lesitin
CH,-0-0C-R,
| OH
| — OH
glOl%lOlgulgu!Z — CH;
| Il | T~~CH;
0 CH31
CH;-0-0C-R,
f - lesitin

Hunda: R, R, - yog* kislotalarning qgoldiglari.

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; pipetkalar; 100 ml li
i, shisha tayoqcha.

Reaktivlar. 1. Tovuq tuxumining sarig‘i. 2. Etil spirti. 3. Aseton.
MKadmiy xloridning to‘yingan eritmasi (spirtda tayyorlanadi).
Ishning borishi. Stakanga taxminan tuxum sarig‘ining 1/5 -1/6
T.__-___._ solinadi va shisha tayoqcha bilan aralashtirilib turib 10 ml
Wuly spirt qo‘shiladi. Stakandagi suyuqlik sovugandan keyin quruq
iubirkaga filtrlanadi. Filtrat tiniq bo‘lishi kerak.

| esitinning shu spirtli filtrati bilan bir qator reaksiyalari bajariladi.
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1. Aseton bilan cho‘ktirish. Quruq probirkaga 2-3 ml aseton
solingach, lesitinning spirtdagi eritmasidan tomchilab qo*shiladi.
Natijada cho‘kma hosil bo‘ladi, sababi lesitin asetonda erimaydi.

2. Lesitinning emulsiya hosil gilishi. Buning uchun probirkaga
ml lesitinning spirtdagi filfatdan solib, tomchilab distillangan suv
qo‘shiladi. Natijada lesitinning suvdagi turg‘un emulsiyasi hosil
bo‘ladi.

3. Kadmiy xlorid bilan cho‘ktirish. Probirkaga 1 ml lesitinning
spirtdagi eritmasidan solib, tomchilab kadmiy xloridining eritma-
sidan qo‘shiladi. Lesitin kadmiy xlorid bilan birikma hosil qilib, oq
holida cho*kmaga tushadi.

Siydikdagi aseton tanachalarini aniglash

Odam va hayvon to‘qgimalarining tarkibiga kiradigan oliy yog*
kislotalarida uglerod atomlari juft sonda bo*ladi. To*gimalarda oliy
yog* kislotalari parchalanganda yog® kislotasi avval kapron, so‘ngra
moy kislotasiga, u o‘z navbatida ikki molekula sirka kislotasiga
parchalanadi. Bu reaksiyalarni sxematik ravishda quyidagicha
yozish mumkin.

CH, CH, CH,
_ -2H _ +HOH _ -2H
CH, —— CH — CHOH >
_ Il _
CH, CH CH,
_ _ _
COOH COOH COOH

Moy kislotasi Kapron kislotasi  /#- oksimoy kislotasi

CH, CH,
_ +HOH _
— Cc=0 — CHOH
_ ﬁ
CH, CH,
_ _
COOH COOH

Sirka atsetat kislotasi Sirka kislotasi
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Sirka asetat kislota, /2 - oksimoy kislota va asetondan iborat bu
iikmalar kelib chigadigan manba yog* kislotalardir. Normal or-
Janizm qon plazmasida kam miqdorda aseton (keton) tanachalari
Aehraydi. Bir qator kasalliklarda, masalan, qand kasalligida, ya’ni or-
nizmda uglevodlar zaxirasi kamayganda yog*larning oksidlanishi
i8zlashib, keton tanalar miqdori ortib ketadi. Natijada to‘qimalarda va
Ajunda 5 - oksimoy kislotasi va sirka kislotani asetati yig*ila boshlay-
Wi bir gism sirka asetat kislotasi dekarboksillanib, aseton hosil qiladi.
Aseton sirkaasetat kislotasi va p - oksimoy kislotasi, aseton
Yoki keton tanachalari deb ataladi. Aseton tanachalarining qonda va
sydikda ortib ketishi bioximiyaviy metod bilan aniqlanadi.

€
n_.r CH,
= _
e | p —_— CO +CO,
) |
Q_r CH,
COOH Aseton

Sirka asetat kislotasi

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; pipetkalar.
Reaktivlar. 1.Natriy ishqorining 10% li eritmasi. 2.Yodning kaliy
Audddagi eritmasi. 4. Tarkibida aseton bor siydik (0.5 | siydikka 5 ml
wseton qo'shiladi).

Ishning borishi. Aseton ishqoriy sharoitda yod bilan o‘zaro ta’sir
wiib, yodoformasini hosil giladi, buni sariq rangli cho‘kma hosil
bo'lishidan va xarakterli hididan bilish mumkin. Reaksiyani quy-

picha yozish mumkin.
O,

_
£ 04 3),+4NaOH— | CHJ, + CH,COONa + 3NaJ + 3H,0

|
i

75




Probirkaga 1 ml tekshirilayotgan siydikdan solinadi va 1-2
tomchi natriy ishqorining eritmasidan va 3-4 tomchi yodni kaliy
yoddagi eritmasidan solinadi. Reaksiya natijasida sariq cho‘kma va
yodoformaning xarakterli hidi hosil bo‘ladi.

Siydikda sirka asetat kislotasini aniglash

Sirka asetat kislotasining enol formasi, temir xlorid bilan o‘zaro
ta’sir qilib, kompleks birikma hosil giladi, bu birikma olcha qizil
rangni hosil giladi.

Reaktivlar. 1. Temir xloridning 1% li eritmasi. 2.Siydik tarkibida
sirka asetat kislotasi bo*lgan (0.5 | siydikka) 1 g salitsil kislotasi
qo‘shiladi.

Ishning borishi. Probirkaga | ml tekshirilayotgan siydikdan so-
linadi va tomchilab temir xlorid eritmasidan qo‘shiladi. Natijada ol-
cha gizil rang hosil bo‘ladi.

Yog‘larning perekisli sonini aniglash

Yog'lar tarkibidagi kislotalar lipooksidaza va havodagi kislorod,
namlik, yorug‘lik ishtirokida qisman oksidlanadi.

Pereoksidli soni, 100 g yog‘dagi pereoksidlarning miqdorini
ko*rsatib, u yodning gramm miqdori bilan belgilanadi.

Metodning prinsipi. Pereoksidli sonini aniqlash shunga asoslan-
ganki, kislotali sharoitda yog* kislotalarini pereoksidiga kaliy yod
ta’sir etib, reaksiya natijasida yod ajralib chiqadi. Bu reaksiyani quy-
idagicha ifodalash mumkin:

H H COOH H H
1] |
R-C-C-R;+2KJ+2CH:COOH> R-C-C-R;+2CH;COOK + H)0+];
[ 1 \ /
HO OH 0
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Ajralib chiggan yod giposulfit bilan titrlanadi:

2Nu,8,0, +J, — 2Nal + Na,S,0,

Kerakli asboblar: 150-200 ml li kolbalar; byuretka-titrlash uchun;

1 va 2 ml li pipetkalar.

Reaktivlar. 1.Sirka kislota. 2.Kaliy yodning to‘yingan eritmasi:

. alning 1 % li eritmasi. 4.Giposulfitning 0,01 N eritmasi.

~ Ishning borishi. Analitik tarozida 1 g yog* tortib olinadi va 150-
00 ml kolbaga solinadi. Boshqa kolbaga (kontrol) 2-3 ml suv

Auylgladi. Ikkala kolbaga 10 ml dan xlorofrom solinadi va chayqa-

Hludi. Shundan keyin kolbalarga 20 ml sirka kislotasi va 1 ml dan

hully yodni to‘yingan eritmasidan qo*shib yaxshilab aralashtiriladi va

minut goldiriladi. So*ngra ajralib chiqqan yodni 0,01 N giposulfit

imasi bilan sariq rang hosil bo‘lguncha titrlanadi, keyin kolbalarga

mldan | % li kraxmal eritmasidan qo*shib, ko‘k rang yo*qolguncha

Alirlanadi.

Percoksidli soni quyidagi formula bilan hisoblanadi:

(a=b)-T-0,001269-100
H

Bunda: X-pereoksidli soni; a-tajriba namunasini titrlash uchun
surl bo‘lgan 0,01 N giposulfit eritmasining migdori, ml; b-kontrol
mmunasini titrlash uchun sarf bo‘lgan giposulfitning midori, ml; T
* piposulfit eritmasining titri; H - yog‘ning ogirligi, g.

=

Lipidlarning perekisli oksidlanishini aniglash

Lipidlarning perekisli oksidlanishini aniglash malon dialdegidi
Vi tobarbitur kislotalar o‘rtasidagi reaksiyaga asoslangan, ya’ni
Yuqori  temperatura va kislotali pH mubhitida rangli trimetin
mpleksi hosil bo‘ladi. Kompleks 532 nm da o‘lchanadi
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Trimetin kompleksi

Foydalanilgan asboblar: pH —metr, sfektofotometr, sentrifuga.
suv hammomi, tarozilar, dozatorlar.

Kimyoviy idishlar: 0,1 ml hajmdagi 2 dona pipetka, 0.2 ml
hajmdagi 1 dona pipetka, 5 ml hajmdagi 2 dona pipetka, 50ml
hajmdagi kolbalar, 100ml hajmdagi kolbalar, 15 dona probirka.

Reativlar: Triton X-100 1 % li eritmasi; 0,6M HCI eritmasi;
0,06M TBK ishchi ertitmasi; 96 % li spirt; o‘simlik supernatanti;
SmM Trilon B ertitmasi.

Ishchi eritmalar quyidagicha tayyorlanadi

I. 1 % li triton X-100 eritmasini tayyorlash uchun Iml
konsenrtlangan triton X-100ni 99ml 50%li etanolda eritiladi.

2. 0,6M HCI eritmasini tayyorlash uchun 94.9 ml distillangan
suvga S5,1ml 36 % li HCI solinadi.

3. 0,06M TBK ni ishchi eritmasini tayyorlash uchun 864
mg tiobarbitur kislotasini 100 ml 1 % li triton X-100ni 50 %
li etanoldagi eritmasida eritiladi.
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4. SmM trilon B ni eritmasini tayyorlash uchun 84 mg trilon
olib 50 ml distillangan suvda eritiladi.

Lipidlarning perikisli oksidlanishini aniglash uchun quyidagi
ishlar amalga oshiriladi

I Probirkaga 0.5ml supernatantni olib, ketma — ketlikda quyidagi

tmalar solinadi:

2. 0,5 ml triton X-100 1 % li eritmasidan;

1. 0,2 ml 0,6M HCI eritmasidan;

4. 0.8 ml 0,06M TBK ishchi ertitmasidan solindi.

5. Hosil bo‘lgan aralashmani qaynab turgan suv hammomiga
10minut go‘yiladi.

6. 30 minut 15°C da sovutiladi. Hosil bo‘lgan rangni stabilizatsiya
yilish uchun sovugandan keyin 0,2 ml trilon B eritmasidan solinadi.

7. 5-10ml 96 % li etanol solinadi.

K. Kontrol probirkaga hamma eritmalar solinadi (0,06M TBK
shehi ertitmasidan tashqari) .

9. Lipidlarning perikisli oksidlanish mahsulotlarinig to*planishi
~ malon dialdegidining — tiobarbitur kislotasi bilan reaksiyasi
siqali kuzatiladi. 532 nm, € = 155mM™ sm™.

Hisoblash

Lipidlaming perikisli oksidlanishi quyidagicha o‘Ichanadi  (mk
mol/g):
DV,V,

LPO = ﬂ;narao—\mu

I yerda:

D - Na'muna qaytarilishi (solishtirma og‘irlik);

I - O'simlik to‘qimasining og‘irligi — g;

V,- To'gima gomogenatining hajmi —ml;

¥V, Probirkaga solingan gomogenatning hajmi — ml;
V- Probirkadagi na’'munaning oxirgi hajmi — ml;
156 - Mikromolyar qaytarilish koeffisiyent.
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V BOB. UGLEVODLAR Ketonspirt wzilishida keton va spirt guruhi bo‘ladi:

Uglevodlar o‘simlik va hayvon organizmining muhim tarkibiy R
qismlaridan biri hisoblanadi. Odam va hayvonlar organizmida _
uglevodlar miqdori 2% bo*lib, ular Juda ko*p funksiyalarni bajaradi:
1. Uglevodlar organizm uchun asosiy energiyadir. | g uglevodning C=0¢——-—_ keton guruhi
parchalanishida 4,1 kkal energiya ajralib chigadi. 2. Uglevodlar plastik _
funksiyasini bajaradi. Ular hujayralar membranasi, hujayra struktura
komponentlari va nukleoproteinlar, glikoproteinlar, glikolipidlar, bir CH; — OH +—— Spirt guruhi
qator vitaminlar hamda kofermentlar tarkibiga kiradi. Uglevodlar
o‘simliklarda asosan tayanch vazifasini o‘taydi. 3. Uglevodlar Uglevodlar tuzilishi va Xususiyatiga qarab ikkita katta guruhga:
zahirasi oziq moddalar sifatida katta ahamiyatga ega. O‘simliklar

Mlily uglevodlar - monosaxaridlar va murakkab uglevodlar - polisa-
kraxmal, hayvonlarda glikogen uglevodlaming zahira shakli Illarga bo'linadi. Polisaxaridlar ikkita kichik guruhni tashkil

hisoblanadi, zarur bo*lganda sarf qilib turiladi. Jigar va muskullar iadi. Bular molekulyar og'irligi uncha katta bo‘lmagan oligo-
asosan glikogen deposidir. 4. Himoya funksiyasi, bu funksiyani i .

mukopolisaxaridlarning asosiy vakillari: gialuronat kislota, geparin
bajaradi. Gialuronat kislota to*gimalar va hujayralararo biriktiruvchi
to‘qima tarkibiga kirib, ularni yopishtirib turadi. U to*qimalarga
turli xil shikast etakazuvchi moddalarning kirishiga to*sqinlik
qiladi. Geparin hayvon to‘qimalarida (jshar, taloq va boshqalar) qon Monosaxaridlar tarkibidagi uglerod atomi soniga qarab, trioza,
ivishining kuchli ingibitoridir. 44, pentoza, geksoza, geptoza va boshqalarga bo*linadi. Bularning

Uglevodlar kimyoviy tuzilishiga ko‘ra ko‘p atomli spirtlarning umiy formulasi — CN, O. Monosaxaridlar qaytaruvchanlik
aldegidi yoki ketoni hisoblanadi. i

Wilislyatini namoyon qiladi, chunki ularning tarkibida karbonil
& i bor.

%

. . Monosaxaridlarning qaytaruvchanlik xossalari
C +——7— aldegid guruhi

Monosaxaridlar

_ H Hamma monosaxaridlar ishqoriy sharoitda mis, kumush va

han metall tuzlari ionlarini qaytarish xossalarini namoyon qiladi.
CH,OH +———— Spirt guruhi reaksiya monosaxaridlar molekulasidagi aldegid guruhi hisobiga
oyon bo'lib, bu guruh oson oksidlanib, karboksil guruhini hosil
lndi, metall ionlari esa qaytariladi.
I Trommer reaksiyasi. Glyukoza ishqoriy sharoitda mis sulfat
I bilan reaksiyaga kirishib, mis oksidigacha qaytaradi va o‘zi
Ukonat kislotasini hosil qiladi.
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0
&
-~ COONa
| H |
H-C-OH mun_ulo:
¥ Na;80,+2H,0
:oun_lm +S&o.+mz-o.v|m.040|= 2Cu(CH)+
| | \.llb
H-C-0H H-C-0OH Cu:0 HO
|
=|n_n|0m H-C-0H
[ |
CH,OH ~ CH,OH
Glukoza Natriy glyukonat

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; 1 va 2 ml li pipetkalar,
spirt lampasi. N o

Reaktivlar. 1. Glukozaning 1 % li eritmasi. 2. Natriy ishqorining
20 % li eritmasi. 3. Mis sulfatning 5 % li eritmasi. .

Ishning borishi. Probirkaga glukozaning eritmasidan 3-4 ml mo__u
nadi va 1-2 ml 20 % li natriy ishqorining eritmasidan va 2-3 tomchi
5 % li mis sulfat eritmasidan qo‘shiladi. Probirka ehtiyotlik bilan
chayqatiladi. Dastlab boshlanishida mis gidro o_c.).ai.:w m_._O._._
cho‘kmasi, so‘ngra Cu,0 oksidining gizil cho‘kmasi wom__ bo _ma._..

2. Feling reaktivi bilan reaksiyasi. Monosaxaridlar mo__zm._.omwzs
bilan qaynatilganda, bu reaktiv mis oksidigacha qaytariladi va
monosaxaridlar glyukonat kislotasiga oksidlanadi.

7~
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lar. 1. Glukozaning 1 % li eritmasi. 2. Feling reaktivi: Bu

. i eritmadan tayyorlanadi. 1. 500 m| kolbada 34,64 g mis

ACUSO X5H,0) eritiladi va beligisigacha suv qo‘shiladi, 2.
Kolbaga 173 g segnet tuzini solib, 200-250 ml suvda eritiladi

Ll S0 % li natriy ishqori qo°shiladi, so‘ngra kolbaning
Wi suv qo'shiladi. Reaktiv ishlatishdan oldin teng hajmda
tiriladi,

Wi borishi. Probirkaga 3-4 ml 1 % |j glukoza eritmasidan

Wi Vi teng hajmda Feling reaktividan qoshib qaynatiladi, nati-
I8 uksidining gizil cho‘kmasi hosil bo‘ladi.

ridlarni aniqlashda qo‘llaniladigan rangli reaksiyalar

. lov -Molish reaksiyasi.
wkarlar @ - naftol va timol bilan reaksiyaga Kirishib rangli
¢ hosil giladi,
Siktiviar. Glukozaning 1 % I eritmasi, a-naftolning 0.2 %
Itdagi eritmasi, (0,5 g o-naftol 50 ml etil spirtida eritiladi.
lan oldin 5 marta suyultiriladi). Timolning 1 % I spirtli
I, konsentrlangan sulfat kislota.
shiing borishi. 2 probirka olib, ularning har biriga 2 ml
Mning 1 % li eritmasidan solinadi. I-probirkaga 5 tomchi
I a-naftol eritmasidan, 2-probirkaga 5 tomchi 1 % li timol
waldiun qo*shiladi. Ikkala probirkaga ehtiyotkorlik bilan probirka
bo'ylab 2 ml konsentrlangan sulfat kislota qo‘shiladi. Sulfat
Vi shakar eritmasi o‘rtasida birinchi probirkada binafsha
Ikkinchi probirkada qizil rang hosil bo‘ladi.
levanov reaksiyasi, Ketogeksozalar, jumladan, fruktoza xlorid
li van rezorsin bilan qizdirilgan to*q-qizil rang beradi. Bu rang
Iy mahsuloti bo*lgan oksimetilfurfurolga xosdir.
tivlar. Selevanov reaktivi (100 ml 20 % li xlorid kislotada
8 ezorsin eritiladi), glyukozaning 1 % li eritmasi, fruktozaning
“ oritmasi,
iiing borishi. 2 ta probirka olib, 2 ml Selevanov reaktividan
Wudi Ririnchi probirkaga 2 tomchi fruktoza eritmasidan,
el probirkaga 2 tomchi glukoza eritmasidan qo*shiladi. Ikkala

83




probirkani qaynab turgan suv hammomiga 1 -2 minut qoldiriladi.
Fruktoza bor probirkada qizil rang hosil bo‘ladi, glukoza solingan
probirkada esa rang hosil bo‘Imaydi.

Difenilamin reaksiyasi. Ketozalar, jumladan fruktoza ham
kislotali muhitda difenilamin bilan ko‘k rang beradi. Bu reaksiya
fruktozani miqdoriy jihatdan aniqlashda (Kolorometrik usul) ham
qo‘llaniladi.

Reaktivlar. Difenilaminning 20 % li eritmasi, (96 % li spirtda
tayyorlanadi).

Xlorid kislotaning 20 %li eritmasi, fruktozaning 1 % li eritmasi.

Ishning borishi. Probirkaga 1 ml fruktozaning 1 % li eritmasi-
dan olib, unga 0,5 ml difenilamin va 1 ml xlorid kislota qo‘shiladi.
Aralashma gqaynab turgan suv hammomida 5 minut davomida
ushlanadi. Reaksiya natijasida ko‘k rang hosil bo‘ladi.

Pentozalarga reaksiya. Pentozalar o‘simlik va hayvon to‘qimasida
uchraydi. Ular DNK va RNK, ko‘pgina kofermentlar (NAD,
NADP, FAD) tarkibiga kiradi. Bu guruh uglevodlarga riboza va
dezoksiriboza, ksiloza, arabinoza, ribuloza kiradi.

] /0“0 F /n“O CH:OH - /nu“O
mln_uloz mln_uim n_“lo mln_nlnum
mOlmlOm mln_ulom El%lnﬁ =1A_urom
_._IA_HIO: mlmlom mlm...om =|A_u|n=.m
n_u._uom n_..m.._om n_u.uuom ﬁ_u._uom
D-riboza D-dezoksiriboza D-dezoksinboza D-arabinoza

Pentozalar uchun xarakterli reaksiya shundan iboratki, ular
konsentrlangan Kkislotalar bilan qizdirilganda suvni yo‘qotadi va
fur-furolga aylanadi, u orsin bilan reaksiyaga kirishib, yashil rang,
anilin bilan reaksiyaga kirishib, qizil rang beradi.

Pentozalarning anilin bilan reaksiyasi. Reaktivlar. 1.Riboza,
arabinozaning 1-2% li eritmasi. 2. Anilin (CH, NH,). 3.Sirka
kislotasi. 4.Konsentrlangan xlorid kislotasi.

84

3

I orsin bilan reaksiyasi. Reaktivlar. |.Pentozalarning
Il ritmasi. Orsin reaktivi: 0,25 g orsinni 125 ml 30% xlorid
M eritiladi va shu eritmaga 1 ml 10% i temir xlorid
Witlin qoshiladi. Eritma qorong‘i oynali idishda saqlanadi.
g borishi. Probirkaga 1-2 ml orsin reaktivi solib, gayna-
\ (lediriladi va 4-5 tomchi pentoza eritmasi qo‘shiladi,
ko'k rang paydo bo*ladi.

Disaxaridlar

s _._..__3. ikkita monosaxarid molekulasidan bir molekula suv
I chigishi natijasida hosil bo‘ladi. Disaxaridlarning umumiy

.__ w _GM.ZBO__. Disaxaridlarga: saxaroza, laktoza, maltoza,
hozn Kkiradi.

oz .Sm_o_»c_mmm._m:m tashkil qilgan monosaxaridlar o*zaro 1,
..: orqali birikkan. Unda erkin glyukozid gidrogsil guruh yo‘q.
Mg uchun u Trommer reaksiyasini hosil ﬁ__:mw&.

Saxaroza
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Feling suyuqligini qaytarmaydi. Saxaroza kislota bilan gizdirilsa
yoki unga saxaraza fermenti ta’sir ettirilsa, glyukoza va fruktozagacha
parchalanadi.

Maltoza. Parchalanganda ikki molekula o-D-glyukopiranoza
hosil bo*ladi. Ular 1:4 bog* bilan birikkan bitta glyukoza qoldig‘ida
glyukozid gidrogsil saqlagan bo‘lgani uchun, maltoza qaytarish
Xususiyatiga ega. Maltoza tabiatda erkin holda bo‘Imaydi, u kraxmal
va glikogen tuzilishidagi asosiy element bo‘lib, ularning gidrolitik
parchalanish natijasida oshqozon-ichak yo‘lida hosil bo*ladi.

Maltoza ferment ishtirokida gidrolizlanib, ikki molekula glyukoza
hosil giladi. Glyukozaning gidroqgsil guruhi ochiq bo*lganligi sababli
maltoza qaytaruvchanlik xususiyatiga ega.

CH,0H CH,OH
_ |

5S¢ o 3¢ o
H /H H H H
_ _” 4 _“
i€ €-0- c
_ _
oH \ OH H OH

un ﬁ.u un n.~

_ | [ |

H OH H OH

Maltoza

Laktoza, sut shakari - disaxarid bir molekula D-glukoza va bir
molekula D-galaktozadan tuzilgan bo‘lib, galaktozaning birinchi
uglerod atomi bilan glyukozaning to‘rtinchi uglerod atomi orqali
birikkan. Laktoza tarkibidagi glukozada erkin glukozid gidroksil
bo‘lganligidan qaytaruvchanlik xususiyatiga ega.
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OH

5 ia
Laktoza

Idlarning qaytaruvchanlik xususiyatini tekshirish
wkliviar. 1 Maltozaning 2 % li eritmasi. 2.Laktozaning 2 % li
WAl § Saxarozaning 2 % li eritmasi. 4.Natriy ishqorining 30 %
WSl 5. Mis sulfatning 5 % li eritmasi.
Wt borishi. Uchta probirka olib, 3-4 ml maltoza, laktoza,
eritmasidan solinadi va Trommer reaksiyasi bajariladi.
Vi laktoza qaytaruvchanlik xususiyatini namoyon qiladi, bu
_ da qizil cho*kma hosil bo‘ladi. Saxaroza yuqorida aytib
ek, bu hususiyatni namoyon gila olmaydi, shuning uchun
er reaksiyasini hosil gilmaydi.
higa bir probirkaga | ml saxarozaning 1 % li eritmasidan olib,
U ign 3-4 tomchi konsentrlangan sulfat kislotasidan qo‘shiladi.
] I qaynab turgan suv hammomiga 10-15 minut ushlanadi,
I uning ustiga 1 ml 30 % li natriy gidroksid eritmasidan va 3-4
Whl 5 % 1i mis sulfat eritmasidan qo*shib qizdiriladi. Probirkada
| yoki qizil rang hosil bo*ladi. Chunki gidroliz natijasida hosil
monosaxaridlar qaytaruvchanlik hususiyatiga ega bo*ladi.

-

Polisaxaridlar

lisaxaridlar yugori molekulyar birikmalar bo‘lib. Kislotalar
| lormentlar bilan gidrolizlanganda oligosaxaridlar bilan mo-
Illarga parchalanadi. Har bir monosaxarid qoldig*i yoni-
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dagi monosaxarid bilan o‘zaro glikozid bog‘lar bilan birikkan.
Shuning uchun ulami poliglikozidlar deb ham ataladi. Bir xil
monosaxaridlardan tashkil toptan polisaxaridlar gomopolisaxaridlar
deyiladi. Gomopolisaxaridlar tarkibidagi monosaxaridlar qoldiq-
larining tabiatiga qarab har xil bo‘ladi (kraxmal, glikogen, selluloza).
Agar polisaxaridlar tarkibida turli monosaxaridlar bo‘lsa, ular
geteropolisaxaridlar deyiladi. Geteropolisaxaridlar tarkibida ba’zan
boshqa moddalar (aminokislota, yog*, ogsil va hokazo) ham uchraydi.
Geteropolisaxaridlarga mukopolisaxaridlar, gemitsellulozalar va
boshqalar kiradi.

Kraxmalning yod bilan reaksiyasi

Kraxmal uchun xarakterli reaksiya - yodni kaliy yoddagi
eritmasi bilan ko‘k rang hosil gilishidir. Kraxmalni yodli reaksiyasi
- murakkab jarayondir, natijada hosil bo‘layotgan rang kraxmalning
tuzilishiga bog‘liq. Kraxmal ikki xil polisaxarid - amiloza va
amilopektin aralashmasidan iborat. Amiloza molekulasi 1000-6000
- D=glyukoza qoldiglaridan tuzilgan bo‘lib, ularning 1.4=glyukozid
bog* orqali bog‘langan molekulasi tarmoglanmagan formaga ega.
To‘la gidrolizlanganda D-glukoza molekulalariga parchalanadi.
Amiloza suvda eriydi va yod ta’sirida to’q ko‘k rangni beradi.
Amilopektin ham juda ko‘p D-glukoza qoldiglaridan tashkil toptan
bo‘lib, amilozaga o*xshab 1,4-glukozid bog‘lari bilan bog'langan.
Ammo amilopektin zanjiri juda tarmoglangan bo‘lib, tarmoqlangan
gismi 1,6 glyukozid bog‘lari bilan bog‘langan. Amilopektin ham
to‘la gidrolizlanganda D-glukoza molekulalariga parchalanadi.
Amilopektin suvda erimaydi, u suvda shishadi va kleyster hosil
qiladi. yod ta’sirida u binafsha rangni hosil giladi.

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; 1,2 ml li pipetkalar.

Reaktivlar. 1.Kraxmalning 1 % li eritmasi. 2.Yodning kaliy
yoddagi eritmasi: 500 ml suvda 20 g kaliy yod va 10 g yod eritiladi.
3 Natriy gidroksidining 10% li eritmasi. 4.Etil spirti.

Ishning borishi. Probirkaga 2-3 ml kraxmal eritmasidan va 3-4
tomchi yodni kaliy yoddagi eritmasidan solinadi, natijada ko‘k rang
hosil bo*ladi. Shu probirkadagi suyuqlik uchta probirkaga bo‘linadi:
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probirkaga 1-2 ml natriy gidroksidining eritmasidan, ikkinchi
i 2<3 ml etil spirti solinadi, uchinchi probirka esa qizdi-
i Hamma hollarda ham ko‘k rang yo*qoladi. Uchinchi probirka
Aidan so'ng yana ko'k rang hosil bo‘ladi. Kraxmalning yod
hosil gilgan kompleksi spirt, ishqor, yuqori haroratga nisbatan
i bo'lib, yod bilan gipoyoditlarni hosil giladi.

Kraxmalni gaytaruvchanlik xossalarini aniglash

I asboblar: probirkalari bilan shtativ; 1,2 ml li pipetkalar;
momi.

ktiviar. | Kraxmalning 1 % li eritmasi. 2.Konsentrlangan sul-
Iot. 3 Natriy gidroksidining 20 % li eritmasi. 4.Mis sulfatning
I eritmasi.

IWlining borishi. Ikkita probirkaga 4-5 ml kraxmal eritmasi soli-
il Wirinchi probirkaga 3-5 tomchi konsentrlangan sulfat kislota,
Whi probirkaga esa shuncha miqdorda suv qo‘shiladi. Ikkala
Itk 10-15 minut qaynab turgan suv hammomiga qo‘yiladi.
Aigandan keyin Trommer reaksiyasi bajariladi. Birinchi probirkada
I oksidining qizil cho'kmasi hosil bo‘ladi, bu esa kraxmalni
e litik parchalanib, qaytaruvchanlik hususiyatiga ega glukoza hosil
Apanligini ko‘rsatadi. Ikkinchi probirkada esa Trommer reaksiyasi
% bermaydi, chunki kraxmal gidrolizlanmagan, shuning uchun u
fruvehanlik xususiyatiga ega bo*lgan glukoza hosil qilmagan.

L

mruvehanlik xususiyatiga ega bo‘lgan shakarlarni Bertran
usulida aniqlash

Oaytaruvechanlik Xususiyatiga ega bo‘lgan qandlar ishqoriy
oltdn mis ionlari bilan reaksiyaga kirishib mis (1)-oksidini
iladi. Hosil bo‘lgan mis (1)-oksidi tegishli ravishda suv bilan
lgandan so‘ng sulfat kislota bilan nordonlashtirilgan temir (111)
Jllut tzi eritmasi ta’sir ettiriladi. Bunda mis (1)-oksidi mis (I1)-
. “_._u__.ﬂ_m_%_asn&. Temir (1lT)-oksidi esa. temir (II)-oksidigacha
i ladi,
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Reaksiya quyidagicha boradi:

CuO + qaytaruvchan shakar — Cu,0 + oksidlangan shakar

Cu,0 + Fe(SO)), + H,SO, — 2CuSO, + 2FeSO, + H,0

Qaytarilgan temir (IT)-oksidining miqdori, permanganat eritmasi
bilan titrlanib aniglanadi.
10Fe,SO,+2K,MnO,+8H,SO, = 5Fe,(SO,),+K,SO,+2MnSO,+8H,0

Bu tenglamadan 1 ml kaliy permanganat eritmasi 10,05 mg mis
miqdoriga teng.

Ishning borishi. O*simlik materialidan 5-10 gramm (tarkibidagi
uglevodlarning miqdoriga qarab) tortib olinib, chinni hovonchada
shisha kukunlari yordamida bir xil massa hosil bo‘lguncha eziladi.
So‘ngra 50 ml suvni 2-3 bo‘lib hovonchaga quyiladi va massa
100 ml gacha belgilangan o‘lchovli kolbaga o‘tkaziladi. Suvning
oxirgi hajmi bilan hovoncha yuviladi va u ham kolbaga quyiladi.
Keyin kolbani harorati 70-80° bo‘lgan suv hammomida 20-30
minut ushlanadi. Kolba sovigach aralashma tarkibidagi uglevodlarni
aniqlashga to*sqinlik giladigan ogsil va boshqa moddalar aralashma
tiniq rangga kirguncha qo‘rg‘oshin asetat tuzidan oz-ozdan (0,5-
1 ml) qo‘shib cho‘kmaga tushiriladi. Ortigcha qo‘rg‘oshin esa
to‘yingan natriy sulfat yordamida yo‘qotiladi. (Oq quyqum hosil
bo‘lish to‘xtagunchaga qo‘shiladi). Keyin aralashma filtrlanadi
va 1-2 marta issiq suv bilan yuviladi. Filtratning umumiy hajmi
100 ml ga etkaziladi. Filtrat tarkibidagi eruvchan shakarlar
quyidagicha aniglanadi. Kolbaga 5-20 ml (tekshirayotgan eritmadagi
uglevodlarning oz-ko‘pligiga qarab) filtrat quyiladi. Shakarlarni
aniqlash usuli olinayotgan eritmalar ma’lum hajmda bo*lishini talab
qiladi. Shuning uchun agar filtratdan 5 yoki 10 ml olinsa. tegishli
ravishda 15 yoki 10 ml distillangan suv qo‘shib, umumiy hajmni 20
ml ga etkazish kerak. Filtratga 20 ml A va B reaktividan qo‘shiladi.
Aralashma gizdiriladi va aniq 3 minut davomida qaynatiladi.
Natijada qizil mis (I) oksidi cho’kmaga tushadi. Agar u rangsiz
bo‘lsa tekshirishga olinadigan filtratni kamaytirish kerak. Probirka
sovigach eritma shisha filtrga asta - sekin quyiladi. Keyin kolbadagi
cho‘kma bilan shisha filtrdagi cho‘kma sulfat kislotadagi temir sulfat
tuzi yordamida eritiladi. Cho‘kma eritilgandan so'ng kolba va shisha
filtr distillangan sovuq suv bilan nordon reaksiva yo‘qolgungacha
yuviladi. So*ngra kolbadagi suyuqlik kaliy permanganat yordamida
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whitl rang hosil bolguncha titrlanadi.
Ll :a::1 wmamn_.mm: 0,IN kaliy permanganat hajmini mis
' ko'paytiriladi va jadvaldan shakarlar miqdori aniqlanadi.
hatlar foizi quyidagi formula bo*yicha aniqlanadi.
_a V100
v,-H

(tran jadvali buyicha topilgan (olingan hajm tarkibidagi)

i migdori;

A0 simlik materialidan olingan aralashma hajmi; V -Shakarni
I uchun olingan eritma hajmi; :

) simlik materiali gramm hisobida.

X

Jadval
milligrammlariga teng bo‘lgan eruvchan shakarlar
miqdori (Bertran bo‘yicha)

Mis Glukoza Mis Glukoza Mis
204 37 72,0 64 119.6
224 38 73,8 65 121,3
1 243 39 75,7 66 123,0
1] 20,3 40 77,5 67 124,7
" 28,3 41 79,3 68 126,4
K} 30,2 42 81,1 69 128,1
16 322 43 829 70 129.8
34,2 44 84,7 71 131,4
36,2 45 86,4 72 133,1
38,1 46 88,2 73 1347
40.1 47 90,0 74 136,3
42,0 48 91.8 75 137.9
21 439 49 93.6 76 139,6
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23 458 50 95.4 7 141,2
24 47.7 51 97.1 78 142.8
25 49,8 52 98,9 79 1445
26 515 53 100,6 80 146,1
27 534 54 1023 81 147,7
28 55.3 55 1041 82 1493
29 572 56 105.8 83 150.9
30 59.1 57 107,6 84 152,5
31 58 109.3 85 154,0

32

62,8

59

1Ll 86

155,6

i3

64.6

60

1128 87

157,2

hiriladi.

Oitigeha K| [Fe(CN), | giposulfat yordamida titrlanadi.
2K [Fe(CN) J+KJ — 1, +2K, [Fe(CN),];

J, tNa,$,0, — Na_S,0,+2NaJ
&_:rouu -qonning doimiy tarkibiy qismi hisoblanadi. Glukoza
mgn ichak orqali kelib tushadi. Odam gonida normada 80 dan 120
% atrofida bo*ladi. Turli gishloq xo*jalik hayvonlari qoni tarkibi-

34

66,5

61

114,5 88

158.8

35

68,3

62

16,2 89

160,4

36

70,1

63

117.9 90

162.0

Reaktivlar: 1. A reaktivni-mis sulfat eritmasi, 40 g sulfat (CuSO,
* 5H,0) 1 L distillangan suvda eritiladi. 2.B reaktivi-Segnet tuzining
ishqorli eritmasi. 200 g segnet tuzi (C,H,O, KNa » 4H,0) va 150
g NaOH ILdistillangan suvda eritiladi. 3.Permanganat eritmasi 5
g kaliy permanganat | L distillangan suvda eritiladi. Bunda 1 ml
eritma 10 mg mis miqdoriga to‘g‘ri keladi. 0,1 N permanganat
eritmasi ishlatilsa (3,16 g KMnO), | ml eritma 6,36 mg misga
to'g‘ri keladi. 4.50 g Fe(SO,), va 200g (108 ml) konsentrlangan
sulfat kislota aralashtirib, distillangan suv bilan 1 L ga etkaziladi.

logik suyuqliklarda glyukoza miqdorini Xagedorn-Iensen
metodi bilan aniqlash

M usul yordamida turli xil biologik ob’ektlar tarkibidagi glukoza
i boshga gaytaruvchanlik xususiyatiga ega bo‘lgan shakarlami
wiglash mumkin. Reaksiya natijasida shakarlar ishqoriy sharoitda
sidlanib, qizil qon tuzi (kaliy ferritsianid), sariq qon tuzi (kaliy
vlsatsiano-(1)-ferrat) gacha qaytariladi.

- 2K, [Fe(CN),]+CH,,0,+3KOH — 2K [Fe(CN) ]+ C H,,0,+2H,0
osil bo*lgan K, [Fe(CN),] esa rux sulfat yordamida cho‘kmaga

i plukozani migdori quyidagicha, mg %:

Sigirlarda.................60-80
o'y va echkilarda.............40-65

Quyonlarda........
Oushlarda.....

ceeeeeeeee 100-200
S— 1) 2 )
Kaorakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; 0, 1, 2, 5, 10 ml li
petknlar; suv hammomi; diametri 3-4 sm li voronkalar; 1-2 ml li
wikiobyuretkalar; filtr qog‘oz.
IReaktivlar, Ogsillarni cho‘ktirish uchun: rux sulfatning 0,45 % li
masi; natriy gidroksidining 0,1 N eritmasi - bu ikki reaktiv aral-
iwhimasi ogsillarni cho‘ktirish uchun ishlatiladi; natriy oksalatning 5
4 i eritmasi (mikropipetkalarni yuvish uchun ishlatiladi).
Clukozani aniglash uchun. 1. Geksatsian = (III)-ferrat eritmasi:
eritmani tayyorlash uchun 1,65 g perekristallangan K [Fe(CN,)]
i 10,6 g suvsiz natriy karbonatni 1 litrli kolbada eritiladi va kolbani
wlpisigacha suv qo‘shiladi. Eritma qorongi oynali idishda sovugq
siglanadi. 2. Xlor = rux = yod eritmasi: bu eritmani tayyorlash
in 10 g rux sulfat, 50 g natriy xlorid va 5 g kaliy yodat 200
il kolbada eritiladi. 3. Sirka kislotasini 3 % li eritmasi. 4. Natriy
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tiosulfatning 0,005 N eritmasi. 5. 1 % li kraxmalni to‘yingan natriy
xlorid eritmasida tayyorlanadi. 6. Quyon qoni, qon ivib qolmasligi
uchun 10 ml qonga 0,01 g natriy oksalat tuzidan qo‘shiladi.

Ishning borishi. Ogsillarni cho‘ktirish va ajratish. Qon ogsillari
rux gidroksidi bilan gaynatilib cho‘kmaga tushiriladi.

Buning uchun avval rux gidroksidi tayyorlab olinadi. To‘rtta
belgilangan probirkalarga 5 ml rux sulfat eritmasidan va | ml
natriy gidroksidi eritmasidan solinadi, bunda probirkalarda rux
gidroksidining cho‘kmasi hosil bo‘ladi. So‘ngra ikkita probirkaga
mikropipetka yordamida (mikropipetkalar natriy oksalat eritmasi
bilan yuvilgan bo‘lishi kerak) 0,1 ml dan qon solinadi. Qolgan
ikkita probirkaga 0,1 ml dan distillangan suv quyiladi, bu namunalar
kontrol hisoblanadi. Hamma probirkalar 3 minut qaynab turgan suv
hammomiga qo‘yiladi. Natijada qon ogsillari cho‘kmaga tushadi.
Probirkalardagi suyugqliklar filtrlanadi, cho‘kma 2 marta 3 ml
distillangan suv bilan yuviladi. Hosil bo‘lgan filtrat tiniq rangda
bo‘lishi kerak.

Glukozani aniglash. Qonni ogsilsiz filtratlarga va kontrol
namunalarga 2 ml dan kaliy geksatsian (111) ferratning sodali
eritmasidan qo‘shiladi, so‘ngra qaynab turgan suv hammomida
15 minut gizdiriladi. Sovugandan keyin har bir stakanga 3 ml dan
xlor-rux-yodli eritmasi va 2 ml dan sirka kislotasining eritmasi
qo‘shiladi. Probirkadagi suyuqlik ajralib chiggan yod ta’sirida sariq
rangga kiradi. Hamma probirkalarga 2 tomchidan kraxmal eritmasi
qo‘shiladi va natriy tiosulfat eritmasi bilan ko‘k rang yo*‘qolguncha
titrlanadi. Titrlanish uchun sarf bo*lgan natriy tiosulfatning hajmi
ma’lum bo‘lgach, jadval yordamida glyukoza miqdori aniqlanadi.

Tajriba bo‘yicha topilgan sondan kontrol bo“yicha topilgan
sonning ayirmasi tekshirilayotgan eritma tarkibidagi qaytaruvchanlik
Xususiyatiga ega bo‘lgan uglevodlar migdorini beradi. Tekshirish
uchun olingan eritmaning umumiy hajmidagi uglevodlar miqdori
hisoblanadi. Uglevodlarning foiz miqdori quyidagicha topiladi.

_a-100
H

X

Bunda: a- tekshirilayotgan material tarkibidagi uglevod miqdori;
H - olingan materialning miqdori.
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wniladi.

siyugligidan qo*shiladi.
Wshiriladi va 6 minut d

Qaytaruvchan shakarlarni Berr usulida aniqlash

B usul yordamida tekshirilayotgan o‘simlik materialida juda
miqdordagi (0,1-0,9 mg) shakarni ham aniglash mumkin.
usulida ham Bertran usulida qo‘llaniladigan reaktivlardan

~ Ishning borishi. Tekshirilayotgan eritmadan 3 ml olib, sentri-
g probirkasiga quyiladi, unin

g ustiga yangi tayyorlangan Feleng
Probirka gaynab turgan suv hammomiga

avomida qaynatiladi. Vaqt tugagach tezda
(| suy yordamida probirkalar uy haroratigacha sovitiladi. Bunda
obirka tagiga qizil cho‘kma tushadi. Hosil bo‘lgan cho‘kma
inutiga 2000 ayl/min 2-3 minut sentrifugalanadi, cho‘kma ajratib
. Cho‘kma 3-5 ml temir (I)-sulfat eritmasi bilan eritiladi.
A0'hgra 0,01 N kaliy permanganat eritmasi bilan eritiladi. So‘ngra

) N kaliy permanganat eritmasi yordamida titrlanib eruvchan

Mhikarlar miqdori jadval bo‘yicha aniqlanadi. Sarflangan kaliy

Anganat eritmasining 1 ml misning 1 mg ga to‘g‘ri keladi. Shu
YO'l bilan topilgan mis miqdoriga qarab jadvaldan qaytaruvchan
shakar miqdori topiladi (jadval).

L1 ml qondagi glukozaning miqdori, mg (Xagedorn bo‘yicha)

0,00 001 [ 002 | 0,03 | 0,04 005 [ 006 [ 0,07 | 008 | 0.009
0,385 [ 0,382 | 0,379 | 0,376 | 0373 0370 | 0,367 | 0,364 [0,361 [ 0,358
0,355 | 0,352 | 0,350 | 0,348 | 0,345 0348 [ 0,341 | 0,338 (0,336 0,333
0331 {0,329 | 0,327 | 0,325 | 0,323 0321 [ 0,318 | 0316 | 0314 | 0312
0310 [ 0,308 | 0,306 | 0,304 | 0,302 0,300 | 0,298 | 0,296 | 0,294 0,292
0,290 | 0,288 | 0,286 | 0,248 0,282 | 0,280 | 0278 | 0,276 | 0,274 0272
0270 [ 0,268 | 0,266 | 0,264 | 0,262 0260 | 0,259 [ 0,257 (0,255 0,253
0,251 [ 0,249 | 0,247 | 0,245 | 0,243 0241 [ 0,240 | 0238 0,236 | 0234
0,232 0,230 | 0,228 | 0,226 | 0,224 0,222 0221 | 0,219 (0217] 0215
0213 {0211 ] 0,209 | 0,208 | 0,206 0,204 | 0202 | 0,200 0,199 | 0,197
0,195 [ 0,193 [ 0,191 | 0,190 | 0,188 0,186 [ 0,184 | 0,182 [0,181] 0,179
0,177 [ 0175 | 0,173 | 0,172 0,170 | 0,168 | 0,166 | 0,164 |0,163 0,161
0,159 {0,157 | 0,155 | 0,154 | 0,152 0,150 | 0,148 | 0,146 | 0,145 | 0,143
0,141 | 0,139 | 0,138 | 0,136 | 0,134 0,132 [ 0,131 | 0,129 [0,127] 0,125
0,124 1 0,122 | 0,120 [ 0,119 | 0,117 0,115 [ 0,113 | 0,111 [0,110] 0.108
0106 0,104 | 0,102 | 0,101 | 0,099 0,097 | 0,095 [ 0,093 [ 0092 0,090
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0,088 | 0,086 | 0,084 [ 0,083 | 0,081 | 0079 [ 0077 [ 0,075 [0,074] 0,072 L bani harorati 80-90°C bo‘lgan suv hammomiga tushiriladi va
L b nac fo sl 8 e gt divonida lirasiya ilinadi. So'ngra kolbani sovi,
0,043 | 0,032 | 0,031 | 0,029 | 0,027 | 0,025 | 0,024 | 0,022 | 0,020 | 0,019 11 'oshin asetatning 10 % li eritmasidan 5-6 ml qo‘shiladi. Bunda
0017 | 0,015 | 0,014 | 0,012 | 0,010 | 0,008 | 0,007 | 0,005 | 0,003 | 0,002 tozani aniqlashga xalaqit beradigan boshqa moddalar cho‘kmaga
i,

Mis miqdoriga teng bo‘lgan glukoza miqdori (mg da) (Berr Kolbadagi suyuqlikni yaxshilab aralashtirib suv bilan chiziqgqacha

bo‘yicha) o' ldiriladi va filtrlanadi.

Glukoza | Mis | Glukoza | Mis | Glukoza | Mis | Glukoza | Mis Filtiartdan 50 ml li kolbaga 5 ml olib, ustiga 5 ml rezorsinning
pintli eritmasidan va 15 ml xlorid kislotaning 30% li eritmasidan
W'shiladi, Kolbadagi suyuqlikni yaxshilab aralashtirib, 80°C
02 0.80 2.80 225 5.00 6,00 mroratli suy hammomiga 20 minutga qo‘yiladi. So‘ngra kolbani
tib rang intensivligini FEK da ko‘riladi. Bunda yashil yorug‘lik
filirdan (540 nm) foydalaniladi. Fruktoza miqdorini aniglash uchun
0.4 275 7.00 standart eritmalar yordamida kalibrovka chizig‘i grafik sifatida

0,1 0,55 110 2,60 2,00 4,30 5,50

0,3 3,00 2,50 6,50

iladi. Standart eritmadan hajmi 50 ml li kolbalarga 0,5; 1,0; 2.0;

0,5 3,00 7,50 M 4.0: 5.0 ml dan quyiladi. Ularning ustiga tegishli ravishda 4.5;
¥ 500 4.0, 3,0; 2,0; 1,0; 0,1 ml distillangan suv quyiladi. So‘ngra barcha
' i Kolbalarga S ml rezorsin eritmasi va 15 ml xlorid kislotaning 30 %
9,00 I eritmasidan qo‘shib, harorati 80-50°C bo‘lgan suv hammomida

0:00 ) min. davomida saqglanadi. Vaqt tugagach kolbalar sovitilib hosil

) lgan rang intensivligi FEK da o‘lchanadi.

Saxaroza miqdorini aniglash

iqlash
g s - Saxaroza o‘simliklarda keng tarqalgan shakarlardan hisoblanadi.
Fruktoza ko‘pchilik mevalarning tarkibida uchraydi. Fruktoza A1 quytaruvchanlik xususiyatiga ega emas. Saxarozani kimyoviy

: in bil Ksi irishib i birik Isulda aniglash uchun turli xil gidroliz usullaridan foydalaniladi.
nmm_o“:wﬁa_am SR S Todenyaah sk vngie bivkma toza odatda fermentativ yoki kislotali gidroliz yo'li bilan

Reaktivlar: rezorsinning spirtli eritmasi (lg rezorsin 1 L 25 pioza va m_zxoﬁn_m_m%m u&aru_mam&ro“mﬁozn mahsuloti Emo.ﬂ
% li etil spirtida eritiladi). Xlorid kislotaning 30 % li eritmasi. lpan  monosaxaridlarning - qaytaruvchanlik - xususiyatiga qara

Fruktozaning standart eritmasi. 100 mg fruktoza 100 ml benzoat . u...sua:_:m.S_aﬁﬂwn_rmn_a_m_:umr -l b el
kislotaning suvda to‘iingan eritmasida eritiladi va sovitgichda Axarozani suvli ekstraktlarda aniqlash birmuncha giyin, chunki

saglanadi. Shu eritmadan 10 ml olib 100 ml suvda suyultiriladi. Niniday ekstrakt tarkibida boshqa yuqori molekulali polisaxaridiar

Ishning borishi. 5-20 g o‘simlik materialidan olib, chinni hovon- 5 3 _g_c dib. .:.mam.-:% mw_a_da_mﬁmmn_ﬂ_..: _ﬁamﬂc_wm_am.ﬂﬂs_ Mnﬂw_,:eﬁo_._w:
chada bir xil massa hosil bo‘lguncha shisha kukunlari yordamida 10- likarlar hosil bo®la 1. Bunday suvli ekstraktlarni filtrlash birmuncha
20 ml suv bilan eziladi. So‘ngra hajmi 200 ml li kolbaga quyiladi. Iyindir. Shu sababli saxarozani aniqlashda spirtli ekstraktlardan
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foydalanish tavsiya gilinadi.
Reaktiviar: Bertran usuli bo‘yicha shakarlarni aniqlashda
qo‘llaniladigan barcha reaktivlar. Natriy ishqorining 4 % li eritmasi,

xlorid kislota (zichligi 1,19). Metil gizil. uhim polisaxaridlardan hisoblanadi. U aynigsa, o‘simliklar donida
Ishning borishi. Tekshirilayotgan o‘simlik materialidan 10-25g 'p bo'ladi. Ko'p yillik o‘t o‘simliklarda esa er ostki organlarida
olib, chinni hovonchada shisha kukunlari bilan bir xil massa hosil ‘planadi.
bo‘lguncha 5-10 ml 96 % li etil spirti yordamida eziladi. So‘ngra Hamma o°simliklarda - suv o‘tlardan yuksak o‘simliklargacha
ezilgan massa hajmi 200 ml li kolbaga quyiladi. Chinni hovoncha intez jarayonida xloroplastlarda hosil bo‘ladigan uglevodlar
yana 10-15 ml spirt bilan yuviladi va u ham kolbaga quyiladi. hevosita kraxmalga aylanadi. Kraxmal ikki xil birikmadan, ya’ni
Ekstraksiya uchun olingan spirtning konsentratsiyasi 75-80 % amiloza va amilopektindan tashkil toptan. Amilopektin yod ta’sirida
dan oshmasligi kerak. Kolbadagi ekstrakt 75-80°C haroratli suv binafsha hamda qizg'ishbinafsha rangga kiradi.
hammomida 30 minut davomida ushlab turiladi. Keyin u boshqa Amiloza esa yod ta’sirida ko‘karadi. Kraxmalni aniqlash usulari
kolbaga filtrlanadi. Qolgan material yana 1-2 marta spirt yordamida ning yod bilan hosil gilgan rangining intensivligini aniglash yoki
ekstraksiya qilinadi va hamma ekstraktlar birlashtiriladi. Ekstraktlar Kislotali va fermentativ gidroliz natijasida hosil bo‘lgan glukoza
tarkibidagi spirt maxsus sovitgich va suv hammomi yordamida migdorini  aniglashga asoslangandir. Yuqoridagi usullardan har
haydaladi (vakuum ostida). Kolba tagida qolgan spirtli ekstrakt birining o‘ziga xos salbiy tomonlari mavjud. Masalan, kraxmalni
suv bilan chiziqqacha to‘ldiriladi. Tayyorlangan ekstraktdan 25 m| yod ta'sir qilib aniglashning yaxshi natija bermasligiga sabab
olib hajmi 50 ml o‘Ichov kolbaga quyiladi va 67-70°C haroratli wmiloza bilan amilopektin yod ta’sirida har xil rang beradi. Amiloza
suv_hammomida 10 minut ushlanadi. So‘ngra kolbaga 1,5 ml hilan amilopektinning kraxmal tarkibidagi miqdori o‘simlik navi
xlorid kislota (zichligi 1,19) qo‘shiladi. Bunda kolbadagi kislota AWtganlariga qarab xar xil bo*lishi mumkin.
konsentratsiyasi taxminan 2% ga yaqin bo‘ladi. Gidroliz 67-70°C Kraxmalni kislotali gidroliz yo‘li bilan aniqlashda o*simlik ma-
haroratda 6-7 minut davom etadi. Gidroliz tamom bo‘lgach kolba tenialidan boshga polisaxaridlarning gidrolizga uchrash xavfi mavjud.
tezda sovuq suv yordamida uy haroratigacha sovitiladi va 4-5 tomchi xmal miqdorini aniglashda Pochinka usuli yaxshi natija beradi.
metil qgizil qo‘shiladi. So‘ngra kolbadagi suyuqlik 4% li o‘yuvchi
natriy bilan to‘qsariq rang hosil bo‘lguncha neytrallanadi. Bunda
ishqorni asta-sekin tomchilab qo‘shish kerak. Neytrallangan eritma
suv yordamida chiziqqacha to‘ldiriladi. Shakar miqdori Bertran

usulida aniqlanadi. Bunda ekstrakt tarkibidagi umumiy shakarlar Hu usul kraxmalni yod bilan kompleks hosil gilishiga asoslangan.
yig'indisi (qaytaruvchan shakarlar saxaroza) topiladi. Saxaroza Hosil bo*lgan kompleks kaliy bixromat yordamida nordon sharoitda

miqdorini aniqlash uchun qaytaruvchan Xususiyatiga ega bo‘lgan £0 va H,0 ga oksidlanadi. Reaksi

ya natijasida yod erkin holda
shakar miqdoridan umumiy shakar ayirib tashlanadi. Ajtaladi. Bu yod giposulfit bilan titrlanib, sarflangan giposulfit
X= 2(A-B) * 0,95;

migdoriga qarab kraxmal miqdori aniglanadi.
X - saxaroza miqdori, mg; Reaktiviar: 1. 0.25 N kaliy bixromat eritmasi (12,3 g K,Cr,0,
A - umumiy shakar, mg; I liteli kolbada 250 ml suv bilan eritiladi va sovigach 800
B - qaytaruvchan xususiyatiga ega bo‘lgan shakar, mg. I konsentrlangan H,S0, qo‘shiladi. Eritma sovigach rangli
Iyankaga quyiladi). 2.Kalsiy nitratning 80 % li eritmasi 200
mm Ca(NO,),*4H,0 250 m| suvda eritiladi. Bu eritmadan 20 %
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Kraxmalni aniqlash

Kraxmal osimliklar tanasida eng kop to‘planadigan va eng

Kraxmal miqdorini Pochinka usulida aniqlash




livas % li eritmalar tayyorlanadi 3. 0,5% yod eritmasi (10 g KI
va 5 g 1) avval hovonchada yaxshilab maydalanadi, so‘ngra 10 m|
distillangan suv bilan o*Ichovli | L kolbaga quyiladi va distillangan
suv bilan chiziqqacha to*ldiriladi. 4. 0,1 N giposulfit eritmasi.

Ishning borishi. Tekshirilayotgan o‘simlik materiali (1 g kar-
toshka, 3 g barg) chinni hovonchada 5 ml 80 % I kalsiy nitrat
eritmasi yordamida gomogen holigacha yaxshilab maydalanadi.
So*ngra hajmi 200 ml li kolbaga ekstrakt quyiladi. Kalsiy nitratning
80 % li eritmasi bilan hovoncha 2-3 marta yuviladi. Kolbadagi
suyuqlikning umumiy hajmi 30 ml dan oshmasligi kerak. Kolba
ustini voronka bilan berkitib elektr plitka ustida 3 minut davomida
asta-sekin qaynatiladi. Bunda kraxmal eritmaga o‘tadi. Kolbani
sovitib voronka yaxshilab yuviladi va eritma boshqa hajmi 100 m] li
o‘Ichov kolbaga quyiladi. So*ngra distillangan suv bilan chizigqacha
to*ldiriladi va stakanga filtrlanadi. Shu filtratdan 5 m] sentrifuga
probirkasiga solinadi. Uning ustiga 2 ml yod eritmasi qo‘shiladi,
yaxshilab aralashtirib 30 minutga qoldiriladi.

Natijada kraxmalning yodli kompleksi cho‘kmaga tushadi.
Cho‘kmadagi yodning migdori 15 % ga yaqin bo‘ladi. Vaqt tugagach
probirka minutiga 4000-5000 tezlikda 5-10 minut sentrifugalanadi,
Cho‘kma yana 5 % li kalsiy nitrat eritmasi yordamida 2-3 marta
yuviladi. Har gal eritma qo‘yilganida kolbadagi cho‘kma yaxshilab
aralashtiriladi. So‘ngra cho‘kma 200 ml li kolbaga 0,2 - 0,3 ml
suv bilan o‘tkaziladi. Probirka esa 3-4 marta distillangan suv bilan
yuviladi (suvning umumiy hajmi 3 ml dan oshmasligi kerak).
Kolbaga 10 ml 0,25 N kaliy bixromatning 85 % li sulfat kislotada
tayyorlangan eritmasidan qo‘shiladi, yaxshilab aralashtirib 15 minut
qaynab turgan suv hammomiga quyiladi. Bunda kraxmal bixromat
yordamida karbonat angidirid va suvgacha parchalanadi. Kolba
sovigach unga 5 ml 20 % li kaliy yodid eritmasidan va 120 m|
suv qo‘shiladi. Bunda kaliy bixromat yodni ajratadi. Ajralgan yod
0,1 N giposulfit eritmasi bilan titrlanadi. Titrlash sariq rang hosil
bo‘lguncha davom ettiriladi, keyin kolbaga 1 ml 0,5 % li kraxmal
eritmasidan qo‘shib, eritma rangi och-havo rang bo‘lguncha titrlash
davom ettiriladi. 1 m1 0,1 N giposulfit eritmasi 0,675 ml kraxmalga
to'g'ri  keladi (Reaksiya boshlanishidan kraxmal tomonidan
adsorbsiya qilingan yod reaksiya natijasiga ta’sir qilmaydi).
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_ I

~ Alohida kontrol titrlash ham o'tkaziladi. Buning uchun hajmi
A0 ml kolbaga 10 ml Kkaliy bixromatning 0,25N eritmasidan, 120
il suv, 5 ml kaliy yodidning 20% li eritmasidan solinadi va 0,
¥ piposulfit eritmasi bilan titrlanadi, Kraxmal miqdori quyidagicha
Wiglanadi,

_0.675-5-T -(a—b,)
H

X

X-kraxmal migdori, % hisobida; b, - 0,1 N giposulfit eritmasining
Wintrol titrlash uchun sarflangan miqdori, ml; a - 0,1 N giposulfit

Asining tajribadagi kraxmalni titrlash uchun sarflangan miqdori
i bekraxmalni cho‘kmaga tushirish uchun olingan hajm (5 ml);
P01 N giposulfit eritmasining titriga tuzatma; H-tajriba uchun
ulingan o' simlik materialining vazni, gramm hisobida.

Kletchatka miqdorini aniqlash

Kyursher va Ganek tomonidan taklif qilingan bu usul o*simlik
witerialidan sirka va nitrat kislotalarning aralashmasidan eriydigan
sldilarni ajratib, qolgan kletchatkani aniqlashga asoslangan.
Reaktiviar:  O'simlik materiali, sirka va nitrat kislotaning
L lashmasi, nitrat kislota (zichligi 1,4) bilan sirka kislotaning 80
' Il eritmasi 1:10 nisbatda (hajmi bo‘yicha) aralashtiriladi. 0.2 M
Yuvehi kaliyni spirtli eritmasi, etil spirti.
- Ishning borishi. O*simlik materialidan | g olib chinni hovonchada
muhilab, bir xil massa hosil bo‘lguncha eziladi. Uni 100-200 m|
| Kolbaga o‘tkazib, ustiga sirka va nitrat kislota aralashmasidan
0 ml quyiladi. Kolbaga sovitkichni ulab, bir soat davomida qum
Wimmomiga quyiladi. So‘gnra sovitib sentrifugalanadi. Chunki bir
i marta qaynoq 02 M o'yuvchi kaliyning spirtli eritmasida
distillangan suy bilan oxirida esa 10 ml etil spirti yordamida
Wviladi. So*ngra cho*kma bir xil og*irlikkacha 105°C da termostatda
tladi. Cho‘kmani og'irligiga qarab kletchatkaning % miqdori
lanadi.
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a-100
H

X- kletchatkaning miqdori, % hisobida, a-tajribada aniglangan
cho‘kma og'irligi, H-o'simlik materiali ogirligi, g.

X =

Glikogen miqdorini aniqlash

Turli xil sut emizuvchilarning jigarida 2 dan 8 % gacha glikogen
bo‘ladi. Jigar glikogenining miqdori oziganing tarkibi va hazm
bo‘lgan ovgatlarning miqdoriga bog‘liq. Agar hayvonlar ratsionida
uglevod kam bo‘lsa, glikogen kamroq yig‘iladi, aksincha ratsionida
ko‘p uglevod bo‘lsa, glikogen migdori ko*p bo‘ladi. Fizik ish jigar
glikogenining kamayishiga olib keladi. Jigar glikogenining migdori
endokrin sistemalari orqali boshgarib turiladi.

Kerakli asboblar: 50, 200 ml li kolbalar; suv hammomi; 1,2, 5
ml li pipetkalar.

Reaktivlar. 1. 2,5 % li xlorid kislotasi. 2. 10 % li natriy ishqori.
3.Quyonning jigari.

Ishning borishi. | g jigarni o‘Ichab olib, 10 ml suvda eziladi. Hosil
bo‘lgan aralashma 200 ml kolbaga solinadi va kolba belgisigacha
distillangan suv quyilib, aralashtiriladi, so‘ngra 5 ml suyuqlik olinib.
gandlar aniqlanadi. Yana 1 g jigarga 15 ml 2,5 % li xlorid kislota
qo‘shib eziladi. Aralashma 50 ml li kolbaga solinadi hamda qaynab
turgan suv hammomida 1 soat qaynatiladi. Sovigandan keyin
suyuqlik 200 ml li kolbaga solinadi va belgisigacha suv quyilib
aralashtiriladi. Keyin esa undan 2 ml olib, 1-2 tomchi 10 % li natriy
gidroksididan qo‘shib neytrallanadi va qandlar miqdori Xagedorn-
Iensen metodi bilan aniqlanadi.

Glikogen miqdorini hisoblash. Gidrolizlangan 1 g jigardagi
aniqlangan glyukozaning mg sonidan, gidrolizdan avval aniqlangan
1 g jigardagi glyukozaning milligramm miqdori ayirib tashlanadi.
Natijada olingan glyukozaning mg dagi ifodasi 0.9 koeffitsientiga
ko‘paytirilib glikogenning miqdori aniqlanadi, ya’ni glikogen va
glyukozaning og'irligi ekvivalent munosabatda bo‘ladi. Jigarda
glikogen 5-6 % atrofida bo‘ladi.
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Pirouzum kislota miqdorini aniqlash
Mg kislotasi metabolik reaksiyalarda juda muhim rol

Woneum  kislota ogsil, lipid va uglevodlar almashinuvida
I Whamiyatga ega. Pirouzum kislotasi qon plazmasi va jigarda

g, muskul to‘qimasida 3,0-3,5 % bo‘ladi. B, vitamin
ganda organizmda pirouzum kislotasi oksidlanishi va kisl-
tlish jarayonlari pasayadi. Natijada miyada va boshqa
" piruvat Kislota to‘planadi. Pirouzum kislotasi siydik
i ib chigadi (sog‘lom odamlarda -1 sutkada 200 mg).
t ivomida siydakdagi pirouzum kislotasi miqdorini aniqlab,
voullar almashinuvi jarayonini bilish mumkin.

Glukoza - 6 — fosfat

it

B +2H ) +NH;
Muotas — Mﬁﬁ»ﬂhﬂ —_— Alanin
-IH +ZH.m 3
s_ _é
Oksaloasstat kislotasi

” m kislotasi kislotali muhitda kaliy yoki natriy bisulfit
.c_-..__:_.ciram_mn__om: n:m&” '

CH; CH;
| | _OH
C=0+KHSO; ——s ¢~

e
| | SO:K
COOH COOH

Itieha kally bisulfit yod bilan bog‘lanadi.
KHSO, +J, + H,0 = KHSO, + 2HJ
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Pirouzum kislotasining bisulfitli birikmasiga ishqor ta’sir ettirilsa,
pirouzum kislotasiga ekvivalent miqdorida bisulfit ajralib chigadi.
Ajralib chikkan bisulfat miqdori yod bilan titrlab aniqlanadi.

Kerakli asboblar: 25 ml li kolba; 1, 2, 10 ml li pipetkalar;
mikrobyuretka.

Reaktivlar. 1.Yodning 0,1 va 0,01 N eritmasi. 2.Kaliy yoki
natriy bisulfatning 1 % li eritmasi. 3.Natriy bikarbonat yoki gidro-
karbonatning to‘yingan eritmasi. 4.Natriy giposulfitning 0,1 N erit-
masi. 5. Kraxmalning 1 % li eritmasi, bu natriy xloridning to‘yingan
eritmasida tayyorlanadi. 6.Oksaloasetat kislotasining 0,1 N eritmasi.
7.Siydik.

Ishning borishi. 25 ml li kolbaga pipetka bilan 1 ml siydik
solinadi, so‘'ng unta 9 ml suv va | ml oksaloasetatning 0,1 N
eritmasidan qo‘shilgach, yaxshilab aralashtiriladi, natijada kalsiy
tuzlari cho‘kmaga tushadi. Kaliy yoki natriy bisulfat eritmasidan 10
tomchi qo‘shib, aralashma chayqatiladi va kolba 15 minut qorong’i
joyga quyiladi. Shundan keyin 10 tomchi kraxmal eritmasidan
qo‘shib, ortigcha bisulfatni yodning 0,1 N eritmasidan ko‘k rang hosil

bo‘lguncha tomchilab qo‘shib bog‘lanadi. Ortiqcha yodni bartaraf

qgilish uchun natriy giposulfitming 0,1 N eritmasidan, to ko'k rang
yo‘qolguncha tomchilab qo‘shiladi, shundan so*ng yodning 0.01 N
eritmasidan (ortigcha giposulfitni bog‘lash uchun) yana ko‘k rang
hosil bo*lguncha qo‘shiladi. Keyin 10 tomchi natriy bikarbonatning
to‘yingan eritmasidan solinadi (ko‘k rang yo‘qoladi) va kolbadagi
suyuqglikni yodning 0,01 N eritmasi bilan mikrobyuretka orqali
qaytadan ko‘k rang hosil bo‘lguncha titrlanadi.

Sutka davomidagi siydik tarkibidagi pirouzum Kkislotasining
miqdori quyidagi formula bilan hisoblanadi.
E-A-001-B

!

Bunda: E-pirouzum kislotasining gramm ekvivalenti; A-titrlash
uchun sarf bo*lgan 0,01 N yod eritmasining miqdori, ml;

0,01 - yod eritmasining normalligi;

E sutka davomidagi siydikning miqgdori, ml;

I -tekshirish uchun olingan siydikning migdori, ml.

X=

104

Glikoliz jarayonini aniglash

_. :.w n:aa..o_.u yo'l bilan parchalanishining mohiyati,
a4 molekula sut T_m_oﬁnmmmm parchalanishi va energiya ajralib
| iborat  bulib, umumiy natijani quyidagicha yozish

Gilukoza + 2ADP + 2P, — 2 laktat + 2 ATP
bu jarayon glyukozadan boshlansa, birinchi bosqichda
Wi bilan ATF geksokinaza fermenti ishtirokida o‘zaro ta’sir
Wikozi - 6 - fosfatni hosil giladi. Glikogenning parchalanishi
boshlanadi, bu reaksiya anorganik fosfor va fosforilaza

| o' lgandan keyingi parchalanish bosqichlari bir xil bo‘ladi.
likolizning asosiy reaksiyalaridan biri fosfoglitserataldegidning
_ Ish reaksiyasi bo‘lib, reaksiya glitserataldegid - 3 -fos-
Wildrogenaza fermenti ishtirokida boradi. Bu ferment murakkab
ho'lib, koferment gismi nikotinamidadenindinukleotiddan

\ _rza_..wcnnm fosfoglitserat - 3 - aldegid NAD" va anorganik
[l Whtirokida o‘ziga xos oksidlanish reaksiyasi orqali 1,3 -
._.._n__-nqa:.om:_uo._m&.

0-PO#H,

CHO A_wuo

| |
:-_n-ofﬁufm <> H-C-OH+NADH+H
_
H;-COPOH, H,-C-0-PO;H,

« difosfoglitserat kislota fosfoglitseratkinaza fermenti ishti-

Wi ADFE bilan perefosforlanish reaksiyasiga kirishadi, reaksiya

Ila 3-fosfoglitserat kislota va ATF hosil bo*ladi.
diy qilib, bu reaksiyalar natijasida fosfoglitserataldegidning

illanish energiyasi bitta ATF molekulasining makroergik fosfat

shaklida to*planadi.




Glitserataldegid - 3 - fosfatdegidrokinaza fermentiga monoyo-
dasetat yoki monobromasetat ta’sir ettirilsa, ferment aktivligini
yo‘qotadi. Inkubatsion aralashmaga monoyodasetat qo‘shilsa
uglevodlarning parchalanish reaksiyasi aldolaza bosqichida to*xtaydi,
chunki to‘plangan 3-fosfoglitserataldegid reaksiyani fruktoza 1. 6 -
difosfat hosil bo‘lishi tomon borishini ta’minlaydi.

0-POsH;
|
CHO COOH
_ Mg” _
H-C-0H + ADP w—— H-C-OH+ATP
| |
CHs— O-PO3H, CH;-0-POsH;

Oldingi reaksiyada, ya’ni fosfofruktokinaza ta’sirida fruktoza - 6
- fosfatdan fruktoza - 1,6 - difosfatni hosil bo‘lish reaksiyasi qayt-
masdir, shuning uchun oksidoreduktazalarning glikolitik reaksiyasini
ingibrlantirilganda fruktoza - 1,6 - difosfat to‘planadi.

Namunalarda glikoliz jarayoni qanday borganligini, inkubatsion
aralashmaga monoyodasetat ishtirokida va uni qo‘shmasdan turib,
fruktoza 1,6 - difosfatning rezorsin bilan hosil qilgan rangning
intensivligi solishtirib ko‘riladi.

Reaktivlar. 1.Fosfat buferi, 0,1 M, pH-7,6. 2.Glikogenning 0.5
% li eritmasi, fosfatli buferda tayyorlanadi. 3. CH,JCOOH ning 0,5
M eritmasi, pH-7.6 gacha neytrallanadi. 4. CC1,COOH ning 6 %
li eritmasi.

Ishning borishi. Glikoliz jarayonida ishtirok etadigan fermentning
manbai sifatida muskul gomogenati qo*llaniladi.

Muskul gomogenatini tayyorlash uchun kalamush so‘yiladi. Mus-
kulni biriktiruvchi yog* to‘qimalaridan ajratiladi va chinni idishga
solib, muz hammomiga qo‘yiladi. So‘ng qaychi bilan maydalanadi
va hosil bo‘lgan massa tortiladi. Tortib olingan muskul bo‘tqasini
gomogenizatsiya qilish uchun gomogenizatorning stakaniga solinadi,
6-7 hajmda (1 g muskul bo*tkasiga 6-7 ml) sovitilgan fosfat buferidan
qo‘shiladi. 1-2 minut gomogenizatsiya gilinadi. Gomogenizatsiya
2° + 4° da olib boriladi. Hosil bo*lgan muskul gomogenati 4 qavatli
doka orqali filtrlanadi va tajriba uchun ishlatiladi.
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Wit uchun uchta probirka olinadi. Birinchi probirkaga muskul

| qo*shmasdan oldin 2 ml trixlorsirka kislotasidan solinadi

Whatsiya gilinmaydi.

i olib borish uchun quyidagi sxema tayyorlanadi

(I3 Glikogen, CHJCOOH, H,0, Muskul
ml

-y

i ml ml gomogenati, ml
0.9 - 0,1 1
0.9 0,1 - 1
] 0.9 - 0.1 1

MIehi va uchinchi probirkalar 90 minut 37°C da termostatda
ibat va qilinadi,
ik r!_.asn_.n: keyin ikkinchi va uchinchi probirkalarga ham 2
tar _._..x_c.a_znm kislotasidan qo‘shiladi hamda shisha tayoqcha
W Aralashtiriladi. 10-15 minutdan keyin uchala namuna filtrlanadi.
hin filtratlar fruktoza - 1.6 - difosfatni aniglash uchun ishlatiladi.
Hiktozadifosfatni aniqlash fruktoza bilan rezotsinni hosil gilgan
W reaksiyaga asoslangan. Buning uchun uchta probirka raqamlar
W belgilanadi. Birinchi probirkaga 1-nomerl filtratdan, ikkinchi
ikapa 2- raqamli filtratdan, uchinchi probirkaga 3-raqamli
ldian 1 ml solinadi. Hamma probirkalarga 0,1 % li rezorsinning
li -_.._...Eam.m eritmasidan 1 ml va 3 ml konsentrlangan xlorid
(solishtirma  ogirligi  1,15) qo'shiladi. So‘ngra shisha
' ‘b bilan aralashtiriladi va 80° suv hammomiga 10 minut
/) i Namunalardagi paydo bo‘lgan rangning intensivligiga
i fruktozadifosfat hosil bo*lganligini bilish mumkin,
Howll bo'lgan fruktozadifosfatning miqdorini aniqlash uchun
l lnngan grafik tuziladi. Grafik tuzish uchun turli miqdordagi
1020 tutuvehi standart eritmalar tayyorlanadi. Asosiy eritmaning
ﬂ I 100 mkg fruktoza saqlaydi. Shu asosiy eritmadan 6 ta
thalarga turli konsentratsiyadagi fruktoza eritmasi tayyorlanadi
Ayidagi ko‘rsatilgan sxema bo‘yicha tayyorlanadi. .

Yumunalardagi rang hosil bo‘lgandan keyi
: yin, spektrofotometr
(o' lgin uzunligida ko*riladi. 0 i
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Probirkalar Fruktoza, H,0, Rezorsin, HC,
Ragami ml ml ml ml
1. 0,2 0.8 1,0 3,0

2. 0.4 0,6 1.0 3,0

3 0.6 0.4 1,0 3,0

4. 0.8 0.2 1,0 3.0

A ¥ 1.0 - 1.0 3,0

6. - 1,0 1.0 3.0

Grafik tuzish uchun namunalarning optik zichligi kattaligini
ordinat o*qiga, abssis o*giga fruktozaning miqdori quyiladi. Tekshiri-
layotgan namunalarning optik zichligiga qarab, grafikdan gancha
miqdor fruktoza borligi aniglanadi.

Namunalardagi fruktoza miqdorini aniqlash uchun, fruktozadifos-
fatning optik zichligi 1,9 koeffitsientiga ko‘paytiriladi. Shundan
keyin grafikdan tajriba namunalaridagi fruktoza miqdori hisoblab
topiladi va namunalardagi glikoliz reaksiyasi ganday borganligi
haqida xulosa yoziladi.

To‘qimalardagi ATP miqdorini aniqlash

ATP energiyaga boy bo‘lgan muhim komponentdir. Makroergik
bog‘lari, ya'ni ortofosfat orasidagi pirofosfat bog*lari uzilganda har
biri 1 mol hisobiga 7000-8000 kal energiya ajratadi.

Hujayradagi ATP juda ko*p metabolik jarayonlarda ishtirok etadi.
Masalan, juda ko‘p fermentativ reaksiyalar ATP ishtirokida boradi:
fosfofruktokinaza, sitratsinteaza, NAD-izotsitratdegidrogenaza va
boshqalar. ATP shuningdek, oksidlanish, fosforlanish jarayonlarida
ham ishtirok etadi.

Metodning mohiyati. ATP miqdorini to‘qimalarda aniqlash Lam-
prext va Tratshold (1965) metodiga asoslangan. ATP geksokinaza
ishtirokida glukozani fosforlaydi. Reaksiya natijasida glukoza - 6 -
fosfat hosil bo‘ladi. Hosil bo‘lgan glukoza - 6 - fosfat glyukoza - 6
-fosfatdegidrogenaza (G PDG) uchun substrat hisoblanadi.
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Adenazin trifosfat, ATP

Geksokinaza Mg?*
Glukoza + ATP —» glukoza - 6 - fosfat + ADP
G,PDG
hen-6-fosfat +NADP' — 6-fosfo glukonat+NADPH +H*

slya tenglamasidan ko‘rinib turibdiki, reaksiya uchun sarf
Hjpnn >._,_.u.=m=m miqdori, glukoza - 6 - fosfatdegidrogenaza
Mentl ta'sirida hosil bo*lgan NADPH miqdoriga ekvivalent, ya’ni
Vi olyardir. U spektrofotometr bilan 340 nm to*lgin uzunligida
udi. Bu metod bilan yana reaksiyaning oraliq mahsuloti
B2 <6 - fosfatni ham o*lchash mumkin. .
Ii asboblar: sentrifuga; spektrofotometr; suyuq azot: muz
imomi; hovoncha; 0,1 va 2 ml li pipetkalar. .
livlar. 1. HCIO, kislotasining 6% li eritmasi. 2. K,CO, ning 5
asi. 3. Uchetanolamin buferi 0,05 M (pH 7,5). 4. MgCl. ning
eritmasi. 5. NADP ning 7,5 M eritmasi. 6. Q_crommzm:»m 0,5
tmasi. 7. Geksokinaza (KF. 2.7. 1.1.): 10-15 mg mu_nmormzpﬁq.:
llidan olib, I ml distillangan suvda eritiladi. 8. Glyukoza -
- losfatdegidrogenaza (KF 1.1.1.49) 3.3 M ammoniy sulfatdagi
ient suspenziyasini ishlatishdan olin distillangan suv bilan 5-10
suyultiriladi. 9. To*gima.
I iing borishi. To*qima suyuq azotda muzlatiladi va hovonchada
_'_.,_. Fzilgan to*qimadan 500 mg olib, oldindan 1 ml 6% lj
163, Kislotasidan solingan sentrifuga probirkalariga solinadi va
hammomiga qo*yiladi. Namunalardagi to‘qima: kislota -1:3,35
i bo‘lishi kerak. Probirkalardagi suyukliklar aralashtiriladi
aksiyalarning metabolitlari yaxshi ekstraksiya bo‘lishi uchun
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10 minut muz hammomiga qo‘yiladi. Shundan keyin 3000 ayl/ Vg o'rtacha miqdori ham hisobga olinadi. 6,22-340 nm
tezligida 10 minut sentrifuga qilib, ogsillar cho‘kmaga tushiriladi. lyin uzunligida piridin nukleotidlarini qaytarilgan formalarini

Ogsilsiz ekstrakt sentrifuga probirkasiga qo‘yiladi. Ortigcha omolyar ekstinksiya koeffitsenti. Kyuvetani kenglik qavati | sm.
HCIO, kislotasini ajratish uchun, 1 ml kislotali ekstraktga 0,05 ml linksiyalarning farqiga qarab Ag =E,-E,, namunadagi glyukoza-
0,5 M K,CO, eritmasidan quyiladi, so‘ngra namuna 10 minut muz Wslatning  miqdorini  hisoblash E:E_ws. Quyida kalamush
hammomiga qo‘yiladi, hosil bo‘lgan cho‘kma 5 minut 3000 ayl/ imalari tarkibidagi ATP ning migdori mkmol bilan hisoblanadi
tezligida sentrifuga qilib ajratiladi. Neytralizatsiya gilingan to‘qima v 2,65+ 0,19 ’
ekstrakti xona haroratida saqlanadi va fermentativ reaksiya uchun i ey S 12 0,31
ishlatiladi. Yu 2,312 0,30

Fermentativ analiz qilish uchun spektrofotometr kyuvetasiga (|
sm) 2,5 ml uchetanolamin buferidan, 0,05 ml NADP eritmasidan
va 0,35 ml MgCl, eritmasidan solinadi, so‘ngra 0,1 ml to‘qima
ekstraktidan qo‘shib aralashtiriladi va 3 minut keyin dastlabki optik
zichligining kattaligi o‘lchanadi (E)). So‘ngra namunaga 0,05 ml
glyukoza - 6 - fosfatdegidrogenaza suspenziyasidan qo*shiladi ham-
da 5 minut keyin optik zichligi (E,) o‘Ichanadi. Glukoza - 6 - fos-
fatdegidrogenaza qo‘shilgandan keyin namuna optik zichligining
ortishi to*qima ekstrakti tarkibidagi glukoza - 6- fosfat oksidlan ishiga
bog‘liq.

Kyuvetaga 0,4 ml glyukoza eritmasidan qo‘shiladi va 30
sekunddan keyin optik zichligi o‘Ichanadi, optik zichligi kamayadi,
chunki glukoza eritmasi qo‘shilganda namuna suyuladi. 0,05
ml geksokinaza suspenziyasidan qo‘shiladi va reaksiya tamom
bo*lgandan (12-15 minutdan) keyin optik zichligi o‘lchanadi (E,).
Namunaga geksokinaza qo‘shilganda optik zichligining ortishi
ekstrakt tarkibidagi ATP miqdori fermentativ reaksiyaga jalb
qilinganligidan darak beradi.

Namunadagi ATP miqdori quyidagi formula bilan hisoblanadi:

AeVK
X=
6,22

Formuladagi A& -namuna  optik zichligining  o‘zgarishi,
fermentativ reaksiya sistemasida ATP sarflanishi bilan optik zichlik
o‘zgaradi, ya’'ni A¢ = E-E, ga teng, V-kyuvetadagi namunaning
oxirgi hajmi (3,5). K namunaning | g to*qimaga nisbatan suyultirish
koeffitseinti, bu holatda suyultirish koeffitsenti 41.6 tent. Suyultirish
koeffitsenti quyidagicha hisoblanadi. 1g to‘qimadagi ogsillarni
cho’ktirish uchun 9 ml HCIO, kislotasi qo*shiladi. To*qimadagi
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V1 BOB. NUKLEIN KISLOTALAR

Nuklein kislotalar - DNK (dezoksiribonuklein) va RNK (ribo-
nuklein) kislotalar organizmda hamma irsiy belgilarni saqlashda va
ogsillar sintezida asosiy rol o‘ynaydi. Dezoksiribonuklein kislota
eukariotlarda (hayvonlar va o‘simliklarda) asosan yadroda Jjoylash-
gan.

Mitoxondriyalarda ham ozroq DNK mavjud. Euakriotlarning
yadrosida bir necha pikogamm (pg) DNK bor: sut emuzuvchilarda
6 pg, qushlarda 2 pg.

Ribonuklein kislotalarning uch turi bor: informatsion RNK
(i-RNK), transport RNK (t-RNK), ribosomal RNK (r-RNK). Bular
bir-biridan tarkibi, razmeri, funksional xossalari va hujayradagi
Joylanishiga garab farq giladi. RNK asosan hujayra sitoplazmasida,
kamroq miqdorda yadroda uchraydi. Hujayrada RNKning bajaradigan
funksiyasi ogsil molekulalari sintezida qatnashishdan iborat.

Nuklein kislotalar (polinukleotidlar) - nukleotidlardan tuzilgan
polimerlardir. Nukleotidlar uch komponentdan: azot asoslari (purin
yoki pirimidin), uglevod komponentlari -pentoza (riboza yoki
dezoksiriboza) va fosfor kislota qoldig*idan tuzilgan.

Pirimidin asoslari:

HN 0 0
| I I
C c C ¢
N CH N CH HN HN -CH:
H CH 0= 0=
X NH NH H
Pinmidin Sitozin Uratsil Timin
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P"urin asoslari:
E,_q 0
[
C C
c N = c N C ) N
O iy Q - Eg “
. | " ! i NH NH
Punn Adenin Guanin

- lwkibida qanday pentoza borligiga qarab, nuklein kislotalar ik-
puruhga: RNK va DNK ga bo‘linadi. RNK molekulasi tarkibida
140, DNK molekulasida esa dezoksiriboza bor.

HocH: © H Hocth © H
| | | |
OH OH OH H
D-riboza D-2-dezoksiriboza

WNK tarkibidagi azot asoslaridan adenin. guanin, sitozin va
Wil uglevod komponentlaridan riboza mavjud. DNK tarkibida
W7ol asoslaridan-adenin, guanin, sitozin va timin, uglevod
bomponentlaridan dezoksiriboza uchraydi. DNK - ikki spiral zanjirli
wlinukleotidlardan, RNK - bir spiralli zanjirdan iborat.
Nukleotidlar tarkibida adenin bolsa, adenilat, guanin bo‘lsa
ilut, sitozin -sitodilat kislotasi deb ataladi.
- Nuklein kislotalarining o°zi girolizlanganda birin-ketin nukleot-
i, nukleotidlar esa oz navbatida nukleozidlarga va fosfat kis-
i, nukleozidlar -azot asoslariga va uglevodlarga (riboza, dezok-
hoza) parchalanadi.
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DNK ning sifat reaksiyasi

Dezoksiribozaga xos xarakterli sifat reaksiyasi natijasida DNK
aniglanadi. Bu reaksiya uchun ko‘pincha difenilamin (C H,-NH-
C,H,) qo‘llaniladi. Difenilamin dezoksiriboza va DNK bilan ko‘k
rangli birikma hosil giladi. Riboza va RNK difenilamin bilan yashil
rangga kirishadi.

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; pipetkalar; suv
hammomi.

Reaktivlar. 1.Difenilamin reaktivi: 1 g difenilamin 100 ml sirka
kislotasida eritiladi, eritmaga 2,75 ml konsentrlangan sulfat kislotasi
solinadi. 2.Natriy ishqorining 0,4 % li eritmasi.

Ishning borishi. DNK ning cho‘kmasidan ozgina probirkaga
solinadi (DNK cho‘kmasini olish yuqorida izoxlangan) va | ml
natriy ishqori eritmasidan qo‘shib eritiladi. Teng hajmda difenilamin
reaktividan to cho‘kma eriguncha qo‘shiladi va 15-20 minut qaynab
turgan suv hammomiga qo‘yiladi. Natijada ko’k rang hosil bo*ladi.
Nuklein kislotalarining gidrolizi va gidroliz mahsulotlarining rangli
reaksiyalari nukleoproteinlar bo‘limida to‘la korsatilgan.
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Hayvon to‘qimasidagi nuklein kislotalarining umumiy
miqdorini aniglash

- Metod purin va pirimidin asoslari ultrabinafsha nurlarining 260-
M0 nm to'lgin uzunligidagi qismini yutishga asoslangan. Hayvon
,_a—_.:.u_unm_ umumiy nuklein kislotalarining migdorini aniqlash
wlodini A.S.Spirin yaratgan bo‘lib, kislotada eruvchi nukleotidlar
swutilgan 0,2 N perxlorat kislotasi bilan ajratib olinadi, nuklein
lotlarning ekstraksiyasi va gidrolizi 0,5 N xlor kislotasi bilan
00°C da olib boriladi, ekstraktlarning optik zichligi 270 va 290
i t0'lgin uzunligida aniglanadi va formula bo‘yicha hisoblanadi.
~ Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; pipetkalar; sentrifuga;
trofotometr; suv hammomi.
- Reaktivlar. 1. Perxlorat kislotasining 0,2 N va 0,5 N eritmasi.
Iuhming borishi. 100-200 mg to‘gima tortib, maydalanadi va
iluga stakaniga solib, o‘nta 5-10 ml sovutilgan 0,2 N perxlorat
stusi eritmasidan qo‘shiladi. Stakanlardagi suyuklik yaxshilab
lashtiriladi, so‘ngra 3000 ayl/min tezligida 5 minut sentrifuga
jilinndi. Sentrifugat tashlab yuboriladi, cho‘kmaga esa 5-10 ml 0.5
| 1IC10, kislotasini eritmasidan qo*shiladi va probirkalar gaynab
suv hammomiga 20 minut qo‘yiladi.
~ Gidrolizat sovutilib, sentrifuga gilinadi hamda spektrofotometrda
) va 290 nm to‘lgin uzunligida kontrol 0,5 N HCIO, eritmasiga
Iubatan o'lchanadi, optik zichligi aniglanadi. 1 ml tekshirilayotgan
sllmaning nuklein kislotasidagi fosfor miqdori mkg da hisoblanadi.

D,,,—D
C.. p =221 290
mkg " | OL@
Hunda 0,19 -1 ml eritma nuklein kislota tarkibidagi fosforning (1
k) optik zichlik ko'rsatkichi.
Nuklein kislotalarning migdori ularning tarkibidagi fosforga qarab
isublanadi va bunda o‘rtacha hisoblash koeffitsienti 10,3 qo*llanadi.

CuNK=C P =103

mkg i

1,1 < o'rtacha hisoblash koeffitsienti.
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Nukleoproteinlar

Nukleoproteinlar prostetik guruhlari nuklein kislotalar bo--
lib, DNK yoki RNK dan iborat. Nukleoproteinlar ishqoriy sha-
roitda yaxshi eriydi va kislotalar ta’sirida cho‘kmaga tushadi.
Dezoksiribonukleoproteinlar kichik konsentratsiyali tuz eritmasida
cho*kadi, yuqori konsentratsiyali tuzlar eritmasida esa eriydi.

Nukleoproteinlar suyultirilgan kislotalar bilan chala gidroliz
qilinganda ulardan ogsil va nuklein kislota ajralib chigadi. Nuklein
Kislotalarning o°zi gidrolizlanganda birin-ketin quyidagi parchalanish
mabhsulotlari hosil bo‘ladi:

Nukleoproteinlar

! !
ogsillar nuklein kislotalar
(polinukleotidlar)

' |
polipeptidlar mononukleotidlar
' ' !

aminokislotalar nukleozidlar 7 fosfat kislotasi

hX

purin va pirimidin pentoza
asoslari

Dezoksiribonukleoproteinlarni jigar va talogdan ajratib olish

Nukleoproteinlarning bu turi hujayra yadrosining eng muhim
tarkibiy gismi hisoblanadi. Shuningdek, ular yadroning ogsillari deb
ham ataladi. Jigar, taloq, oshqozonosti bezi, buyrak nukleoproteinlarga
boydir. Yadro ogsillarining xarakterli xossasi - tuzlarning kuchli
eritmalarida (natriy xlorid va boshqalar) yaxshi eriydi va kislotali
eritmalarda esa cho‘kmaga tushadi.

Kerakli asboblar: sentrifuga; qaychi; havoncha: 300 va 400 ml Ii
stakan; 100 ml li silindr; texnik tarozi.
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Reaktivlar: 1.Mol, quyon, cho‘chqaning jigari yoki talog‘i,

wnpisi yoki muzlatilgani. 2 Natriy xloridning 5 %li eritmasi.

1 Yog'och tayoqcha.,

Ishning borishi. 2-2,5 g jigar yoki taloq olib, gaychi bilan

sixshilab maydalanadi, so‘ngra havonchaga 5 % li natriy xlorid

limasidan ozgina solib eziladi. Shundan keyin havonchaga oz-

uwadan 70-80 ml osh tuzi eritmasidan solib, 10-15 minut davomida
wilndi. Havonchadagi gomogenat sentrifuga stakanlariga solinadi

¥ 10-15 minut 2500 ayl /minut tezlikda sentrifugalanadi, so‘ngra
‘o' kmasi tashlab yuboriladi va suyuqlik gismining hajmi silindr
ilan o' lchanadi.

Suyuglik hajmidan olti marta ko*p suv o‘Ichab stakanga solinadi
uni yog'och tayoqcha bilan aylantirish davomida suvga suyuqlik
iladi. Dezoksiribonukleoproteinlar ipsimon holatda cho‘kmaga
Wsha boshlaydi, ularmi yog‘och tayoqcha bilan o‘rab olinadi va
tobirkaga solinadi. Ular nukleoproteinlar bilan olib boriladigan
Aint reaksiyalari uchun ishlatiladi.

DNK uchun rangli reaksiya

DNK uchun rangli reaksiya difenilamin bilan olib boriladi.

DNK bilan difenilamin ko‘k rangli birikmani hosil qiladi.

Kerakli reaktivlar: 1. Ajratib olingan DNK. 2. Difenilamin reak-
I | g difenilaminga 100 ml sirka kislotasi solinadi. Shu eritmaga
/% p konsentrlangan sulfat kislota qo*shiladi. 3. 0.4 % natriy ish-
uiining eritmasi.

~ Ishning borishi. Ajratib olingan 1 ml natriy ishqoridan qo‘shila-
- Shu eritmaga teng hajmda difenilamin eritmasidan qo‘shiladi.
ho'kma hosil bo‘ladi va 15-20 minut qaynab turgan suv qatlamiga
0 viladi. Natijada ko*k rang hosil bo*ladi.

Nukleoproteinlarni achitqidan ajratib olish va ularni
gidrolizlash

Nukleoproteinlari o‘rganish uchun ko*pincha achitqi zamburug*-
| loydalaniladi. Qisqa muddat davomida achitqi zamburug‘lari

Iutali gidroliz gilinsa, ular polipeptidlar, purin va pirimidin asoslari
I riboza, dezoksiriboza va fosfor kislotasiga parchalanadi.
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Natijada hosil bo‘lgan mahsulotlar maxsus reaksiyalar vordamida
aniqlanadi.

Ishning borishi. 2 g achitqi zamburug‘ini chinni hovonchaga
solib, 3-4 tomchi efir va 2-4 ml distillangan suv qo‘shib eziladi.
Yaxshi ezilishi uchun bir oz shisha kukunlaridan qo‘shish mumkin.
Achitqi bir xil massa hosil bo‘lgunicha 1-2 minut davomida
eziladi. Natriy gidroksidining 0.4 % li eritmasidan 8 ml qo‘shib,
10-15 minut davomida eziladi. So‘ngra hovonchadagi aralashma
filtrdan otkazilib, filtratga 2-3 ml 5 % li asetat qo‘shiladi. Bunda
nukleoproteinlar cho‘kmaga tushadi. Cho‘kmani sentrifugalash yoki
filtrlash usuli bilan ajratib olinadi va gidroliz qilinadi. Cho‘kmani
keng probirkaga solib, ustiga 6-10 ml sulfat kislotaning 10 % Ii
eritmasidan qo‘shiladi. Sovitkich sifatida uzunligi 25-30 sm shisha
naycha o‘rnatilgan probka bilan berkitib, gaynab turgan suvda 1 soat
davomida gidrolizlanadi. Gidrolizatdan quyidagi ishlarni bajarishda
foydalaniladi.

Eslatma. Nukleoproteinlarni achitqilardan ajratib olmasdan, ularni
gidrolitik parchalash mumin. Buning uchun 1 g presslangan achitqi
kolbaga solinib, unga 30-40 ml 5 % li sulfat kislota eritmasidan
qo‘shiladi va kolba shisha trubka o‘rnatilgan tikin bilan berkitilib,
I-1,5 soat qaynatiladi. Shundan so‘ng kolba sovutilib filtrlanadi.
Filtrat bilan ko‘rsatilgan reaksiyalar bajariladi.

1. Polipeptidlar uchun filtrat bilan biuret reaksiyasi bajarib
ko‘riladi. Probirkaga 1-2 ml filtrat, 1-2 ml natriy ishqorining 10 %
li eritmasi solinadi va 3-4 tomchi 1 % CuS0, qo‘shib aralashtiriladi,
natijada ogsillar tarkibidagi peptid bog‘i uchun xos binafsha rang
hosil bo‘ladi.

2. Purin asoslarini bilish uchun probirkaga 2 ml filtratdan so-
linadi, 5-6 tomchi konsentrlangan ammiak tomiziladi, so‘ngra 0.5
ml kumush nitratning ammiakli eritmasidan qo‘shiladi. Bir necha
minutdan so‘ng purin asoslari kumushli tuzining cho‘kmasi hosil
bo*ladi.

3. Pentozalar uchun Trommer reaksiyasi bajariladi. Riboza ish-
qoriy sharoitda mis sulfatni mis gidroksidigacha (CuOH) gaytaradi.
Probirkaga 1-2 ml filtratdan va shunga teng hajmda natriy ishqoridan
solib aralashtiriladi, 2-3 tomchi mis sulfatdan qo*shib qizdiriladi.

Reaksiya natijasida mis gidroksidining (CuOH) qizil cho*kmasi
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hosil bo'ladi.
4. Fosfat kislotasi uchun reaksiya. Fosfat kislota molibdat

Ktivi bilan sariq kristall fosfomolibdat kislotasining ammoniyli
ni hosil giladi:

H,PO,+12(NH,),M0O,+2 1 HNO, —(NH,)
PO, +12M00,+21NH,NO,+12H,0
Probirkaga 1-2 ml filtratdan solib, teng hajmda molibdat reaktiv-

(o‘shiladi va 2-3 minut qaynatiladi. Natijada fosfomolibdat kis-
Iotasining ammoniy tuzi sariq cho*kma hosil bo*ladi.
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VII BOB. FERMENTLAR

Fermentlar tirik organizmlarning hamma hujayralari va to*qima-
larning tarkibiga kirib, biologik katalizatorlik vazifasini bajaradigan
spesifik ogsillardir. Tirik organizmlarning faoliyati fermentlarga
bog‘ligdir. Organizm bilan tashqi muhit o‘rtasidagi moddalar
almashinuvi jarayonida fermentlarning g‘oyat katta ahamiyati bor.

Oddiy ogsillardan, ya'ni fagat aminokislotalardan tashkil top-
gan fermentlar bir komponentli fermentlar deyiladi. Masalan, ribo-
nukleaza, tripsin, papain va boshqalar. Agar fermentlar murakkab
ogsillardan tashkil topgan bo‘lsa, ya'ni ularning tarkibida amino-
kislotalardan tashqari boshqa birikmalar ham uchrasa, ular ikki
komponentli fermentlar deb ataladi. Oksidlanish-qaytarilish reaksiya-
larida ishtirok etuvchi fermentlar ikki komponentli fermentlardir.

Fermentlar bir qator o‘ziga xos hususiyatlarga ega. Bularga
fermentlarning termolabilligi, spesifikligi, muhit pHining o*zgarishiga
nisbatan sezuvchanligi, aktivator va ingibitorlarning ta’siriga
sezuvchanligi, aktivator va ingibitorlarning ta’siriga moyilligi kiradi.
Fermentlarning ta’siri va ularning aktivligi reaksiyada ishtirok
etayotgan moddaning kamayishiga (modda substrat deb ataladi)
yoki hosil bo*layotgan moddaning ortib borishiga qarab belgilanadi.
Hozirga qadar ma’lum bo‘lgan fermentlar 6 sinfga bo‘linadi.

1. Oksidoreduktazalar - oksidlanish va qaytarilish reaksiyalarini
katalizlaydi.

2. Transferazalar - ma’lum kimyoviy guruhlarni bir birikmadan
ikkinchi birikmaga ko‘chirilishini ta’minlaydi.

3. Gidrolazalar-murakkab organik birikmalarning suv yordamida
parchalanish reaksiyalarini katalizlaydi.

4. Liazalar-substartdan suv ishtirokisiz ma’lum guruhlarning
ajralishini katalizlaydi. Bu fermentlar faoliyati tufayli yo qo*shbog’
hosil bo‘ladi yoki ma’lum guruhlarning qo‘shboglarga birikishi
ta’minlanadi.

5. Izomerazalar - har xil organik birikmalarning izomerlanish
reaksiyalarini katalizlaydi.

6. Ligazalar-ATP yoki shunga o‘xshash nukleozid trifosfatlar

energiyasini hisobiga oddiy molekulalardan murakkab birikmalar

hosil bo‘lishi reaksiyalarni katalizlaydi.
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- Fermentlarning aktivligini aniglashda kimyoviy usullar bilan bir
mtorda spektrofotometrik, FEK, xromatografik va boshqa usullardan
s loydalanilmoqgda.

Amilazaning kraxmalga ta’siri

llaza fermenti kraxmalni qandgacha parchalaydi. Amilaza
imenti so‘lakda, oshqozon osti bezining shirasida, qonda, jigarda
thraydi. Don o‘simliklar amilaza fermentining eng muhim man-
ridan biri xisoblanadi.

Amilaza fermentining muhim manbalaridan biri don o*simliklari
oblanadi. Ular quruq donda va aynigsa unayotgan donlarning
' kibida ko'p migdorda to*planadi. Unayotgan donlar tarkibidagi
nentlar eng yuqori aktivlikka ega bo‘ladi.

Kraxmal yod bilan ko‘k rang beradi, uning parchalanishi nati-
Ml hosil bo‘lgan dekstrin zarrachalar katta-kichikligiga qarab
0l bilan binafsha, qo'ng‘ir - qizil, sarg‘ish va sariq ranggacha
Oilning suvdagi rangi) o‘zgaradi. Shuning uchun agar kraxmal
Almasiga amilaza fermentidan qo‘shilsa, ma’lum vagqt ichida yod
itida aralashma avval ko'k, keyin esa binafsha, gizil-sarg‘ish va
Wil rangacha o*zgaradi.

Ishning borishi. 9 ta probirka olib har biriga 2-3 ml distillan-
Wi sy va bir tomehidan 1 % li yod eritmasidan quyiladi. Aloxida
O probirkaga 2-3 ml kraxmalning 0,5 % li eritmasidan olib
N ustiga | ml ferment quyiladi. Vaqtni belgilab, probirkadagi
Wlashmani yaxshilab chayqatiladi. So‘ngra pipetka yordamida
tomchi aralashma birinchi probirkaga solinadi. Probirkadagi
Wy lik ko'k rangni beradi. Shunday qilib, har 30 sekunddan keyin
. 14+ .va hokazo 9-probirkalarga bir tomchidan 10-probirkadagi
hmadan solib chiqiladi. Probirkalardagi suyugqliklar yaxshilab
tlishtiriladi va tegishli ranglar hosil bo‘ladi. Agar ikkinchi
birkadagi suyuqlik ko'k rang bersa, undan keyingi probirkalarga
mincha uzogroq vaqgtdan keyin, masalan, har bir minutdan so‘ng
sl kerak. Bordiyu ikkinchi probirkada binafsha yoki qizgish rang
il bo'lsa, unda vaqtini tezlatish kerak, ya'ni har 15 sekundda
kerak bo‘ladi. Probirkalardan biridagi sariq rang o‘zgarmay
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qolsa, bu kraxmal gidrolizining tugaganligini bildiradi. Tajriba
natijasi quyidagi jadvalga yoziladi.

Reaktivlar: So‘lak (so‘lakning distillangan suv bilan 10 marta
suyultirilgani); ferment shirasi (5-10 gramm ungan yoki 5 kunlik
don maysalari yaxshilab maydalanadi va kolbaga solinib ustiga
100 ml distillangan suv quyiladi. Yaxshilab aralashtirilib 30 minut
davomida qoldiriladi, so‘ngra filtrlanadi. Filtrdan o‘tgan suyuqlik
ferment shirasi hisoblanadi. Yodning 1 % li eritmasi, kraxmalning
0,5 % li eritmasi.

Amilaza fermentining kraxmalga ta’siri
Probirkalar 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Suyuglik rangi
hosil bo‘lgan
mahsulot nomi

a-Amilaza faolligini aniqlash

Metodning mohiyati o-amilaza (o—1,4D-glyukon—glyukano-
gidraza, K F 3,2,1,1) kraxmaldagi 2-1,4— glikozid bog'larni
gidrolizlanish reaksiyasini katalizlaydi. Kraxmalning gidrolizlanish
reaksiyasining oxirgi mahsuloti maltoza va maltotriozadan iborat.

Tavsiya qilinuvchi uslub asosida a-amilaza ta’sirida erimaydigan
holatdagi, rangli kraxmalli substratning gidrolitik parchalanishi
reaksiyasidan foydalaniladi, bu reaksiya suvda eruvchan xusu-
siyatga ega bo‘lgan, erkin holatdagi, ko'k tusli bo‘yoq ajralishi
bilan birgalikda kechadi. Vaqt birligi davomida ajralib chiquvchi
bo‘yoqning migdori ferment faolligiga proporsional hisoblanadi.

Ishning borishi: a-amilazaning aktivligiga quyidagicha aniq-
lanadi.Tajriba avval nazorat probirkalariga 1 mldan substral
suspenziyasidan solinadi.Probirkalar 37° da 5 min davomida
gizdiriladi,so‘ngra tajriba probirkalariga to‘qima supernatatidan
qo‘shilgach, nazorat probirkalariga Imldan distillangan suv qo‘shi-
ladi.So‘ngra probirkalardagi moddalarni aralashtiriladi va va 15
minut 37° suv hammomiga inkubatsiyaga quyiladi, shundan keyin
hamma probirkalarga 2 ml cho‘ktiruvchi eritmadan qo‘shib, 15
minut xona haroratida qoldiriladi.

Supernatatni ajratish uchun 3000 ayl/min 5-10 min davomida

122

(ilinadi. Sentrifuga gilingan supernatant spektrofotometr
Miga optik zichligini o‘Ichash uchun solinadi.Optik zichlik
:ﬂnaﬁm nisbatan o‘Ichanadi.

i aktivligi quyidagi formula bilan hisoblanadi:
tiba probirkasidagi eritmaning yutish giymati.

Saxaraza fermentining aktivligini aniglash

AMitaza (invertaza) fermenti saxarozani gidrolizlab glyukoza va
pacha parchalaydi.

saxaraza
Cial01 ———  CeHi206 + CeHi206
saxaroza  HOH glukoza fruktoza

iz P..::.o:: ko*pchilik o‘simliklar tarkibida uchraydi.
\ achitgi zamburug'‘larida ko‘p bo‘ladi. Ferment aktivli-

.r aniglashda bir qator usullardan foydalaniladi. Bulardan biri

lipi reaksiya mahsulotlarining qaytaruvchanlik xususiyatlariga

ngan bo'lib, glyukoza va fruktoza tegishli kislotalargacha

di, mis ionlari esa qaytariladi.
_.._n borishi. 2 ta probirkaga 1 ml dan 0,5 % li saxaroza erit-
i solinadi. 1 probirkaga 1 ml suv, ikkinchisiga esa 1 ml sa-
_r...zo::m_:_.mman:nom_..__mn_cm_ma_nﬁumon _=r=_um5_§wm

Aadi _w.o_mzbm_mm: vaqt tugagach, har ikkala probirkaga 2
irly pidroksidning 20 % li eritmasidan va 5-6 tomchi mis

g 2 % li eritmasidan qo‘shib qizdiriladi. Ferment ta’sir

i probirkada gizil cho‘kma hosil bo*ladi.

tivlar: Saxaraza fermenti shirasi, shira achitqi zambu-
dian olinadi. Buning uchun 5 gramm achitqi chinni hovonchada
so'ngra unga 5 ml distillangan suv qo‘shib ezish davom
I Hovonchaga yana 10 ml issiq (60°) suy qo‘shiladi va 10
il davomida eziladi. Bunda saxaraza fermenti eritmaga o‘tadi.
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Aralashma filtrdan o‘tkaziladi, fiitiratdan ferment shirasi sifatida
foydalaniladi. Saxarozaning 0.5 % li eritmasi natriy gidroksidning
20 % li eritmasi, mis sulfatning 2 % li eritmasi.

Fermentlarning termolabilligi

Fermentlar oqsil tabiatiga ega bo‘lgani uchun, ularning muhim
xarakterli xossasi termolabilligi, ya'ni yuqori haroratga sezgirligidir.
Fermentativ jarayonlar 70°C dan yuqori haroratda davom eta
olmaydi.

80-100°C da fermentlar o‘zining katalitik xossalarini butunlay
yo‘qotib qo‘yadi, oqgsil qismi denaturatsiyaga uchraydi. Hamma
fermentlar uchun muayyan bir harorat bo‘lib, bunda ferment
yuqori aktivlikka ega bo‘ladi. Issiq qonli hayvonlarning hujayra
va to‘qimalaridan ajratib olingan ko‘pchilik fermentlar uchun eng
qulay harorat 37-40°C dir.

O‘simlik tarkibidagi fermentlarning harorat optimumi 40°-60° ga
teng bo‘ladi. Past (0° dan past) haroratlarda fermentlarning aktivligi
pasayadi yoki butunlay to‘xtaydi. Biroq bunda ular denaturatsiyaga
uchramaydi.

Metodning prinsipi. Amilaza fermentining aktivligiga turli
sharoitdagi haroratning ta’siri tekshiriladi.

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; pipetkalar; 50 ml |
stakan; spirtovka; termostat; muz hammomi.

Reaktivlar. 1. Suyultirilgan so‘lak (og‘iz distillangan suv bilan
chayib tashlanadi, keyin og‘izga 10-15 ml suv solib 2-3 minul
ushlab turiladi va stakanga solinadi). Amilaza fermenti shirasi. 2.
1 % li kraxmalning 0,3 % li natriy xloriddagi eritmasi. 3. Yodning
kaliy yoddagi eritmasi (1 ml distillangan suvda 1 g kaliy vod
eritiladi, eritma hajmini 300 ml gacha suv bilan olib boriladi). 4.
Mis sulfatning (CuSO,+5H,0) 5 % li eritmasi.

Ishning borishi. Uchta probirkaga 1-2 ml dan suyultirilgan so‘lak
(amilaza) solinadi. Birinchi probirkadagi so‘lak 2-3 minut qaynatiladi
So‘ngra hamma probirkalarga 3-4 ml dan kraxmal solinadi. Birinchi
va ikkinchi probirka 15-20 minut 37°C li termostatga inkubatsiyaga
quyiladi. Uchinchi probirka 15-20 minut muz hammomiga quyiladi

124

ndan  keyin har bir probirkadagi suyuqlik ikkiga
birkalarga solinadi va A hamda B aﬁoawmmnu_.o_u?rm_mﬁ
I. A qatordagi probirkalarga bir necha tomchi yodning
I eritmasidan solinadi, B qatordagi probirkalarga esa
y ishqoridan 2-3 ml va 3-4 tomchi 5 % li mis sulfat
solib gizdiriladi, ya’ni Trommer reaksiyasi bajariladi.
olingan natijalar jadvalga yoziladi va fermentlarning
I hagida xulosa gilinadi.

A
Ferment | Tajriba sharoiti | Substrat Inkubatsiya | qator B qator
probirkalari
Denaturatsiyaga !
Amilaza uchragan Kraxmal _m-nou_::_:
fermentlar 3r°c
Nativ holatdagi 15-20 mi
Amiln minut
i ferment Kraxmal 37°C
15-20 minut
Amiluza Kraxmal | ©°C muz
hammomiga
qo‘yiladi

Fermentlar aktivligiga muhit pH ning ta’siri

entlarning xarakterli Xususiyatlariga ularning mubhit pH
Weparishiga sezgirligi kiradi. Fermentlarning aktivligi pH
I garab keskin o‘zgarib turadi, pH ning optimal qiymati
entlar uchun bir xil emas. Masalan: pPH ning optimal
pepsin uchun 1,5-2,0; so‘lak amilazasi - 6.8-7.0; tripsin
fong. Ko'pehilik fermentlar neytral yoki kuchsiz ishqorli
Wehsiz kislotali reaksiyada hammadan ko‘p aktivlikka ega
. Fermentlar izoelektrik holatda hammadan katta aktivlikka
‘Indi. Optimal aktivlik zonasi doiralarda fermentlar
lnri elektr maydonida odatda katodga ham, anodga ham
Mharakatlanmaydi. pH ning o*zgarishi ferment faoliyatini
s yoki  butunlay to’xtashiga olib keladi. Natijada
Iing aktiv markaz strukturasi buziladi.
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Reaktivlar: 1.1 % liyodning kaliy yoddagi eritmasi. 2.Kraxmalning
1 % li eritmasi. 3.Xlorid kislotasining 0,2 N eritmasi.

Ishning borishi. 8 ta probirkaga 1 ml dan distillangan suv so-
linadi, so‘ngra birinchi probirkaga 1 ml 0,2 N li xlorid kislotasi
eritmasidan qo‘shiladi va aralashtiriladi. So‘ngra shu probirkadagi
suyuqlidan 1 ml olinib, 2-probirkaga solinadi va aralashtirib, undan
ham 1 ml olinadida, 3-probirkaga quyiladi va hokazo. 8-probirkadan
1 ml olinib to‘kib tashlanadi. Shunday gqilib, xlorid kislotaning
har xil konsentratsiyasi hosil qilinadi, ular muhitning har xil pH
giymatiga to‘g‘ri keladi. Shundan keyin har bir probirkaga 2 ml
dan 1% li kraxmal eritmasidan va 1 ml dan suyultirilgan so‘lak
eritmasidan qo‘shiladi, probirkalar chayqatiladi va 20 minut 37°C da
termostatga qyiladi. Sovutilgandan keyin hamma probirkalarga 1-2
tomchidan 1 % li yodning kaliy yoddagi eritmasidan go‘shiladi. 5 va
6-probirkalarda kraxmalning to‘la gidrolizi ro‘y bergani belgilanadi,
bu probirkalarda eritma mubhitining pH 6.8-7,2 atrofida, shuning
uchun amilaza optimal aktivlikka ega bo‘ladi.

Fermentlarning o‘ziga xosligi

Fermentlar biologik katalizator bo‘lib, ular o'ziga Xxos ta’sir
qilish xususiyatiga ega. Ularning bunday o‘ziga xosligi tirik
organizmlarga xos bo‘lgan muhim xususiyatlardan biri hisoblanadi.
Katalitik jarayonlarda ferment-substrat kompleksining hosil bo*lishi,
fermentlarning ogsil molekulasi tuzilishiga, uning aktiv qismlari
bilan substratning tegishli guruhlari o‘rtasidagi kimyoviy bog'lar
hosil bo‘lishiga bog‘liq. Har bir ferment ma’lum bir substratga
yoki molekuladagi kimyoviy bog‘ning ma’lum tipigagina ta’sir
etadi. Shunday gilib, fermentlarning o‘ziga xos xususiyati shundan
iboratki, ferment substratga kalit qulfga tushganday mos kelishi
zarur.

Metodning prinsipi. Amilaza va saxaraza fermentlarini turl
substratga, ya’ni kraxmal va saxarozaga ta’siri tekshiriladi.

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; pipetkalar; termostat,
spirt lampasi.
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lar. | Kraxmalning | % li eritmasi. 2.Saxarozaning 2 % li
A Suyultirilgan so*lak; Amalaza fermenti shirasi. 4.Saxaraza
Hgini 100 ml distillangan suvda gomogenezatsiya qilinadi).
Ishgorining 20 % li eritmasi. 6.Mis sulfatning 5 % li erit-

¢ borishi. Birinchi va ikkinchi probirkalarga 2-4 ml
eritmasidan; uchinchi va to‘rtinchi probirkalarga 2-4 ml
tllgan so‘lak (amilaza), ikkinchi va to‘rtinchi probirkalarga
ixaraza fermenti solinadi, so*ngra probirkalarni chaygatib,
37°C i termostatga inkubatsiya gilish uchun qo‘yiladi.
an keyin 1 va 2-probirkalarga 1-2 tomchi yodning kaliy
eritmasidan tomiziladi. 3- va 4- probirkalarga 2-4 m| natriy
g 20 % li eritmasidan, 2-4 tomchi mis sulfatning 5 %
-_ﬂgu_h_ .mo_mc qizdiriladi. Reaksiya natijalari jadvalga yozib,
nadi.

Yod bilan Trommer
Substrat | Ferment | Inkubatsiya | hosil bo'lgan | reaksiyasi
rang natijasi

Krnxmal Amilaza 20 min. 37°C
Kraxmal Saxaraza | 20 min. 37°C
Suxaroza Amilaza 20 min. 37°C
Suxnroza Saxaraza | 20 min. 37°C

Fermentlarning aktivligiga ta’sir qiluvchi moddalar
(ingibitorlar va aktivatorlar)

-::..:::.m aktivligiga reaksion mubhitda ishtirok etayotgan
I kimyoviy moddalar ham ta’sir ko‘rsatadi. Reaksion muhitda

| bir jonlarning ishtirok etishi fermentativ reaksiya tezligini

I :::aww moddalar aktivatorlar deb ataladi. Aktivatorlik
ni .rc._::c_.m Na', K, Mg", Ca* kabi metall kationlari
| Fermentativ reaksiya aktivligini pasaytiruvchi moddalar
ur deyiladi. Ingibitorlarga sianidlar, og‘ir metall tuzlari
ho' I oladi,
tvlar: so'lak yoki amilaza fermentining shirasi (solod).
sloridning 0,04 % 1i eritmasi, mis sulfatning 0,1 % li eritmasi,
Ining 1 % li eritmasi, yodning 1 % li eritmasi.
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Ishning borishi. Uch qagor (xar bir qatorda 6 tadan) probirka
tayyorlab, hammasiga | ml dan suv quyiladi. Keyin har bir qatorning
birinchi probirkasiga | ml dan amilaza fermenti shirasidan quyiladi.
Pipetka yordamida |-probirkadagi suyuqlik aralashtirilib, aralashma
2-probirkaga olinadi va yana bir marta aralashtirib 2-probirkadan
3-probirkaga solinadi va hokazo. Oxirgi 6-probirkadan 1 ml ortiqcha
aralashma olib tashlanadi. Qolgan qatorlarda ham xuddi shunday
qilinadi.

Birinchi gator probirkalariga 1 mlsuv, ikkinchi qator probirkalariga
natriy xlorid tuzining 0,04 % li eritmasidan, 1 ml uchinchi qator
probirkalariga mis sulfat tuzining 0,1 % li eritmasidan 1 ml
quyiladi. Keyin hamma probirkalarga 2 ml dan kraxmal solinadi
va 10 minutga 40°C inkubatsiyaga quyiladi. Vaqt tamom bo‘lgach
hamma probirkalarga 2-3 tomchidan yod tomiziladi va aktivator
hamda ingibitorlar ta’siri aniqlanadi.

Peroksidaza aktivligini aniglash

Peroksidaza hayvon va o‘simlik to‘qimalarida keng tarqalgan,
kimyoviy tabiatiga ko‘ra gemoprotein bo‘lib, prostetik guruhining
tarkibi temirporfirindan iborat. Ferment bir qator organik birik-
malarni (fenollar, polifenollar, aromatik aminlar) vodorod peroksid
ishtirokida oksidaanish reaksiyalarini katalizlaydi.

Metodning pritsipi. Peroksidaza benzidinni difenoxinondimin-
gacha oksidlanish reaksiyalarini katalizlaydi:

Kerakli asboblar: 25 ml li kolbalar; pipetkalar; spektrofotometr.

Reaktivlar. 1.Yangi qon. 1:1000 suyultiriladi. 2. 1 % li benzidin-
ning sirka kislotadagi eritmasi.

HC CH HC CH
HC  CH HC CH
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==+ HN=C( ¥C= nOnuzma.E“o
HC CH HC CH

Defenoxinondiimin

Nlenoxinondiimin  molekulasi benzidinning molekulasi bilan

Inlyalanib, ko*k rangli birikma hosil qiladi.

- HC cyg |
HN=C =C C=
HC CH HC CH
HC cH HC  cH
H:N-C C= 0@9&&
HC CH HC CH

Benzidin ko‘ki

. Vudorod peroksidining 3 % li eritmasi. 4. Natriy ishqorining

Il eritmasi. S.Etil spirti. 6. 0,01 N kaliy permanganatning

sl 7 Standart eritma, 25 ml li kolbaga 2 ml 1 % li benzidin

I, 3 ml 0,01 N Kaliy permanganatning eritmasidan qo‘shiladi

) ninut no_.n_i_m&. shundan keyin 10 ml 30 % natriy ishqorini
Wiidun solinadi hamda kolba belgisigacha spirt quyiladi. Bu

Ierment aktivligini aniglashdan oldin tayyorlanadi.
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Ishning borishi. 25 ml kolbaga 2 ml benzidin eritmasi, 2 ml }
% li vodorod peroksidi va 1 ml suyultirilgan qon solinadi. Kolba
chayqatilgach, 3 minutdan keyin 10 ml 30 % li natriy ishqori erit-
masidan qo‘shiladi va kolba yana chayqatiladi. Bo‘yalgan cho‘kma
hosil bo*ladi, uni spirtda eritilgach kolba belgisigacha spirt qo*shila-
di. Tekshirilayotgan va standart eritmalardagi rangning intensivligi
spektrofotometrda o‘Ichanadi.

Fermentning aktivligi quyidagi formula bilan hisoblanadi.

x=la2
R
Bunda h, - standart eritmaning optik zichligining ektenksiyasi;
h, - tekshirilayotgan eritmaning optik zichligining ektenksiyasi:
25-kolbadagi eritmaning hajmi, ml; 5 - kolbadagi benzidin. vodorod
peroksidi va qonning hajmi, ml.

Peroksidaza aktivligini ferrosianid kaliy bilan aniglash

Peroksidaza fermentining faolligini aniglash uchun vodorod pe-
roksidning oksidlanishi sharoitida rangli mahsulotlar hosil bo*lishida
anorganik va organik moddalardan foydalaniladi. Ushbu tadqiqot ishi
davomida peroksidaza fermentining substrati sifatida o — dianizidin
va Kkaliy ferrosianid tanlab olingan bo‘lib, peroksidaza tavsifidagi
oksidlanish mahsulotlarining yutilishi maksimum qiymati 460 va
420 nm ga teng hisoblanadi, bunda mos ravishda mollyar yutilish
koeffisiyenti qiymati — 30 va ImM-1sm-1 ni tashkil qiladi.

Foydalanilgan buyumlar: pH — metr, fotoelektrokolorimet:
yoki sfektrofotometr, sentrifuga. Kimyoviy idishlar: 0,1ml hajmdag
3 dona pipetka, 0,2 ml hajmdagi |1 dona pipetka, Sml hajmdagi |
dona pipetka; 50ml hajmdagi 2 dona kolba, 500m| hajmdagi 3dona
kolba, 1 dona probirka. Reaktivlar: 0,1 M natriy — fosfatli bufer;
pH 7,0; 43mM 0 — dianizidin; 25mM kaliy ferrosianid, 15,4 mM
vodorod peroksidi; supernatant.

Reaktivlarni tayyorlash tartibi: Bufer eritma tayyor holatdapi
0,1M Na,HPO, va 0.1M NaH,PO, eritmalarini pH — metr yordamida
pH qiymati 6 ga kelgunga qadar aralashtirish usulida tayyorlanadi.
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~ dinnizidin eritmasi (1,05 mg/ml) qurug holatdagi 52,5 mg
i torozida tortib olinib, 50ml hajmdagi 96%li etanolda eritish
I bilan tayyorlanadi. Bunda modda isitilganda yaxshi eriydi.
yyorlangan eritma rangsiz va yengil tarzda pushti tusga ega bo‘lishi
b gilinadi. Kaliy ferrosianid eritmasi (9.2mg/ml) quruq holatdagi
ildaning 460 mg miqdorini tarozida tortib olib, 50ml hajmdagi
Wlangan suvda eritish yo*li bilan tayyorlanadi. Vodorod peroksid
I ~ 154 — 15,8 mM suvli eritmani sfektrometr yordamida
il wh qiymati 1,12 — 1,15 birlikda bo‘lishi asosida, 230 nm (ye =
W/ M~ 1sm - 1) to‘lqin uzunligi sharoitida tayyorlandi.

Supernatant tayyorlash

- lpramm barg yoki ildizni olib, gomogen massa hosil bo‘lguncha
n lnlanadi va 50% spirt 1:20 nisbatda aralashtiriladi. Ekstraktni
L sl +40 ga qgoldiriladi, so‘ngra maydalanmagan hujayra, yadro
| boshgalardan ajratish uchun filtrlanadi yoki 7000 aborotda 20
; S minut +4C°ga sentrifuga qilinadi. Hosil bo‘lgan filtrat bilan
iigot olib boriladi .
shning borishi:spektrofotometr kvetasiga ketma — Kketlikda
il 0,1M natriy fosfat buferi pH — 6,0; 0,Iml supernatant; 0, |
JAmM ferrosianid eritmasi solinadi va aralashtiriladi. So‘ngra
Welaga reaksiyani boshlash uchun 0,1ml 15,4mM periks vodorod
. Hladi va yana aralashtiriladi, 2 minut davomida har 15 — 20
Untda spektrofotometrda 420 nm da o‘lchanadi. Va quyidagi
Wnula asosida topiladi:

A= dDV,V ,

u yerda: i dtPV;1

1) optik zichligi;

Il reaksiyaning vaqti;

- olingan obyektning massasi — g

¥, ckstrakining hajmi — ml;

. kvetaning eritmasining hajmi — ml;

¥, kvetaga solingan supernatantning hajmi;
1 kvetaning kengligi — sm .
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Glutamatdegidrogenaza fermentining aktivligini aniglash

Glutamatdegidrogenaza (a -glutamat: NADP-oksidoreduktaza,
K.F.1.4.1.3.) mitoxondriyaning ichki membranasiga va matriksiga
joylashgan. Bu ferment - substratning oksidlanishi, vodorod
ajratilishi bilan boradigan reaksiyalarni Kkatalizlaydi. Donordan
ajralib chiqadigan vodorod turli akseptorlarga ko‘chiriladi. Ferment
aktivligini aniglash NADPH ni oksidlanish yoki NADP* qaytarilish
tezligi bilan o‘lchanadi.

Kerakli asboblar: probirkalar bilan shtativ; sentrifuga; gomoge-
nizator; muz hammomi; spektrofotometr; pipetkalar.

Reaktivlar. 1. 0,25 M saxaroza eritmasi. 2. 0,05 M Na, K - fosfatli
bufer, pH 8,2. 3. 0,5% li triton X-100 eritmasi, Na, K fosfatli buferda
tayyorlanadi. 4. 0,25 M saxaroza tris -HCI buferi, pH 8,2. 5.10'M
EDTA eritmasi. 6. 18X10* M NADP eritmasi. 7. 0,75 M glutamin
kislotasining eritmasi. 8. To*qima.

Ishning borishi. Glutamatdegidrogenazaning aktivligi mitoxond-
riya fraksiyalarida aniqlanadi. Mitoxondriyani ajratish uchun
0,5 g to‘gima olinadi va gaychi bilan maydalanadi. To‘gimani
gomogenizatsiya qilish uchun 0,25 M saxarozaning 0,1 M EDTA
dagi eritmasi ishlatiladi. To*qimaning 1:10 nisbatidagi gomogenati
tayyorlanib, 12000 ayl/min. da 10 minut sentrifuga qilinadi.
Cho‘kmani tashlab yuboriladi, suyuqlik gismini 12000 ayl/min.
da 10 minut sentrifuga gilinadi. Olingan cho‘kma ikki marta 0.25
M saxaroza eritmasi bilan yuviladi, shundan keyin triton X-100
eritmasi bilan mitoxondriyaning membranasi buziladi, buning
uchun 1 ml triton X-100 eritmasidan va 1 ml mitoxondriya
fraksiyasidan olinib gomogenizatsiya gilinadi, so‘ngra 20 minut
muzga qo‘yiladi. Mitoxondriya suspenziyasini 30 minut 12000 ayl/
min. sentrifuga gilinadi. Cho‘kma tashlab yuboriladi, suyuqlik bilan
glutamatdegidrogenazaning aktivligi aniqlanadi.

Ferment aktivligini aniqlash uchun qo‘yidagicha inkubatsion
aralashma tayyorlanadi (bitta namunaga ml hisobida):

0,25 M saxaroza, tris HCI bufer 0,6

EDTA 0.3
Suv 1,7
NADP 0,1
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_huorﬂcwoﬂcana. kyuvetasiga 2,7 ml inkubatsion aralashma va 0,1
| mitoxondriyaning ekstraktidan solinadi. Reaksiya inkubatsion
il aga 0.2 ml 0,75 M glutamin kislotasini qo‘shish bilan bosh-
udi. Namunaning optik zichligi har 15 sekundda 1,5-2 minut vaqt
womida o*Ichanadi.
Cllutamat degidrogenaza aktivligi (mk mol. NADP /min./ | mg
yuil) quyidagi formula bilan hisoblanadi.
X AE - V1000

6,2 a
~ Bunda AE -1 minut davomidagi eritmaning optik zichligining
‘ggarishi; V -namunaning umumiy hajmi (3 ml); @-namunadaga
iellning miqdori, mg; 6,22 -qaytarilgan piridinnukleotidlar forma-
dning wac nm to‘lgin uzunligidagi mikromolyarli ekstinksiya koef-
tuientr.

Lipaza aktivligiga safroni ta’siri

Sutga ozroq lipaza qo‘shiladi va fenolftalein ishtirokida ara-
Aashma pushti rang hosil gilguncha ishqor qo*shiladi, keyin 37° li suv
wmmomiga qo‘yilganda suyuqlik asta-sekin rangsizlanadi. Safro
0 shilganda rangsizlanish tezlashadi. Bu shundan dalolat beradiki,
o't kislotalarining tuzlari ta’sirida aktivlashadi.

2
CH;-0-C-CpHxs
| \\O lipaza
CH-0-C-CjH3s + 3IH0 _—
| 2
CH;-0-C-C;Hys
CH,-OH HOOC — Cy#3s
I
L CH -OH + HOOC - CyHis
|
CH.- OH HOOC ~ Cy-Hss
Glitsenn Yog' kasloalan
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Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ: suv hammomi.

Reaktivlar. 1. Qaynatilgan sut suvda suyultiriladi. 2. Natriy
karbonatning 10 % li eritmasi. 3. Fenolftaleinning 0,5 % li eritmasi
spirtda tayyorlanadi. 4. Safro. 5. Lipaza ekstrakti -ya’ni oshqozon
osti bezining ekstrakti - oshqozon osti bezi yog‘laridan tozalanadi,
mayda qilib qirgiladi va 5 marta ko‘p suv qo‘shib hovonchada
eziladi. Hosil bo‘lgan ekstrakt doka orqali filtrlanadi.

Ishning borishi. Ikkita probirkaga | ml sut solinadi va 1-2
tomchidan fenolftalein eritmasidan qo‘shiladi. Har bir probirkaga to
pushti rang hosil bo‘lguncha natriy karbonat eritmasidan tomchilab
qo‘shiladi va ayni paytda 2-4 tomchi lipaza ekstraktidan solinadi.
Birinchi probirkaga bundan tashqari 1-2 tomchi safro qo‘shiladi.
Probirkalardagi suyuqgliklar chayqatilib, 37°C suv hammomiga
quyiladi, fenolftaleinni safroli va safrosiz tajribalar rangsizlanish
vaqti kuzatiladi.

Lipaza fermentining aktivligini aniqlash

Lipaza fermenti o‘simliklarda keng tarkalgan bo‘lib, aynigsa ular
moyli o*simliklar urug‘ida ko‘p bo‘ladi. Unayotgan chigit tarkibida
ham lipaza fermentining aktivligi eng yuqori bo‘ladi.

Lipaza fermenti moylarni yog* kislotalari va glitseringacha par-
chalaydi.

CH;-0-CO-Ry CH;-OH R;-COOH
| lipaza |
CH-0-CO-R; ——4 CH-OH +R;-COOH
HOH
| _
CH,0 - CO R; CH,OH R;- COOH
Moylar Glitserin Yog' kislotalani

Lipaza fermenti ta’sirida yog® kislotalarining miqdori ortadi,
shuning uchun ferment aktivligi reaksion muhitning nordonligini
titrlash usuli bilan topiladi.
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Ishning borishi. Lipaza fermentini olish uchun 2-3 kunlik bo‘rt-
\ kanakunjut magzidan 2 gramm olib, chinni xovonchada bir xil
, hosil bo‘lguncha maydalangan shisha yordamida eziladi va
il 0.2 M asetat bufer (pH - 4,8) qo*shib hajmi 100 ml bo‘lgan
biga qo‘yiladi. Kolbaga 2 ml toza paxta moyi qo‘shib 2 soatga
L inkubatsiyaga qo‘yiladi. Bu vaqt davomida kolbani 3-4 marta
mxshilab chayqatib turiladi. Vaqt tugagach, kolbaga 20 ml 96 % li
il pirti va 20 ml efir solinadi. 2-3 tomchi fenolftalein qo‘shib, 0,1
kally gidroksidi yordamida titrlanadi.

Kontrol xam xuddi tajribaga o*xshash tayyorlanadi, faqat inkubat-

qo‘ymasdan darhol titrlanadi.

Reaktivlar: 2-3 kunlik bo‘rtgan chigit mag‘zi, asetat bufer, 0,2M
Fitmasi (pH-4.8) paxta moyi, etil spirtining 96 % li eritmasi, efir,
\olltalein, kaliy gidroksidining 0,1 N eritmasi.

Ureazani aktivligini aniqlash

Ureaza fermenti mochevinani karbonat angidrid va amm iakgacha
michalaydi.

%u

| ureaza

C=0 ——CO0,+2NH;

_ HOH

NH.

Mochevina

Ishning borishi. Soya yoki tarvuz urug‘ining mag‘zidan 5
m olib, chinni hovonchada yaxshilab un hosil bo*lguncha ezi-
Wi So'ngra 2 ta probirka olib, har biriga 1 g soya voki tarvuz

i ining unidan solinadi. 1-probirkaga | ml suv, 2-probirkaga 1
mochevinaning 1 % li eritmasi quyiladi. Probirkalar 40°C da 15
Il davomida inkubatsiyaga qo‘yiladi.
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Keyin har ikkala probirkaga 1-2 tomchidan fenolftalein tomi-
ziladi. 2-probirkadagi muhit ferment ta’sirida hosil bo‘lgan ammiak
hisobiga ishqoriy muhit bo‘lib, pushti rangga ega bo‘ladi.

Reaktivlar: soya va tarvuz urug‘lari, mochevinaning 1 % li
eritmasi, fenolftalein.

Pepsin fermenti ta’sirida ogsillarning parchalanishi

Pepsin - ogsillarning me’dada o‘zgarishiga sabab bo'ladigan
eng muhim proteolitik ferment bo‘lib, me’da shirasida uchraydi.
Me’da shilliq pardasining hujayralari pepsinogen ishlab chiqaradi,
pepsinogen me’da shirasidagi xlorid kislota ta’sirida aktiv proteolitik
ferment - pepsinga aylanadi. Pepsin uchun optimal vodorod ionlari
konsentratsiyasi pH -1,5-2,5 ga teng bo‘ladi. Kislotali muhitda (pH-
1,5-2.5) u ogsillarni gidrolitik peptonlargacha parchalaydi. Pepsin
oqsil molekulasining ichida, o‘rtalaridagi peptid bog'larini uzadi.
Pepsin, asosan aromatik aminokislotalarning aminoguruhdari hosil
gilgan bog‘larni va Ala-Ala, Ala-Ser kabi pepid bog‘larni uzadi.

Me’da shillig pardasining hujayralari pepsinogen ishlab chiga-
radi, pepsinogenning fiziologik sharoitlarda pepsinga aylanishi
avtokatalik jarayondir. Pepsinogenning molekula ogirligi 42500 ga,
pepsinniki esa 34500 ga teng. Aktivlanish jarayonida pepsinogendan
6 ta polipeptid ajralib chiqadi.

Shunday gqilib, xlorid kislota pepsinni ta’sir gilishi uchun optimal
sharoit yaratadi. Undan tashqari bu kislota ta’sirida ogsillar shishib,
denaturatsiyaga uchraydi, natijada ularning hazm bo‘lishi osonlashadi.
Ogsillarning pepsin ta’sirida hazm bo‘lishi fibrin misolida ko‘riladi.
ya’ni pepsin ta’sirida suvda eriydigan pepton hosil bo*ladi.

Kerakli asboblar: probirkalari bilan shtativ; suv hammomi; 5 ml
li pipetka.

Reaktivlar. 1.Fibrin. 2. 0,1 % li pepsinning 0,2 % li xlorid
kislotadagi eritmasi. 3. 0,25 % li xlorid kislotasi eritmasi. 4. 10% li
natriy karbonat eritmasi. 5. Mis sulfatning 1% li eritmasi. 6. 10 %
li natriy ishqorining eritmasi.

Ishning borishi. To‘rtta probirka olib, birinchisiga 4 ml xlorid
kislota eritmasidan, ikkinchisiga 4 ml pepsinni xlorid kislotadag,
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‘Wiitmasidan, uchinchi probirkaga soda bilan neytrallangan pepsinning
slorid kislotasidagi eritmasidan 4 ml, to‘rtinchi probirkaga esa
"y inning xlorid kislotadagi eritmasini gaynatilib sovutilgan erit-
nasidan 4 ml solinadi.

Har bir probirkaga fibrinning kichik-kichik bo‘laklaridan solinadi,
ngra hamma probirkalar bir vaqtda 37-40°C li suv hammomiga
0’ yiladi. 30 minutdan keyin reaksiyalar natijasi tekshiriladi. birinchi
wobirkada fibrin xlorid kislota ta’sirida shishib ketganligi kuzatiladi,
Ikkinchi probirkada pepsinning xlorid kislotasidagi eritmasi ta’sirida
ibrin inkubatsiyadan keyin erib ketganligini ko‘rish mumkKin.
Uehinchi probirkadagi fibrin o‘zgarishsiz qoladi, chunki pepsin
neytral muhitda aktiv holatda bo‘lmaydi. To'rtinchi probirkadagi
n xlorid kislota ta’sirida bo‘kib qoladi, chunki gaynatilganda
psin o'z biologik holatini yo*‘qotadi.

Hamma probirkalardagi suyuqliklar filtrlanadi, har bir filtrat
ilan biuret reaksiyasi bajariladi va olingan ma’lumotlardan xulosa

welladi.

Tirozinaza fermnetining aktivligini aniqlash

Tirozinaza fermenti oksidlanish-qaytarilish reaksiyalarini ana-
giluvchi fermentlarga mansub bo‘lib, o*simliklar tarkibida keng
tyulgan. Ular o*simlik mahsulotlarida rangli moddalar melaninlarni
hosil bo'lishida muhim ahaiyatga ega.

lReaktivlar: kartoshka, tirozinning 0,1 % li eritmasi (0,1 g tirozin
00 ml 0,01 N Na,C0, eritmasida kuchsiz qizdirilib eritiladi).
Ishining borishi. Kartoshka qirg‘ich yordamida maydalanib,
gavat doka orqali sigib shirasi olinadi. Ikkita probirkaga |
dan kartoshka shirasi solinadi. |-probirkaga 2-3 tomchi suv,
sbirkaga 2-3 tomchi tirozinning 0,5 % li eritmasi qo‘shiladi.
“rubirkadagi suyuqlik yaxshilab aralashtirilib, 60 minut davomida
1°C inkubatsiyaga qo‘yiladi. Vaqti-vaqti bilan 3-4 marta probirkalar
wxshilab aralashtirilib turiladi. Vaqt o‘tgach tirozin qo‘shilgan
wobitkada qora rang hosil bo‘ladi. Bu rang tirozinaza fermenti
‘sirida tirozindan hosil bo‘lgan melaninga xosdir.
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Fosfotaza fermentining aktivligini o‘simliklarda aniqlash

Fosfotaza fermenti o‘simlik dunyosida keng tarqalgan bo‘lib,
moddalar almashinuvi jarayonida katta ahamiyatga ega. Bu ferment
gidrolazalar sinfiga mansub bo‘lib, fosfor kislotasining murakkab
efirlarini gidroliz qilishda ishtrok etadi.

G*o‘zaning turli gismlarida uchraydigan fosfotaza fermentlari har
xil muhitda ko‘rsatadigan ta’siriga qarab, «ishqoriy fosfotazalar» (pH
optimumi 8 dan yugqori) va «Nordon fosfotazalar»ga (pH optimumi
6 dan past) bo‘linadi.

Reaktivlar: tris-bufer eritmasi (ilovaga qarang), natriy
glitserofosfatning 0,05% li eritmasi, uchxlorasetat kislotaning 10 %
li eritmasi.

Ishning borishi. Undirilgan (3-5 kunlik) chigit o‘simtalaridan
1-3 gramm tortib olinadi va chinni hovonchada 1-5 ml, tris - bufer
yordamida (pH-5,5 yoki pH-9,0) bir xil massa hosil bo‘lguncha
eziladi. Hosil bo‘lgan gomogenat minutiga 1500-3000 tezlikda 10
minut davomida sentrifugalanadi. So‘ngra sentrifugatni hajmi 10 ml
ga etkaziladi. Bu eritma fosfotaza fermentining manbai hisoblanadi.

2 ta probirka oli