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К И Р И Ш

Ушбу кулланма университетларнинг, педагогика институтла- 
рининг биология факультетининг ва Фармацевтика институтининг 
агробиотехнология факультетининг талабалари учун мулжалланиб 
ёзилган. Кулланмада биокимёдан амалий машгулотлар утказиш 
борасидаги билимлар жамланган.

Кулланма 14 та бобдан иборат:
1) Буфер эритмалар; водород ионларининг концентрациясини 

аниклаш методлари; 2) Оксиллар; 3) М ураккаб оксиллар; 4) Л и
пидлар; 5) У теводлар; 6) Нуклеин кислоталар; 7) Ферментлар; 
8) Витаминлар; 9) Органик кислоталар; 10) Гормонлар; 11) К,он; 
12) Сут; 13) Мускул тукимаси; 14) Биологик объектларда фосфорни 
аникдаш.

Кулланмада оксиллар, нуклеин кислоталар, углеводлар, ёглар, 
витаминлар, гормонлар ва биологик суюкдикларни аникдашда 
ишлатиладиган сифат реакциялари билан биргаликда микдорий 
анализ кдлиш методлари х,ам келтирилган. М икдорий анализ килиш 
учун бир катор замонавий методлар, яъни электрофорез, спектро- 
фотометрия, хроматография, фотоколориметрия х,акидаги билимлар 
ёритилган. Баъзи бир лаборатория ишларидан олинган маълумотлар 
жадвал *олатида тулдирилади ва хулосалар ёзилади.

Кулланмадаги методлардан талабалар илмий-тадкикот иш- 
ларида х,ам фойдаланишлари мумкин.

Назарий курсга оид айрим жадваллар китоб охирида иловада 
келтирилган.

Кулланмада келтирилган х,ар бир амалий машгулотлар мавзуси 
биокимё курсининг тегишли назарий боблари билан узвий боглик- 
Хар кайси амалий машгулотга назарий тушунчалар берилган, х,ар 
бир методнинг мох,ияти ва кулланилиши курсатилган, бу эса уз 
навбатида фанни янада чукуррок узлаштиришга имкон беради.



I БОБ. ВОДОРОД КУРСАТКИЧИ. БУФЕР ЭРИТМАЛАР. 
ВОДОРОД ИОНЛАРИНИНГ КОНЦЕНТРАЦИЯСИНИ АНИКДАШ  

МЕТОДЛАРИ 

Водород курсаткичи

Х,амма сувли эритмалар кислотали ёки ишкорий эритмалар 
булишидан катьи назар, уларда водород ионлари Н+, гидрооксил ионлари 
ОН" иштирок этади. Сув-кучсиз электролит булиб, унинг молекулала- 
рининг жуда оз кисми Н ва ОН+ ионларига диссоцияланади, бу ионлар 
диссоцияланмаган молекулалар билан мувозанатда булади:

н2о , " н++он-
Бу теншамадан куриниб турибдики, сувда [Н+] ва [ОН ] кийматлари 

бир хил булади. Сувдаги водород ионлари билан гидрооксил ионлари 
концентрацияларининг купайтмаси сувнинг ион купайтмаси (К ) дейилади. 
Муайян х,ароратда Кс -узгармас катталик. Унинг 22° даги сон клймати 
Ю'14 га тенг.

[Н+] • [ОН ] =10 7 ■ i a 7
Эритманинг кислотали ёки ишк,орийлиги водород ионларининг 

концентрацияси оркали ифодаланади, нейтрал эритмада [Н+]=107, кислота
ли эритмада [Н+]<107 ва ишкорий эритмада [Н+]>10'7. Водород ионлари
нинг концентрацияси водород курсаткичи, яъни pH билан белгиланади. 
Эритмаларнинг мухдтгини pH билан аниклаш мумкин: нейтрал рН=7, 
кислотали рН<7, ишкорий рН>7.

Водород ионлари концентрациясининг тескари ишора билан олин
ган унли логарифми водород курсаткичи деб аталади.

pH =-Lg [Н*]
Бунда [Н+]-водород ионларининг концентрацияси, грамм эквивалент/ 

литрда ифодаланади.

Буфер эритмалар

Буфер эритмаларда водород ионларининг концентрацияси доимий 
булади. Буфер эритмалар куйидагича ташкил топтан булиши мумкин:

1) Кучли кислота ва шу кислотани кучли диссоцияланадиган ту- 
зидан, масалан, ацетат буфери-сирка кислотаси/натрий ацетат (СН}СООН 
ва СН3СОО Na)\ гидрокарбонатли буфер/карбонат кислота натрий 
гидрокарбонат (Н2С 03 ва Na2HCOJ\

2) кучсиз асос ва шу асоснинг кучли диссоцияланадиган тузи, ма
салан, аммонийли буфер-аммоний гидроксиди/аммоний хлорид (NH. ОНI 
NH4Cl);

3) бир алмашган ва икки алмашган куп асосли кислотанинг тузлари, 
масалан, фосфатли буферлар -NaH2 РОJNa2 НР04.

Буфер эритмаларнинг pH ундаги кислота ва тузларнинг нисбатига 
боглик булади, шу х,олда эритманинг pH доимо бир хил булади. Буфер



[Н + ] = К ёки [ОН ] = ̂ ^ К
^  туз С  туз

Бу ерда С -кислотанинг концентрацияси; С -тузнинг 
концентрацияси; С^-асоснинг концентрацияси; К-кислота 7асос)нинг 
электролитик диссоцияланиш нуктаси.

Водород курсаткичини маьлум даражада сакданиши физиологик 
ахдмиятга эга: барча биокимёвий жараёнлар учун реакция мухити доимий 
булиши керак, ’«ухит pH ининг узгариши моддалар алмашинуви жараёни- 
нинг узгаришига олиб келади.

Тукима ва биологик суюкликларнинг буфер системаларини хосил 
килишда минерал тузлар мухим роль уйнайди ва pH ини доим бир хил 
даражада сакдаб туради. Оксиллар, натрий ва калий бикарбонатлар, 
фосфат буферлари организм учун гоят зарур моддалардир. Масалан, ок
силлар амфотер хоссага эга ва шунинг учун Н+ ионларини хам, ОН' ион- 
ларини хам бириктира олади. Шунинг учун оксиллар мухим буфер систе- 
малар ролини уйнайди ва организмда кандай булмасин бирор эркин кис
лота ёки асос пайдо булганида pH нинг узгаришига тускинлик килади.

Бикарбонатлар билан фосфатларнинг эритмалари хам pH нинг 
узгаришига карши таъсир курсатади. Масалан, натрий бикарбонат 
(NaHC03) кандай булмасин бирор кислота билан узаро таъсир килганда 
Н2С 03 хосил килади. Бу кислота карбоангидраза иштирокида Н20  ва 
С 02 га парчаланиб кетади, натижада мухитнинг pH узгармайди.

Шундай килиб, хужайраларнинг энг мухим физиологик функцияси 
водород ионлари концентрацияси ва уларнинг нисбатига хам боглик- 
Биологик суюкликлардаги бирор туз концентрациясининг узгариши бир 
канча мухим физиологик функцияларнинг бузилишига олиб келади.

Буфер сигами

Хар бир буфер эритма маьлум буфер сигами билан характерланади. 
Буфер сигами-буфер эритманинг таъсир кучидир. Кислота ва ишкор 
г.экв. (грамм-эквивалент) микдор билан белгиланади, 1 л буфер аралашма- 
нинг водород курсаткичи бирлигини узгартириш учун кушилади.

Буфер сигами, буфер аралашмадаги компонентларнинг концентра- 
циясига боглик, одатда буфер эритмалар суюлтирилганда уларнинг кон
центрацияси камаяди.

Буфер сигамини хисоблаш учун куйидагиларни билиш керак:
V -буфер эритманинг хажми; К-кушилган кислота ёки ишкорнинг 

Хажми; А'-кушилган ишкор ёки кислотанинг нормаллиги; рН0-буфер 
эритмани дастлабки pH; pHt -буфер эритманинг ишкор ёки кислота



/,.__^ __
( p H , - p H , )  к

Индикаторлар ёрдамида водород ионларининг 
концентрациясини аниклаш

Водород ионларининг концентрациясини (pH) индикаторлар 
ёрдамида аникдаш мумкин. Индикаторлар кучсиз органик кислоталар 
ёки асослар булиб, уларнинг диссоцияланмаган формалари ранги, диссо- 
цияланган формаларидан фарк килади. Индикаторларнинг диссоция- 
ланиши реакциянинг мухитига ботик-

Масалан: фенолфталеин бир хил ранг берувчи индикатор булиб, 
факат анион сифатида буялади, диссоцияланмаган молекула рангсиз 
булади:

Н Jnd t > Н* + Jnd  
Рангсиз Кизил

кислотали формаси ишкорий формаси

Икки хил ранг берувчи индикатор, масалан метилрот, диссоциялан
маган молекуласи ва анионларнинг ранги бир-биридан фарк килади:

Н  Jnd , " Н+ + Jnd  
Кизил Сарик

кислотали формаси ишкорий формаси

Текширилаётган эритмага индикатор кушиб, хосил булган рангта 
караб мухитнинг pH ини аникдаш мумкин.

Реактивлар: 1. КН2Р 0 4 нинг 0,15 М эритмаси. 2. NaHP04 нинг -
0,15 М эритмаси. 3. Метилрот, бромтимол индикаторлари. 4.Универсал 
индикатор.

Индикаторлар мух,ит pH ига караб турлича ранг хосил кила олади. 
Б уни куйида курсатилган мисолдан куриш мумкин:

т/с Индикатор Рангнинг узгариш 
чегараси

Ранги
Кислотада Инщорда

1. Туксарик метил 3,1-4,4 кдеил сарик
2. Метилрот 4,2-6,2 кизил сарик.
3. Бромтимол 6,0-7,6 сарик кук
4. Фенолфталеин 8,0-9,8 рангсиз бинафша-кизил
5. Тимояфталеин 9,3-10,5 рангсиз тук сарик-жигарранг

Ишнинг бориши. Туртта пробирка олиб, уларга 0,15 М КН2Р 0 4 ва 
Na Н Р04 эритмаларидан куйида курсатилган нисбатларда олиб, турли



pH га эга булган буфер эритмаларни тайёрлаймиз. Эритмаларни 
аралаштириб, х,ар бир пробиркадаги буфер иккига булинади.

Биринчи катордаги пробиркаларга метилрот индикаторидан ку- 
шилади. Иккинчи катордаги пробиркаларга эса бромтимол индикаторидан 
кушиб, хосил булган ранглар кузатилади.

Эритмалар Проби1жаларнинг номери
1 2 3 4

0,15 М КН2Р 0 4, мл 
0,15 М Na НГО4, мл 
Тайёрланган эритма pH

9,5
0,5

5,59

8,0
2,0

6,24

6,0
4,0

6,64

3.0
7.0 

7,17

Универсал индикатор ёрдамида pH ини аниклаш

Универсал индикатор бир неча индикаторларнинг аралашмасидан 
иборат булиб, эритма pH ига караб узининг мос рангини хосил килади. 
Универсал индикаторнинг таркиби куйидаги жадвалда курсатилган.

I ва II универсал индикаторлар таркиби

Индикаторлар Микдори, граммларда
1 2

Тимол 1 -

Бромтимол 0,8 0,4
Диметиламиноазобензол 0,6 -
Метилрот 0,4 0,2
Фенолфталеин 0,2 0,8
Этил спирти 1000,0 1000,0

1-универсал индикатори рангининг узгариши pH 1-10 оралигида 
булади; II-универсал индикатори рангининг узгариши pH 4-10 оралигида 
булади. Универсал индикатори рангининг узгариши турли pH да куйида- 
гичадир:

! I индикатор II индикатор
I pH ранги pH ранги
1 2 кизил 4 КИЗШ1

i 4
тук сарик. 5 тук сарик

! 6 сарик, 6 сарик
1 8 я шил 7 яшил
j 1 0

!

кук 8,5
10

кук
бинафша

Еттита пробирка олиб, куйидаги курсатилган буфер эритмалар 
тайёрланади. Тайрланган буфер эритмаларга 2 томчидан универсал



индикатордан кушилади ва *осил булган рангга караб х,ар бир аралаш
манинг рНи аникданади:

Эршмалар Пробирсаларншг нэмгри
1 2 3 4 5 6 7

щ н ю ^ х ш
Эреткининг шкдори, мл 
Лиман кжжгасининг 0,1 м 
эршмаси микдори, мл 
Б>фер эришапарининг pH и

0,40

19,60

2,2

4,11

15,89

3,0

7,71

12,29

4,0

10,30

9,70

5,0

12,63

7,37

8,0

15,45

4,55

6,8

19,45

0,55

8,0

Потенциометрик усул билан эритманинг pH ини аникдаш

Бу усул махсус электродлар ёрдамида текширилаётган эритма- 
лардаги водород ионлари концентрациясининг таъсирида гальваник эле- 
ментларнинг электр юритувчи кучини улчашга асосланган. Бу усул билан 
Кар кандай суюкдикларнинг pH ини аник улчаш мумкин. Махсус асбоблар- 
турли потенциометр ёрдамида эритмалардаги pH ни улчаш мумкин. Бу 
асбобларнинг умумий тузилиши ва эритмаларнинг pH ини улчашда ба- 
жарадиган барча операциялари потенциометрларга (рН-метрлар) кушиб 
бериладиган паспортда ёзилган.

Асбобда иш лаш  коидаси. Эритманинг pH ини улчашдан 15-20 
минут олдин асбоб ёкиб куйилади. Электродлар янги тайёрланган дистил
ланган сув билан 3-4 марта ювилади. Эритмаларнинг pH ини улчашда 
автоматик харорат компенсациясидан фойдаланилади.

Эритманинг pH аввал асбобнинг катта -2-+14 диапозонида, кейин 
кичик диапозонида улчанади, сунгра асбоб электроддари 7-10 марта сув 
билан ювилади. Электродлар ювилгач, бошка эритманинг pH ини улчаш 
мумкин. Ювилган электродлар сувда колдирилади.



I. ОКСИЛЛАР

Оксиллар ёки протеинлар -юк,ори молекуляр органик бирималар 
булиб, молекулалари а-аминокислоталардан тузилган. Оксил таркибига 
куйвдаги элементлар киради (%): углерод-50,1-54,5, кислород-21,5-23,5, 
водород -6,5-7,3, азот-16,6-17,6, олтингугурт-0,3-2,5, фосфор-0,1-2. Баъзи 
бир оксилларнинг таркибида оз микдорда йод, темир, мис, бром, марганец, 
рух, кальций ва бошка моддалар учрайди.

Оксиллар хужайраларнинг энг мухим таркибий кисмидир. Орга
низмда оксиллар турли хил функцияларни бажаради: хужайранинг струк
тура материали сифатида хизмат килади; тукимадаги моддалар алмашину- 
вининг хамма реакцияларини катализлайди; оксиллар энергия манбаи 
хисобланади, уларнинг оксидланиши натижасида энергия ажралиб чикдци.

Оксиллар иккита синфга булинади: оддий оксиллар ва мураккаб 
оксиллар. Оддий оксилларга альбуминлар, глобулинлар, гистонлар, прота- 
минлар киради. Мураккаб оксиллар таркибига фосфопротеинлар, глюко- 
протеинлар, хромопротеинлар, нуклеопротеинлар, липопротеинларни 
киритиш мумкин.

Оксил эритмаларини тайёрлаш. Рангли реакциялар ва чукмага 
тушириш реакциялари учун тухум оксилининг эритмаси тайёрланади. 
Битта тухумнинг оксили саригидан ажратиб олиниб, 15-20 мл дистилланган 
сувда эритилади. Эритма 3-4 кават дока оркали фильтрланади. Эритма 
холодильникда сакланади.

Диализ учун тухум оксилининг эритмасини тайёрлаш. Учта товук 
тухумининг оксилини саригидан ажратиб, 700 мл дистилланган сувда 
эритилади, сунгра 300 мл натрий хлорид тузининг туйинган эритмасидан 
кушилади. Эритма 3-4 кават дока оркали фильтрланади ва холодильникда 
сакланади.

ОКСИЛ ВА АМИНОКИСЛОТАЛАРГА ХОС 
РАНГЛИ РЕАКЦИЯЛАР

Оксил гидролизлангандан аминокислоталаргача парчаланади. Оксил 
таркибидаги аминокислоталар узаро пептид боптари оркали бирикади. 
Айрим аминокисл оталар бир-биридан таркибидаги турли-туман функ
ционал гурухдари билан фаркланади. Бу гурухдарга хос рангли реакциялар 
ёрдамида оксиллар, биологик суюкдиклар ва аралашмалар таркибидаги 
аминокислоталарни аниклаш мумкин. Оксил ва аминокислоталарнинг 
сифат ва микдор жихатдан аникдашда кулланадиган рангли реакциялар 
икки гурухга булиб урганилади: биринчи гурухга оксил таркибидаги хар 
хил химиявий боглар билан хосил килинадиган рангли реакциялар (биурет 
реакцияси), иккинчи гурухга эса аминокислоталарнинг функционал 
гурухдари билан хосил килинади ган рангли реакциялар киради.



Биурет реакцияси

Оксиллар ишкорий шароитда мис сульфатнинг эритмаси билан 
мураккаб комплекс бирикма хосил килади. Реакция молекул ада 2 та

ёки ундан ортик пептид богаар -С - N -гурухдари булишига боглик- 
Пептидлар ва оксилларни мис натрийли тузлари билан хосил кдлган 
комплексининг тузилишини куйидагича ёзиш мумкин.

■ NH - СН - С - N - СН -C=N - СН - С - ...
I II
r 5 о

Бу ерда -R ^  R2, R3, R4...-аминокисл оталарнинг колдикдари. 
Реакция натижасида хосил булган рангнинг интенсивлиги пептид- 

ларнинг узунлигига боглик булиб, кук бинафшадан то кизил бинафшагача 
ва кизил ранг оралигида булади.

Сийдикчил (мочевина) киздирилганда унинг икки молекуласидан 
NH3 ажралиб чикиб реакция натижасида биурет хосил булади:

О Н
II I

r 2 о
I II

■ NH - С

Си +2Na+

II II

NH-
NH.

с=о
N H 3 + с=о

N H  Н
NH

NH.
C = 0

c=o
NH-

NH.

С и й д и к ч и л Биурет



Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; 1,2 ва 5 мл ли 
пипеткалар; спирт лампаси.

Реактивлар. 1.Соя уни оксили; тухум оксилининг эритмаси. 2.Нат- 
рий ишкорининг 10% ли эритмаси. 3. Мис сульфатининг 1% ли эритмаси. 
4.Сийдикчил.

Ишнинг бориши. 1.Пробиркага 100-200 мг сийдикчил кристалл ид ан 
солиб, аммиак хдци х,осил булгунча киздирилади. Хосил булган масса 
совигандан кейин пробиркага 2 мл натрий иищоридан, 1-2 томчи мис 
сульфатдан солинади. Реакция натижасида пушти ранг х,осил булади.

2. Пробиркага 2 мл тухум оксил ид ан солиб, кейин шунча хджмда 
натрий ишкоридан, 1-2 томчи мис сульфатнинг эритмасидан кушилади.

Реакция натижасида кизил-бинафша ранг х,осил булади.

Ксашопротеин реакцияси

Купчилик оксил эритмалари концентрланган нитрат кислота билан 
реакцияга киришиб, сарик ёки тук сарик, (заргалдок,) ранг беради. Бу 
реакция оксил молекуласидаги ароматик (х,алкали) аминокислоталар (фе
нилаланин, тирозин, триптофанлар)га хос булиб, улар нитрат кислота 
билан узаро реакцияга киришиб, сарик рангли нитробирикмаларни х,осил 
килади:

“Ксантос”- бу грекча суз булиб, сарик деган маънони беради. Ти
розин концентрланган нитрат кислота таъсирида динитротирозинни (сарик, 
ранг) х,осил килади.

h 2n -c h -c o o h  h 2n - c h -c o o h

Тирозин Динитробирикма (сарик, ранг)

Динитротирозинга натрий ишк,ори ёки аммоний гидроксиди таъсир 
эттирилса, динитротирозиннинг натрийли ёки аммонийли тузи х,осил 
булади, бу туз тук; сарик рангта эга.

HjN-CH-COOH h 2n -c h -c o o h

Динитротирозиннинг аммоний 
тузи



Бу реакция таркибида ароматик аминокислота тутувчи барча ок
силларга хосдир. Желатина оксили таркибида ароматик аминокислоталар 
булмаганлиги сабабли у ксантопротеин реакциясига киришмайди.

Ксантопротеин реакцияларини оддий ароматик бирикмалар - бензол 
ва унинг гомсшоглари хам беради.

Реактивлар. 1.Тухум оксилининг эритмаси; соя уни оксили. 2ЛСе- 
латинанинг 1%ли эритмаси. 3.Концентрланган нитрат кислотаси. 4. Натрий 
ишкорининг 20% ли эритмаси ёки концентрланган аммиакли эритмаси 
(20-25%). 5.Фенолнинг 0,1% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2-3 мл фенол эритмасидан солинади 
ва 1-2 мл концентрланган нитрат кислотаси пробирка деворлари оркали 
куйилади. Эх,тиёткорлик билан киздирилганда сарик ранг хосил булади. 
Пробиркага 1-2 мл тухум оксилидан солиб, унга 8-10 томчи концентрлан
ган нитрат кислотадан кушиб киздирилганда чукма сарик рангга киради. 
Совигандан кейин пробиркага эхтиёткорлик билан аммиак эритмасидан 
ёки натрий ишкорининг эритмасидан кушилади.

Пробиркага 1-2 мл желатинанинг 1 % ли эритмаси, 8-10 томчи 
концентрланган нитрат кислотаси эритмасидан кушиб киздирилади. 
Желатина ароматик аминокислоталарни таркибида сакдамаганлиги учун 
бундай реакцияни бермайди.

Олтишугурт тутувчи аминокислоталар учун реакция

Купгина оксиллар молекулалари таркибида олтишугурт тутувчи 
аминокислоталар цистеин, цистин ва метионин сакдайди.

Оксил га ишкор кушиб киздирилганда, бу аминокисл от алардан ол- 
тингугурут водород сульфид холда ажралиб чикади. Водород сульфид 
кургошин ацетати билан кора чукма-кургошин сульфидни хосил килади.

CH^SH
I

c h n h 2
I

СООН

Цистеин

СН - S - S - СН
I

CHNH,

СООН

Цистин

I
c h n h 2
I
СООН

c h 2-s -c h 3
Iсн2
I

c h n h 2
I

СООН
Метионин

CH2-SH СН2ОН

CHNH2 + 2NaOH 
I

СООН
Цистеин

-> CHNH2+Na2S+H20

СООН
Серин



2. Pb(C H fO O )2 + IN a O H ------- *Pb(OH)2+ 2CHfOONa.
3. Pb(OHJ2 + 2NaOH ------- ► Na2Pb02+ 2H}0.
Na2S+ Naj>b02 + 2H20 ^ iP b S +  4NaOH.

Реактивлар. 1.Соя уни оксили. Тухум оксили. 2.Нарий гидроксиди
нинг 20 % ли эритмаси. 3. Кургошин ацетатининг 0,5 % ли эритмаси.

Иш тартиби. Пробиркага 1-2 мл оксил эритмасидан солинади ва 
тенг хажмда натрий ишкоридан кушилади, кайнагунча киздирилади ва 
совугач 1-2 томчи кургошин ацетатли тузининг эритмасидан кушилади. 
Натижада кора чукма PbS хосил булади.

Тирозин реакцияси

Реакция оксил молекуласидаги тирозин аминокислотасига хос бу
либ, унинг таркибида фенол группаси бор. Унга миллон реактивидан 
кушиб киздирилганда кизил рангли чукма хосил килади.

СНт— СН СН2------СН^

СООН СООН
Тирозин Нитротирозиннинг

симобли бирикмаси

Деярли хамма оксиллар Миллон реакциясини беради, чунки улар 
таркибида тирозин аминокислотасини сакдайди. Шунингдек, бу реакция 
Хамма феноллар учун хам характерлидир.

Керакли асбоблар: Пробиркалар билан штатив; пипеткалар.
Реактивлар. 1. Фенолнинг 0,1% ли эритмаси. 2. Миллон реактиви; 

бу реактивни тайёрлаш учун 40 г симоб олиб, 57 мл концентрланган 
нитрат кислотасида (хона хароратида) эритилади.

Тайёрланган эритмага икки хажмда сув кушиб суюлтирилади ва 
хосил булган чукма тукиб юборилади. 3. Оксил эритмаси. 4. Желатина- 
нинг 0,1% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Маш гул от аввал фенол билан бажариб курилади.
1-пробиркага 2 мл фенол эритмасидан ва 1 мл Миллон реактивидан 
солиб, аста-секин киздирилади, натижада пушти ранг хосил булади. Сунгра 
оксил билан шу реакция б аж ар ил ади. 2-пробиркага 2 мл оксил эритмаси
дан солиб, 6-8 томчи миллон реактивидан кушилади, реакция натижасида 
ок чукма хосил булади, киздирилганда тук кизил рангли чукмани хосил



килади. 3-пробиркага 2 мл желатина эритмасидан солиб, 6-8 томчи Миллон 
реактивидан кушиб реакция бажариб курил ганда миллон реакцияси руй 
бермайди.

Адамкевич реакцияси

Триптофан аминокислота эритмасига концентрланган ацетат 
кислота кушиб, пробирка девори буйлаб пипеткадан секин концентрланган 
сульфаткислота куйилади. Бунда икки суюкдик чегарасида кизил-бинафша 
х,алка х,осил булади. Бу, ацетат кислота таркибида аралашма сифатида 
учрайдиган глиоксилат билан триптофан кислотали мух,итда рангли мад- 
сулотлар ^осил кдлиш хусусиятига эга эканлигидан далолат беради.

Иш тартиби. Пробиркага 1 мл 0,05 %ли триптофан ва 1 мл кон
центрланган ацетат кислотадан куйилади. Пробиркани бир оз киздириб, 
тенг х,ажмда пробирка девори буйлаб яна концентрланган ацетат кисло
тадан кушилади (суюкдиклар бир-бири билан аралашмаслиги керак), 
10 минут утгач х,ар иккала суюкдик чегарасида кизил-бинафша ранг х,о- 
сил булади.

Реактивлар: концентрланган ацетат кислота, концентрланган суль
фат кислота ва 0,05% ли триптофан эритмаси.

Нингидрин реакцияси

Оксил эритмасини ва полипептидларини нингидрин реактиви билан 
киздирилганда кук-бинафша ранг х,осил килади. Нингидрин реакцияси 
аминокислоталарни а-х,олатдаги аминогурухдари х.исобига содир булади. 
Реакциянинг мох,ияти шундан иборатки, а-аминокислоталар ва пептидлар, 
нингидрин таъсирида дезаминланиш ва декарбоксилланиш жараёнлари 
боради. Реакция натижасида С 02, NH3, альдегид ва кайтарилган нингидрин 
лосил булади. Кайтарилган нингидрин, аммиак ва бир молекула нингидрин 
узаро реакцияга киришиб, кук-бинафша рангли бирикма х,осил килади.

О О

О

а-аминокислота Кайтарилган нингидрин
Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар; сув 

*аммоми.
Реактивлар. 1.0,2% ли нингидриннинг спиртдаги ёки ацетондаги 

эритмаси. 2. Оксил эритмаси. 3. 0,1 % ли глициннинг сувдаги эритмаси.



оо

о

+ 2НгО

II О

Кук-бинафша рангли бирикма
О

Ишнинг бориши. Пробиркага 2 мл глициннинг эритмаси, 5-6 томчи 
нингидрин эритмаси солиниб, сув хаммомида киздирилади. Натижада 
бинафша ранг хосил булади. Бошка пробиркага 2-3 мл оксил эритмаси 
хамда 10-12 томчи нингидрин эритмаси солинади. Эритмалар аралаштирил- 
гач бир неча минут сув хаммомида киздирилади. Реакция натижасида 
кук-бинафша ранг хосил булади.

Оксиллариииг ф изик ва химиявий хусусиятлари.
О ксилларни чуктириш  реакциялари

Турли реактивлар оксил моддаларининг физик-химиявий хосса- 
ларига таъсир этиб, макромолекула структурасини узгаришиг а олиб кела
ди. Оксилларнинг чуктириш реакцияларини иккита гурухга булиш мумкин: 
оксилларни денатурациясиз чуктириш (нейтрал ишкорий металл тузлари) 
ва денатурация йули билан чуктириш (харорат, минерал ва органик 
кислоталар, огар металл тузлари, алкалоид реактивлари).

Оксилни чукмага тушиши унга богланган сув пардасининг бузили- 
шига боглик. Гидрофил моддалар, органик эритувчи-ацетон, этил спирти, 
ишкорий металлар-нейтрал тузларнинг концентрланган эритмалари оксил- 
нинг сув пардасини бузиб, унинг эрувчанлигини камайтиради. Органик 
эритувчилар, аммоний сульфат, натрий хлорид, натрий сульфат, натрий 
фосфат ва бошка эритмалар оксилга таъсир эттирилганда, оксил чукмага 
туш ади.

Оксил эритмаларига турли тузлар кушилганда, унинг чукмага 
тушириш реакциялари оксилларни ту н а ш  дейилади. Бу жараёнда оксил 
молекулалари гидрат пардаларидан холи булиб, бир-бири билан осон 
кушилади. Оксил тузланиш натижасида купинча табиий холатни узгартир- 
майди. Чукмадан туз ионларини диализ йули билан четлатилганда оксил 
кайтадан эритмага утади. Бундай реакциялар цайтар реакциялар деб 
аталади.



Аммоний сульфат ва натрий сульфат билан тузлаш усули оксил- 
ларни натив холатини бузмай ажратиб олишда к,улланилади. Масалан, 
к,он зардобидаги оксиллар аммоний сульфат билан чала туйинтирилганда, 
глобулинлар ажралиб чикдди, шобулинлар чукмасини фильтрлаб, эритмага 
тула туйингунча туз кристаллидан кушилса, альбуминлар фракцияси 
чукмага тушади.

Огир металл (мис, симоб, рух, кумуш, кургошин ва х,оказо) тузлари 
оксил эритмасига таъсир этганда, улар оксил молекуласидага сульфгидрил 
гурух,- SH билан бирима хосил килиб, оксил молекуласининг структура- 
сини узгартиради. Оксилларни огир металл тузлари билан чуктириш, 
к,айтарилмайдиган жараёнлардир, яъни чукмага тушган оксилни кайтадан 
эритма холига келтириб булмайди.

Оксилларни нейтрал тузлар ёрдамида чуктириш
Оксилларни натив (табиий) холда ажратиб олиш учун тузлаш 

реакциялари яхши натижа беради. Нейтрал тузлар хар хил мухитда турлича 
таъсир курсатиш хусусиятига эга. Масалан сульфат аммоний тузи таъси
рида оксиллар нейтрал шароитда, натрий хлорид таъсирида эса нордон 
шароитда чукма яхши тушади.

Оксилларни аммоний сульфат таъсирида чуктириш

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив, фильтр когоз; 
воронка; 2,5 мл ли пипеткалар.

Реактивлар. 1.К,он зардоби ёки тухум оксилининг эритмаси; соя 
уни ок,сили; 2.Аммоний сульфатнинг туйинган эритмаси. З.Аммоний суль
фатнинг кристалл тузи. 4.Натрий ишкорининг 10 %ли эритмаси. 5.Мис 
сульфатнинг 1 %ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2-3 мл кон зардобидан ёки суюлтирил- 
ган тухум оксилидан солиб, тенг хажмида аммоний сульфатнинг туйинган 
эритмасидан кушилади ва яхшилаб аралаштирилади. Натижада глобулин 
оксиллари чукмага тушади. 8-10 минутдан кейин фильтрланади. Глобулин 
оксиллари чукмада, альбуминлар фильтратда колади. Фильтратдаги альбу- 
минларни чуктириш учун аммоний сульфатнинг кристалларидан туйин
гунча кушилади, натижада альбуминлар чукмага тушади, сунг чукма 
фильтрланади.

2-3 мл фильтратдан олиб, биурет реакцияси бажарилади. Агар 
оксиллар тулик чукмага тушган булса, фильтрат билан биурет реакцияси 
Хосил булмайди. Глобулин ва альбумин ч^тсмалари сувда эритилади ва 
биурет реакцияси бажарилади.



Оксилларни натрий хлорид таъсирида чуктириш

Реактивлар. 1.Натрий хлорид тузининг кристали. 2.Сирка кислота
сининг 2 %ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2-3 мл кон зардоби ёки тухум окси- 
лидан солиб, натрий хлорид тузининг кристалларидан туйингунча куши
лади. 3-5 минутдан кейин пробиркада глобулинлар чукмаси х,осил булади. 
Сунгра чукма фильтрланади. Фильтратда альбуминлар кол ад и. Альбу- 
минлар туйингунча нейтрал эритмаларда чукмага тушмайди. Фильтратга 
4-6 томчи сирка кислотасининг 2 % ли эритмасидан кушилади, натижада 
альбуминлар чукмага тушади, орадан 10 минут утгач чукма фильтрланади. 
Чукмалар сувда эритилиб, биурет реакцияси бажариб курил ади.

Оксилларни минерал кислоталар таъсирида чуктириш

Оксиллар концентрланган минерал кислоталар (ортофосфат 
кислотадан ташкдри) таъсирида чукмага тушади. Бу реакция кдйтмас 
реакция хисобланади, чунки оксилнинг коллоид заррачалари дегидратация- 
ланади ва уларнинг зарядлари нейтралланади, натижада комплекс 
бирикмалар х,осил булади. Бундай х,олда оксиллар кайтмас денатурацияга 
учрайди. Ортикча минерал кислоталар (нитрат кислотадан ташкари) 
чукмага тушган оксилларни эритиб юборади.

Реактивлар. 1.Концентрланган хлорид кислотаси. 2.Концентрлан- 
ган сульфат кислотаси. З.Тухум оксилининг эритмаси; соя уни оксили.

Ишнинг бориши. Учта пробиркага эх,тиёткорлик билан 1 мл кис
лота: биринчисига-хлорид, иккинчисига-сульфат ва учинчисига-нитрат 
кислотасидан солинади. Сунг хдмма пробиркаларга 1 мл дан оксил эрит
масидан кушилади. Шунда оксил билан кислота чегарасида ок халка 
х,осил булади. Хар бир пробирка секин-аста чайкатилади. Ортикча хлорид 
ва сульфат кислотаси булганлиги учун биринчи ва иккинчи пробирка
лардаги чукма эриб кет ади, учинчи пробиркадаги нитрат кислотаси билан 
х,осил килинган чукма эриб кетмайди, чунки х,осил булган чукма ортикча 
нитрат кислотасида эримайди.

Органик эритувчилар (спирт, эфир, ацетон ва бошкалар) таьсирида 
оксил макромолекулаларининг сувли кобиги (гидросфералари) б уз ил ади, 
яъни денатурацияга учрайди, натижада эритмадаги оксилларнинг 
эрувчанлиги камаяди ва оксил чукмага тушади. Оксил эритмасида туз 
иштирок этса (Nacl), коллоид заррачаларининг зарядини узгаришига олиб 
келади, бу х,ол оксил эритмаларининг чидамлилигини янада камайтиради. 
Чуктириш спирт (хлороформ) билан совук шароитда олиб борилса, х,осил 
булган оксил чукмаси сувда эрийди, яъни бунда оксил хоссалари узгармай- 
ди, денатурацияга учрашга улгурмайди. Агар оксил узок в акт спиртда

Оксилларни органик эритувчилар билан чуктириш



туре а, денатурацияга учрайди ва хосил булган чукма сувда, нейтрал тузлар 
эритмасида эримайди.

Реактивлар. 1. Оксил эритмаси. 2. 96 % ли этил спирти. 3. Ацетон. 
4. Хлороформ. 5. Натрий хлорид тузининг кристали.

Ишнинг бориши. Учта пробиркага 1-2 мл дан оксил солинади ва
0,2-0,3 г натрий хлорид тузидан кушиб, яхшилаб аралаштирилади.

Биринчи пробиркага томчилаб 2-3 мл спирт, иккинчи пробиркага
2-3 мл ацетон ва учинчи пробиркага 2-3 мл хлороформ солинади. 
Пробиркалар чайкатилади ва 5-6 минутдан кейин оксил чукмаси хосил 
булганлигини куриш мумкин.

Органик кислоталар оксилларни эритмадан кайтмас чукмага туши- 
ради. Турли кислоталарнинг таъсир килиш кучи бир-биридан фарк килади.

Энг сам ар ал и ва узига хос таъсир килувчи сульфосалицил ва 
трихлорсирка кислотасидир. СООН

Трихлорсирка кислота таъсирида факат оксиллар, сульфосалицил 
кислота таъсирида эса оксиллардан ташкдри, пептонлар ва полипептидлар 
Хам чукмага ту щади.

Реактивлар. 1.Тухум оксилининг эритмаси; соя уни оксили. 2.Суль- 
фосалицил кислотасининг 10 %ли эритмаси. 3. Трихлорсирка кислотасини 
10 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Иккита пробирка олиб 2 мл дан оксил эритмаси
дан солинади ва биринчи пробиркага 5-8 томчи сульфосалицил кислота
сидан, иккинчи пробиркага 5-8 томчи трихлорсирка кислотасидан ку
шилади. Пробиркалар чайкатилади ва оксиллар чукмага тушганлиги 
кузатилади.

Оксилларни огир металл тузлари таъсирида чуктириш

Оксиллар мис, кургошин, симоб, рух, кумуш ва бошка огар метал- 
ларнинг тузлари таъсирида чукмага тушади.

Оксиллар билан огир металл ионларининг узаро таъсири жуда 
мураккаб булади. Аввало сувда эримайдиган комплекс бирикмалар хосил 
булади, ортикча тузнинг эритмасида (AgNOf  Hgcl2) эрийди. Огир металл 
тузлари таъсирида оксиллар денатурацияга учрайди. Оксил макромолекула-

Оксилларни органик кислоталар билан чуктириш
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с инин г иккиламчи ва учламчи структураси бузил ади, пептид занжирининг 
холатлари узгаради, улар орасидаги богларда узилиш х,оллари руй беради 
(дисульфид боглари). Дисульфид боглари оксилларнинг иккиламчи ва 
учламчи структура тузилишида катта роль уйнайди. Занжирлар орасидаги 
узилиш оксил структурасини узгаришига -  оксилларни кайтмас денатура- 
циясига олиб келади/

Реактивлар. 1.Тухум оксили; соя уни оксили. 2.Мис сульфатнинг 
5%ли эритмаси. ЗДургошиннинг сирка кислотали тузининг 5 %ли эрит
маси. 4. Кумуш нитратнинг 3 %ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Учта пробиркага 1-2 мл дан оксил эритмаси 
солинади. Биринчи пробиркага томчилаб мис сульфат эритмасидан, 
иккинчи пробиркага кургошиннинг сирка кислотали тузи эритмасидан, 
учинчи пробиркага эса кумуш нитрат эритмасидан кушилади. Пробиркалар 
чайкатилганда, хдмма пробиркаларда оксил чукмаси хосил булади. 
Ортикча реактивдан кушилса, биринчи ва иккинчи пробиркага кумуш 
нитрат эритмасидан ортикча кушилганда хам чукма эримайди.

Оксилларни алколоидлар реактиви билан чуктириш

Алколоидаар -  азот тутувчи моддалар булиб, кучли физиологик 
таъсир килиш хусусиятига эга. Алколоидларга куйидагилар: морфин, 
папаверин, атропин, кофеин, эфедрин ва бошка бирикмалар кириб, булар 
даволаш практикасида куп ишлатилади.

Куп алкалоид реактивлари таъсирида оксиллар чукмага тушади. 
Буларга куйидагилар киради: танин, йодни калий йоддаги эритмаси 
(Бушард реактиви), висмут йодни калий йоддаги эритмаси (Драгендорф 
реактиви), пикрин кислотаси ва бошкалар.

Оксил модцаларини алколоид реактивлари билан чукма хосил 
килишнинг асосий сабаби шундан иборатки, аминокислоталар ва алко
лоидлар таркибига кирадиган гетероциклик гурухдарнинг ухшашлигидир 
(индол, имидозол ва бошкалар). Алкалоид реактивлари оксиллар билан 
эримайдиган бирикмаларни хосил килади. Оксилни алколоид реактивлари 
билан чуктиришга кучсиз органик кислоталар (масалан, сирка кислотаси) 
яхши таъсир килади, аксинча кучли кислоталар бу жараёнга каршилик 
курсатади. Чукма ишкорий шароитда эриб кетади.

Реактивлар. 1.Тухум оксили; соя уни оксили. 2.Пикрин кислотаси
нинг 1 % ли эритмаси. 3. Таниннинг 10 % ли эритмаси. 4.Бушард реактиви: 
1 г йод, 2 г калий йод, 50 мл сув. Бу реактивни тайёрлаш учун калий йо
да бир неча мл сувда эритилади. Шу эритмада йод эритилади, сунгра 
хажми дистилланган сув билан 50 мл га етказилади. 5. Драгендорф реак
тиви висмут йодининг калий йоддаги эритмаси: 13,5 г калий йоди 20 мл 
дистилланган сувда эритилади. 2,5 г висмут нитрат 10 мл нитрат кисло- 
тасида алохдца эритилади. Сунгра идишда колдирилади. Бунда идиш



тагига калий нитратнинг кристаллари чу к ади. Тиник, эритма эх,тиёткорлик 
билан бошк,а идишга куйилади ва хджми сув билан 50 мл га етказилади. 
б.Сирка кислотасининг 1 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Туртта пробиркага 1-2 мл оксил эритмаси, сунгра 
х,ар бир пробиркага 3-5 томчи 1 % ли сирка кислотасидан солинади. 
Шундан кейин биринчи пробиркага 4-5 томчи пикрин кислота эритма
сидан, иккинчи пробиркага 2-4 томчи танин эритмасидан, учинчи пробир
кага 2-4 томчи Бушард ре актив ид ан, туртинчига 2-4 томчи Драге ндорф 
реактивидан кушилади. Натижада оксил чукмаси *осил булади.

Оксилларни юкори харорат таъсирида чукмага тушириш

Барча оксиллар юкори харорат таъсирида чукмага тушади. Ок,- 
силлар кучсиз кислотали мухдтда осон чукади. Кучли ишкорий ва кис
лотали мух,итда юкори х,арорат таъсирида оксиллар чукмага тушмайди, 
чунки оксил молекулалари кучли мусбат ёки кучли манфий зарядга эга 
булади.

Реактивлар. 1.Тухум оксилининг эритмаси; соя уни оксили. 2.Сирка 
кислотасининг 2 % ли эритмаси. 3. Натрий ишкорининг 10 % ли эритмаси. 
4. Натрий хлориднинг туйинган эритмаси.

Ишнинг бориши. 1 .Олтита пробирка олиб, 10 томчидан оксил 
эритмаси солинади. 2-3-пробиркаларга 2 томчи сирка кислотасининг 2% 
ли эритмаси томизилади. 4-5-пробиркаларга 10 томчи сирка кислота
сининг эритмасидан кушилади. 6-пробиркага 2 томчи натрий ишкорининг 
10 %ли эритмасидан солинади. Энди 3 ва 5-пробиркаларга 4 томчи 
натрий хлориднинг туйинган эритмаси кушилади. Хамма пробиркалар 
кайнагунча киздирилади. Пробиркаларда чукма хосил булиш тезлиги 
белгилаб берилади.

Тажрибада олинган натижалар асосида жадвал тулдирилади:

Пробиркаларнинг
номери

Пробиркаларга модцалар томчилаб 
солинади

Оксил СН,СООН Na ОН NaCl
1 10 - - -

2 10 2 - -

3 10 2 - 4
4 10 10 - -

5 10 10 - 4
6 10 - 2 -



Оксилларни диализ килиш

Оксиллар диализ усулида турли хил тузлар ва кичик молекулали 
бирикмалардан тозаланади. Бу усулда улар махсус диализ килувчи халта- 
чаларга солипиб, окар сувга узок вакт ботириб куйилади. Диализ килувчи 
халтачалар махсус материаллардан тайёрланади. Бу материаллар кичик 
молекул али бирикмаларни ва ионларни яхши утказадиган булиши керак. 
Ярим утказгич мембран алар сифатида целлофан ва хдйвонларнинг сийдик 
пуфагидан фойдаланиш мумкин. Диализ учун купинча целлофан халтача
лар ишлатилади. Агар оксиллар турли хил тузлар ёрдамида ажратиб 
олинган булса, улар таркибидаги туз диализ йули билан тозаланади.

Реактивлар: тух ум ёки соя уни оксилининг эритмаси, ош тузининг 
туйинган эритмаси, кумуш нитратнинг 1%ли эритмаси, натрий гидрок- 
сиднинг 20% ли эритмаси, мис сульфатнинг 2% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Узунлиги 10-12 см, диаметри 0,7 см булган шиша 
найнинг бир томонини целлофан билан беркитилади. Шиша найчага 5- 
6 томчи оксил эритмасидан ва 2-3 томчи ош тузи эритмасидан куйилади. 
Кейин шиша найча 2-3 мл суви булган пробиркага туширилади. 10-15 
минут утгач шиша найча олинади ва дистилланган сувда хлоридлар ва 
оксил бор ёки йукдиги текширилади.

Хлоридларни аниклаш учун дистилланган сувда 0,5 мл пробиркага 
солиб, устига кумуш нитратнинг 1% ли эритмасидан 0,2 мл кушилади. 
Бунда кумуш хлорид чукмага туш ад и.

Оксилларни аниклаш учун биурет реакциясидан фойдаланилади. 
Б унинг учун дистилланган сувдан 0,5 мл олиб, унинг устига натрий гид- 
роксиднинг 20% ли эритмасидан 0,5 мл ва мис сульфатнинг 2%ли эрит
масидан 5-10 томчи кушилади. Бинафша ранг хосил булмаганлиги оксил 
йуклигидан дарак беради.

Оксилларнинг изоэлектрик нуктасини аниклаш

Оксиллар химиявий хоссаларга кура амфотер моддалар хисобла
нади, уларнинг молекуласида эркин карбоксил ва амин гурухдари бор. 
Оксилларнинг кислотали хоссалари полипептид занжирлари охиридаги 
карбоксил гурухдарига ва дикарбон аминокислоталар хисобига намоён 
булади. Кислотали мухитни хосил килишга таркибидаги фенол гидрок- 
силини тутувчи тирозин ва сульфгидрил гурухини тутувчи аминокислоталар 
таъсир килади. Оксилларнинг ишкорий хоссалари амин, имин ва диамино- 
монокарбон аминокислоталарнинг гурухдари хисобига боради.

Хам манфий, хам мусбат зарядли гурухдар мавжудлиги туфайли 
оксиллар хам аминокислоталарга ухшаш амфотерлик хусусиятга эга. 
Сувли эритмада оксилларнинг ишкор ва кислота гурухдари орасида 
протонларнинг кучиш туфайли, таркибида куп -N H 3+ ва -СОО гурух 
тутувчи амфион хосил булади. Агар манфий ва мусбат заряларнинг сони



тенг булса, оксил молекуласининг заряди амалий жих,атдан нолга тенг 
булиб, алектр майдонида хеч каёк,к,а силжимайди.

^ N B j  ^  N Н з*
R _ -------------- ► R Z

С О О Н  С О О "
Ишкорий мухитда оксиллар ортикча СОО гурухдарга эга булиб, 

анион ролини уйнайди. Масалан, натрий ишкори билан оксилларнинг 
натрийли тузи хосил булади:

^ -N H 3+ ___ NH2
R + NaOH ---------- *• R . + H ,0+Na*
\  \

Оксил^ииони Окс1ш°аниони
Аксинча, кислотали мухитда оксил ортикча NH3+ гурухларига эга 

булади ва мусбат ион сифатида катодга караб х,аракат килади:
^ N H 3+ NH3+

R + Hcl --------41 + с Г
\  \СОО соон

Амфионлар шаклида оксил молекуласи заряддан махрум булади 
ва бундай коллоид заррача эритмада тургунлигини йукотади. Оксилларнинг 
мусбат ва манфий заряддари йигандиси нолга тенг булиб, электр майдонида 
на катод ва на анод томонга силжимайдиган эритманинг pH оксилларнинг 
изоэлектрик нуктаси деб аталди. Турли оксилларнинг изоэлектирик 
нуктаси pH нинг хар хил улчамига тугри келади, чунки оксил молекула- 
ларида ишкор ва кислота характерига эга булган гурухдарнинг сони 
бир-бирига тенг эмас, pH нинг турли курсаткичларида уларнинг диссоци- 
ланиш даражаси бараварлашиб, молекула, умуман, электронейтрал хола- 
тига келади. Масалан, казеиннинг рН-4,2; тухум альбуминининг оксили 
-4,8; желатинаники 4,9; зеин (жухори оксили)ники -6,2 га тенг. Прота- 
минлар ва гистонларнинг изоэлектрик нуктаси кучсиз ишкорий мухитга 
тугри келади.

Оксилларнинг изоэлектрик нуктасида чукмага туширишни тезла- 
тиш учун сувни тортиб олувчи моддалар (спирт, ацетон, эфир) ёки танин 
кушилади. Органик эритувчилар оксил макромолекуласининг сув кобигини 
бузиб юборади, масалан, танин билан азотли гетероциклик гурухдар 
сувда эримайдиган бирикмаларни хосил килади.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; 2 ва 10 мл ли 
пипеткалар.

Реактивлар. 1.Желатинанинг 1 %ли эритмаси. 2.Сирка кислотаси
нинг 0,1 н эритмаси. 3. Сирка кислотаси натрийли тузининг 0,1 н эритмаси. 
4. 96 %ли этил спирти. 5.Таниннинг 0,1 %ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Бенгга пробиркада турли pH ли буфер эритмалар 
тайёрланади, яъни сирка кислотасининг эритмасидан ва сирка кислотаси-



нинг натрийли тузи эритмасидан, жадвалда курсатилган микдорда соли
нади. Сунгра х,ар бир пробиркага 1 мл желатина эритмасидан солиб ях
шилаб аралаштирилади. Шундан сунг пробиркаларга 4 мл дан спирт ку
шилади (ёки 1 мл танин эритмасидан) ва аралаштирилади. 15-20 минутдан 
кейин пробиркаларда лойкд х,осил булади, лойкдланиш даражаси пробир
калардаги буфер аралашмага ботик,. Маълумки, pH аралашманинг энг 
юкори лойкаланиши желатинанинг изоэлектрик нуктасига тугри келади. 
Желатинанинг изоэлектрик нуктаси рН-4,7. Жадвалда куй кум хосил бул
ган пробиркаларга куйипган + ишораси куйкум х,осил булиш даражасини 
курсатади.

Ок,силларнинг изоэлектрик нук,тасини аникдаш:
Про&р-
К£Шр

жмери

Ь}фер аралаплиларкиг 
микдори, ми

Аршид- 
малар- 

1ш  pH и
1%  ли эришиси,

МП

Эпш
спфга,

МП

K JM K JM  XfXMII

булип даражаси 
(+)

0,1н
С Щ Х Ш

0,1н
сн,ооо№

1 1,8 ол 3,8 1 4
2 1,4 0,6 4,4 1 4
3 1,0 1,0 4,7 1 4
4 0,6 1,4 5,1 1 4
5 0>2 1,8 5,7 1 4

Аминокислоталарнинг когоз хроматографияси 
ёрдамида ажратиш

Аминокислоталарни бир-биридан ажратишда энг оддий, осон ва 
нисбатан аник усул kofo3 хроматографиясидир. Хроматография усули 
1903 йилда рус олими М.С.Цвет томонидан кашф этилган. К,огоз хрома
тографияси учун юкори сифатли хар кандай фильтр когоздан фойдаланиш 
мумкин.

Аминокислоталарнинг ажратиш ва аниклаш усули, уларнинг ара- 
лашмасини фильтр когозга томизишдан ва когознинг бир учини тегишли 
органик эритувчига туширишдан иборат. Эритувчи фильтр когозида шими- 
лади ва узи билан аминокислоталарни кучиради (илаштиради). Аминокис
лоталарни kofo3 буйлаб кучирилиш тезлиги уларнинг химиявий тузили- 
шига, эритувчиларда эриш даражасига б о ти к  булади. Айрим аминокисло
талар турли хил эритмаларда турлича эриш хусусиятига эга. Одатда бу 
эритмалардан бири сув, иккинчиси эса сувда туйдирилган органик эритувчи 
булади (фенол, бутил спирти ва бошкалар). Одатда сув билан аралаш- 
майдиган ёки кисман аралашадиган органик эритувчилардан фойда- 
ланилади.

Аминокислота босиб утган масофанинг (а) эритма босиб утган 
масофага (в) булган нисбати аминокислоталарнинг ажралиш коэффициен
та деб аталади. Аминокислоталарнинг ажралиш коэффициента (R/) х,ар



бир аминокислота учун берилган эритмада доимий булиб, у куйидагича 
аникланади. п

R f = -
Ъ

К,огоз хроматографиясида аминокислоталар икки усул ёрдамида 
ажратилади. Бу пастга ва юкорига харакат килувчи хроматография 
усулидир.

Бундан ташкари яна бир томонлама ва икки томонлама хроматогра
фия усули хам мавжуд. Бир томонлама хроматография усулида моддалар- 
нинг ажралиши бир йуналишда булади. Бунда R/яки н  булган аминокисло
талар бир-бирига кушилиб 2-3 тадан булиб ажралади. Уларни бир-биридан 
ажратиш учун икки томонлама хроматография усулидан фойдаланилади. 
Бунда иккита органик эритувчи ииггирок этади. Ажратиш кетма-кет ик- 
кита узаро перпендикуляр йуналишда олиб борилади.

Иш тартиби. Фильтр когоздан узунлиги 12-14 см ва эни 1,5 см 
к ел ади ган лента киркилади. Бу лентанинг юкори томонидан игна билан 
15-20 см ип утказилади. K,o f o 3h h  пастки кисмидан 1 см колдириб тугри 
чизик ва унинг уртасига диаметри 0,5 см булган айлана чизилади. Айлана 
уртасига капилляр ёрдамида 2-3 томчи аминокислота аралашмаси 
томизилади. Томчи томизилган жой хавода куритилади. Узунлиги 18-20 
см ва диаметри 2 см булган пробирканинг тубига секин-асталик билан 
пробирка деворларига текизмасдан сув билан туйинтирилган фенол эрит
масидан 2 мл куямиз. Тайёрланган когоз ипини ушлаб туриб пробиркага 
туширамиз, бунда когознинг учи эритувчига 2-3 мм ботиб, катьий равшцда 
вертикал туриши керак. Пробиркани пробка билан беркитиб 40-50 °С 
хароратда 1,5-2 соат давомида термостатга куямиз. Пробиркадаги эритма 
когоз лента буйлаб 10-12 см кутарилгандан кейин хроматограммани 
олиб 100Р С да 10-15 минут давомида куритилади. Хромотограммада рангли 
доглар хосил булади. Догаарнинг Rt и аникданиб жадвал (иловата каранг) 
дан кайси аминокислота эканлиги аникланади. Аминокислоталарнинг 
бир-биридан ажралиши аник булиши учун одатда R / бир-биридан купрок 
фарк килувчи аминокислоталар аралашмаси олиниши керак.

Реактивлар: сув билан туйинтирилган фенол эритмаси, нингидрин- 
нинг 0,1% ли эритмаси, аминокислоталар аралашмасининг 0,1% ли 
эритмаси (80 % ли этил спиртида эритилади).



Ш БОБ. МУРАККАБ ОК.СИЛЛАР

Мураккаб оксиллар макромолекуласи таркибига аминокисл ота- 
лардан ташкари оксил булмаган бошка компонентлар (простетик гурух) 
х,ам киради. Мураккаб оксиллар простетик гурухдарининг (нуклеин 
кислоталар, углевод, липид, витамин, металл ва бошкалар) химиявий та- 
биатига кура куйидаги гурухдарга булинади: нуклеопротеинлар, хромо- 
протеинлар, гликопротеинлар, липопротеинлар, металлопротеинлар ва 
фосфопротеинлар.

Нуклеопротеинлар простетик гурухдари нуклеин кислоталари-ДНК 
ёки РНК дан иборат. Нуклеопротеинлар ишкорий шароитда яхши эрийди 
ва кислоталар таъсирида чукмага тушади. Дезоксирибонуклеопротеинлр 
кичик концентрацияли туз эритмасида чукади, юкори концентрацияли 
тузлар эритмасида эса эрийди.

Нуклеопротеинлар суюлтирилган кислоталар билан чала гидролиз 
килинганда улардан оксил ва нуклеин кислота ажралиб чикади. Нуклеин 
кислоталарнинг узи гидролизланганда бирин-кетин куйидаги парчаланиш 
мадсулотлари хосил булади:

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар; сув 
хаммоми.

Реактивлар. 1.Нуклеопротеинларнинг чукмаси. 2.Сульфат кислота
сининг 5% ли эритмаси. 3. Концентрланган сульфат кислотаси. 4. Натрий 
ишкорининг 10% ли эритмаси. 5. Аммиакнинг концентрланган эритмаси. 
6.Натрий ишкорининг 10 %ли эритмаси. 7.Мис сульфатнинг 1% ли 
эритмаси. 8.Кумуш нитратни аммиакли эритмаси: кумуш нитратнинг 1- 
2% ли эритмасига аммиак эритмасидан кушилади, нати;хада чукма хосил 
булади, сунгра молибден реактиви: 3,75 г аммоний молибдат 50 мл 
сувда эритилади ва 50 мл 32 % ли нитрат кислота кушилади.

Нуклеопротеинлар

Нуклеопротеинлар

Оксиллар нуклеин кислоталар 
(полинуклеотидлар)

I
полипептидлар 

аминокисл оталар

пурин ва пиримидин пентоза 
асослари



Деэоксирибонуклеопротеинларни жигар 
ва талокдан ажратиб олиш

Нуклеопротеинларнинг бу тури х,ужайра ядросининг энг мухим 
таркибий кисми хисобланади. Шунингдек, улар ядронинг оксиллари деб 
Хам аталади. Жигар, талок, ошкозон ости бези, буйрак нуклеопротеинларга 
бойдир. Ядро оксилларининг характерли хоссаси — тузларнинг к учли 
эритмаларида (натрий хлорид ва бошкалар) яхши эрийди ва кислотали 
эритмаларда эса чукмага тушади.

Керакли асбоблар: центрифуга; кайчи; хавонча; 300 ва 400 мл ли 
стакан; 100 мл ли цилиндр; техник тарози.

Реактивлар: 1.Мол, куён, чучканинг жигари ёки тал ora, янгиси 
ёки музлатилгани. 2.Натрий хлориднинг 5 %ли эритмаси. З.Ёгоч таёкча.

Митинг бориши. 2-2,5 г жигар ёки талок олиб, кайчи билан ях
шилаб майд алан ади, сунгра хавончага 5 %ли натрий хлорид эритмасидан 
озгина солиб эзилади. Шундан кейин хавончага оз-оздан 70-80 мл ош 
тузи эритмасидан солиб, 10-15 минут давомида эзилади. Х,авончадаги 
гомогенат центрифуга стаканларига солинади ва 10-15 минут 2500 айл/ 
минут тезликда центрифугаланади, сунгра чукмаси ташлаб юборилади 
ва сую клик кисмининг хажми цилиндр билан улчанади.

Сую клик хажмидан олти марта куп сув улчаб стаканга солинади 
ва уни ёгоч таёкча билан айлантириш давомида сувга суюкдик куйилади. 
Дезоксирибонуклеопротеинлар ипсимон холатда чукмага туша бошлайди, 
уларни ёгоч таёкча билан ураб олинади ва пробиркага солинади. Улар 
нуклеопротеинлар билан олиб бориладиган сифат реакциялари учун 
ишлатилади.

Нуклеопротеинларни а читки дан ажратиб олиш ва 
уларни гидролизлаш

Нуклеопротеинларни урганиш учун купинча ачитки замбуруглари- 
дан фойдаланилади. Кдска муддат давомида ачитки замбуруглари кис
лотали гидролиз килинса, улар полипептида ар, пурин ва пиримидин асос
лари хамда рибоза, дезоксирибоза ва фосфор кислотасига парчаланади. 
Натижада хосил булган махсулотлар махсус реакциялар ёрдамида аник
ланади.

Ишнинг бориши. 2 г ачитки замбуругини чинни ховончага солиб,
3-4 томчи эфир ва 2-4 мл дистилланган сув кушиб эзилади. Яхши эзилиши 
учун бир оз шиша кукунларидан кушиш мумкин. Ачитки бир хил масса 
Хосил булгунича 1-2 минут давомида эзилади. Натрий гидроксидининг
0,4 % ли эритмасидан 8 мл кушиб, 10-15 минут давомида эзилади. Сунгра 
ховончадаги аралашма фильтрдан утказилиб, фильтратга 2-3 мл 5% ли 
ацетат кушилади. Бунда нуклеопротеинлар чукмага тушади. Чукмани 
центрифугалаш ёки фильтрлаш усули билан ажратиб олинади ва гидролиз 
килинади. Чукмани кенг пробиркага солиб, устига 6-10 мл сульфат



кислотанинг 10 % ли эритмасидан кушилади. Совиткич сифатида узунлиги 
25-30 см шиша найча урнатилган пробка билан беркитиб, кайнаб турган 
сувда 1 соат давомида гидролизланади. Гидролизатдан куйидаги ишларни 
бажаришда фойдаланилади.

Эслатма. Нуклеопротеинларни ачиткилардан ажратиб олмасдан, уларни гидролитик 
парчалаш мумин. Бунинг учун 1 г прессланган ачиткл колбага солиниб, унга 30-40 мл 5 % 
ли сульфат кислота эритмасидан кушилади ва колба шиша трубка 5фнатилган тикип билан 
беркитилиб, 1-1,5 соат кдйн аталади. Шундан сунг ксшба совугилиб фильтрланади. Фильтрат 
билан курсатилган реакциялар бажарилади.

1. Полипептидлар учун фильтрат билан биурет реакцияси бажариб 
курил ади. Пробиркага 1-2 мл фильтрат, 1-2 мл натрий ишкорининг 10% 
ли эритмаси солинади ва 3-4 томчи 1% CuS04 кушиб аралаштирилади, 
натижада оксиллар таркибидаги пептид бога учун хос бинафша ранг 
х,осил .булади.

2. Пурин асосларини билиш учун пробиркага 2 мл фильтратдан 
солинади, 5-6 томчи концентрланган аммиак томизилади, сунгра 0,5 мл 
кумуш нитратнинг аммиакли эритмасидан кушилади. Бир неча минутдан 
сунг, пурин асослари кумушли тузининг чукмаси х,осил булади.

3. Пентозалар учун Троммер реакцияси бажарилади. Рибоза ишко
рий шароитда мис сульфатни мис гидроксидигача (СиОН) кайтаради. 
Пробиркага 1-2 мл фильтратдан ва шунга тенг х,ажмда натрий ишк,оридан 
солиб аралатирилади, 2-3 томчи мис сульфатдан кушиб киздирилади.

Реакция натижасида мис гидроксидининг (СиОН) кизил чукмаси 
х,осил булади.

4. Фосфат кислотаси учун реакция. Фосфат кислота молибдат 
реактиви билан сарик кристалл фосфомолибдат кислотасининг аммо- 
нийли тузини хосил килади:
Я / О  + 12(NH4)2MgO4+21HNO3-+(NH4)3PO4-12M0O4+21NH4NO3+ J2H О.

Пробиркага 1-2 мл фильтратдан солиб, тенг хажмда молибдат 
реактивидан кушилади ва 2-3 минут кайнатилади. Натижада фосфомо
либдат кислотасининг аммоний тузи сарик чукма хосил булади.

Хромопротеинлар

Хромопротеинлар (хромо-грекча ранг, буёк) мураккаб оксил булиб, 
оддий оксил глобулинлар, простетик гурух (оксил булмаган кием) ва 
рангли бирикма (пигмент)дан тузилган. Турли хромопротеинларнинг оксил 
билан богланган рангли гурухц х,ар хил органик бирикмалар синфига 
киради х,амда таркиби турли металлар - темир, мис, магний, молибден 
ёки рух, кобальт ва бошкдларга бой. Шунинг учун улар металлопротеинлар 
хам деб аталади. Хромопротеинларнинг энг мухим вакили - простетик 
гурухи пиррол х,алк,аларининг кушилишидан ташкил топтан порфирин 
структурали мураккаб оксиллардир. Бу каторга усимликларнинг яшил 
пигменти - хлорофилл билан оксил бирикмаси, хайвон ва одам кони 
таркибидаги гемоглобин, мускул нафас олиш пигменти-миоглобин ва 
бир катор нафас олиш ферментлари киради.



Гемоглобин, оксил-глобин (гистон) ва простетик гурухи гем деб 
аталадиган темир протофорфириндан иборат булган металлопротеин 
булиб, кизил кон таначалари-эритроцитлар таркибида булади. Унинг 
физиологик функцияси кислородни упкадан тукималарга ташишдан 
иборат. Деярли барча умурткалилар эритроцитларида гемоглобиннинг 
молекула огирлиги тахминан 66000 га тенг. Гемоглобин туртта айнан 
ухшаш жуфт суббирликлардан ташкил топтан. Катта ёшдаги одамларда 
асосан гемоглобин НЬА структура туз ил иш ига эга, суббирликлар а  ва (3 
деб белгиланади ва куйидагича ёзиш мумкин.

НЬА=а Р2
а-суббирликлар 141 та, (3-суббирликлар эса 146 та аминокислоталар 

колдитидан иборат.
Шу занжирларнинг хар бири гем деб аталувчи простетик гурухга 

богланган. Гем-мураккаб молекула булиб, туртта азот тутувчи гетероцик- 
лик пиррол халкасидан тузилган. Пиррол халкалари бир-бири билан ме
тил (-СН) туркумлари оркали богланган, порфирин с клети гем таркибида 
икки валентли темир атоми билан координацияловчи алокада булади. 
Шунинтдек, темир атоми гистидин колдигидаги азот билан богланган. 
Бундан ташкари пропионил колдикдари электростатик кучлари хисобига 
асосий аминокисл оталар колдигларидан купинча лизин колдикдари 6 o f -  
ланади. Шундай килиб, гем билан глобин орасидаги бог етарли даражада 
мустахкамдир.

I I

Тажриба микроскопик ой на устида утказилади, хосил булган гемин 
кристаллари жуда характерли куринишда булганлигидан, бу реакция 
конни текширувчилар учун кулай хисобланади.

Химиявий тузилишига кура гемошобинга якин яна бир катор темир- 
порфиринли протеинлар мавжуд. Улар каторига умуткалилар ва умуртка- 
сизларнинг мускулларидаги нафас олиш пигменти-миоглобин киради. 
Бу металлопротеиннинг молекула огирлиги 17000 га тенг, у ягона поли
пептид занжиридан иборат булиб, темир атомини тут ади. Миошобин 
хам гемоглобинга ухшаш кислород билан кайталама бирикиш хоссасига 
эга. Бу катордаги бошка мухим темир протеинлар хужайранинг цитохром- 
лар деб аталадиган нафас олиш пигментлари гурухидан иборат.

Цитохромларнинг тула урганилган вакили-цитохром С нинг 
молекула огирлиги 13000 га тенг булиб, у таркибида битта темир тутади. 
Организмда кенг таркалган ферментлар-масалан, катал аза таркибвда 
туртта темир атоми, пероксидазанинг таркибида бир атом темир бор.



Оксигемоглобин кристалларини ажратиб олиш

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар; центри
фуга; 100 мл ли стаканлар; диаметри 6-8 ли воронка; предмет ва к,оплогич 
ойна.

Реактивлар. 1 .Янги суйилган куён, от ёки бошка турдаги хайвон 
к,они. 2Диэтил эфири. 3. Аммоний сульфатнинг туйинган эритмаси. 4.Нат- 
рий хлориднинг 0,9 % ли эритмаси. 5. 96 %ли этанол. 6. 0,1 %ли натрий 
хлориднинг сирка кислотасидаги эритмаси (0,1 г натрий хлорид 100 мл 
кислотада эритилади).

Ишнинг бориши. Пробиркага 5 мл кон олиб, унга 1 мл сув билан 
эфир (1:1) аралашмасидан солинади ва тулик гемолиз хосил булгунча 
аралаштирилади. Хосил булган кизил суюклик гемолизланган кон деб 
аталади. Шу суюкдикка тенг хажмда (6 мл) аммоний сульфатнинг туйинган 
эритмасидан солиб аралаштирилади ва центрифугаланади ёки фильтрла
нади. Фильтратни пробкали колбага солиб 1 соатга ёки 1 сугка совукда 
колдирилади.

Сунгра бир томчи фильтратдан предмет ойнасига томизилади ва 
коплагич ойна билан ёпилган микроскопда курилади. К^зил рангда 
оксигемоглобин кристаллари призма ёки турли формадаги пластинка 
шаклида куринади (бу шакл хайвонларнинг тур ига боглик).

Геминни олиш реакцияси

Гемоглобин кислотали шароитда киздирилганда парчаланади ва 
натрий хлорид таъсирида гем геминга айланади, яъни темир атоми билан 
хлор богланади. Бунда икки валентли темир уч валентлига айланади.

Керакли асбоблар: предмет ва коплагич ойнаси; микроскоп.
Реактивлар. 1.Натрий хлориднинг кристали. 2.Сирка кислота.
Ишнинг бориши. Предмет ойнасига бир неча томчи кон томизилади 

ва 60° С дан юкори булмаган хдроратда куритилади. Куритилган конга 
бир неча натрий хлориднинг кристалл ид ан, 1-2 томчи сирка кислотасидан 
кушиб аралаштирилади, сунгра коплагич ойна билан ёпилади хамда 
кайнагунча эхтиёткорлик билан киздирилади.

Совигандан сунг микроскопда к^филади, бунда гемин кристаллари 
ромбик шаклда (жигар рангли) куринади.

Геминни амидопирин билан аниклаш

Керакли асбоблар: пипеткалар, пробиркалари билан штатив.
Реактивлар. 1 .Дефибринланган кон. 2.Амидопирин (пирами- 

дон)нинг 5% ли спиртдаги эритмаси. З.Сирка кислотасини 30% ли эрит
маси. 4.Водород пероксидининг сувдаги 3% ли эритмаси ишлатишдан 
олдин тайёрланади.

Ишнинг бориши. Пробиркага суюлтирилган дефибринланган кон
нинг эритмасидан 1-2 мл солинади ва тенг хажмда амидопириннинг



спиртдаги эритмасидан 10-15 томчи сирка кислотаси ва водород 
пероксида нинг эритмасидан кушилади. Натижада кук-бинафша ранг хосил 
булади.

Гликопротеинлар

Гликопротеинлар - мураккаб оксил булиб, простетик гурухи угле
водлар ва уларнинг хосиласидар. Гликопротеинларнинг оксил булмаган 
кисмларининг таркибига моносахаридлардан-глюкоза, галактоза, фруктоза; 
аминокислоталардан - глюкурон, сирка, нейрамин, сульфат ва бошкалар 
киради.

Гликопротеинлар хайвон организмида кенг таркалган. Улар деярли 
Х а м м а  тукималарда учрайди. Уларнинг бир кисми механик функцияларини 
бажаришда иштирок этади, бошкалари овкатнинг ошкозонга сирганиб 
тушишини ва овкат хазм килишни енгиллапггиради. Шунингдек, глико- 
протеинларга кондаги бир гурух моддалар, ферментлар, масалан, холи
нэстераза ва бошкалар киради. Гликопротеинлар бир катор усимликлар 
(арпа, бугдой ва бошкалар)нинг урутарида хам учрайди. Бир катор гли
копротеинларнинг простетик гурухи мукополисахаридлардан иборат ва 
улар мукопротеинлар деб аталади.

Бу гурухнинг асосий вакиллари барча тукималарда хам учрайди. 
Улар суяк, тогай, кузнинг мугуз пардаси ва шишасимон танасида, сулакда 
куп учрайдиган муцинлар ва мукоидлардир. Бир катор мукополисахаридлар 
(гиалурон кислота, хондроитинсульфат кислота, гепарин) организмда катта 
роль уйнайди.

Сулакдан муцинни ажратиб олиш

Сулакда ва турли шилимшик, безларнинг секретлари таркибида 
учрайдиган муцин-суюклик юкори даражада ёпишкоклик хусусиятига 
эга булиб, овкатнинг ошкозонга тушишини енгиллаштиради, огизнинг 
шилимшик пардасини зарарли механик, термик ва химиявий таьсирлардан 
сакдайди.

Муцин-кислотали хоссага эга булган оксил булиб, сувда яхши 
эримайда, ипщор ва хлорид кислотада эса осон эрийди. Муциннинг иш
корий эритмаси сирка кислота таъсирида чукмага тушади.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; шиша таёкча; 
пипеткалар.

Реактивлар. 1.Сирка кислотасининг 1% ли эритмаси. 2.Натрий 
ишкорнинг 10 % ли эритмаси. 3. Хлорид кислотасининг 0,1% ли эритмаси. 
4.Мис сульфатнинг 1% ли эритмаси. 5.Альфа-нафтолнинг 0,2% ли эрит
маси. 6.Концентрланган сульфат кислотаси.

Ишнинг бориши. Учта пробиркага 2-3 мл сулак куйилади ва хар 
бир пробиркага 1% ли сирка кислотасидан муцин чукмаси хосил булгунча 
томчилаб солинади. Кейинги жараёнда чукма сув билан ювилади.



Биринчи пробиркадаги муциннинг чукмасига 1 мл натрий ишкрри- 
нинг 10% ли эритмасидан кушиб аралаштирилади ва чукма бутунлай 
эриб кетгандан сунг биурет реакцияси бажарилади. Бунинг учун яна 10 
томчи натрий ишкори ва 1-2 томчи мис сульфатнинг эритмасидан 
куш и лади  хамда пробирка чайкатилади. Реакция натижасида пуигги ёки 
бинафша ранг хосил булади.

Иккинчи пробиркага 1 мл хлорид кислотасининг 0,1% ли эритма
сидан кушилса чукма эриб кетади.

Учинчи пробиркадаги муциннинг чукмасига 6-8 томчи альфа-нафтол 
кушиб аралаштирилади ва эхтиёткорлик билан 1-2 мл концентрланган 
сульфат кислотаси кушилади. Иккала суюкдикнинг чегарасида бинафша 
ранг хосил булади. Бу реакция муциннинг простетик гурух,и моносаха- 
ридлар ва уларнинг хосиласи хисобига хосил булади, яъни сульфат кис
лотаси таъсирида фурфурол ва оксиметилфурфол хосил булиб, альфа- 
нафтол билан бинафша рангли бирикмани беради.

Фосфопротеинлар

Бу оксиллар таркибида фосфат кислота (0,40-0,88 %) колдигани 
сакдайди. Оксиаминокислоталар (серин, треонин) фосфат кислота билан 
эфирли 6 o f  оркали богланиб, фосфорли бирикмаларни хосил килади.
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Фосфопротеинларга мухим биологик роль уйнайдиган куйидаги 
оксиллар киради: сутдаги казеиноген (казеин), тухум сарига оксиллари 
вителлин, ветиллинин ва витин, балик увилдирикдари оксиллари, фермент
лар, пепсин, фосфорилаза, фосфоглюкомутаза ва бошкалар.

Хужайра ядроси фосфопротеинлари: гистонлар ва гистон булмаган 
хроматин оксиллари протеинкиназа ферменти ва АТФ иштирокида



фосфорланади. Бу фосфорланиш хроматин регуляциясида катта роль 
уйнайди.

Фосфопротеинлар кислотали эритмаларда чукмага тушади, сувда 
эримайди, суюлтирилган ишкор эритмаларида эрийди.

Казеин таркибидаги фосфатни аниклаш

Казеин-фосфопротеинларнинг вакили булиб, сутдан ажратиб 
олинади. Казеин ишкорий гидролиз кдлингандан оксил га ва фосфат 
кислотасининг колдигага парчаланади.

Керакли асбоблар: пипеткалар; пробиркалар билан штатив.
Реактивлар. 1.Натрий ишкорининг 10% ли эритмаси. 2.Сульфат 

кислотасининг 10% ли эритмаси. З.Молибден реактиви: 3,75 г аммоний 
молибдат 50 мл сувда эритилади ва 50 мл нитрат кислота кушилади. 
4.Мис сульфатнинг 1% ли эритмаси. 5.Казеин (янчилган).

Ишнинг бориши. Казеиннинг гидролизи. Пробиркага 0,1 г казеин 
солиб, 10 мл натрий ишкорининг 10% ли эритмасидан кушилади ва хдво 
холодильникли пробка билан беркитилади. Кейин 10-15 минут кайнати- 
лади ва совутилгач гидролиз махсулотлари учун реакция бажарилади.

1. Оксилларни аникдаш. Оксилларни аникдаш учун биурет реак
цияси амалга оширилади. буиинг учун пробиркага 1-2 мл гидролизат 1-
2 мл натрий ишкорининг эритмаси ва 2-3 томчи мис сульфатнинг эрит
масидан солинади. Реакция натижасида бинафша ранг хосил булади.

2. Фосфат кислота колдигани аникдаш. Пробиркага 1-2 мл гиро- 
лизатдан ва 8-10 томчи сульфат кислота эритмасидан солиб аралашти
рилади, сунгра унга 10 томчи молибден реактивидан кушиб, кайнагунча 
киздирилади. Суюкдик сарик рангга киради-аммоний фосфомолибдатнинг 
сарик чукмаси хосил булади, бу хол гиролизатда фосфат кислотасининг 
колдиги борлигидан далолат беради.

Биологик объектлардан оксилларни ажратиб олиш

Оксилларнинг сифатини аникдаш учун аввало уларни тоза холда 
ажратиб олиш керак. Бу ок,силларни биологик кийматини характерловчи 
белгиларидан бири. Унинг аминокислотали таркиби, уни ажратиб олинган 
умумий оксилларда курилади.

Усимликлардан оксилларни ажратиб олишда Т.Б.Шешков мето- 
дидан фойдаланамиз.

Реактивлар: усимлик материали, суюк азот, борат буфери (рН- 
10), натрий бисульфатнинг 0,2 % ли эритмаси, оксил спирти, сирка кис
лотанинг 1 %ли ва 10 %ли эритмаси, уювчи натрийнинг 0, 2 %ли эритмаси, 
трихлор ацетат кислотанинг 50 %ли эритмаси, ацетон, этил спирти, 
диэтил эфири.



Усимликлардан умумий оксилларни ажратиб олиш

Усимликларнинг турли органларида оксилларни ажратиб олишнинг 
турли усуллари мавжуд. Янги шифобахш сано усимлик материал ид ан, 
яъни барг, поя, мева ёки бошка вегетатив органлардаги оксилларни аж
ратиш учун 50 - 100 г намуна олиб, совитгичда ёки суюк азот ёрдамида 
музлатилади. Сунгра музлатилган намуна гомогенизаторда ёки чинни 
ховончада борат буфер эритмаси (pH-10) билан 1:4 нисбатида бир хил 
масса хосил булгунча эзилади. Эзиш давомида оксилларнинг эрувчанли- 
гини ошириш максадида бир оз натрий бисульфатнинг 0,2 %ли эритмаси
дан ва купик хосил булмаслиги учун 3-4 томчи октил спирти кушилади. 
Хосил булган гомогенат совитгичда музлатилади, сунгра эритиб тебратувчи 
асбоб ёрдамида 1-2 соат давомида чайкатилади. В акт тугагач минутига 
3000 айланма тезлик билан 10-15 минут центрифуг ал анади. Эритма хажми 
500 мл булганича улчов колбага куйилади. Чукма эса кам хажмдаги 
буфер эритма билан яна 5-6 марта экстракция килинади. Хар сафар го
могенат центрифугаланиб эритмалар улчов колбага куйилади. Экстракция 
колбадаги эритманинг умумий хажми дистилланган сув билан чизиккача 
тулдирилади.

Эритмага утган азот микдори, усимлик таркибидаги умумий азот- 
нинг 90 - 95% ини ташкил килиши керак. Эритмадаги оксилни аникдаш 
учун ундан 20 мл олиб Кьелдал буйича азот микдори топилади, шу би
лан бирга тугридан-тугри текширилаётган усимлик материал ид аги умумий 
азот хам аникданади.

Эритмага утган оксилларни чуктириш учун эритма 1000 мл ли 
стаканга куйилади ва сирка кислотанинг 10 % ли эритмаси ёрдамида pH 
4,4-4,5 га келтирилади. Эритма pH ини kofo3 индикатор ёрдамида 
аникданади. Агар мухит кислотали булиб кетса, ишкор ёрдамида унинг 
pH ини 4,4-4,5 га келтириш мумкин. Эритма солинган стакан сув хаммо- 
мида 70°С да киздирилади ва чукмага тушган оксиллар центрифугаланиб 
ажратилади. Чукмага тушган оксилларни сирка кислота билан ювилади. 
Бунинг учун центрифуга пробиркасига сирка кислотанинг 1%ли эрит
масидан куйиб чукма аралаштирилади, центрифугаланади ва чукма усти- 
даги эритма тукиб юборилади .

Оксилларни янада тозарок холда ажратиб олиш учун уларни кдйта 
чуктирилади. Бунинг учун центрифуга пробиркаяарига уювчи натрийнинг
0,2 н эритмасидан куйилади ва чукма яхшилаб аралаштирилиб, суюкдик 
пробиркадан стаканга куйилади. Пробирка яна бир неча марта уювчи 
натрийнинг 0,2 н эритмаси билан ювилади ва улар хам стакандаги суюк- 
ликка кушилади. Стакандаги суюкдик сув хаммомида 50°С да оксиллар 
тулик эригунга кадар аралаштириб турилади. Эримаган заррачалар цент- 
рифугалаш йули билан ажратилади.

Оксилларни кайта чуктириш учун оксил эритмаси булган стаканга 
50 % ли трихлорацетат кислотасидан, эритмадаги охирги концентрация



5% булгунча кушилади. Бунда чукмага тушган оксиллар центрифугалаш 
билан ажратиб олинади. Центрифуга пробиркасидаги оксил чукмасини 
ацетон (5-6 марта), иссик этил спирти (1-2 марта) ва эфир (2-3 марта) 
билан ювилади (эфир билан центрифуга килинганда, центрифуга копкоги 
очик булиши керак). Хар гал центрифугалашдан сунг чукма устидаги 
суюкдиги тукиб юборилади. Шу йул билан олинган оксил препаратлари 
уй хароратида, вакуум эксикаторда куритилади ва сакланади. Оксил 
препаратлари таркибидаги умумий азот Кьелдал метода буйича аникда- 
нади. Олинган оксил препаратлари ок ёки оч кулранг порошок булиб, 
таркибида 14-16% азот булади.

Оксилларни айрим фракцияларга ажратиш

Оксилларни янада чукуррок урганиш учун уларни фракцияларга 
ажратиш керак. Оксилларни фракцияларга ажратиш, уларни турли хил 
эритувчиларда эришига асосланган.

Усимлик тукималаридан ажратиб олинган оксиллар кетма-кет 
равишда сув (альбулинлар), спирт (проламинлар) ва ишкорий эритмалари 
(шютенинлар) ёрдамида экстракция килинади. Оксилларни фракцияларга 
ажратиш хам совук хоналарда 4° С атрофида олиб борилади.

Ишнинг тартиби. Текширилаётган усимлик материалидан 25-50 г 
олиб, суюк азот билан фиксация килинади ва совиткичда музлатилади. 
Сунгра музлатилган материал сув билан (1:4) нисбатда гомогенизация 
килинади ёки чинни хрвончада бир хил масса хосил булгунча майдаланади. 
Хосил булган гомоген масса колбага утказилади ва махсус тебратувчи 
асбоб ёрдамида 1 соат чайкатилади. Бунда оксилларни эритмага тулик 
утиши таъминланади. Сунгра колба 15-18 соатга 0рСда совиткичда колди
рилади.

Усимликларнинг уругларидан оксилларни ажратихцца эса уруглар 
аввал майин ун х,олига келгунгача майдаланади. Уларнинг таркибидаги 
мой ва мойсимон моддалар эфир ва ацетон ёрдамида ажратилади. Ацетон 
порошоклар эксикаторда куритилади. Ацетон порошокдан 5-10 г олиб, 
30-60 мл сув билан аралаштирилади ва механик тебраткич ёрдамида 1 
соат давомида чайкатилади. Сунгра колба 15-18 соатга 0°С ли совиткичда 
колдирилади.

Сувда эрувчи оксилларни экстракция килиш. Бундан кейинги 
иш тартиби усимлик материали кандай булишидан катьи назар бир 
хилда олиб борилади. Оксил эритмалари совиткичдан олингандан сунг 
центрифугаланади ва чукма устидаги суюкдик катта стаканга куйилади- 
Центрифуга пробиркасидаги чукма эса масс ага нисбатан уч баробар куп 
сув билан гомогенизация килинади ва коник колбага куйиб 30-40 минут 
чайкатилади. Шундан сунг яна центрифуга килинади ва чукма устидаги 
суюкдик олдинги стаканга куйилади. Сув билан экстракция кдлиниб,



центрифугалаш яна 4-5 марта такрорланади. Бунда сувда эрувчи ок,силлар 
тулик, экстракция килинади, чукма эса массага нисбатан 4-5 баробар 
куп хажмдаги калий хлориднинг 1М эритмаси билан аралаштириб 
совиткичда колдирилади.

Усимлик тукималарини сув билан экстракция килинганда эритмага 
факат оксиллар эмас, балки бошка сувда эрийдиган бирикмалар, шу 
жумладан эркин аминокислоталар, шакарлар ва минерал тузлар хам утади. 
Шунинг учун олинган экстрактни кучсиз тузли эритма деб хисобласа 
хам булади. Бундай эритмага факат сувда эрувчи оксиллар (альбуминлар) 
эмас, балки к,исман булсада, тузли эритмалардаги оксиллар (глобулинлар) 
хам утади. Альбуминлар ва глобулинларни бир-биридан ажратиш учун 
экстракт дистилланган сувда диализ килинади. Диализ вактида кичик 
молекулали моддалар, шу жумладан минерал тузлар хам целлофан халтача 
ичидан сувга чикади. Халтачада эса факат оксиллар колади. Диализ 
охирида целлофан халтачада тузлар колмаганлиги сабабли тузли эритма- 
ларда эрийдиган оксиллар дархол чукмага тушади, эритмада эса альбу
минлар колади. Альбуминларни тузли эритмаларда эрийдиган оксиллардан 
ажратиш учун целлофан халтачадаги эритма ва чукма центрифуга пробир- 
каларига утказилади. Халтача 2-3 марта дистилланган сув билан ювилади 
ва у хам центрифуга пробиркасига куйилади. Сунгра 5-10 минут давомида 
минутига 3-4 минг тезлик билан центрифугаланади. Эритма 250 мл ли 
улчов колбага куйилади. Чукма эса диситилланган сув билан 2-3 марта 
ювилиб центрифугаланади. Барча эритмалар улчов колбага куйилади ва 
дистилланган сув ёрдамида чизикд'ача тулдирилади. Таркибида альбумин 
булган бу эритма совиткичда сакланади.

Центрифуга пробиркаларида колган чукма 10-15 мл 1М калий 
хлорид эритмаси билан эритилади ва 250 мл ли колбага куйилади. Про
биркалар 2-3 марта калий хлорид эритмаси билан ювилади ва улар хам 
колбага куйилади. Колбадаги сую клик калий хлорид эритмаси ёрдамида 
чизиккача тулдирилади. Таркибида осонлик билан эрувчи глобулинлар 
булган бу эритма совитгичда сакланади.

Тузда эрувчи оксилларни экстракция килиш. Калий хлориднинг 
1М эритмаси билан колдирилган усимлик массаси, механик тебраткич 
ёрдамида 1 соат давомида аралаштирилади. Сунгра центрифугаланиб 
эритма ажратиб олинади. Чукма эса яна 3-4 марта калий хлориднинг 1 
мл ли эритмаси билан экстракция килиниб, центрифугаланади. Эритмалар 
эса хаммаси дастлабки эритмага кушилади ва улчов колба чизигагача 
калий хлорид эритмаси билан тулдирилади. Бу эритма глобулинлардан 
иборатдир.

Глобулинлар ажратиб олин гавдан  кейин колган чукма этил спирти- 
нинг 80 % ли эритмаси билан экстракция килинади. Бундан спиртда 
эрувчи оксиллар пролламинлар ажралади, экстракция 1 соат давом этади, 
сунгра центрифугаланиб, оксил эритмалари улчов колбага куйилади.



Чукма эса яна 3-4 марта спирт эритмаси билан экстракция килинади ва 
барча эритмалар колбага куйилади. Колба чизигигача спирт эритмаси 
билан тулдирилади. Спиртли эритмалар совиткичда сакданмайди. Уларни 
хона хароратида сакдаш мумкин ва иложи борича оксил микдори тезрок 
аникданиши керак.

Ишкорда эрувчи оксилларни экстракция килиш. Бунинг учун 
центрифуга пробиркасида колган чукма 0,2 м борат буферда (pH-10) 
тайёрланган бисульфит натрийнинг 0,2% ли эритмасида эритилади. Айрим 
оксил фракцияларини ажратиб олиш куп жихатдан усимлик материалини 
эритувчида туриш вактига боглик-

Хамма оксил фракцияларини ажратиб булгандан сунг колган усим
лик материали сув билан ювилади ва фильтрланади, сунгра колдик 50- 
60° С киздирилиб куритилади. Унинг таркибидаги умумий азот Кьелдал 
методида аникданади.

Шундай килиб, усимлик материалидан 6 хил оксил фракциялари 
альбуминлар, осонлик билан эрийдиган глобулин ва калий хлорид ёрдамида 
ажратиладиган глобулинлар; проламинлар, глютелинлар ва эримайдиган 
азот ажратиб олинади. Оксил микдорини аникдаш учун хар бир колбадан 
(охирги фракциялардан ташкдри) 20-50 мл эритма олиниб Кьелдал 
колбасида куйидагилардан оксиллар аникданади.

Биологик объектларда оксил микдорини аниклаш 
методлари ва оксиллар алмашинуви

Оксиллар микдорини аникдаш методлари тукималардаги азотни 
текширишга асосланган. Хайвон тукималари ва органлари оксилларнинг 
таркибидаги умумий азотнинг микдори уртача 16 % ни ташкил килади, 
яъни 100 г оксилнинг таркибида 16 г азот бор. Бунда оксиллар таркибида 
азот урта хисобда 16 % булганида озик модда ва махсулотлардаги азот 
микдори 6,25 (100:16=6,25) га купайтирилса, кабул килинган хамда пар- 
чаланаган оксиллар маълум булади.

Оксил микдорини азот буйича аниклаш

Тукималарда, органларда, биологик суюкдикларда ва сувли экс- 
трактларда азотни аникдашда Кьелдал методининг уч хил модификацияси 
кулланилади: макрометод, ярим макрометод ва микрометод.

Методнинг принципи. Тукима ёки оксил концентрланган сульфат 
кислотаси ва катализатор иштирокида куйдирилганда (минерализация) 
унинг таркибидаги амин, имин хамда бошка турлардаги азотлар аммиакка 
айланади. Реакция охирида эса аммоний сульфат хосил булади ва унинг 
микдори аникданади.

Керакли асбоблар: кайчи; скальпель; 1 ва 2 мл ли пипеткалар; 50 
мл ли Кьелдал колбаси; 20 мл ли бюретка.



Реактивлар. 1.Концентрланган сульфат кислотен. 2.Сульфат кисло
тасининг 0,1 н эритмаси. 3.Натрий гидроксидининг 0,1 н эритмаси. 
4.Натрий гидроксидининг 33-40 %ли эритмаси. 5.Катализатор (пергидрол).
б.Индикатор-метилрот.

Ишнинг бориши. Биологик объектларда умумий азотни аникдаш 
уч боскичда олиб борилади. Биринчи боскич оксилни минерализация 
килишдан иборат. 50 мл х,ажмдаги Кьелдал колбасига 0,2 мл кон зардоби 
ёки 150-250 мг биологик объект солинади. Кейин эса унга 1-2 мл концен
трланган сульфат кислотаси кушилади ва колба оловда киздирилади.

Текширилаётган объект гидролизланиб, парчаланади. Аралашма 
жигар рангга кирганда колбани алангадан олиб, бир оз совутилади ва 2- 
4 томчи пергидрол кушиб колбадаги моддалар чайкатилгач яна оловга 
куйилади. Пергидролдан яна 1-2 марта то рангсиз минерализат х,осил 
булгунча кушилади.

Биринчи боскичнинг химиявий схемаси куйидагича булади:

R-CH-COOH+H SO. -> СО+Н O+NH,2 4 2 2 3
I

n h 2
2NH3+H2S04 -► (NH4)2S 04

Иккинчи боскич - аммиакни хдйдаш. Ишнинг иккинчи кисми 
х,айдаш аппаратида олиб борилади. Кьелдал колбадаги куйдирилган туки
манинг массаси сув билан суюлтирилади ва 1 хдйдаш колбасига солинади. 
Сунгра умумий хажми сув билан колбанинг ярмигача етказилади. Колбага
2-4 томчи метилрот индикаторидан солиб, тешикли пробка билан беркити- 
лади. Кейин унга воронка ва совутгич билан уланадиган томчиларни 
тутувчи колба урнатилади. 5-номерли кабул килиш колбасига 20 мл 0,1 
н сульфат кислотасининг эритмасидан солинади ва унга 2-4 томчи ме
тилрот индикаторидан кушилади, сунгра бу колба узайтиргич оркали 
совутгичнинг бошка учига уланади. Воронка оркали хдйдаш колбасига 
33-40% ли натрий ишкорининг эритмасидан то суюкдик сарик рангга 
киргунча кушилади (ишкорий реакция). Совутгич улангач колба киздири
лади ва аммиакни кайдаш бошланади. Хдйдаш колбасидаги суюкдик то 
тулик аммиак хдйдалгунча кдйнатилади, аммиак тамом тулпшлиги лакмус 
когози рангининг узгариши оркали билинади.

Иккинчи боскичнинг химиявий схемаси куйидагича:
1. (NH4)2S 0 4+2Na0H -> Na2S04+2NH3+3H20
2. 2NH3+H2S 04->(NH4)2S04 (кабул килиш колбасида).
Учинчи боскич. Титрлаш ва х,исоблаш. Хайдаш жараёни тамом

булгандан сунг, хайдаш колбасини 2-3 мл дистилланган сув билан ювиб, 
кабул килиш колбасига кушилади. Кабул килиш колбасидаги аммиак 
билан богланмай колган сульфат кислотаси натрий ишкорининг 0,1 н 
эритмаси билан титрланади. Азот куйидаги формула билан хисобланади.



х  = ( а  -  Ъ) -1 ,4  -100 

С
Бу ерда: Х-текширилаётган объектдаги азотнинг микдори, мг % 

х,исобида; а-кабул килиш колбас ид аги 0,1 н сульфат кислотаси эрит
масининг микдори; й-аммиак билан бошанган сульфат кислотасини нейт- 
раллаш учун сарф булган 0,1 н натрий гидроксида эритмасига тугри ке- 
лада; С-тортиб олинган текширилаётган объектнинг огирлиги, мг; 100- 
азотни мг % да хисоблаш учун умумий купайтирувчи.

К,овдаги ко.тдик, азот микдорини аниклаш

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; 25 мл ли Кьелдал 
колбаси; фотокалориметр ёки спектрофотометр; фильтр когоз билан 
воронка; 0,2 мл микропипетка; 1, 2, 5 мл ли пипеткалар; 25, 50, 100 мл 
ли колбалар, кайчи.

Реактивлар. 1. К,он (коннинг цитратли ёки оксалатли аралашмаси).
2. 86 % ли этил спирти. 3. Трихлоруксус кислотасининг 20 % ли эритмаси.
4. Концентрланган сульфат кислотаси. 5. Пергидрол. 6. Аммоний сульфат
нинг стандарт эритмаси: 0,2357 г туз 1 л сувда эритилади, 1 мл бундай 
эритмада 0,05 мг азот бор. 7. Несслер реактиви: биринчи стаканга 15 г 
симобнинг йодли тузидан солинади, иккинчи стаканга куйилади, шиша 
таёкча билан то симобнинг йодли тузи эригунча аралаштирилади

Ишнинг бориши. Пробиркага 1,8 мл дистилланган сув ва 0,2 мл 
кон солинади, сунгра 2 мл 20 % ли трихлорсирка кислотасидан куйиб 
шиша таёкча билан яхшилаб аралаштиргач, 5 минут тиндирилади. 
Суюкдик жигар рагата киради. Пробиркалардаги сую клик фильтр когоз 
билан фильтрланади. 2 мл фильтратдан олиб (яъни 0,1 мл конга тугри 
келади) Кьелдал колбасига солинади ва 2 томчи концентрланган сульфат 
кислота кушилгач то ок тутун хосил булгунча киздирилади. Сунгра кол
бани киздиршцдан тухтаб, совугач 2 томчи пергидрол кушилади ва колба
даги суюкдик рангеизлангунча киздирилади. Кейин эса колбадага суюкдик 
совутилади ва 2-3 мл сув кушиб суюлтирилада, хажмини улчаб колбага 
солинади (колбанинг деворлари хам маьлум хажмдаги сув билан ювилади). 
25 мл ли колба хажмининг 2/3 кисмига сув кушилади, 3 мл несслер 
реактивидан солиб, сунгра колбадаги белгигача сув кушилади.

Бошка колбага 1 мл аммоний сульфатнинг стандарт эритмаси ва 1 
томчи концентрланган сульфат кислотаси солинади хамда колба 
хажмининг 2/3 кисмигача сув кушилади. Сунгра 3 мл несслер реактивидан 
кушилади ва колбадаги белгигача сув куйилади. Колбалардаги суюкдик 
чайкатилгач, спектрофотометрда улчанади ва куй ид аги формула билан 
Хисобланади:

v  _ 0.05 -й , -100
Л — --------------------------

h



Бу ерда: Х-азот колдига, мг %; 0,05-1 мл аммоний сульфатнинг 
стандарт эритмасидаги азотнинг микдори; h-стандарт суюкдик нинг оптик 
зичлиги экстинкцияси; h^текширилаётган суюкдикнинг оптик зичлиги 
экстинкцияси; 100-азотни мг % да х,исоблаш учун умумий купайтирувчи.

Гукималардаги оксиллар таркибига кирмагаи 
азотни аниклаш

Бир булак жигар ёки мускул тукималар к,айчи билан майдалангач, 
ховончада яхшилаб эзилади. Сунгра хосил булган массадан 500 ёки 
1000 мг улчаб олиниб, 50 мл хажмли колбага солинади. Унга 20 мл дис
тилланган сув кушиб аралаштирилади ва 26-30 минутга колдирилади.

Шундан кейин 5 мл 20 % ли трихлорсирка кислотасидан кушилади 
ва 5-10 минутга тиндирилади, сунгра фильтрланади. Кейинги жараёнда 2 
мл фильтратдан олиб Кьелдал колбасига солинади, унга 0,1 мл концентр
ланган сульфат кислотасидан кушилади ва кумли хаммомда минерализация 
килинади. Сунгра огар ок, тутун хосил булиши билан колбани оловдан 
олиб, бир оз совутилгач, 1-2 томчи пергидрол кушилади. Яна колбани 
кумли хаммомга то рангсиз тиник, суюкдик хосил булгунича киздирилади. 
Минерализация килиш тамом булгандан кейин колбага 2-3 мл сув кушиб 
25 мл ли колбага солинади, бир неча марта сув билан ювиб, колбага 
жойлаштирилади, яъни умумий хажмининг 2/3 кисмига сув кушилади. 
Кейин 5 мл Несслер реактиви солинади ва колбадаги белгигача сув 
куйилади.

Худци шундай шароитда контрол намуна хам минерализация кили
нади, яъни колбага 0,1 мл сульфат кислота ва 2 мл сув солинади. Совутил- 
гандан кейин 2 мл аммоний сульфатнинг стандарт эритмасидан ва 5 мл 
Несслер реактивидан кушилади хамда хажми сув билан колбадаги бел
гигача оширилади. Иккала колбадаги суюкдиклар яхшилаб аралаштири
лади ва ФЭК, спектрофотометр билан уларнинг оптик зичлиги аникданади.

Азот микдори куйидаги формула билан хисобланади:
v  0,10 -Л, - 25 -100

С h - 2
Бу ерда: Х-ок,сил таркибига кирмаган азотнинг микдори, мг %; 

0,10-азотнинг микдори (мг), яъни 2 мл стандарт эритманинг концентра- 
циясига тугри келади; h-контрол намунанинг оптик зичлигининг экстинк
цияси; hj-текширилаётган суюкдикнинг оптик зичлигининг экстинкцияси; 
25-тукима экстрактининг умумий микдори; 100-мг % хисоблаш учун; С- 
экстракция учун олинган тугаманинг ожрлиги, мг; 2-минерализация килиш 
учун олинган фильтратнинг микдори.

Тукимадаги умумий азотнинг ва оксил таркибига кирмаган азотнинг 
микдорини билиб, оксиллар таркибига кирган азотнинг микдори 
аникданади.



Умумий азот-оксиллар таркибига кирмаган азот-оксиллар таркибига 
кирган азот.

Амишнурухлардаги азотни формальдегид билан 
титрлаб аниклаш

Полипептидлар, оксиллар ва аминокисл от алардаги эркин амино- 
гурухдарининг азоти амин азоти деб аталади. Оксил молекулаларининг 
структурасини ва таркибини, шунингдек, уларнинг гидролизланиш нати
жасида х,осил булган мах,сулотларини урганишда, аминогурух, азотла- 
рининг микдори катта ах,амиятга эга. Амин азотларининг микдорига караб 
протеолитик фермент (катепсин)ларнинг активлигини ва оксилларнинг 
гидролизланиш тезлигини урганиш мумкин. Биологик материалларда 
аминогурухдарни аникдаш организмда аминокислоталар ва оксиллар 
алмашинувига кушимча характеристика беради.

Оксиллар ферментлар ёки кислоталар таъсирида парчаланганда 
аминокислоталар хосил булади, аминокислоталар таркибида эркин холда 
аминогурухдар ва карбоксил гурухдарни сакдайди. Аминогурухдарнинг 
микдорини аникдаш учун, формальдегид билан аминокислоталардаги эркин 
аминогурухдар метилинли хосиласини пайдо килиб богланади, шундан 
кейин карбоксил гурухдар ишкор эритмаси билан титрланади:

R Н R
I I I

CH-NI^ + С = 0 —> CHN = СН2 + Н О  
I I I

СООН Н СООН
Аминокислота Формальдегид Метилин-

аминокислота 
R R
I I

CHN = СН2 + NaOH -»  CHN = СН2 + Н20  
I I

СООН COONa
Ишкор билан нейтралланган карбоксил гурухдарнинг микдорига 

караб, эритмадаги аминокисл от аларда канча микдорда эркин холда ами
ногурухдар борлиги хисобланади. Купчилик аминокислоталарнинг моле
куласи эквивалент микдорда амино ва карбоксил гурухдарни сакдайди.

Керакли асбоблар: 50 мл ли колбалар; 5, 10 20 мл ли пипеткалар;
10 мл ли бюретка.

Реактивлар. 1. Глициннинг 0,25 % ли эритмаси. 2. Фенолфталеин- 
нинг ОД % ли эритмаси. 3. Натрий ишкорининг 0,1 н эритмаси. 4. Фор
мата аралашмаси, бу реактив анализ килишдан олдин тайёрланади, 6 мл 
20 % ли формальдегиднинг эритмасига 1-2 томчи фенолфталеин солинади



ва 0,1 н натрий ишкорини эритмасидан бюретка оркали томчилаб, 
аралашма пушти ранг хосил килгунча кушилади.

Ишнинг бориши. Колбага 3 мл 25 % ли глицин эритмаси солиб, 
1-2 томчи фенолфталеин кушилади ва 0,1 % ли натрий ишкори эритмаси 
билан бюретка оркали то пушти ранг хосил булгунча титрланади. Сунгра 
нейтралланган глицин эритмасига пипетка билан 2 мл формол аралаш
мадан кушилади (эритманинг пушти ранги й укол ади). 0,1 н натрий ишко
рининг эритмаси билан пушти ранг хосил булгунча титрланади. Титрлаш 
учун сарф булган 0,1 н. натрий ишкори эритмасининг микдори белгилаб 
олинади.

Хисоблаш. Мисол учун 3 мл 0,25 % ли нейтралланган глицинии 
титрлаш учун 0,1 н ишкор эритмасидан 0,88 мл сарф булган, вадоланки,
1 мл 0,1 н ишкор эритмасига 1,4 мг азот тугри келади. Шунинг учун 
титрлаш учун сарф булган 0,1 и ишкор эритмаси микдорини 1.4 га ку- 
пайтириб, 3 мл 0,25 % ли глицин эритмасига канча микдор амин азоти 
борлиги топил ади.

0,88 • 1.4 = 1,232 мг ёки 0,001232 г.
Демак, 3 мл 0,25 % ли глицин эритмасида ёки 0,0075 г амино- 

кислотада шунча азот бор. Агар 0,0075 г глицин таркибида 0,001232 г 
бор булса, унда 100 г глицинда X г азот бор.

Бундан 0,0075 г _____0,001232 г
100 г _____X

„  100 -0,001232 .X  = --------------------- = 16 ,4 г азот
0.0075

Демак, глицин таркибида 16,4 % амин азоти бор.
Шунга ухшаган текширишларни гидролизланган оксиллар билан 

хам олиб бориш мумкин. Бунинг учун колбага 3 мл 0,25 % ли гидроли- 
затдан солиб, юкорида глицин учун ёзилган вариантда иш олиб борилади.

Оксил микдорини биурет методи буйича аниклаш

Оксиллар ишкорий шароитда мис атомлари билан реакцияга кири- 
шиб кук-бинафша ранг хосил килади. Бу рангнинг интенсивлиги эритма
даги оксил микдорига караб узгаради. Биурет усули Кьелдал усулига 
нисбатан тез ва осонлик билан бажарилади. Бу усул факат оксил микдори 
юкори булган материалларни текширишда кулланилади.

Керакли асбоблар: штатив; пробиркалар; 1, 2, 5, 10 мл ли пипетка
лар; спектрофотометр.

Реактивлар. 1.Альбумин оксилининг стандарт эритмаси, бу эрит
манинг 1 мл да 10 мг альбумин оксили бор. 2. Биурет реактиви, 0,15 г 
CuS04-5H20  ва 0,6 г NaKC4H40 6-4H20  (натрий тартарат-калий ёки сегнет 
тузи) тузидан олиб, 50 мл сувда эритилади. Шу эритмага 30 мл 10 % ли



натрий ишкори эритмасидан солиб аралаштирилади ва эритмада кайтар 
реакцияси кетмаслиги учун 0,1 г KJ нинг тузидан кушиб, эритма хажми 
сув кушиб 100 мл га етказилади.

Ишнинг бориши. Калибрланган график тузиш учун альбумин 
оксилининг стандарт эритмасидан фойдаланилади, бу эритманинг 1 мл
10 мг альбумин окрилини саклайди. Намуналар куйидагича тайёрланади.

Пробиркалар
номери

Оксил 
микдори, мг

Оксил эритмасининг 
Хажми, мл

Н20 , мл

1 2 0,2 1,8
2 4 0,4 1,6
3 6 0,6 1,4
4 8 0,8 1,2
5 10 1,0 1,0
6 12 1,2 0,8
7 16 1,6 0,4
8 20 2,0 -

9 0 2,0

Хамма пробиркаларга 8 мл дан биурет реактивидан кушилади ва 
хона хароратида колдирилади. Улчашни туккизинчи пробиркадаги сув га 
солиштирган холда олиб борилади, бу пробирка оксилдан бошка хамма 
компонентларни сакдайди. 30 минутдан кейин спектрофотометрда 540 
нм тулкин узунлигида улчанади. Олинган натижалар калибрланган график 
тузишда ишлатилади. График тузиш учун ордината укига оптик зичлик 
катталиги, абцисса укига-шу оптик зичликка мос оксил микдори куйилади.

Текширилаётган эритмада оксил микдорини аниклаш учун юкорида 
курсатилган шароитда иш олиб борилади. Бунинг учун текширилаётган 
оксил суюлтирилиб, ундан 2 мл олинади, сунгра 8 мл биурет реактивидан 
кушилади.

Текширилаётган оксилнинг оптик зичлигига караб, графикдан 
оксил микдори аникданади. Оксил микдори мг % да хисобланади.

Оксил микдорини микробиурет методи билан аниклаш

Реактивлар. 1.CuS04-5H20  -2,1% ли эритмаси. 2.КОН -30% ли 
эритмаси. 3. А эритма. 4. Бу эритмани тайёрлаш учун CuS04-5H20-2,1% 
ли эритмасидан 1 кием, 9 кием КОН-30% ли эритмасидан олиб ара
лаштирилади. Бу эритма фойдаланишдан олдин тайёрланади.

Ишнинг бориши. Текширилаётган объектда оксил микдорини 
аникдаш учун альбумин оксилининг стандарт эритмасидан калибирланган 
график туз ил ади. Граф икни тузиш учун таркибида 5 мкг-120 мг оксил 
сакдаган намуналар тайёрланади. Бу намуналарга 2,5 мл дан А эритма 
кушилади, 30 минутдан кейин спектрофотометрда 310 нм тулкин узун
лигида улчанади.



Текширилаётган эритмада оксил микдорини аникдаш учун шу 
эритмадан 0,5 мл олиб, унга 2,5 мл эритмадан кушилади ва юкорида 
баён килинган шароитда улчанади.

Оксил микдорини Лоури усули билан аниклаш

Оксил микдорини аникдашда бу метод жуда кенг кулланилади. 
Бу метод юкори сезгирликка эга булиб, намуналардаги 10-100 мкг булган 
оксил микдорини аникдаш мумкин. Метод ароматик аминокислоталарни 
Фалин реактиви билан биргаликда биурет реакциясининг пептид боглари 
х,исобига *осил килган рангларга асосланган.

Оксид микдорини аникдаш учун калибрланган график тузил ади. 
Бу график тузиш учун альбуминнинг стандарт эритмаларидан фойдала- 
нилади.

Керакли асбоблар: штатив; пробиркалар; 0,1, 1,5 ва 10 мл ли пи- 
петкалар; спектрофотометр.

Реактивлар. 1. Натрий ишкорининг 0,1 н эритмаси. 2. А эритма: 
2% ли натрий карбонатнинг 0,1 н ли натрий ишкоридаги эритмаси. 3. В 
эритма: 0,5 % ли мис сульфатнинг 1 % ли натрий тартаратдаги эритмаси. 
Эритмани тайёрлаш учун 10 г натрий тартарат тузи 300 мл сувда эритилади. 
Сунгра эритмага 5 г мис сульфат кушилади ва хджми 1 литрга етказилади.
4.С эритмаси: бу эритмани тайёрлаш учун 49 мл А эритмага 1 мл В 
эритмадан кушилади. Бу эритма анализ килишдан олдин тайёрланади.
5.Фолин реактиви ёки Е эритмаси. Эритмани тайёрлаш учун 2 литрли 
колбага 100 г Na2W 04-2H20  ва 25 г Na2M 04-2H20  тузидан олиб, 700 
мл сувда эритилади. Сунгра эритмага 50 мл 85 % ли Н3Р 0 4 кислота ва 
100 мл концентрланган НС1 кислотадан кушилади. Кейин эса шу аралашма 
солинган колбани кайтарувчи совитгичга улаб, 10-12 соат кайнатилади. 
Кайнатиб булгач 150 г литий сульфат, 50 мл сув, бир неча томчи бромли 
сув кушилади. Ортикча бромни чикариб юбориш учун 15 минут совитгич- 
сиз кайнатилади. Аралашма хона хдроратигача совитилиб, фильтрланади 
ва х,ажми 1 литрга етказилади. Фолин реактивининг кислоталиги фенол
фталеин иштирокида 0,1 н натрий ишкори билан титрланиб аникданади. 
Реактив коронга идишга солиб сакданади. Оксилни аникдашда кислота
лиги 1 н булган Фолин реактиви ишлатилади.

Ишнинг бориши. Калибрланган график тузиш учун альбуминнинг 
стандарт эритмаси тайёрланади. Бунинг учун 4 мг альбуминни 10 мл 
сувда эритилади, бу эритманинг 0,1 мл 40 мкг оксил микдорини сакдайди. 
Пробиркаларга 10-120 мкг альбумин оксили эритмаси солинади. Буни 
тайёрлаш куйидаги жадвалда курсатилган.



Пробиркалар
номери

Оксил 
микдори, мкг

Оксил 
эритмаси, мл

Дистилланган 
сув, мл

1 120 0,3 0,1
2 110 0,275 0,125
3 100 0,250 0,150
4 90 0,225 0,175
5 80 0,2 0,2
6 70 0,175 0,225
7 60 0,150 0,250
8 50 0,125 0,275
9 40 0,1 0,3
10 30 0,075 0,325
П 20 0,05 0,35
12 10 0,025 0,375
13 - - 0,4

Хар бир пробиркага 2 мл С эритмасидан солиб, яхшилаб аралаш
тирилади ва хона хароратида 10 минут колдирилади. Сунгра 0,2 мл Фо- 
лин реактивидан кушилади, пробиркаларни чайкатиб, 30 минут хонада 
колдирилади. Кейин спектрофотометрда 750 нм тулкин узунлигида оксил- 
сиз пробага карши улчанади. Олинган маълумотлардан график туз ил ади. 
Б унинг учун ординат укига оптик зичлик катталиги, абсцисс укига-ок- 
сил микдори мкг куйилади.

Биологик объектда оксил микдорини аниклаш учун, пробиркага
0,4 мл текширилаётган ок,сил (50 ёки 100 марта суюлтирилган) солиб, 
юкорида ёзилган шароитда иш олиб борилади. Оптик зичлигига караб 
графикдан оксил микдори аникланади, кейин суюлтирилмаган объектидаги 
оксил микдори мг да хисобланади.

Калибрланган график. Абцисса укида -намуналардаги оксиллар 
микдори, мкг (С); Ордината укида-оптик зичлик (Е).



Оксилларни гидролизлаш ва уларнинг аминокислотали 
таркибини аншщаш

Оксилларнинг аминокислотали таркибини аникдаш учун аввало 
улар гидролизланиши керак. Сунгра хроматография усули ёрдамида улар
нинг аминокислотали таркиби аникланади.

Реактивлар: тоза оксил намунаси. 6 н хлорид кислота эритмаси.
Ишнинг бориши. Аввало оксиллар гидролизланади. Б унинг учун 

50-100 мг тоза оксил тортиб олинади ва шиша ампулага солинади, унга
10 мл 6 н хлорид кислота кушилади. Сунгра ампула азот билан тулди- 
рилиб, унинг очик томони эритиш йули билан беркитилади. Кдйнаётган 
сувда гидролиз 24 соат давом этади. Гидролиз тамом булгач, ампула со- 
вутилади ва эритма чинни косачага солинади. Чинни косачадаги эритма 
сув хаммомида буглатилади. Курук косачага 3-4 томчи дистилланган сув 
кушиб яна куригунча буглатилади. Бу жараён косачадаги кислотали ху- 
сусияти йуколгунча 3-4 марта такрорланади. Ампулани музхонада сакдаб 
куйиш хам мумкин. Кислотали гидролизда триптофан аминокислотаси 
парчаланиб кетади.

Хроматограммага томизиладиган оксил гидролизатининг микдори, 
оксил таркибидаги аминокислоталарнинг микдорига боглик булади. Агар 
оксил таркибида аминокислоталар куп булса, кам хажмдаги гидролизат 
ва аксинча, аминокислоталар микдори кам булса, куп хажмдаги гидролизат 
олинади. Одатда олинган намуна таркибидаги оксил микдори 0,6 мг дан
2 мг гача булади. Гидролизатни хроматограммага томизиш ва аминокисло- 
таларни ажратиш юкоридаги баён кил и н ган усул ёрдамида амалга 
оширилади.

Аминокислоталарни юпка каватли хроматография 
усулида аниклаш

Юпка каватли хроматография усулида оксил гилролизатлари ёки 
аминокислоталар аралашмасидан барча аминокислоталарни ажратиш 
мумкин. Юпка кават сифатида купинча силикагель, алюминий оксиди, 
целлюлоза хосилалари ва бошка моддалардан, тайёр холдаги махсус 
пластинка (силуфол)лардан фойдаланилади.

Бу метод иккита аралашмайдиган суюкликлар фазасида (харакат 
килмайдиган сув фазаси ва харакатланувчи органик эритувчи фазаси) 
аминокислоталарнинг турлича булиниш даражасига асосланган. Аминокис
лоталар сувли фаз ада куп эриса, органик эритувчиларнинг фронтида се- 
кин харакатланади. Барча аминокислоталарнинг силжиш тезлиги турлича- 
дир. Силжиш тезлигининг коэффициенти куйидагича хисобланади.
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Бу ерда: а-аминокислота томизилган жойидан то шу аминокислота 
х,осил килган догнинг уртасигача булган масофа, см; й-эритманинг фронти, 
см.

Аминокислоталар булингандан кейин пластинка куритилади ва 
нингидрин эритмасидан пуркалади. а-аминокислоталар нингидрин билан 
узаро таъсир этиб оксидлангач, аммиак, альдегид ва карбонат кислотага 
парчаланади, нингидрин кайт арил ади. Кайтарилган нингидрин хамда нин- 
гидриннинг бошка молекуласи аммиак билан реакцияга киришиб, кук- 
бинафша ран гни берувчи мураккаб мурексид бирикмасини хосил килади.

Керакли асбоблар: хроматография камераси; термостат; 0,1 мл ли 
пипетка.

Реактивлар. 1. 0,1 М цитрат буфери, рН-5,3. 2. 0,1 % ли нингвдрин- 
нинг ацетондаги эритмаси. Хроматография пластинкаларидаги рангнинг 
тургун булиши учун нингидринли реактивга кадмий кушилади. Бу эритма 
5:1 нисбатда тайёрланади:

1. 1 % ли нингидриннинг ацетондаги эритмасидан -5  кием. 2.Кадмий 
ацетатининг аралашмаси; бу аралашмани тайёрлаш учун 50 мл сирка 
кислота ва 100 мл сув олиб аралаштирилади хамда бу аралашмада 1 г 
кадмий ацетат эритилади. Сунг ушбу эритмадан -1 кием олинади. 3. 
Оксил гидролизати. 4. “Силуфоль UV-254” пластинкаси.

Ишнинг бориши. “UV-254” пластинкасини пастки тарафидан 2-
2,5 см улчаб олиб, оддий калам билан страт чизига чизилади. Текшири- 
лаётган оксил гидролизатлари бир-биридан 1,5-2 см оралик масофада 
томизилади. Сунг бу оксил гидролизатларидан 10-20 мл олиб, томчилаб 
томизилади ва дог иссик х,аво билан куритилади- хроматография каме- 
расига вертикал холатда куйилади. Хроматофафияланиш махсус камера- 
ларда олиб борилади, эритувчи сифатида 0,1 М цитрат буфери рН-5,3 
ишлатилади. Эритувчи камерага 1-1,5 см калинликда куйилади.

Эритувчи пластинка баландлиги 4/5 кисмига кутарилганда, 
пластинка камерадан олинади ва иссик хавода куритилади. Шундан сунг 
пластинкага эх,тиёткорлйк билан 1 % ли нингидринни ацетондаги эритма
сидан пуркалади. Пластинкани 105°С да термостатда 10 минут давомида 
киздирилади. Натижада аминокислоталар кук-бинафша доглар холида 
куринади. Сунгра хар бир аминокислотани юкорида курсатилган формула 
ёрдамида силжиш тезлиги коэффициенти (Rf) хисобланади.

Текширилаётган оксил гилролизати билан бирга контрол (стандарт) 
эритмалар хам хроматография килинади. Бу текширилаётган намунадаги 
аминокислоталарни тезда аникдашга имкон беради. Шуни таъкидлаб 
утиш керакки, юпка каватли хроматография усулида аминокислоталар 
сифат жихатдан бахоланади ва уларнинг микдорини аникдашга имкон 
булмайди.



Оксилларни фракцияларини полиакриламид гелида 
электрофорез усули билан аниклаш

Оксилларни электрофорези аналитик максадларида кулланилади. 
Диск-электрофорез усули-оксилларни маълум концентрадияли ва маълум 
молекулалар галвирли гелдаги булинишидир. Диск-электрофорезни амалга 
оширишда полиакриламид гели кулланилади. Полиакриламид гели уч 
хил кисмдан ташкил топган:

1) катта галвирли гелнинг старт кисми; 2) катта галвирли концентр- 
ловчи гел; 3) кичик галвирли булувчи гел.

Полиакриламид гели-акриламид СИ =CH-CO-NH2 ва N N 
метиленбисакриламиднинг СН2 =CH -CO -N H -CH 2-NH -CO-CH=NH2 
сополимеризацияланиш махсулотидир.
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Гелнинг ёпиищокдиги, мустахкамлиги ва эластиклиги полиакрила- 
мидни полимеризацияланиш ва тикилиш даражасига, шунингдек тики- 
лишда иштирок этган Г^М’-метиленбисакриламиднинг микдорига боглик. 
Гел устунча шаклида мах,камланган шиша трубкаларда полимеризация 
килинади. Сополимеризацияланиш реакцияси катализаторлари сифатида 
оксидловчи-кдйтарилувчи системалар ишлатилади, улар эркин радикаллар 
манбаи хисобланади, масалан: персульфат аммоний (NH4)2S20 3 ва 
М^.Г^Г^-тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД): (CH3)2=N-CH2-C H 2-N = 
=(СН3)2.

Электрод эритмалари, яъни буфер эритмалари, электродлар билан 
гелларнинг сиртки кисмларида ток утказувчи вазифасини бажаради, бундай 
холатларда буферларнинг pH ва таркиби турлича булади. Электрофорез 
усули жуда юкори сезгирликка эга. Бу усул билан кон зардоби оксил
ларнинг 30 дан ортик фракцияларини аниклаш мумкин.

Керакли асбоблар: Электрофорез учун аппарат органик ойнадан 
ясалган булиб, иккита электроднинг резервуарлардан иборат, юкори ва 
пастки, хар бирининг хажми 1,5 л. Иккала резервуарларнинг кумир 
электродлари булиб, бу электродларга доимий ток уланади. Узгармас 
ток манбаи сифатида УИП-1 прибори ишлатилади.

Реактивлар. 1. А -  эритмаси: 100 мл колбага 48 мл 1 н HCI, 36,3 
г трис ва 0,46 мл ТЕМЕД солинади, эриб булгандан кейин колбанинг 
белгисигача сув солинади. Эритма pH 8,9 га тенг булиши керак. 2. В- 
эритмаси: 100 мл колбага 30,0 г акрил амид ва 0,8 г метиленбисакриламид 
солиб, 70-80 мл дистилланган сувда эритилади ва фильтрланади, сунгра 
эритманинг хажми дистилланган сув кушиб 100 мл га етказилади, сунг 
яхшилаб аралаштирилади. З.С-эритмаси: 0,14 г аммоний персульфат 100 
мл дистилланган сувда эритилади, бу эритмани ишлатишдан аввал тайёр
ланади.(4. Электрод буфери: 6,0 г трис ва 28,8 г глицин дистилланган 
сувда эритилади ва хажми сув кушиб 100 мл га етказилади, рН-8,3. Фой- 
даланишдан олдин 10 марта суюлтирилади. 5.Буёк-индикаторнинг эрит
маси: бромфенол кукнинг 0,001% ли дистилланган сувдаги эритмаси. 
6.Оксил фракцияларини буяш учун амидо-шварц реактиви ишлатилади. 
Амидо-шварц 10 В ни 1% ли эритмаси 7% ли сирка кислотасининг 
эритмасида тайёрланади. 7.Сирка кислотасининг 7% ли эритмаси. 8.К,он 
зардоби.

Ишнинг бориши. Гелни тайёрлаш. Тоза ва курук трубкаларнинг 
бир учини лейкопластир ёпиштириб беркитилади ва резинали халкачалар 
кийгизилади, сунгра штативга урнатилади.

Алохида колбага ёки стаканга 1 кием А эритмадан, 2 кием В 
эритмадан, 4 кием С эритмадан ва 1 кием дистилланган сув олиб ара
лаштирилади. Тайёрланган аралашмада хар бир трубкаларга пипетка 
билан 2,5 мл дан солинади. Гелнинг усти бир хил текис булиши ва



кислород утишининг олдини олиш учун капилляр ёрдамида 0,2-0,3 мл 
дистилланган сувни аралашма устига кдват килиб куйилади. Трубкалардаги 
гелларни полимеризацияланиш учун 30 минут хона хароратида ёки 
термостатда 30°с да 15-20 минут сакданади. Полимеризацияланиш тамом 
булгандан кейин, гел билан кдват к,илиб куйилган сув фильтр когоздан 
кнркнб тайёрланган лентачалар билан олинади ва гелнинг юкори кисми 
электрод буфери билан ювилади.

Анализ килишга ишлатиладиган оксил эритмаси гел тайёрлаш 
учун кулланиладиган буфер эритмасидан тайёрланади. Оксил эритмасининг 
концентрацияси 1-5 мкг/мл булиши керак. Масалан: кон зардобини 
текшириш учун 3 мкл кон зардоби (оксил микдори тахминан 200 мкг)
0,15 мл гел тайёрлаш учун ишлатиладиган буфер эритмаси билан аралаш
тирилади ва зичлигини ошириш учун концентрацияси 20-25 % булгунча 
сахароза ёки глицерин кушилади, хар бир трубкага 10-100 мкл тайёрланган 
оксил эритмасидан солинади. Шундан сунг трубкалар охиригача электрод 
буфери билан тулдирилади.

Электрофорезни олиб бориш. Электрофорез холодильникда олиб 
борилади. Электрод буферлари ишлатишдан аввал харорати +4°С га 
келтирилади. Электрофорез аппарата хам совутилади. Юкориги идишдаги 
буфер эритмасининг 500 мл га 1 мл буёк-индикатор, 0,001 % ли бромфенол 
кук эритмасидан кушилади. Аппаратнинг копкогини ёпиб, электродлар 
узгармас ток манбаи билан улан ади, пастки электрод анод (+), юкори 
электрод катод (-) булиб хизмат килади.

Хар бир трубкага 0,5-1,0 мА ток берилади (20-30 минут) кейин 
уни хар трубка учун 2-5 мА га етказилади. Оксил фракцияларининг 
булиниши 2-3 соат давом этади, яъни буёк трубканинг пастки учига 3 
мм колганда ток манбаи учирилади. Электрод буферлари аппарат идиш- 
ларидан бошкд идишларга куйиб олинади ва трубкалар бураб чикарилади. 
Трубкалардан гелни чикариш учун шприцга дистилланган сув олиб, игна 
билан трубка деворлари хамда гел орасига юборилади ва аста-секин гел 
чикариб олинади. Геллардаги оксил зоналарини буяш учун амидо-шварц
10 В эритмаси пробиркаларга солинади ва 10-15 минутга колдирилади. 
Шундан кейин бошка идишга куйилади. Геллар 7% ли сирка кислотаси
нинг эритмаси билан ювилади. Гелнинг оксилсиз кисмларини рангсиз- 
лантириш учун куп марта шу эритма билан ювиш лозим. Рангсизлантириш 
жараёни 10-12 соат давом этади. Сунгра оксил фракциялари бор зоналар 
рангининг интенсивлигига ва уларнинг жойлашишига караб электрофо- 
реграммалар чизилади.



Оксиллар электрофореграммаларининг куриниши.

+
Переаминлаш реакцияси

Аминогурухди аминокисл от ал ардан эркин аммиак шаклида ажралиб 
чикмасдан а-кетокислотага кучирилиши переаминланиш ёки транс- 
аминланиш деб аталади. Реакцияни умумий шаклда куйидагича ёзиш 
мумкин.

R1 R2 R1 R2
I I  I IСН - NH2 + С = 0 < > С = 0 + СН - NHj
I I  I IСООН СООН СООН соон

Переаминланиш жараёни барча тукималарда кенг таркалган 
ферментлар-аминотрансферазалар ииггирокида боради. Аминотрансфера- 
залар пирвдоксальфосфат протеинлар булиб, уларнинг коферменти оралик 
фосфопиридоксальдир (витамин В6).

____/ ОН
Н О ----- s f  -------С Н 2 - О - Р = 0

НзС-JJ^ ^ J \ н
Пиридоксальфосфат 

Переаминланиш реакцияси давомида пиридоксальфосфат пиридок- 
саминфосфатга айланади, сунгра аминогурух, а-кетокислотага куч ир ил ади 
ва яна пиридоксальфосфатга айланади.

Переаминлаш реакцияси тукималарида кенг таркалган. Барча ами
нокисл оталар переаминланиш реакциясида иштирок этади. Глутамат, 
аспарагин, аланин билан бу реакция тез утади. Глицин, аналин, лейцин, 
изолейцин, гистицин, триптофан, фенилаланин ва тирозин кийинрок 
переаминланади.



СН, - NH 2

СН,
/

О - Р=0 
\

он

он

Пиридоксаминфосфат 
Переаминланиш реакцияси азот аламашинувида алохдда ах,амиятга 

эга. Биринчидан, бу реакция натижасида а  - кетокислотадардан янги 
аминокислоталар синтезланади. Иккинчидан, переаминланиш реакцияси 
аминокислоталар парчаланишидаги усуллардан хисобланади.

Фермент препаратини тайёрлаш +4°С да олиб борилади. Фермент 
препаратини олиш учун бирорта хдйвон суйилиб, скелет мускули кесиб 
олинади ва кайчи билан майдаланади. Хосил булган тукима буткасини 
гомогенизатор стаканига солиб, 1:5 нисбатда 0,1 % ли КНС03 эритмасидан 
кушиб 2 минут давомида гомогенизатор билан майдаланади. Гомогенат 
турт кдват дока оркали фильтрланади ва у тажриба учун ишлатилади. 
Тажрибани олиб бориш учун пробиркаларга куйидаги схема реакцияси 
аралашмалари тайёрланади:

Пробирка-
дарнинг
номери

СН2 JCOOH ни 
KHCO , дата 
эритмаси, мл

Глютамин
кислота,

мл

Пироузум
кислота,

мл

н2о,
мл

Гомогенат,
МП

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

Переаминланиш барча аминокислоталарнинг аминогурух,ини - 
кетогдутарат кислотага кучириш оркали ударнинг дезаминланишини таъ- 
минлаиди. Хосил булган глутамат кислота шутаматдегидрогеназа таъсирида 
амииогурухини йукотади, NH3 ни ажратади. Бу реакция к,айтар булиб, 
кайтадан а- кетогдутарат кислотага айланади. Мускулдаги фермент ишти
рокида, глутамат ва пироузум кислота мисодида переаминланиш жараёни 
билан танишиш мумкин.

СООН
I

с н  - n h 2

*ксн,
I

СООН
глутамат

СООН
I

СООН

+ с=о
сн.

пироузум
кислота

с =0 н
Iсн2
I

СООН 
а  -кетогдутарат

СООН
Iсн - n h 2
Iсн3
аланин



Пераминланиш реакциясини к,андай борганлигини билиш учун 
пироузум кислотасининг переаминланиш жараёни тухтатилади. Натижада 
колган пироузум кислотаси салицил альдегида билан тук сарик рангни 
х,осил килади. Переаминланиш реакциясини тухтатиш учун моноиод сирка 
кислотаси иштирокида инкубация килинади.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; сув х,аммоми; кдйчи; 
гомогенизатор; 1,2 мл ли пипеткалар.

Реактивлар. 1. Калий бикарбонатнинг (КНС03) 0,1% ва 2% ли 
эритмалари. 2. Глютамин кислота эритмаси 6 мг глютамин кислота 1 мл 
2% ли КНС03 эритмасида эритилади. 3. Пироузум кислота эритмаси, 4,6 
мг пироузум кислотаси 1 мл дистилланган сувда эритилади. 4. Монойод 
сирка кислотасининг калий бикарбонатдаги эритмаси, 0,002 М СН2 JCOOH 
эритмаси 0,1% ли КНСОэ эритмасида тайёрланади. 5. Калий ишкорининг 
туйинган эритмаси. 6. Салицил альдегиданинг спиртдаги 2% ли эритмаси.
7. Учхлорсирка кислотасининг 10% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Бу ишда фермент манбаи сифатида мускул туки- 
масининг гомогенати ишлатилади. Гомогенат фильтрата юкорида баён 
килинганидек тайёрланади. Биринчи пробиркага 1 мл учхлорсирка 
кислотаси эритмасидан солинади, сунгра тукима гомогенати фильтратидан 
кушилади. Бу кислота таъсирида ферментатив реакция булмайди. Иккинчи 
ва учинчи пробиркаларга тукима гомогенатидан кушиб, аралаштирилади 
ва 37-38° С да инкубация килинади. Инкубация 90 минут давом этада, 
х,ар 5-10 минутда чайкатиб турилади.

Инкубациядан кейин пробиркаларга 1 мл дан учхлорсирка кислота 
эритмасидан кушиб, ферментатив реакция тухтатилади ва 10 минутдан 
кейин х,амма пробиркалардаги аралашма фильтрланади. Фильтрат салицил 
альдегиди билан пироузум кислотасини аниклашга ишлатилади. Б унинг 
учун учта пробирка олиб, 1-номерли пробиркага аввалги биринчи пробир- 
кадаги фильтратдан 1 мл, 2-номерли пробиркага иккинчи пробиркадаги 
фильтратдан, 3-номерли пробиркага учинчи пробиркадаги фильтартдан 
1 мл солинади. Сунгра хамма пробиркаларга 1 мл дан КОН нинг туйинган 
эритмасидан ва 0,5 мл 2% ли салицил альдегиданинг эритмасидан соли
нади. Пробиркалардаги суюкдиклар чайкатиб аралаштирилади. Шундан 
кейин пробиркаларни 10 минут 37-38°С ли сув хдммомида инкубация 
килинади. Хамма пробиркалардаги хос ил булган ранглар солиштирилади 
ва бу ердаги рангларга караб переаминланиш жараёни кандай борганли
гини билиш мумкин. Олинган натижалардан хул оса ёзилади.



IV БОБ. ЛИПИДЛАР

Липидлар иккита катта синфга булинади: ёглар (нейтрал ёглар) 
ва липоидлар (ёгсимон моддалар).

Липидлар бир к,атор органик эритувчиларда, масалан-этанол, эфир, 
хлорофром, бензол ёки петролей эфирида яхши эрийди, сувда эса эри
майди. Липидиар химиявий табиатига кура бир неча гурухларга булинади:

I. Ёг кислоталари.
Ы.Глицеринли липидлар: а) нейтрал ёглар; б) фосфорглицеридлар.
Ш.Глицеринсиз липидлар: а) сфинголипидлар; б) алифатик спиртлар 

ва мумлар; в) стеровдлар.
IV. Бошка синф моддалари билан богаанган липидлар: а) липопро- 

теинлар; б) протеолипидлар; в) ф о сф ати д п еп ти д л ар ; д) липополисаха- 
ридлар.

Липидлар тукима ва хужайраларда мухим функцияларни бажаради. 
Ёглар организмда оксидланганда энергия ажралиб чикади (1 г eF оксид- 
ланганда 9,3 ккал). Липидлар биологик мембраналарнинг структура эле
мента хисобланади. Организмда липидлар оксиллар билан комплекс би- 
рикмалар -липопротеинлар хосил килади.

Стеринлар катор биологик актив моддалар -  витаминлар, гормонлар, 
ут кислоталарнинг х,осил булишида иштирок этади. Ёглар -  уч атомли 
спирт глицерин ва юкори ёг кислоталарининг мураккаб эфиридир. Ёглар 
куй ид аги умумий тузилишга эга:

СН2 -  О -  СО -  R,
Iсн -  о - со -  r 2
Iсн2 - о - СО - R3

Бунда: R , R2, R3 -  eF  кислоталарининг радикаллари.
Табиий ёглар таркибига туйинган ва туйинмаган ёг кислоталарининг 

колдиклари киради (пальмитин, стерин, олеин, линолен ва бошкалар). 
Таркибида бирдан ортик куш 6 o f  булган туйинмаган eF  кислоталар 
купинча усимлик мойларида, оз микдорда хдйвонлар ёгида хам учрайди. 
Ёглар таркибидаги туйинмаган ёг кислоталари -  линоденат, арахидонат 
- хужайрадаги оксидланиш - кайтарилиш жараёнларининг бориши учун 
ва шунинщек, простагландинларнинг биосинтези учун мухим роль уйнайди.

Ёгларнинг эриши ва эмульсия хосил килиши

1) 5 та пробиркага 10 томчидан усимлик мойи томизилади. Биринчи 
пробиркага 2 мл бензол, иккинчи пробиркага 2 мл ацетон, учинчи 
пробиркага 2 мл бензин, туртинчи пробиркага 2 мл этил спирти ва бе- 
шинчи пробиркага 2 мл сув куйилади. Мойларни турли хил эритувчиларда



эриш даражаси аникданади. 2) 4 та пробирка олиб, биринчи пробиркага
1 мл сув, иккинчи пробиркага 1 мл 1% ли оксил эритмасидан, учинчи 
пробиркага 1мл суюлтирилган совун, туртинчи пробиркага 1мл натрий 
карбонатнинг 10% ли эритмасидан солинади. Хар бир пробиркага 5 
томчидан усимлик мойидан кушилади ва яхшилаб аралаштирилади. Би
ринчи пробиркадан бошка х,амма пробиркаларда тургун эмульсия -хосил 
булади.

Реактивлар: тозаланган усимлик мойи, бензол, бензин, сирка кис
лота, этил спирта, оксид эритмасининг 1% ли эритмаси, суюлтирилган 
совун, натрий карбонатнинг 10% ли эритмаси.

Ёгларни аникдашда кулланиладиган сифат реакциялари

Ёгларни сифат анализ килишда бир кдтор реакциялардан фойдала- 
н ил ади. Буларга осьмий ёрдамидаги рангли реакция, мой допши х,осил 
кдлиш, совунланиш реакцияси ва галлоидлар реакциясини мисол килиб 
курсатиш мумкин.

Рангли реакция. Микроскоп ойнаси устига 1 томчи мой томизи- 
лади, унинг устига осьмий кислотасининг 1 % ли эритмасидан 1 томчи 
кушилади. Мой кора ранг беради.

Мой дога. Кунгабокарнинг магзини олиб когозда эзилса, мой дога 
х,осил булади. Когоз киздирилганда хам дог йуколмайди. Бу *аклкатда 
х,ам мой борлигидан дарак беради.

Галлоидлар. Бу реакция айникса туйинмаган мой кислоталари 
куп булган мойларга характерлидир. Пробиркага 1-2 томчи мой ва 1-2 
мл эфир солинади. Унинг устига 1-2 томчи бромли сув кушилади ва ях
шилаб аралаштирилади. Бромли сувнинг сарик, рангининг тез йуколиши 
туйинмаган eF кислоталари борлигини курсатади.

Реактивлар: тозаланган пахта мойи, осьмий кислотасининг 1% 
ли эритмаси, эфир, бромли сув.

Ег таркибидаги глицеринни аниклаш (акролеин реакцияси)

Акролеин мой таркибидаги глицериндан хосил булади. Бу сувсиз- 
лантирувчи моддалар (калий гидросульфит, борат кислота, магний сульфат) 
ёрдамида амалга оширилади. Акролеин этилеин каторидан энг оддий
альдегиддир.

СН2 - ОН сн2

сн - он ♦ 2НгО+СН

СН2ОН
Глицерин Акролеин





Ёгларнинг совунланиш сони

Бир грамм ёг таркибидаги эркин ва богланган ёг кислоталарини 
нейтраллаш учун сарфланган калий ишкори микдори мойларнинг совун
ланиш сони деб аталади.

Ёгстр химиявий жихдтдан бирмунча тургун бирикмалардир, лекин 
ишкор таъсирида гидролиз килинганда эфир боглари осон узилиб, нати
жада ёг кислоталар ва глицерин хос ил булади.

мол ёги-190-200, куй мойи -  192-198, чучка мойи -193-200, каноп мойи 
-187-195.

Усимлик мойларининг совунланиш сони усимлик тури, ташки 
факторлар таъсирида узгариши мумкин. масалан, тропик усимликлардан 
кокос, пальма ва бошка усимликлар мойининг совунланиш сони анча 
юкори булади.

Керакли асбоблар: 50 мл ли колба; х,аво совутгичли пробка; 
бюретка; 2, 1,5 мл ли пипеткалар; сув хдммоми.

Реактивлар. 1.Усимлик мойи ва хдйвон ёги. 2. 0,5 н калий гидрок
сидининг спиртдаги эритмаси. 3. Хлорид кислотасининг 0,5 н эритмаси.
4.Фенолфталеиннинг 0,1 н ли спиртдаги эритмаси.

Ишнинг бориши. Биринчи колбага (тажриба намунаси) 0,5 г усим
лик мойи ёки х,айвон ёги, иккинчи колбага (контрол намунаси) -0,5 мл 
дистилланган сув ва кар бир колбага бюретка оркали 15 мл 0,5 н калий 
гидроксидини эритмасидан солинади. Колбани х,аво совутгичли тикин 
билан беркитилади ва 30-40 минут кдйнаб турган сув каммомига куйилади. 
Сунгра колбаларга 4 томчидан фенолфатеин кушилади ва то пушти ранг 
йуколгунча 0, 5 н хлорид кислотасининг эритмаси билан титрланади. 
Совунланиш сони куйидаги формула билан х,исобланади.

Бунда Х-совунланиш сони; b-контрол намунани титрлаш учун сарф 
булган 0,5 н хлорид кислотаси эритмасининг х,ажми, мл; а -  тажриба 
намунасини титрлаш учун сарф булган 0,5 н хлорид кислота эритмасининг

сн2- о - с - с 17н„ сн2 - оно
II

СН -О  -С -С ^ Н , + зкон -> сн - он + ЗС17Н15СООК

СН2 -  О -  С - С ^ сн2он
Ёглар ва мойларда совунланиш сони куйидагича булиши мумкин:

Y ( Ь - а )  К -  28,05



х,ажми, мл; 28,05 -  калий гидроксидининг мг даги микдори булиб, бу 1 
мл 0,5 н хлорид кислотасининг эритмасига тугри келади; К -0,5 и хлорид 
кислотаси эритмасининг титрини тугрилаш коэффициенти; С -  ёгаинг 
огирлиги, г.

Ёгаарнинг йодли сонини аниклаш

100 г ёпш бириктириб олган йоднинг грамм микдори билан ифо- 
даланадиган сон ёгларнинг йодли сони деб аталади. Бу сон ёптар таркибига 
кирадиган мой кислоталарнинг туйинмаслик даражасини ифодалайди. 
Йодни бириктириб олиш реакцияси куйидагича боради:

Н Н Н Н
I I  I I

R - С = С - R, + J2 + Н О Н ----- ► R - C - C - R j  + HJ
I I
I ОН

Реакцияга киришмай ортиб колган йод натрий гипосульфит билан 
титрланади.

Йодли сон канча катта булса, ёг шунча сукж, булади. Баъзи бир 
ёглар ва мойларнинг йодли сони куйидагича булади; молларда 38-46, 
куйларда 31-46, чучкаларда 50-70, пахта мойида 110, зигир мойида 174. 
Бу сон ёгаар таркибидаги туйинмаган ёг кислоталар микдорини курсатади, 
чунки йод молекул ад аги к у ш  6 o f  урнига бирика олади.

Керакли асбоблар: 50 мл ли колба; бюретка, 0,2, 1,5 10 мл ли 
пипеткалар.

Реактивлар. 1.Усимлик мойи. 2. 96% ли этил спирта. 3. 0,1 н йод
нинг спиртдаги эритмаси (тайёрланиши: 12,691 г йод 1 л 96% ли этил 
спиртида эритилади). 4. 0,1 н натрий гипосульфитнинг эритмаси. 5.Крах- 
малнинг 1% ли эритмаси.

Иш тартиби. Биринчи колбага (тажриба намунаси) 0,1-0,2 г усим
лик мойидан улчаб олиб, иккинчи колбага (контрол намунаси)- 0,1-0,2 
мл сув солинади ва х,ар иккала колбага 5 мл дан спирт кушилади. Мой 
эригандан кейин колбаларга пипетка билан 10 мл 0,1 н йоднинг спиртдаги 
эритмасидан кушиб, колба пробка билан беркитилади ва чайкатилади 
х,амда 15 минут коронга жойда сакланади. Сунгра 0, 1 н натрий гипосуль
фит эритмаси билан оч сарик ранг х,осил булгунча титрланади, кейин 1 
мл 1% крахмал эритмасидан кушиб кук ранг йук булгунча титрланади.

Йодли сон (х,г) куйидаги формула ёрдамида аникланади.

v (Ь - а )  - л: • 0,01269 100
л  — ------------------------------------------------- •с

Бунда: й-контрол намунани титрлаш учун сарф булган 0,1 н натрий 
гипосульфит эритмасининг *ажми, мл; а-тажриба намунасини титрлаш



учун сарф булган натрий гипосульфит эритмасининг хажми, мл; К  -  0,1 
н натрий гипосульфит эритмасининг титрини тугрилаш коэффициента; 
0,01269-йоднинг граммдаги микдори, бу микдор 1 мл 0,1 и натрий гипо
сульфит эритмасига эквивалентдир; 100-100 грамм ёг учун хисоблаш 
коэффициенти; С-олинган ёгнинг огирлиги, г.

Биологик объектлардан умумий 
липидларни ажратиш ва микдорини аниклаш

Методнинг принципи. Умумий липидлар тукималардан хлорофром 
ва метанол аралашмаси билан экстракция килиниб, нолипид бошка кол- 
диклардан сув ёки кучсиз тузларнинг эритмаси билан ювилади, куритилади 
ва липидлар чукмаси аналитик торозиларда улчанади. Умумий липидларни 
аниклаш Кейтс М. (1975) методига асосланган.

Керакли асбоблар: гомогенизатор; центрифуга; цилиндр; кайчи; 
бюкс ёки стакан; 1, 2,5 мл ли пипеткалар.

Реактивлар. 1.Хлорофром. 2. Метанол. 3. 1-аралашма, бу аралашма 
хлорофром ва метанолдан тайёрланади, аралашма липидларни экстракция 
килиш учун 1:2 нисбатдаги хажми тайёрланади. 4. 2-аралашма, хлорофром- 
метанол-сув, бу куй ид аги нисбатда тайёрланади: 1:2:0,8. 5. Кон плазмаси.
б.Усимлик материали.

Ишнинг бориши. Центрифуга стаканларига 1 мл кон плазмаси 
ёки 1 г усимлик материали ва 3,75 мл 1-аралашмадан солинади, сунг 30- 
60 минут давомида чайкатилиб турилади. Сунгра 10 минут 3000 айл/мин 
тезликда центрифуга килинади ва экстрактни бошка пробиркага солинади. 
Чу к мага 4,75 мл 2-аралашмадан кушиб экстракция килинади хамда иккала 
экстрактларни кушиб юборилади. Шу экстрактга 2,5 мл хлорофром ва
2.5 мл дистилланган сув кушилади. 10 минут 3000 айл/мин тезликда 
центрифуга килинади. Хлорофромли кават шприц ёки пипетка билан 
олинади ва бошка идишга солинади, хажми аникдангач тенг х,ажмда 
бензол кушилади. Хлорофромли липидлар эритмаси олдиндан огирлиги 
улчанган бюксларга ёки стаканларга солинади ва термостатга 60°С га 
куйилади. Куритиш доимий огирликка эга булгунча давом эттирилади.

Липид чукмасининг огирлиги аналитик торози билан улчанади ва 
улчаб олинган тукимадаги липидларшшг микдори фоиз хисобида куйи- 
даги формула билан хисобланади.

_  т  • 100
Л. —----------

р
Бунда m-липидлар чукмасининг огирлиги, г; Р -  липиддарнинг 

анализ килиш учун олинган тукиманинг огирлиги, г.



Ёг микдорини Сокслет усулида аниклаш
Бу усул мой микдорини аникдашда кенг кулланилади. У турли 

органик эритувчилар ёрдамида усимлик материалларидан мойни ажратиб 
олишга асосланган.

Иш тартиби. Усимлик уруглари (масалан чигит) кобигидан тозала- 
ниб, магзи бир хил огирликкача куритилади ва хавончада майдаланиб, 5-
10 г ли kofo3 пакетларга солинади. Пакет осонлик билан Сокслет ап- 
паратига сигадиган булиши керак. Сунгра пакет 2 соат давомида 90- 
100° С да куритилади, совигач экстракторга солинади. Сокслет аппарата 
эри-тувчи куйилган колба экстрактор ва сув совитгичидан иборат.

Олдиндан тортилган ва массаси маьлум булган колбага хажмининг 
2/3-3/4 кисмига тенг эфир куйилади ва экстрактор билан улан ади. Совит- 
гич улангач сув хаммоми ишга туширилади. Сув хаммоми харорати шундай 
булиши керакки, бунда хар бир соатда эфир билан усимлик материалини 
8-10 марта тулик равшцда ювиб тушиши керак. Одатда, сув хаммомининг 
харорати 45-50° С атрофида булади. Мойнинг тулик ажралиши материал- 
даги мой микдорига боглик булиб, 6-10 соат давом этади. Мой тулик 
ажралгандан сунг колба аппаратдан ажратиб олинади, эфир хайд ал ади ва 
колба куритгич шкафда 90-100° С куритилади. Кейин колба яна тор- 
тилиб, мой микдори аникланади.

у _ ( Л - £ ) 1 0 0  
В

Х-хом мой микдори, фоиз хисобида, А-мойли колба массаси, г. Б- 
курук колба массаси, г. В-усимлик материалининг вазни, г.

Реактивлар: эфир ва усимлик материали.
Биологик объектларда усимлик липидларнинг 

фракцион таркибини аниклаш
Кейинги йилларда липидларнинг фракцион таркибини аниклашда 

юпка каватли хроматография усули кенг кулланилмокда, умумий липидлар 
таркибидаги мойсимон мураккаб моддалар силикагелда яхши ажралади.

Иш тартиби. Тайёр силуфол пластинка олиб, эни 4-5 см килиб 
кайчида киркилади ва 1,0-1,5 см колдириб каламда старт чизига чизилади. 
Тажриба утказиш учун олдинги ишда ажратиб олинган хом мойдан фой- 
даланилади. Эфирли экстрактдаги липидлар концентрацияси 15-20 % га 
етказилади. Юпка каватли хроматограмманинг старт чизигага капилляр 
ёки микропипетка ёрдамида липидлар эритмаси томизилади. Агар липидлар 
концентрацияси камрок булса, хроматограмма хавода ёки фен ёрдамида 
куритилиб 2-3 марта кайта томизилади. Хроматограмма пластинкаси 
герметик ёпиладиган стакан ёки камерага туширилади. Стакан тагида
0,3-0,5 см калинликда эритма куйилади. Стакан ички томонидан эритма



буглари билан туйинтирилган фильтр к,огоз билан уралган булиши керак. 
Бу эритмани хроматограмма буйлаб тез кугарилишига имкон беради. 
Эритма гексан, диэтил эфир, сирка кислотанинг 73:25:2 нисбатидаги 
аралашмасидан и борат булади. Эритма 15-18 см баландликка кутарил ганда 
тажриба тухтатилади. Пластинка камерадан олинади ва мурили шкафда 
ёки фен ёрдамида куритилади. Куриган пластинкага фосфомолибдатнинг 
10%ли эритмасидан пуркалади ва 80-100°С хдроратда кук догаар хосил 
булгунча куритилади. Старт чизигадан бошлаб х,ар хил липидлар куйида
гича жойлашади: 1-фосфолипидлар, 2-идентификация (ажраламай-диган) 
килинмайдиган липидлар, 3-холестерол, 4-моноглицеридлар, 5-диглице- 
ридлар, 6-эркин юкори молекулали мой кислоталари, 7-триглицеридлар, 
8-стеридлар. Старт чизигига якдн жойдан эса углеводлар урин олади.

Реактивлар: силуфол пластинкалари, липидлар экстракта, гексан, 
диэтил эфир, сирка кислота.

Ут кислоталарининг сифат реакцияси
Ут кислоталари стероид тузилишга эга булиб, тула туйинган стерил 

хдлкаси ва 5 углеродли ён шохчадан тузилган. Ут кислоталарининг тузи- 
лиши хлестеринга ухшаш булиб, холанат кислотасининг х,осилаларидир.

Сафро таркибида асосан х,олат кислота, дезоксихолат кислота, 
митохолат кислота, хенодезоксихоланат кислоталари учрайди. Бу ут 
кислоталар эркин холда булмай, глицин ёки таурин билан бирикиб, уша 
кислоталар шаклида сафро таркибига киради. Уларнинг энг мух,имлари 
гликохолат, гликодезоксихолат, таурохолат ва тауродезоксихолат 
кислоталардир. Сафро таркибига кирувчи ут кислоталари ёгларнинг хдзм 
килиш жараёнларида мухлм функцияларни бажаради. Улар эмульгаторлар 
х,исобланади, липазани активлайди ва ёг кислоталарининг сурилиш 
жараёнида иштирок этади.

Н2С - СН - СН2 - СН2 - СООН 

СН3

Холанат кислота 

60



Ут кислоталарини очишда оксиметилфурфурол кулланилиб, у ут 
кислот ал ар билан кизил ранг х,осил килади. Оксиметилфурфурол фруктоза 
билан концентрланган HCI ёки H2S04 кислота таъсир этганда хос ил 
булади.

Керакли асбоблар: 1Д мл ли пипеткалар, пробиркалари билан штатив.
Реактивлар. 1.Утнинг сунли эритмаси (1:2). 2.Сахарозанинг 5% ли 

эритмаси ёки фруктозанинг 3% ли эритмаси. З.Концентрланган сульфат 
кислота.

Ишнинг бориши. Курук пробиркага 10 томчи суюлтирилган сафро 
суюкдиги солинади ва 1-2 томчи сахароза ёки фруктоза эритмасидан 
кушиб ч айкал ади. Эх,тиёткорлик билан пробирка деворидан тенг хажмда 
концентрланган сульфат кислота куйилади. Суюкдиклар чегарасида пурпур 
хдлкаси хос ил булади, кейин кизил бинафша рангни хос ил килади.

Орпш ва гукималарда холестерин микдорини аниклаш
Холестерин -  циклопентанопергидрофенантренни хосиласи булиб, 

таркибида 27 углерод атоми тутадиган куп хал кал и туйимаган спиртдир. 
Холестерин структурасидаги 3-углерод атомида битта гидроксил, 5 х,амда 
6- углерод атомлари орасида битта кушбог, 10 ва 13 углеродларда СН3 
(метил гурухн) гурухдари, 17-углерод атомида 8 уплеродли углеводо-родлар 
занжири бор. Холестеринни эмпирик формуласи- С^Н^О (мол. огарлиги 
386).

СН3 с н з

СН - сн2 - сн2 - сн2 - сн

Холестерин
Холестерин-курит ил ган х,айвон организми огарлигининг 0,25-0,30 

% ни ташкил этади. Холестерин эркин ёки эфирлар холида нормал ша- 
роитда организмда оз микдорда учрайди, патологик холатларда эса хо- 
лестериннинг микдори ортади ва гиперхолестеринемияга олиб келади. 
Холестерин микдорининг ортиши сарик, жигар циррози, нефроз ва уремия 
касалликларида учрайди. Эвдокрин касалликларида микседема, кретинизм



ва диабет, авитаминоз касалликларда хам холестериннинг микдори 
купаяда.

Базедов касаллигида, анемияда гипохолестеринемия кузатилади. 
Холестерин моддалар алмашинувини бошкаришда мухим ахамиятга эга 
булган хужайра мембран аларининг туз ил иш ид а иштирок этади.

Методнинг принципи. Холестерин микдорини аниклаш Либерман- 
Бунхардни рангли реакциясига асосланган. Холестериннинг хлороформли 
эритмаси сирка ангидрида ва концентрланган сульфат кислотаси билан 
яшил ранг хосил кил ади, ранг хосил булишининг интенсивлиги холестерин 
концентрациясига пропорционалдир.

Керакли асбоблар: 25 мл ли колба; 1, 2, 5 ва 10 мл ли пипеткалар; 
цилиндр; сув хаммоми.

Реактивлар. 1 .Эганол-диэтилэфир аралашмаси 3:1 нисбатда. 2.Хло- 
рофром. З.Сирка ангидрида ва концентрланган сульфат кислотаси. 4.Хо
лестериннинг стандарт эритмалари, бу эритманинг 1 мл да 0,1 мг холес
терин бор.

Ишнинг бориши. Майда килиб киркилган жигар ёки буйрак туки- 
масидан 200-300 мг улчаб олиб, хажми 25 мл булган копкокди колбага 
солинади ва 15 мл спирт эфирли аралашмадан кушилади. Колбадаги 
суюклик аралаштирилгач, кайнатиб олинади. Аралашма кайнагунча сув 
хаммомида колдирилади. Аралашма совугандан кейин колбага яна спирт- 
эфирли аралашмадан колба белгисигача кушилади. Колбадаги аралашма 
чай катил ади, сунгра фильтр когоз оркали фильтрланади ва кайнаб турган 
сув хаммомида куригунча парлантирилади.

Парлантириб булгандан кейин колбадаги колдак Ю мл хлорофромда 
эритилади. Ранши реакция килиб куриш учун пробиркага 5 мл холестерин
нинг хлорофромдаги эритмасидан солиб, 1 мл сирка ангидрид ва 4 томчи 
H2S04 кушилади. Яхшилаб аралаштирилган аралашма 30 минут корогоу 
жойда колдирилади. Хосил булган рангнинг интенсивлиги оптик зичлик 
катталигига караб аникланади. Оптик зичлиги спектрофотометрда 656 
нм тулкин узунлигида улчанади. Холестерин микдори калибрланган гра
фикдан аникланади, калибрланган графикни тузиш учун холестериннинг 
стандарт эритмасидан турли концентрация олиб, рангли реакцияси бажа- 
рилади ва оптик зичлиги улчанади.

Тукимадаги холестерин микдори (мг % да) куйидаги формула билан 
хисобланади:

mVV2 • 100 
PV tV 3

Бунда: ш-намунадаги холестерин микдори, мг; V-спирт-эфирли 
аралашманинг хажми (25 мл), Vj-аниклаш учун олинган спирт-эфирли 
экстрактнинг хажми (5 ёки 10 мл), V2 -холестерин хлороформдаги эрит-



масининг умумий хажми (10 мл), V3 -рангли реакция учун олинган хо- 
лестериннинг хлороформдаги эритмаси (5 мл), Р-тукиманинг огирлиги, г.

Бу метод билан намуналардаги холестериннинг микдорини 0,05 
дан 0,5 мг гача аникдаш мумкин.

Товук тухуми саригидан лецитинни ажраггиб олиш

Лецитин фосфоглицеридларга (фосфатидилхолинларга) киради. Ле
цитин гидролизланганда глицерин молекуласи, икки молекула eF кисло
таси, фосфат кислота молекуласи ва азотли асос холинга ажралади. Хо- 
линфосфат кислотаси колдигининг хамда таркибидаги кислоталарининг 
бирикишига караб а ва Р-лецитинларга булинади.

СН2 -  О -  ОС -  R,
I

сн -  о -  ос -  r2
I он ОН

сн2 -  О -  Р- о- сн2 -сн2 -  N — —  сн3 
II I сн3 

о сн3
а - лецитин

СН2 -  О -  ОС -  R,
I он

сн - о -  -  о -  сн2 -  сн2 -  

сн2 -  о -  ос -  r 2
Р - лецитин

Бунда: R|5 R2 -  ёг кислоталарнинг колдикдари.
Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар; 100 мл 

ли стакан, шиша таёкча.
Реактивлар. 1. Товук тухумининг сариги. 2. Этил спирта. 3. Ацетон.

4.Кадмий хлориднинг туйинган эритмаси (спиртда тайёрланади).
Ишнинг бориши. Стаканга тахминан тухум сариганинг 1/5 -1/6 

кисми солинади ва шиша таёкча билан аралаштирилиб туриб 10 мл ис- 
сик спирт кушилади. Стакандаги суюкдик совугандан кейин курук про
биркага фильтрланади. Фильтрат тиник булиши керак.

Лецитинни нг шу спирт ли фильтрата билан бир катор реакциялари 
бажарилади.

1. Ацетон билан чуктириш. Курук пробиркага 2-3 мл ацетон со- 
лингач, лецитиннинг спиртдаги эритмасидан томчилаб кушилади. Натижад  ̂
чукма хосил булади, сабаби лецитин ацетонда эримайди.

2. Лецитиннинг эмульсия хосил килиши. Бунинг учун пробиркага
2-3 мл лецитиннинг спиртдаги фильтратдан солиб, томчилаб дистилланган



сув к,ушилади. Натижада лецитиннинг сувдаги тургун эмульсияси х,осил 
булади.

3. Кадмий хлорид билан чуктириш. Пробиркага 1 мл лецитиннинг 
спиртдаги эритмасидан солиб, томчилаб кадмий хлориднинг эритмасидан 
кушилади. Лецитин кадмий хлорид билан бирикма х,осил килиб, ок х,о- 
лида чукмага туш ади.

Сийдикдаш ацетон таначаларини аникдаш

Одам ва *айвон тукималарининг таркибига кирадиган олий ёг 
кислоталарида углерод атомлари жуфт сонда булади. Тукималарда алий 
ёг кислоталари парчаланганда ёг кислотаси аввал капрон, мой кислотасига, 
у уз навбатида икки молекула сирка кислотасига парчаланади- Бу реакция- 
ларни схематик равишда куйидагича ёзиш мумкин.
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Сиркаацетат кислотаси Сирка кислотаси

Сирка ацетат кислота, Р - оксимой кислота ва ацетондан иборат 
бу бирикмалар келиб чикдциган манба ёг кислот ал ардир. Нормал организм 
кон плазмасида кам микдорда ацетон (кетон) таначалари учрайди. Бир 
катор касалликларда, масалан, канд касаллигида, яъни организмда угле- 
воддар зах,ираси камайганда ёгларнинг оксидланиши тезлашиб, кетон 
таналар микдори ортиб кетади. Натижада тукималарда ва конда Р - ок
симой кислотаси ва сирка кислотани ацетата йигила бошлайди, бир 
кием сирка ацетат кислотаси декарбоксилланиб, ацетон *осил килади.

Ацетон сиркаацетат кислотаси ва (3 - оксимой кислотаси, ацетон 
ёки кетон таначалари деб аталади. Ацетон таначаларининг конда ва 
сийдикда ортиб кетиши биохимиявий метод билан аникданади.



СООН Ацетон
Сирка ацетат кислотаси

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар.
Реактивлар. 1.Натрий ишкорининг 10% ли эритмаси. 2.Йоднинг 

калий йодцаги эритмаси. З.Таркибида ацетон бор сийдик (0,5 л сийдикка 
5 мл ацетон кушилади).

Ишнинг бориши. Ацетон ишкорий шароитда йод билан узаро таъ
сир этиб, йодоформасини хосил кил ади, буни сарик рангли чукма хосил 
булишидан ва характерли хшшдан билиш мумкин. Реакцияни куйидагича 
ёзиш мумкин.

С = 0 + 3J2 + 4Na ОН -► 4CHJ3 + CH3COOHNa + 2NaJ + 3H20
I
сн3
Пробиркага 1 мл текширилаётган сийдикдан солинади ва 1-2 томчи 

натрий ишкорининг эритмасидан ва 3-4 томчи йодни калий йоддаги 
эритмасидан солинади. Реакция натижасида сарик чукма ва йодоформа- 
нинг характерли хдци хосил булади.

Сийдикда сирка ацетат кислотасини аниклаш
Сирка ацетат кислотасининг енол формаси, темир хлорид билан 

узаро таъсир килиб, комплекс бирикма хосил килади, бу бирикма алча 
кизил рангни хосил килади.

Реактивлар. 1.Темир хлориднинг 1% ли эритмаси. 2.Сийдик 
таркибида сирка ацетат кислотаси булган (0,5 л сийдикка) 1 г салицил 
кислотаси кушилади.

Ишнинг бориши. Пробиркага 1 мл текширилаётган сийдикдан со
линади ва томчилаб темир хлорид эритмасидан кушилади. Натижада ал
ча кизил ранг хосил булади.

Ёгларниш переоксидли сонини аниклаш
Ёглар таркибидаги кислоталар липооксидаза ва хаводаги кислород, 

намлик, ёруглик иштирокида кисман оксидланади.
Переоксидли сони, 100 г ёгдаги переоксидларнинг микдорини 

курсатиб, у йоднинг грамм микдори билан белгиланади.



курсатиб, у йоднинг грамм микдори билан белгиланади.
Методнинг иринципи. Переоксидли сонини аникдаш шунга асос- 

ланганки, кислотали шароитда ёг кислоталарини переоксидига калий 
йод таъсир этиб, реакция натижасида йод ажралиб чикдци. Бу реакцияни 
куйидагича ифодалаш мумкин:

Н Н Н Н
I I  I I

R -C -C -R , + 2KJ + 2СН.СООН -»R  -C-C-R,+2CH COOK + Н O+J
I I  \ /

О О о
Ажралиб чиккан йод гипосульфит билан титрланади:

2Na S О + J -> 2NaJ + Na S О2 2 3 2 2 4 6

Керакли асбоблар: 150-200 мл ли колбалар; бюретка-титрлаш учун; 
1 ва 2 мл ли пипеткалар.

Реактивлар. 1.Сирка кислота. 2.Калий йоднинг туйинган эритмаси; 
З.Крахмалнинг 1% ли эритмаси. 4.Гипосульфитнинг 0,01 н эритмаси.

Ишнинг бориши. Аналитик тарозида 1 г ёг тортиб олинади ва 150- 
200 мл колбага солинади. Бошка колбага (контрол) 2-3 мл сув куйи-лади. 
Иккала колбага 10 мл дан хлорофром солинади ва чайкатилади. Шундан 
кейин колбаларга 20 мл сирка кислотаси ва I мл дан калий йодни 
туйинган эритмасидан кушиб яхшилаб аралаштирилади ва 3 минут 
колдирилади. Сунгра ажралиб чиккдн йодни 0,01 н гипосульфит эритмаси 
билан сарик ранг косил булгунча титрланади, кейин колбаларга 1 мл дан 
1 % ли крахмал эритмасидан кушиб, кук ранг йуколгунча титрланади.

Переоксидли сони куйидаги формула билан хдсобланади:

Х _ (а-Ь)-Т-0,001269 100 
Я

Бунда: Х-переоксидли сони; а-тажриба намунасини титрлаш учун 
сарф булган 0,01 н гипосульфит эритмасининг микдори, мл; Ь-контрол 
намунасини титрлаш учун сарф булган гипосульфитнинг микдори, мл; Т
-  гипосульфит эритмасининг титри; Н -  ёгнинг огирлиги, г.



V БОБ. УГЛЕВОДЛАР

Углеводлар усимлик ва хайвон организмининг мухим таркибий 
кисмларидан бири хисобланади. Одам ва хайвонлар организмида углевод- 
лар микдори 2% булиб, улар жуда куп функцияларни бажаради: 1. Угле- 
водлар организм учун асосий энергиядир. 1 г углеводнинг парчаланишида 
4,1 ккал энергия ажралиб чикади. 2. Углеводлар пластик функция ни ба
жаради. Улар хужайралар мембранаси, хужайра структура компонентлари 
ва нуклеопротеинлар, гликопротеинлар, гликолипидлар, бир катор вита
минлар хдмда коферментлар таркибига киради. Углеводлар усимликларда 
асосан таянч вазифасини утайди. 3. Углеводлар запаси озик моддалар 
сифатида катта ах,амиятга эга. ^симликлар крахмал, хайвонларда гликоген 
углеводларнинг захира шакли хисобланади, зарур булганда сарф килиб 
турил ади. Жигар ва мускуллар асосан гликоген депосидир. 4.Хдмоя функ
цияси, бу функцияни мукополисахаридларнинг асосий вакиллари: гиалуро- 
нат кислота, гепарин бажаради. Гиалуронат кислота тукималар ва хужай- 
ралараро бириктирувчи тукима таркибига кириб, уларни ёпиштириб ту- 
ради. У тукималарга турли хил шикает етаказувчи моддаларнинг киришига 
тускинлик килади. Гепарин хайвон тукималарида (жигар, талок ва бош- 
калар) кон ивишининг кучли ингибиторидир.

Углеводлар химиявий тузилишига кура куп атомли спиртларнинг 
альдегиди ёки кетони хисобланади.

С v  <--------------альдегид гурух,и

СН2ОН <----------Спирт гурухи

Кетонспирт тузилишида кетон ва спирт гурухи булади:

т
С = 0 <------------- кетон гурухи

СН2~ОН 4--------- Спирт гурухи

Углеводлар тузилиши ва хусусиятига караб иккита катта гурухга: 
оддий углеводлар -  моносахаридлар ва мураккаб углеводлар -  поли- 
сахаридларга булинади. Полисахаридлар иккита кичик гурухни ташкил 
килади. Булар молекуляр огарлиги унча катта булмаган олигосахаридлар 
ва хаки кий полисахаридлардир.



Моносахаридлар
Моносахаридлар таркибидаги углерод атоми сонига караб, триоза, 

тетроза, пентоза, гексоза, гептоза ва бошкаларга булинади. Буларнинг 
умумий формуласи -  С Н^О . Моносахаридлар кдйтарувчанлик хусу- 
сиятини намоён килади, чунки уларнинг таркибида карбонил гурухи 
бор.

Хамма моносахаридлар инщорий шароитда мис, кумуш ва бошка 
металл тузлари ионларини кайтариш хоссаларини намоён килади. Бу 
реакция моносахаридлар молекул ас ид аги альдегид гурухи хисобига намоён 
булиб, бу гурух осон оксидланиб, карбоксил гурухини хосил килади, 
металл ионлари эса кайтарилади.

1. Троммер реакцияси. Глюкоза ишкорий шароитда мис сульфат 
тузи билан реакцияга киришиб, мис оксидигача кдйтаради ва узи глюконат 
кислотасини хосил килади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; 1 ва 2 мл ли 
пипеткалар, спирт лампаси.

Реактивлар. 1. Глюкозанинг 1 % ли эритмаси. 2. Натрий ишкори- 
нинг 20 % ли эритмаси. 3. Мис сульфатнинг 5 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага глюкозанинг эритмасидан 3-4 мл 
солинади ва 1-2 мл 20 % ли натрий ишкорининг эритмасидан ва 2-3 
томчи 5 % ли мис сульфат эритмасидан кушилади. Пробирка эхтиётлик 
билан чайкатилади. Дастлаб бошланишида мис гидроксидининг СиОН 
чукмаси, сунгра Си20  оксидининг кизил чукмаси хосил булади.

2. Фелинг реактиви билан реакцияси. Моносахаридлар фелинг 
реактиви билан кайнатилганда, бу реактив мис оксидигача кайтарилади 
ва моносахаридлар глюконат кислотасига оксидланади.

Моносахаридларнинг кайтарувчанлик хоссалари

С00№

н — с - ш Н—C-QH
но-с-н но-с—н

+2CuS04+5№0H
н—С-Ш н— с-он

с^о н,о
н— с-ш н— с-ш

с щ ж а р
Натрий глюконатГлюкоза



COONa
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н — С—  ОН COOK
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HO-C-^i CHOH
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H—  c-он CHOH
I I

H— C— OH COONa
I

CHjCH

Реактивлар. 1. Глюкозанинг 1 % ли эритмаси. 2. Фелинг реактиви: 
Бу реактив иккита эритмадан тайёрланади. 1. 500 мл колбада 34,64 г 
мис сульфат (CuS04 -  5НгО) эритилади ва белигисигача сув кушилади. 
2. 500 мл колбага 173 г сегнет тузини солиб, 200-250 мл сувда эритилади 
ва 100 мл 50 % ли натрий ишкори кушилади, сунгра колбанинг белги- 
сигача сув кушилади. Реактив ишлатишдан олдин тенг хджмда олиб ара
лаштирилади.

Ишнинг бориши. Пробиркага 3-4 мл 1 % ли глюкоза эритмасидан 
солинади ва тенг хджмда Фелинг реактивидан кушиб кдйнатилади, нати
жада мис оксидининг кизил чукмаси х,осил булади.

Моносахаридларни аницлашда кулланиладиган 
рангли реакциялар

Подобедов -Молиш реакцияси.
Шакарлар а - нафтол ва тимол билан реакцияга киришиб рангли 

бирикмалар х,осил килади.
Реактивлар. Глюкозанинг 1 % ли эритмаси, а-нафтолнинг 0,2 % 

ли спиртдаги эритмаси, (0,5 г а-нафтол 50 мл этил спиртида эритилади. 
Ишлатишдан олдин 5 марта суюлтирилади). Тимолнинг 1 % ли спиртли 
эритмаси, концентрланган сульфат кислота.

Ишнинг бориши. 2 пробирка олиб, уларнинг х,ар бирига 2 мл глю
козанинг 1 % ли эритмасидан солинади. 1-пробиркага 5 томчи 0,2 % ли 
а-нафтол эритмасидан, 2-пробиркага 5 томчи 1 % ли тимол эритмасидан 
кушилади. Иккала пробиркага эх,тиёткорлик билан пробирка девори 
буйлаб 2 мл концентрланган сульфат кислота кушилади. Сульфат кислота 
ва шакар эритмаси уртасида биринчи пробиркада бинафша ранг, иккинчи 
пробиркада кизил ранг х,осил булади.

Селеванов реакцияси. Кетогексозалар, жумладан, фруктоза хлорид 
кислота ва резорцин билан киздирилган тук-кизил ранг беради. Бу ранг 
реакция мах,сулоти булган оксиметилфурфуролга хосдир.
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Реактивлар. Селеванов реактиви (100 мл 20 % ли хлорид кислотада
0,05 г резорцин эритилади), глюкозанинг 1 % ли эритмаси, фруктозанинг 
1 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. 2 та пробирка олиб, 2 мл Селеванов реактивидан 
солинади. Биринчи пробиркага 2 томчи фруктоза эритмасидан, иккинчи 
пробиркага 2 томчи глюкоза эритмасидан кушилади. Иккала пробиркани 
кайнаб турган сув *аммомига 1 -2  минут колдирилади. Фруктоза бор 
пробиркада кизил ранг х,осил булади, глюкоза солинган пробиркада эса 
ранг хос ил булмайди.

Дифениламин реакцияси. Кетозалар, жумладан фруктоза х,ам кис
лотали мухдтда дифениламин билан кук ранг беради. Бу реакция фрук- 
тозани микдорий жщатдан аникдашда (Колорометрик усул) хам кул- 
ланилади.

Реактивлар. Дифениламиннинг 20 % ли эритмаси, (96 % ли спиртда 
тайёрланади).

Хлорид кислотанинг 20 %ли эритмаси, фруктозанинг 1 %ли эрит
маси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 1 мл фруктозанинг 1 % ли эритмаси
дан олиб, унга 0,5 мл дифениламин ва 1 мл хлорид кислота кушилади. 
Аралашма кайнаб турган сув х,аммомвда 5 минут давомида ушланади. 
Реакция натижасида кук ранг хосил булади.

Пентозаларга реакция. Пентозалар усимлик ва хайвон тукимасида 
учрайди. Улар ДНК ва РНК, купгина коферментлар (НАД, НАДФ, ФАД) 
таркибига киради. Бу гурух, углеводларга рибоза ва дезоксирибоза, ксилоза, 
арабиноза, рибулоза киради.

Н ^  н
с  с
I Iн — с-он н— с-н
I Iно с— он н— с— он
I Iн —  с— он н—  с— он
I Iсн2он сн2он

0=рибоза 0=дезоксирибоза Б=рибулоза Б=арабиноза

Пентозалар учун характерли реакция шундан иборатки, улар кон
центрланган кислоталар билан киздирилганда сув ни йукотади ва фур
фурол га айланади, у орцин билан ре акция га киришиб, яшил ранг, анилин 
билан реакцияга киришиб, кизил ранг беради.
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Пентозаларнинг анилин билан реакцияси. Реактивлар. 
1.Рибоза, арабинозанинг 1-2% ли эритмаси. 2. Анилин (CftH5 NH )̂. З.Сирка 
кисло-таси. 4.Концентрланган хлорид кислотаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2 мл пентоза эритмаси ва шунча 
хажмда концентрланган хлорид кислотасидан солинади, сунгра эхтиётлик 
билан кайнагунча киздирилади. Совугандан кейин унга 1 мл анилин ва 1 
мл сирка кислотаси кушилади. Эритма кизил рангга киради.

Пенгозаларни орцин билан реакцияси. Реактивлар. 1.Пентозалар
нинг 1-2% ли эритмаси. Орцин реактиви: 0,25 г орцинни 125 мл 30% 
хлорид кислот ас ида эритилади ва шу эритмага 1 мл 10% ли темир хло
рид эритмасидан кушилади. Эритма коронга ойнали идишда сакданади.

Ишнинг бориши. Пробиркага 1-2 мл орцин реактиви солиб, кайна
гунча киздирилади ва 4-5 томчи пентоза эритмаси кушилади, натижада 
кук ранг пайдо булади.

Дисахаридлар
Дисахаридлар иккита моносахарид молекуласидан бир молекула 

сув ажралиб чикиши натижасида хосил булади. Дисахаридларнинг умумий 
формуласи - С ^ О , , .  Дисахариддарга: сахароза, лактоза, мальтоза, целло- 
биоза киради.

Сахароза молекуласининг ташкил килган моносахаридлар узаро
1, 2 бог оркали бириккан. Унда эркин глюкозид гидроксил гурух йук. 
Шунинг учун у Троммер реакциясини хосил килмайди.

Фелинг суюкдигини кайтармайди. Сахароза кислота билан кизди- 
рилса ёки унга сахараза ферменти таъсир эттирилса, глюкоза ва фрукто- 
загача парчаланади.

Мальтоза. Парчаланганда икки молекула а-Д-глюкопираноза хосил 
булади. Улар 1:4 бог билан бириккан битта глюкоза колдигида глюкозид 
гидроксил сакдаган булгани учун, мальтоза кайтариш хусусиятига эга. 
Мальтоза табиатда эркин холда булмайди, у крахмал ва гликоген тузили- 
ш ид аги асосий элемент булиб, уларнинг гидролитик парчаланиш натижа
сида ошкозон-ичак йулида хосил булади.



Мальтоза фермент иштирокида гидролизланиб, икки молекула 
глюкоза х,осил килади. Глюкозанинг гидроксил гурух,и очик булганлиги 
сабабли мальтоза кайтарувчанлик хусусиятига эга.
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Лактоза, сут шакари - дисахарид бир молекула D-глюкоза ва бир 
молекула D-галактозадан тузилган булиб, галактозанинг биринчи углерод 
атоми билан глюкозанинг туртинчи углерод атоми оркали бириккан. 
Лактоза таркибидаги глюкозада эркин глюкозид гидроксил булганлигидан 
кдйтарувчанлик хусусиятига эга.
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Лактоза
Дисахаридларнинг кайтарувчанлик хусусиятини текшириш

Реактивлар. 1.Мальтозанинг 2% ли эритмаси. 2Лактозанинг 2% 
ли эритмаси. З.Сахарозанинг 2% ли эритмаси. 4. Натрий ишкорининг 
30% ли эритмаси. 5.Мис сульфатнинг 5% ли эритмаси.

Ишнийг бориши. Учта пробирка олиб, 3-4 мл мальтоза, лактоза, 
сахароза эритмасидан солинади ва Троммер реакцияси бажарилади. 
Мальтоза ва лактоза кайтарувчанлик хусусиятини намоён килади, бу



пробиркаларда кизил чукма хосил булади. Сахароза юкорида айтиб 
утилгандек, бу хусусиятни намоён кила олмайди, шунинг учун Троммер 
реакциясини хосил килмайди.

Бошка бир пробиркага 1 мл сахарозанинг 1 %ли эритмасидан 
олиб, унинг уст ига 3-4 томчи концентрланган сульфат кислотасидан ку
шилади. Пробиркани кайнаб турган сув х,аммомига 10-15 минут ушланади, 
сунгра унинг устига 1 мл 30 % ли натрий гидроксид эритмасидан ва 3-
4 томчи 5 % ли мис сульфат эритмасидан кушиб киздирилади. Пробиркада 
сарик еки кизил ранг хосил булади. Чунки гидролиз натижасида хосил 
булган моносахаридлар кайтарувчанлик хусусиятига эга булади.

Полисахаридлар

Полисахариддар юкори молекуляр бирикмалар булиб, кислоталар 
ёки ферментлар билан гидролизланганда олигосахариддар билан моноса- 
хариддарга парчаланади. Хдр бир моносахарид колдиги ёнидаги моноса
харид билан узаро гликозид боглар билан бириккан. Шунинг учун уларни 
полиглякозидлар деб хам аталади. Бир хил моносахаридлардан ташкил 
топтан полисахариддар гомополисахаридлар дейилади. Гомополисахарид- 
лар таркибидаги моносахаридлар колдикларининг табиатига караб хар 
хил булади (крахмал, гликоген, целлюлоза). Агар полисахариддар тарки- 
бида турли моносахаридлар булса, улар гетерополисахаридлар дейилади. 
Гетерополисахаридлар таркибида баъзан бошка моддалар (аминокислота, 
ёг, оксил ва х,оказо) х,ам учрайди. Гетерополисахаридларга мукополисаха- 
риддар, гемицеллюлозалар ва бошкдлар киради.

Крахмалнинг йод билан реакцияси
Крахмал учун хар акте рли реакция -  йодни калий йоддаги эритмаси 

билан кук ранг хосил кдлишидир. Крахмални йодли реакцияси -  мураккаб 
жараёндир, натижада хосил булаётган ранг крахмалнинг тузилишига бог
лик. Крахмал икки хил полисахарид -  амилоза ва амилопектин аралашма- 
сидан и борат. Амилоза молекуласи 1000-6000 -  D= глюкоза колдикдарвдан 
тузилган булиб, уларнинг 1.4 =пгюкозид бог оркали богланган молекуласи 
тармокданмаган формата эга. Тула гидролизланганда D-глкжоза молекула- 
ларига парчаланади. Амилоза сувда эрийди ва йод таъсирида тук кук 
ран гни беради. Амилопектин *ам жуда куп D-глюкоза колдикдаридан 
ташкил топтан булиб, амилозага ухшаб 1,4-глюкозид боглари билан бог
ланган. Аммо амилопектин занжири жуда тармокданган булиб, тармок- 
ланган кисми 1,6 глюкозид боглари билан богланган. Амилопектин хам 
тула гидролизлан ганда D-глюкоза молекул ал арига парчаланади. Амилопек
тин сувда эримайди, у сувда шишади ва клейстер хосил килади. Йод таъ
сирида у бинафша рангни хосил килади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; 1,2 мл ли пипет
калар.



Реактивлар. 1.Крахмалнинг 1% ли эритмаси. 2.Йоднинг калий 
йоддаги эритмаси: 500 мл сувда 20 г калий йод ва 10 г йод эритилади.
3.Натрий гидроксидининг 10% ли эритмаси. 4.Этил спирти.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2-3 мл крахмал эритмасидан ва 3-4 
томчи йодни калий йоддаги эритмасидан солинади, натижада кук ранг 
хосил булади. Шу пробиркадаги суюкдик учта пробиркага булинади: 
биринчи пробиркага 1-2 мл натрий гидроксидининг эритмасидан, иккинчи 
пробиркага 2-3 мл этил спирти солинади, учинчи пробирка эса кизди
рилади. Хамма холларда хам кук ранг йуколади. Учинчи пробирка совуган- 
дан сунг яна кук ранг хосил булади. Крахмалнинг йод билан хосил кил- 
ган комплекси спирт, ишкор, юкори хдроратга нисбатан таъсирчан булиб, 
йод билан гипойодитларни х,осил килади.

Крахмални кайтарувчанлик хоссаларини аниклаш
Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; 1,2 мл ли пипет

калар; сув хаммоми.
Реактивлар. 1 .Крахмалнинг 1% ли эритмаси. 2.Концентрланган 

сульфат кислота. З.Натрий гидроксидининг 20% ли эритмаси. 4.Мис 
сульфатнинг 5% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Иккита пробиркага 4-5 мл крахмал эритмаси 
солинади. Биринчи пробиркага 3-5 томчи концентрланган сульфат кислота, 
иккинчи пробиркага эса шунча микдорда сув кушилади. Иккала пробирка 
10-15 минут кайнаб турган сув хаммомига куйилади. Совугандан кейин 
Троммер реакцияси бажарилади. Биринчи пробиркада мис оксидининг 
Кизил чукмаси хосил булади, бу эса крахмални гидролитик парчаланиб, 
кайтарувчанлик хусусиятига эга глюкоза хосил булганлигини курсатади. 
Иккинчи пробиркада эса Троммер реакцияси юз бермайди, чунки крахмал 
гидролизланмаган, шунинг учун у кайтарувчанлик хусусиятига эга булган 
глюкоза хосил килмаган.

Кайтарувчанлик хусусиятига эга булган шакарларии 
Бертран усулида аниклаш

Кайтарувчанлик хусусиятига эга булган кдндлар ишкорий шароитда 
мис ионлари билан реакцияга киришиб мис (1)-оксидини хосил килади. 
Хосил булган мис (1)-оксиди тегишли равишда сув билан ювилгандан 
сунг сульфат кислота билан нордонлаштирилган темир (III) - сульфат 
тузи эритмаси таъсир этгирилади. Бунда мис (1)-оксиди мис (П)-оксидига 
айланади. Темир (Ш)-оксиди эса, темир (П)-оксидигача кайтарилади.

Реакция куйидагича боради:
СиО + кайтарувчан шакар —> Си20  + оксидланган шакар

Си,О + Fe (S O ) + H,SO, -> 2CuSO + 2FeSO, + К О^ 4' 3 2 4 4 4 2



Кдйтарилган темир (П)-оксидининг микдори, перманганат эритмаси 
билан титрланиб аникданади.

10Fe2SO4+2K2MnO4+8H2SO4 = 5Fe2(S04)3+K2S04+2MnS04+8H20

Бу тенгламадан 1 мл калий перманганат эритмаси 10,05 мг мис 
микдорига тенг.

Ишнинг бориши. Усимлик материалидан 5-10 грамм (таркибидаги 
ушеводларнинг микдорига караб) тортиб олиниб, чинни х,овончада шиша 
кукунлари ёрдамида бир хил масса хосил булгунча эзилади. Сунгра 50 
мл сувни 2-3 булиб х,овончага куйилади ва масса 100 мл гача белгиланган 
улчовли колбага утказилади. Сувнинг охирги порцияси билан х,овонча 
ювилади ва у х,ам колбага куйилади. Кейин колбани х,арорати 70-80° 
булган сув хаммомида 20-30 минут ушланади. Колба совигач аралашма 
таркибидаги углеводларни аникдашга тусцинлик киладиган оксил ва 
бошкд моддалар аралашма тиник рангга киргунча кургошин ацетат тузидан 
оз-оздан (0,5-1 мл) кушиб чукмага туширилади. Ортикча кургошин эса 
туйинган натрий сульфат ёрдамида йукотилади. (Ок куй кум хосил булиш 
тухтагунчага кушилади). Кейин аралашма фильтрланади ва 1-2 марта 
иссик сув билан ювилади. Фильтратнинг умумий х,ажми 100 мл га еткази
лади. Фильтрат таркибидаги эрувчан шакарлар куйидагича аникданади. 
Колбага 5-20 мл (текшираётган эритмадаги ушеводларнинг оз-куплигига 
караб) фильтрат куйилади. Шакарларни аниклаш усули олинаётган эрит- 
малар маълум хажмда булишини талаб килади. Шунинг учун агар филтрат- 
дан 5 ёки 10 мл олинса, теги шли равишда 15 ёки 10 мл дистилланган 
сув кушиб, умумий хджмни 20 мл га етказиш керак. Фильтратга 20 мл А 
ва Б реактивидан кушилади. Аралашма киздирилади ва аник 3 минут да
вомида кайнатилади. Натижада кизил мис (I) оксиди чукмага тушади. 
Агар у рангсиз булса текширишга олинадиган фильтратни камайтириш 
керак. Пробирка совигач эритма шиша фильтрга аста - секин куйилади. 
Кейин колбадаги чукма билан шиша фильтрдаги чукма сульфат кисло- 
тадаги темир сульфат тузи ёрдамида эритилади. Чукма эритилгандан 
сунг колба ва шиша фильтр дистилланган совук сув билан нордон реакция 
йуколгунгача ювилади. Сунгра колбадаги суюклик калий перманганат 
ёрдамида оч пуигги ранг хосил булгунча титрланади.

Титрлаш учун сарфланган 0,1н калий перманганат х,ажмини мис 
титрига купайтирилади ва жадвалдан шакарлар микдори аникданади. 
Шакарлар фоизи куйидаги формула буйича аникданади.

а - V - 100
х  = ---------------

Vr H
а-Бертран жадвали буйича топилган (олинган х,ажм таркибидаги) 

шакар микдори;



V-Усимлик материал ид ан олинган аралашма х,ажми;
Vj-Шакарни аниклаш учун олинган эритма х.ажми;
Н-Усимлик материали грамм хисобида.
Реактивлар: 1. А реактивни-мис сульфат эритмаси, 40 гр сульфат 

(CuS04 5Н20 )  1л  дистилланган сувда эритилади. 2.Б реактиви-Сегнет 
тузининг ишкорли эритмаси. 200 г сегнет тузи (C4H40 6 KNa 4Н20 ) ва 
150 г NaOH 1л дистилланган сувда эритилади. 3.Перманганат эритмаси
5 г калий перманганат 1 л дистилланган сувда эритилади. Бунда 1 мл 
эритма 10 мг мис микдорига тугри келади. 0,1 н перманганат эритмаси 
ишлатилса (3,16 г KMnO), 1 мл эритма 6,36 мг мисга тугри келади. 4.50 
г Fe (S04)3 ва 200г (108 мл) концентрланган сульфат кислота аралаштириб, 
дистилланган сув билан 1 л га етказилади.

Жадвал
Мис миллиграммларига тенг булган эрувчан 

шакарлар микдори (Бертран буйича)

Глюкоза Мис Глюкоза Мис Глюкоза Мис

10 20,4 37 72,0 64 119,6

11 22,4 38 73,8 65 121,3

12 24,3 39 75,7 66 123,0

13 26,3 40 77,5 67 124,7

14 28,3 41 79,3 68 126,4

15 30,2 42 81,1 69 128,1

16 32,2 43 82,9 70 129,8

17 34,2 44 84,7 71 131,4

18 36,2 45 86,4 72 133,1

19 38,1 46 88,2 73 134,7

20 40,1 47 90,0 74 136,3

21 42,0 48 91,8 75 137,9

22 43,9 49 93,6 76 139,6

23 45,8 50 95,4 77 141,2



Глюкоза Мис Глюкоза Мис Глюкоза Мис

24 47,7 51 97,1 78 142,8

25 49,6 52 98,9 79 144,5

26 51,5 53 100,6 80 146,1

27 53,4 54 102,3 81 147,7

28 55,3 55 104,1 82 149,3

29 57,2 56 105,8 83 150,9

30 59,1 57 107,6 84 152,5

31 60,9 58 109,3 85 154,0

32 62,8 59 111,1 86 155,6

33 64,6 60 112,8 87 157,2

34 66,5 61 114,5 88 158,8

35 68,3 62 116,2 89 160,4

36 70,1 63 117,9 90 162,0

Биологик суюкликларда глюкоза микдорини 
Хагедорн-Иенсен методи билан аниклаш

Бу усул ёрдамида турли хил биологик объектлар таркибидаги 
глюкоза ва бошка кайтарувчанлик хусусиятига эга булган шакарларни 
аниклаш мумкин. Реакция натижасида шакарлар ишкорий шароитда 
оксвдланиб, кизил кон тузи (калий феррицианид), сарик кон тузи (калий 
гексациано-(П)-феррат) гача кайтарилади.

2K3[Fe(CN)6]+C6H120 6+3K0H -> 2K4[Fe(CN)6]+ С6Н,20 6+2Н20

Хосил булган K4[Fe(CN)6] эса рух сульфат ёрдамида чукмага 
туширилади.

Ортикча К, [Fe(CN)6 ] гипосульфат ёрдамида титрланади.

2Кз [Fe(CN)6]+KJ -> J2 +2К2 [Fe(CN)6];



J + Na, S.O, -> Na,S.O +2NaJ2 2 2 3 2 4 о

Глюкоза -Каннинг доимий таркибий кисми хисобланади. Глюкоза 
конга ичак оркали келиб туш ади. Одам к,онида нормада 80 дан 120 мг % 
атрофида булади. Турли кишлок хужалик хайвонлари кони таркибида 
глюкозани микдори куйидагича, мг %:

Отларда..................................................90-100
Сигирларда..........................................60-80
Куй ва эчкиларда............................... 40-65
Куёнларда............................................  100-200
Кушларда............................................... 130-260
Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; 0, 1, 2, 5, 10 мл 

ли пипеткалар; сув хаммоми; диаметри 3-4 см ли воронкалар; 1-2 мл ли 
микробюреткалар; фильтр когоз.

Реактивлар. Оксилларни чуктириш учун: рух сульфатнинг 0,45% 
ли эритмаси; натрий гидроксидининг 0,1 н эритмаси -  бу икки реактив 
аралашмаси оксилларни чуктириш учун ишлатилади; натрий оксалатнинг 
5% ли эритмаси (микропипеткаларни ювиш учун ишлатилади).

Глюкозани аникдаш учун. 1. Гексациан = (111)-феррат эритмаси: 
бу эритмани тайёрлаш учун 1,65 г перекристалланган K3[Fe(CN6)] ва
10,6 г сувсиз натрий карбонатни 1 литрли колбада эритилади ва колбани 
белгисигача сув кушилади. Эритма коронга ойнали идишда совук жойда 
сакданади. 2. Хлор = рух = йод эритмаси: бу эритмани тайёрлаш учун
10 г рух сульфат, 50 г натрий хлорид ва 5 г калий йодат 200 мл колбада 
эритилади. 3. Сирка кислотасини 3 % ли эритмаси. 4. Натрий тиосульфат- 
нинг 0,005 н эритмаси. 5. 1% ли крахмални туйинган натрий хлорид 
эритмасида тайёрланади. 6. Куён кони, кон ивиб колмаслиги учун 10 мл 
конга 0,01 г натрий оксалат тузидан кушилади.

Ишнинг бориши. Оксилларни чуктириш ва ажратиш. Кон окриллари 
рух гидроксида билан кайнатилиб чукмага туширилада. Бунинг учун 
аввал рух гидроксиди тайёрлаб олинада. Туртта белгиланган пробир
каларга 5 мл рух сульфат эритмасидан ва 1 мл натрий гидроксиди эритма- 
сидан солинади, бунда пробиркаларда рух гидроксидининг чукмаси хосил 
булади. Сунгра иккита пробиркага микропипетка ёрдамида ( микропи- 
петкалар натрий оксалат эритмаси билан ювилган булиши керак) 0,1 мл 
дан кон солинади. Колган иккита пробиркага 0,1 мл дан дистилланган 
сув куйилади, бу намуналар контрол хисобланади. Хамма пробиркалар 3 
минут кайнаб турган сув хдммомига куйилади. Натижада кон оксиллари 
чукмага тушада. Пробиркалардаги суюкдиклар фильтрдан ади, чукма 2 
марта 3 мл дистилланган сув билан ювилади. Хосил булган фильтрат ти- 
ник рангда булиши керак.

Глюкозани аниклаш. Конни оксилсиз фильтратларга ва контрол 
намуналарга 2 мл дан калий гексациан (111) ферратнинг содали эритма-



сидан кушилади, сунгра кайнаб турган сув хдммомида 15 минут кизди
рилади. Совугандан кейин хар бир стаканга 3 мл дан хлор-рух-йодли 
эритмаси ва 2 мл дан сирка кислотасининг эритмаси кушилади. Пробирка
даги сую клик ажралиб чиккан йод таъсирида сарик, рангга киради. Хамма 
пробиркаларга 2 томчидан крахмал эритмаси кушилади ва натрий тиосуль
фат эритмаси билан кук ранг йуколгунча титрланади. Титрланиш учун 
сарф булган натрий тиосульфатнинг х,ажми маълум булгач, жадвал ёрдами
да глюкоза микдори аникданади.

Тажриба буйича топилган сондан контрол буйича топилган соннинг 
айирмаси текширилаётган эритма таркибидаги кайтарувчанлик хусусиятига 
эга булган углеводлар микдорини беради. Текшириш учун олинган 
эритманинг умумий хджмидаги углеводлар микдори хисобланади. 
Углеводларнинг фоиз микдори куйидагича топилади.

а 100 
х =  Н

Бунда: а- текширилаётган материал таркибидаги углевод микдори; 
Н - олинган материалнинг микдори.

Кайтарувчан шакарларни Бьерр усулида аниклаш
Бу усул ёрдамида текширилаётган усимлик материалида жуда кам 

микдордаги (0,1-0,9 мг) шакарни хам аниклаш мумкин. Бьерр усулида 
хам Бертран усулида кулланиладиган реактивлардан фонд алан ил ади.

Ишнинг бориши. Текширилаётган эритмадан 3 мл олиб, центри
фуга пробиркасига куйилади, унинг устига янги тайёрланган Феленг 
суюкдигидан кушилади. Пробирка кайнаб турган сув хаммомига тушири- 
лади ва 6 минут давомида кайнатилади. В акт тугагач тезда совук, сув ёр
дамида пробиркалар уй хароратигача совитилади. Бунда пробирка тагига 
кизил чукма туш ад и. Хосил булган чутсма минутига 2000 айл/мин 2-3 
минут центрифугаланади, чукма ажратиб олинади. Чукма 3-5 мл темир 
(И)-сульфат эритмаси билан эритилади. Сунгра 0,01 н кадий перманганат 
эритмаси билан эритилади. Сунгра 0,01 н калий перманганат эритмаси 
ёрдамида титрланиб эрувчан шакарлар микдори жадвал буйича аникданади. 
Сарфланган калий перманганат эритмасининг 1 мл миснинг 1 мг га 
тугри келади. Шу йул билан топилган мис микдорига караб жадвалдан 
Кайтарувчан шакар микдори топилади (жадвал).



0,1
 

мл 
^о

нд
аг

и 
гл

ю
ко

за
ни

нг
 

м
ив

до
ри

, 
мг

 
(Х

аг
ед

ор
н 

бу
йи

ча
)

00 со гч <>а сч со ^  ю t*- о т -* СО >Л со О  (N  ^  05 СУ» CN
о •Л со СГ> *П СО 1г-1 CJ1 р - (D (N о Р--  ю  со ^ о
о со со со (N  (N  (N  OJ т—* н г-* ГН 1—• о  о  о  о  о о

о " о " о о " С О О О * э о " о * о " о " о " о " о "  о "  о "  о "  о " о "

1 1 4 0 ^Г to 4 0 с— от со 1Г) о  СО 'чГ ■О 00 о со
г- » 4 0 сО ■ 1 ОТ t— iO сО ч-Н от 00 4 0 со Ч—Н от С— IO сО со о

сО_ сО_ сО_ СО. <Ч <Ч <4 сЧ УН 1 1 ч"Н о _ 0 . 0 . о . о . о .
о о о о о о  о о о о о о о о о о о  о о о о

•̂ г 00 4 0 ■£5 \о  с* 00 от о СО 4 0 от со to  ^ч- ОТ со IO
4 0 ГО 1 1 ОТ С - (О сО т1 М о 00 4 0 С4 1—1 от IO со со оо _ сО_ СП СО СО. < N < 4 сч СЧ СО. ч-Н 1 i чН ч—Н 1 1 о . 0 . 0 . о . о . о .

о о О о О о  о о о о о о о о о о о  о о о о

с -̂ , 00 00 00 от о , со 4 0 00 f  и со ^о с— от
\о ■̂ г ч-Н ОТ (-* (О СО о 00 4 0 ^г со чН от Г '- ю со о
л ГО сО_ СО. со. со. со. с ч сЧ чН 1 1 V 1 о . 0 . 0 . о . о . о .

о о О о О о  о о о о о о о о о о о  о о о о

1Л о 00 1 1 о о  о , СО '=Г 4 0 со о  со IO с— от *-• СП to 00
о ■̂ г N о 00 4 0 со о 00 4 0 to СО от 4 0 со ои СО_ сО_ сО_ сО_ со. со. <ч с ч СЧ ч-Н ч—Н о . 0 . 0 . о . о . о .
О о О о О о  о о о о о о о о о о о  о о о о

СО tO со СО со со со 4 0 00 о со ^г с— от СО ю F4- оVI
f'-'i С“- со о 00 4 0 со о 00 to со от 00 4 0 ■̂ г со 1 1
и сО_ сО_ СО сО_ со со со. сч со. 1 i 1 1 f-H о . 0 . 0 . о . о . о .
О о О О О о  о о о о о о о о о о о  о о о о

\о 00 to ^  ^г Ю 4 0 00 о со 4 0 от , сО IO ОТ со
о с— со О 00 4 0 'чГ 04 о от to ГП о 00 4 0 со 1—1

сО_ СО сО сО_ со. со. со. со СО. чН —•_ •*1 о о о . о _ о .
О О О О О о  о о о о о о о о о о о  о о о о

jO от О с— 4 0 4 0  4 0 с— 00 от 1 < со «о 00 о со ^  4 0 00 1 i
vn <о N о 00 4 0 СО о от «о со о 00 4 0 со »—1
о _ СО_ сО сО_ сО_ со со с ч со_ сЧ 1 t 1 < 1 1 * i 1 i 0 . 0 . о . о . о .
О О О О О о  о о о о о о о о о о о  о о о о

СО ОО ОТ 00 00 00 от о , со IO от со 4 0  00 о со to
00 »о N о 00 V0 ^г со 1 < от ю со со о 00 4 0 ю со ч—1
гО_ сО сО_ СЧ с ч  со. < ч сч СО. Q .Q . о . о . о .

О О О О о о  о о о о о о о о о о о  о о о о

Ю tO , о о  о V 4 со со (О с— от 1 < ^г 4 0 00 о со•w* г- ч 00 to сО *-» от t — (О со от U0 м о 00 to со «-Н
и _ сО_ сО_ сО сО_ c 4 < 4 сч с ч  с ч О . о . о . о . о .
о О О О о о  о о о о о о о о о о о  о о о о

су
пь

-

с
3

о _ сЧ сО_ to . 40 с—_ GO от о _ сЧ СО_ ^г_ IO. чо . е—_ 00_ от
О
I-!

к"
м о О о о о  о о о о о — tH —

В  'Я -
I—(

Ооо



Мис микдорига тенг булган глюкоза микдори (мг да) (Бьерр буйича)

Глюкоза Мис Глюкоза Мис Глюкоза Мис Глюкоза Мис

0,1 0,55 1,10 2,60 2,00 4,30 5,50 10,80

0,2 0,80 1,20 2,80 2,25 5,00 6,00 11,90

0,3 1,00 1,30 3,00 2,50 5,30 6,50 12,80

0,4 1,15 1,40 3,20 2,75 5,95 7,00 13,90

0,5 1,35 1,50 3,40 3,00 6,25 7,50 14,90

0,6 1,60 1,60 3,60 3,50 7,10 8,00 15,90

0,7 1,80 1,70 3,80 4,00 8,00 9,00 16,90

0,8 2,00 1,80 4,00 4,50 8,50 ' 9,00 17,80

1,0 2,40 1,90 4,15 5,00 8,95

Фруктозани аниклаш
Фруктоза купчилик меваларнинг таркибида учрайди. Фруктоза 

нордон шароитда резорцин билан реакцияга киришиб рангли бирикма 
х,осил кллади.

Реактивлар: резорциннинг спиртли эритмаси (1г резорцин 1 л 
25% ли этил спиртида эритилади). Хлорид кислотанинг 30% ли эритмаси. 
Фруктозанинг стандарт эритмаси. 100 мг фруктоза 100 мл бензоат кисло
танинг сувда туйинган эритмасида эритилади ва совитгичда сакданади. 
Шу эритмадан 10 мл олиб 100 мл сувда суюлтирилади.

Ишнинг бориши. 5-20 г усимлик материалидан олиб, чинни х,о- 
вончада бир хил масса х,осил булгунча шиша кукунлари ёрдамида 10-20 
мл сув билан эзилади. Сунгра х,ажми 200 мл ли колбага куйилади. Колбани 
хдрорати 80-90° С булган сув х,аммомига туширилади ва 1 соат давомида 
экстракция кллинади. Сунгра колбани совитиб, кургошин ацетатнинг 
10% ли эритмасидан 5-6 мл к,ушилаДи- Бунда фруктозани аникдашга 
халакит берадиган бошкд моддалар чукмага туш ади.

Колбадаги суюкдикни яхшилаб аралаштириб сув билан чизикдача 
тулдирилади ва фильтрланади.

Фильтрдан 50 мл ли колбага 5 мл олиб, устига 5 мл резорциннинг 
спиртли эритмасидан ва 15 мл хлорид кислотанинг 30% ли эритмасидан 
кушилади. Колбадаги суюкдикни яхшилаб аралаштириб, 80°С хдроратли



сув хаммомига 20 минутга куйилади. Сунгра колбани совитиб ранг 
интенсивлигини ФЭК да курилади. Бунда я шил ёруглик фильтрдан (540 
нм) фойдаланилади. Фруктоза микдорини аникдаш учун стандарт эритма- 
лар ёрдамида калибровка чизиги график сифатида чизилади. Стандарт 
эритмадан хажми 50 мл ли колбаларга 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 мл дан 
куйилади. УларнИнг устига тегишли равищда 4,5; 4,0; 3,0; 2,0; 1,0; 0,1 
мл дистилланган сув куйилади. Сунгра барча колбаларга 5 мл резорцин 
эритмаси ва 15 мл хлорид кислотанинг 30% ли эритмасидан кушиб, 
харорати 80-50° С булган сув хаммомида 20 мин. давомида сакданади. 
В акт тугагач колбалар совитилиб х,осил булган ранг интенсивлиги ФЭК 
да улчанади.

Сахароза микдорини аниклаш
Сахароза усимликларда кенг таркалган шакарлардан хисобланади. 

У к,айтарувчанлик хусусиятига эга эмас. Сахарозани химиявий усулда 
аникдаш учун турли хил гидролиз усулларидан фойдаланилади. Сахароза 
одатда ферментатив ёки кислотали гидролиз йули билан фруктоза ва 
глюкозагача парчаланади. Гидролиз махсулоти хисобланган моносахарид- 
ларнинг кайтарувчанлик хусусиятига караб сахарозанинг микдори аникда
нади.

Сахарозани сувли экстрактларда аникдаш бирмунча кийин, чунки 
бундай экстракт таркибида бошка юкори молекулали полисахариддар 
хам булиб, уларнинг гидролизланиши натижасида х,ам кайтарувчан шакар- 
лар хосил булади. Бундай сувли экстрактларни фильтрлаш бирмунча 
кийиндир. Шу сабабли сахарозани аникдашда спиртли экстрактлардан 
фойдаланиш тавсия килинади.

Реактивлар: Бертран усули буйича шакарларни аникдашда кулла- 
ниладиган барча реактивлар. Натрий иищорининг 4% ли эритмаси, хлорид 
кислота (зичлиги 1,19). Метил кизил.

Ишнинг бориши. Текширилаётган усимлик материалидан 10-25 г 
олиб, чинни ховончада шиша кукунлари билан бир хил масса хосил 
булгунча 5-10 мл 96% ли этил спирти ёрдамида эзилади. Сунгра эзилган 
масса х,ажми 200 мл ли колбага куйилади. Чинни х,овонча яна 10-15 мл 
спирт билан ювилади ва у х,ам колбага куйилади. Экстракция учун олинган 
спиртнинг концентрацияси 75-80% дан ошмаслиги керак. Колбадаги 
экстракт 75-80РС хароратли сув х,аммомида 30 минут давомида ушдаб 
тур ил ади. Кейин у бошка колбага фильтрланади. Колган материал яна
1-2 марта спирт ёрдамида экстракция килинади ва хамма экстрактлар 
бирлаштирилади. Экстрактлар таркибидаги спирт махсус совитгич ва 
сув хаммоми ёрдамида хайд ал ади (вакуум остида). Колба тагида колган 
спиртли экстракт сув билан чизиккача тулдирилади. Тайёрланган экстракт- 
дан 25 мл олиб хажми 50 мл улчов колбага куйилади ва 67-70° С хароратли 
сув хаммомида 10 минут ушланади. Сунгра колбага 1,5 мл хлорид кислота



( (зичлиги 1,19) кушилади. Бунда колбадаги кислота концентрацияси
тахминан 2% га якдн булади. Гидролиз 67-70°С х,ароратда 6-7 минут 
давом этади. Гидролиз тамом булгач колба тезда совук, сув ёрдамида уй J  х,ароратигача совитилади ва 4-5 томчи метил кизил кушилади. Сунгра

; колбадаги суюкдик 4% ли уювчи натрий билан туксарик, ранг хосил
I булгунча нейтралланади. Бунда ишкорни аста-секин томчилаб кушиш
I керак. Нейтралланган эритма сув ёрдамида чизиккача тулдирилади. Шакар
t микдори Бертран усулида аникданади. Бунда экстракт таркибидаги умумий

шакарлар йигандиси (кайтарувчан шакарлар сахароза) топил ади. Сахароза 
микдорини аникдаш учун кдйтарувчан хусусиятига эга булган шакар 
микдоридан умумий шакар айириб ташланади.

Х= 2(А-В) ■ 0,95;
X - сахароза микдори, мг;
А - умумий шакар, мг;
В - кайтарувчан хусусиятига эга булган шакар, мг.

Крахмални аниклаш
Крахмал усимликлар танасида энг куп тупланадиган ва энг мух,им 

полисахаридлардан хисобланади. У айникса, усимликлар донида куп 
булади. Куп йиллик ут усимликларда эса ер остки органларида тупланади.

Хамма усимликларда - сув утлардан юксак усимликларгача фото
синтез жараёнида хлоропластларда хосил буладиган углеводлар бевосита 
крахмал га айланади. Крахмал икки хил бирикмадан, яъни амилоза ва 
амилопектиндан ташкил топтан. Амилопектин йод таъсирида бинафша 
хамда кизгиш-бинафша рангга киради.

Амилоза эса йод таъсирида кукаради. Крахмални аникдаш усулари 
унинг йод билан хосил кллган рангининг интенсивлигини аникдаш ёки 
кислотали ва ферментатив гидролиз натижасида хосил булган глюкоза 
микдорини аникдашга асослангандир. Юк,оридаги усуллардан х,ар бири- 
нинг ]Ьига хос салбий томонлари мавжуд. Масалан, крахмални йод таъсир 
килиб аникдашнинг яхши натижа бермаслигига сабаб амилоза билан 
амилопектин йод таъсирида хдр хил ранг беради. Амилоза билан амилопек- 
тиннинг крахмал таркибидаги микдори усимлик нави органларига караб 
х,ар хил булиши мумкин.

Крахмални кислотали гидролиз йули билан аникдашда усимлик 
материалидан бошк,а полисахаридларнинг гидрояизт учраш хавфи мавжуд. 
Крахмал микдорини аникдашда Починка усули яхши натижа беради.

Крахмал микдорини Починка усулида аниклаш
Бу усул крахмални йод билан комплекс хосил кллишига асосланган. 

Хосил булган комплекс калий бихромат ёрдамида нордон шароитда С02 
ва Н20  га оксидланади. Реакция натижасида йод эркин х,олда ажралади. 
Бу йод гипосульфит билан титрданиб, сарфланган гипосульфит микдорига 
караб крахмал микдори аникданади.



Реактивлар: 1. 0,25 н калий бихромат эритмаси (12,3 г К2 Сг, От 
икки литрли колбада 250 мл сув билан эритилади ва совигач 800 мл 
концентрланган H2S04 кушилади. Эритма совигач рангли склянкага куйи
лади). 2.Кальций нитратнинг 80% ли эритмаси 200 грамм Ca(N03)2-4H20  
250 мл сувда эритилади. Бу эритмадан 20% ли ва 5% ли эритмалар тай
ёрланади 3. 0,5% йод эритмаси (10 г KI ва 5 г 12) аввал х,овончада яхши- 
лаб майд алан ади, сунгра 10 мл дистилланган сув билан улчовли 1 л кол
бага куйилади ва дистилланган сув билан чизиккача тулдирилади. 4. 0,1 
н гипосульфит эритмаси.

Ишнинг бориши. Текширилаётган усимлик материали (1 г кар
тошка, 3 г барг) чинни х,овончада 5 мл 80% ли кальций нитрат эритмаси 
ёрдамида гомоген хдлигача яхшилаб майд алан ади. Сунгра хджми 200 мл 
ли колбага экстракт куйилади. Кальций нитратнинг 80% ли эритмаси 
билан х,овонча 2-3 марта ювилади. Колбадаги суюкдикнинг умумий хажми 
30 мл дан ошмаслиги керак. Колба устини воронка билан беркитиб 
электр плитка устида 3 минут давомида аста- секин кайнатилади. Бунда 
крахмал эритмага зЬ'ади. Колбани совитиб воронка яхшилаб ювилади ва 
эритма бошка х,ажми 100 мл ли улчов колбага куйилади. Сунгра дистил
ланган сув билан чизиккача тулдирилади ва стаканга фильтрланади. Шу 
фильтратдан 5 мл центрифуга пробиркасига олинади. Унинг устига 2 мл 
йод эритмаси кушилади, яхшилаб аралаштириб 30 минут га колдирилади.

Натижада крахмалнинг йодли комплекси чукмага тушади. Чукма- 
даги йоднинг микдори 15% га якдн булади. Вакт тугагач пробирка мину- 
тига 4000-5000 тезликда 5-10 минут центрифугаланади. Чукма яна 5% 
ли кальций нитрат эритмаси ёрдамида 2-3 марта ювилади. Хар гал эритма 
куйилганида колбадаги чукма яхшилаб аралаштирилади. Сунгра чукма 
200 мл ли колбага 0,2 - 0,3 мл сув билан утказилади. Пробирка эса 3-4 
марта дистилланган сув билан ювилади (сувнинг умумий хажми 3 мл дан 
ошмаслиги керак). Колбага 10 мл 0,25 н калий бихроматнинг 85 %ли 
сульфат кислотада тайёрланган эритмасидан кушилади, яхшилаб аралаш
тириб 15 минут кайнаб турган сув хаммомига куйилади. Бунда крахмал 
бихромат ёрдамида карбонат ангидирид ва сувгача парчаланади. Колба 
совигач унга 5 мл 20% ли калий йодид эритмасидан ва 120 мл сув куши
лади. Бунда калий бихромат йодни ажратади. Ажралган йод 0,1 н гипосуль
фит эритмаси билан титрланади. Титрлаш сарик ранг хосил булгунча 
давом эттирилади, кейин колбага 1 мл 0,5% ли крахмал эритмасидан 
кушиб, эритма ранги оч-х,аво ранг булгунча титрлаш давом эттирилади. 
1 мл 0,1 н гипосульфит эритмаси 0,675 мл крахмалга тугри келади (Ре
акция бошланишидан крахмал томонидан адсорбция килинган йод реакция 
натижасига таъсир килмайди).

Алохида контрол титрлаш хам утказилади. Б унинг учун хажми 20 
мл колбага 10 мл калий бихроматнинг 0,25 н эритмасидан, 120 мл сув,



5 мл калий йодиднинг 20% ли эритмасидан солинади ва 0,1 н гипосульфит 
эритмаси билан титрланади. Крахмал микдори куйидагича аникданади.

0,675- Ь - Т - ( а - Ъ х)Л — -----------------------------н
Х-крахмал микдори, % хисобида; - 0,1 н гипосульфит эритмаси

нинг контрол титрлаш учун сарфланган микдори, мл; а - 0,1 н гипосульфит 
эритмасининг тажрибадаги крахмални титрлаш учун сарфланган микдори 
мл; ^-крахмални чукмага тушириш учун олинган хджм (5 мл); Г-0,1 н 
гипосульфит эритмасининг титрига тузатма; Я-тажриба учун олинган 
усимлик материалининг вазни, грамм х,исобида.

Клетчатка микдорини аниклаш
Кюршер ва Ганек томонидан таклиф килинган бу усул усимлик 

материалидан сирка ва нитрат кислоталарнинг аралашмасидан эрийдиган 
моддаларни ажратиб, кдлган клетчаткани аникдашга асосланган.

Реактивлар: Усимлик материали, сирка ва нитрат кислотанинг 
аралашмаси, нитрат кислота (зичлиги 1,4) билан сирка кислотанинг 
80% ли эритмаси 1:10 нисбатда (хажми буйича) аралаштирилади 0,2 М 
уювчи калийни спиртли эритмаси, этил спирти.

Ишнинг бориши. Усимлик материалидан 1 г олиб чинни хрвончада 
яхшилаб, бир хил масса хосил булгунча эзилади. Уни 100-200 мл ли 
колбага утказиб, устига сирка ва нитрат кислота аралашмасидан 40 мл 
куйилади. Колбага совиткични улаб бир соат давомида кум хдммомига 
куйилади. Сунгра совитиб, махсус шиша фильтрда фильтранади ёки 
центрифугаланади. Чунки бир неча марта кдйнок, 0,2 М уювчи калийнинг 
спиртли эритмасида ва дистилланган сув билан охирида эса 10 мл этил 
спирти ёрдамида ювилади. Сунгра чукма бир хил огирликкача 105° С да 
термостатда куритилади. Чукмани огарлигига караб клетчатканинг % 
микдори аникданади.

А, = ^ 1 0 0 _
Я

X- клетчатканинг микдори, % х,исобида, я-тажрибада аникданган 
чукма огирлиги, Я-усимлик материали огирлиги, г.

Гликоген микдорини аниклаш
Турли хил сут эмизувчиларнинг жигарида 2 дан 8% гача гликоген 

булади. Жигар гликогенининг микдори озиканинг таркиби ва хазм булган 
овкдтларнинг микдорига боглик;. Агар хайвонлар рационида углевод кам 
булса, гликоген камрок йигилади, аксинча рационида куп углевод булса, 
гликоген микдори куп булади. Физик иш жигар гликогенининг камайишига 
олиб келади. Жигар гликогенининг микдори эндокрин системалари оркали 
бошкариб тур ил ади.



Керакли асбоблар: 50, 200 мл ли колбалар; сув даммоми; 1,2, 5 
мл ли пипеткалар.

Реактивлар. 1. 2,5% ли хлорид кислотаси. 2. 10% ли натрий иш- 
кори. З.Куённинг жигари.

Ишнинг бориши. 1 г куён жигарини улчаб олиб, 10 мл сувда эзи- 
лади. Хосил булган аралашма 200 мл колбага солинади ва колба белгиси
гача дистилланган сув куйилиб, аралаштирилади, сунгра 5 мл сую клик 
олиниб, кандлар аникданади. Яна 1 г жигарга 15 мл 2,5% ли хлорид 
кислота кушиб эзилади. Аралашма 50 мл ли колбага солинади *амда 
кайнаб турган сув х,аммомида 1 соат кайнатилади. Совигандан кейин 
суюкдик 200 мл ли колбага солинади ва белгисигача сув куйилиб аралаш
тирилади. Кейин эса ундан 2 мл олиб, 1-2 томчи 10% ли натрий гидрокси- 
дидан кушиб нейтралланади ва кандлар микдори Хагедорн-Иенсен метода 
билан аникданади.

Гликоген микдорини хисоблаш. Гидролизланган 1 г жигардаги 
аникданган глюкозанинг мг сонидан, гидролиздан аввал аникданган 1 г 
жигардаги глюкозанинг миллиграмм микдори айириб ташланади. Натижада 
олинган глюкозанинг мг даги ифодаси 0,9 коэффициентига купайтирилиб 
гликогеннинг микдори аникданади, яъни гликоген ва глюкозанинг огирлиги 
эквивалент муносабатда булади. Куён жигарида гликоген 5-6 % атрофида 
булади.

Пироузум кислотаси метаболик реакцияларда жуда мух,им роль 
уйнайди.

Пироузум кислота оксил, липид ва углеводлар алмашинувида мухдм 
ахдмиятга эга. Пироузум кислотаси кон плазмаси ва жигарда 0,8-1,5 
мг%, мускул тукимасида 3,0-3,5 % булади. В: витамин етишмаганда ор- 
ганизмда пироузум кислотаси оксидланиши ва кислород ютилиш жараён- 
лари пасаяди. Натижада мияда ва бошка тукималарда пируват кислота 
тупланади. Пироузум кислотаси сийдик билан ажралиб чикади (соглом 
одамларда -1 суткада 200 мг). Сутка давомида сийдикдаги пироузум кис
лотаси микдорини аникдаб, углеводлар алмашинуви жараёнини билиш 
мумкин.

Пироузум кислота микдорини аникдаш

Глюкоза - 6 - фосфат 
+NH3

Сут
+2Н

кислотаси -> кислотаси
-2Н tl

-СО, I I +СО. 
l l

2

Оксалоацетат кислотаси



Пироузум кислотаси кислотали мухдтгда калий ёки натрий бисуль
фит билан бисульфитли бирикмалар х,осил килади:

СН СН
I 3 I ^ . о н
с = o + k h s o  —  с
I 3 I ""^ so  к
СООН СООН 3
Ортикча калий бисульфит йод билан богланади.

KHSO, + J + Н О  = KHSO, + 2 HJ3 2 2 4

Пироузум кислотасининг бисульфитли бирикмасига ишк,ор таъсир 
эттирилса, пироузум кислотасига эквивалент микдорида бисульфит аж
ралиб чикади. Ажралиб чиккан бисульфат микдори йод билан титрлаб 
аникданади.

Керакли асбоблар: 25 мл ли колба; 1, 2, 10 мл ли пипеткалар; 
микробюретка.

Реактивлар. 1.Йоднинг 0,1 ва 0,01 н эритмаси. 2. Калий ёки натрий 
бисульфатаинг 1% ли эритмаси. 3. Натрий бикарбонат ёки гидрокарбонат- 
нинг туйинган эритмаси. 4. Натрий гипосульфитнинг 0,1 н эритмаси.
5. Крахмалнинг 1% ли эритмаси, бу натрий хлориднинг туйинган эритмасида 

, тайёрланади. 6. Оксалоацетат кислотасининг 0,1 н эритмаси. 7. Сийдик.
, Ишнинг бориши. 25 мл ли колбага пипетка билан 1 мл сийдик
I солинади, сунг унга 9 мл сув ва 1 мл оксалоацетатнинг 0,1 н эритмасидан
I кушилгач, яхшилаб аралаштирилади, натижада кальций тузлари чукмага

тушади. Калий ёки натрий бисульфат эритмасидан 10 томчи кушиб, ара
лашма чайкатилади ва колба 15 минут коронги жойга куйилади. Шундан 

[ кейин 10 томчи крахмал эритмасидан кушиб, ортикча бисульфатни йод-
| нинг 0,1 н эритмасидан кук ранг *осил булгунча томчилаб кушиб бота-
I нади. Ортикча йодни бартараф килиш учун натрий гипосульфитнинг 0,1
I н эритмасидан то кук ранг йуколгунча томчилаб кушилади, шундан сунг
| йоднинг 0,01 н эритмасидан (ортикча гипосульфитни боташ  учун) яна
! кук ранг *осил булгунча кушилади. Кейин 10 томчи натрий бикарбонат-
\ нинг туйинган эритмасидан солинади (кук ранг йуколади) ва колбадаги

суюкдикни йоднинг 0,01 н эритмаси билан микробюретка оркали кайтадан 
кук ранг хосил булгунча титрланади.

Сутка давомидаги сийдик таркибидаги пироузум кислотасининг 
микдори куйидаги формула билан хисобланади.

v  Э -Л -0 , 01 в
Л. — 1

/
Бунда: Э-пироузум кислотасининг грамм эквиваленти;
Л-титрлаш учун сарф булган 0,01 н йод эритмасининг микдори,

мл;



0,01 -  йод эритмасининг нормаллиги;
В-сутка давомидаги сийдикнинг микдори, мл;
I -текшириш учун олинган сийдикнинг микдори, мл.

Гликолиз жараёииии аниклаш
Ушеводларнинг гликоген ёки глюкозадан бошланиб, анаэроб парча- 

ланиши натижасида сут кислота хосил булиш жараёни гликогенолиз 
ёки гликолиз деб аталади. Бу жараён мураккаб булиб, жуда куп фермен
татив реакциялар иштирокида боради.

Глюкозанинг анаэроб йул билан парчаланишининг мохдяти, глюкоза
2 молекула сут кислотасига парчаланиши ва энергия ажралиб чикишидан 
иборат булиб, умумий натижани куйидагича ёзиш мумкин:

Глюкоза + 2 ADP + 2Р.------------ > 2 лактат + 2 АТР1
Агар бу жараён глюкозадан бошланса, биринчи боскичда глюкоза 

билан АТФ гексокиназа фермента ипггирокида узаро таъсир этиб, глюкоза
- 6 - фосфатни х,осил килади. Гликогеннинг парчаланиши фосфорилиздан 
бошланади, бу реакция анорганик фосфор ва фосфорилаза фермента 
иштирокида боради. Реакция натижасида глюкоза - 6 - фосфат х,осил 
булади, бунга фосфоглюкомутаза фермента таъсир этиб, глюкоза - 6 - 
фосфатни х,осил килади. Глюкоза ва гликогендан глюкоза - 6 - фосфат 
х,осил булгандан кейинги парчаланиш боскичлари бир хил булади.

Гликолизнинг асосий реакцияларидан бири фосфоглицераталь- 
дегиднинг оксидланиш реакцияси булиб, реакция глицератальдегид - 3 - 
фосфатдегидрогеназа фермента иштирокида боради. Бу фермент мураккаб 
оксил булиб, кофермент кисми никотинамидадениндинуклеотиддан (НАД*) 
иборат. Бунда фосфоглицерат - 3 - альдегид НАД* ва анорганик фосфор 
иштирокида узига хос оксидланиш реакцияси оркали 1,3 - дифосфогли- 
церат *осил булади.

О - РО3Н2 
I

с н о  с=о
I I

н — с — ОН + HAD+ + Pj < * н — с — ОН + HADH + Н+
I I

н - с о р о 3н 2 н 2- с - о -р о 3н 2

1,3 -  дифосфоглицерат кислота фосфоглицераткиназа ферменти 
иштирокида АДФ билан перефосфорланиш реакциясига киришади, реак
ция натижасида 3-фосфоглицерат кислота ва АДФ х,осил булади.

Шундай килиб, бу реакциялар натижасида фосфоглицератальде- 
гиднинг оксидланиш энергияси битта АТФ молекуласининг макроэргик 
фосфат боги шаклида тупланади.



Глицератальдегид - 3 - фосфатдегидрокиназа ферментига монойо- 
дацетат ёки монобромацетат таъсир этгирилса, фермент активлигини 
йукотади. Инкубацион аралашмага монойодацетат кушилса ушеводларнинг 
парчаланиш реакцияси альдолаза боскичида тухтайди, чунки тупланган 
3-фосфоглицератальдегид реакциями фруктоза 1, 6 - дифосфат х,осил 
булиши томон боришини таъминлайди.

0  - Р 0 3Н2
1
СНО СООН
I M g2+ I

н — с — ОН + ADP «.------ -  Н с — ОН + АТР
I I
СН2 - О- Р 0 3Н2 с н 2 - о  -РОэН2

3-фосфоглицерат кислота

Олдинги реакцияда, яъни фосфофруктокиназа таъсирида фруктоза
- 6 - фосфатдан фруктоза - 1,6 - дифосфатни х,осил булиш реакцияси 
кайтмасдир, шунинг учун оксидоредуктазаларнинг гликолитик реакция- 
сини блокировка килинганда фруктоза - 1,6 - дифосфат тупланади.

Намуналарда гаиколиз жараёни кдндай борганлигини, инкубацион 
аралашмага монойодацетат иштирокида ва уни кушмасдан туриб, фруктоза
1,6 - дифосфатнинг резорцин билан х,осил к,илган рангнинг интенсивлиги 
солиштириб курилади.

Реактивлар. 1 .Фосфат буфери, 0,1 м, рН-7,6. 2.Гликогеннинг 0,5% 
ли эритмаси, фосфатли буферда тайёрланади. 3. CH3JCOOH нинг 0,5 м 
эритмаси, рН-7,6 гача нейтралланади. 4. ССЦСООН нинг 6 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Гликолиз жараёнида иштирок этадиган фермент- 
нинг манбаи сифатида мускул гомогенати кулланилади.

Мускул гомогенатини тайёрлаш учун каламуш суйилади. Мускулни 
бириктирувчи ёг тукималаридан ажратилади ва чинни идишга солиб, 
муз хдммомига куйилади. Сунг кайчи билан майдаланади ва х,осил булган 
масса тортилади. Тортиб олинган мускул буткасини гомогенизация килиш 
учун гомогенизаторнинг стаканига солинади, 6-7 х,ажмда (1 г мускул 
буткасига 6-7 мл) совитилган фосфат буферидан кушилади. 1-2 минут 
гомогенизация килинади. Гомогенизация + 2° + 4° да олиб борилади. 
Хосил булган мускул гомогенати 4 каватли дока оркали фильтрланади 
ва тажриба учун ишлатилади.

Тажриба учун учта пробирка олинади. Биринчи пробиркага мускул 
гомогенати кушмасдан олдин 2 мл трихлорсирка кислотасидан солинади 
ва инкубация килинмайди.

Тажриба олиб бориш учун куйидаги схема тайёрланади.



Пробиркалар
номери

Гликоген,
мл

CH2JCOOH,
мл

н2о,
мл

Мускул 
гомогени, мл

1 . 0,9 - 0,1 1
2. 0,9 0,1 - 1
3. 0,9 - од 1

Иккинчи ва учинчи пробиркалар 90 минут 37°С да термостатда 
инкубация килинади.

Инкубациядан кейин иккинчи ва учинчи пробиркаларга х,ам 2 мл 
дан трихлорсирка кислотасидан кушилади хамда шиша таёкча билан 
аралаштирилади. 10-15 минутдан кейин учала намуна фильтрланади. Хдмма 
фильтратлар фруктоза - 1,6 - дифосфатни аникдаш учун ишлатилади.

Фруктозадифосфатни аникдаш фруктоза билан резоцинни х,осил 
килган рангли реакцияга асосланган. Бунинг учун учта пробирка номери 
билан белгиланади. Биринчи пробиркага 1 -номерли фильтратдан, иккинчи 
пробиркага 2- номерли фильтратдан, учинчи пробиркага 3-номерли фильт
ратдан 1 мл солинади. Хамма пробиркаларга 0,1% ли резорциннинг 95% 
ли спиртдаги эритмасидан 1 мл ва 3 мл концентрланган хлорид кислота 
(солиштирма огирлиги 1,15) кушилади. Сунгра шиша таёкча билан ара
лаштирилади ва 80° сув х,аммомига 10 минут куйилади. Намуналардаги 
пайдо булган рангнинг интенсивлигига караб фруктозадифосфат хосил 
булганлигини билиш мумкин.

Хосил булган фруктозадифосфатнинг микдорини аникдаш учун 
калибрланган график тузил ади. График тузиш учун турли микдордаги 
фруктоза тутувчи стандарт эритмалар тайёрланади. Асосий эритманинг
1 мл 100 мкг фруктоза сакдайди. Шу асосий эритмадан 6 та пробиркаларга 
турли концентрациядаги фруктоза эритмаси тайёрланади. Бу куйидаги 
курсатилган схема буйича тайёрланади.

Намуналардаги ранг х,осил булгандан кейин, спектрофотометрда 
390 нм тулкин узунлигида курил ади.

Пробиркалар
номери

Фруктоза,
мл

н2о,
мл

Резорцин,
мл

НС1,
мл

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
5. 1,0 - 1,0 3,0
6. - 1,0 1,0 3,0

График тузиш учун намуналарнинг оптик зичлиги катталигини 
ординат укига, абсцис укига фруктозанинг микдори куйилади. Текшири
лаётган намуналарнинг оптик зичлигига караб, графикдан канча микдор 
фруктоза борлиги аникданади.



Намуналардаги фруктоза микдорини аниклаш учун, фруктозадифос- 
фатнинг оптик зичлиги 1,9 коэффициентига купайтирилади. Шундан 
кейин графикдан тажриба намуналаридаги фруктоза микдори хисоблаб 
топил ади ва намуналардаги гликолиз реакцияси кандай борганлиги хакида 
хулоса ёзилади.

Тукималардаги АТФ микдорини аниклаш
АТФ энергияга бой булган мухим компонентдир. Макроэргик 

боглари, яъни ортофосфат орасидаги пирофосфат богаари узилганда хар 
бири 1 моль хисобига 7000-8000 кал энергия ажратади.

Хужайрадаги АТФ жуда куп метаболик жараёнларда ииггирок 
этади. Масалан, жуда куп ферментатив реакциялар АТФ иштирокида 
боради: фосфофруктокиназа, цитратсинтеаза, НАД-изоцитратдегидрогеназа 
ва бошкалар. АТФ шунингдек, оксидланиш, фосфорланиш жараёнларида 
хам ииггирок этади.

Методнинг чохияти. АТФ микдорини тукдмаларда аниклаш Ламп- 
рехт ва Тратшольд (1965) методига асосланган. АТФ гексокиназа иштиро
кида глюкозани фосфорлайди. Реакция натижасида глюкоза - 6 - фосфат 
хосил булади. Хосил булган глюкоза - 6 - фосфат глюкоза - 6 - 
фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ) учун субстрат хисобланади.

NH2

ОН ОН ОН Н
I I I I

НО - Р - О- Р - О ~Р - о - с
II II II I
о о о н

Гексокиназа Mg2
Глюкоза + АТФ

ОН ОН 
Аденозин трифосфат, АТФ

-» глюкоза - 6 - фосфат + АДФ
ГФДГ

6-фосфо глюконат+НАДФН +Н+Глюкоза-6-фосфат +НАДФ* -

Реакция тенгламасидан куриниб турибдики, реакция учун сарф 
булган АТФ нинг микдори, глюкоза - 6 - фосфатдегидрогеназа ферменти 
таъсирида хосил булган НАДФН микдорига эквивалент, яъни эквимо-



лярдир. У спектрофотометр билан 340 нм тулкин узунлигида улчанади. 
Бу метод билан яна реакциянинг оралик мах,сулоти, глюкоза -6  -  фосфатни 
х,ам улчаш мумкин.

Керакли асбоблар: центрифуга; спектрофотометр; суюк азот; муз 
хдммоми; х,овонча; 0,1 ва 2 мл ли пипеткалар.

Реактивлар. 1. НСЮ4 кислотасининг 6% ли эритмаси. 2. К2СОэ 
нинг 5 М эритмаси. 3. Учэтаноламин буфери 0,05 М (pH 7,5). 4. MgCl2 
нинг 0,1 М эритмаси. 5. НАДФ нинг 7,5 М эритмаси. 6. Глюкозанинг 0,5 
М эритмаси. 7. Гексокиназа (КФ. 2.7.1.1.): 10-15 мг гексокиназани криста- 
лидан олиб, 1 мл дистилланган сувда эритилади. 8. Глюкоза - 6 - фосфатде- 
гидрогеназа (КФ 1.1.1.49) 3,3 М аммоний сульфатдаги фермент суспензия- 
сини ишлатишдан олин дистилланган сув билан 5-10 марта суюлтирилади. 
9. Тукима.

Ишнинг бориши. Тукима суюк азотда музлатилади ва х,овончада 
эзилади. Эзилган тукимадан 500 мг олиб, олдиндан 1 мл 6% ли НСЮ4 
кислотасидан с олинган центрифуга пробиркаларига солинади ва муз 
х,аммомига куйилади. Намуналардаги тукима: кислота -1:3,35 нисбатда 
булиши керак. Пробиркалардаги суюкдиклар аралаштирилади ва реакция- 
ларнинг метаболитлари яхши экстракция булиши учун 10 минут муз 
хдммомига куйилади. Шундан кейин 3000 айл/тезлигида 10 минут цент
рифуга килиб, оксиллар чукмага туширилади.

Оксилсиз экстракт центрифуга пробиркасига куйилади. Ортикча 
НСЮ4 кислотасини ажратиш учун, 1 мл кислотали экстрактга 0,05 мл
0,5 м К,С03 эритмасидан куйилади, сунгра намуна 10 минут муз хдммомига 
куйилади, косил булган чукма 5 минут 3000 айл/тезлигида центрифуга 
килиб ажратилади. Нейтрализация килинган тукима экстракта хона х,аро- 
ратида сакданади ва ферментатив реакция учун ишлатилади.

Ферментатив анализ килиш учун спектрофотометр кюветасига (1 
см) 2,5 мл учэтаноламин буферидан, 0,05 мл НАДФ эритмасидан ва 0,35 
мл MgCl2 эритмасидан солинади, сунгра 0,1 мл тукима экстрактидан ку
шиб аралаштирилади ва 3 минут кейин дастлабки оптик зичлигининг 
катталиги улчанади (Ej). Сунгра намунага 0,05 мл глюкоза - 6 -  фосфатде- 
гидрогеназа суспензиясидан кушилади хдмда 5 минут кейин огггик зичлиги 
(Е2) улчанади. Глюкоза - 6 -  фосфатдегидрогеназа кушилгандан кейин 
намуна оптик зичлигининг ортиши тукима экстракта таркибидаги глюкоза
-  6- фосфат оксидланишига боглик-

Кюветага 0,4 мл глюкоза эритмасидан кушилади ва 30 секунддан 
кейин оптик зичлиги улчанади, оптик зичлиги камаяди, чунки глюкоза 
эритмаси кушилганда намуна суюдади. 0,05 мл гексокиназа суспензиясидан 
кушилади ва реакция тамом булгандан (12-15 минутдан) кейин оптик 
зичлиги улчанади (Е4). Намунага гексокиназа кушилганда оптик зичли
гининг ортиши экстракт таркибидаги АТФ микдори ферментатив реакция- 
га жалб килинганлигидан дарак беради.



Нам упад аги АТФ микдори куйидаги формула билан хисобланади:
A sVK 

6,22
Формуладаги Де-намуна оптик зичлигининг узгариши, ферментатив 

реакция системасида АТФ сарфланиши билан оптик зичлик узгаради, 
яъни Ае = Е4-Е3 га тенг, V-кюветадаги намунанинг охирги хажми (3,5). К 
намунанинг 1 г тукимага нисбатан суюлтириш коэффицеинти, бу хдгсатда 
суюлтириш коэффиценти 41,6 тенг. Суюлтириш коэффиценти куйидагича 
хисобланади. 1г тукимадаги оксилларни чуктириш учун 9 мл НСЮ4 кис
лотаси кушилади. Тукимадаги сув нинг уртача микдори х,ам хдсобга оли- 
нади. 6,22-340 нм тулкин узунлигида пиридин нуклеотидларини к,айта- 
рилган формаларини микромоляр экстинкция коэффиценти. Кюветани 
кенглик кдвати 1 см. Экстинкцияларнинг фаркига караб Ae=E2-El5 
намунадаги глюкоза-6-фосфатнинг микдорини хдсоблаш мумкин. Куй ид а 
каламуш тукималари таркибидаги АТФ нинг микдори мкмоль билан 
хдсобланади.

Бош мия 
Жигар . , 
Юрак . .

,2,65± 0,19 
2,51± 0,31 
.2,31± 0,30



VI БОБ. НУКЛЕИН КИСЛОТАЛАР

Нуклеин кислоталар -  ДНК (дезоксирибонуклеин) ва РНК (рибо- 
нуклеин) кислоталар организмда хамма ирсий белгиларни сакдашда ва 
оксиллар синтезида асосий роль уйнайди. Дезоксирибонуклеин кислота 
эукариотларда (хайвонлар ва усимликларда) асосан ядрода жойлашган.

Митохондрияларда хам озрок, ДНК мавжуд. Эуакриотларнинг ядро- 
сида бир неча пикофамм (пг) ДНК бор: сут эмузувчиларда 6 пг, кушларда
2 пг.

Рибонуклеин кислоталарнинг уч тури бор: информацион РНК (и- 
РНК), транспорт РНК (т-РНК), рибосомал РНК (р-РНК). Булар бир -  
биридан таркиби, размери, функционал хоссалари ва хужайрадаги жойла- 
нишига караб фарк килади. РНК асосан хужайра цитоплазмасида, камрок, 
микдорда ядрода учрайди. Хужайрада РНКнинг бажарадиган функцияси 
оксил молекулалари синтезида катнашишдан иборат.

Нуклеин кислоталар (полинуклеотидлар) -  нуклеотидлардан тузил- 
ган полимерлардир. Нуклеотидлар уч компонентдан: азот асослари (пурин 
ёки пиримидин), углевод компонентлари -пентоза (рибоза ёки дезоксири- 
боза) ва фосфор кислота колдигидан тузил ган.

Пиримидин асослари:
H2N О

I II

СН

НС

СН HN :-сн3

Пиримидин Цитозин Урацил

Пурин асослари:

Тимин



Таркибида кандай пентоза борлигига караб, нуклеин кислоталар 
иккита гурух,га: РНК ва ДНК га булинади РНК молекуласи таркибида 
рибоза, ДНК молекуласида эса дезоксирибоза бор.

О О

Д-рибоза Д-2-дезоксирибоза
РНК таркибидаги азот асосларидан аденин, гуанин, цитозин ва 

урацил, углевод компонентларидан рибоза мавжуд. ДНК таркибида эса 
азот асосларидан-аденин, гуанин, цитозин ва тимин, углевод компонент
ларидан дезоксирибоза учрайди. ДНК -  икки спираль занжирли полинук- 
леотидлардан, РНК -  бир спиралли занжирдан иборат.

Нуклеотидлар таркибида аденин булса, аденилат, гуанин булса 
гуанилат, цитозин -цитодилат кислотаси деб аталади.

Нуклеин кислоталарининг узи гиролизланганда бирин-кетин 
нуклеотидларга, нуклеотидлар эса уз навбатида нуклеозидларга ва фосфат 
кислотага, нуклеозидлар -азот асосларига ва углеводларга (рибоза, дезок
сирибоза) парчаланади.

C - N H j  N

ДНК нинг сифат реакцияси
Дезоксирибозага хос характерли сифат реакцияси натижасида ДНК 

аникданади. Бу реакция учун купинча дифениламин (C6H5-NH-C6H5) кулла- 
нилади. Дифениламин дезоксирибоза ва ДНК билан кук рангли бирикма 
хосил кдлади. Рибоза ва РНК дифениламин билан яшил рангта киришади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар; сув 
хаммоми.

Реактивлар. 1 .Дифениламин реактиви: 1 г дифениламин 100 мл 
сирка кислотасида эритилади, эритмага 2,75 мл концентрланган сульфат 
кислотаси солинади. 2. Натрий ишкорининг 0,4% ли эритмаси.



Ишнинг бориши. ДНК нинг чукмасидан озгина пробиркага солинади 
(ДНК чукмасини олиш юкорида изохданган) ва 1 мл натрий ишкори 
эритмасидан кушиб эритилади. Тенг хажмда дифениламин реактивидан 
то чукма эригунча кушилади ва 15-20 минут кайнаб турган сув хаммомига 
куйилади. Натижада кук ранг х,осил булади. Нуклеин кислоталарининг 
гидролизи ва гидролиз мадсулотларининг рангли реакциялари нуклеопро- 
теинлар булимида тула курсатилган.

Хайвон тукимасидаги нуклеин кислоталарининг 
умумий микдорини аниклаш

Метод пурин ва пиримидин асослари ультрабинафша нурларининг 
260-280 нм тулкин узунлигидаги кисмини ютишга асосланган. Хайвон 
тукимасидаги умумий нуклеин кислоталарининг микдорини аниклаш 
методини А.С.Спирин яратган булиб, кислотада эрувчи нуклеотидлар 
совутилган 0,2 н хлор кислотаси билан ажратиб олинади, нуклеин 
кислоталарнинг экстракцияси ва гидролизи 0,5 н хлор кислотаси билан 
100°С да олиб борилади, экстрактларнинг оптик зичлиги 270 ва 290 нм 
тулкин узунлигида аникданади ва формула буйича хисобланади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар; 
центрифуга; спектрофотометр; сув хаммоми.

Реактивлар. 1. Перхлорат кислотасининг 0,2 н ва 0,5 н эритмаси.
Ишнинг бориши. 100-200 мг тукима тортиб, майдаланади ва 

центрифуга стаканига солиб, унга 5-10 мл совутилган 0,2 н хлор кислотаси 
эритмасидан кушилади. Стаканлардаги суюклик яхшилаб аралаштирилади, 
сунгра 3000 айл/мин тезлигида 5 минут центрифуга килинади. Центрифугат 
таншаб юборилади, чукмага эса 5-10 мл 0,5 н НСЮ4 кислотасини эрит
масидан кушилади ва пробиркалар кайнаб турган сув хаммомига 20 
минут куйилади.

Гидролизат совутилиб, центрифуга килинади хамда спектрофото- 
метрда 270 ва 290 нм тулкин узунлигида контроль 0,5 н НСЮ4 эритмасига 
нисбатан улчанади, оптик зичлиги аникданади. 1 мл текширилаётган 
эритманинг нуклеин кислотасидаги фосфор микдори мкг да хисобланади.

С  Р  _  ^  270 ~  D  290

мкг 1 0,19
Бунда 0,19-1 мл эритма нуклеин кислота таркибидаги фосфорнинг 

(1 мкг) оптик зичлик курсаткичи.
Нуклеин кислоталарнинг микдори уларнинг таркибидаги фосфорга 

караб хисобланади ва бунда уртача хисоблаш коэффициенти 10,3 
кулланади.

С НК = С Р. 10,3МКГ МКГ 1
10,3 -  уртача хисоблаш коэффициенти.



VII БОБ. ФЕРМЕНТЛАР

Ферментлар тирик организмларнинг хамма х,ужайралари ва тукд- 
маларнинг таркибига кириб, биологик катализаторлик вазифасини бажа- 
радиган специфик оксиллардир. Тирик организмларнинг фаолияти фер- 
ментларга богликдир. Организм билан ташки мух,ит уртасидаги моддалар 
алмашинуви жараёнида ферментларнинг гоят катта ахамияти бор.

Оддий оксиллардан, яъни фак,ат аминокисл от алардан ташкил топтан 
ферментлар бир компонентли ферментлар дейилади. Масалан, рибонук- 
леаза, трипсин, папаин ва бошкалар. Агар ферментлар мураккаб оксил
лардан ташкил топтан булса, яъни уларнинг таркибида аминокисл от алар
дан ташкари бошка бирикмалар хам учраса, улар икки компонентли 
ферментлар деб аталади. Оксидланиш-кайтарилиш реакцияларида иштирок 
этувчи ферментлар икки компонентли ферментлардир.

Ферментлар бир кдтор узига хос хусусиятларга эга. Буларга фер
ментларнинг термолабиллиги, спецификлиги, мух,ит рНининг узгаришига 
нисбатан сезувчанлиги, активатор ва ингибиторларнинг таъсирига сезув- 
чанлиги, активатор ва ингибиторларнинг таъсирига мойиллиги киради. 
Ферментларнинг таъсири ва уларнинг активлиги реакцияда иштирок этаёт- 
ган модданинг камайишига (модца субстрат деб аталади) ёки хосил бу- 
лаётган модданинг ортиб боришига караб белгиланади. Хозирга кадар 
маълум булган ферментлар 6 синфга булинади.

1. Оксидоредуктазалар - оксидланиш ва кайтарилиш реакцияларини 
катализлайди.

2. Трансферазалар - маълум химиявий гурухларни бир бирикмадан 
иккинчи бирикмага кучирилишини таъминлайди.

3. Гидролазалар-мураккаб органик бирикмаларнинг сув ёрдамида 
парчаланиш реакцияларини катализлайди.

4. Лиазалар-субстартдан сув иштирокисиз маълум гурухларнинг 
ажралишини катализлайди. Бу ферментлар фаолияти туфайли ё кушбог 
хосил булади ёки маълум гурухларнинг куш богларга бирикиши таъмин- 
ланади.

5. Изомеразалар - хар хил органик бирикмаларнинг изомерланиш 
реакцияларини катализлайди.

6. Лигазалар-АТФ ёки шунга ухшаш нуклеозид трифосфатлар 
энергиясини хисобига оддий молекулалардан мураккаб бирикмалар хосил 
булиши реакцияларни катализлайди.

Ферментларнинг активлигини аникдашда химиявий усуллар билан 
бир к,аторда спектрофотометрик, монометрик, хроматографик ва бошка 
усуллардан кенг фойдаланилмокда.



Амилаза ферменти крахмални кдндгача парчалайди. Амилаза фер
мента сулакда, ошкозон ости безининг ширасида, к,онда, жигарда учрайди. 
Дон усимликлар амилаза ферментининг энг мухим манбаларидан бири 
хисобланади.

Амилаза ферменти крахмални кандгача парчалайди. Амилаза фер- 
ментнинг мухим манбаларидан бири дон усимликлари хисобланади. Улар 
курук донда ва айникса унаётган донларнинг таркибида куп микдорда 
тупланади. Унаётган донлар таркибидаги ферментлар энг юкори актив- 
ликка эга булади.

Крахмал йод билан кук ранг беради, унинг парчаланиши натижа- 
сида хосил булган декстрин заррачалар катта-кичиклигига караб йод 
билан бинафша, кунгир - кизил, саргиш ва сарик ранггача (йоднинг 
сувдаги ранги) узгаради. Шунинг учун агар крахмал эритмасига амилаза 
ферментидан кушилса, маьлум вакт ичида йод таъсирида аралашма аввал 
кук, кейин эса бинафша, кизил-сарппл ва сарик ранггача узгаради.

Ишнинг бориши. 9 та пробирка олиб хар бирига 2-3 мл дистиллан
ган сув ва бир томчидан 1% ли йод эритмасидан куйилади. Алохида 10- 
пробиркага 2-3 мл крахмалнинг 0,5 % ли эритмасидан олиб унинг устига 
1 мл фермент куйилади. Вактни белгилаб, пробиркадаги аралашмани 
яхшилаб чайкатилади. Сунгра пипетка ёрдамида 1 томчи аралашма бирин
чи пробиркага солинади. Пробиркадаги суюкдик кук рангни беради. 
Шундай килиб, хар 30 секунддан кейин 2-,3-,4- ...ва хоказо 9-пробир- 
каларга бир томчидан 10-пробиркадаги аралашмадан солиб чикилади. 
Пробиркалардаги суюкдиклар яхшилаб аралаштирилади ва теги шли 
ранглар хосил булади. Агар иккинчи пробиркадаги суюкдик кук ранг 
берса, ундан кейинги пробиркаларга бирмунча узокрок вакддан кейин, 
масалан, хар бир минутдан сунг солиш керак. Бордию иккинчи пробиркада 
бинафша ёки кдзгиш ранг хосил булса, унда вактини тезлатиш керак, 
яъни хар 15 секундда солиш керак булади. Пробиркалардан биридаги 
сарик ранг узгармай колса, бу крахмал гидролизининг тугаганлигини 
билдиради. Тажриба натижаси куй ид аги жадвачга ёзилади.

Реактивлар: Сулак (сулакнинг дистилланган сув билан 10 марта 
суюлтирилгани); фермент шираси (5-10 грамм унган ёки 5 кунлик дон 
майсалари яхшилаб майд алан ади ва колбага солиниб устига 100 мл дис
тилланган сув куйилади. Яхшилаб аралаштирилиб 30 минут давомида 
к,олдирилади, сунгра фильтрланади Фильтрдан утган суюкдик фермент 
шираси хисобланади. Йоднинг 1% ли эритмаси, крахмалнинг 0,5% ли 
эритмаси.



Пробиркалар 1 2 3 4 5 6 7 8 9
суюкдик ранги хосил 
булган махсулот 
ном и

Сахараза ферментининг активлигини аниклаш
Сахараза (инвертаза) ферменти сахарозани гидролизлаб глюкоза 

ва фруктозагача парчалайди.

< W > n
сахароза

сахараза ̂  С6Н120 6 + С6Н120 6 
НОН

глюкоза фруктоза
Сахараза ферменти купчилик усимликлар таркибида учрайди. Ай- 

никса у ачитки замбуругларида куп булади. Фермент активлигининг 
аникдашда бир к,атор усуллардан фойдаланилади. Булардан бири юкори- 
даги реакция махсулотларининг кдйтарувчанлик хусусиятларига асослан- 
ган булиб, глюкоза ва фруктоза тегишли кислоталаргача оксидланади, 
мис ионлари эса кайтарилади.

Ишнинг бориши. 2 та пробиркага 1 мл дан 0,5% ли сахароза 
эритмасидан солинади. 1 пробиркага 1 мл сув, иккинчисига эса 1 мл са
хараза ферменти ширасидан кушилади ва 15 минут 35°С инкубацияга 
куйилади. Белгиланган вакт тугагач, хар иккала пробиркага 2 мл натрий 
гидроксиднинг 20 % ли эритмасидан ва 5-6 томчи мис сульфатнинг 2 % 
ли эритмасидан кушиб киздирилади. Фермент таъсир килган пробиркада 
кизил чукма х,осил булади.

Реактивлар: Сахараза ферменти шираси, шира ачитки замбуругла- 
ридан олинади. Б унинг учун 5 грамм ачитки чинни ховончада эзилади, 
сунгра унга 5 мл диситилланган сув кушиб эзиш давом эттирилади. 
Ховончага яна 10 мл иссик (60°) сув кушилади ва 10 минут давомида 
эзилади. Бундан сахараза ферменти эритмага утади. Аралашма фильтрдан 
утказилади, фильтрдан фермент шираси сифатида фойдаланилади. Сахаро
занинг 0,5 % ли эритмаси натрий гидроксиднинг 20 % ли эритмаси, мис 
сульфатнинг 2 % ли эритмаси.

Ферментларнинг термолабиллиги
Ферментлар оксил табиатига эга булгани учун, уларнинг мух,им 

характерли хоссаси термолабиллиги, яъни юкори хдроратга  сезгирлигидир. 
Ферментатив жараёнлар 70°С дан юкори хароратда давом эта олмайди,



80-1 (КУС да ферментлар узининг каталитик хоссаларини бутунлай йук,отиб 
куяди, оксил кисми денатурация га учрайди. Хамма ферментлар учун 
муайян бир харорат булиб, бунда фермент юкори активликка эга булади. 
Иссик к;онли хайвонларнинг хужайра ва тукималаридан ажратиб олинган 
купчилик ферментлар учун энг купай харорат 37-40°С дир.

Усимлик таркибидаги ферментларнинг харорат оптимуми 40°-60° 
га тенг булади. Паст (ОР дан паст) хароратларда ферментларнинг активлиги 
пасаяди ёки бутунлай тухтайди. Бирок бунда улар денатурацияга учра- 
майди.

М еюд нинг принципи. Амилаза ферментининг активлигига турли 
шароитдаги хароратнинг таьсири текширилади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар; 50 
мл ли стакан; спиртовка; термостат; муз х,аммоми.

Реактивлар. 1. Суюлтирилган сулак (огиз дистилланган сув билан 
чайиб ташланади, кейин огизга 10-15 мл сув солиб 2-3 минут ушлаб ту- 
рилади ва стаканга солинади). Амилаза ферменти шираси. 2. 1% ли 
крахмалнинг 0,3 % ли натрий хлориддаги эритмаси. 3. Йоднинг калий 
йодцаги эритмаси (1 мл дистилланган сувда 1 г калий йод эритилади, 
эритма хджмини 300 мл га сув билан олиб борилади). 4. Мис сульфатнинг 
(CuSO -5Н20 ) 5 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Учта пробиркага 1-2 мл дан суюлтирилган сулак 
(амилаза) солинади. Биринчи пробиркадаги сулак 2-3 минут кайнатилади. 
Сунгра хамма пробиркаларга 3-4 мл дан крахмал солинади. Биринчи ва 
иккинчи пробирка 15-20 минут 37°С ли термостатга инкубацияга куйилади. 
Учинчи пробирка 15-20 минут муз хаммомига куйилади.

Инкубация дан кейин хар бир пробиркадаги сую клик иккига 
булиниб, пробиркаларга солинади ва А хамда Б катордаги пробиркалар 
деб белгиланади. А катордаги пробиркаларга бир неча томчи йоднинг 
калий йодцаги эритмасидан солинади, Б катордаги пробиркаларга эса 
20% ли натрий ишкоридан 2-3 мл ва 3-4 томчи 5% ли мис сульфат эрит
масидан солиб киздирилади, яъни Троммер реакцияси бажарилади. Таж- 
рибадан олинган натижалар жадвалга ёзилади ва ферментларнинг термо- 
биллиги хакида хул оса килинади.

Пробирка- Фермент Тажриба Субстрат Инкубация А катор Б катор
ларнннг шароити
номери пробиркалари

1 Амилаза Денатурацияга Крахмал 15-20 минут
учраган 37°с
ферментлар
Натив \олат-
даги фермент

2 Амилаза Натив холат- Крахмал 15-20 минут
даги фермент 37°С

3 Амилаза Крахмал 15-20 минут
37°С



Ферментларнинг характерли хусусиятларига уларнинг мухит pH 
нинг узгаришига сезгирлиги киради. Ферментларнинг активлиги pH кдй- 
матига к.араб кескин узгариб туради. pH нинг оптимал киймати турли 
ферментлар учун бир хил эмас. Масалан: pH нинг оптимал киймати 

, пепсин учун 1,5-2,0; сулак амилазаси - 6,8-7,0; трипсин 7,8 га тенг. Куп-
чилик ферментлар нейтрал ёки кучсиз ишкорли ёки кучсиз кислотал и 
реакцияда хаммадан куп активликка эга булади. Ферментлар изоалектрик 
холатда хаммадан катта активликка эга булади. Оптимал активлик зонаси 
доираларда ферментлар заррачалари электр майдонида одатда катодга 
Хам, анодга хам караб харакатланмайди. pH нинг узгариши фермент 
фаолиятини пасайишига ёки бутунлай тухташига олиб келади. Натижада 
ферментнинг актив марказ структураси бузилади.

Реактивлар: 1. 1% ли йоднинг калий йоддаги эритмаси. 2.Крахмал- 
нинг 1% ли эритмаси. 3. Хлорид кислотасининг 0,2 н эритмаси.

, Ишнинг бориши. 8 та пробиркага 1 мл дан дистилланган сув со
линади, сунгра биринчи пробиркага 1 мл 0,2 н ли хлорид кислотаси 
эритмасидан кушилади ва аралаштирилади. Сунгра шу пробиркадаги 
суюкдикдан 1 мл олиниб, 2-пробиркага солинади ва аралаштириб, ундан 
хам 1 мл олинади-да, 3-пробиркага куйилади ва хоказо. 8-пробиркадан 1 
мл олиниб тукиб ташланади. Шундай килиб, хлорид кислотанинг хар 
хил концентрацияси хосил килинади, улар мухитнинг хар хил pH кдйма- 
тига тугри келади. Шундан кейин хар бир пробиркага 2 мл дан 1% ли 
крахмал эритмасидан ва 1 мл дан суюлтирилган сулак эритмасидан куши
лади, пробиркалар чайкдтилади ва 20 минут 37°С да термостатга куйилади. 
Совутилгандан кейин хамма пробиркаларга 1-2 томчидан 1% ли йоднинг 
калий йоддаги эритмасидан кушилади. 5 ва 6-пробиркаларда крахмалнинг 
тула гидролизи руй бергани белгиланади, бу пробиркаларда эритма 

\ мухитининг pH 6,8-7,2 атрофида, шунинг учун амилаза оптимал активликка
эга булади.

Ферментларнинг узига хослиги
Ферментлар биологик катализатор булиб, улар узига хос таъсир 

килиш хусусиятига эга. Уларнинг бундай узига хослиги тирик организм- 
ларга хос булган мухим хусусиятлардан бири хисобланади. Каталитик 
жараёиларда фермент-субстрат комплексининг хосил булиши, фермент
ларнинг оксил молекуласи тузилишига, унинг актив кисмлари билан 
субстратнинг теги шли гурухдари уртасидаги химиявий боглар хосил 
булишига боглик. Хар бир фермент маьлум бир субстратга ёки молекула- 
даги химиявий богнинг маълум типигагина таъсир этади. Шундай килиб, 
ферментларнинг узига хос мохияти, фермент субстратга калит кулфга 
тушгандай мос келиши зарур.



Метод ниш принципа. Амилаза ва сахараза ферментларини турли 
субстратга, яъни крахмал ва сахарозага таъсири текширилади.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар; термос
тат, спирт лампаси.

Реактивлар. 1 .Крахмалнинг 1 %ли эритмаси. 2.Сахарозанинг 2 % 
ли эритмаси. З.Суюлтирилган сулак; Амализа ферменти шираси. 4.Саха
раза (10 г ачитцини 100 мл дистилланган сувда гомогенезация килинади).
5.Натрий ишкорининг 20 %ли эритмаси. б.Мис сульфатнинг 5 %ли эрит
маси.

Ишнинг бориши. Биринчи ва иккинчи пробиркаларга 2-4 мл крах
мал эритмасидан; учинчи ва туртинчи пробиркаларга 2-4 мл суюлтирилган 
сулак (амилаза), иккинчи ва туртинчи пробиркаларга 2-4 мл сахараза 
ферменти солинади, сунгра пробиркаларни чайкатиб, 20 минут 37°С ли 
термостатга инкубация кдлиш учун куйилади. Инкубациядан кейин 1 ва 
2-пробиркаларга 1-2 томчи йоднинг калий йоддаги эритмасидан томизила- 
ди. 3- ва 4- пробиркаларга 2-4 мл натрий ишкорининг 20% ли эритмасидан,
2-4 томчи мис сульфатнинг 5% ли эритмасидан солиб киздирилади. 
Реакция натижалари жадвалга ёзиб, хулоса килинади.

Пробир
калар

номери

Субстрат Фермент Инкубация Йод билан 
хосил булган 

ранг

Троммер
реакцияси
натижаси

1 Крахмал Амилаза 20 мин. 37°С
2 Крахмал Сахараза 20 мин. 37°С
3 Сахароза Амилаза 20 мин. 37°С
4 Сахароза Сахараза 20 мин. 37°С

Ферментларнинг активлигига таъсир 
килувчи моддалар (ингибиторлар ва активаторлар)

Ферментларнинг активлигига реакцион мухитда иштирок этаётган 
бир катор химиявий моддалар х,ам таъсир курсатади. Реакцион мух,итда 
баъзи бир ионларнинг иштирок этиши ферментатив реакция тезлигини 
орттиради. Бундай моддалар активаторлар деб аталади. Активаторлик 
вазифасини купинча Na+, К+, Mg**, Са2+ каби металл катионлари бажаради. 
Ферментатив реакция активлигини пасайтирувчи моддалар ингибиторлар 
дейилади. Ингибиторларга цианидлар, огир металл тузлари мисол була 
олади.

Реактивлар: сулак ёки амилаза ферментининг шираси (солод), 
натрий хлориднинг 0,04 %ли эритмаси, мис сульфатнинг 0,1 %ли эритмаси, 
крахмалнинг 1 %ли эритмаси, йоднинг 1 %ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Уч катор (хар бир каторда 6 тадан) пробирка 
тайёрлаб, хдммасига 1 мл дан сув куйилади. Кейин хар бир каторнинг 
биринчи пробиркасига 1 мл дан амилаза ферменти ширасидан куйилади. 
Пипетка ёрдамида 1-пробиркадаги суюкдик аралаштирилиб, аралашма



2-пробиркага олинади ва яна бир марта аралаштириб 2-пробиркадан
3-пробиркага солинади ва хоказо. Охирги 6-пробиркадан 1 мл ортикча , 
аралашма олиб ташланади. Калган кдторларда хам хущщ шундай килинади.

Биринчи катор пробиркаларига 1 мл сув, иккинчи катор пробирка- 
ларига натрий хлорид тузининг 0,04%ли эритмасидан, 1 мл учинчи катор 
пробиркаларига мис сульфат тузининг 0,1% ли эритмасидан 1 мл куйилади. 
Кейин хамма пробиркаларга 2 мл дан крахмал солинади ва 10 минутга 
40°С инкубацияга куйилади. В акт тамом булгач хамма пробиркаларга 2-
3 томчидан йод томизилади ва активатор хамда ингибиторлар таъсири 
аникданади.

Пероксидаза активлигини аниклаш

Пероксидаза хайвон ва усимлик тукималарида кенг таркалган, 
химиявий табиатига кура гемопротеин булиб, простетик гурухининг 
таркиби темирпорфириндан иборат. Фермент бир катор органик бирикма- 
ларни (феноллар, полифеноллар, ароматик аминлар) водород пероксид 
иштирокида оксидланиш реакцияларини катализлайди.

Методнинг приципи. Пероксидаза бензидинни дифенохинондимин- 
гача оксидланиш реакцияларини катализлайди:

Керакли асбоблар: 25 мл ли колбапар; пипеткалар; спектрофо
тометр.

Реактивлар. 1Лнги кон. 1:1000 суюлтирилади. 2. 1% ли бензидин- 
нинг сирка кислотадаги эритмаси.

НС СН

НС СН НС СН

C=NH+2H О
2

Дефенохинондиимин



Дифенохинондиимин молекуласи бензидиннинг молекуласи билан 
конденцияланиб, кук рангли бирикма хосил килади.

НС СН НС СН

HN=C /  \ С  ---------С \ C=NH

СН

НС СН

C-NH
2

Бензидин куки
3. Водород пероксидининг 3% ли эритмаси. 4. Натрий ишкорининг 

30% ли эритмаси. 5.Эгил спирти. 6. 0,01 н калий перманганатнинг 
эритмаси. 7.Стандарт эритма, 25 мл ли колбага 2 мл 1% ли бензидин 
эритмаси, 3 мл 0,01 н калий перманганатнинг эритмасидан кушилади ва 
10 минут колдирилади, шундан кейин 10 мл 30% натрий ишкорини 
эритмасидан солинади хамда колба белгисигача спирт куйилади. Бу эритма 
фермент активлигини аникдашдан олдин тайёрланади.

Ишнинг бориши. 25 мл колбага 2 мл бензидин эритмаси, 2 мл 3% 
ли водород пероксиди ви 1 мл суюлтирилган кон солинади. Колба чай- 
катилгач, 3 минутдан кейин 10 мл 30 % ли натрий ишкори эритмасидан 
кушилади ва колба яна чайкатилади. Буялган чукма хосил булади, уни 
спиртда эритилгач колба белгисигача спирт кушилади. Текширилаётган 
ва стандарт эритмалардаги рангнинг интенсивлиги спектрофотометрда 
улчанади.

Ферментнинг активлиги куйидаги формула билан хисобланади.
А, ■ 25X
Л, • 5

Бунда ht -  стандарт эритманинг оптик зичлигининг эктенкцияси; 
h2 - текширилаётган эритманинг оптик зичлигининг эктенкцияси; 

25-колбадаги эритманинг хажми, мл; 5 - колбадаги бензидин, водород 
пероксиди ва коннинг хажми, мл.



Глугаматдегидрогеназа (Е-глутамат:НАДФ -  оксидоредуктаза, 
К.Ф.1.4.1.3.) митохондрия нинг ички мембранасига ва матриксига жой- 

1 лашган. Бу фермент -  субстратнинг оксидланиши, водород ажратилиши 
билан борадиган реакцияларни катализлайди. Донордан ажралиб чикадиган 
водород турли акцепторларга кучирилади. Фермент активлигини аникдаш 
НАДФН ни оксидланиш ёки НАДФ+ кайтарилиш тезлиги билан улчанади.

! Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; центрифуга; гомоге
низатор; муз х,аммоми; спектрофотометр; пипеткалар.

Реактивлар. 1. 0,25 М сахароза эритмаси. 2. 0,05 М Na, К -  фос- 
фатли буфер, pH 8,2. 3. 0,5% ли тритон Х-100 эритмаси, Na2K фосфатли 
буферда тайёрланади. 4. 0,25 М сахароза трис -Нс1 буфери, pH 8,2. 5.1fr3 
М ЭДТА эритмаси. 6. 18Х104 М НАДФ эритмаси. 7. 0,75 М глутамин 
кислотасининг эритмаси. 8. Тукима. 

i Ишнинг бориши. Глутаматдегидрогеназанинг активлиги митохонд
рия фракцияларида аникданади. Митохондрияни ажратиш учун 0,5 г ту
кима олинади ва кайчи билан майдаланади. Тукимани гомогенизация 
килиш учун 0,25 М сахарозанинг 0,1 М ЭДТА даги эритмаси ишлатилади. 
Тукиманинг 1:10 нисбатидаги гомогенати тайёрланиб, 1200 айл/мин. да 
10 минут центрифуга килинади. Чукмани ташлаб юборилади, суюкдик 
кисмини 12000 айл/мин. да 10 минут центрифуга килинади. Олинган 
чукма икки марта 0,25 М сахароза эритмаси билан ювилади, шундан ке
йин тритон Х-100 эритмаси билан митохондриянинг мембранаси бузил ади, 
бунинг учун 1 мл тритон Х-100 эритмасидан ва 1 мл митохондрия фрак- 
циясидан олиниб гомогенизация килинади, сунра 20 минут музга куйилади. 
Митохондрия суспензиясини 30 минут 12000 айл/мин. центрифуга килина
ди. Чукма ташлаб юборилади, суюкдик билан глутаматдегидрогеназанинг 
активлиги аникданади.

Фермент активлигини аникдаш учун куйидагича инкубацион 
аралашма тайёрланади (битта намунага мл хисобида):

0,25 М сахароза, трис HCI буфер 0,6 
ЭДТА 0,3
Сув 1,7
НАДФ 0,1

Спектрофотометр кюветасига 2,7 мл инкубацион аралашма ва 0,1 
мл митохондриянинг экстрактидан солинади. Реакция инкубацион 
аралашмага 0,2 мл 0,75 М глутамин кислотасини кушиш билан бошланади. 
Намунанинг оптик зичлиги хдр 15 секундда 1,5-2 минут вакт давомида 
улчанади.

Глутамат дегидрогеназа активлиги (мк мол. НАДФ /мин./ 1 мг ок
сил) куйидаги формула билан хисобланади.



6,22 а
Бунда АЕ-1 минут давомидаги эритманинг оптик зичлигининг 

узгариши; V -намунанинг умумий х,ажми(3 мл); я-намунадаги ок,силнинг 
микдори, мг; 6,22 -кдйтарилган пиридиннуклеотидлар формасининг 340 
нм тулкин узунлигидаги микромолярли экстинция коэффициенти.

Липаза активлигига сафрони таъсири
Сутга озрок, липаза кушилади ва фенолфталеин иштирокида ара

лашма пушти ранг досил килгунча ишк,ор кушилади, кейин 37° ли сув 
хаммомига к.уй ил ганда суюкдик аста-секин рангсизланади. Сафро 
кушилганда рангсизланиш тезлашади. Бу шундан далолат берадики, липаза 
ут кислоталарининг тузлари таъсирида активлашади.

сн2 -  о - с - с17н35
I / О

сн -  о - с - с 17н35 + зн2о
I

сн2 - о - с - с17н35 

сн2- он ноос с17н35
I

------> сн - он + ноос---- с17н35
I

сн2 - он ноос---- с17н35
Глицерин Ёг кислоталари
Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; сув хдммоми. 
Реактивлар. 1. Кайнатилган сут сувда суюлтирилади. 2. Натрий 

карбонатнинг 10 % ли эритмаси. 3. Фенодфталеиннинг 0,5 % ли эритмаси 
спиртда тайёрланади. 4. Сафро. 5. Липаза экстракта -яьни ошкозон 
ости безининг экстракти -  ошкозон ости бези ёгларидан тозаланади, 
майда килиб киркилади ва 5 марта куп сув кушиб х,овончада эзилади. 
Хосил булган экстракт дока оркали фильтрланади.

Ишнинг бориши. Иккита пробиркага 1 мл сут солинади ва 1-2 
томчидан фенолфталеин эритмасидан кушилади. Хар бир пробиркага то 
пушти ранг х,осил булгунча натрий карбонат эритмасидан томчилаб 
кушилади ва айни пайтда 2-4 томчи липаза экстрактидан солинади. 
Биринчи пробиркага бундан ташкари 1-2 томчи сафро кушилади. 
Пробиркалардаги суюкдиклар чайкатилиб, 37°С сув хаммомига куйилади, 
фенолфталеинни сафроли ва сафросиз тажрибалар рангсизланиш вакти 
кузатилади.



Липаза ферменти усимликларда кенг таркалган булиб, айникса 
улар мойли усимликлар уругада куп булади. Унаётган чигит таркибида 
хам липаза ферментининг активлиги энг юкори булади.

Липаза ферменти мойларни ёг кислоталари ва глицерингача 
парчалайди.

СН2 - ОНО - СО - R,СН2 
I

СН - О - СО - r 2 
I

СН20  - СО -R3 
Мойлар

липаза

нон

I
-► сн-он

I
сн,он

Rj - СООН

+ r 2 - СООН

R3 - СООН 
Ёг кислоталариГлицерин

Липаза ферменти таъсирида ёг кислоталарининг микдори ортади, 
шунинг учун фермент активлиги реакцион мухитнинг нордонлигини 
титрлаш усули билан топил ади.

Ишнинг бориши. Липаза ферментини олиш учун 2-3 кунлик бурт- 
ган канакунжут магзидан 2 грамм олиб, чинни ховончада бир хил масса 
хосил булгунча майдаланган шиша ёрдамида эзилади ва 5 мл 0,2 м аце
тат буфер (pH - 4,8) кушиб хажми 100 мл булган колбага куйилади. 
Колбага 2 мл тоза пахта мойи кушиб 2 соатга 40f1C инкубацияга куйилади. 
Бу в акт давомида колбани 3-4 марта яхшилаб чайкатиб турилади. Вакт 
тугагач, колбага 20 мл 96% ли этил спирти ва 20 мл эфир солинади. 2- 
3 томчи фенолфталеин кушиб, 0,1 н калий гидроксида ёрдамида титр
ланади.

Контрол хам худди тажрибага ухшаш тайёрланади, факат инкуба- 
цияга куймасдан дархсш титрланади.

Реактивлар: 2-3 кунлик буртган чигит мапи, ацетат буфер, 0,2М 
эритмаси (рН-4,8) пахта мойи, этил спиртининг 96% ли эритмаси, эфир, 
фенолфталеин, калий гидроксидининг 0,1 н эритмаси.

Уреазани активлигини аниклаш
Уреаза ферменти мочевинани карбонат ангидрид ва аммиакгача

NH2
парчалаиди

С =  О -*• СО, + 2NH,

NH,
Мочевина



Ишнинг бориши. Соя ёки тарвуз уруганинг маге ид ан 5 грамм олиб, 
чинни х,овончада яхшилаб ун косил булгунча эзилади. Сунгра 2 та про
бирка олиб, хдр бирига 1 г соя ёки тарвуз уругининг унидан солинади. 
1-пробиркага 1 мл сув, 2-пробиркага 1 мл мочевинанинг 1% ли эритмаси 
куйилади. Пробиркалар 40" С да 15 минут давомида инкубацияга куйилади.

Кейин дар иккала пробиркага 1-2 томчидан фенолфталеин томизи- 
лади. 2-пробиркадаги мухдт фермент таъсирида хосил булган аммиак 
х,исобига ишкорий мух,ит булиб, пушти рангга эга булади.

Реактивлар: соя ва тарвуз урутари, мочевинанинг 1% ли эритмаси, 
фенолфталеин.

Пепсин ферменти таъсирида оксилларнинг парчаланиши
Пепсин - оксилларнинг меъдада узгаришига сабаб буладиган энг 

мухдм протеолитик фермент булиб, меъда ширасида учрайди. Меъда 
шиллик пардасининг х,ужайралари пепсиноген ишлаб чикаради, пепсино- 
ген меъда ширасидаги хлорид кислота таъсирида актив протеолитик 
фермент -  пепсинга айланади. Пепсин учун оптимал водород ионлари 
концентрацияси pH -1,5-2,5 га тенг булади. Кислотали мух,итда (pH-1,5- 
2,5) у оксилларни гидролитик пептонларгача парчалайди. Пепсин оксил 
молекуласининг ичида, урталарида пептид богаарини узади. Пепсин, асосан 
ароматик аминокислоталарнинг аминогурухлари х,осил килган богларни 
ва Ала-Ала, Ала-Cep каби пепид богларни узади.

Мевда шиллик пардасининг хужайралари пепсиноген ишлаб чика
ради, пепсиногеннинг физиологик шароитларда пепсинга айланиши авто- 
каталик жараёндир. Пепсиногеннинг молекула огирлиги 42500 га, пепсин- 
ники эса 34500 га тенг. Активланиш жараёнида пепсиногендан 6 та 
полипептид ажралиб чикади.

Шундай килиб, хлорид кислота пепсинни таъсир килиши учун 
оптимал шароит яратади. Ундан ташкари бу кислота таъсирида оксиллар 
шишиб, денатурацияга учрайди, натижада уларнинг х,азм булиши осонла- 
шади. Оксилларнинг пепсин таъсирида х,азм булиши фибрин мисолида 
курилади, яъни пепсин таъсирида сувда эрийдиган пептон хосил булади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; сув даммоми; 5 
мл ли пипетка.

Реактивлар. 1.Фибрин. 2. 0,1% ли пепсиннинг 0,2% ли хлорид 
кислотадаги эритмаси. 3. 0,25 % ли хлорид кислотаси эритмаси. 4. 10% 
ли натрий карбонат эритмаси. 5. Мис сульфатнинг 1% ли эритмаси.
6. 10% ли натрий ишкорининг эритмаси.

Ишнинг бориши. Туртта пробирка олиб, биринчисига 4 мл хлорид 
кислота эритмасидан, иккинчисига 4 мл пепсинни хлорид кислотадаги 
эритмасидан, учинчи пробиркага сода билан нейтралланган пепсиннинг 
хлорид кислотасидаги эритмасидан 4 мл, туртинчи пробиркага эса



пепсиннинг хлорид кислотадаги эритмасини кайнатилган ва совутилган 
эритмасидан 4 мл солинади.

Хар бир пробиркага фибриннинг кичик-кичик булакларидан соли
нади, сунгра хамма пробиркалар бир вактда 37-40РС ли сув хаммомига 
куйилади. 30 минутдан кейин реакциялар натижаси текширилади. биринчи 
пробиркада фибрин хлорид кислота таъсирида шишиб кетганлиги кузати- 
лади, иккинчи пробиркада пепсиннинг хлорид кислотасидаги эритмаси 
таъсирида фибрин инкубациядан кейин эриб кетганлиги ни куриш мумкин. 
Учинчи пробиркадаги фибрин узгаришсиз колади, чунки пепсин нейтрал 
мухитда актив холатда булмайди. Туртинчи пробиркадаги фибрин хлорид 
кислота таъсирида букиб колади, чунки кайнатилганда пепсин уз биологик 
Холатини йукртади.

Хамма пробиркалардаги суюкдиклар фильтрланади, хар бир фильт
рат билан биурет реакцияси бажарилади ва олинган маълумотлардан 
хулоса ёзилади.

Тирозиназа ферментининг активлигини аниклаш
Тирозиназа ферменти оксидланиш-кайтаршшш реакцияларини ана

лиз килувчи ферментларга мансуб булиб, усимликлар таркибида кенг 
таркалган. Улар усимлик махсулотларида рангли моддалар меланинларни 
хосил булишида мухим ахаиятга эга.

Реактивлар: картошка, тирозиннинг 0,1 %ли эритмаси (0,1 г тиро
зин 100 мл 0,01 н Na2C03 эритмасида кучсиз киздирилиб эритилади).

Ишнинг бориши. Картошка киргач ёрдамида майдаланиб 2-3 кават 
дока оркдли сикиб шираси олинади. Иккита пробиркага 1 мл дан картошка 
шираси солинади. 1-пробиркага 2-3 томчи сув, 2-пробиркага 2-3 томчи 
тирозиннинг 0,5% ли эритмаси кушилади. Пробиркадаги сую клик яхшилаб 
аралаштирилиб, 60 минут давомида 40°С инкубацияга куйилади. Вакт- 
вак,ти билан 3-4 марта пробиркалар яхшилаб аралаштирилиб турилади. 
Вакт утгач тирозин кушилган пробиркада кора ранг хосил булади. Бу 
ранг тирозиназа ферменти таъсирида тирозиндан хосил булган меланинга 
хосдир.

Ф ос фота за ферментининг активлигини аниклаш
Фосфотаза ферменти усимлик дунёсида кенг таркалган булиб, 

моддалар алмашинуви жараёнида катта ахамиятга эга. Бу фермент гидро- 
л аз алар синфига мансуб булиб, фосфор кислотасининг мураккаб эфирла- 
рини гидролиз килишда иштрок этади.

Рузанинг турли кисмларида учрайдиган фосфотаза ферментлари 
Хар хил мухитда курсатадиган таъсирига караб, «ишкорий фосфотазалар» 
(pH оптимуми 8 дан юкори) ва «Нордон фосфотазалар»га (pH оптимуми
6 дан паст) булинади.



Реактивлар: трис-буфер эритмаси (иловата кдранг), натрий глице- 
рофосфатнинг 0,05% ли эритмаси, трихлорацетат кислотанинг 10% ли 
эритмаси.

Ишнинг бориши. Ундирилган (3-5 кунлик) чигит усимталаридан
1-3 грамм тортиб олинади ва чинни ховончада 1-5 мл, трис - буфер ёрда
мида (рН-5,5 ёки рН-9,0) бир хил масса хосил булгунча эзилади. Хосил 
булган гомогенат минута га 1500-3000 тезликда 10 минут давомида центри- 
фугаданади. Сунгра центрифугатни хажми 10 мл га етказилади. Бу эритма 
фосфотаза ферментининг манбаи хисобланади.

2 та пробирка олиб, хар бирига 1 мл буфер эритмасидан ва натрий 
глицерофосфатнинг 0,05% ли эритмасидан 1 мл дан солинади. Биринчи 
пробиркага фермент эритмасидан 2 мл кушиб 37 °С га сув хаммомига 
30 минут давомида куйилади. Иккинчи пробиркага эса трихлорацетат 
кислотасининг 10% ли эритмасидан 2 мл солинади ва унинг устига 2 мл 
фермент эритмасидан кушилади. Иккинчи пробирка хам сув хаммомига 
куйилади. Вакт тугагач биринчи пробиркага хам трихлорацетат кислота
сининг 10% ли эритмасидан 2 мл кушилади. Сунгра хар иккала пробирка 
10 минут давомида минутига 3000 тезликда центрифугаланади. Центрифу- 
гатда фосфор микдори колориметрик усулда аникданади. Тажриба ва 
контрол пробиркадаги фосфор микдорининг фарки ферментнинг активли
гини курсатувчи белги хисобланади.



VIII БОБ. ВИТАМИНЛАР

Витаминлар - кичик молекуляр огирлигидаги модцалар булиб, ор
ганик бирикмаларнинг турли синфларига киради. Витаминлар - хайвонлар, 
микроорганизмлар, усимликларнинг энг мухим физиологик ва биохимия- 
вий жараёнларида иштирок этади. Уларнинг купчилиги икки компонентли 
ферментларнинг простетик гурухлари - коферментлар таркибига киради.

Организмда кдндайдир витаминларнинг бутунлай булмаслиги авита- 
минозга, яъни бутун организмнинг маълум витаминнинг йуклигига харак- 
терли белгилар билан касаллигига сабаб булади. Купинча витаминларнинг 
кисман етишмовчилиги холлари - гиповитаминозлар учрайди, улар бир- 
ламчи ва иккиламчи булиши мумкин. Витаминлар хдцдан ташкари куп 
истеъмол килинганда организмнинг интоксикацияси руй беради, бу гипер- 
витамииозлар деб аталади.

Хозирги вактда айрим витаминлар ва уларнинг хиллари уттизга 
я кин. Витаминлар овкатнинг турли компонентларига боглик булишига 
караб, факат эрувчашшги асосида, иккита катта гурухга; сувда эрийдиган 
ва ёгда эрийдиган витаминларга булинади.

Ёгда эрийдиган витаминлар гурухига А, Д, В ва К витаминлар 
киради.

Сувда эрийдиган витаминлар гурухига В - витаминлар гурухи: В( 
-тиамин, В2 -рибофлавин, РР -никотинамид, В6 -пиридоксин, Н - биотин, 
пантотинат ва параминобензоат кислота, холин, инозит, фолат кислота, 
В]2 -цианкобаламин, В15 -пангамат кислотаси: С витамин (аскорбат кис
лота); Р витаминлар киради.

Ёгда эрийдиган витаминлар. Бу гурух витаминларга А, Д, В, К 
гурухидаги витаминлар ва бошкалар киради. Витаминлар, хар бир гурухига 
химиявий тузилиши як,ин булган ухшаш биологик таъсир курсатувчи 
катор бирикмалар киради. Мае алан, А витамин гурухдда Аг А2 витаминлар 
ва бошкалар; Е витамин гурухида 4 та витамин булади: Д витамин гурухида 
уларнинг сони 10 га якин.

A iypyx витаминлари
А витамин хайвон тукималарида, айникса, жигарда куп микдорда 

булади. Усимликларда А витаминнинг узи мутлако булмайди, лекин 
уларнинг таркибида хайвон организмида А витаминига айланадиган, унинг 
провитамини -  ёгда эрийдиган сарик рангли бирикма-каротинлар учрайди. 
Каротинлар туйинмаган рангли углеводлар -каротиноидлар оиласига 
киради. Улар хайвонлар ичагининг шилимшик пардасида парчаланиб, А 
витаминига айланади, сунгра жигарда тупланади.

Овкатда А витамин булмаганда авитаминозлар учун характерли 
белгиларни, яъни усишининг тухташи, кузнинг пардаси куриб колиши, 
ксерофталмия ва сунгра унинг юмшаб, некротик емирилиши - кератомма- 
ляция пайдо булганлигини кузатиш мумкин. А витамин биологик мембра-



наларнинг структура компонентлари хисобланади, жигарда оксил биосин- 
тезини стимуляция килади, мукополисахаридларнинг синтезида иштирок 
этади, суяк тукималарининг тараккиётида ва ёруншкни сезиш жараёнла- 
рида иштирок этади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар.
Реактивлар. 1. Балик ёги. 2. Хлороформ. 3. SbCl3 туйинган (33% 

ли) эритмаси. 4. Концентрланган сульфат кислота.
Ишнинг бориши. 1. Сурма (Ш) хлорида билан реакцияси. Пробирка

га бир неча томчи балик, ёгидан солиниб, 2 мл хлороформда эритилади 
ва 2 мл туйинган сурма (III) - хлоридининг эритмасидан кушилади. 
Реакция натижасида хосил булган махсулот кук рангга эга булади.
2.Сульфат кислотаси билан реакцияси. Пробиркага 3-4 томчи балик 
ёпздан солинади, 20-25 томчи хлороформда эритилади ва 1 томчи 
концентрланган сульфат кислота кушиб чайкатилади. Натижада кук ва 
бинафша ранг хосил булади.

Умумий карши ноидларни аниклаш
Умумий каротиноидаар Рачевский методи билан аникданади.
Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив, пипеткалар; чинни 

идиш; 40° С сув хаммоми, бюретка.
Реактивлар. 1. Кон зардоби ёки усимлик материали. 2. Спирт.

3. Петролейин эфири.
Ишнинг бориши. Булувчи воронкага 0,1 мл к,он зардоби ва 2 мл 

спирт солинади ва аралаштирилади, сунгра 2 мл петролейин эфиридан 
кушиб, чайкатилади ва 2 мл сувни томчилаб икки каватга ажралиш хо
сил булгунча томизилади. Сунгра сувли кдват тулик; ажратиб ташланади 
ва петролейин-эфирли кдват хажми аник 2 мл га олиб борилади. Кейин 
ана шу эритма микробюреткага солинади-да 40°С сув хаммомига куйилган 
чинни идишга томчилаб томизилади. Томчилар идишда буялган халка 
Хосил булгунча кушилади. Буялган халка хосил булганда чукмадаги ка- 
ротинларнинг микдори 0,05 мкг га тенг булади. Бюреткадаги петролейин- 
эфиридан канча хажм кетганлиги хам белгилаб олинади. А гарда халка



х,осил булиши учун 0,5 мл эфирли эритма сарфланган булса, унда 100 мл 
ион зардобидаги умумий каротинларнинг сони куйидагича булади:

0,05 - 2 - 1 0 0
0,5 • 1,0 = 200 мкг (0,2 мк%)

Д iypyx витаминлари
Д гурух, витаминлари (Калыдафероллар) химиявий тузилишига кура, 

стеороидларга ухшаш бирикмалар булиб, табиатда куп таркалган, био
логик активлиги энг юкори булган витаминлар (Д2 ва Д3)дир.

Эргастерол ва холестерол ва Д3 витаминларнинг провитамини 
хисобланади. Хдйвон организмидаги витаминлар ультрабинафша нурлари 
таъсирида стероллардан синтезланади. Организмда Д витамини етишмаса 
рахит касаллиги пайдо булади. Чунки суяк тукималарида фосфор ва 
кальций алмашинувини бузади. Бунда ошкозон-ичак йулларида кальций 
ва фосфорнинг сурилиши бузилади. Натижада суякда анорганик тузлар 
етишмаганлигидан у юмшайди ва уз шаклини йукотади.

Эргостерин нурланганда бир катор стерин изомери хосил булади. 
Улардан бири кальциферол рахитга карши кучли таъсир этади.

СН-СН2-С Н ,-С Н 2-СН -СН 3

СН 3

НО

Д витамин (Холекальциферол)

D гурух витаминларининг рангли реакциялари

Реактивлар. 1.Анилин. 2.Концентрланган хлорид кислотаси. 3.SbCl3 
нинг 21-23% ли хлороформдаги эритмаси. 4.Сирка ангидрида. 5.Витамин- 
лаштирилган балик мойининг 10% ли хлороформдаги эритмаси. б.Бром- 
нинг хлороформдаги эритмаси.

Ишнинг бориши. 1 мл балик мойига 4-5 мл анилин билан 0,5 мл 
концентрланган хлорид кислотаси кушилади. Эмульсия сарик, рангта 
утади, киздирилади ва у кизил рангта киради.

Сурма (III)- хлорид билан реакцияси. Курук пробиркага 3-6 мл 
балик ёганинг хлороформдаги эритмасидан солиб, 8-10 томчи сирка



ангидрида ва шунча микдорда SbCl3 нинг хлороформдаги эритмасидан 
кушилади. Сую клик сарик ёки тук; сарик рангни х,осил килади.

Бром билан реакцияси. Пробиркага 8-10 томчи балик ёга солинган 
х,олда 4 -8 томчи бромнинг хлороформдаги эритмасидан кушилади. Бир 
канча вактдан сунг яхши фаркданувчи яшил ёки кук-яшил ранг х,осил 
булади.

£  витамини (Токофероль)

Табиатда токофероллар (Е витамини) куп булиб, бисшогик а*а- 
миятга эга булганлари a, g ва - токофероллардир.

Уларнинг х,аммаси хроман тузилишининг бензол халкасида метил 
ва гидроксил гурухдари х,амда ён шох-фитол гурух,ини сакдайди.

СН3

СН, СН3 СН3
I I I

СН- (СТЩз - СН - (СН^з - сн - сн3

сн3
а-Токоферол

Е витамини усимликлар таркибида, айникса маккажухори, гуза, 
бугдой, наматакда учраб, уларнинг яшил кисмларида х,амда уруг куртагида 
куп булади. Е витамини купайиш витамини деб аталади. Е витамини 
сувда эримайда. У иссикка айникса, чидамли, шунингдек, кислоталар 
таъсирига х,ам чидамли, осон аникданади ва ультрабинафша нурлар таъ- 
сирида бузилади. Бу уз навбатида эркак ва ургочи х,айвонларнияг жинсий 
аъзоларида турли патологик узгаришларга сабаб булади. Хайвонлар 
организмида Е витамини етишмаса, оксил, ёг ва углеводлар алмашинуви 
бузилади. Е авитаминозининг характерли белгиларидан бири таргил чи- 
зикди мускулларда кузатиладиган дистрофия х,одисасидир. Бунда мускул- 
ларнинг чизикдари йуколади, толалари ингичкалашади, емирилади ва 
нобуд булади, натижада улардаш моддалар алмашинувида х,ам маълум 
бузилишлар руй беради. Е-витамини купгина бирикмаларни оксидланиб 
кетишдан сакдайди ва антиоксидантлар сифатида ишлатилади.

Е витаминининг рангли реакциялари
1. Нитрат кислотаси билан реакцияси.
Методнинг принципи. Е витамини концентрланган нитрат кисло

таси билан узаро таъсир этиб, яъни а -токоферолдан 0 -токоферилхинон 
х,осил булади, натижада бу бирикма кизил рангни беради.



О-токоферилхинон
Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар; сув 

хдммоми.
Реактивлар. 1.Концентрланган нитрат кислота. 2. Е витаминнинг 

ёвдаги эритмаси. 3. Дистилланган сув.
Ишнинг бориши. Иккита пробиркага 2-3 томчи Е витаминининг 

ёгааги эритмасидан солинади. Биринчи пробиркага 1-2 мл дистилланган 
сув, иккинчи пробиркага шунча микдорда концентрланган нитрат кисло- 
тасидан кушилади. Иккала пробирка х,ам кайнаб турган сув хдммомида 
10 минут киздирилади. Нитрат кислотаси солинган пробиркадаш витамин
нинг ёгсш кавати кизил ёки сарик-кизил рангга буялади.

2. Темир хлорид билан реакцияси. Токофероллар темир хлорид 
билан оксидаанади, яьни темир -III - хлориди темир -II -хлоридгача 
кдйтарилади, темирни П валентли иони билан ортофенантропин комплекс 
Fe (C]2Ĥ N2)32+ ионни хосил килади, шунинг натижасида эритма кизил 
рангга буялади. Токофероллар темир хлорид билан оксидаанганда пиран 
х,алкаси узилиб у -оксиалкилхинон х,осил булади.

СН3 СН3

СН3 СНз
а- токоферол у- оксиалкилхинон
Реактивлар. 1. Е витаминнинг ёвдаги эритмаси. 2. 0,2% ли темир 

хлориднинг спиртдаги эритмаси. 3. 05% ли ортофенантролиннинг спирт- 
даги эритмаси.



Ишнинг бориши. Пробиркага 1-2 мл Е витаминнинг ёгдаги эритма- 
сидан солиб, 1 мл ортофенантролин эритмасидан ва томчилаб темир 
хлориднинг эритмасидан кизил ранг х,осил булгунча кушилади.

К витамини
Организмда К витамини етишмаса, тери остита ва мускуллар орасига 

к,он куюлади (геморрагиялар) ва коннинг ивиш тезлиги пасаяди. К 
витаминнинг етишмаслиги асосан, к,онда протромбин микдорининг 
камайиши билан характерланади. К авитаминозда коннинг ивишида 
иштирок этадиган яна бир нечта оксилнинг жигарда синтези тухтайди. 
Агарда К авитаминозли х,айвонларга витамин берилса кон плазмасида 
протромбин микдори ортади ва геморрагик х,одисалар йуколади. К 
витаминлар х,айвон организмида синтезланмайди. Микроорганизмлар ва 
усимликларда синтезланади. Улар айникса, беда, исмалок,, карам 
баргларида куп булади.

О

К4 витамин (2-метил-3-фитил-1,4-нафтахинон)
К гурух,га кирадиган витамиилар 2 метил-1,4 нефтохинонлар 

х,осиласидир.

К витаминнинг сифат реакциялари
Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар.
Реактивлар. 1. 0,1% ли викасолнинг спиртдаги эритмаси. 2. К ви- 

таминининг синтетик анологлари. 3. Цистеиннинг 0,25 % ли эритмаси.
4. 10 % ли натрий ишкорининг эритмаси. 5.. Диэтилмелон эфирининг 
1% ли эритмси. 6. Калий гидроксидининг 1%ли эритмаси. 7. Анилин.

1) Цистеин билан реакцияси. Пробиркага 1 мл 0,1% ли викасолнинг 
спиртдаги эритмаси солинади. Сунгра 2 томчи 0,25% ли цистеин эрит
масидан ва 2 томчи 10% ли натрий гидроксидининг аралашмасидан 
кушилади. Натижада сарик; ранг з̂ осил булади.

2) Диэтилмелон эфири билан реакция. Пробиркага 2 мл 0,1% ли 
викасолнинг спиртдаги эритмасидан солинади ва 0,5 мл 1% ли диэтилмалон 
эфиридан ва 0,1 мл 1% ли калий гидроксидидан аралаштирилади. Реакция 
натижасида бинафша-кизил ранг хосил булади.



3) Анилин билан реакция. Пробиркага 2 мл 0,2% ли 2-метил 1,4- 
нафтахиноннинг спиртдаги эритмасидан ва 1 мл анилин эритмасидан 
солиб аралаштирилади. Аралашма кизил рангга киради.

+H*N

Анилин
О ОН

СН,

2-метил-З-фенил-амино
-1,4 нафтахинон (кизил рангли)

2-метил-1,4 дис- 
ксинафталин

Сувда эрийдиган витаминлар

Сувда эрийдиган витаминлар гурух,ига В витаминлар комплекси, С 
ва Р витаминлари киради. Бу бирикмаларнинг таркиби ва хоссалари дар 
хил булиб, уларнинг умумий биологик роли ухшашдир, улар моддалар 
алмашинуви ферментлари системаларида кофермент вазифасини бажаради.

В, витамини

Бу витамин (Тиамин) таркибида олтингугурт (грекча тио) ва 
аминогурухди саклайди, шунинг учун тиамин деб аталади. Bt витамини 
авитаминозининг энг характерли ва узига хос белгилари: полиневрит, 
юрак фаолиятининг бузилиши, сув алмашинуви бузилиши, меъда-ичак 
йулининг секретор функциясининг бузилишидир.

Вг витамини х,айвон тукималарида асосан эркин ^олда булмай, 
балки тиамин пирофосфат куринишида учрайди. Ичакдан сурилиб утган 
эркин витамин тукималарда фосфорланиб, тиаминпирофосфат шаклини 
^осил килиб, пироузум кислотанинг декарбоксилланишини катализ



кллувчи карбоксилаза ферментининг коферменти-кокарбоксилазани 
ташкил килади.

,NHj

Н,С

С - СН, - № С-СН,
О О

С-СВ, -СН2- О - Р - О - Р =0
I I
он он

Тиаминпирофосфат (кокарбоксилаза)

Bj витамини усимликларда кенг тарк,алган (тозаланмаган гуруч, 
нухат уни ва бопщалар). Bt витамин ачиткиларда жуда куп булиб, буларда 
тиамин пирофосфат эфир шаклида учрайди.

Хайвонлар организмида Bt витамини жигарда, буйракда, юрак 
мускул и ва мияда х,аммадан куп микдорда учрайди.

Bj витаминнинг сифат реакцияси. Тиамин диазобензол-сульфокисло- 
тасининг таъсирида бирикма х,осил кдлиб, бу бирикма пушти ёки сарик,- 
пушти рангта эга булади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар.
Реактивлар. 1. Суг. 2. Bj витаминнинг 0,001% ли сувдаги эритмаси.

3. Натрий гидроксидининг 5% ли эритмаси. 4. А-эритма (100 мл колбада
0,9 г сульфокислотаси 9 мл концентрланган хлорид кислот ада эритилади 
ва колбанинг белгисигача сув солинади. Эритма коронга идишда сакда- 
нади. 5. Б - эритмаси (натрий нитратнинг 5% ли эритмаси). 6. Диазореак
тив (бу реактив тажрибадан олдин тайёрланади), 50 мл хажмдаги колбани 
музли хаммомга урнатилади, 1,5 мл А - эритмасидан 7,5 мл хажмда Б- 
эритмасидан томчилаб солинади ва 15 минутдан кейин ишлатиш мумкин.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2 мл натрий гидроксидидан ва 3 мл 
диазореактив эритмасидан солинади. Хосил булган аралашмага 24 мл 
сут к,ушилади. Натижада пробиркада сарик-пушти ранг хосидл булади.

В2 витамини

В2 витамин (рибофлавин) -организмда оксидааниш-кайтарилиш 
жараёнларида иштирок этадиган ферментларнинг актив гурухлари 
таркибига кириб, субстратлардан водород атомининг цитохром системага 
ёки молекуляр кислородга кучирилипшни таъминлайди. Бу ферментлар 
органик кислоталар, аминокислоталар ва бошк,а бирикмаларнинг оксид- 
ланиш реакцияларини катализлашда иштирок этади.

В2 витаминнинг асосини диметилизоаллоксазин ташкил этиб, 
риботал спиртининг к,олдиги билан богланган, шунинг учун рибофлавин 
ёки 6,7 - диметил - 9 (1-d- рибитил) - изоалпоксазин деб аташ мумкин.



Рибофлавин усимлик ва х,айвон мах,сулотларида кенг таркалган. 
Рибофлавин авитаминози буйнинг усишдан тухташи, терининг яллигла- 
ниши-дерматит, куз мугуз пардасининг васкуляризацияланиши (куз мугуз 
пардасида кон томирларини усиб кетиши), соч тукилиши, томир уриши- 
нинг сийракланиши, нерв системасининг фалажланиши билан намоён 
булади.

Рибофлавиннинг сифат реакциялари

Рибофлавиннинг кдйтарилиши. Рибофлавин осон оксидланади ва 
к,айтарилади. У водород билан кайтарилганда рангсиз бирикма - лейко- 
флавин *осил булади, оксидданганда эса рибофлавинга айланади.

С Н 2 - ( С Н О Н ) з  - С Н 2ОН

Рибофлавин (В2 витамин)

НС N С=0 II
О

Рибофлавин Лейкофлавин
Реактивлар. 1.Рибофлавиннинг 0,015 % ли эритмаси (кора рангга 

буялган идишларда сакданади). 2.Концентрланган хлорид кислота. З.Рух 
метали.

Ишнинг боршии. Пробиркага 1 мл рибофлавиннинг эритмасидан 
олинади ва 10 томчи концентрланган хлорид кислотаси ^амда рух мета- 
лининг булакчаси кушилади, сунгра пробирка тиклн билан беркитилади. 
Ажралиб чиккан водород витамин билан реакцияга киришиб, уни кайта- 
ради ва эритмани рангини узгартиради (сарик,, кизил ва пушти), кейин 
рангсизл анади.

Кумуш нитрат билан реакцияси. Рибофлавиннинг нейтрал ёки 
кучсиз кислотали эритмасига (pH 6,5-7,2) кумуш нитрат таъсир эггирилса, 
х,осил булган бирикма пушти ёки кизил рангда булади.



Реактивлар. 1 .Рибофлавиннинг 0,015% ли эритмаси. 2.Кумуш 
нитратнинг 0,1% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 1 мл рибофлавиннинг эритмасидан 
солинади ва 0,5 мл кумуш нитрат эритмасидан кушилади. Натижада 
пушти ёки кизил ранг *осил булади.

В5 витамшш

Никотин кислота ёки унинг амиди антапеллагрик витаминидир. 
Никотин кислота сув ва спиртда яхши эрийдиган кристаллик ок моддадир.

СООН CONH,

Никотин кислота Никотин кислота амиди

Организмда В5 витамини (рр витамини, никотинимид) етишмаса 
дерматитлар, меъда-ичак фаолиятининг бузилишига ва огиз хдмда тил 
шиллик пардалари яллигланишига, нерв фаолиятини издан чикишига 
олиб келади. Бу витамин ачиткиларда ва бугдой кепагида, мол ва чучкдлар- 
нинг жигарида анча куп булади. Усимликлар ва баъзи микроблар, шунинг- 
дек, баъзи хайвонлар (каламушлар) х,ам В5 витаминларини синтезлай олади.

Никотин кислота, унинг амиди, моддалар алмашинувида мухдм 
роль уйнайди. Тукиманинг нафас олишини катализлайдиган бир канча 
кофермент гурухдарининг (НАД, НАДФ) таркибида никотин кислота 
амиди киради.

В5 витамининиш сифат реакциялари

Мис ацетати билан реакцияси. Никотин кислота, сирка кислотал и 
шароитда мис тузларининг таъсирида, кук рангли никотин кислотанинг 
мисли тузини хосил килади.

Реактивлар. 1.Никотин кислотасининг 0,75 % ли эритмаси. 2.Сирка 
кислотасининг 15% ли эритмаси. 3. Мис ацетатнинг 5 % ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 2 мл никотин кислотасининг эритма
сидан с олиб, унга 1 мл 15% ли сирка кислотасининг эритмасидан куши
лади ва кдйнагунча клздирилади, шундан кейин 1,5 мл мис ацетат 
эритмасидан солинади. Пробиркада аввал х,аво ранг лойк,а, сунгра кук 
чукма никотин кислотасининг мисли тузи хосил булади.



Мис никотинати

Натрий гидросульфит билан реакцияси. Никотинамидга гидро
сульфит таъсир этганда сарик, рангли 1,4 дигидропиридин никотин амидли 
х,осиласи павдо булади.

СН СН2

НС с-сащ не с-саш2
+NaHSa,------► +2NaS04+S02

НС
N NH
Никотин амид 1,4-дигидропиридин

Никотинамид х,осиласи

Реактивлар. 1.Никотин кислотаси ёки никотин кислотасининг 
амиди (кукун х,олатда). 2.Натрий гидрокарбонатнинг 10% ли эритмаси.
3. Натрий гипосульфитнинг (Na2S20 4-2H20 ) 5% ли эритмаси (ишлатиш 
олдидан тайёрланади).

Ишнинг бориши. Пробиркага никотин кислотаси ёки унинг амиди- 
нинг кукунидан солинади ва 1-2 мл натрий гидрокарбонат эритмасидан 
аралаштирилади, кейин 1-2 мл натрий гипосульфит эритмасидан кушилади. 
Пробиркадаги сую клик сарик, рангда булади.

С витамини

С витамини L - аскорбинат кислота деб аталади. L - аскорбинат 
кислота сувда яхши эрийди. L - аскорбинат кислота ва унинг дегидро 
шакли водород атомларини, яъни электронлар билан протонларни олишга 
х,ам, беришга х,ам кодир булган оксидланиш-к,айтарилиш системасини 
х,осил килади.

Аскорбинат кислотасининг дегидро шакли жуда чидамсиз бирик- 
малар дикетоглюконат кислот ага айланиши кдйтмас жараён булиб, оксид- 
ланиб парчаланиш билан тугалланади. С витамин оксидловчилар иштиро- 
кида нейтрал ёки ишк,орий мухитда киздирилганда жуда тез парчаланади.



HOC 
I

HOC 
I

HC 
I

HO-C-H

1
о

J
-H,

-H,C

c=o
I
c=o
I

HC —

СООН
I

+H20  C=0 Оксида аниш
О

CH2OH
L - аскорбат 

кислота

I
но-с-н

I
сн2он

L - дегидро- 
аскорбат 
кислота

с=о
I

нс-он
I

но-с-он
I

СН2ОН
L - дикето- 

глюконат 
кислота

СООН 
I

СООН 
* Оксалат 

СООН 
I

н-с-он
I

но-с-н
I

сн2он
L-треонат
кислота

С витамин усимликларда ва купчилик х,айвонлар (одам, маймун 
ва денгиз чучкасидан ташкари) да синтезланади. Сут эмузувчиларнинг 
жигарида 25 мг % ва буйракларда 12 мг % С витамини булади. Хайвон 
организмида С витамини етишмаса оксиллар алмашинувининг бузилиши, 
ошкозон-ичак тракти ва нафас олиш йулларини турли касалликларга 
чидамсизлиги, ички органларда кон талашлар ва тишларнинг тушиб кети- 
ши каби х;оллари вужудга келади.

С вигам инн иш сифат реакциялари

Метилен куки билан реакцияси. Аскорбат кислотаси метилиен 
кукини рангсиз бирикмагача кайтаради (лейкоформасига), узи оксидланиб 
дегидроаскорбат кислотани х,осил килади.

Реактивлар. 1. Метилен кукининг 0,01% ли эритмаси. 2. Натрий 
карбонатнинг 5% ли эритмаси. 3. Картошка ёки карам шарбати.
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Дегидроаскорбат кислота

Ишнинг бориши. Пробиркага янги тайёрланган картошка ёки карам 
шарбатидан 1-2 мл солиб, 1-2 томчи метилен куки эритмаси х,амда 2-3 
томчи натрий карбонат эритмасидан кушиб киздирилади. Натижада кук 
ранг интенсивлиги камаяди.

Калий феррицианид K3Fe(CN)6 билан реакцияси. Аскорбат кисло- 
таси оксидланиб, калий феррицианид K3Fe(CN)6 ни то калий ферроцианид 
K3Fe(CN)6 гача кдйтаради ва уч валентли темир иони билан кислотали 
шароитда темир -(Ш)-гексоцианоферроат Fe [Fe(CN)6]3 ни, яъни Берлин 
зангорисини *осил килади.

Реактивлар. 1.Картошка ёки карам шарбати. 2.Калий феррацианид- 
нинг 5% ли эритмаси. 3. Калий ишкорининг 5% ли эритмаси. 4. Темир- 
(III) хлориднинг 1% ли эритмаси.
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Ишнинг бюриши. Пробиркага 1 мл картошка ёки карам шарбатидан,
2 томчи калий ишкори ва шунча микдор калий феррицианид эритмасидан 
солиб чайкдтилади. Сунгра 6-8 томчи 10% ли хлорид кислотаси ва 1-2 
томчи темир - (III) - хлориднинг эритмасидан кушилади. Натижада кук 
ёки кук-яшил чукма Берлин зангорисини хосил килади.

Озика махсулотларида С витамининиш микдорини аникдаш

С витамини - хайвон ва одам рационининг энг мухдш таркибий 
кисми хисобланади. Куйида усимлик махсулотларида С витаминининг 
микдори курсатилган (мг, %).

Укроп 135 Лимон 40
Карам 30 Янги картошка 35
Кук пиёз 60 Сабзи 5
Кора смородина 300 Наъматак (мевасида) 3000 
Озика махсулотларида аскорбат кислотасининг микдорини аникдаш 

учунг сукштирилган кислоталарда С витамини экстракция кллинади (кис- 
лотали шароитга чидамлидир). Сунгра 2,6-дихлорфенолиндофенолнинг 
эритмасидан олиб титрланади. Экстракт таркибида аскорбат кислотаси 
булса, 2,6-дихлорфенолиндофенолни кдйтаради.

Экстрактдаги хамма аскорбат кислоталар оксидланиб булгандан 
кейин 2,6-дихлорфенолиндофенол кдйтарила олмайди ва эритма кизил 
рангга буялади (яъни, нейтрал шароитда 2,6-дихлорфенолиндофенол кук 
рангга, кислотал и шароитда эса кизил рангга эга). Титрлаш учун кетган 
2,6-дихлорфенолиндофенолнинг микдорини ва унинг нормаллигини аник- 
лаб, махсулотдаги аскорбат кислотасининг микдори хисобланади.

Керакли асбоблар: микробюретка; 25 ва 100 мл ли колбалар; 1 ва 
10 мл ли пипеткалар; ховонча; тарози; воронка; фильтр к,огози.

Реактивлар. 1.Хлорид кислотасининг 25% ли эритмаси. 2. 2,6-ди
хлорфенолиндофенолнинг 0,001 н эритмаси. 3. Картошка, карам.

Картошка таркибида С витаминини аникдаш. 5 г картошка х,овон- 
чада 16 мл хлорид кислот ас ид ан кушиб эзилади. Ховончада хосил булган 
суюкдик колбага солинади ва фильтрланади. Фильтрат 2,6-дихлорфенолин
дофенол эритмаси билан пушти ранг хосил булгунча титрланади. 100 г 
картошка таркибида С витамини микдорини куйидаги формула билан 

хисобланади.
Y _ 0,088 а  100 

5
Бу ерда: X - 100 г махсулотдаги С витамин микдори, мг; 0,088 - 

аскорбат кислотасининг микдори булиб, бу 1 мл 2,6-дихлорфенолиндо
фенол эритмасига тугри келади, мг; а - титрлаш учун сарф булган 
дихлорфенолиндофенол эритмасининг хажми; 5 - текширувдаги махсулот- 
нинг огирлиги, г.
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Аскорбат кислота 2,6 дихлориндофенил
(оксида анган формаси)

Крахмалдаги С витаминининг микдорини аникдаш. 2 г карам ховон- 
чада 10 мл сирка кислотаси билан эзилади, хосил булган экстракт фильтр- 
ланади. Фильтратдан 3 мл олиб колбага солинади ва 2,6-дихлорфено- 
линдофенол эритмаси билан пушти ранг хосил булгунча титрланади. 
100 г карам таркибидаги С витаминнинг микдори (X) куйидаги формула 
билан аникданади:

v  0,088 а  10 100
Л  — --------------------------------------------

3
Бу ерда: 10-сирка кислотали экстрактнинг хажми;
а - титрлаш учун сарф булган, 2,6- дихлорфенолиндофенол 

эритмасининг хажми;
3-титрлаш учун олинган экстракт микдори.
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Дегидроаскорбат 2,6-дихлорфенолиндофенол
кислота (кайтарилган формаси)



P-витамин активлигига эга булган моддаларга фенол табиатли би- 
рикмалар киради. Буларга рутин, геспередин, кварцетин ва бошкалар 
киради. Булар усимлик гуллари ва меваларида куп микдорда учрайди.

Ишнинг бориши. 2-5 грамм лимон пустлогадан олиб чинни х,овон- 
чада шиша кукунлари ёрдамида спирт билан бир хил масса хосил булгунча 
эзилади. Масса рангсиз булгунга кадар спиртнинг оз-оз порцияси билан 
ювилади. Фильтрат спирт ёрдамида 50 ёки 100 мл *ажмга етказилади. 
Кейин аралашмадаги спирт Вюрц колбасида ажратилади. Колба тагидаги 
колдик, (3-5 мл) чинни косачага куйилади ва спирт сув хаммомида тулик, 
хайдалади. Кейин косачага 3-5 мл сув куйиб колдик эритилади. Сувли 
эритма билан куйидаги реакциялар килинади.

1. Пробиркага 1 мл эритма олинади ва унга 4-5 томчи темир хло
рид эритмаси томизилади ва яшил ранг х,осил булади.

2. Пробиркага 1 мл эритма олинади. Унинг устига эх,тиёткорлик 
билан пробирка девори буйлаб 1 мл концентрланган сульфат кислота 
куйилади. Икки суюкдик уртасида сарик, рангли айлана хосил булади.

Реактивлар: лимон меваси, этил спиртнинг 80% ли эритмаси, те
мир хлориднинг 1% ли эритмаси, сульфат кислотанинг концентрланган 
эритмаси.



IX БОБ. ОРГАНИК КИСЛОТАЛАР

Органик кислоталар усимликлар таркибида учрайдиган бошкд му- 
х,им бирикмалар - углеводлар ва оксиллар каби жуда кенг тарцалган 
моддалар хисобланади. Улар усимликларнинг уруга, барги, илдизлари, 
гули ва меваларида учрайди. Нордон мевалар таркибида органик кисло
талар эркин х,олда ва кисман нордон тузлар сифатида учрайди. Баъзи 
усимликлар масалан, ровоч, откулокнинг баргларида ва поясида эркин ор
ганик кислоталар ёки уларнинг нордон тузлари куп тупланади. Усимлик
ларнинг турли кисмларида органик кислоталар турли микдорда учрайди.

Уругда улар 0,5%га якинни ташкил килса, барг ва меваларда 8- 
12% ни ташкил килади. Улар айникса ловия, лимон усимликлари тар- 
кибида куп тупланади.

Усимликлар таркибида учрайдиган органик кислоталар микдори 
усимлик тури, тупрок-икдим шароити ва бошка факторлар таъсирида 
узгариб туради. Масалан, минерал угатлар, айникса унинг нитрат форма- 
лари усимлик таркибидаги органик кислоталар микдорининг ортишига 
сабабчи булади. Амалий ах,амиятга эга булган органик кислоталарга 
цитрат, малат, оксалат ва сукцинат кислоталарни мисол килиб курсатиш 
мумкин. Купчилик к,ишлок, хужалик ма^сулотларининг сифати уларнинг 
таркибидаги органик кислоталар микдори билан белгиланади.

Органик кислоталарни усимликлар таркибидан ажратиб олиш улар
нинг сувда, спиртда ва эфирда эришига асосланган. Органик кислоталарни 
ажратиб олишнинг энг кулай усули минерал кислоталар билан нордонлаш- 
тирилган эфирда экстракция килишдир.

Усимликларнинг умумий кислоталилигини аниклаш

Усимликларнинг умумий ёки титрланувчи кислоталилигини аник- 
лаш, улардан ажратиб олинган сувли экстрактлар таркибидаги барча эр
кин органик кислоталар ва улар тузларини ишкор билан титрлашга 
асосланган. Буига маълум индикаторларни куллаш билан эришилади. 
Одатда, титрлаш натижаси шу объектда куп учрайдиган асосий органик 
кислотанинг фоиз микдори билан ифодаланади.

Ишнинг бориши. Усимлик материалидан (барг, мева, ypyF ёки 
бошка органлар) 10-20 г тортиб олинади ва чинни *овончада 2-10 мл 
сув куйиб шиша кукунлари ёрдамида бир хил масса х,осил булгунча эзи- 
лади. Хосил булган масса 50 мл сув ёрдамида х,ажми 200 мл ли улчов 
колбага куйилади ва дистилланган сув билан чизикдача тулдириб 1 соатга 
колдирилади. В акт тугагач экстракт фильтр ид ан 50 мл олиб, х,ажми 100 
мл ли колбага куйилади. Колбага бир неча томчи фенолфталеиннинг 
спиртли эритмасидан кушиб, уювчи натрийнинг 0,1 Н эритмаси билан
оч пушти ранг *осил булгунча титрланади. Агар фильтрат рангли булса 
тимолфталеин билан титрлаш яхши натижа беради. Бунда кук ранг хосил 
килгунча титрланади. Рангли фильтрларни фенолфталеин билан х,ам 
титрласа булади, бирок пушти ранг хосил булгунча эмас, балки умуман



ранг узгаргунча я шил ёки рангсиз булгунча титрланади. Нейтраллаш 
пайтида рангнинг узгариши якдол куринади. Рангли экстрактларни худди 
шундай х,ажмда фильтрат куйилган ва фенолфталеин томизилган ёнма- 
ён турган колба билан таккослаб титрлаш тавсия килинади.

Агар фильтрат х,аддан ташкдри тук рангли булиб, уларни рангининг 
узгаришига караб титрлашни иложи булмаса, унда рН-метрлар ёрдамида 
титрлаш мумкин. Потенциометрик титрлаш pH га тенг булганда тухтати- 
лади. Текширилаётган усимлик материалининг умумий кислоталилиги 
(нордонлиги) 100 г курук. усимлик материалини титрлаш учун сарфланган
0,1 Н иищорнинг микдори билан ёки шу мах,сулот таркибидаги куп мик- 
дорда учрайдиган органик кислотанинг миллиграмм микдори билан 
ифодаланади.

v а т к-т
Н -  50

А'-текширалаётган усимлик материалининг кислоталиги, % - 
х,исобида, а-титрлаш учун сарфланган 0,1 Н уювчи натрийнинг микдори, 
мл; Т- титрга тузатма. V - умумий экстракт х,ажми, мл. 50 титрлаш учун 
олинган фильтрат микдори мл. Н-усимлик материалининг в аз ни, г. К- 
куп учрайдиган органик кислота буйича хдсоблаш коэффициенти.

Мисол. 20 г усимлик материалининг экстракта 200 мл га етказилди. 
Титрлаш учун 50 мл тиник фильтрат олинди. Бунга 3,5 мл ишкор сарф- 
ланди. Ишкорнинг титри 0,9900 га тенг. Кислоталик манат кислотаси 
буйича аникданди. Унда юкоридаги формула куйидаги куринишга эга 
булади.

Z  = 3,50 0,9900 200 0,0067 100 = Q 
20,0 • 50

Реактивлар. Уювчи натрийнинг 0,1 Н эритмаси, фенолфталеин 
индикатори (1 г фенолфталеин 60 мл этил спиртида эритилиб, сув билан 
етказилади).

Цитрат кислотани аникдаш

Цитрат кислота усимликларда кенг таркалган трикарбон гурухди 
органик кислота хисобланади. Цитрат кислота усимлик мевалари ва 
баргларида тупланади. У айникса, 1уза баргларида куп учрайди. Узбекис- 
тонда гуза баргларидан цитрат кислотани ажратиб олиш академик О.Со- 
диков томонидан ишлаб чикллган.

Ишнинг бориши. Усимлик материалларида цитрат кислотали шира- 
ларни куйидагича ажратилади. Усимлик материалидан 50-100 г (куругидан 
5-10 г) олиб чинни х,овончада бир хил масса х,осил булгунча эзилади ва 
хджми 250 мл булган колбага куйилади, унинг устига 100 мл дистилланган 
сув кушилади. Сунгра сульфат кислотанинг 20% ли эритмасидан 10 мл 
(1:10) куйилади ва 15-30 минутга колдирилиб, умумий х,ажми дистилланган 
сув билан 200 мл га етказилади. Колбадаги аралашма яхшилаб чайкдтилади



ва 2 соатга колдирилади. В акт тамом булгандан сунг фосфорвольфромат 
ёки метафосфат кислотанинг 5%ли эритмасидан 5-10 мл кушилади, ара- 

| лаиггириб центрифугаланади ёки фильтрдан курук улчовли (250 мл ли)
j колбага утказилади. Умумий х,ажми дистилланган сув билан чизиккача
I олиб борилади.

Цитрат кислота микдорини аниклаш
Юк,оридаги ишда тайёрланган фильтрат ёки центрифугатдан 50 

1 мл олиб, хджми 200 мл ли колбага куйилади ва 5 мл калий бромид тузи-
! нинг 30% ли эритмасидан, 10 мл сульфат кислотанинг сув билан 1:1
! нисбатида аралаштирилган эритмасидан кушилади. Аралашма яхшилаб
I чайкатилади ва яна уни устига 20 мл калий перманганат тузининг 5% ли

эритмасидан кушилади. Колба мурили шкафда 10 % минут колдирилади. 
Агар реакция натижасида хосил булган кунгар рангли марганец (П)-ок- 
сид чукмасининг ранги йукола бошласа, тажриба такрорланиб, калий 
перманганат эритмасидан купрок олиш тавсия килинади. Реакциянинг 

\ охирида ортикча оксидловчи модда темир (П)-сульфат оксиднинг туйинган
эритмасидан 20 мл к,ушиш билан рангсиз холгача кайтарилади. Реакция 
натижасида хосил булган пентобром ацетатни чукмага тушириб олиш 
учун колба 12-18 соатга совитгичда колдирилади. Сунгра фильтрдан ут- 
казилиб, фильтрдаги чукма муздай сув билан сув нейтрал холга келгунча 
(метилоранж ёрдамида) 3-4 марта ювилади. Яхши ювилган чукма оппок 
ёки бир оз рангли куринишга эга булади.

Пентабромацетат чукмаси олдиндан массаси аникданган чинни 
тегельга солинади ва сульфат кислота куйилган эксикаторда куритилади. 
Куритилган чукма тигельда тортилиб, ундан тигель огарлиги айрилса, 
чукма огирлиги маълум булади. Пентабромацетатнинг 1 мг ми 0,483 мг 
цитрат кислотага тугри келади.

Реактивлар. Калий бромиднинг 30%ли эритмаси, сульфат кислота
нинг 48 % ли эритмаси, калий перманганатнинг 5% ли эритмаси, темир 
(II) -сульфатнинг туйинган эритмаси.

Сукцинат кислотани аниклаш

Бу кислота дастлаб кахрабо таркибидан ажратиб олинганлиги учун 
унга шу ном берилган сукцинат кислота купчилик усимликлар таркибида 
учрайди. У айникса пишмаган меваларда куп булади.

Ишнинг бориши. 5-10 г курук усимлик материали чинни ховончада 
майдаланади ва 4 мл сульфат кислотанинг сув билан аралашмасидан 
(1:4) кушилади. 1,5-2 соат утгач х,овончага сувсизлантирилган натрий 
сульфатдан 4-5 грамм кушилади ва яхшилаб бир хил гомоген масса хо
сил булгунча эзилади. Аралашма, хажми 200 мл булган колбага куйилади 
ва унга 100 мл эфир кушилади. Колбани огзи махкам (герметик равишда) 
беркитилиб 15-30 минут давомида механик тебратгич асбобида чайкати
лади. Сунгра эфирли аралашма булувчи воронкага куйилади ва уни ус-



тига 100 мл сув кушилади. Воронка вакти-вакти билан чайкатилиб тури- 
лади. 30 минут утгач органик кислоталар утган сувли фаза ажратиб оли- 
нади. Сув таркибидаги эфир колдикдари бугаантириш йули билан ажрати- 
лади. Сувли аралашма уй ^ароратигача совитилади ва хажми 200 мл 
булган улчов колбага куйилади хамда дистилланган сув билан чизик,- 
гача етказилади, аралашмадан 100 мл олиб, хажми 200 мл ли колбага 
куйилади ва 1 Н барий ишкори эритмаси билан нейтралланади хамда 1 
мл барий хлориднинг 10% ли эритмасидан кушилади. Кейин колба кайнаб 
турган сув хаммомида 10 минут давомида киздирилади. Бунда колбага 
Хаво совитгичи уланган булиши керак. Сунгра колбадаги аралашма чинни 
косачага куйилади ва сув хаммомида кдйнок, холатгача буглантирилади. 
Чинни косачада колган куюк аралашма 20 мл сув ёрдамида эритилади 
ва 80 мл этил спирта к,ушиб 1-2 соатга колдирилади. Вак,т тугагач Бухнер 
воронкаси оркали спирт ажратилади. Фильтрда колган чукма эса сув 
билан ювилиб колбага куйилади. Аралашма кайнаб турган сув хаммомида 
Киздирилиб колган спиртдан тозаланади, сунгра колбани киздиришни 
давом эттириб, аста-секин калий перманганат тузининг 5% ли эритмасидан 
тургун кизил ранг хосил булгунча кушилади.

Аралашма кайнаб турган сув хаммомида киздирилиб к,олган спирт
дан тозаланади, сунгра колбани киздиришни давом эттириб, аста-секин 
калий перманганат тузининг 5% ли эритмасидан тургун кизил ранг хосил 
булгунча кушилади.

Аралашма сульфат кислота ёрдамида нордонлаштирилиб ортикча 
перманганат водород пероксида ёрдамида йукотилади.

Хосил булган эритма чинни косачага куйилади ва сув хаммомида 
10-15 мл колгунча буглантирилади. Сунгра 5 г сувсизлантирилган натрий 
сульфат тузидан кушиб 1-2 соатга колдирилади. Кейин когоз пакетларга 
солиниб сокслет аппарата ёки колбада диэтил эфир билан 1 соат давомида 
экстракция килинади. Кейин эфир хайдалади ва 20 мл дистилланган сув 
кушиб 0,1 Н уювчи калий билан фенолфталеин ёрдамида титрланади. 
Бунда 1 мл сарфланган ишкор 5,9 мг сукцинат кислотага тенг булади. 
Сукцинат кислота микдори куйидагича аникданада.

а - 5 , 9 - К - 100
с ■ V

Х-сукцинат кислота микдори, мг % да: а-титрлаш учун сарфланган 
уювчи калийнинг микдори, мл; V- текширилаётган материалдан ажратиб 
олинган аралашма хажми, мл; ^-анализ учун олинган аралашма, мл; С- 
текширилаётган материал массаси, г.

Реактивлар: сульфат кислотанинг сув билан аралашмаси (1:4); 
сувсизлантирилган натрий сульфат тузи, диэтил эфир, барий ишкорининг 
1Н эритмаси, барий хлориднинг 10%ли эритмаси, этил спиртининг 96% 
ли эритмаси, калий перманганат тузининг 5 %ли эритмаси, сульфат кис
лота (зичлиги 1,84) водород пероксида, уювчи калийнинг 0,1 Н эритмаси.



X БОБ. ГОРМОНЛАР

Гормонлар биологик актив органик моддалар каторига кириб, улар 
асосан махсус чикариш йуллари булмаган эндокрин безлар ёки ички 
секреция безларида (грекча endo - ички ва krinen ажратаман деган суз- 
лардан олинган) ишлаб чикарилиб, гуморал йул билан бошка тукималар 
етказилади.

Гормонларнинг баъзи вакиллари модда алмашинувини бошкариб 
турса хам, хайвон гормонларининг купчилиги автоном хужайра системала- 
рининг ишини химиявий алока йули билан бир бутун организм фаолияти 
сифатида бошкаради.

Ички секреция безларига: калконсимон без; калконсимон олди 
безлари ёки паратиреоид безлар; буйрак усти безлари; меъда ости бези
- унинг маълум кисмлари; жинсий безлар; уругцон ва тухумдонлар; гипофиз 
ёки мия ортиги; букок бези киради.

Ички секреция безлари функцияси бузилганда тур л и касалликлар 
пайдо булади. Улар айрим безлар функциясининг зурайиб кетиши натижа
сида гармонии ортикча ишлаб чикариш (гиперфункция) ёки активлиги 
сусайиши натижасида кам ажратишига (гипофункция) га богаик-

Химиявий тузилиши, табиати ва таъсир усулига караб гормонларни 
куйидаги уч гурухга булиш мумкин.

1.Стероид гормонлар. 2.Аминокислоталар хосиласи булган гор
монлар. 3. Пептид ва оксил табиатли гормонлар.

Кдлконсимон без энг мухим эндокрин безларининг биридир. Одамда 
калконсимон безнинг огирлиги - 25-30 г атрофида булади. Калконсимон 
без, асосан, тироксин гармони ишлаб чикариб, у таркибида туртта йод 
атомини тутади.

Калконсимон безга характерли булган оксил тиреоглобулин булиб, 
бу оксилнинг молекуляр огирлиги 600000 га тенг булиб, гормон хосса- 
ларига эга.

Калконсимон безда гормон ишлаб чикарилишининг бузилиши на
тижасида бир катор касалликлар келиб чикдци. Безнинг функцияси пасай- 
ганда гормон кам микдорда ишлаб чикарилиб, организмда гипотиреоз 
холати пайдо булади. Бундай холларда организмда микседема ва кретинизм 
касалликлари келиб чикдци. Калконсимон безнинг кенг таркалган эндемик 
формаси - букок булиб, бу касалликнинг асосий белгиси калконсимон

Калконсимон без гормонида йодни очиш реакцияси

Тироксин, 3,5’,5’,5, - тетрайодтиронин



безнинг вдддан ташкари катталашиб кетишидир (гипертрофия). Буцок, 
пайдо булиши ташки му^итда (тупрокда, сувда, усимликларда, озик,- 
овкатларда) йод етишмаслиги билан боглик,. Агар калконсимон безнинг 
функцияси ортиб кетса, гипертиреоз х,олати руй беради. Тиреотоксикоз 
касалликларида модцалар алмашинуви тезлашганидан организмнинг озиб 
кетиш х,оллари руй беради, тебранувчан булиб колади, юраги тез-тез 
уради. Тиреотоксикоз х,олатида калконсимон безда йод алмашинуви 
тезлашиб, безнинг кондан йодитни ютиш кучаяди.

Калконсимон без гормонлари моддалар алмашинувининг *амма 
турларига таъсир курсатади. Кондаги тероксин микдори гипофизнинг 
тиреотроп гармони томонидан катъий тартибга с олиб туради. Кондаги 
тероксин микдори билан гипофизнинг тиреотроп функцияси тескари 
(реципрок) алокада булади. Унда тероксин микдори купайиб кетса, 
теротроп гормони чикарилиши камаяди, аксинча, тироксиннинг микдори 
камайса, гипофиз гормони купрок. х,осил булиб, калконсимон безни сти- 
муляциялайди, натижада тироксин анчагина сарф булади ва унинг кондаги 
микдори ортади. Бу жараёнларга марказий нерв системаси гипоталамус 
оркали узининг регуляцияловчи таъсирини курсатади.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; пипеткалар; стакан; 
сув ^аммоми.

Реактивлар. 1) Тиреоидин таблеткаси (битта таблеткадаги 0,1 г 
масса таркибида 0,17-0,23 мг йод мавжуд). 2) Суюлтирилган нитрат кислота 
(1:1). 3) Калий йодатнинг (К103) 10% ли эритмаси. 4) Хлороформ.

Ишнинг бориши. Тиреоидин таблеткаси майдаланади ва х,осил 
булган кукуни пробиркаларга солинади. Шундан кейин 2 мл нитрат 

кислотасидан кушиб, кдйнаб турган сув х,аммомида 3-4 минут киздирилади. 
Кейин пробиркани совутиб, 2 мл калий йодат эритмасидан кушиб, бир 
неча марта чайкатилади ва пробирка стакандаги сувга солиб совитилади. 
Бир неча минутдан кейин 1-1,5 мл хлороформли пастки каватни пушти- 
бинафша ранг эгаллайди. Бу ранг х,осил булишининг сабаби гидролиз 
натижасида пайдо булган йодит кислотани калий йодат эркин х,олдаги 
йодгача оксидлайди:

5Ш + KJ03 + HN03 --------> 3J2 + KN03 + 3H20
Хлороформ каватидаги йод пупгги-бинафша ранг х,осил килади.

Буйрак усти безининг мия кавати гормонлари

Буйрак усти безининг мия кавати адреналин ва норадреналин 
гормонларини ишлаб чикади.

ОН
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Норадреналин

Адреналин ва норадреналин бир хил биологик таъсирга эга, улар
нинг таъсири факдт микдор жих,атдан фаркданади. Бу гормонларнинг 
энг MyxjiM биологик функцияси кон босимини оширишдан иборат. Норад- 
реналиннинг бу таъсири адреналинникига Караганда кучлирок-

Адреналин организмда углеводлар алмашинувига кучли таъсир кур- 
сатади ва моддалар алмашинувини кучайтиради. Адреналин жигар гликоге- 
нининг парчаланишини кучайтириб, конда глюкоза микдорини купай- 
тиради.

Адреналин - жуда чидамсиз модда, у осон оксидланиб, кайтарувчан- 
лик хусусиятини намоён килади. Масалан, у кумуш нитрат эритмасидан 
кумуш металлигача кайтариш хусусиятига эга. Адреналин нейтрал ва 
ишкорий шароитда осон оксидланади. Адреналиннинг оксидланиш натижа- 
сида хосил булган махсулотлар (дегидроадреналин, адренохром ва бош- 
калар) организмдаги оксидланиш жараёнларида иштирок этади.

Адреналиннинг сифат реакциялари

1.Темир-Ш-хлорид билан реакцияси: адреналинга темир хлорид 
эритмасидан кушилганда, яшил ранг хосил булади, бунда адреналиннинг 
пирокатехин халкаси темир хлорида билан яшил рангли комплекс бирикма 
хосил кдлади. Пирокатехин х,ам шундай реакция беради.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан шатив; 1,2 мл ли пипеткалар.
Реактивлар. 1 .Адреналиннинг 0,01% ли эритмаси (ампулада) 2.Те- 

мир-Ш-хлориднинг 3%ли эритмаси. З.Пирокатехиннинг 0,05% ли эритмаси.
Ишнинг бориши. Биринчи пробиркага 1-2 мл сув, иккинчи пробир- 

кага 1-2 мл адреналин эритмаси, учинчи пробиркага 1-2 мл пирокатехин 
эритмасидан солинада. Сунгра хамма пробиркаларга 2 томчидан темир 
хлориднинг эритмасидан кушилади. Адреналин, пирокатехинли пробирка- 
ларда яшил ранг хосил булади.

2. Калий йодат (КЮ3) билан реакцияси. 1. Адреналиннинг 0,01% 
ли эритмаси. 2. Калий йодатнинг 1% ли эритмаси. 3. Сирка кислотасининг 
10% ли эритмаси.

Ишнинг бориши. Пробиркага 0,5 мл адреналиннинг эритмасидан 
олиб унга 1 мл 1%ли калий йодат хамда 10 томчи 10% ли сирка кисло
тасининг эритмасидан кушилади. Натижада кизил-яшил ранг хосил булади.



Буйрак усти безлари пустлок кавагиниш гормонлари

Буйрак усти безларининг пустлок кавати ёгларда эрийдиган бир 
цанча мухим гормонларни ишлаб чикаради. Пустлок, каватидан олинган 
экстракт таркибида 34 дан ортик стероид аникданиб, шулардан бир неч- 
таси гормон активлигига эга, кдлганлари гормонлар синтезида иштирок 
этадиган оралик, бирикмалар, баъзилари эса таъсир этувчи моддаларнинг 
парчаланиш махсулотларидир. Булар асосан циклопентанопергидрофенан- 
треннинг тетрациклик структурасига эга булиб, яъни стероидлар холесте
рин, ут кислоталари, провитаминлар, жинсий гормонлар учун хам умумий- 
дир, шунинг учун бундай моддалар кортикостероидлар деб аталади. Мине
рал кортикоидлар электролит ва сув балансига жавоб беради, бунга 
асосан дезоксикортикостерон киради. Углевод ва оксил алмашинуви регу- 
ляциясига жавоб берувчи глюкокортикоидларга альдостерон, кортизон, 
кортизол гормонлари киради. Бу безнинг функцияси пасайганда, кон 
зардобида Na+, Cl , бикарбонат ва глюкозанинг камайиши, мускулда Na+ 
ни камайиши, К+ ва сув микдорининг ортиши, зардобда К+ ва азотнинг 
ортиши холлари кузатилади. Жигар ва мускулда гликоген микдори 
камаяди. Сийдик билан Na+, Cl' ва бикарбонат чикдрилиши купайиб К+ 
ва умумий азот чицарилиши камаяди.

СН2ОН СН2ОН

С=0 С=0
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Кортизоннинг с и фаг реакциялари

1. Фенил гидразин сульфат билан реакцияси.
Кортизон карбониль гурухд хисобига фенил гидразин билан гидро

зон ва озазонни х,осил килади.
Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; 1,10 мл ли пипет- 

калар, сув х,аммоми.
Реактивлар. 1 .Фенилгидразин сульфат эритмаси: 0,1 г фенилгидразин 

100 мл 50% ли сульфат кислота эритмасида эритилади. 2. «Кортизон- 
ацетат» препарата. 3. Метил спирта.

Ишнинг бориши. 1 мг кортизон-ацетат 1 мл метил спиртида эритилиб 
5 мл фенилгидразин эритмасидан кушилади ва сув хаммомида киздирилади. 
Бир неча минутдан сунг сарик ранг х,осил булади.

2. Фелинг реактиви билан реакцияси. Кортизон мис тузларини 
мис оксидигача кайтариш хусусиятига эга.

Реактивлар. 1. Кортизон-ацетат препарати. 2. Фелинг реактиви.
1. 500 мл колбада 34, 64 г мис сульфат (CuS04-5H20) эритилади ва кол
ба белгисигача дистилланган сув кушилади. 2. 500 мл колбага 173 г сег- 
нет тузини солиб 200-250 мл дистилланган сувда эритилади, сунг унга 
100 мл 50% ли натрий ишкори эритмасидан солиб, хажми сув билан 
колба белгисигача етказилади. Реактивни кулланишдан олдин тенг хажмда 
биринчи ва иккинчи эритмалардан олиб аралаштирилади.

Ишнинг бориши. Пробиркага 10 мг кортизон-ацетати солиб, 1 мл 
метил спиртида эритилади ва 1 мл Фелинг реактивидан кушилади, сунгра 
сув хдммомида киздирилади. Натижада кизил чукма -мис оксиди хосил 
булади.

Ошкозон ости бези гормони - инсулин

Ошкозон ости бези гормони - инсулин - Лангерганс оролчаларининг 
Р - хужайраларидан ишлаб чикарилади. Организмда инсулин етишмай 
колганда, конда канд микдори камаяди (гипергликемия) ва организмдан 
кандни сийдик билан бирга чикиб кетиши ортади, бу х,одиса глюкозурия 
деб аталади, окибатда диабет деб аталадиган касаллик келиб чикади.

Кристалл холдаги инсулиннинг молекуляр огарлиги 36000 га тенг 
булиб, иккита полипептид занжиридан иборат: А (21 та аминокислота 
колдига) ва Б (30 та аминокислота колдига бор). Бу полипептид занжир- 
лари дисульфид боглари оркали богланган. Инсулиннинг биологик ах,а- 
мияти шундан иборатки, у гликоген синтези учун шароит яратиб беради.

Инсулиннинг сифат реакциялари. Инсулин хамма оксилларга хос 
булган биурет ва олтингугурт тутувчи аминокислоталарга хос реакциясини 
беради.

Керакли асбоблар: пробиркалар билан штатив; 1,2 мл ли пипет- 
калар; спирт лампаси.



Реактивлар: 1. Инсулин эритмаси (ампулада). 2. Натрий ишкори- 
нинг 10% ли эритмаси. 3. Мис сульфатнинг 1% ли эритмаси. 4.К,ургошин 
ацетатнинг 0,5% ли эритмаси.

1. Биурет реакция. Пробиркага 1-2 мл инсулин эритмасидан соли
нади. Кейин тент хажмда натрий ишк,ори эритмаси ва 1-2 томчи мис 
сульфатнинг эритмасидан кушилади. Натижада бинафша ранг хосил 
булади.

2. Олтингугурт тутувчи аминокислоталар учун реакция. Пробиркага
1-2 мл инсулин эритмаси ва тенг хажмда натрий ишкори эритмасидан 
солиб кайнагунча киздирилади. Сунгра 2-3 томчи кургошин ацетат эритма
сидан кушиб клздирилади. Натижада пробиркада к,ора чукма хосил булади.



XI БОБ. К.ОН

Кон артериялар, веналар ва капеллярда доимо айланиб турадиган 
| сую клик булиб, турли мураккаб физиологик функцияларни бажаради:
{ ЬОрганлар ва тукималарни кислород билан таъминлайди ва ажралиб
[ чиккан карбонат ангидридни олиб кетади. 2. Озик моддаларини ичакдан
I тукималарга ва органларга етказади. 3. Моддалар алмашинувидаги охирги

мах,сулотларни чикдриш органларига, (упка, буйрак ичак, тери) ташийди.
’ 4. Коннинг регулятор функдияси-них,оятда мухим булиб, у осмотик босим-
I ни, му^итнинг pH доимийлиги, кислота-иищор мувозанатини сакдаб туриш,

гормонлар, витаминлар, минерал моддалар транспорти, сув х,амда иссикдик 
алмашинуви жараёнларини тартибга солиб туради. 5. Хдмоя функциясини 
бажаради.

Кон хайвон организмининг умумий массасини тахминан 8-10 %ини 
ташкил килади. К,он -плазма ва шаклий элементларидан: эритроцитлар, 
лейкоцитлар ва тромбоцитлардан тузилган.

К,он таркибига оксиллар, ёглар, углеводлар, моддалар алмашинуви- 
нинг турли оралик, махсулотлари, гормонлар, витаминлар, ва минерал 
тузлар киради. Тукимадаги моддалар алмашинувининг бузилиши коннинг 
таркибини узгаришига олиб келади Шунинг учун организмнинг сопгомлиги 
Коннинг таркибий кисмларини микдорий анализ килиб билинади.

Кон зардобининг оксил фракцияларини аникдаш

Кон зардоби оксил фракцияларини экспресс-метод билан аникдаш, 
оксилларни турли концентрациядаги фосфатли эритмалар билан чукти- 
ришга асосланган. Маьлум оксил фракциялари эритмаларининг оптик 
зичлиги фотоэлектроколориметр ва спектрофотометр билан аникданади.

Оксил фракцияларини аникдашнинг экспресс-методи, маьлум ша- 
роитда озикданаётган хайвонларнинг оксил алмашинувидаги узгаришини 
билиш учун ишлатилади.

Керакли асбоблар: бюретка; пипеткалар, пробиркалари билан шта
тив, цилиндрлар; колбалар, фотоэлектроколориметр ёки спектрофотометр.

Реактивлар. 1. Асосий эритма: - бу эритмани тайёрлаш учун 226,8г 
КН2Р04 олиб, 400 мл 33,5 NaOH тутган эритмада тулик эритилади. Ке
йин эритма хона х,ароратигача совутилиб, хажми дистилланган сув билан 
500 мл га етказилади.

2. Биринчи эритмани тайёрлаш учун асосий эритмадан 92,6 мл 
(ёки 123,5 г) олиб, 100 мл ли колбага солинади ва дистилланган сув 
билан колба белгисигача етказилади. 3. Иккинчи, учинчи, туртинчи эрит
мани тайёрлаш учун асосий эритмадан 100 мл колбаларга 75 ,0 мл (100 
г), 50,8 мл (78,5г) ва 48,7 мл солиб, хажми сув билан колбанинг белгиси
гача етказилади.



Ишнинг бориши. 1. Олтита пробирка олиб, уларни 0,1,2,3,4, 5 ра- 
камлари билан белгиланади. 2. О ракдмли пробиркага 10 мл дистилланган 
сув, 1, 2, 3, 4 номерли пробиркаларга 5 мл дан суюлтирилган фосфат 
эритмаларидан (1,2,3,4 -  эритмалардан), 5- пробиркага 0,5 мл к,он зардоби, 
0,75 мп дистилланган сув ва 3,75 мл асосий фосфат эритмасидан солинади.
3. 5-пробиркадаги сую клик аралаштирилади, сунгра шу пробиркадан 
1,2,3,4 пробиркаларга 0,5 мл дан, 0 ракамли пробиркага 1 мл аралашмадан 
солинади ва пробиркалар чайкатилади. 4. 15 минутдан кейин 1,2,3,4 
пробиркалардаги эритмаларнинг оптик зичлиги фотоэлектроколориметрда
- кизил ёругаик фильтри билан аникданади. 0 ракамли пробиркадаги 
эритма контрол сифатида ишлатилади. 5. 1,2,3,4- пробиркаларидаги ара- 
лашмаларнинг оптик зичлиги аникдангандан кейин, оксил фракциялари 
х,исобланади. Биринчи пробиркадаги аралашманинг оптик зичлигидан 
иккинчи пробиркадаги аралашманинг оптик зичлигини айириб ташланади. 
Оптик зичликларнинг фарки, альбумин ни нг оптик зичлигига тугри келади. 
Иккинчи пробиркадаги аралашманинг оптик зичлигидан учинчи пробир
кадаги аралашманинг оптик зичлиги айириб ташланади. Бу фарк, альфа- 
глобулинларнинг оптик зичлигини курсатади. Учинчи пробиркадаги ара
лашманинг оптик зичлигидан туртинчи пробиркадаги аралашма оптик 
зичлиги айириб ташланади. Бу оптик зичликларнинг фарки b - глобулин- 
ларнинг оптик зичлигини курсатади. Сунгра 1 ва 4-пробиркалардаги 
аралашмаларнинг оптик зичлигининг фаркдари кушилади ва йигиндисини 
100 % деб олиб, хар бир ок,сил фракциясини нисбий фоизи хисобланади. 
Хдр бир фракция грамм-фоизи хисобланади. Бунинг учун умумий ок- 
силларнинг микдори рефрактометрия метода билан топилади. Оксилларни 
умумий микдорини 100 % деб олиб, хар бир оксил фракцияларни нисбий 
фоизидан, фракцияларни абсолют фоизи хисоблаб топилади.

Сигир кони зардобидаги оксил фракцияларининг тахминий хисоби

ОПил
фракциялари

Пробир-
качар

номери

Оптик
зичлик

Оптик
жчликлар-
пингфарГй

Нисбий,
%

Абсолют,
%

□ш зарцобцдаги 
)мумий оВшшаршгаг 

мийори, %

Альбуминлар 1 0,685 0,364 53,14 4,65
а  -глобулин 2 0,321 0,049 7,15 0,65

р-глобулинлар 3 0,272 0,082 11,97 1,05

Y-гаобушшлар 4 0,190 0,190 27,74 2,48

Йипщцдш 1,468 8,76



К,он, сийдикда глюкоза микдоршшнг ортотолуидин 
реактиви билан аниклаш

Методнинг принципи. Кислотани мухщда юкори хдрорат таъсирида 
глюкоза билан О-толуидин кук-яшил комплекс х,осил килади, бу рангнинг 
интенсивлиги глюкозанинг концентрациясига богаик, оптик зичлиги 
спектрофотометр билан улчанади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; 1,2 мл ли пипетка- 
лар, центрифуга, спектрофотометр; сув хдммоми.

Реактивлар. 1 .Ортотолуидин реактиви: 0,15 г тиомочевинани 94 
мл сирка кислотасида эритилади ва 6 мл ортотолуидин кушилади. Бу ре
актив холодильникда сакданади. 2. Трихлорсирка (5 %ли) кислотасининг 
эритмаси. 3.Глюкозанинг стандарт эритмаси, 100 мг %; бу эритмани тай- 
ёрлаш учун, 100 мг глюкозани 100 мл колбага солиб, 0,2% бензой кисло
тасининг эритмасида эритилади. Бу реактив холодильникда сакданади.

Ишнинг бориши. Центрифуга пробиркасига 0,9 мл 5% ли трихлор
сирка кислотаси солинади ва 0,1 мл кон ёки сийдик кушилади. Пробирка 
чайкатилади ва 2500 айл/минутда 10 минут центрифуга кдлинади. Сунгра 
тиник суюкликдан 0,5 мл олиб пробиркага солинади *амда 4,5 мл орто
толуидин ре актив идан кушилади. Пробиркалар тикин билан беркитилади 
ва 8 минут кайнаб турган сув х,аммомида олиб турилади.

Шундан кейин пробиркалар совутилади ва спектрофотометрда 630 
нм тулкин узунлигида улчанади. Бу билан бир вактда контрол ва стандарт 
намуналар билан х,ам шундай иш олиб борилади. Контрол намунани 
тайёрлаш учун 0,5 трихлорсирка кислота ва 4,5 мл ортотолуидин 
реактивидан кушилади. Стандарт намуна тайёрлаш учун коннинг урнига 
0,1 мл глюкозани стандарт эритмаси олинади ва тажриба намунасига ух- 
шаб иш олиб борилади. Контрол ва стандарт намуналар центрифуга ки- 
линмайди.

Глюкозанинг концентрацияси юкори булган х,олларда, айникса 
сийдикнинг анализида, намунани 2 ёки 10 мартагача дистилланган сувда 
суюлтирилади. Олинган натижани суюлтириш сонига купайтирилади.

Глюкозанинг микдори куйидаги формула билан х,исобланади.
р

С1 -  Г 1 on
'-'on ~  ^ cm р  МГ % глюкоза.

Бу ерда: ст
С̂ - пробиркадаги глюкозанинг концентрацияси, мг % да;
Сст - стандарт намунадаги глюкозанинг концентрацияси, мг % да;
Еоп - намуна оптик зичлиги;
Еста - стандарт намунанинг зичлиги.



Кальций организмда жуда му^им роль уйнайди. У купрок, суяк ту- 
кималарида фосфорли, карбонатли, фторли бирикмалари хдлида учрайди. 
Суяк тукималарида унинг концентрацияси камайиб кетса, кон оркали 
яна таъминланиб тур ил ад и. Кон зардобидаги кальцийнинг тахминан 40 
фоизи альбуминлар билан богланган мураккаб комплекс бирикмалар 
холида учрайди. Кальций икки валентли катион булиб, нерв системасининг 
кузгалувчанлигини камайтиради,. актомиозинни, АТФ азани, лецитиназани 
активлаштиради хамда дегидротаза, депептидаза ва бошка ферментларни 
тормозлайди, коннинг ивишига х,ам таъсир этади.

Кон зардобидаги кальцийнинг микдори мухим курсаткич х,исоб- 
ланиб, кон зардоби оркали организм катион билан таъминланиб турилади. 
Шунинг учун х,айвон кони зардобидаги кальцийнинг микдори доим текши- 
рилиб турилади.

Х,ар хил турдаги хайвонларнинг кон зардобидаги кальцийнинг 
микдори (мг %).

От 1 2 - 1 4  Чучка 12-14
Сигир 10-13 Ит 10-12
Туя II - 12,5 Товук 12-22
Эчки 23 -  26
Организмдаги кальций алмашинуви бир катор омилларга ботик- 

Унинг алмашинуви озикалардаги кальций ва фосфорларнинг нисбатига, 
Д витаминнинг ва калкон олди бези, буйрак усти безларининг физиолошк 
холатига боглик,- Бир катор касалликларда кон зардобидаги кальцийнинг 
микдори узгаради. К,ондаги кальций микдорининг камайиши (гапокальце- 
мия) яхши овкатланмасликда, рахит, тугма шол каби касалликларда ку- 
затилади.

Гиперпаратиреоз, суяк туклмасини шишларида Д витамини катта 
дозада кулланилганда конда кальцийнинг микдори купаяди.

Методнинг принципи. Кон зардобидаги кальций оксалатлар холида 
чуктирилади. Чукма ювилади, сунгра сульфат кислотада эритилади ва 
ажралиб чивдан оксалат кислотаси калий перманганат эритмаси билан 
титрланади.

Реакция куйидаги холда боради:
1) Cacl2 + (NH4)2 С20 2 --------> СаС20 4 + 2 NH4 Cl

2) CaC20 4 + H2S04 --------> CaS04 + H2C20 4
3) 5Н2С20 4 + 2KMn04 +3H2S04 --------► 2MnS04 + ^ 8 0 ^ 8 ^ 0 + 10С02

Юкоридаги реакциядан куриниб турибдики, оксалат кислотасининг 
оксидланишига кетган калий перманганата микдори, кальций микдорига 
эквивалентдир.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; центрифуга, 2 ва 
10 мл ли пипеткалар; шиша таёкча; микробюретка; сув х,аммоми.



I

Реактивлар. Оксалат кислотасининг аммоний тузини 4 % ли эрит
маси. Аммиакнинг 2 ли эритмаси. Сульфат кислотасининг 5,0% ли эрит
маси. Калий перманганатнинг 0,01 н эритмаси.

■ Ишнинг бориши. 1. 2 та центрифуга пробиркаларига 2 мл дан
дистилланган сув солинади.

[ 2. Шу пробиркаларга 1 мл дан кон зардоби солиб, яхшилаб ара-
| лаштирилади.

3. Пробиркаларга пипетка билан 0,5 мл дан оксалат кислотанинг 
аммоний тузининг туйинган эритмасидан солинади. Пробиркалардаги сукж,-

) ликлар яхшилаб аралаштирилади ва кальцийни тулик чуктириш учун 15
минутга колдирилади.

4. Сунгра пробиркалар ценфифугага жойлаштирилади ва 10-15 
минут давомида 3000 айл/мин центрифуга кдлинади.

5. Центрифугадан пробиркалар олинади, пробиркалардаги суюкдик 
эхтиёткорлик билан тукилади, кальций чукмаси пробирканииг тагида 
колади.

6. Пробиркалардаги кальций чукмасининг устига бюретка билан
4 мл дан дистилланган сув ёки 4 мл 2% ли аммиак эритмасидан солиб 
аралаштирилади ва 10-15 минут давомида 3000 айл/мин центрифуга 
килинади.

7. Чукмани колдириб суюкдик тукиб юборилади, кальций оксалат 
чукмасига 1 мл 50% ли сульфат кислотасидан солиб, чукма шиша таёкча 
билан аралаштирилади ва пробирка 2-3 минут к,айнаб турган сув хаммомига 
куйилади.

8. Иссик эритма 0,01 н калий перманганатнинг эритмаси билан 
очпушти ранг хосил булгунча титрланади (хосил булган ранг 30 секунд 
ва 1 мин. в акт оралигада йуколмаслиги керак).

9. Кон зардобидаги кальцийни аникдаш билан бир вактда контрол 
тажриба хам утказилади, яъни дистилланган сув ва реактивлардаги каль- 
цийнинг микдори аникданади. Б унинг учун центрифуга пробиркасига 3 
мл дистилланган сув ва 0,5 мл дан оксалат кислотанинг аммонийли тузи 
эритмасидан солиб аралаштирилади, 15 минутдан кейин центрифуга- 
ланади, аммиак билан ювилади, яъни кон зардобида кандай иш олиб бо- 
рилган булса, контрол тажрибада хам шундай иш амалга оширилади.

Тажриба намунасини (кон зардоби) титрлаш учун сарф булган 
калий перманганатнинг микдоридан, контрол намунасини титрлаш учун 
сарф булган калий перманганатнинг микдори айириб ташланади (1 мл
0,01 н Мп04 эритмаси 0,2 мг кальцийга тугри келади).

Кальций .микдорини хисоблаш учун мисол. Кальций микдори 
куйидаги формула билан хисобланади: X = 0,2 (а-в) 100.

Бу ерда: X - кальцийнинг микдори, мг % да, 0,2 мг даги кальцийнинг 
микдори булиб, бу 1 мл 0,001 н калий перманганатга тугри келади; а-



тажриба намунасини титрлаш учун сарф булган перманганатаинг микдори, 
в - контрол намунасини титрлаш учун сарф булган перманганатнинг 
микдори; 100 - мг % х,исоблаш учун.

Кон зардобини титрлаш учун 0,01 н КМп04 эритмасидан 0,95 мл 
сарф булди, контрол намунасини титрлаш учун 0,3 мл 0,01 н КМп04 
эритмаси сарф булди. Кон зардобидаги кальцийнинг микдори куйидагига 
тенг булади:

(0,95 - 0,3) • 0,2 100 = 13 мг %

Кон зардобидаги фосфор микдорини аниклаш

Фосфор тукималарнинг тузилишида энг мухдм структура элементи 
х,исобланади. Организмдати суяк тукималари таркибининг 85 фоизига 
якинини фосфор ташкил килади. Фосфор нуклеин кислотал ар, нуклеопро- 
теинлар, фосфопротеинлар, бир катор коферментлар НАД, НАДФ, ФМН, 
ФАД пиридоксальфосфат, ТПФ ва фосфорли эфирлар, углеводларни 
синтези учун энг керакли компонент ^исобланади.

Фосфорли бирикмалар - гликолиз, гаикогенолиз, оксидланиш- фос- 
форланиш ва бошк,а катор моддалар алмашинуви жараёнларида иштирок 
этади. Фосфат кислотасининг тузлари буфер системалар таркибига кириб, 
коннинг pH ни нисбий доимийликда ушлаб туради.

Хдйвон кони зардобидаги анорганик фосфор микдорининг узгариши 
организмнинг физиологик х,олатига, ёшига, озикаларнинг характерига 
богаик. Хайвон кони зардобидаги анорганик фосфорнинг микдори нормада 
куйидагича булади, (мг % хдсобида):

Сигирларда 4,6-5 ,5
Бузокларда 6 -7,0
Чучкаларда 3,0-4,0
Кон зардобидаги анорганик фосфор микдорини камайиши одатда 

озика рационининг таркибида фосфор Д витамини етишмаслиги (гипови
таминоз Д), шунинщек, кальций ва фосфорнинг нисбати бузилганда куриш 
мумкин.

Хайвонлар озика рационидаги кальцийнинг фосфорга энг макбул 
нисбати куйидагича булади: 1,5:1; 2:1, ёз даврида 2,5:1. Бу нисбат 
хдйвонларнинг турига, ёшига, мах,сулдорлигига ва уларнинг физиологик 
х,олатига боглик- Кон зардобидаги анорганик фосфорнинг камайиши, 
организмда фосфор алмашинуви бузилганлигидан далолат беради.

Методнинг мохдяти шундан иборатки, кон зардобидаги анорганик 
фосфор билан молибдат кислотаси, молибдат кислотасининг фосфорли 
комплексларини х,осил килади, бу мах,сулот реакция натижасида кайтарил- 
ганда кук рангни х,осил килади. Ранг х,осил булиши тезлиги текшири- 
лаётган объектдаги фосфорнинг микдорига боглик-

Кдйтарувчи сифатвда эйконоген, гидрохинон, аскорбин кислотаси 
ва бошкаларни ишлатиш мумкин.



Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; 1, 2, 5 ва 10 мл 
ли пипеткалар; фильтр когози; воронка; 25 мл ли Кьелдал колбаси; сув 
хаммоми; фотоколориметр ёки спектрофотометр.

Реактивлар. 1.Трихлорацетат кислотасининг 20 % ли эритмаси. 
2.Аммоний молибдатнинг 2,5% ли эритмаси, 5 н сульфат кислотанинг 
эритмасида тайёрланади. 3. КН2 Р04 нинг стандарт эритмаси, 1 мл эрит- 
масида 0,04 мг фосфор сакдайди. Эритмани тайёрлаш: 0,1757 г КН2 Р04 
ни дистилланган сувда эритилади ва умумий хажми 1 л га етказилади.
4. Концентрланган сульфат кислота. 5. Пергидрол.

Ишнинг бориши. 1. Курук, тоза пробиркага 2 мл (кон зардоби; 6 
мл дистилланган сув ва 2 мл 20% ли трихлорсирка кислотасидан солинади 
ва яхшилаб аралаштирилади.

2. 5-10 минутдан кейин фильтр когози оркали фильтрланади. Тиник 
фильтрат анорганик фосфорни аниклаш учун ишлатилади.

3. 5 мл фильтратдан олиб пробиркага солинади, 1 мл аммоний 
молибдат ва 0,5 мл аскорбин кислотасидан солинади, сунгра пробиркадаги 
с олинган моддаларнинг хажми сув билан 10 мл га етказилади ва 5 минут 
37° даги сув хаммомига куйилади.

4. 30 минутдан кейин спектрофотометрда 750 нм тулкин узун- 
лигида курилади.

Умумий фосфорни аницпаш. Микрокьелдал колбасига 0,05 мл кон 
олиб 0,2 мл 5 н сульфат кислотасидан кушилади ва тулик рангсиз- 
лангунча минерализация килинади. Фосфор микдорини аниклаш юкорида 
ёзилган шароитда олиб борилади.

Кислотада эрувчи фосфорни аиицлаш. 0,25-0,5 мл трихлорсирка 
кислотали фильтратдан олиб, юкорида анорганик фосфорни аниклаш 
учун тайёрланганидан микрокьелдал колбасига солиб минерализация кили- 
нади, юк,орида ёзилган анорганик фосфорни аниклаш метода билан фос
фор аникданади.

Фосфор микдорини хисоблаш учун калибрланган график туз ил ади. 
Бунинг учун КН2Р04 нинг асосий стандарт эритмаси тайёрланади, бу 
эритманинг 1 мл таркибида 0,04 мг фосфор саклайда. Олтита пробирка 
олиб, пробиркаларга куйида жадвалда курсатилган реактивлардан куши
лади.

Реактивлар Пробирка номери

Фосфорнинг стандарт эритмаси, мл 1 2 3 4 5 6

Дистилланган сув, мл 2,95 2,9 2,8 2,7 2,6 3

Молибдат реактиви, мл 1 1 1 1 1 1

Аскорбин кислота, мл 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5



30 минутдан кейин спектрофотометрда 750 нм тулкин узунли- 
гида курилади.

График чизиш учун ординат укига оптик зичлик катталиги, абцисс 
укига эса фосфор микдори мг хисобида курсатилади. Анализ цилинаётган 
1 мл кон зардобидаги фосфорнинг микдорини топиш учун куйидаги 
формул ад ан фойдаланилади: Г1 • 100

Бу ерда: v
X - анорганик фосфорнинг микдори (мг % );
С -калибрланган графикдан топилган фосфорнинг микдори (мг);
100 - натижаларни мг % да х,исоблаш учун коэффициент;
V- фильтрат таркибидаги кон зардобининг, хажми.

К,он зардобидаги умумий фосфорнинг микдорига 
караб умумий фосфолипидларни аниклаш

Методиинг приципи. Трихлорацетат кислота таъсирида кон оксилла- 
ри билан биргаликда фосфолипидлар чукмага тушади. Хосил булган чук- 
мадаги фосфорнинг микдори спектрофотометрик метод билан аникданади.

Реактивлар. 1.Трихлорацетат кислотасининг 10% ли эритмаси. 2.Пер- 
хлорат кислотасининг 57% ли эритмаси. 3. Аммоний молибдатнинг 4% 
ли эритмаси. 4. Аминонафтолсульфон кислотасининг асосий эритмаси 
(эйконоген эритмаси), 30 г натрий бисульфит ёки натрий метабисуль
фит, 6 г натрий сульфит ва 0,5 г эйконогендан тайёрланади. Натрий 
бисульфит 100-150 мл дистилланган сувда эритилади, сунг эритмага эйко
ноген кушилади. Эйконоген шиша таёкча билан аралаштирилиб эритила
ди, озрок хажмда сув олиб, натрий сульфит эритилади. Кейин иккала 
реактив аралаштирилади ва хажми 250 мл га (сув солиб етказилади). 2-
3 соатдан кейин фильтрланади ва эритмани коронги идишга солиб, совук,- 
хонада сакданади. Ишлатшццан олдин асосий эритмани 1:2,5 марта 
суюлтирилади. 5. Асосий стандарт эритмани тайёрлаш. Бу эритмани 
тайёрлаш учун КН2Р04 дан 4,39 г олиб, 1 л дистилланган сувда эритилади. 
Бу эритманинг 1 мл таркибида 1 мг фосфор сакдайди.

Ишлатиш учун шу стандарт эритма 100 марта суюлтирилади, бу 1 
мл эритма таркибида 0,01 мг фосфор сакдайди. Шу эритмадан стандарт 
эритмалар (намуналар) тайёрланади.

Керакли асбоблар: 1000 ва 250 мл ли колбалар; 1,2,10 мл ли пи- 
петкалар; кумли хаммом; шиша таёкча, фильтр когози, воронка; спек
трофотометр.

Ишнчнг бориши. Тажриба намунасини тайёрлаш.
Пробиркага 0,2 мл кон зардоби солинади ва унга 2,8 мл дистиллан

ган сув кушилади. Сунгра 3 мл 10% ли трихлорсирка кислота эритмасидан 
кушиб чайкатилади, 5 минутдан кейин минутига 2500 айлана тезликда



15 минут центрифуга килинади. Суюкдик тукиб юборилади ва чукмасига 
1 мл перхлорат кислотасининг 57 % ли эритмасидан солинади. Пробирка 
20-30 минут 180°С кумли х,аммомга куйилади ва аралашма рангсизлангунча 
колдирилади. Совугандан кейин тажриба намунасининг хажмини дистил
ланган сув билан 7 мл га етказилади.

Контрол намунасини тайёрлаш учун 0,8 мл перхлорат кислотаси
нинг 57% ли эритмасидан олиб, хджми сув билан 7 мл га купайтарилади.

Стандарт намуналар тайёрлаш. Учта стандарт намуна тайёрланади. 
Б унинг учун пробиркаларга 2 мл дан стандарт эритма ва 0,8 мл перхлорат 
кислотасининг 57% ли эритмасидан солинади. Хдр бир стандарт намуна- 
нинг х,ажми сув билан 7 мл га етказилади. Хар бир пробиркага 1 мл дан 
аммоний молибдатнинг 4% ли эритмасидан кушилади ва аралаштирилади, 
1 мл дан аминонафтолсульфон кислотасидан кушиб, х,ажми сув билан 
10 мл га купайтарилади. Сунгра пробиркалардаги суюкдиклар яхшилаб 
аралаштирилади ва 20 минутга колдирилади. Спектрофотометрда 630- 
690 нм тукин узунлигида контролга нисбатан улчанади.

Фосфорнинг микдори куйидаги формула билан хисобланади:
Е т 0,02 100 Е т

0,2 Е ш
Бу ерда: 0,02— 2 мл стандарт эритмадаги фосфорнинг микдори 

(мг). 0,2 - тажриба намунасидаги кон зардобининг хажми. Е - тажриба 
намунасидаги кон зардобининг хажми. Еот -тажриба намунасининг (кон 
зардобининг) оптик зичлиги. Е -  стандарт эритманинг оптик зичлиги.

Липоидли фосфор фосфолипидлар молекуласининг 4% ини ташкил 
килади, фосфолипидларнинг умумий концентрациясини хисоблаш учун 
эса липоидли фосфор концентрацияси 25 га купайтарилади.

Холинэстераза ферментининг активлигини аниклаш

Ацетилхолин нерв импульсини утказишда медиаторлик ролини 
бажаради. Холинэстераза ацеталхолинни хсшин ва сирка кислотасигача 
парчалайди:

(СН3)3+ NCH2 СН2 -  О -  СО -  СН3 ----->
Ацетилхолин

-----> (СН3)3+ NCH2CH2 ОН+ СН3СООН
Холин Сирка кислотаси

Бу реакция натижасида сирка кислотасининг тупланиши х^собига 
кислотали мух^т хос ил булади, буни индикатор ёрдамида аниклаш мумкин. 
Бу ишда шароитга караб, ранг хос ил килувчи бромтимол кук индикатори 
кулланилади. Рангининг узгариш зонаси pH 7,6-6,0 орасида булади. 
Кислотали мухлтда сарик, ишкорий мухитда кук ораликда яшил ран гни 
Хос ил килади.



Фермент билан субстрат турли хароратда инкубация килинади. 
Ацетилхолиннинг ферментатив гидролизланиши инкубацион аралашма 
хосил кдлган рангга к,араб аникданади.

Купгина хайвон тукималаридан ажратиб олинган ферментлар учун 
энг макбул харорат 37-40° хисобланади. Харорат пасайганда ферментатив 
катализ секинлашади, 0°С да эса реакция бормайди.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар, сув 
хаммоми; муз хаммоми.

Реактивлар. 1. Ацетилхолиннинг 0,5% ли эритмаси, кон зардоби- 
холинэстераза ферменти манбаи. 1:50 марта суюлтирилган бромтимол 
кукнинг 0,2 % ли эритмаси (2,5 г бромтимол индикатори 4,5 мл ОД н 
натрий ишк,ори эритилади, хосил булган эритма 50 мл ли колбага солинади 
ва унга 12,5 мл 0,1 н бор кислотасининг эритмасидан кушилади, сунгра 
эритма хажми 0,1 М КС1 эритмаси билан колбанинг белгисигача еткази
лади. Ишлатишдан олдин эритма 2,5 марта суюлтирилади).

Ишнинг бориши. Учта пробирка олинади, хар бирига 2,5 мл к,он 
зардоби ва 0,5 мл бромтимол кук индикаторидан солинади. Биринчи 
пробирка 40°С ли сув хаммомига, иккинчисини -  хона хароратидаги сув 
хаммоми га, учинчисини музли хаммомга куйилади. 10 минутдан кейин 
хамма пробиркаларга 0 4  мл ацетилхолин эритмасидан солиб суюкдиклар 
аралаштирилади ва яна уша хароратларда сакданади. 10-15 минутдан 
кейин проб иркаларда хосил булган ранглар белгиланади ва ферментатив 
хароратга ботик эканлиги аникланади.



XII БОБ. СУТ

Суг - тиник, булмаган суюкдик булиб, мазаси ширинрок, ва кучсиз- 
рок, узига хос хидга эга. Сутнинг ранш маьлум даражада унинг таркибидаги 
А провитаминнинг микдорига боглик булиб, каротин унга сарикрок туе 
беради.

Сут - сут плазмасидан ва ёщан иборат. Куйидаги турли хайвонлар 
сутининг таркиби келтирилган (%):

Хайвонлар Сув Оксил Еглар Лактоза Минерал моддалар
Сигир 87,3 3,4 3,6 5,0 0,7
Эчки 87,0 3,7 4,0 4,5 0,9
Куй 84,0 5,1 6,1 4,2 1,0
Ч)^ка 82,0 6,1 6,4 4,0 1Д
Ит 77,0 9,7 9,3 3,1 0,9
Куён 70,0 15,5 1,9 2,9
Кийик 66,0 14-20 17,0 2,8 1,5

Сутнинг таркибида асосан куйидаги оксиллар бор: казеиноген, 
лактоальбуминлар, лактоглобулинлар, липопротеинлар, ферментлар ва 
бошкалар. Энг мухим сут оксилларига - казеиноген киради. Фосфат 
кислота оксил таркибидаги оксиаминокислоталар - серин ва треонин 
к,олдиги билан богланади. Казеиноген тулик, кийматли ок,сил булиб, 
яъни таркибида хамма аминокислоталар йигандиси бор. Таркибида етарли 
микдорда кальций ва фосфор борлиги учун организмда яхши хазм булади. 
Бошка сут оксиллари хам биологик тулик, к^йматлидир. Улар кайнатил- 
ганда кагуляцияга учрамайди. Казеиноген - сут ачиганда денатурацияга 
учрайди, унинг изоэлектрик нуктаси (ИЭТ)-4,7. Сут pH липидларнинг 
асосий кисми - триглицеридлардир. Ёглар сутда эмульсия холатда учрайди. 
Сут таркибидаги ушеводларнинг 99,9% ни лактоза ва 0,1% глюкоза таш
кил килади. Лактоза (1,4 - галактозидогаюкоза) - дисахарид ва сут безлари 
учун хосдир. Организмда лактоза кальций, магний, фосфорнинг хазм 
булишида ва В гурухдаги витаминларнинг синтезида иштирок этади.

Сутнинг таркибида каротин ва А витаминларга бой, шунингдек 
яна С, Д, В , В2, В5, В6 витаминлар хам учрайди. Сугнинг таркибида 
ферментлар (амилаза, каталаза, ксантиноксидаза, дегидраза ва бошкдлар); 
пигментлар (ксантофилл, каротин, лактооксид аза, дегидраза ва бошкалар); 
гормонлар (пролактин, окситоцин ва бошкалар) хамда иммуномоддалар 
бор.

Сутнинг таркибида минерал моддалардан кальций - 140 мг%, 
фосфор - 80-100 мг%, калий - 140 мг% хамда камрок нисбатда темир 
учрайди. Сутнинг таркиби хайвонларнинг индивидуал хусусиятларига, 
зотига, лактация даврининг вактига ва озиканинг характерига богликдир. 
Организмнинг физиологик ва патологик холати хам сутнинг микдорига 
ва таркибига таъсир килади.



Сугаинг сифатий реакциялари

1. Казеинни чуктириш ва ажратиб олиш. Сугга кислоталар (маса
лан, сирка, сут, хлорид) ёки аммоний сульфатнинг, натрий хлориднинг 
туйинган эритмаларини таъсир эттириб, казеин ажратиб олиш мумкин. 
Казеин сувда эримайди, ишкорий эритмаларда тез эриб кетади. Сугдан 
казеинни ажратиб одинганда унинг зардоби колади. Сут зардоби таркибида 
лактоальбуминлар ва лактоглобулинлар, лактоза ва минерал тузлар бор. 
Ёглар хам казеин чукмаси билан биргаликда чукади.

Керакли асбоблар: колбалар; стаканлар; цилиндр 100 мл ли пипет
ка; шиша таёкча; фильтр когоз, воронка.

Реактивлар. 1. Сирка кислотасининг 0,1% ли эритмаси, 2.Натрий 
ишк,орининг 1% ли эритмаси. 3. Натрий гидрокарбонатининг 5% ли 
эритмаси. 4. Сут.

Ишнинг бориши. Стакандаги 20-30 мл сут унга нисбатан 3-4 
хажмдаги куп сув билан суюлтирилиб яхшилаб аралаштирилади ва унга 
томчилаб сирка кислотанинг 0,1% ли эритмасидан то казеиннинг ок 
чукмаси хосил булиши тамом булгунча кушилади, ёглар хам казеин 
билан биргаликда чукади. Кислота керакли микдорда кушилади, чунки 
ортикча кислот ада казеин яхши эрийди. Чукма фильтрлангач 2-3 марта 
дистилланган сув билан ювилади. Чукма ва фильтрат кейинги ишлар 
учун ишлатишга олиб куйилади.

Чукманинг озгина кис мига (казеин, ёг) натрий гидроксидининг 
эритмасидан ёки натрий гцдрокарбонатидан таъсир эттирилса казеин 
эрийди, ёг эса муаллак холатда кол ади. Сую клик хул фильтр когоз ор
кали фильтрланади. Ef фильтр когозда колади. Фильтрат билан оксил 
учун реакциялар бажариб курилади (рангли ва чуктириш реакциялари).

2. Лактоальбуминлар ва лактоглобулинларни ажратиб олиш.
Керакли асбоблар: 50 мл ли колба; пробиркалари билан штатив:

фильтр когоз; воронка.
Реактивлар. 1.Фильтрат. 2.Натрий хлориднинг туйинган эритмаси.
Ишнинг бориши. Казеиннинг сирка кислотаси таъсирида чуктириб 

олинган фильтрат ид ан олиб, натрий хлориднинг туйинган эритмаси билан 
аралаштирилади (1:1) ва кайнатилади. Натажада лактоальбуминлар ва 
лактогобулинлар чукмага тушади ва фильтрланади. Чукма ювилгач 
дистилланган сувда эритилади. Хосил булган эритма билан оксиллар 
учун рангли реакциялар килиб курилади.

3. Казеин микдорини аниклаш.
Керакли асбоблар: 50 мл ли колба; термометри билан сув хаммоми; 

бюретка.
Реактивлар. 1. Натрий салицилатнинг 5 % ли сувдаги эритмаси.

2. Фенолфталеиннииг 2% ли эритмаси. 3. Натрий гидроксидининг 0,02 н 
эритмаси.



Ишнинг бориши. Казеин фильтратидан (1. казеинни чуктириш ва 
ажратиб олиш) колбага солинади ва унта 10 мл иссик, (60-70°С) натрий 
салицилатнинг эритмасидан кушилади. Колба сув *аммомига (75-80°С) 
куйилгач, казеин эршунча чайкатиб турилади. Шундан сунг эритма сову- 
тилади, 2-3 томчи фенолфталеин эритмасидан кушилади ва 0,02 н натрий 
гидроксида билан пушти ранг х,осил булгунча титрланади. Сарф булган 
иищорнинг оз-куплигига караб казеиннинг микдори аникданади. 0,1 г 
тоза казеинни нейтраллаш учун 4,1 мл 0,02 н натрий гидроксидининг 
эритмаси сарф булади:

4,1
Бу ерда: X - текширилаётган маълум х,ажмдаги казеиннинг микдори, 

а- титрлаш учун сарф булган 0,02 н натрий ишкорининг микдори.
4. Сут оксилларига огир металл тузларнинг таъсири.
Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив, пипеткалар.
Реактивлар. 1.Кургошин ацетатининг 0,5% ли эритмаси. 2.Мис 

сульфатнинг 5% ли эритмаси. З.Сут.
Ишнинг бориши. Иккита пробирка олиб, биринчисига 3-4 мл 

кургошин ацетатидан, иккинчисига 3-4 мл ли мис сульфатнинг эритма
сидан солинади. Иккала пробиркаларга 1-2 мл сут кушилади, натижада 
оксиллар чукмага тушади.

Сут шакарининг сифат реакциялари

Методнинг принципи шундан иборатки, лактоза таркибидаги эркин 
альдегид гурух,и ишкорий шароитда йод билан оксидланади, натижада 
лактон кислотаси *осил булади.

С п ^ г Р п + 1 г + 2 N a O H  С п ^ ° п  +  2 N a J + Н 2 °
Лактоза Лактон кислотаси

Керакли асбоблар: 50, 100 мл ли колбалар; 5, 10 ва 20 мл ли 
пипеткалар; бюретка; воронка; фильтр когоз.

Реактивлар: 1. Сут. 2. Мис сульфатнинг 7% ли эритмаси. 3. Натрий 
гидроксиднинг 2% ли эритмаси. 4.Натрий фторитнинг 5% ли эритмаси.
5. Хлорид кислотанинг 5% ли эритмаси. 6. Натрий тиосульфатнинг 0,1 н 
эритмаси. 7.Крахмалнинг 5% ли эритмаси. 8. Йоднинг 0,1 н эритмаси.

Ишнинг бориши. Иккита 50 мл колбага 5 мл дан мис сульфат 
эритмасидан, 5 мл дан натрий гидроксиднинг эритмасидан ва 2,5 мл 
натрий фторитнинг эритмасидан солинади. Сунгра биринчи колбага (таж
риба) 5 мл сут, иккинчисига (контрол) - 5 мл дистилланган сув кушилади. 
Колбалар чайкатилади ва 30 минутдан кейин фильтрланади.

20 мл фильтратдан олиб, 100 мл ли колбаларга солинади ва 20 мл 
дан йоднинг эритмасидан кушилади, сунгра тухтовсиз аралаштириб туриб



10 мл натрий ишкорининг эритмасидан томизилади. Иккала колба тикдн 
билан беркитилгач, 20 минутдан кейин 10 мл хлорид кислотасининг 
эритмасидан, 5 томчи крахмал эритмасидан кушилади ва натрий тиосуль- 
фатнинг эритмаси билан эритма рангсизлангунча титрланади. 1 мл 0,1 н 
натрий тиосульфатнинг эритмаси 18,01 мг лактоза тугри келади.

Хисоблаш.
(а - Ь )  К  18,01 -50 100 

20-5
Бу ерда: X-100 мл сутдаги лактозанинг микдори, мг, %.
а - контрол намунани титрлаш учун сарф булган натрий тиосульфат 

эритмасининг хажми, мл;
b - тажриба намунасини титрлаш учун сарф булган натрий 

тиосульфат эритмасининг микдори, мл;
К  - 0,1 н натрий тиосульфат эритмаси титрини тузатиш 

коэффиценти.
Сигир сутида уртача лактозанинг микдори 4,6%.

Сутдаги С витамини микдорини аниклаш

Керакли асбоблар: 50 ва 100 мл ли колбалар; пипеткалар; бюретка.
Реактивлар. 1. Хлорид кислотасининг 2% ли эритмаси. 2. 0,001 н

2.6 -дихлорфенолиндофенолнинг эритмаси. 3. Сут.
Ишнинг бориши. 10 мл сутга уч хажм дистилланган сув кушиб 

суюлтирилади. 50-100 мл колбага 1 мл хлорид кислота эритмасидан ва 5 
мл суюлтирилган сут солинади, сунгра хажми сув билан 15 мл га етка
зилади. Контрол намуна учун колбага 1 мл хлорид кислотасининг эритмаси 
ва 14 мл сув солинади. Колбалардаги суюкдиклар чайкдтилади, сунгра
2.6 - дихлорфенолиндофенол эритмаси билан оч пушти ранг хосил бул
гунча титрланади. Контрол намунани титрлаш учун кетган 2,6 -  дихлорфе
нолиндофенолнинг микдоридан тажриба намунасини титрлаш учун кетган 
микдорини айириб ташлаб, 2,6 - дихлорфенолиндофенолнинг микдори 
аникланади. Хисоблаш:

= Ь К  С  0,088 • 100 
5

Бу ерда: X - сутдаги С витаминининг микдори, мг %,
Ь- 2,6 - дихлорфенолиндофенол эритмаси титрини тугрилаш коэф

фициента;
С - сутнинг суюлтириш даражасини ифодаловчи сон;
0,088 -  аскорбин кислотасининг сони (мг), яъни бу сон 1 мл титр

лаш учун сарф булган 0,001 н. 2,6 - дихлорфенолиндофенолнинг эрит- 
масига тугри келади;

5 - титрлаш учун олинган сутнинг микдори, мл;
100 - мг % да хдсоблаш учун.



Сутнинг таркибида жуда куп ферментлар булиб, улар сутга сут 
безлари ва микрофлоралар оркали келади. Турли х,айвонлар сутининг 
таркибида гидролаза (амилаза, липаза, фосфотаза, лактаза ва бошкалар), 
оксидоредуктаза (пероксидаза, анаэробли дегидрогеназалар, катал аза ва 
бошкалар) ферментлари бор.

Альдегиддегидрогеназа ферментини аникдаш. Сутга кушилган 
метилен куки эритмасининг рангсизланишидан альдегиддегидрогеназа 
ферменти борлигини билиш мумкин. Бу фермент таъсирида метилен 
кукининг кайтарилган рангсиз лейкоформасига айланади:

^ 0  /у О . . . . . . 2Н
Н -С ^ + НОН + (M e)------ ► Н - С - О .Н : / + M e — ►

Н Метилен куки :Н
оксидланган формаси

Формальдегид

------ ► Н -С + МеН2
ОН

Чумоли кислотаси Кдйтарилган формаси
рангсиз

Сутга альдегиддегидрогеназа сут безлари оркали жуда оз микдорда 
киради. Сутда микрофлоралар купайганда фермент х,ам куплаб йигалади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; сув хдммоми, 
термометр; пипеткалар.

Реактивлар: 1. Формальдегиднинг 0,5 % ли эритмаси. 2. Метелин 
кукининг зритмаси (0,001 % ли). 3. Сут.

Ишнинг бориши. Битта пробиркага 2-3 мл кайнатилган сут (конт
рол), бошкасига 2-3 мл янги согалган сутдан (тажриба) солинади. Иккала 
пробиркага 1 мл дан формальдегид эритмасидан ва 1 мл метилен куки 
эритмасидан солиб l ( f  ли сув х,аммомига куйилади -  реакциянинг бориши 
кузатилади. Янги сут солинган пробиркадаги аралашма рангсизланади, 
кайнатилган сут солинган пробиркадаги аралашма эса рангсизланмайди, 
чунки кайнатилган сутда бу фермент уз активлигини йукотади.

Каталаза ферментини аниклаш. Катал аза ферменти таъсирида 
пергидрол сув га ва молекуляр кислородга парчаланади:

2Н2°2------ ■“ 2Н2°  + °2
Сутга пергидрол кушилса кислород ажралиб чикади, бу каталаза

ферменти борлигидан далолат беради.



Керакли асбоблар: пробиркалари бклан штатив; пипеткалар.
Реактивлар. 1. Сут. 2. Пергидролнинг 1% ли эритмаси.
Ишнинг бориши. Битта пробиркага 2-3 мл сут ва шунча микдорда 

пергидролнинг 1%ли эритмасидан солинади. Кат ал аза таъсирида кислород 
пуфакчалари ажралиб чикади. Иккинчи пробиркага 2-3 мл кайнатилган 
сут хамда 2-3 мл пергидрол эритмасидан солинади. Кайнатилган сутда 
фермент юкори хдрорат таъсирида денатурацияга учраган, шунинг учун 
бу пробиркада ферментатив реакция бормайди.

Сут гаркибидаги кальций микдорини аниклаш

Сутдаги умумий минерал моддаларнинг тахминан 1/6 кисмини 
кальцийли бирикмалар ташкил килади. Хайвонлар сутида кальцийнинг 
уртача микдори куйидагича: сигирларда 140 мг%; эчкиларда 142 мг, 
отларда 83 мг %.

Сут - кальций ва фосфорга бой булган овкдт х^собланади. Сутдаги 
78% кальций анорганик тузлар хдлатида, 22% кальций казеин оксили 
билан бириккан ^олатда учрайди.

Сутдаги кальцийнинг микдори -Ваард метода билан аниклашга 
асосланган.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив; пипеткалар; 
центрифуга; сув хдммоми; 20, 25 мл ли цилиндрлар.

Реактивлар. 1. Сут - 10 марта суюлтирилган, 25 мл ли цилиндрга 
1 мл сут ва 9 мл сув кушиб аралаштирилади. 2. Оксалат кислотасининг 
4% ли эритмаси. 3. Аммиакнинг 2% ли эритмаси. 4. Сульфат кислотаси
нинг 1 н эритмаси. 6 . Калий перманганатнинг (Кмп04) 0,01 н эритмаси.

Ишнинг бориши. Битта центрифуга пробиркасига 1 мл суюлтирил
ган сут, иккинчи пробиркага 1 мл сув солинади, сунг иккала пробиркага 
0,5 мл аммоний оксалатнинг эритмасидан кушиб аралаштирилади ва 30 
минут га колдирилади. Кейин эса 10-15 минут центрифуга (2500 айл/мин) 
килинади. Фильтрат тукиб юборилгач иккала пробиркадаги чукмага 4 
мл дан аммиакнинг 2% ли эритмасидан солинади ва яна 8-10 минут 
центрифуга килинади. Кальций оксалат чукмаси ишкорий шароитда эри- 
майди, минерал кислоталарда эса яхши эрийди. Иккала пробиркага 1 мл 
дан сульфат кислотасининг 1 н эритмасидан солинади ва шиша таёкча 
билан яхшилаб аралаштирилади. Сунгра пробиркалар (таёклари билан)
3-4 минут кайнатилган сув хаммомига куйилади. Иссик эритмаларни 
0,01 н КМп04 эритмаси билан пушти ранг х,осил булгунча титрланади.

Сутдаги кальций микдори (мг %) куйидаги формула билан 
х,исобланади:

X  = °»2 ' ( °  ~ к ) - ю о  
0,1

Бу ерда: 0 - тажриба намунасини титрлаш учун сарф булган 
0,01н КМп04 эритмасининг микдори;



АТ-Контрол намунани титрлаш учун сарф .буллган 0,01 КМп04 
эритмасининг микдори;

0,2 - кальций микдорини, яьни 1 мл 0,01 н КМп04 эритмасига 
тугри келади, мг;

100- мг % хисоблаш учун;
0 ,1- суюлтирилган сутнинг таркибидаги сутнинг микдори, мл.

Сутнинг кислоталилигини аниклаш

Сутнинг кислоталилигини аниклаш уни айниб колмаслигини 
билишда катта амалий ахамиятга эга. Сут узок муддат сакданганда ачийди 
ва натижада сут кислотаси йигалади. Сутнинг кислоталилиги градусларда 
ифодаланади. 100 мл текширилаётган сугни нейтраллаш учун сарф булган 
0,1 н ишкорнинг мл даги микдори 1° га тугри келади. Янги сигир сути 
15-18°, туриб колган сут - 20-22°, кайнатилганда ивиб колган сут - 24- 
27° га эга.

Керакли асбоблар: 50-100 мл ли колбалар; пипеткалар; бюретка.
Реактивлар. 1. Натрий гидроксидининг 0,1 н эритмаси. 2. 0,1% 

ли фенолфталеиннинг спиртдаги эритмаси. 3. Сут.
Ишнинг бориши. Колбага 10 мл текширилаётган сут, 20 мл дистил

ланган сув ва 2-3 томчи фенолфталеиннинг эритмасидан солинади, сунгра 
колба чайкатилади хамда 0,1 н натрий гидроксидининг эритмаси билан 
пушти ранг хосил булгунча титрланади.

Хисоблаш: титрлаш учун сарф булган ишкор микдори 10 га купай- 
тирилади (100 мл да хисоблаш учун). Бу сон сутнинг кислоталилигини 
градусда курсатади.



XIII БОБ. МУСКУЛ ТУКДМАСИ

Мускул тукимаси - гуштнинг мухим компоненти хисобланиб учга 
булинади: таргил чизикди, силлик ёки чизиксиз ва юрак мускули. Мускул- 
лар масалан, кон айланишида, нафас олишда, томирлардаги тонусларни 
бир хилда ушлаб туриш ва бошка жараёнларда жуда мухим физиологик 
функцияларни бажаради. Мускул таркиби куйидагича туз ил ади (% хисо- 
бида): сув -72-82; оксиллар 16,5-20,9; липидлар (липидларнинг микдори 
узгариб тур ади, чунки бу нарса емишга богаик); азотли моддалар (тахминан
1 % АТФ, АДФ, АМФ, инозит кислота-эркин аминокисл от алар, креатин, 
креатинин, фосфокреатинин, карнозин, ансерин ва бошкалар), азотсиз 
моддалар (ликоген - 0,3-0,4; глюкоза, гликолиз махсулотлари, гликогенолиз 
ва трикарбон кислоталар цикли), витаминлар макро ва микроэлементлар
(- 1, -1,5).

Оксиллар - мускул тукимасининг энг мухим таркибий кисмларидан 
бири булиб, улар саркоплазматик, миофибрилляр ва строма оксилларига 
булинади. Саркоплазматик оксилларга миогенлар, миоальбуминлар, миог- 
лобулинлар ва миотобинлар киради. Миогенлар -оксилларни, яьни мускул 
оксилларининг 30% ини ташкил этади. Миогенлар иккига булинади: А 
ва Б миогенлар. А миогенлар альдолаза ферментининг таркибига киради, 
Б миогенлар каталитик таъсир кила олмайди.

Миоглобулинлар сувда эримайди, тузли эритмалар билан ажратиб 
олинади. Улар хромопротеинларга кириб, оксил ва гемдан ташкил топтан. 
Молекуляр огарлиги 17000. Миоглобин, гемоглобинга ухшаб, молекуляр 
кислородни бошаб олиш ва бериш хусусиятига эга.

Миофибрилляр оксилларга миозин, актин тропомиозин ва тропонин 
киради. Оксиллар мускулларни кискдришида иштирок этиб хамма оксил- 
ларнинг 50 % ини ташкил кил ади. Миозин - АТФ ни парчалаш хусусиятига 
эга. У актин билан бирикади ва кискарувчи комплекс -актиомиозинни 
кискариши химиявий энергия хисобига содир булиб, бунда магний иони 
иштирокида миозин таьсирида АТФ парчаланиб АДФ ва анорганик фосфат 
кислотани хосил кил ади.

Актин оксили сувда эрийди, миозин билан комплекс хосил кил ади 
ва хамма оксилларнинг 15% ини ташкил кил ади. Строма оксиллари 
мускул оксилларининг 10% ини ташкил кил ади, сувда ва тузли эритма- 
ларда эримайди. Бу гурух оксилларига коллаген ва эластинлар киради. 
Майдаланган мускулни экстракция килинганда оксилсиз моддалар осон 
сувли эритмага утади.

Мускул тукимасининг таркибида турли хил ферментлар: маса
лан, катепсинлар, липаз алар, оксидоредуктазалар бор.



Миозин ни ажратиш

Миозин (актимиозин) - мускул оксили булиб, мускул тукимасидан 
тузли эритмалар ёрдамида экстракция килинади. Хрсил булган экстрактлар 
сув билан суюлтириб ёки диализ кдниб, чукмага туширилади. Миозин

I мускул оксилларининг 55% ини ташкил этади. Бу оцсилнинг изоэлектрик 
нуктаси pH 5,5 да намоён булади.

Керакли асбоблар: муз х,аммоми; кайчи; 1000 мл ли колбалар; 
центрифуга; дока.

Реактивлар. 1. 0,15 М фосфат буфери, 0,3 М KCI эритмасида 
тайёрланади pH 6,5. 2. 0° С гача совитилган дистилланган сув.

Ишнинг бориши. Янги суйилган х,айвон мускули тукимасидан олиб 
майд алан ади. Бу жараён -2°С да олиб борилади. 100 г майдаланган мус- 
кулга 300 мл 0,15 М фосфат буферининг 0,3 М КС1 даги эритмасидан 
солиб экстракция килинади. Экстракция - 1°С да 10 минут давомида 
аралаштириб олиб борилади. Сунгра аралашмага хона х,ароратидаги сувдан 
кушиб, х,ажми 1000 мл га етказилади ва дока оркали фильтрланади. 
Сунгра фильтратни мешалка билан актомиозин чукмаси хос ил булгунча 
аралаштириб туриш (бир-икки соат) лозим. Чукма центрифуга килиниб, 
ажратиб олинади. Шундан кейин суюкдикка 0°С совитилган 1500 мл 
дистилланган сув 10 минут давомида аралаштириб кушилади-да 0°С да 2 
соат колдирилади. Сунгги жараёнда миозиннинг чукмаси центрифуга 
килиниб миозин ажратиб олинади ва унинг изоэлектрик нуктаси аник,- 
ланади.

Мускул тукимасида креатин ва креатинфосфатни аниклаш

Креатин - кундаланг таргил мускулнинг мухим таркибий кисми 
хисобланади. Скелет мускулларииинг таркибида креатиннинг микдори 
400-500 мг %, юрак мускулида креатин 2-3 марта кам булади. Мия ту
кимасида тахминан 100 мг %, паренхиматоз органларда 10-50 мг % мик- 
дорда креатин бор.

Мускул тукимасида креатин эркин холатда ва фосфорли хосила- 
лари (креатинфосфат, фосфокреатин) холатида учрайди. Креатин-фосфат 
макроэргик бирикма булиб, хужайрада энергия манбаи хисобланади.
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Мускулларнинг кискариши доимо энергия хисобига содир булади, 
яъни АТФ хисобига - АТФ ни регенерацияси креатинфосфатдаги энергияга 
бой гурухни фермент креатинкиназа иштирокида кучирилиши хисобига 
боради. Мускулдаги креатинфосфатнинг микдори 30-70 мг %, 

креатинкиназа
Креатин + АДФ -----------> креатин + АТФ булади. Мускул

тукимасидаги эркин креатин ва креатинфосфатнинг микдори тукиманинг 
физиологик холатига боглик-

Креатинни аникдаш. Эркин холатдаги креатинни аникдаш оксилсиз 
эритмада, диацетил билан а  - нафтол иштирокида рангли реакция натижа
сида аникданади.

Керакли асбоблар: пробиркалари билан штатив, муз хаммоми, 
центрифуга; термостат.

Реактивлар. 1. НСЮ4 - 0,5 М эритмаси, 2. КОН - 2 М эритмаси.
З.Диацетилнинг 0,05 % ли эритмаси; бу реактивни тайёрлаш учун 1,6 г 
диметилглиоксим олиб, 200 мл сульфат кислотасининг 5 н эритмасидан 
кушиб, колба кумли хаммомда киздирилади. Тулик эригандан кейин 
суюкдик 100 мл ли колбага солинади ва хажми дистилланган сув билан 
100 мл га етказилади. 1% ли диацетил эритмаси музхонада сакданади, 
ишлатишдан олдин сув билан суюлтирилади.

Оксилсиз экстрактни (олиш) тайёрлаш. Фосфорли бирикмаларни 
аникдаш 0-4°С олиб борилади. 1-2 г мускул тукимасидан олиб, сую к, 
азотда музлатилади. Сунгра ховончада эзилиб, 200-300 мг колбага соли
нади. Олдиндан совутилган НСЮ4 0,5 М эритмаси билан хажми 10 мл га 
етказилади, яхшилаб аралаштирилгач, оксилларни чуктириш учун 
центрифуга килинади. 7-8 мл оксилсиз эритмадан олиб, 2 М КОН эритмаси 
билан нейтралланади (нейтраллаш учун кетган КОН микдори хисобига 
олинади). Кейин эритма совутилиб, чукмага тушган КСЮ4 фильтрлаб 
ажратилади. Бу фильтратни креатин ва креатинфосфатни аникдаш учун 
ишлатиш мумкин.

Ишнинг бориши. Креатин микдорини аникдаш учун калибрланган 
график тузилади. Бунинг учун бир неча пробиркалар олиб, 0,1-0,5 мкмол 
креатинни бор стандарт эритмадан 1 мл дан солинади: 1 мл дан 1% а- 
нафталнинг ишкордаги эритмасидан ва 0,5 мл 0,05 % ли диацетил эрит
масидан солинади. Намуналарнинг хажми дистилланган сув билан 5 мл 
га етказилади, сунгра яхшилаб аралаштирилади ва 30 минут хона харора- 
тида коронга жойда колдирилади. Кейин спектрофотометрда 540 нм 
тулкин узунлигида оптик зичлиги улчанади. Олинган натижалардан график 
чизилади.

Текширилаётган намуналардаги креатинни аникдаш учун хам 
юкорида ёзилган тартибдагидек иш олиб борилади. Намунанинг оптик 
зичлиги белгилангандан сунг, графикдан кднча микдорда креатин борли- 
ги аникданади.



Креатинфосфэтни креагинга караб аниклаш

Креатинфосфатни аниклаш шунга асосланганки, у аммоний молиб- 
датнинг кислот ад аги эритмаси таъсирида анорганик фосфат кислота ва 
креатинга парчаланади. Ишкорий мухитда пикрин кислотаси билан хосил 
килган рангнинг оптик зичлиги спектрофотометрда улчаб аникданади.

Реактивлар. 1. 1,4% ли аммоний молибдатнинг 2 н сульфат кислота- 
с ид аги эритмаси. 2. 0,7 % ли аммоний молибдатнинг 1 н сульфат кислота- 
сидаги эритмаси. 3. Натрий ишкорининг 2 н эритмаси. 4. Пикрин кислота
сининг туйинган эритмаси. 5. Креатиннинг стандарт эритмаси (бу эритма- 
нинг 1 мл да 5 мкмол креатин бор). 6. Универсал индикатор.

Ишнинг бориши. Нейтралланган оксилсиз эритмадан 1-2 мл олиб 
пробиркага солинади ва тенг х,ажмда 1,4 % ли аммоний молибдатнинг
2 н сульфат кислотасидаги эритмасидан кушилади. Пробирка чайкатилгач, 
40 минут 37°С хароратда термостатда колдирилади. Шундан кейин фильтр
ланади, фильтратдан 1,5-3 мл олиб, 2 н натрий ишкорининг эритмаси 
билан нейтралланади. Эритмага 0,15 мл 2 н натрий ишкорининг эритма
сидан ва 0,25 мл пикрин кислотасининг туйинган эритмасидан кушиб, 
хажми дистилланган сув билан 5 мл га етказилади. Энди уни аралаштириш 
ва 10-15 минут ранг хосил булиши учун колдириш керак. Шундан сунг 
спектрофотометрда 540 нм тулкин узунлигида оптик зичлиги улчанади. 
Намунанинг оптик зичлиги га караб, калибрланган графикдан канча мик- 
дорда креатин борлигини аниклаш мумкин. Калибрланган гарфик тузиш 
учун эса пробиркаларга 1 мл дан 0,1-0,5 мкмол креатиннинг стандарт 
эритмасидан солиб, юкорида ёзилган шароитда иш олиб борилади.

Мускулдаги креатинфосфатнинг (X мг %) концентрацияси куйидаги 
формула билан хисобланади:

v  а 10 100 Л — --------------
2-С

Бу ерда: а - калибрланган графикдан топилган тажриба намунаси- 
даги креатин микдори, мг;

10- тукима гомогенатининг хажми;
100 - фоизда хисоблаш коэффициенти;
2 -  аниклаш учун олинган фильтратнинг хажми;
С - мускул тукимасининг огирлиги, мг.

Мускул тукимасида аденозингрифосфатазанинг 
активлигини аниклаш

Mg2+ АТФаза ферменти АТФ нинг гидролитик парчаланишини 
катализлайди ва бу реакция натижасида энергия ажралиб чикади: 

АТФаза
АТФ + Н20  -----------> АДФ + Рн - 10 ккал/моль.

Бу ферментнинг активлиги тукималарда сарфланган АТФ нинг 
микдорини курсатади.



Методнинг принципи. Ферме нтатив реакциянинг активлиги, АТФ
аза таъсирида АТФнинг парчаланишидан х,осил булган неорганик фосфат 
кислотанинг микдорига к.араб аникданади.

Керакли асбоблар: гомогенизатор, аналитик тарози, кайчи 1 ва 2 
мл ли пипеткалар, пробиркалари билан штатив, воронкалар, фильтр ко- 
fo3, термостат, спектрофотометр; центрифуга.

Реактивлар. 1. Мускул тукдмаси. 2. 0,25 М сахарозанинг трис- 
HCI эритмаси (рН-7,4). 3. Трихлорсирка кислотасининг 20% ли эритмаси.
4. Инкубацион аралашма: Трис-HCI (рН-7,5.) -0,2 М, KCI- 0,05 М, NaCl 
-0,58 М, ЭДТА - 0,01 М, MgCl2- 0,02 М, АТФ -0,02 М. 5. Буфер ара
лашма, pH - 4 - бу буфер аралашма: 0,2 М сирка кислотаси ва 0,4 М СН3 
COONa- ЗН20  эритмасидан тайёрланади. б.Аммоний молибдатнинг 1 % 
ли эритмаси. 7. 1 %ли аскорбин кислотасининг 1 М мис сульфатдаги 
эритмаси.

Ишнинг бориши. 100 мг мускул тукимаси майдаланади ва 5 мл 
0,025 М сахарозанинг Трис - HCI (рН-7,4) эритмаси билан гомогенизация 
килинади. Хос ил булган гомогенат дока оркали фильтрланади. Иккита 
пробиркага 2 мл дан гомогенат солинади. Биринчи пробирка контрол 
намунаси хисобланиб, унга 1 мл 20% ли трихлорсирка кислота эритмасидан 
кушилади. Шундан кейин иккала пробиркага 2 мл дан инкубацион ара- 
лашмадан кушилада ва 30 минут 37°С термостатга - инкубация га куйилади. 
Инкубация даври тугагач, тажриба намунасига 1 мл 20 % ли сирка кисло
тасининг эритмасидан кушилади. Сунгра пробиркалардаги суюкдикнинг 
х,ажми 0, 25 М сахарозанинг эритмаси билан 10 мл га етказилади х,амда
10 минут 2500 айл/минуг тезликда центрифуга килинади. Чукма тукиб 
юборилади, сую клик кисми билан эса рангли реакция олиб борилади.

Б унинг учун 1 мл центрифугатдан олиб, унга 2 мл аммоний молибдат 
эритмаси, 1 мл аскорбин кислотасининг мис сульфатдаги эритмаси ва 6 
мл ацетат буферидан кушилади. Эритмалар аралаштирилгач, 30 минутга 
колдирилади. Шундан кейин хрсил булган рангнинг интенсивлиги спектро- 
фотометрда 750 нм тулкин узунлигида улчанади.

АТФаза ферментининг активлиги микромоль микдори билан белги- 
ланади ва бу 1 г тукима таркибидаги фермент 1 минутда канча АТФ ни 
парчалай олишини курсатади. АТФаза ферментининг активлиги куйида
гича хдсобланади (мкмоль/Р./г/мин).

Е = (а - Ь ) - 5  
0,031 - С-30

Бу ерда: а - тажриба намунасидаги фосфорнинг микдори (бу микдор 
калибрланган графикдаи топилади), мг;

Ь- контрол намунасидаги фосфорнинг микдори (бу микдор х,ам 
калибрланган фафикдан топилади), мг;



0,031-Р. нинг микдори (мг) булиб, бу бир мкмоль АТФ ни АТФаза 
таъсирида парчаланишидан хосил булади,

5 - гомогенатнинг хажми, мл;
С -  тукиманинг огирлиги, г;
30 - инкубация вакти.
Калибрланган графикни тузиш. Бунинг учун стандарт эритма тайёр

ланади, бу эритманинг 1 мл да 0,025 мг фосфор бор. Шу эритмадан фос
форнинг турли концентрацияси тайёрланади: 0,0123 мг; 0,025 мг, 0,0373 
мг, 0,050 мг; 0,0623 мг; 0,0746 мг; 0,0869 мг, 0,0982 мг; 1,105 мг.

Бунинг учун пробиркаларга 0,5, 1,0; 1,5, 2,0; 2,5; 3,0, 3,5; 4,0; 4,5 
мл стандарт эритмалардан солинади. Сунгра юкорида ёзилган рангли 
реакция бажариб курилади ва 30 минутдан кейин оптик зичлиги спектро- 
фотометрда 750 нм тулкин узунлигида улчанади. Сунгра натижалардан 
калибрланган фафик туз ил ади. Шу графикдан тажриба ва контрол наму- 
налардаги фосфорнинг микдори топил ади.



XIV БОБ. БИОЛОГИК ОКЪЕКТЛАРДА ФОСФОРНИ АНИКДАШ

Усимликлар таркибида турли-гуман фосфорли бирикмалари учраб, 
улар асосан анорганик ва органик фосфордан иборат булади. Анорганик 
фосфатлар усимлик тукималари ва х,ужайраларида буферлик вазифасини 
бажариш билан каторда, усимликлар томонидан узлаштириладиган ва 
уни танаси буйлаб харакат киладиган асосий транспорт шакли хамдир. 
Шу билан бирга улар органик фосфатларни хосил килувчи манба хам 
хисобланади.

Органик фосфор кислотада эрувчи ва кислотада эримайдиган икки 
хил шаклда учрайди. Кислотада эрувчи фосфорли бирикмаларга нуклео- 
тидлар, шакарларнинг фосфорли эфирлари: кислотада эримайдиган фос
фор бирикмаларга эса фосфолипидлар, нуклеин кислоталар ва бошкалар 
киради. Фосфорли бирикмаларнинг хар бирини алохида-алохида ёки 
уларнинг умумий микдорини аникдаш мумкин.

Умумий фосфорни колориметрик усулда аникдашда бир катор 
бирикмалардан; эйкеноген, амидол, аскорбат кислота ва бошкалардан 
фойдаланиш мумкин.

Ишнинг бориши. Курук усимлик материал ид ан 50-200 мг тортиб 
олинади ва кичик хажмли Къелдал колбасида куйдирилади. Бунинг учун 
колбага 2-3 мл концентрланган сульфат кислота куйилади ва 1-2 минут 
давомида яхшилаб аралаштирилади. Сунгра 0,2-0,3 мл водород пероксиди 
кушиб аста-секин киздирилади. Агар колбадаги суюкдик тез киздирилса, 
фосфор кисман йуколиши мумкин. Эритма жигар ранг туе олгандан 
сунг яна 2-5 томчи водород пероксиди кушиб, киздириш давом эттирилади. 
Колбадаги суюкдик рангсизланиши билан реакция тухтатилади. Шундан 
сунг яна бир марта 15-20 минут давомида каттик киздирилади. Колбадаги 
суюкдик рангининг узгармаслиги, реакциясининг тамом булганидан дарак 
беради. Сунгра колба совитилиб, ундаги суюкдик чекланган 100 мл ли 
колбага куйилади ва дистилланган сув билан чизикгача тулдирилади. 
Аралашмадаги умумий фосфор колориметрик усулда аникданади.

Реактивлар: усимлик материали, сульфат кислотанинг концентр
ланган эритмаси, водород пероксиди.

Фосфор микдорини эйконоген ёрдамида аниклаш

Бу усул Фиске ва Суббароу томонидан таклиф кипинган булиб, 
фосфат кислотанинг нордон мухитда молибдат аммоний иштирокида 
фосфомолибдат аммоний хосил килишга асосланган. Бу комплекс бирикма 
эйконоген билан бирга кук ранг хосил килади. Рангни интенсивлиги 
фосфор кислота микдорига пропорционалдир.

Ишнинг бориши. Юкоридаги усул билан тайёрланган аралашмадан 
1 мл олиб биринчи пробиркага солинади. Нейтраллаш учун 2 томчи



фенолфталеин кушиб, уювчи натрийнинг 20% ли эритмасидан пушти 
ранг хосил булгунча солинади. Сунгра ортикча ишкор 1 н сульфат кислота 
билан ранг йуколгунча нейтралланади. Пробиркадаги суюкдикнинг хажми 
3,5 мл га етгунча дистилланган сув куйилади. Иккинчи (контрол) пробир
кага эса 3,5 мл дистилланган сув куйилади. Хар иккала пробиркага мо
либдат аммонийнинг 2,5 н сульфат кислотадаги 1,25% ли эритмасидан 
1,25 мл, эйконоген эритмасидан 0,25 мл кушилади ва яхшилаб аралашти
рилади. Хона хдроратида 30 минут колдирилади. Реакция натижасида 
хосил булган эритма ранги ФЭК да улчанади. Фосфор микдори 
калибровка чизига буйича ани клан ади.

Реактивлар: фенолфталеиннинг 1%ли эритмаси, сульфат кисло- 
танинг 1 н эритмаси, молибдат аммонийнинг 2,5 н сульфат кислотадаги 
1,25%ли эритмаси. Эйконоген эритмаси. 15 г натрий гидросульфита ва 
0,5 г натрий сульфит 70 мл дистилланган сувда эритилади ва фильтрланади. 
Совитилгандан сунг фильтрланиб, сув билан 100 мл га етказилади. Эйко
ноген (1,2,4-амино-нафтолсульфонат кислота).

Фосфор микдорини аскорбат кислота ёрдамида аниклаш

Фосфорни аскорбат кислота ёрдамида аниклаш Скулачев томонидан 
таклиф килинган булиб, жуда оз микдордаги фосфорни аникдашга имкон 
беради. Бу усул айникса анорганик фосфор билан бирга лабил органик 
фосфор бирикмалари булган материалларни текширишда мухим ахамиятга 
эга. Чунки бу усул шароитида лабил органик бирикмалар анча тургун 
булади.

Ишнинг бориши. Юкоридаги усулда тайёрланган аралашмадан 0,1 
мл олиб, В реактивидан 1,4 мл кушилади, аралаштириб 20 минут 45°С 
да инкубацияга куйилади. В акт тугагач, пробирка совитилади ва ФЭК 
да (кизил ёругликдаги фильтрда) улчанади. Контрол пробиркага текшири
лаётган аралашма урнига 0,1 мл сув олинади. Фосфор микдори калибровка 
чизига буйича аникданади.

Реактивлар: А реактиви, аскорбат кислотанинг 10% ли эритмаси. 
Б реактиви, молибдат аммонийнинг 1 н сульфат кислотадаги 0,42% ли 
эритмаси.

В реактиви хар вакт янгитдан тайёрланиши керак. Калий дигидро
фосфат тузи.

Калибровка чизитни гузиш. Текширилаётган материалдаги фос
форни аникдаш учун аввало калибровка чизига туз ил ади. Б унинг учун 
фосфор концентрацияси маьлум булган стандарт эритмалардан фойдала- 
нилади.

Стандарт эритма кристалланган калий дигидрофосфат тузидан 
тайёрланади. Асосий эритмани тайёрлаш учун КН2 Р04 тузидан 0,1756 г 
тортиб олинади ва 1 л сувда эритилади. Асосий эритмадан 25 мл олиб



яна 1 л ли улчов колбага куйилади ва чизигагача дистилланган сув 
билан тулдирилади. Шу йул билан тайёрланган эритманинг 1 мл да
0,0001 мг фосфор булади. 5 та пробиркага 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ; 1 мл 
дан тайёрланган стандарт эритма солинади, улардаги фосфор концентра
цияси 0,00002 ; 0,00006; 0,00008; 0,0001 мг га тусри келади. Пробиркалар 
уювчи натрий билан фенолфталеин буйича нейтралланади ва юкоридаги 
усулларнинг кайси брфи билан ишланса уша усул реактивлари ишлатилади. 
Сунгра 30 минутга хона хароратида колдирилиб ФЭК да оптик зичлиги 
аникданади. Одатда 5 мм ли ёки 10 мм ли кюветалардан фойдаланилади. 
Калибровка чизигини чизганда абсцисса ук,ига фосфор микдори, 
ординатага эса эритма рангининг интенсивлиги (экстинкцияси) тушилади.

Фосфорни аникдаш учун тузилган калибровка чизиги.

Фосфорли бирикмаларнинг айрим фракцияларини 
аниклаш

Усимликлар таркибидаги турли-туман фосфорли бирикмаларни 
фракцияларга ажратиш усуллари хилма-хилдир. Пекин уларнинг хаммаси 
хам бир принципга, фосфорли бирикмаларнинг турли хил эритувчилар 
ёрдамида кетма-кет ажратиш, уларнинг айрим гурухдарини гидролизлаш 
ва фосфат микдорини юкорида курсатган усулларнинг бир-бири билан 
аникдашдан иборатдир.

Кислотада эрийдиган фосфорни ажратиш

Бу гурухга кирувчи фосфорни совук шароитда 0, +2 °С да олиб 
борилади. Яхшилаб майдаланган ва бир хил масса хосил булгунча эзилган 
усимлик материалини (2 г янги узилган барг, 0,5 - 1 г урут) хажми 50 мл 
булган центрифуга пробиркасига куйилади ва унинг устига совитилган 
хлорат кислотанинг 5% ли эритмасидан 15 мл кушилади. Пробирка пу
ках билан махкам беркитилиб, музли идишга куйилади ва 20 минут да
вомида махсус тебратувчи асбоб ёрдамида чайкатилади. Сунгра центри-



фугада минут ига 4000-5000 тезлик билан 10 минут давомида центрифуга- 
ланади. Суюкдик хажми 50 мл ли колбага куйилади, чукма эса яна сови- 
тилган хлорат кислотанинг 5% ли эритмаси билан аралаиггирилиб, юкори- 
даги жараён яна такрорланади ва суюкдик 50 мл ли колбага куйилади. 
Бу жараён яна бир марта такрорланиб, колбадаги кислотали суюкдикнинг 
умумий хджми дистилланган сув билан 50 мл ли чизикка етказилади.

Шу йул билан ажратиб олинган кислотада эрувчи фракцияда анор
ганик фосфорлар, осонлик билан гидролизланувчи фосфорли органик 
бирикмалар (карбоксилфосфатлар, лабил пирофосфатлар, аминофосфат- 
лар, глюкоза - 1-фосфат) ва фосфат кислотанинг тургун эфирлари (ино- 
зитгексофосфатлар, гексоза - 6 - фосфат, триозафосфатлар ва бошкалар) 
киради. Олинган экстрактда кислотада эрувчи анорганик фосфор (экст
ракт куйдирилмасдан) ва 10 минутли кислотали гидролиздан сунг ажра- 
ладиган ва осонлик билан гидролизланувчи кислотада эрийдиган фосфор 
аникданади.

Кислотада эрувчи умумий фосфорни аникдаш

Хажми 50 мл ли Кьелдал колбас ига 10 мл кислотали экстракт 
куйиб, 3 мл концентрланган сульфат ва 2 мл 57% хлорат кислотадан ку
шиб куйдирилади. Экстракт тулик куйиб булгач, х,ажми 25 мл чизикди 
колбага куйилади ва дистилланган сув билан чизиккача тулдирилади. 
Х^ажми 10 мл ли пробирка ёки цилиндрга эритмадан 2 мл олиб нейтралла- 
нади ва юкоридаги усулларнинг бири ёрдамида фосфор аникданади.

Фосфор микдори куйидагича х,исобланади. Янги узилган усимлик
баргидан 2 г олинди. Экстрактнинг умумий хджми 50 мл. Куйдириш
учун 10 мл экстракт олинди. Экстрактнинг *ажми 25 мл га етказилди.
Бундан фосфорни аникдаш учун 2 мл намуна олинади. Калибровка чизиги
буйича олинган намунада 0,010 мг фосфор аникданади. Кислотада эрувчи
умумий фосфор микдори куйидагича топил ади.

v  0,010 -50 -25 -100 , ,X  = — --------------------------- = 31, 25 мг ,
2-10 2

Демак, 100 г хул барща 31,25 мг кислотада эрувчи умумий фосфор 
мавжуд.

Кислотада эрувчи анорганик фосфорни аникдаш

Асосий экстрактдан (анализ килинаётган материални хлорат 
кислота билан ишлангандан сунг) 5 мл олиб, х,ажми 10 мл ли улчов 
колбага куйилади. Унинг устига фосфорни колориметрик усулда аникдаш 
учун зарур булган реактивлардан кушилади(фосфор микдорини аникдаш 
методдарига каранг). Сунгра фосфор микдори калибровка чизигига караб 
аникданади.



Фосфорли бирикмаларшшг айрим фракцияларини 
аникдаш схемаси

Осонлик билан гидролизланувчи кислотада 
эрувчи анорганик фосфорни аниклаш

Асосий экстрактдан 5 мл олиб, хажми 50 мл ли колбага куйилади 
ва унинг устига хлорид кислотанинг 2 н эритмасидан 5 мл кушилади. 
Колбани сув совитгич урнатилган пробка билан беркитилади ва кайнаб 
турган сув хаммомида 10 минут yumанади. Кейин колба совук сув ёрдамида 
тезда совитилади. Шу йул билан тайёрланган гидролизатдан 5 мл олиб, 
хажми 10 мл ли улчов колбага куйилади. Унинг устига фосфорни аниклаш 
учун зарур булган реактивлардан кушиб, колориметр ёрдамида фосфор 
аникланади.

Осонлик билан гидролизланувчи фосфор билан анорганик фосфор- 
нинг фарки лабил фосфор микдорига тенг булади. Лабил фосфорларга 
нуклеотид ва трифосфатлар, глюкоза 1-фосфат ва бошка бирикмалар 
киради.

Умумий кислотада эрувчи фосфордан осонлик билан гидролизла
нувчи фосфор фарки фосфорнинг тургун эфирлари (стабил фосфор) 
микдорига тенг булади. Буларга триозафосфатлар, гексоза 6-фосфат, 
инозитгексофосфат (фитин) ва бошкалар киради.

Умумий кислотада эрувчи фосфор билан неорганик фосфор 
уртасидаги фарк кислотада эрувчи органик фосфор микдорига тенгдир.



Фосфолипид фракциясини ажрагиш

Кислотада эрувчи фосфорни ажратиб олгандан сунг, центрифуга 
пробиркасида колган чукма 5-10 мл этил спиртининг 80% ли эритмаси 
билан ювилади, сунгра куп марта спирт эфир (3:1) аралашмаси билан 
36-40 соат давомида экстракция килинади. Сунгра таркибида фосфорлипид 
тутувчи экстрактлар колбага йигилади. Унинг умумий х,ажми 35 мл га 
тенг булиши керак. Экстракт 10 минут давомида 3000 тезлик билан 
центрифугаланади. Эритма Къелдал колбасига куйилади ва секинлик 
билан киздирилиб эритувчилардан тозаланади. Колбадаги колдикка 5 мл 
сульфат ва хлорат (3:2) кислота аралашмасидан кушиб куйдирилади. 
Куйдириш э^тиёткорлик билан бажарилиши керак, чунки дастлабки 
минутларда колбадаги эритма кучли равшцда купикланади. Куйдириш 
тамом булгач, колбадаги рангсиз сую клик *ажми 25 мл ли улчов колбага 
куйилади ва дистилланган сув билан чизиккача тулдирилади. Ана шу 
эритмадан 2 мл олиб, керакли реактивлардан кушилади ва фосфор 
микдори аникданади.

Нуклеин кислота таркибидаги фосфорни аниклаш

Кислотада эрувчи фосфор ва фосфорлипидларни ажратиб олгандан 
сунг, пробиркада колган чукма 20 мл уювчи натрийнинг 1 н эритмаси 
билан яхшилаб аралаштирилади ва 18 соат давомида 37° С да термостата 
сакданади. Сунгра 20 минут давомида 4000 тезлик билан центрифугала
нади. Ишкорий эритмадан умумий фосфор аникданади. Кейинги ишлар 
совук шароитда бажарилиши керак.

ДНК ни чуктириш учун центрифуга пробиркасига эритмадан 5мл 
куйилади ва совитилади. Совитилган эритмага хлорид кислотанинг 6 н 
эритмасидан томчилаб pH 6 ,6-6,8 га етгунча кушилади. Сунгра ДНК ни 
чуктириш учун 5 мл хлорат кислотанинг 1 н эритмасидан (совитилган) 
кушилади ва 3 соат давомида ДНК тулик чукмага тушгунча совукхонада 
сакланади. Чукмани 20 минут давомида 4000 тезлик билан центрифугалаб 
ДНК ажратилади. Эритмада РНК компонентлари кол ади. Шу эритмадан 
умумий ва анорганик фосфор аникданади.

Нуклеин кислоталарни экстракция килиш

ДНК чукмаси 10 мл хлорат кислотанинг 0,5 н эритмаси билан 
100° С да 20 мин. давомида икки марта экстракция килинади. Хар сафар 
эритма 10 мин. давомида 3000 тезлик билан центрифугаланиб ажратилади. 
Эритмалар кушилиб ундаги умумий ва анорганик фосфор аникланади. 
Ишкорий эритмадаги умумий фосфор (Р,) ва ДНК ни чуктиргандан кейин 
эритмадаги умумий фосфор (Р2) ни аниклаш билан нуклеин кислота 
таркибидаги умумий фосфор (Pj-P2) топилади.



Нуклеин кислоталарнинг ишкорий эритмасида ДНК узгармайди 
бирок, РНК кнсман мононуклеотидларгача парчаланади. ДНКни чуктир- 
гандан кейинги эритмадаги умумий фосфор (Р2) ва шу эритмадаги анор
ганик фосфор (Р3) ни аникдаш билан РНК таркибидаги фосфор (Р2-РЗ) 
^опилади.

ДНК таркибидаги фосфор эса ДНК компонентлари экстракция 
килингандан кейин колган эритмадаги умумий фосфор (Р4) билан шу 
эритмадаги анорганик фосфорнинг айирмасига (Р4-Р5) тенг булади.

Реактивлар: КСЮ4нинг 5% ли ва 57% ли эритмаси сульфат кис- 
лотанинг концентрланган эритмаси, хлорид кислотанинг 2 н ва 6 н 
эритмаси, хлорат кислотанинг 0,5 н ва 1 н эритмаси, натрий гидроксиди
нинг 1 н эритмаси, этил спиртнинг 80% ли ва 96% ли эритмаси, эфир.



ИЛОВА 
Буфер эригмалар тайёрлаш

I
j Фосфат-цитрат буфери, pH 2,2 - 8,0.

Na2HP04-H20, нисбий молекуляр массаси 178, 05, 0,2 М эритма 
тайёрлаш учун 35,61 г туз 1 л сувда эритилади.

Цитрат кислота Н20, нисбий молекуляр массаси 210, 14, 0,1 М 
эритма тайёрлаш учун 21,018 г кислота 1 л сувда эритилади.

pH 0,2 М NajHPCV, 
мл

0,1 М цитрат 
кислота, мл

рн 0,2 MNa2HP04, 
мл

0,1 М цитрат 
кислота, мл

2,2 0,40 19,60 5,2 10,72 9,28
2,4 1,24 18,76 5,4 11,15 8,85
2,6 2,18 17,82 5,6 11,60 8,40
2,8 3,17 16,83 5,8 12,09 7,91
3,0 4,11 15,89 6,0 12,63 7,37
3,2 4,94 15,06 6,2 13,22 6,78
3,4 5,70 14,30 6,4 13,85 6,15
3,6 6,44 13,56 6,6 14,55 5,45
3,8 7,10 12,90 6,8 15,45 4,55
4,0 7,71 12,29 7,0 16,47 3,53
4,2 8,82 11,72 7,2 17,39 2,61
4,4 8,82 11,18 7,4 18.17 1,83
4,6 9,35 10,65 7,6 18,73 1,27
4,8 9,86 10,14 7,8 19,15 0,85
5,0 10,30 9,70 8,0 19,45 0,55

Борат буфери (0,2 М), pH 7,4-9,0.

Натрий тетраборат (Na2 В4 0 7-10 Н20). Мол массаси - 381,43. 
19,072 г натрий тетраборат тузи 1 л сувда эритилади. Борат кислота, 
молекуляр массаси 61,84° 12,37 г борат кислота 1 л сувда эритилади.

PH Na^CVlOHzO 
0,05 М, мл

Борат кислота 
0,2 М, мл

рн Na2B40710 Н20  
0,05 М, мл

Борат кислота 
0,2 М, мл

7,4 1,0 9,0 8,2 3,5 6,5
7,6 1,5 8,5 8,4 4,5 5,5
7,8 2,0 8,0 8,7 6,0 4,0
8,0 3,0 7,0 9,0 8,0 2,0



Ацетат буфери (0,2 М), pH 3,6-5,8 
Натрий ацетат, нисбий молекуляр массаси =136,09

pH Натрий ацетат 
0,2 М, мл

Ацетат кислота 
0,2 м, мп

pH Натрий ацзтат 
0,2 М, мп

Ацетат кислота 
0,2 М, мл

3,6 0,75 7,25 4,8 5,90 4,10
3,8 1,20 8,80 5,0 7,00 3,00
4,0 1.80 8,20 5,2 7,90 2,10
4,2 2,65 7,35 5,4 8,60 1,40
4,4 3,70 6,30 5,6 9,10 0,90
4,6 4,90 5,10 5,8 9,40 0,60

Трис- буфери (0,05 М), pH 7,2-9,1.

Трис нисбий молекуляр массаси 121,14, эритма ^ажмини дистил
ланган сув билан 100 мл га етказилади.

pH Трис 0,2 М, мл Хлорид кислота, 
0,1 М, мл

Н20, мл
23 °С 37° С
7,20 7,05 25 45,0 100мл гача

! 7,36 7,22 25 42,5
1 7,54 7,40 25 40,0

7,66 7,52 25 37,5
7,77 7,63 25 35,0
7,87 7,73 25 32,5

! 7,96 7,82 25 30,0
8,05 7,90 25 27,5
8,14 8,00 25 25,0
8,23 8,10 25 22,5
8,32 8,18 25 20,0
8,40 8,27 25 17,5
8,50 8,37 25 15,0
8,62 8,48 25 12,5
8,74 8,60 25 10.0
8,92 8,78 25 7,5
9,10 8,95 25 5,0



Аминокислоталарнинг кшка каватли ва когоз 
хроматографияси ёрдамида ажратиш коэффиценти
Аминокисл оталар Турли хил эритмалардаги киймати

1 2 3 4
Глицин 0,40 0,26 0,17 0,08
Аланин 0,59 0,38 0,24 0,13
Серин 0,31 0,27 0,16 0,08
Цестеин - 0,07 0,08 0,02 ‘
Цестин 0,22 0,08 0,05 -
Метеонин 0,79 0,55 0,44 0,25
Треонин 0,49 0,35 0,17 0,13
Валин 0,79 0,60 0,45 0,24
Лейцин 0,82 0,73 0,61 0,41
Изолейцин 0,83 0,72 0,59 0,37
Аргинин 0,54 0,20 0,10 0,05
Лизин 0,46 0,14 0,08 0,03
Глутамат кислота 0,29 0,30 0,17 0,03
Аспартат кислота 0,13 0,24 0,16 0,02
Фенилаланин 0,84 0,68 0,53 0,34
Тирозин 0,58 0,45 0,24 0,24
Гиствдин 0,66 0,20 0,10 0,13
Триптофан 0,75 0,50 0,43 0,17
Пролин 0,88 0,43 0,30 0,13

1 - Фенол сув (4 г: 1)
2 - Н. Бутанол - ацетон кислота - сув (4:1:1).
3 - Н. Бутанол - ацетат кислота - сув (4:5:5).
4 - Н. Бутанол - этанол - сув (4:1:4).

Паст харорат хосил килувчи аралашмалар
Тузлар Тузларнинг 

микдори, г.
K,op ёки муз 
микдори, г.

Максимал паст 
хдрорат

MgS04 23,4 100 - 3,9
n h 4 Cl 30,0 100 - 15,8
n h 4n o 3 45,0 100 -17,3
Na С 30,4 100 - 21,2
Na Cl 27,5 100 - 33,6
Ca CI2 42,6 100 - 55,0
Na Cl 41,6
m h 4n o 3 41,6
Na Cl 41,40,0 100 - 30
n h 4 n o 3 20,0



Элемент номи Атом огирлиги Элемент номи Атом огирлиги
Азот 14,008 Мис 63,57
Алюминий 16,97 Молибден 95,95
Барий 137,36 Натрий 22,997
Бор 10,82 Олтингугурт 32,06
Бром 79,916 Платина 195,23

Симоб 200,61
Висмут 209,0 Стронций 87,63
Водород 1.008 Темир 197,2
Вольфрам 183,92 Углерод 12,01
Йод 126,92 Фосфор 30,98
Кадмий 112,41 Хлор 35,457

Хром 52,01
Калий 39,096 Цинк 65,38
Кальций 40,08 Кургошин 207,21
Кислород 16,00
Кремний 28,06
Кумуш 107,88
Магний 24,32
Марганец 54,93
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