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SO’Z BOSHI
Ushbu uslubiy qo’llanma bioorganik kimyodan tasdiqlangan dasturga muvofiq tuzilgan bo’lib, unda namunaviy o’quv dasturga oid amaliy ishlarning tavsifi berilgan. Bu ishlar uglevodlar, lipidlar, aminokislotalar, oqsillar, nuklein kislotalar, fermentlar, vitaminlar, garmonlarni sifat va miqdoriy jihatdan aniqlash, ajratib olish, tozalashga va ularning fizik-kimyoviy xossalarini o’rganishga, shuningdek, moddalar almashinuvining turli  jihatlarini biologik oksidlanish,  fosforlanish, uglevodlar, yog’lar, oqsillar, nuklein kislotalar va meneral tuzlar almashinuvini tekshirishga qaratilgan.

Uslubiy qo’llanma oliy o’quv yurtlarining kimyo, kimyo-biologiya va biologiya ixtisosligi bo’yicha ta‘lim oladigan talabalariga mo’ljallangan, undan biokimyo o’qitiladigan boshqa oliy o’quv yurtlari talabalari ham foydalanish mumkin.

Oqsillarni kimyoviy jihatdan о‘rganishdagi dastlabki ish ularni hujayra massasidan yoki biologik suyuqliklardan toza holda ajratib olish uncha ham oson ish emas. Oqsillarni ajratib olish va tozalashning barcha bosqichlarida ularning barqarorligini hisobga olish zarur bо‘ladi va barcha jarayonlarni yumshoq sharoitda olib borish oqsillar kimyosining asosiy shartidir.

Oqsillarni ajratib olishda uchraydigan yana bir muammo biologik materiallardan olinadigan murakkab aralashmalarda oqsil molekulalari bilan birga aralashgan holda bо‘ladigan va ular bilan kompleks hosil qiladigan boshqa organik birikmalar lipidlar, uglevodlar, nuklein kislotalar va boshqalarning ham bо‘lishidadir.

Ushbu uslubiy qо‘llanmada kimyoviy usullar yordamida oqsillar va ularning ayrim tarkibli qismlarini kimyoviy usullar yordamida ajratish, shuningdek, о‘simlik tarkibidagi ayrim komponentlarni ajratishda yupqa qatlamli xromatografiyadan foydalanish usullari yoritilgan.

1 – ISH. SIGIR SUTIDAN KAZIYENNI AJRATISH.

Ishning umumiy izohi. Sutning pН ini kazeinning izoelektrik nuqtasigacha (4,5-4,7) yetkazib, kazein cho’ktiriladi va organik erituvchilar bilan yog’sizlantiriladi.

Jihozlar va reaktivlar.  0,5 l o’lchagich stakan, sentrifuga (vakum filtrlash qurilmasi), RN – metr, suvsiz sirka kislota etil spirti (100 ml), efir (100 ml) RN 8,5 ga teng bo’lgan 50 mm natriy karbonat bufer eritmasi sut (300 ml).

Ishning borishi. Bu usul oqsillarning izoelektrik nuqtasidagi eruvchanligining juda kam bo’lishiga asoslangan. Oqsillar konsentrlangan eritmalarda izoelektrik nuqtalarida cho’kmaga tushadi. 300 ml sutni aralashtirib turilgan holda 0,5 m СH3СООН qo’shilib (tomchilab) achitiladi. Bunda RN (RN – metr yordamida tekshirib turiladi) 4,5 ga yetkaziladi va achitilgan sut cho’kma hosil qilishligi uchun 1 soat sovuqxonada qoldiriladi. RN – ning 4,5 dan kamaymasligiga harakat qilish kerak, chunki RN ko’rsatgichi kislotali bo’lsa, kazein erib ketadi. Kazein cho’kmasi sentrifugalani yoki filtrlanib ajratiladi.

Kazein cho’kmasiga teng hajmda spirt qo’shib aralashtiriladi va spirt filtrlanib (sentrifuga yordamida) ajratiladi. Ushbu jarayon yana bir marotaba qaytariladi.

Spirt bilan suvsizlantirilgan kazein cho’kmasini, yog’ini ajratish uchun uch marotaba 50 ml dan efir bilan ishlanadi. Tamoman yog’sizlantirilgan kazein havoda quritiladi va RN 8,5 ga teng bo’lgan 100-150 ml 50 mm natriy karbonat eritmasida eritiladi. Kazein  eritmasi sentrifugalash yoki filtrlash bilan tindiriladi. Eritma tiniq bo’lishi kerak. Kazein  yuqorida yozilganidek tindirish uchun ikkinchi marotaba cho’ktiriladi. Qayta cho’ktirilgan kazein filtr qog’ozlari orasida siqiladi va quritiladi, iloji boricha quritish oldidan spirt va efir bilan ishlovni qaytarish kerak.

Quritilgan kazein tortiladi va unumi tajribaga olingan sut miqdoriga nisbatan aniqlanadi.

2 – ISH. TUXUM ALBUMININI TUZ BILAN CHO’KTIRISH ORQALI AJRATIB OLISH.

Ishning umumiy izohi. Tuxum oqsilidan bosqichma-bosqich tuz bilan cho’ktirish orqali (oldindan 50% li to’yintirilishda tushgan cho’kmani olib tashlab) hamda dializ yo’li bilan albumin qismi ajratiladi.

Jihozlar va reaktivlar. 100 ml o’lchagich silindr, stakan, sentrafuga, (vakum – filtrlagich qurilmasi) SF-26, ammoniy sulfat, 1 dona tuxum (tovuqniki), dializ membranasi, dializ uchun kamera (2 l).

Ishning borishi. Tuxum oqsili sarig’idan ajratiladi va o’lchagich silindriga solinib, uning hamma suv bilan 50 ml gacha, yetkaziladi va 15, 65 g ammoniy sulfat qo’shiladi asta-sekin aralashtiriladi. Hamma tuz bo’laklari erigandan so’ng yarim to’yingan tuz eritmasidan tushgan globulin cho’kmasi sintrafuga qilinib (3-5 ming ayl/min) yoki qalin filtr qog’oz orqali filtrlab ajratiladi. Filtrat (cho’kma ustidagi suyuqlik) o’lchagich silindrga yig’iladi, hajmi o’lchanib, tuz erishi uchun stakanga o’tkaziladi va eritmada ammoniy sulfat tuzining to’yinish darajasi 70% gacha yetkaziladi. Tuzning miqdori quyidagi formula yordamida hisoblanadi.

X=[0,515ּVּ(C2-C1)] : [1-(0,272ּC2)]

Bu yerda: X – berilgan to’yinish darajasi uchun olingan tuzning miqdori, grammda, V – oqsil eritmasining hajmi, ml da, C1 – tuzning dastlabki to’yinish darajasi (o’nli bo’laklarda 100% = 1,00); C2 – berilgan to’yinish darajasi. Kerakli miqdordagi ammoniy sulfat erigandan so’ng, loyqalangan aralashma cho’kma hosil qilish uchun 30-40 minut qoldiriladi. Ovalbumin cho’kmasi glabulinlar kabi yig’ib olinadi. Cho’kma agarda filtrlash ishlatilgan bo’lsa – filtr qog’oz cho’kma bilan birga oz hajmdagi suvda aralashtirilib, dioliz qopchasiga (naycha) solinadi va tuzni chiqarib yuborish uchun dializ qilinadi.

Buning uchun dializ qopchasi (naycha) iliq suv bilan ho’llanib bir uchi bog’lanadi va varonka yordamida oqsil eritmasi bilan to’ldiriladi. Dializ 4 marta 20 mm pH 7,4 bo’lgan natriy fosfat buferi eritmasida har galgi almashinishi 1 soatdan kam bo’lmagan holda olib boriladi.
Dializning dastlabki 2 soatini suv bilan olib borish mumkin. Dializotdagi ovalbuminning konsentratsiyasi 260 va 280 nm da yutilishi bo’yicha, nomogrammiga asosan aniqlanadi.

3 – ISH. QON ZARDOBIDAN ALBUMINNI AJRATISH.

Ishning umumiy izohi. Hayvon (odam) qoni zardobidan 50% to’yinish darajasida tuz bilan to’yintirish yo’li bilan globulinlar (alfa, beta, gamma) cho’ktiriladi, so’ngra cho’kma ustidagi suyuqlikdan tuz bilan to’yintirish darajasini 70% ga yetkazib turib, zardob albumini cho’ktiriladi va dializ yo’li bilan to’zsizlantiriladi.

Jihozlar va reaktivlar.  50 ml  o’lchagich silindr, 50 ml li stakan,  sentrifuga (yoki vakum filtr qurilmasi), dializ membranasi yoki naychasi, dializ qilish uchun 1 l li kamera (stakan), SF-26, 10 ml zardob.

Ishning borishi. Hayvon yoki odam qon zardobini tuz bilan cho’ktirilganda, tuzning konsentratsiyasi sekin-asta oshirilishiga qarab, quyidagi fraksiyalar (qismlar) cho’kishi mumkin:

2-jadval
	To’yintirilish darajasi, %


	Cho’kmaga tushayotgan fraksiya


	Cho’kmadagi oqsil miqdori (umumiy oqsilga nisbatan) %
	Eslatma 

	34
	Γ – globulinlar 
	20
	

	40
	Α, β, γ – globulinlar
	15
	

	50
	Α, β–globulinlar, α–mukoproteinlar
	14
	

	62
	Zardob albumini
	32
	Kristall holda

	68
	Albumin, gemokuprein, glikoproteinlar va boshqalar 
	14
	


Qon zardobi albumini globulinlar yig’indisini ammoniy sulfat tuzi bilan 50% gacha to’yintirilib oldindan cho’ktirilgandan so’ng, ajratiladi. Buning uchun 10 ml zardobiga 3,13 g tuz qo’shiladi va globulinlar cho’kmasi filtrlanib yoki sentrifugalanib olib tashlanadi, filtrat (cho’kma ustidagi suyuqlik) yig’ib olinadi. Globulinlar cho’kmasi qayta cho’ktirib fraksiyalash uchun foydalanildi. Zardob filtrati globulinlar olib tashlangandan so’ng o’lchagich silindrga solinib, hajmi o’lchanadi va 60% gacha to’yintirish uchun quruq tuz qo’shiladi. Ma‘lum konsentratsiyagacha kerak bo’lgan tuzning miqdori quyidagi formula bilan aniqlanadi: 
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X – tuzning moqdori, g da; V – eritma hajmi, ml da; S1 – boshlang’ich to’yintirish darajasi (o’nli bo’laklarda 100%=1,00), S2 – berilgan to’yintirish darajasi.

Kerakli miqdordagi tuz erigandan so’ng, suspenziya  30-45 minutgacha cho’kma hosil qilish uchun qoldiriladi. Albumin cho’kmasi globulinga o’xshab yig’iladi. Cho’kma (agarda filtrlangan bo’lsa – cho’kma filtri bilan) oz miqdordagi suvda eritiladi va suvda dializlanadi (3 marotaba, suvning hajmi 1 l, har bir navbati 1-2 soatdan). Dializatdagi albumin konsentratsiyasi aniqlanadi, unumi yutilishi bo’yicha (280 nm) nomogrammaga asosan topiladi.

4 – ISH. IMMUNOGLOBULINLARNI QON ZARDOBIDAN AJRATISH.

Ishning umumiy izohi. Hayvon (odam) qoni zardobidan 50% to’yinish darajasida ammoniy sulfat bilan cho’ktirish orqali immunoglobulinlar qismi cho’ktiriladi, ortiqcha tuzni chiqarib yuborish uchun dializ qilinadi va imkoniyat bo’lsa, liofillab quritiladi.
Jihozlar va reaktivlar.  50 ml  li stakan 2 dona, sentrifuga vakum filtrlagich qurilmasi, SF – 26, 10 ml qon zardobi, ammoniy sulfat dializ membranasi, hajmi 1 l bo’lgan dializ kamerasi.

Ishning borishi. Hayvon va odam qon zardobining immunoglobulinlari oqsillarning geterogen sinfiga mansubdir. (1 gA, 1gM, 1gD, 1gYe, 1gG). Ular antitelolar begona molekulalar paydo bo’lganida unga qarshi ishlab chiqariladigan moddalardir.

Antitelo o’ziga mos kelgan antigenni o’ta moyillik bilan sezib, uni, «bog’lab» oladi va antigenni neytrallashga hamda yo’qotishga moslaydi.

Qon zardobi immunoglobulinlarining asosiy massasi  1gG  dan iborat bo’lib, cho’kmaga 30-50% darajada ammoniy sulfat tuzi bilan to’yintirilganda tushadi. 10 ml qon zardobiga (aralashtirib turib) asta-sekin 3,13 g ammoniy sulfat tuzi qo’shiladi. Aralashma cho’kma hosil qilishligi uchun 30-40 min qoldiriladi. Globulinlar cho’kmasi 15 minut davomida 3-5 ming ayl/min tezlikda sentrifugalanib yoki filtrlanib ajratiladi, zardobning dastlabki hajmidagi suv bilan eritiladi va 2 marotaba 1 l suvda (1-2 soat), 1 marotaba рН 7,4 bo’lgan 10 mm natriy fosfat buferida (1 soat) dializ qilinadi.

Fraksiyalarning tozalik darajasini oshirish maqsadida qaytadan cho’ktirish odatdagidek olib boriladi. So’ngra ammoniy sulfat bilan cho’ktirilgan va buferda dializlangan cho’kma imkoniyat bo’lsa, liofillab quritiladi.

Eritmani 260 va 280 nm dagi optik zichligi o’lchanadi va 1gG – ning konsentratsiyasi hamda miqdori aniqlanadi.  

5 – ISH. ODAM QON ZARDOBI ALBUMINI VA OVALBUMINNI DKAK-SELLYULOZADA QON ALMASHINISH XROMATOGRAFIYASI BILAN TOZALASH.

Ishning umumiy izohi. Odam qoni zardobi albuminining (OZA) va tuxum albuminining (OV) tozalanmagan namunasi pH 7 bo’lgan 20 mM natriy fosfat buferida DYeAYe-sellyuloza anionalmashgichda ion almashish xromatografiyasiga qo’yiladi. Albuminlar kolonkadan 0,05:0,1: 0,3 va 0,6 M NaC1 bilan bosqichma-bosqich elyuatsiya qilinib, so’ngra dializ qilinadi va liofillar quritiladi.
Jihozlar va reaktivlar.  Kolonka (2x20 sm), polietilen yoki rezinadan yasalgan d=0,1-0,2 sm, uzunligi 1-2 m bo’lgan birlashtiruvchi paychalar, DYeAYe ni selyuloza (sefadeks) –20-40 ml bo’ktirilgan gel. RN 7,4 bo’lgan natriy fosfat buferi, SF-26, 300 ml tagi yassi kolbalar 4 dona, 1 l kolba –1 dona, dializ trubkalari, OZA-200 mg, OV –200 mg.

Ishning borishi. Kolonka yuvilgan, regeneratsiya (qayta tozalangan) qilinib o’z holatiga anion almashgich ishlash uchun tayyorlangan bufer bilan birga to’ldiriladi (namlash usuli bilan, gelda pufakchalar hosil bo’lishidan holi holda) va tutashtiruvchi naychalar yordamida 100 mg oqsil/10 ml gel hisobida oqsil eritmasi solinadi, kolonkani 5 barobar hajmdagi 20 mM natriy fosfat buferi bilan yuviladi. Gel bilan bog’langan oqsillar ketma-ket 0,05; 0,1; 0,3 va 0,6 M NaCl tutuvchi buferda elyutsiya qilinadi. Elyutsiya har bir bufer bilan elyuatning A3 4 0 ni nolga teng kelguncha olib boriladi. 0,05 M NaCl dagi elyuat tashlab yuboriladi, 0,1; 0,3 va 0,6 M NaCl dagi alyuatlar dializlanib tarkibini ifodalash uchun foydalaniladi, OZA (SACH) va  OV asosan 0,3 M NaCl bilan elyutsiya qilinib, 2 marotaba 1-2 soatda 20 mM natriy fosfat buferi va bir marotaba suv bilan dializ qilinadi. Dializat liofil holatda quritiladi va oqsilni keyingi ifodasi uchun foydalaniladi.

Eslatma. Xromatografik  kolonka tayyorlash uchun ko’rgazma: ion-almashinish, affin va gel filtratsion xromatografiya uchun standart kolonkalar yo’q bo’lsa, laboratoriyada tayyorlangan shisha kolonkalardan foydalanish mumkin. Kerakli o’lchamdagi kolonkaga tagidan birlashtiruvchi naycha ulanib taxminan 1/5 hajmda ishchi bufer qo’yiladi va naycha berkitiladi. Kolonkaning voronkali quyi qismiga qaynatilgan paxta filtr, uning tepasidan unga mos keladigan filtr vaqtincha shisha tayoqcha bilan ushlab turiladi, uncha quyuq bo’lmagan gel suspenziyasini asta-sekin qo’zg’atib yubormasdan kolonkaga qo’yiladi. 15-30 minutdan so’ng gel filtrga cho’kkandan keyin shisha tayoqcha olinadi va kolonkaning pastki naycha qismi ochiladi. Agarda kolonkadagi gelning miqdori kam bo’lsa, suspenziya gel cho’kishi bilan yana qo’shiladi. Kolonkaning yuqori qismiga (elyuant qo’yish uchun) probka yordamida rezina yoki polietilen naycha ulanadi. Ish jarayonida gel ustunining qurib qolishiga yo’l qo’yish mumkin emas.

6 – ISH. IMMUNOGLOBULIN XROMATOGRAFIYA BO’YICHA TOZALASH.

Ishning umumiy izohi. Qon zardobidan ammoniy sulfat bilan cho’ktirilgan immunoglobulinlar fraktsiyasi ion almashuvchi DYeAYe-tsellyulozada (yoki sefedeksda) ion almashish xromatografiyasiga qo’yiladi. Alfa va beta globulinlarni ajratish maqsadida ion almashgich bilan ion kuchi 0,02 M natriy fosfat buferi va pH 8,0 bo’lganda bog’lanmaydigan  Ig C yig’iladi va to’yishish darajasi 50% bo’lganda cho’ktiriladi.

Jihozlar va reaktivlar.  Kolonka (d=2 sm, N=20 sm xromotografiya yig’masidan) tsentrifuga, SF-26, rN 8 ga teng bo’lgan 0,2 M natriy-fosfat buferi, 200 ml tagi yassi kolba – 2 dona, ammoniy sulfat.

Ishning borishi. Qon zardobidan ammoniy sulfat bilan 50% gacha to’yintirib (1-ish, v). globulinlar yig’indisi cho’ktirilganda cho’kmada alfa, beta va gamma – globulinlar bo’ladi. Immunokimyoda immunoglobulinlarni kimyoviy tajribalar uchun yuqori darajada tozalash talab qilinadi. Bu uslub alfa va beta globulinlarni DYeAYe tsellyulozada bog’lanish xossalariga asoslangan, chunki bu sharoitda (0,02 M bufer, pH 8,0) Ig C sorbent bilan bog’lana olmaydi. Kolonkaga 1/5 hajmda ishchi bufer qo’yiladi va voronkali tomoniga paxta filtr (qaynatilgan meditsina paxtasi), tepasiga yumaloq qilib qirqilgan filtr qog’oz qo’yiladi va bu filtr vaqtincha shisha tayoqcha bilan ushlab turiladi. Gel suspenziyasi asta-sekin qo’zg’atib yubormasdan kolonkaga qo’yiladi. 30 minutdan so’ng gel cho’kkandan keyin tayoqcha olinadi va kolonkaga 1-2 hajm ishchi bufer qo’yilib muvozanatga keltiriladi. Balandligi 2x10 sm gel bilan to’ldirilgan kolonkaga 200 mg gacha Ig C fraktsiyasi (20 ml kontsentratsiyasi 10 mg/ml) solinadi. Hamma hajmdagi fraktsiya o’tkazilgandan so’ng kolonkani (1-4 hajmdagi gel) yutilishi 280-nm-da yo’qolguncha ishchi bufer bilan yuviladi. Kolonkadan o’tgan hamma fraktsiya yig’ilib, hajmi o’lchanadi va 50% to’yinguncha (31,3 g/100 ml) (NH4)2SO4 qo’shiladi.

7 – ISH. KAZEINNING IZOELEKTRIK NUQTASINI  ANIQLASH.

Ishning umumiy izohi. Elektroforez usuli bilan poliakrilamid gelida (PAAG), DDS-Na ishtirokida gomogenlik va pH aniqlanadi, kazeinning pH ga nisbatan eruvchanligini o’zgarishini kuzatib pH aniqlanadi (eruvchanlik eng kichik bo’lgandagi pH ko’rsatkichi).

Jihozlar va reaktivlar.  Elektroforez asbobi, probirkalar – 6 dona, har xil PH dagi atsetat bufer yig’masi (NaOOCCH3, CH3 COOH), 2 mg/ml kazeinning fiziologik eritmadagi (6 ml) eritmasi, marker oqsili (OZA) (SACH)-68000, KA-30000, OV-43000, RA-13700), 40%-li akrilamid-bisakrilamid eritmasi, pH 8,0 bo’lgan 0,2 M natriy fosfat, 10%-li DDS- Na, 0,1%-li kumassi R-250 yoki 2-propanol: CH3 COOH : H20=12:10:78 aralashmasidagi 0,5%-li qoraamid IOB, 25% TXU, metanol :  CH3 COOH : H20=40:10:50-100 ml.

Ishning borishi. Elektroforez asbobining 4 ta shisha naychasi tagidan polietilen yoki rezinka plyonkasi bilan berkitilib, vertikal holatda o’rnatiladi va naychaning 1/5 hajmi bo’sh qolguncha polimerlashtiradigan initsiator solingan (quyishdan oldin qo’shiladi) monomer aralashmasi quyiladi.

Aralashma tarkibi: 40%  monomer aralashmasi – 12%-gacha (T=12%, S=3,3)* . rN 8,0 bo’lgan 0,2 M natriy fosfat-0,1 M gacha. 10%-li DDS-Na0,1% gacha TYeMYeD – bir ml gel uchun 2 mkl-gacha. 5% PSA – har bir ml gel uchun 10 mkl-gacha (to’ldirishdan oldin).

4 ta naychaning hammasiga bir xil hajmda aralashma qo’yiladi va tekis gel qavatini hosil qilish uchun tepasidan asta-sekin 0,1-0,2 ml suv qatlami hosil qilinadi.polimerlanish tugagandan so’ng (gel bilan suv o’rtasida aniq chegara hosil bo’lganligi aniqlanadi), PAAG solingan naychaning tagidagi plyonka olinib, yuqoridagi rezervuarga mahkamlanadi. Rezervuar pH 8,0 bo’lgan 0,1 M natriy fosfat, 0,1%-li DDS-Na elektrolit eritmasi bilan to’ldiriladi. Marker oqsilining namunalari har bir naychaga 20-mkg-dan (20 mkg oqsil eritmasining 1 mg/ml 0,1 M fosfat buferi, 2,3% DDC-Na, 7% glitserin va 0,01% bromfenol ko’ki solinadi, shu buferning o’zida kazein (5 mr/ml) har bir naychaga 100 mkg-D 1 solinadi.

Asbob platina elektrodlari yordamida o’zgarmas tok manbaiga ulanadi. Elektroforez tokning kuchi har naychaga 2 mA (hammasi 8 mA) yoki 8 v/sm (taxminan 100 v) da 2 soat davomida reper bo’yog’i (bromfenol ko’ki) naychaning tagiga otguncha olib boriladi. Elektroforez tugagach tok o’chiriladi, gel naychadan meditsina shpritsi yordamida suvni gel bilan naycha ichki devori oralig’iga yuborish orqali ajratib olinadi. Geldagi oqsillar alohida-alohida probirkalarda 30 min davomida 25% TXU; 30 min 10% sirka kislotasi tutgan 40% -li metanolda fiksatsiyalanadi va shundan so’ng kumassi yoki amid qorasi eritmasida (uy haroratida 2-4 soat, 60 0Сda 30-40 min)  bo’yaladi. Ortiqcha bo’yoqni yuvish ko’p marotaba izo-propanol-sirka kislota-suv aralashmasini almashtirish bilan olib boriladi. Oqsillarning geldagi joylshishi (turgan joyi) ko’k (binafsha-ko’k) yo’l holatda, har bir oqsil oralig’ining (yurgan masofasining) uzunligi gel chegarasidan (mm da) o’lchanadi, natijasi jadvalga yoziladi:
4-jadval
	Oqsil 
	М
	1gM
	Oqsilning yurgan masofasi, mm
	RI


Oqsilning yurgan masofasi (RI) reper bo’yog’ining masofasiga nisbatan yoki oqsilning yuqoriga surilishi bilan (bu holda RA) aniqlanadi. Jadvaldagi ma‘lumotlar bo’yicha 1g M ni  RI G’В nisbatan grafigi chiziladi va kazoin komponentlarining M aniqlanadi.

Elektroforez quyilgandan so’ng kazeinning pH ni aniqlashga kirishiladi. Buning uchun 6 ta probirkaga I ml dan fiziologik eritmadagi kazeinning 2 mg/ml kontsentratsiyali eritmasi qo’yiladi va har bir probirkaga 1 ml dan atsetat buferi (har xil pH 3,5 dan 6 gacha) qo’shiladi. Probirkadagi aralashma aralashtiriladi va 30 minut sovuqxonada qoldiriladi. Shundan so’ng natija kuzatiladi. Barqaror cho’kma hosil qilgan pH ga teng bo’lgan probirka belgilanadi.

R – geldagi akrilamid va bisakrilamidning umumiy kontseptsiyasi, S-bisakrilamidning aralashmadagi nisbiy miqdori.

8 – ISH. OVALBUMINNING GOMOGENLIGINI, MOLEKULYAR MASSASINI VA KOAGULYASIYALANISH 

TEMPERATURASINI ANIQLASH.

Ishning umumiy izohi. Tuxum albumin namunasini («OV») ionlangan detergent (natriy dodetsilsulfat DDS-Na) ishtirokida. Lemmli disk-bufer sistemasi yoki rN 8,0 bo’lgan 0,1 m natriy-fosfat buferini ishlatib, OVning marker oqsillarining elektroforetik yo’nalishiga nisbatan molekulyar massasi Mg aniqlanadi. Koagulyatsiyalanish temperaturasiga mochevinaning (8M) va DDS-Na (2%) ning ta‘siri aniqlanadi.

Jihozlar va reaktivlar.  To’rtta naychali elektroforez asbobi, probirkalar (4 dona), koagulyatsiyalanish temperaturasini aniqlash uchun bir tomoni kavsharlangan shisha naycha (d=0,3-0,4 sm, Н=10 sm), glitserinli yoki kislotali, termometr bilan jihozlangan suv hammomi, ovalbumin, odam qoni zardobi albumini (OQZA), karboangidraza (KA), RNK-aza (RA), lizotsin (L), 10% - lik DDS-Na, mochevina, sirka kislotasi, metanol (40 ml), izo-propanol (50 ml), TXU (25 g), kumasi R-250 ning izo-propanol – sirka kislota –N2O=12:10:78 dagi 0,1% - li eritmasi yoki qoraamid 10V ning yuqoridagi aralashmadagi 0,5% li eritmasi.

Ishning borishi. Bu qo’llanmada PAAGda elektroforez usulini Osborning bir xil tarkibli buferlar sistemasini qo’llash keltirilgan. Kerak bo’lgan hollarda bir xil tarkibli bo’lmagan aralashma (disk-PAAGE) qo’llanilsa, uning borishini Maurar G., (Disk-elektroforez, 1971 y, 94-95 betlar) kitobidan topish mumkin.

To’rtta bir xil shisha naychaga (d=0,5 sm, Н=10-12) monomer aralashmasi qo’yilmasdan avval 12% - li akrilamid (S=3,3%, T=12%), oxirgi konsentratsiyasi 0,1 M, rN 8,0 bo’lgan natriy fosfat buferi, DDS- Na  (0,1% gacha) va polimerlanish inisiatorlari TYeMYeD  - aralashmaning har bir ml-ga 2-4 mkl, 10 mkl 5% - li ammoniy persulfat solinib, monomer aralashmasi bilan to’ldiriladi. Elektroforez naychalarini tagidan polietilen yoki rezina plyonka bilan berkitiladi va monomer aralashmasi solinadi. Hamma naychalar bir xil hajmda bo’lishiga erishish kerak (naycha tepasidan 0,5 – 1,0 sm bo’sh joy qoldiriladi), monomer aralashmasi ustiga kolonkaning yuqori qismi tekis bo’lishligi uchun asta-sekin taxminan 0,1 ml suv quyiladi. Polimerlanish xona temperaturasida 20-30 min ichid tugaydi, buni gel bilan suv oralig’idagi keskin chegara hosil bo’lishidan aniqlash mumkin. PAAG solingan naycha tagidagi plyonka olib tashlangandan so’ng, yuqoridagi rezurvarga mahkamlanib, pH 8,0 bo’lgan 0,1 M natriy fosfat buferi hamda 0,1% - li DDS- Na qo’yiladi. Marker oqsili namunasi va OV 5 mg/ml konsentratsiyada quyidagi tarkibdagi bufer eritmada eritiladi: 0,1 M gacha  Na fosfat buferi, 2,3% gacha DDS- Na, 7% gacha glitserin, 0,01% gacha reper bo’yog’i – bromfenol ko’ki.

Marker oqsilining eritmasi yaxshi dissotsiyalanishi uchun 1 minut davomida qaynab turgan suv hammomida isitiladi. Har bir naychaga 10-20 mkl dan oqsil eritmasi solinadi va platinali elektrodlar yordamida asbob o’zgarmas tok manbaiga ulanadi. Elektroforez maromi har bir naychaga 2 mA, hammasi 2x4=8 A, yoki gelning 1 sm balandligiga 8V kuchlanishda 2-3 soat davomida boradi. Shundan so’ng, reper bo’yog’i naychadagi PAAG ning oxiriga yetishi bilan tok uziladi, gelshpris yordamida naychadan olinadi va oqsillar 25%  TXU, 40% metanol, 10% sirka kislota tutgan aralashmada 30 minut davomida cho’ktiriladi. Tolalarni bo’yash kumassi eritmasida yoki qoraamidda uy haroratida 2 soat davomida (yoki 600С-da 30 minut) olib boriladi, aralashmadagi ortiqcha bo’yoqni izo-propanol-sirka kislota – suv bilan (rangi o’chguncha bir necha marotaba) yuviladi. Oqsillarning joylashishi ko’k(binafsha-ko’k) bo’lib chiqadi. Elektroforegrammalar ish jurnaliga chiziladi, har bir oqsilning siljishi mmda o’lchanadi, natijalarni jadvalga yoziladi:
3-jadval
	Oqsil 
	М
	1Gм
	Siljishi MM-da
	R1


Oqsilning siljishi reper bo’yog’iga nisbatan yoki  R1 ko’proq bo’lgan oqsilga solishtirib aniqlanadi. Jadvaldagi ma‘lumotlarga qarab 1gM ning R1 ga bog’liqligi grafigi tuziladi va OV ning Mg aniqlanadi.

Elektroforez ketayotgan paytda OV ning termokoagulyatsiya Т0 sini aniqlashga kirishiladi. Buning uchun uchta eritma tayyorlanadi (5 mg/ml=0,5%). Birinchi – suvda yoki fiziologik eritmada, ikkinchi eritma –2%-li DDS-Na da, uchinchi –8 M mochevinada va tagi kavsharlngan naychaga 0,5 ml dan oqsil eritmasi solib qo’yilish darajasi aniqlanadi, loyqalanish boshlanishi harorati va zich qavat hosil bo’lishi harorati belgilanadi.
OQSILLAR KIMYOSI.

OQSILLARGA XOS RANGLI REAKSIYALAR

Biologik obyektlar yoki turli eritmalarda oqsil mavjudligini rangli reaksiyalar yordamida aniqlash mumkin. Bu reaksiyalar oqsil tarkibidagi turli xil aminokislotalar spitsefik funksional gruppalar yoki peptid bog’larining xossalariga asoslangan.

Bir qancha kimyoviy moddalar oqsilga ta‘sir etganda reaksiya mahsuloti sifatida turli rangli birikmalar hosil qiladi. Xuddi shu reaksiyalar asosida oqsillar va ularning tarkibidagi aminokislotalarni sifat va miqdor jihatdan aniqlash usullari ishlab chiqilgan.

Rangli reaksiyalar tabiatiga ko’ra ikki xil: universal va o’ziga xos rangli reaksiyalarga bo’linadi. Birinchi turdagi reaksiyalar hamma oqsillar uchun (biuret va ningidrin) hos bo’lib, ikkinchi xili esa oqsil molekulasida u yoki bu xil aminokislota qoldiqlari borligini aniqlashga (ksontoprotein, Million, Fol, Adamkevich reaksiyalari va boshqalar) qaratilgan. Aminokislotalarni biologik suyuqliklar yoki to’qima ekstraktlarida shu o’ziga hos reaksiyalar yordamida aniqlash mumkin. Rangli reaksiyalarni tuxum oqsili, jelatina eritmalari, bir necha marta suyultirilgan qon zardobi, turli hayvon va o’simlik to’qimalari ekstraktlari bilan amalga oshirish mumkin.

Ishning natijalari jadval ko’rinishida ifodalanadi (1-jadval).
1-jadval
	№ 
	Reaksiyaning nomi
	Tekshirilayotgan manba
	Qo’llanilayotgan reaktivlar
	Kuzatilgan rang
	Reaksiya nimaga bog’liq

	
	
	
	
	
	


9 – ISH.  OQSILLARGA XOS RANGLI REAKSIYALAR.

Kerakli asbob va reaktivlar. Shtativ, spirt lampa yoki gaz gorelka, pipetkalar, tuxum oqsilining 1% li eritmasi, 5 marta suyultirilgan qon zardobi, bug’doy oqsilining 1% li eritmasi, natriy gidroksidining 10% li eritmasi, mis (II) – sulfatning 1% li eritmasi, alanin eritmasi, ningidrinning 0,5% li eritmasi, tirozinning 0,1% li eritmasi, Millon reaktivi, natriy gidroksidning 30% li eritmasi, qo’rg’oshin atsetatning 5% li eritmasi, argininning 0,05% li eritmasi, naftolning spirtdagi 0,1% li eritmasi, natriy gipobromitning 2% li eritmasi, triptofanning 0,05% li eritmasi, muz-sirka kislota, konsentrlangan sulfat kislota.

 1-Tajriba. Beuret reaksiyasi.

Beuret reaksiyasi yordamida oqsil va polipeptidlar tarkibidagi peptid bog’lari   aniqlanadi. Beuret reaksiyasini eng kamida 3 ta aminokislota qoldig’i, ya‘ni ikkita peptid bog’i bor moddalar berishi mumkin. 

Kuchli ishqoriy sharoitda Beuret (NH2-CO-MH-CO-NH2) oksamid (NH2-CO-CO-NH2), polipeptid va oqsil eritmalariga mis tuzlari qo’shilsa, ko’k binafsha, qizil-binafsha rang hosil bo’ladi.

Peptid bog’ni hosil qiluvchi gruppa (CO-NH-) ishqoriy muhitda tautomer yenol formasida bo’ladi.

Kuchli ishqoriy muhitda hosil bo’lgan gidroksogruppa dissotsiyalanadi, natijada manfiy zaryad hosil bo’ladi, bu esa mis ioni bilan tuzsimon bog’ hosil qilishiga imkon beradi, bundan tashqari, peptid bog’ni hosil qilishda ishtirok etayotgan azot atomlari bilan ham koordinatsion bog’ hosil qiladi. Bu misli kompleks barqaror birikma bo’lib, paydo bo’lgan rang ancha uzoq saqlanadi. Polipeptidlarning misli kompleksini sxematik ravishda quyidagicha ifodalash mumkin.

Beuret kompleksi rangining ravshanlik darajasi oqsil konsentratsiyasiga, eritmadagi mis tuzining konsentratsiyasiga bog’liq.

Ishning bajarilishi. 3 ta probirka olib, birinchisiga 5 tomchi tuxum oqsilining 1% li eritmasi, ikkinchisiga 5 tomchi 5 marta suyultirilgan qon zardobi, uchinchisiga ham shuncha miqdorda bug’doy oqsilining 1% li eritmasi solinib, hamma probirkaga 10 tomchidan 10% li o’yuvchi natriy eritmasi va 1 tomchidan mis sulfat eritmasidan quyiladi. Uchala probirkada ham qizil-binafsha yoki ko’kish-binafsha rang hosil bo’ladi.

2-Tajriba. Ningidrin reaksiyasi.

Ningidrin reaksiyasi erkin  α – aminogruppa bo’ladi. Shuning uchun yuqoridagi moddalarning eritmalariga ningidrin qo’shib qizdirilganda ko’k yoki ko’kish-binafsha rang paydo bo’ladi.

Ningidrin ta‘sirida erkin 2-aminogruppasi bor aminokislota, peptid yoki oqsillar oksidlanish yo’li bilan dezominlanadi, dekarboksillanadi, natijada aldegid hosil bo’ladi. Bu vaqtda ningidrin qaytariladi va ajralib chiqqan NH3 yordamida ikkinchi – qaytarilmagan ningidrin molekulasi bilan bog’lanib ko’k-binafsha, prolin bilan esa sariq rangli kompleks hosil qiladi.

Ningidrin reaksiyasining kimyoviy mohiyatini quyidagicha ifodalash mumkin.

Ishning bajarilishi. 3 ta probirka olib, birinchisiga 5 tomchi tuxum oqsili, ikkinchisiga 5 tomchi bug’doy oqsili, uchinchisiga 5 tomchi alonin eritmasidan tomizib, ustiga 5 tomchidan 0,5% li ningidrin eritmasidan quyib, 1-2 minut qaynatiladi. Probirkalardagi aralashmalar avval pushti-binafsha yoki ko’kish-binafsha rangga bo’yaladi. Vaqt o’tishi bilan eritma ko’karadi.

10 – ISH. ACHITQIDAN NUKLEOPROTEINLARNI AJRATIB OLISH VA GIDROLIZLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: chinni hovoncha, pipetka, laboratoriya tsentrifugachi, tsentrifuga tarozisi, shisha tayoqcha, 25-30 sm uzunlikdagi shisha nay yoki qaytar sovitgich, gaz gorelka yoki spirt lampa, tsentrifuga probirkalari, oddiy ximiyaviy probirkalar, efir (dietil efir), 5% li sirka kislota H2SO4 ning 10% li eritmasi, NaОН ning 0,4; 10; 30% li eritmalari, CuSO4 ning 1; 7% li eritmasi, kontsentrlangan ammiak eritmasi, molibden reaktivi, toza qum, quritilgan achitqi.

Nukleoproteinlarning ximiyaviy tarkibini o’rganish uchun qulay ob‘ekt achitqi hujayralari hisoblanadi. Quruq achitqi massasi yoki undan ajratib olingan nukleoproteinni sulvat kislota yordamida gidrolizlansa, polipeptidlarga, purin va pirmidin asoslariga uglevod komponentiga va fosfat kislotaga parchalanadi. Gidroliz mahsulotlarini spetsifik sifat reaktsiyalar yordamida aniqlash mumkin. Nukleoproteidlar quyidagicha parchalanadi:

Polipeptidlar biuret reaktsiyasi yordamida aniqlanadi. Purin asoslarini kumush oksidining ammiakli eritmasi, uglevodlarni Trommer yoki Feling reaktivlari, fosfat kislotani esa ammoniy molibdat yordamida aniqlash mumkin.

Ishning bajarilishi.  

1-bosqich. Achitqidan nukleoproteidlarni ajratib olish.
CHinni hovonchaga 1 g achitqi solib, uning ustiga 1-2 tomchi efir, 4-5 tomchi suv tomiziladi va 0,2-0,4 g qum solinadi, so’ngra 1-2 minut tuyuladi. Shundan so’ng aralashma ustiga o’yuvchi natriyning 0,4% li eritmasidan 4 ml quyib, yana 5 minut tuyuladi. Hovonchadagi massa tsentrifuga probirkasiga solinadi, ikkinchi shunday probirkaga suv qo’yib, tsentrifuga tarozisida tenglashtiriladi va 10 minut tsentrifugalanadi. Tsentrifugat pipetka yordamida toza hovonchaga o’tkaziladi va shisha tayoqcha yordamida, aralashtirib turgan holda 5% li sirka kislota eritmasidan 1,5 ml quyiladi. Bunda nukleoproteid cho’kmasi hosil bo’ladi. Hovonchadagi aralashma pipetka yordamida tsentrifuga probirkasiga o’tkaziladi va 10 minut tsentrifugalanadi. Tsentrifugat to’kib tashlanadi, nukleoprotein cho’kmasi esa gidrolizlanadi.

2-bosqich. Nukleoproteinlarni gidrolizlash.
Probirkaga nukleoprotein cho’kmasi (yoki 100 mg quritilgan achitqi) solinib, ustiga 10% li sulfat kislotasi eritmasidan 4 ml qo’yiladi. Probirka og’zi sovitgich sifatida uzun rezina nay (25-30 sm) o’tkazilgan probka bilan berkitiladi va asbest to’rga qo’yib, kuchsiz alanga yoki elektr plitkasida qizdiriladi. Aralashma bir soat qaynatilgandan keyin qizdirish to’xtatiladi va sovitiladi, so’ngra filtrlanadi. Filtr bilan polipeptidlar, purin asoslariga, riboza va fosvat kislotaga xos quyidagi reaktsiyalar qilib ko’riladi:

a) polipeptidlarga xos Biuret reaktsiya. Probirkaga 5 tomchi gidrolizat olib, unga 10% li o’yuvchi natriy eritmasidan 10 tomchi va 1% li mis (II) sulfat eritmasidan 1 tomchi qo’shib, chayqatiladi. Suyuqlik pushtibinafsha rangga bo’yaladi.

 b) purin asoslariga xos kumush bilan qilinadigan reaktsiya. 10 tomchi gidrolizatdan olib, uni kontsetrlangan amiakning 1 tomchisi bilan neytrallanadi va unga 1% li kumush nitrat eritmasidan 5 tomchi qo’shiladi. 3-4 minutdan keyin purin asoslarining kumushli qoramtir cho’kmasi paydo bo’ladi.

v) riboza va dezoksiribozaga xos Trommer reaktsiyasi. 5 tomchi gidrolizat olib unga 30% li NaOН eritmasidan 10 tomchi qo’shib, mis (II) gidroksid loyqasi hosil bo’lguncha 7% li mis (II) sulfat eritmasidan tomiziladi. Suyuqlikni aralashtirib, qaynaguncha qizdiriladi. Riboza yoki dezoksiriboza mis (II) oksidini qizil rangli mis (I) oksidiga qaytarganligi uchun qizg’ish loyqa hosil qiladi.

g) fosfat kislotaga xos molibden bilan qilinadigan reaktsiya. 20 tomchi molibden reaktiviga 2-3 tomchi gidrolizat qo’shib, bir necha minut qizdiriladi. Agar gidrolizatda fosfat kislota bo’lsa, suyuqlik limon sarig’i rangiga kiradi. Sovitilganda sariq kristall cho’kma paydo bo’ladi.
11 – ISH. HAYVON TO’QIMALARIDAGI DNK MIQDORINI ANIQLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: laboratoriya tsentrifugasi, suv hammomi, shisha tayoqcha, Keldal kolbasi, 50 ml li o’lchov tsilindri, darajalangan o’lchov probirkasi, fotoelektrokolorimetr, probirka, shtativ, muz hammomi, NaOН ning 1 n eritmasi, NaCl ning 20% li sirka kislotadagi to’yingan eritmasi, etil spirt, trixlor sirkaning 5% li eritmasi, kontsentrlangan sulfat kislota, 30% li vodorod peroksid, NaOН ning 30% li eritmasi, universal indikator qog’oz, ammoniy molibdatning 5% li eritmasi, gidroxinonning 1% di eritmasi, karbonat sulfat aralashmasi, tarkibida 1 mkg/ml fosfor bor КH2РO4 ning standart eritmasi, jigar yoki taloq, perxlorat kislotaning 0,5 n eritmasi, Dishe reaktivi, 0,2 mg/ml kontsentratsiyali dezoksiribozaning standart eritmasi.

DNK A.S.Orlov va Ye.I.Orlova usuli bo’yicha miqdoriy jihatdan aniqlanadi. Bu usulning mohiyati shundaki, tekshiriladigan to’qima ishqoriy muhitda gidrolizlangandan keyin, NaCl ning sirka kislotadagi to’yingan eritmasi quyilganda oqsillar cho’kib, eritmada DNK va tarkibida fosfor bor boshqa moddalar qoladi. DNK ni boshqa fosforli birikmalardan spirt yordamida cho’ktirib, ajratib olinadi. To’qimadagi DNK miqdorini, undagi fosfor yoki dezoksiribozaga qarab aniqlash mumkin.

Ishning bajarilishi. 

1-bosqich. Jigar yoki qora taloqni ishqor ta‘sirida gidrolizlash.
100 mg to’qima tsentrifuga probirkasiga solinib, uning ustiga 1 ml 1 n NaOН eritmasidan quyib, qaynab turgan suv hammomiga 15 minut quyiladi. Vaqti-vaqti bilan probirkadagi aralashma shisha tayoqchyaa bilan aralashtirib turiladi. Shu vaqt ichida to’qima to’la erib ketadi.

2-bosqich. Oqsillar va DNK ni cho’ktirish.
Gidrolizat asta-sekin avvalo xona temperaturasigacha, so’ngra muz yordamida 00S gacha sovitiladi. Uning ustiga NaCl ning 20% li sirka kislotadagi to’yingan eritmasidan 0,5 ml qo’shib, oqsil cho’ktiriladi. 5 minutdan keyin aralashma 5 minut minutiga 3000 marta aylanish tezligida tsentrifugalanadi.

Tsentrifuga probirkalaridan biriga 6 ml etil spirt qo’yib, sovitib qo’yiladi. Sovitilgan spirt ustiga tsentrifugat (cho’kma ustidagi suyuqlik) qo’yiladi: bu vaqtda DNK cho’kadi, RNK va tarkibida fosfor bor boshqa birikmalar spirtli eritmada qoladi. DNK ni to’laroq cho’ktirish uchun, tsentrifugalanganda olingan oqsil cho’kmasini 1 ml 1 n li NaOН da (sovitilgan) eritiladi va tezda NaCl ning 20% li sirka kislotadagi to’yingan eritmasidan 0,5 mo qo’shib, qaytadan cho’ktiriladi. Aralashma 5 minut minutiga 5000 marta aylanish tezligida tsentrifugalanadi. Tsentrifugat birinchi DNK cho’ktirilgan spirli aralashmaga qo’yiladi. Probirkadagi suyuqlik yaxshilab aralashtirilgach, DNK ni to’laroq cho’ktirish uchun muz hammomiga 1 soat qoldiriladi. Bir soatdan keyin probirkadagi aralashma 5 minut yuqori tezlikda-minutiga 5000 marta aylanish tezligida tsentrifugalanadi; tsentrifugat to’kib tashlanadi. DNK cho’kmasi esa 2 marta 5% li trixlorsirka kislota bilan yuviladi. DNK miqdorini uning tarkibidagi fosforga yoki dezoksiribozaga qarab aniqlash mumkin.

3-bosqich. DNK ni fosfor bo’yicha miqdoriy aniqlash.
Ajratib olingan DNK kuydirilganda (minerallashtirish) fosfat erkin holatda ajraladi.

Qaytaruvchi ishtirokida fosfatni ammoniy molibdat bilan reaktsiyasida hosil bo’lgan molibden ko’kini kolorimetrik aniqlash mumkin, chunki rangning ravshanlik darajasi fosfor miqdoriga bog’liq bo’ladi. Trixlor sirka kislota bilan yuvilgan DNK batamom Keldal kolbasiga o’tkazilib, ustiga 1,5 ml kontsentrlangan sulfat kislota qo’shiladi va tiniq suyuqlik hosil bo’lguncha minerallashtiriladi. DNK ni kuydirishni tezlashtirish uchun 30% li vodorod peroksid qo’shiladi. Minerallashtirish tugagndan keyin Keldal kolbasidagi suyuqlik konussimon kolbaga o’tkazilib, 30% li NaOН eritmasi yordamida (universal indikator bo’yicha) neytrallanadi. So’ngra suyuqlik 50 ml li o’lchov kolbasiga o’tkaziladi va belgi chiziqqacha distillangan suv qo’yib, hajmi 50 ml ga yetkaziladi.

Kolbadan 5 ml suyuqlik olib, 10 ml li darajalarga bo’lingan o’lchov probirkaga quyiladi, unga 5% li ammoniy molibdat eritmasidan 0,5 ml va 1% li gidroxinon eritmsidan 0,5 ml qo’shiladi. 5 minutdan keyin probirkaga 2 ml karbonat-sulfit aralashmasidan qo’shib, suv bilan umumiy hajm 10 ml ga yetkaziladi.

10 minutdan keyin rangli eritmaning optik zichligi fotoelektrokolorimetrda qitzil-svetofiltrda (600 nm) aniqlaniladi. Optik zichligi aniqlangach tekshirilayotgan ob‘ektdagi fosforning miqlorini kalibrlash egri chizig’i yordamida hisoblab topish mumkin.

Kalibrlar egri chizig’i chizish uchun 1 ml eritmada 1; 2; 3; 4 mkg fosfor bo’ladigan КH2РO4 ning standart eritmalari tayyorlanadi. Shu standart eritmalar bilan yuqoridagi rangli reaktsiya qilinib, ularning optik zichligi FEK da aniqlanadi. Abtsissa o’qiga standart eritmalarning kontsentratsiyasi, ordinata o’qiga optik zichlik (FEK ko’rsatkichi) qo’yiladi (22-rasm).

Tekshirilayotgan ob‘ektdan fosforga qarab DNK miqdorini quyidagi formula yordamida hisoblab topish mumkin:
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bu  yerda: a-kalibrlash egri chizig’i asosida topilgan fosfor miqdori (mkg); 50-minerallashtirilgan DNK ning umumiy hajmi (ml); 10,1-fosfor miqdorini DNK ga o’tkazish uchun koeffitsient; 5-rangli reaktsiya uchun olingan gidrolizat.

4-bosqich. DNK miqdorini dezoksiribozaga xos rangli reaktsiya asosida aniqlash.
Trixlorsirka kislota bilan yuvilgan DNK cho’kmasiga 0,5 n NaOН eritmasidan 0,5 ml qo’yib, probirka og’zini uzun gaz o’tkazgich shisha naycha o’rnatilgan probirka (havo sovitkichi) bilan berkitib, qaynab turgan suv hammomiga 20 minut quyiladi. Sovitilgan gidrolizatdan 2 ml olib, uning ustiga 4 ml Dishe reaktivi qo’shiladi. Aralashma qaynab turgan suv hammomida 10 minut qizdiriladi, so’ngra sovitiladi. Aralashma barqaror ko’k rangga bo’yaladi. Rangning ravshanlik darajasi FEK da, qizil svetofiltr (600 nm) yordamida aniqlanadi. Zarurat bo’lsa, gidrolizat Dishe reaktivi –suv (2:1 nisbatdagi) bilan suyultiriladi. To’qimadagi DNK miqdori dezoksiriboza asosida tayyorlangan kalibrlash egri chizig’idan foydalanib, hisoblab topiladi.

Dezoksiriboza uchun kalibrlash egri chizig’i quyidagicha chiziladi: avval 1 ml da 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,2 mg dezoesiriboza bor standart eritmalar seriyasi tayyorlanib, Dishe reaktivi bilan rangli reaktsiya qilinadi. Aralashma rangining ravshanlik darajasi FEK da aniqlanib optik zichligi ordinata o’qiga, dezoksiriboza miqdori abtsissa o’qiga qo’yib chiqiladi va grafik chiziladi.

12 – ISH. DNK NI HAYVON TO’QIMASIDAN AJRATIB OLISH VA TOZALASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: gomogenizator, 370С li termostat, texnik tarozi, 50 va 500 ml li o’lchov tsilindrlari, laboratoriya tsentrifugasi, 20 va 50 ml li shprits, 50; 200; 500 ml li stakanlar, shisha tayoqcha, tuzli eritma (tarkibi: 0,15M natriy tsitrat 0,01 M EDTA), xloroform, izoamil spirt, etil spirt, perxlorat kislotaning 57% li eritmasi, etil efir, NaOН ning 0,5 n eritmasi, KOН ning 1 n va 5 n eritmalari, dodentsilsulfatning 20% li eritmasi, NaCl ning 5 m eritmasi, muskul yoki jigar.

Dezoksiribonuklein kislota (DNK) o’simlik, hayvon va mikroorganizmlar hujayralarida asosan yadroda, juda oz miqdorda, tsitoplazmada oqsil bilan bog’langan holatda bo’ladi. DNK ni ajratib olish uchun, uni oqsildan ajratish, turli biologik membranalardan tozalash zarur. DNK ni hujayradan ajratib olishda (u RNK bilan aralash holatda bo’ladi), avval uni RNK dan tozalab, so’ngra quritiladi.

Ishning bajarilishi. 

20 g hayvon to’qimasi (jigar, bo’qoq bezi) 100 ml tuz eritmasi bilan shisha gomogenizatorda maydalanadi. Olingan gomogenatga oxirgi kontsentratsiyasi 2% bo’lguncha  20% li dodetsilsulfat (10-12 ml) qo’shiladi va 370С li termostatga yarim soat qo’yiladi. Hosil bo’lgan yopishqoq eritmaga nukleoproteidlarni dissotsilash uchun oxirgi kontsentratsiyasi 1 m bo’lguncha 5 m NaCl eritmasidan (25-26 ml) qo’shiladi. Gomogenat shliflangan qopqoqli kolbaga o’tqazilib, ustiga 24:1 nisbatdagi xloroform izoamil spirt aralashmasidan 400 ml qo’shib, 10-15 minut yaxshilab, chayqatiladi. Aralashma 50 ml li tsentrifuga probirkalariga quyilib, 30 minut 2500 ayl/min tezlikda tsentrifugalanadi. Bu vaqtda tsentrifugat 3 ta fraktsiyaga bo’linadi: yuqori qavatda nuklein kislotalar, o’rta qavatda oqsillar, eng pastki qavatda-xloroformli fraktsiyada lipidlar va organik erituvchida eriydigan boshqa komponentlar qoladi.

SHprits yordamida yuqoriga fraktsiya so’rib olinadi va uni eritma tiniqlashguncha xloroform-izoamil spirt bilan ishlash 2-3 marta takrorlanadi. Tarkibida nuklein kislota bor suvli qavatlar birlashtirilib, ikki baravar ko’p miqdorda 96% li etil spirt quyilgan stakanga doimo aylanasiga aralashtirib turgan holatda, asta-sekin quyiladi. Natijada nuklein kislotalarning oq spiralsimon cho’kmasi hosil bo’ladi. So’ngra spiralsimon DNK shisha tayoqcha yordamida oz miqdorda 70% li etanol quyilgan stakanga o’tkaziladi. Bu operatsiya 2-3 marta takrorlanadi. So’ngra nuklein kislotalar cho’kmasi spirt-efir (1:1) aralashmasi va efir bilan yuvilgach, xona temperaturasida quritish uchun qoldiriladi.

DNK va RNK ajratish uchun 10-15 mg quruq nuklein kislota preparati 5 ml 0,5 n NaOН  da eritilib, 370С li termostatga 18 soat qo’yiladi. Eritma sovitiladi va 57% li perxlorat kislota (HClO4) yordamida neytrallanadi, so’ngra HClO4 kontsentratsiyasi 2% ga yetkuncha kislota qo’shish davom ettiriladi. Hosil bo’lgan DNK cho’kmasi sovitkichli tsentrifugada 10 minut 3000 ayl/min (3000g) tezlikda tsentrifugalash yo’li bilan ajratib olinadi. Olingan DNK cho’kmasi ikki marta 2% li HClO4 2 marta 7% li spirt, spirt-efir (1:1) aralashmasi va nihoyat, efir bilan yuviladi. Har safar DNK cho’kmasi tsentrifugalash yo’li bilan ajratib olinadi,so’ngra DNK cho’kmasi havoda quritiladi.

13 – ISH. O’SIMLIK TO’QIMALARIDAN DNK NI  AJRATIB OLISH.

Kerakli asbob va reaktivlar: chayqatgich apparat, sovitgichli tsentrifuga, ajratgich voronka, rN metr LPU-0,1, 100; 200 ml li o’lchov tsilindrlari, shlifli, qopqoqli kolba, pipetka, hovoncha, probirka, 370С li termostat, «a» eritma-tarkibida 0,1 M EDTA, 1M dodentsilsulfat (DDS) bor, natriy xloridning 0,15 M eritmasi (rN=7,0), «b» eritma tarkibida 0,1 M EDTA, 2% DDS bor, natriy xloridning 0,15 M eritmasi (rN=6,0), «v» eritma tarkibida 0,1 M EDTA, 5% DDS bor, natriy xloridning 0,15 M eritmasi (rN=8,0), 96% li etanol, 78% li etanol, suvga to’yintirilgan fenol, fenol-xloroformning 1:1 nisbatdagi aralashmasi, NaCl ning 0,15 M va 0,015 M eritmalari, papain (tarkibida 0,005 M EDTA bor 88 mkg/ml eritma, rN=6,5), tripsin (1 mkg/ml, rN=7,2), pronaza (500 mkg/ml, rN=8,0), tripsin (375 mkg/mo); papain (50 mkg/ml), RNK-aza (50 mk/ml), tarkibida 1,5 M natriytsitrat bor 0,015 M NaCl eritmasi, tarkibida 0,001 M EDTA bo’lgan natriy atsetatning 3 M eritmasi, propanol.

O’simlik to’qimalaridan DNK ni ajratib olishda tekshiriladigan ob‘ektlarni gomogenizatsiyalash, eritmadan nukleoproteinni ekstraktsiyalash, olingan preparatni oqsilsizlantirishda qo’llaniladigan usullarni tanlash katta ahamiyatga ega. quyida o’simlik materiallaridan yuqori molekulyar DNK ajratib olishning optimal varianti keltirilgan.

Ishning bajarilishi. Suyuq azotda fiksatsiya qilingan 100 g piyozning meristema to’qimasini hovonchada bir xildagi mayin kukun hosil bo’lguncha maydalab, uning ustiga tarkibida 1 ml fenol bo’lgan 100 ml eritma qo’shiladi va yana bir xil massa hosil bo’lguncha maydalanadi. Hosil bo’lgan gomogenat 100 ml fenol bilan chayqatiladi. Tayyor bo’lgan aralashma 00С da 20 minut 6000 ayl/min (10000 g) tezlikda tsentrifugalanadi. Bu vaqt tsentrifuga probirkasida 3 ta qavat hosil bo’ladi; probirka tubida fenol, uning o’rtasida oqsil va maydalangan o’simlik to’qimalari, yuqori qismi esa tarkibida DNK bor suvli qavat, o’rta qavat olinib, «a» eritma bilan yuqoridagidek ekstraktsiya qilinadi. Bu operatsiya suv qavatida DNK qolmaguncha davom ettiriladi. Shundan keyin o’simlik to’qimasining qoldig’i «b» va «v» eritmalari bilan yuqoridagicha yana ekstraktsiya qilinadi. Eritmadagi DNK ma‘lum miqdordagi ekstraktga 96% li spirt quyilganda cho’kma hosil bo’lishiga qarab aniqlanadi.

Oqsilsizlantirish. Olingan DNK ekstraktini oqsilsizlantirish quyidagicha olib boriladi. Ekstraktga teng miqdorda xloroform-fenol (1:1) aralashmasini quyib, 20 minut chayqatiladi, so’ngra yuqoridagi sharoitda tsentrifugalanadi. Tsentrifugatning suvli qavatini ajratib olib, unga ikki hajm 96% li etanol qo’shib, DNK cho’ktiriladi. Cho’kmada fenol va DDS ni yo’qotish uchun 5-7 marta 70% li etanol bilan yuviladi. Cho’kma 0,15 m NaCl da eritilgach, quyidagi usullarning biri yordamida oqsilsizlantiriladi:

1) papain (800 mkg/ml)+0,005 m EDTA (rN=6,5) bilan 370С da 2 soat davomida inkubatsiya qilish;

2) tripsin (1 mkg/ml) bilan (rN=7,2) 370С da 1 soat davomida inkubatsiya qilish;

3) pronaza (500 mkg/ml) bilan (rN=8,0) da xona temperaturasida bir sutka davomida inkubatsiya qilish;

4) 1 soat 370С da tripsin (375 mkg/ml) bilan inkubatsiya qilish, so’ngra yuqoridagidek xloroform-fenol aralashmasi bilan ishlash. Shundan so’ng eritmadan DNK 96% li etil spirt yordamida cho’ktiriladi. Buning uchun aralashmaga 1:2 nisbatda etil spirt qo’shiladi.

5) olingan cho’kma 5-7 marta 70% li etanol bilan yuviladi. DNK cho’kmasi bufer eritmada eritiladi va papain bilan (50 mkg/ml) 370С da 1 soat inkubatsiya qilinadi.

Eritmadagi DNK 96% li etanolda cho’ktirilgach, 0,15 m natriy xloridda eritiladi.

RNK va polisaxaridlardan tozalash. Buning uchun DNK eritmasining rN ko’rsatkichi  NCl yordamida 5,0 ga keltiriladi. RNK-aza eritmasidan oz miqdordagi DNK-aza aralashmasini yo’qotish uchun dastlab 10 minut 800С da qizdiriladi. So’ngra DNK eritmasi RNK-aza bilan (50 mkg/ml) 370С da 1 soat inkubatsiya qilinadi. Shundan keyin DNK eritmasi yana fenol-xloroform aralashmasi bilan yuqoridagidek ishlanadi va DNK 1:2 hajmdagi etanol bilan cho’ktiriladi. DNK cho’kmasi tarkibida 1,5 mm natriy tsitrat bo’lgan 0,015 M natriy xlorid eritmasida eritiladi va unga tarkibida 0,001 M EDTA bo’lgan 3 M (rN=7,0) natriy atsetat (1:10) qo’shiladi. Olingan eritmaga doimo aralashtirib turgan holda tomchilatib 0,5-0,54 hajm izopropanol qo’shiladi. Bu vaqtda faqat DNK cho’kib, RNK parchalanadi va polisaxaridlar eritmada qoladi. DNK cho’kmasi 70% li etanolda 50С da saqlanadi. Ajratib olingan DNK preparatlarining xossasiga qaraganda pronaza yordamida oqsilsizlantirish eng optimal variant hisoblanadi. 8-jadvalda ajratib olingan DNK ning fizik-ximiyaviy xossalari keltirilgan.










       8-jadval 
	№
	Oqsilsizlantiruvchi agent


	Sedimentatsion kinstanta, (S)
	Oqsil miqdori, (%)
	Giperxrom effekti, (%)

	1
	Papain 
	21,2
	3,0
	24,0

	2
	Tripsin 
	26,8
	2,1
	25,0

	3
	Pronaza 
	27,5
	0,93
	33,3

	4
	Tripsin i papain 
	21,7
	1,5
	24,0


14 – ISH. DNK NING NUKLEOTID TARKIBINI ANIQLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: vakuum eksikator; ampula, laboratoriya tsentrifugasi, tsentrifuga probirkasi, «M» tipdagi Leningrad xromatografiya qog’ozi, ultraxemiskop, spektrofotometr, xromatografiya kamerasi, 370С li termostat, perxlorat kislotaning 56% li yoki 70% li eritmasi, KOH ning 4 M eritmasi, kontsentrlangan HCl, HCl  ning 0,1 n eritmasi, DNK preparati, 36% li etil spirni erituvchi sistema-n-butanol-N2O –kontsentrlangan ammiyak-60:10:0,1.

Dezoksiribonuklein kislotaning nukleotid tarkibini aniqlash uchun avval toza DNK perxlorat kislota ta‘sirida gidrolizlanadi, so’ngra gidrolizatdagi nukleotidlar kolonkali, qog’oz xromatografiyasi yoki elektroforetik usullar yordamida ajratiladi va nukletidlar miqdori spektrofotometrik usulda aniqlanadi.

1-tajriba. DNK nukleotid  tarkibini qog’oz xromatografiya usulida aniqlash.

Ishning bajarilishi. 200-500 mg hayvon to’qimasidan ajratib olingan DNK preparati 2 marta 36% li etil spirtda yuvilgach, vakuum eksikatorda quritiladi. Quritilgan DNK 1-2 tomchi 70% li (yoki 56% li) perxlorat kislota eritmasida namlanadi va kavsharlangan ampulada, qaynab turgan suv hammomida 1 soat (agar 56% li perxlorat kislota ishlatilsa, ikki soat) gidrolizlanadi. Bunday sharoitda DNK erkin asoslargacha gidrolizlanadi. Ampula ochilib, gidrolizat kapilyar yordamida tsentrifuga proirkasiga o’tkaziladi. Ampula devori juda oz miqdordagi distillangan suv bilan chayqaladi. Chayindi ham tsentrifuga probirk5asiga quyiladi. Gidrolizat quyilgan probirkaga avval 2 tomchi 4 M kaliy gidroksid, so’ngra neytrallanguncha tomchilatib 1 M o’yuvchi kaliy eritmasi qo’shiladi. Shundan keyin kapillyar yordamida 1 tomchi kontsentrlangan xlorid kislota tomizib, 10 minut 2000-3000 ayl/min tezlikda tsentrifugat keyingi xromatografik analiz uchun ishlatiladi.

  2-tajriba. DNK gidrolizatini qog’oz xromatografiya usulida analiz qilish.

Gidrolizatni tarkibiy qismlarga ajratish  uchun ishqoriy muhitli erituvchi sistema: n-butanol-suv-kontsentrlangan ammiak (60:10:0,1 nisbatda) ishlatiladi. Pastga oquvchi xromatografiya uchun «Leningradskaya medlennaya» («M») tipidagi qog’ozdan foydalaniladi. «Guvoh» modda sifatida 25-50 nonamol miqdorda nuklein kislota tarkibiga kiruvchi purin va piramidin asoslar tomiziladi. Tekshirilayotgan gidrolizatlar xromatogrammaga 0,05-0,1 ml hajmda tomiziladi, bu bitta dog’dagi «guvoh» modda sifatida tomizilgan asoslar miqdoriga to’g’ri keladi. Xromatografik ajralish protsessi 20-40 soat davom etadi. Azotli asoslarning qog’ozdagi lokalizatsiyasi ultraxemiskopda aniqlanadi. Asoslar start chizig’idan boshlab quyidagi tartibda joylashadi: guanin, tsitozin, 5-metiltsitozin, adenin, timin. Gidrolizatdagi asoslarni miqdoriy jihatdan aniqlash uchun xromatogrammadagi ultraxemiskop yordamida chegaralangan zonalar qirqib olinib 5 ml 0,1 n HCl eritmasida 370С da, 12 soat davomida elyutsiya qilinadi. Kontrol sifatida qog’ozning azot asoslari tarqalmagan qismi qirqib olinib, bir xil sharoitda elyutsiya qilinadi. Elyuatlarning optik zichligi spektrofotometrning 1 sm li kyuvetalarida kontrolga qarshi quyidagi jadvalda berilgan to’lqin uzunliklarda aniqlaniladi:






9-jadval
	Asoslar 


	To’lqin uzunligi


	Hisoblash uchun koeffitsient

	Guanin 
	250-290
	0,714

	Adenin
	250-290
	0,399

	Tsitozin
	270-290
	0,940

	5-metiltsitozin
	280-300
	0,893

	Timin
	260-290
	0,743


Hisoblash uchun 9-jadval asosida optik zichlik ayirmasi, masalan, adenin uchun D=D260-D290 topilib, bu miqdorni hisoblash koeffitsientiga ko’paytirilsa, 5 ml elyuatdagi asosning mikromol miqdori kelib chiqadi.

15 – ISH. QON ZARDOBI VA SIYDIKDAGI URAT KISLOTA MIQDORINI ANIQLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: sentrifuga, 10; 25 ml li o’lchov tsilindri, 2,10 ml li pipetkalar, FEK, trixlor sirka kislotaning 10% li eritmasi, qon zardobi, urat kislotaning standart eritmasi, natriy karbonatning to’yingan eritmasi, Folin reaktivi.

Urat kislota fosforvolframat reaktivini qaytaradi, natijada ko’k rangli volfram oksidlari hosil bo’ladi. Rangning ravshanlik darajasi urat kislota kontsentratsiyasiga to’g’ri proportsional.

1-tajriba. Qondagi urat kislotani aniqlash.

Ishning bajarilishi. Oqsilni cho’ktirish uchun tsentrifuga probirkasiga 1,5 ml qon zardobi quyib, teng miqdorda 10% li trixlor sirka kislota va 1,5 ml distillangan suv qo’shiladi. 10 minutdan keyin 15 minut 3000 ayl/min tezlikda tsentrifugalanadi. So’ngra 2 ta o’lchov tsilindri olib, ularning biriga 1,5 ml tsentrifugat, ikkinchisiga kontrpol sifatida 1,5 ml suv quyiladi va tsilindrlarda natriy karbonatning to’yingan eritmasidan 0,7 ml va Folin reaktividan 0,05 ml qo’shiladi. Bunda tsentrifugatli aralashma ko’karadi. Suyuqlikning hajmi 10 ml ga yetkazilib, qizil svetofiltrda FEK ning o’ng barabanidan foydalanib, kolorimetrlanadi. Hisoblash avval chizilgan kalibrlash egri chizig’i asosida olib boriladi. Egri chiziq asosida topilgan qiymat 3 ga (suyultirish darajasi) va protsent qiymatini topish uchun 100 ga ko’paytiriladi.

Kalibrlash egri chizig’i chizish uchun turli kontsentratsiyali urat kislotaning standart eritmalari tayyorlanadi. Ish standart eritmani (0,02 mg/ml) tayyorlash uchun urat kislotaning asosiy standart eritmasidan (20 mg) 5 ml olib 10 marta, ya‘ni hajmi 50 ml ga yetguncha suyultiriladi. 7 ta nomerlangan probirka olib, ularga 29-jadvalda keltirilgan miqdorlarda reaktivlar qo’shiladi.

     5-jadval
	Kerakli reaktivlar


	Probirkalar nomeri va urat kislota kontsentratsiyasi



	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Urat kislotaning ish standart eritmasi, (ml)
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1
	2

	Probirkalardagi urat kislota miqdori, (mkg)
	2
	4
	8
	12
	16
	20
	40

	Natriy karbonatning to’yingan eritmasi, (ml)
	0,7
	0,7
	0,7
	0,7
	0,7
	0,7
	0,7

	Folin reaktivi, (ml)
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05

	Distillangan suv, (ml)
	9,15
	9,05
	8,85
	8,65
	8,45
	8,25
	7,25


Rang ravshanlik darajasi yuqoridagidek qizil svetofiltrda, 10 ml li kyuvetada, FEK ning o’ng barabanidan foydalanib kolorimetrlanadi. Kontrol eritma sifatida alohida probirkaga 0,7 ml natriy karbonatning to’yingan eritmasi, 0,05 ml Folin reaktivi va 9,25 ml distillangan suv qo’yiladi.

Abstsissa o’qiga urat kislotaning kontsentratsiyasi, ordinata o’qiga optik zichlik qo’yilib, egri chiziq chiziladi. Olingan grafik kalibrlash egri chizig’i vazifasini o’taydi. 

2-tajriba. Siydikdagi urat kislota miqdorini aniqlash.

Siydikdagi urat kislotani aniqlashda siydik avval 50 marta suyultirilishi kerak. 2 ta probirka olinib, ulardan biriga 1,5 ml distillangan suv, ikkinchisiga 1,5 ml suyultirilgan siydik qo’yiladi. Har ikkala probirkaga natriy karbonatning to’yingan eritmasidan 0,7 ml dan va Folin reaktividan 0,05 ml dan quyiladi. So’ngra suyuqlik hajmi 10 ml ga yetkaziladi va FEK da qizil svetofiltrdan foydalanib kolorimetrlanadi.

Siydikdagi urat kislota miqdori quyidagi formula asosida hisoblab topiladi:
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bu yerda: S-siydik bilan ajaralayotgan urat kislotaning milligramm miqdori, a-kalibrlash egri chizig’i bo’yicha topilgan urat kislotaning mikrogramm miqdori, b-siydikning suyultirilish darajasi; v-sutkalik siydikning millilitr miqdori; 1,5-analiz uchun olingan siydikning miqdori; 1000-mikrogrammni milligrammga aylantirish uchun koeffitsient.
О‘simlik xomashyosi asosidagi preparatlarning zamonaviy YUQX bilan analiz qilish

Odatda YUQX dorivor о‘simliklar va farmsanoat uchun keng qо‘llanilganligi sababli bu usul dorilarni identifikatsiya qilishda jahon farmakopiyasida katta ashamiyatga ega.

Odatdagi YUQXda olingan natijalarni aniq hisoblash va taqqoslashda qiyinchiliklarga duch kelinadi. Oddiy YUQXning natijalari biz e’tibor bermagan har xil omillar ta’sirida noaniq chiqadi. Metodologiyani takomillashtirishda qarama-qarshiliklar keltirib chiqaradi, tо‘g‘ri va aniq natijalar olish uchun kamchiliklarga uchraydi. Shunday qilib, YUQXni eskirib borayotgan usul sifatida qarash va uni nisbatan kо‘proq ahamiyatga ega bо‘lgan yuqori samarali suyuqlik xromatografiyasi (YUSSX) yoki boshqa usul bilan almashtirish kerak degan fikrga kelishi mumkin. Shularga qaramay bu usulning о‘ziga xos xususiyatlari bor, masalan; analizda faqat “surat”ini olish identifikatsiya qilish imkonini beradi [1], shu bilan birga barqarorlikni tekshirish uchun yoki ishlab chiqarishda mahsulot sifatini aniqlashda о‘ziga xos ahamiyatga ega. Analizning tezkorligi va kam sarfliligi bilan ham ahamiyatlidir. Farmatsevtika va kimyo sanoatining tezkorlik bilan rivojlanishi о‘z-о‘zidan YUQX usulubining ham takomillashini talab etadi. Mazkur ishda YUQX uslubining nazariy ma’lumotlarini va amaliy natijalarini ochib berishga harakat hilingan.

Yevropa farmakopiyasida YUQX hamma dorivor о‘simliklar, ekstraktlar va ba’zi sintetik preparatlarni identifikatsiyasi uchun asosiy usul sifatida qо‘llaniladi. YUQX uncha zamonaviy darajadagi usul bо‘lmasa ham farmakopiyadagi istalgan boshqa uslubga bog‘liqligi va texnikasi kam emas. Keyingi vaqtlarda YUQX usuli va yuqori samarali yupqa qavatli xromatografiya (YUSYUQX) usuli bilan takomillashib, qо‘llanilish sohasi ham kengayib bormoqda. Instrumental YUSYUQX namunaning sepilishi, kо‘tarilish jarayoni va natijalarni qayd qilish bosqichlarining anikligi bilan oddiy YUQXdan tubdan farq qiladi. Plastinkalar kо‘rsatkichining aniqligi uslubning muhim tajribaviy xususiyati hisoblanadi. YUSYUQXning muhim jixati shundaki, natijalar faqat “surat” shaklida taqqoslanmaydi. Shu bilan birga YUSYUQX miqdoriy usul sifatida ham qaraladi, uni farm yо‘nalishida miqdoriy analiz sifatida qо‘llash imkoniyati bor. Asosan miqdoriy aniqlashlar yuqori samarali suyuqlik xromatografiyasi (YUSSX) yordamida bajarilar edi. Texnikalashgan YUSYUQX usuli uni almashtirish imkonini beradi.

Uslubni muqobillashtirish va standartlashtirish tajriba natijalari samaradorligining oshishiga olib keladi. Nazariy ma’lumotlar va amaliy manba ma’lumotlariga asoslanib, zamonaviy YUQX-yuqori samarali YUQXni ishlatilish sohasi kengayib bormoqda.

Plastinkalar va ularning xarakteristikalari

70-Yillar oxirida rastalarda yangi YUSYUQX plastinkalar paydo bо‘la boshladi. Bu plastinkalar tor, о‘rta о‘lchamli (5 (m) sorbentli va keng 2-10 (m о‘lchamdagi sorbentli bо‘lishi bilan xarakterlangan. YUSYUQX plastinkalarning  qalinligi bir xil taqsimlangan bо‘lib, ularning yuzasi oddiy plastinkalarga nisbatan silliq va samaradorligi yuqori. 6-Jadvalda ularning xarakteristikalari taqqoslab keltirilgan.

6-Jadval. 
Plastinkalarning xarakteristikalarini taqqoslash

	Kattaliklar
	О‘lcham 
	YU+X
	YUSYUQX

	Zarralar о‘lchami
	[µm]
	2-40
	2-10

	Zarralarni о‘rtacha ilchami
	[µm]
	10-15
	5

	Qatlam qalinligi
	[µm]
	250
	100, 200

	Ishchi diapazon
	[mm]
	100-150
	30-70

	Muqobil kо‘tarilish soxasi
	[mm]
	120
	60

	Elyuirlanish vaqti
	[min]
	30-60
	7-20

	Erituvchi sarfi
	Ml
	25-50

20X20
	10-20(20X10)

5-10 (10X10)

	 Detektrlash о‘lchami:UF
	Ng
	100-1000
	10-100

	Detektrlash о‘lchami: fluoressensiya
	Ng
	1-100
	0,1-10

	Narxi*
	
	1 (20X20)
	1,2 (20X10)

0,8 (10X10)


Shuni ta’kidlash kerakki, farmatsevtika sohasining qayerida YUQX plastinkalari ishlatilsa, о‘sha yerda YUSYUQX plastinkalarini ishlatish mumkin. Haqiqatan ham olingan natijalar aniq va moddalar yaxshi ajratilgan bо‘ladi. Shvetsariyaning Fotokimyo bо‘yicha ekspert kometeti farmatsevtika sohasida bir nechta shunga talluqli bо‘lgan analizlar ekspertizasini о‘tkazdi. 1-Rasmda shirin va achchiq apelsin yog‘ining ikki xil plastinkalarda ajratilishi taqqoslangan. YUSYUQX plastinkada YUQX plastinkaga nisbatan ajralish yaxshi bо‘lganligi va kamsarfligi kо‘rinadi.
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                    1-Rasm. Shirin (chap trek) va achchiq (о‘ng trek) apelsin yog‘ining YUQX (chap) va YUSYUQX (о‘ng) plastinkalarda ajralishi.

YUQX plastinkani 15 sm gacha elyuirlash uchun 45 minut, YUSYUQX plastinkani 5 sm gacha elyuirlash uchun esa 7 minut sarflangan. Elyuint sifatida etilatsetat:toluol–15:85 nisbatda ishlatilgan, anis aldegidi bilan modifikatsiya qilingandan keyin 366 nm da skanerda о‘qitilgan.

Bir xil sharoitlar qо‘llanilishiga qaramasdan har xil firmaga tegishli bо‘lgan plastinkalarda analiz natijalari sezilarli darajada bir-biridan farqlanadi (2-rasm).
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                    2-Rasm. Bir necha namunaning turli xil firmalarda (Merck chap, Macherey&Nagel о‘ng) ishlab chiqarilgan YUSYUQX plastinkalarda ajralishi.

Ma’lum bir test bilan plastinkalarni baholash mumkin emas, shuning uchun metodikaning yozilishida plastinka tayyorlangan firma kursatilishi kerak [2]. Bu esa keyingi tekshirishlarda о‘z samarasini beradi.
Namunani plastinkaga tomizish

YUQX dagi hamma tekshirishlar odatda boshlang‘ich nuqtadan dog‘lar orasidagi masofani aniqlash (Rf-qiymati)ga asoslangan. О‘z navbatida analizning sifatli, tо‘g‘ri о‘tishi namunani plastinkaga tomizilishi bilan bog‘liq. Miqdoriy analiz uchun belgilangan miqdor (doza)ni mikrohajmlarda yuqori darajadagi aniqlikda tomizish kerak. Moddalarning ajralish darajasi namunaning tomizilish shakli, о‘lchami va soha bо‘yicha bir xil taqsimlanishiga bog‘liq. Namunani tomizishning ikki usuli kontakt (kapilyar va shprits yordamida) va purkash usullari qо‘llaniladi. Kontakt usuli bilan tomizishda xalqasimon yoyilish sodir bо‘lib, namunani erituvchi yoyilgan soha bо‘yicha bir xil taqsimlanishi sodir bо‘lmaydi (3-rasm). Kontakt usuli bilan tomizishda erituvchini diffuziyalanishi natijasida start sohasi qalin bо‘ladi va bu о‘z navbatida komponentlarni ajralishiga salbiy ta’sir kо‘rsatadi. Bu asosan namuna oson yoyiluvchan erituvchilarda eritilganda muhim ahamiyat kasb etadi.

Purkash orqali tomizishda xromatografik ajralish sezilarli darajada yaxshilanadi va xatoliklar sezilarli darajada kamayadi. Purkash vaqtida hech qanday qо‘shimcha jarayonlar (elyuirlanish va diffuziya) sodir bо‘lmaydi. Belgilangan soha bо‘yicha namunani bir xil taqsimlash imkoniyati mavjud bо‘ladi. Bu esa xromotografik ajralishni yaxshilanishiga olib keladi. Purkash vaqtida namuna hamma nuqtalar bо‘ylab teng taqsimlangan bо‘ladi, bu esa mikdoriy analiz uchun muhimdir. Shuni ta’kidlab о‘tish kerakki, kontakt usulida tomizishda, masalan; mikrokapilyarda tomizilganda xattoki, plastinkalarda «konsentrlangan zona» hosil bо‘ladi va mantiqiy ajralish bо‘lmaydi. Rf-qiymatlari farqi kichik bо‘lishi bilan birga har xil anomal holatlar yuzaga keladi (3a-rasm).
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a) elyuirlanishdan oldingi tomizish sohasi. Chapdan о‘ngga: kontaktli nuqtasimon, purkash nuqtasimon, kontaktli chiziqsimon, purkash chiziqsimon
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v) buyoqlarni elyuirlangandan keyingi fotosurati
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s)  kontakt (1-trek, shtrixli chiziq) va purkash (3-trek, yashil chiziq) nuqtalarining natijalarini taqqoslash
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d)  kontaktli chiziqsimon (5-trek, yashil chiziq) va chizish purkash (7-trek, kо‘k punktir chiziq) natijalarini taqqoslash

3-Rasm. Har xil tomizishlarni buyoqlar aralashmasining ajralishiga ta’siri (metanol eritmasida 5 mkl va 10 mkl dan) YUETSX silicagel 60 YUSYUQX plastinkasida. Elyuint: toluol.

Elyuirlanish

Xromatografiyaning oxirgi natijasi (holati, shakli va komponentlarning ajralishi) kameralarning tipiga va ularning «tо‘yinishiga» bog‘liq (4-rasm). Tajribalar asosan aniq belgilangan sharoitlarda qо‘shimcha chetlanishlarsiz olib boriladi. Xromatografiyaning nazariyasi kо‘pgina adabiyotlarda yoritilgan [3,4,5] bо‘lib, odatda tо‘yingan kamera (vertikal va gorizontal) oddiy holatdagiga qaraganda yaxshi natija beradi. 

Bunda elyuirlanish jarayonida elyuintning tezligi kamayadi (5-rasm). YUSYUQX plastinkalar uchun zarrachalar ulchami kamayishi va qatlam qarshiligi kamaygan sari xromatografiya uchun ishchi masofasi kamayadi.
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 v)    
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 s)

4-Rasm. Limon о‘simligi mevasining tо‘siqli kamerada (Twin Trough Chamber) qо‘yilgan xromoto-grammasi. a) tо‘yintirilgan, v) tо‘yintirilmagan s)gorizontal kamerada. Elyuint: sirka kislota; etilatsetat; toluol  - (3;33;70). 254 nm.
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                    5-Rasm. Silicagel 60 YUSYUQX plastinkasida elyuirlanish vaqti va front chizig‘i balandligi orasidagi bog‘liqlik grafigi. Elyuint: etilatsetat;toluol-5:95.

Muayyan bir sharoitda va bir kamerada, tashqi sharoitlar о‘zgarmagan holda komponentlarning Rf-qiymatlari elyuirlanish (front)  holati bilan ham bog‘liq bо‘ladi. 6-Rasmda ikki komponent uchun ajralish va front balandligi orasidagi bog‘liqlik grafigi berilgan. Ajralish quyidagi formula yordamida hisoblangan: 

Rs= 1/4(α-1)(RfN)1/2(1-Rf).

YUSYUQX plastinkalar uchun eng yaxshi ajralish front masofasi 5-7 sm hisoblanadi. Muqobil front masofasi 6 sm atrofida bо‘ladi. Kо‘pgina elyuintlar uchun silikagelda ushbu elyuirlanish jarayoni 7-20 minut davom etadi. Kо‘rsatilgan sharoit uchun optimal diapozon Rf=0.3-0.4 ga teng bо‘ladi. Elyuint (xarakatlanuvchi faza)ning elyuirlanish tezligini shunday boshqarish kerakki, aniqlanadigan komponentlar ana shu diapozonda taqsimlanishi lozim.
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                    6-Rasm. Elyuirlanish masofasi (front) va Rf ning ajralishga ta’siri.

Bu nazariy manbani tajribada oson isbotlash mumkin. 7-Rasm romashka yog‘ining YUSYUQX plastinkasida har xil masofada elyuirlanishi kо‘rsatilgan. Rf qiymati 0,4-0,5 bо‘lgan bir juft komponent (strelka bilan kо‘rsatilgan) tanlab kuzatilganda elyuirlanish masofasi oshishi bilan ajralish oralig‘i kattalashgandek bо‘ladi. Lekin xromotogrammalarni bitta shkalaga keltirganimizda ajralish oralig‘ini deyarli о‘zgarmasligini kо‘rishimiz mumkin (7-rasm). Ajralish maksimumi elyuirlanish masofasi 6 sm bо‘lganda sodir bо‘ladi. Elyuirlanish masofasi oshishi bilan Rf-qiymati kamayadi. Bu effektni elyuintdagi uchuvchan erituvchining uchishi hisobiga komponent ulushining oshishi bilan tushuntirish mumkin (7-rasmda xromotogrammalar bir mashstabda tenglashtirish bilan taqqoslangan).
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7-Rasm. YUSYUQX silicagel 60 plastinkasida romashka yog‘ining ajralishi. Elyuint: etilatsetat ; toluol – 5 ; 95. Sulfat kislotaning metanoldagi 10% li eritmasi bilan ochiltirilgan a) elyuirlanish masofasi 2-8 sm. v) 4-trekda elyuirlanish masofasi 6 sm. s) elyuirlanish masofasi 4sm (qizil shtrixli chiziq) va 6 sm bо‘lgan xromotogrammalarni skaner egri chiziqlari.

Ochiltirish (Modifikatsiya qilish)
Xromotogrammalarni kimyoviy ochiltirish odatda qiyinchiliklarsiz amalga oshiriladi. Buning uchun reagent eritmalari plastinkaga purkaladi yoki eritmaga bо‘ktiriladi. Bо‘ktirishni va purkashni muqobil sharoitini tanlash qiyin bо‘lishiga qaramasdan ochiltirish kо‘p qо‘llaniladi. Purkash bajaruvchidan yuqori malakani talab etadi. Bundan tashqari plastinkaga purkaladigan reagent miqdori va uni bir xilda taqsimlanishini nazorat qilish qiyin, bular ham  natijalarga ta’sir kо‘rsatadi. Purkash xavfli aerozollarni keltirib chiqarishi ham mumkin. 

Immersiya usulida ochiltirish ancha oson boshqarish mumkin. Reagent konsentratsiyasi, plastinkaga qо‘yish tezligi va immersiya vaqti boshqariladi. Reagentning eritmada taqsimlanishi va plastinkada taqsimlanishini boshqarish bir muncha qulayroqdir. Immersiya vaqtida hech qanday aerozollar bо‘lmaydi.

Ba’zan kimyoviy ochiltirishda aniq berilgan parametrlar asosida qizdirish talab etiladi, masalan: berilgan temperaturada x vaqt mobaynida yoki rang hosil bо‘lguncha qizdirish.

Ochiltirishning umumiy uslubi yо‘q, har bir ochiltirishning xususiy parametrlari (reagent va uning konsentratsiyasi, vaqti va sharoiti)ni, shu bilan birga quritish parametrlari (qizdirishdan oldingi va keyingi vaqt va temperatura)ni kо‘rsatish kerak.

8-Rasmda zveroboy о‘simligi ekstraktini silicagel 60 YUSYUQX plastinkasidagi analiziga modifikatsiyalash jarayonida turli xil parametrlarning ta’siri kо‘rsatilgan.
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8-Rasm Zveroboy о‘simligi ekstraktini silicagel 60 YUSYUQX plastinkasidagi analiziga modifikatsiya parametrlarning ta’siri. Elyuint: etilatsetat; dixlormetan; chumoli kislota; sirka kislota; suv–100;25;10;10;11. 366 nm.

Natijalarni hujjatlashtirish

YUQXni boshqa xromatografik usullardan о‘ziga hos muhim jihati shundaki, unda analizning elyuatsiyasi va natijalarni qayd qilish uchun plastinkalarni suratga olish imkoniyati mavjud. Hozirgi davrda hamma joylarda raqamli fotografiya, video va raqamli kameralar, hattoki programmalashtirilgan skanerlarni qо‘llash qulaydir.

Zamonaviy farmakopiyada natijani matnli yozilishi endilikda analizning tо‘liq va mukammal obyektiv baholash uchun yetarli emas. Masalan; Yevropa farmakopiyasida tanishtirilgan [6] arpabodiyon yog‘ining analizini UB 254 nm da о‘rganilganda ikkita dog‘ni topish mumkin (arpabodiyon aldegidi va anetol). Vanilin bilan yorug‘likda modifikatsiya qilingan (ochiltirilgan)dan keyin finish chizig‘idan pastroqda linallaol va anetolga mos keluvchi dog‘lar aniqlanadi. Shu suratda (9-rasm) Rimpinella anisum jigarrang dog‘ini arpabodiyon dog‘idan balandda kо‘rish mumkin.

Ba’zi bir maqolalarda analiz natijalari jadval kо‘rinishida ifodalangan (7-jadval). Lekin ular raqamli suratlarning о‘rnini bosa olmaydi (9-rasm).

7-Jadval. Yevropa farmakopiyasida arpabodyon yog‘i analizi natijalarining qayd qilinishi qо‘shimcha dog‘lar, matnlar bilan kо‘rsatilgan.
                                                                                                     7-jadval
	Plastinka yuqori qismi
	
	Plastinka yuqori qismi

	Anetol: fluoressensiya

arpabodiyon aldegid:

fluoressensiya
	fluoressensiya

Anetol) -----

fluoressensiya

(arpabodiyon aldegid)
	
	Anetol: jigarrang dog‘
linalool: 

kо‘k dog‘
	binafsha dog‘

(monoterpenoid uglevodorodlar)

jigarrang dog‘ (anetol)kо‘k dog‘ (linallaol)

	    Guvoh
	tekshiriluvchi
	
	    Guvoh
	tekshiriluvchi
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9-Rasm. Arpabodiyon yog‘i va Illicium verum о‘simlik yog‘ining YUQX usulida identifikatsiya qilinishi [6]. Matnda strelkalar bilan kо‘rsatilgan dog‘lar keltirilmagan. Elyuent: etilatsetat:toluol-7:93. Chapda: UB 254 nm, о‘ngda: yorug‘likda vanilin bilan modifikatsiya qilingan.

Bu ikki analizni haqiqiy baholash uchun uning matnli formasi ham, jadvalli formalari ham kerak bо‘lmaydi. Matnda strelkalar bilan kо‘rsatilgan sohalar hamma joyda ham yozilmaydi, [6] suratda bu ikki yog‘da bо‘lgan ajralishlar aniq kо‘rsatilgan.

YUQXning boshqa bosqichlaridagi singari hujjatlashtirish uchun raqamli fotografiyani qо‘llash va uning yozuvlarini aniq kafolati uchun qо‘llanilishi muhimdir. Yaqin kunlarda dorivor о‘simliklar analizining raqamli fotografiya yordamida (plastinkalarning rasmlari) atlasi paydo bо‘lishi mumkin. Bunday atlas nafaqat izlarning tavsifi, balki har bir о‘simlikni harakterlash uchun hizmat qilishi kerak. Kо‘pgina har xil tabiiy о‘simliklarning (fenotip) analizi bitta plastinada aks etgan bо‘lishi mumkin.
Standartlashtirish va xalqaro normalashtirish

 Bundan oldingi bо‘limlarda YUQX usulining bir qancha muhim xarakteristikalari kо‘rib chiqildi, umumiy [8] va xususiy jihatlari muhokama qilindi. Ba’zan xujjatlarni xalqaro meyorlar darajasida rasmiylashtirishda YUQXning keng masshtabli qо‘llash imkoniyati yetarli emas. 10-Rasmda Angelica sinensis va Levisticum officinale о‘simliklarini YUSYUQX usulida A laboratoriyada tekshirilgan va V laboratoriyaga tekshirish uchun berilgan natijalar keltirilgan. Ikkala laboratoriyada ham tekshirishlar berilgan qо‘llanma asosida diqqat bilan olib borilganligiga qaramasdan olingan natijalar о‘xshash ammo aynan bir xil emas. Bu ikki laboratoriyalarning tajribalarida umumiy metodikadan chetlanishlar mavjud, lekin ularning barchasi tо‘g‘ri bajarilgan.
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                      10-Rasm. Angelica sinensis va Levisticum officinale о‘simliklarini YUSYUQXda analizi. Elyuint: chumoli kislota:etilatsetat:toluol-1:10:90

	Tajribalar
	A laboratoriya
	V laboratoriya

	Plastinkalarni yuvish
	Yuvilmagan
	MeOH-CHCl3, 105oda 30 min. quritilgan

	Kamerani tuyintirish
	20 min. filtr qog‘ozi bilan
	15 min. qog‘ozsiz

	Sepish
	Dipping
	Purkash

	Xujjatlashtirish
	Videosyemka
	planshetnli skanner

	Plastinkani aktivlashtirish
	xonada, 40% namlik
	R2O5 da quritish (namlik aniqlanmagan)
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11-Rasm. YUSYU+Xda alkilamidlar analizi. Elyuent: chumoli kislota:siklogeksan:etilatsetat:toluol-0,9:3:6:24), anis aldegidi bilan modifikatsiya qilingan, chapda: A laboratoriya (plastina 2002 iyulda tayyorlangan), о‘ngda: V laboratoriya (2001 sentabrda tayyorlangan). Chapdan о‘ngga: E. purpurea, E. pallida, E. angustifolia.
U AOAS qо‘llanmaga asosan sinchkovlik bilan amalga oshirilgan (Peer Verified Method Program [10]). Natijalar qariyb bir vaqtda, bir biridan xabarsiz ikki laboratoriyadan olingan [11]. Metodikalar quyidagi adabiyotlarda keltirilgan [12-14].

Yuqorida kо‘rib chiqilgan YUQX usuli bajarilgan ishlar va qilingan tavsiyalarga asosan, dorivor о‘simliklar va boshqa komponentlarni analizida YUQXni qо‘llash uchun aynan quyidagi holatlari e’tiborga molik hisoblanadi;

1) YUSYUQX plastinkalarni qо‘llash yо‘lga qо‘yilgan bо‘lishi kerak.

2) Yaxshi sifat va miqdoriy analiz uchun tomizish, purkash orqali amalga oshirilishi kerak.

3) Elyuirlash tо‘yingan kameralarda bajarilishi va elyuirlanish masofasi 6 sm gacha bо‘lishi ma’qul.

4) Uslubiy qо‘llanmalar uchun, hamma bajariladigan ish tartibi, reagentlarni tayyorlanishidan to natijalarni baholashgacha bо‘lgan jarayonlar tо‘liq yozilishi talab etiladi.

5) Natijalarning yozilishiga qо‘shimcha qilib, atlas shaklidagi plastinkaning har xil usullar bilan olingan bir qancha rangli fotosuratini olish (masalan; UB 254 nm , UB 336 nm yorug‘likda) identifikatsiyani sezilarli darajada aniqligini oshiradi.

YUQXda standart namunalar bilan taqqoslash asosida olingan natijalar mustahkam sanaladi.
UGLEVODLAR KIMYOSI
Uglevodlar o’simlik va hayvonot dunyosida keng tarqalgan organik birikmalardir. Biosferadagi boshqa hamma organik birikmalarni birgalikda hisoblaganda ham uglevodlar ko’plik qiladi. Bunga sabab α – glyukozaning polimerlari kraxmal, sellyuloza va glikogenlarning juda keng tarqalganidir.

Uglevodlar turli tuman vazifalarni bajaradi, ba‘zilari moddalar almashinuvi protsessida energiya manbai bo’lib xizmat qilsa, boshqalari hujayraning eng muhim komponentlari – nuklein kislotalar va kofermentlar tarkibiga kiradi. Ko’pchilik murakkab uglevodlar o’simlik va bakteriyalar hujayra qobiqlarining asosiy tarkibiy qismini tashkil etadi va hayvonlar organizmida oqsillar bilan birgalikda hujayralar aro bo’shliqlarni to’ldiradigan sementlovchi modda vazifasini bajaradi.

Uglevodlar 3 gruppaga bo’linadi:

1. Monosaxaridlar yoki monozalar.

2. Oligosaxaridlar (bulardan tabiatda ko’proq disaxaridlar uchraydi).

3. Polisaxaridlar – monosaxaridlar asosida hosil bo’lgan yuqori molekulyar biologik polimerlar.

MONOSAXARIDLAR

Monosaxaridlar – eng oddiy uglevodlar bo’lib, tuzilishi va xossalari jihatidan aralash funksiyali birikmalardir. Ular molekulasida bir vaqtning o’zida gidroksigruppa va aldegid yoki keton gruppalari bo’ladi. Shu sababli ular ichki poliatsetatlar hosil qiladi va ochiq zanjirli va siklik ko’rinishlarda uchraydi.

Monosaxaridlarning siklik ko’rinishdagi poluatsetal yoki glyukozid gidroksogruppa molekuladagi boshqa gidroksogruppalardan farq qiladi. Ular fazoviy joylashuviga qarab α – va β – ko’rinishga ega bo’ladi.

Monosaxaridlar molekulasida erkin aldegid gruppa bo’lgani uchun ular qaytaruvchi xossasiga ega. Ularning shu xossasidan foydalanib, biologik ob‘yektlardagi shakar sifat va miqdoriy jihatdan aniqlanadi.

16 – ISH.  MONOSAXARIDLARGA XOS SIFAT REAKSIYALARI.

Kerakli asbob va reaktivlar: probirkalar, suv hammomi (800sm), pipetkalar, α – naftolning spirtdagi 10% li eritmasi, konsentrlangan sulfit kislota, Selivanov reaktivi, fruktozaning 1% li eritmasi, ribozaning 1% li eritmasi, Ortsen reaktivi difenilamin eritmasi, dezoksiriboza yoki DNK ning 1% li eritmasi.

1 – Tajriba. Uglevodlarni α – naftal yordamida aniqlash. Bu reaksiya hamma uglevodlar uchun xosdir. Uglevodlar kontsentrlangan sulfat kislota ta‘sirida furfurol yoki uning hosilalariga aylanadi. Hosil bo’lgan mahsulot 2  mol α – naftol bilan kondensatsiyalanib rangli komplek hosil bo’ladi.

Ishning bajarilishi. Tekshirilayotgan eritmadan  2 ml yoki tarkibi uglevodli qattiq moddadan 0,1 g olib 1 ml suvda eritiladi, ustiga α – naftolning 10% spirtli eritmasidan 2 tomchi tomiziladi va probirka devoridan ohistalik bilan 1 ml kontsentrlangan Н2 SO4 qo’yiladi. Sulfat kislota zichligi katta bo’lgani uchun probirka tagiga cho’kib, suyuqlik ikki qavatga bo’linadi. Xuddi shu qavat chegarasida binafsha rang (halqa) hosil bo’ladi.

2 – Tajriba. Fruktozani rezortsin yordamida aniqlash. Fruktozaga xlorid kislota qo’shib qizdirilganda oksimetilfurfurol hosil bo’ladi, bu mahsulot rezortsin bilan pushti-qizg’ish rangli kompleks hosil qiladi. Bu reaksiya ketogeksozalarni aldogeksozalardan farqlashga imkon beradi.

Ishning bajarilishi. Ikkita probirka, olib ularga rezortsinning 20% li xlorid kislotadagi 0,05% li eritmasidan 3 ml dan quyiladi, ularning biriga 0,5 ml fruktoza, ikkinchisiga 0,5 glyukoza eritmasidan quyiladi. Har ikkala probirka 800 li suv hammomiga 8 minut solib qo’yiladi. Bu vaqtda fruktozali probirkadagi suyuqlik qizil rangga kiradi.

3 – Tajriba. Pentozalarni Ortsin reaktivi yordamida aniqlash. Pentozalar kislotali muhitda temir (III) – xlorid ishtirokida Ortsin reaktivi bilan yashil rangli kompleks hosil qiladi. Bu reaktsiya pentozalarning kislota ta‘sirida furfurolga aylanishini tasdiqlaydi.

Ishning bajarilishi. Probirkaga 1 ml riboza yoki tekshiriluvchi eritma quyilib, unga teng hajmda Ortsin reaktivida qo’yiladi. Aralashma qaynayotgan suv hammomida 20 minut qizdiriladi. Agar tekshirilayotgan suyuqlikda pentoza yoki uning hosilasi bo’lsa probirkadagi eritma yashil rangga kiradi.

4 – Tajriba. Dizoksiribozani difenilamin yordamida aniqlash. 

2 – dezoksipentozaga aromatik amin (difenilamin) qo’shib asta-sekin qizdirilsa, ko’k rangli kompleks birikma hosil bo’ladi. Bu reaksiya yordamida DNK molekulasidagi dezoksiribozani ham aniqlash mumkin.

Ishning bajarilishi. 1 ml dezoksiriboza yoki DNK eritmasiga 2 ml difenilamin eritmasi qo’shiladi, so’ngra 10 minut qaynatiladi. Bu vaqtda reaksion aralashma barqaror ko’p rangga kiradi.
17 – ISH.  MONOSAXARIDLARNING QAYTARUVCHANLIK XOSSALARI.

1 – Tajriba. Feling reaksiyasi. Uglevodlarning qaytaruvchanlik xossasini aniqlash uchun ko’p hollarda feling reaktividan foydalaniladi. Bu reaktiv tarkibidagi ikki valentli mis ioni segnet tuzi (vino kislotaning natriy-kaliyli tuzi) molekulasida bog’langan holatda bo’lib, oksidlanish qaytarilish reaksiyasiga erkin kirisha oladi. Reaksiya mexanizmi Trommer reaksiyasi bilan bir xil bo’lib faqat aniqlashga halaqit berishi mumkin bo’lgan mis (II) oksid hosil bo’lmaydi. Bu reaksiya asosida glyukozani miqdoriy jihatdan aniqlash usuli ham ishlab chiqilgan.

Ishning bajarilishi. Probirkaga 1% li glyukoza eritmasidan 1-2 ml quyib, unga teng hajmda feling reaktividan qo’shiladi va aralashma ohistalik bilan qaynaguncha qizdiriladi. Reaksiya natijasida qizil rangli mis (I) oksid cho’kmasi hosil bo’lishi kuzatiladi. Bu reaksiyani boshqa uglevodlar moltoza, laktozalar ham hosil qiladi, saxaroza va kraxmal bilan esa qizil cho’kma hosil bo’lmaydi, chunki ular qaytaruvchanlik xossasiga ega emas.
          2 – Tajriba. Nilander reaksiyasi.Turli biologik suyuqliklardagi shakarni aniqlashda ko’pincha vismut tuzlaridan foydalaniladi, chunki bu tuz mis tuzlaridan farqli o’laroq boshqa qaytaruvchi moddalar, masalan, urat kislota ta‘sirida qaytarilmaydi.

Ishning bajarilishi. 1-2 ml glyukoza eritmasiga 0,5-1 ml Nilander reaktividan qo’shib, 2 minut davomida ohista qaynatiladi. Avval jigar rang, keyin qora vismut cho’kmasi hosil bo’lishi kuzatiladi.

3 – Tajriba. Barfed reaksiyasi. Monosaxaridlar mis atsetatning nordon eritmasi ta‘sirida ham oksidlanadi, bunday sharoitda disaxaridlar amalda oksidlanmaydi. Bu reaksiyani Barfed topganligi uchun shu olim nomi bilan yuritiladi va biologik obyektlardagi bu ikki gruppa shakarlarni bir-biridan farq qilishda qo’llaniladi.

Ishning bajarilishi. 2 ta probirkaga 5 ml dan Barfed reaktividan quyib, biriga 1% li glyukoza eritmasidan 1 ml, ikkinchisiga maltoza yoki laktoza eritmasidan 1 ml qo’shiladi va suv hammomida 10 minut davomida qizdiriladi. Bu vaqtda birinchi probirkada qizil rangli mis (I) oksid cho’kmasi hosil bo’ladi, ikkinchisida disaxarid oksidlanmaganligi sababli qizil cho’kma hosil bo’lmaydi. Probirkalardagi suyuqliklarni uzoq qizdirmaslik zarur, aks holda disaxaridlar ham oksidlanib ketadi.
DISAXARIDLAR.
Disaxaridlar gidrolizlanganda ikki molekula monosaxaridga parchalanadigan uglevodlar hosil bo’lib, tabiatda uchraydigan oligosaxaridlarning asosiy qismini tashkil qiladi. Disaxaridlar bog’lanish tipiga qarab ikki gruppaga bo’linadi:

1. Maltoza tipidagi disaxaridlar - ularning hosil bo’lishida birinchi monosaxaridning glyukozid gidroksogruppasi bilan ikkinchisining to’rtinchi uglerod atomidagi spirt gruppasi orasida kislorod ko’prigi hosil bo’ladi. Shuning uchun bu disaxaridlar erkin aldegid gruppasiga ega bo’lib, monosaxaridlar singari qaytaruvchanlik xossasini namoyon qiladi. Bu gruppaga maltoza, sut shakari – laktoza, sellobioza kiradi.

2. Tregaloza tipidagi disaxaridlar – bu gruppaga kiruvchi shakarlarda har ikkala monosaxarid molekulasidagi glyukozid gidroksogruppasi bog’ hosil qilishda ishtirok etadi. Shu sababli qaytaruvchanlik xossasini namoyon qilmaydi. Bu gruppaning asosiy vakili saxaroza (α – D – glyukozid; 1,2 β – D - fruktozid) – lavlagi yoki shakarqamish shakari tabiatda keng tarqalgan disaxariddir.
18 – ISH.  SAXAROZANING GIDROLIZI.

Kerakli asbob va reaktivlar. Probirkalar, pipetkalar (1 ml li, sog’imi 5 ml li), shtativ, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, 5% li saxaroza eritmasi, 10% li sulfat kislota eritmasi, 10% li NaOH eritmasi α – naftol (10% spirli eritma), Selevanov reaktivi, Feling reaktivi, Barfed reaktivi.

Saxaroza boshqa uglevodlar singari optik aktivlik xususiyatiga ega bo’lib, qutblangan nur sathini o’ngga buradi. Uning solishtirma burish burchagi +66,50 ga teng. Gidrolizga uchratilgandan keyin esa gidrolizatning qutblangan nurni burish yo’nalishi va burchagi o’zgarib qoladi. Bu hodisa inversiya deb, hosil bo’lgan shakar esa invertirlangan shakar deb yuritiladi. Ikkinchi tomondan, soxaroza qaytaruvchanlik xossasini namoyon qilmagani holda, uning gidrolizati Feling va Barfed reaktivlarini qaytaradi.

Ishning bajarilishi. 5% li saxaroza eritmasidan 4 ta probirkaga 1 ml dan quyib, birinchisida α – naftol bilan ikkinchisida rezortsinning 0,05% li eritmasi bilan (Selivanov reaktivi) uchinchisida Feling, to’rtinchisida Barfed reaktivlari bilan tajribalar o’tkaziladi. Shundan keyin alohida probirkaga 5% li saxaroza eritmasidan 5-10 ml quyib ustiga bir necha tomchi 10% li sulfat kislota qo’shib qaynatiladi. Gidrolizat sovutilgach, ohistalik bilan neytrallanadi va yuqoridagi reaksiyalar takrorlanadi. Kuzatish natijalari quyidagi jadval (10-jadval) ko’rinishida qayd qilinadi.
                              10-jadval
	Kuzatish vaqti 


	Bajariladigan reaktsiyalar


	α – naftol bilan reaktsiyasi


	Selivanov reaktsiyasi


	Feling suyuqligi bilan reaktsiyasi
	Barfred reaktsiyasi



	Gidrolizgacha 

Gidrolizdan keyin
	
	
	
	
	

	Eslatma: reaktsiya unumiga qarab «+» yoki «-» ishorasi yozib qo’yiladi.

Xulosa: kuzatish natijalari yozib qo’yiladi.


POLISAXARIDLAR

Polisaxaridlar tirik organizmda uchraydigan uglevodlarning asosiy qismini tashkil etadi, ular monosaxaridlar va ularning hosilalari asosida hosil bo’lgan biologik polimerlardir.

Kraxmal, glikogen (hayvon kraxmali), insulin, sellyuloza dekstrin, xitin, gialuronat va xondroitin sulfat kislotalar, geparin va boshqalar tabiatda eng ko’p tarqalgan polisaxaridlar hisoblanadi. Ular organizmda turli-tuman vazifalarni bajaradi.

Polisaxaridlar bir-biridan molekulasining o’lchami, bog’lanish usuli va tipi, tarkibiy qismlari, xossa hamda bajaradigan vazifalari jihatidan farq qiladi.

19 – ISH.  POLISAXARIDLARGA HOS RANGLI REAKSIYALAR.

Kerakli asbob va reaktivlar. Probirkalar (1,5 ml li) va tomchilatuvchi pipetkalar,  shtativ, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, 0,1% li kraxmal eritmasi, 0,1% li glikogen eritmasi, Lyugol eritmasi, 10% li NaOH eritmasi etil spirti.

Tajriba: Kraxmalga yod ta‘sir ettirish reaksiyasi. Kraxmal yod bilan ko’k rang beradi. Bu reaksiya o’ziga xos reaksiya bo’lib, kraxmal tarkibidagi amilazaning poliglyukozid zanjiri spiralsimon strukturaga ega bo’ladi, yod esa spiral o’rtasidagi bo’shliqqa kirib olib, koordinatsion kompleks hosil qilsa kerak. Shuning  uchun kraxmal gidrolizga uchratilsa yoki spirt quyilsa ko’k rang yo’qoladi, shunday hodisa qizdirilganda ham kuzatiladi, lekin eritma sovutilganda ko’k rang yana hosil bo’ladi.

Ishning bajarilishi. Probirkaga 0,1% li kraxmal eritmasidan 3 ml qo’yib, ustiga 2-3 tomchi Lyugol eritmasidan tomiziladi. Hosil bo’lgan ko’k rangli eritmani uch qismga bo’lib biriga teng hajmda 10% li natriy gidrooksid eritmasi, ikkinchisiga shuncha miqdorda etil spirt qo’shiladi, uchinchisini esa qaynatiladi. Bu vaqtda uchala probirkadagi suyuqlik rangsizlanadi. Lekin oxirgi probirkadagi suyuqlik sovitilgandan so’ng ranggi tiklanadi.

Alohida probirkaga 2-3 ml glikogen eritmasi quyib, unga 2-3 tomchi Lyugol eritmasidan tomiziladi. Probirkadagi suyuqlik qizil-qo’ng’ir rangga kirishi kuzatiladi.

20 – ISH. SPIRTLI BIJG’ISH.

Kerakli asbob va reaktivlar: bijg’ituvchi nay, hovoncha, termostat, 50 ml li o’lchov tsilindri, voronka, filtr qog’oz, glyukozaning 5% li eritmasi, o’yuvchi natriyning 10% li eritmasi, Lyugol eritmasi.

Glyukozaning anaerob parchalanishi barcha tirik organizmlarda pirouzum kislota hosil bo’lguncha asosan bir yo’nalishda ketadi. Hosil bo’lgan pirouzum kislota odam, hayvon va o’simlik organizmida sut kislotaga aylansa, ko’pchilik mikroorganizmlarda, masalan, pivo achitqisida avval yuqori aktivlikka ega bo’lgan dekarboksilaza fermenti ta‘sirida dekarboksillanib, sirka aldegilga aylanadi. Hosil bo’lgan oraliq mahsulot alkogoldegidrogenaza fermenti ta‘sirida NADNּĦ+ ishtirokida qaytarilib, etil spirtga aylanadi:

Spirtli bijg’ishning oxirgi mahsulotlarini oddiy ximiyaviy reaktsiya yordamida aniqlash mumkin. Bijg’ish protsessi bijg’ituvchi trubkada (20-rasm) olib boriladi. Bijg’ish protsessida hosil bo’lgan SO2 ni aniqlash uchun trubkaga ma‘lum miqdorda ishqor quyib, trubka og’zi berkitilsa, karbonat angidrid natriy gidroksid bilan reaktsiyaga kirishgani uchun vakuum hosil bo’ladi. Spirtni aniqlashda esa yodoform hosil bo’lish reaktsiyasidan foydalaniladi:

CH3CH2OH+4I2+6NaOH→CHI3+5NaI+HCOONa+5H2O

Ishning bajarilishi. 1 g achitqi 25-30 ml 5% li glyukoza yoki saxaroza eritmasi bilan chinni hovonchada bir xil massa hosil bo’lguncha maydalanadi, tayyor bo’lgan aralashma bjg’ituvchi trubkaning boshi berg qismi to’lguncha quyiladi, kengaygan qismi ochiq qolishi kerak. so’ngra trubka 370С li termostatga 30-60 minut qo’yiladi va vaqti-vaqti bilan kuzatib turiladi. Bijg’ituvchi trubkaning berk tomoni yarmiga qadar gaz bilan to’lgandan keyin, termostatdan olinadi.

СО2 hosil bo’lganligini aniqlash. Ajralib chiqqan gaz karbonat  angidrid ekanligini aniqlash uchun trubkaning kengaygan qismi 10% li o’yuvchi natriy eritmasi bilan to’ldiriladi va trubka og’zini barmoq bilan berkitgan holda yaxshilab chayqatiladi. SO2 ishqor bilan shiddatli reaktsiyaga kirganligi sababli, trubkada vakuum paydo bo’lib barmoqni so’radi.

Etil spirt hosil bo’lganligini aniqlash. Bijg’ituvchi trubkadagi aralashma filtrlanib, filtratdan probkaga tomchi eritma quyiladi, uning ustiga shuncha miqdorda lyugol eritmasidan qo’shiladi. Hosil bo’lgan aralashma bir oz qizdirilsa, yodoformga xos hid seziladi.
LIPIDLAR KIMYOSI

LIPIDLARNING FIZIK – KIMYOVIY XOSSALARI.

Lipidlarga turli-tuman kimyoviy tuzilishiga ega bo’lgan ko’p sonli tabiiy birikmalar kiradi, ular tarkibiga ko’ra turli xildagi spirtlarning yuqori molekulyar yog’ kislotalari yoki fosfat kislota bilan hosil qilgan murakkab efirlaridir. Ularda tarkibiy qismlarining bog’lanish tipi bo’yicha umumiylik bo’lsada, tuzilishi va kimyoviy tabiati jihatidan bir-biridan farq qiladi. Barcha lipidlar suvda amalda erimaydi, lekin ko’pgina organik erituvchilarda oson eriydi, shu jihatdan ular uglevodlar va oqsillardan keskin farq qiladi. Lipidlarning o’ziga hos eruvchanligi muhim amaliy ahamiyatga ega bo’lib, to’qima va organlar tarkibida bo’lgan boshqa moddalardan ularni ajratib olishga imkon beradi. Lipidlarni tarkibi va kimyoviy tabiatiga ko’ra 2 ta katta gruppaga bo’lish mumkin: neytral yog’lar (yoki triglitseridlar) va lipidlar (yog’simon moddalar)

21 – ISH.  YOG’LARGA XOS SIFAT REAKSIYALAR.

Kerakli asbob va reaktivlar. Probirkalar,  shtativ, spirt lampa yoki gaz gorelkasi, filtr qog’oz, etil spirt, atseton, efir, petroley efiri, dixloretan, xloroform, benzol, benzin, uglerod (IV)-sulfid, kaliy gidrosulfat kristali, kumush gidroksidining ammiakli eritmasi bilan namlangan filtr qog’oz, fuksin-sulfat kislota eritmasi bilan namlangan filtr qog’oz, paxta, kungaboqar moyi, margarin, qo’y va mol yog’i.

1- Tajriba. Yog’larning eruvchanligini aniqlash.

Ishning bajarilishi. 20 ta probirka olib, ularni 2 gruppaga bo’lib, nomerlanadi. Har ikkala gruppadagi probirkalarga navbati bilan 2 ml dan suv, spirt, atseton, efer, petroliy efiri, dixloreton, xloroform, benzol, benzin va uglerodsulfid quyiladi. Birinchi gruppadagi probirkalarning hammasiga bir necha tomchi paxta yoki boshqa o’simlik moyi, ikkinchi gruppadagi probirkalarga no’xat kattaligida solib, normal temperaturada eruvchanligi kuzatiladi, so’ng suv hammomida qizdirib ko’riladi. Kuzatish natijalari yozib qo’yiladi.

2- Tajriba. Yog’lardagi glitseringa hos reaksiya. Tabiiy yog’lar tarkibida ma‘lum miqdorda erkin glitserin bo’ladi, uni aniqlash uchun ma‘lum miqdorda yog’ yoki moy olib, suv tortib oluvchi modda kaliy bisulfat ishtirokida qizdirilsa, o’tkir hidli akril aldegid-akrolein ajraladi.

Akrolein ajralganini aldegidga hos reaksiyalar yordamida aniqlash mumkin.

Lipidlar tarkibida erkin glitserin bo’lmaydi, shu sababli ular akrolein reaksiyasini bermaydi.

Ishning bajarilishi. Probirkaga 0,5-1 ml paxta moyi quyiladi, ustiga 2-3 g kaliy bisulfat kristallaridan quyib mo’rili shkafda qizdiriladi. O’tkir hidli oq akrolein bug’lari ajraladi. Bug’larga kumush oksidning ammiakli eritmasi bilan namlangan filtr qog’oz tutilsa, u qora rangga kiradi, fuksinsulfit kislota eritmasi bilan namlangan filtr qog’oz tutilsa, pushti dog’ paydo bo’lishi kuzatiladi. Bu har ikkala reaksiya aldegidlarga hos reaksiya bo’lib, akrolein ajralayotganini bildiradi.

22 – ISH.  BIOLOGIK SUYUQLIKLARDAN YOG’ AJRATIB OLISH.

Kerakli asbob va reaktivlar. Probirkalar, 10 ml li o’lchov silindri, darajalangan probirka, 50 ml li bug’latuvchi chinni kosacha, suv hammomi,        Na2CO3 ni 10% li eritmasi, dietil efir, sut.

Biologik obyektlar ichida sut, yog’ ajratib olish uchun eng qulay materialdir. Unda yog’ ajratib olish ishqoriy muhitda organik erituvchi efir bilan ekstraktsiya qilishga asoslangan.

Ishning bajarilishi. 25 ml li ajratgich voronkaga 10 ml sut, 5 ml efir, 3 ml 10% li natriy karbonat eritmasi qo’yib, 0,5-1 minut chayqatiladi va efirli qavat ajratib olinadi. Suv hammomi yordamida ohistalik bilan efir uchirib yuborilsa, kosachada sut moyi qoladi.

23 – ISH. O’SIMLIKLARNING YASHIL BARGLARIDAGI KRAXMALNI ANIQLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: probirka, 1,2,5 ml li pipetka, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, etil spirt, yolning 1% li eritmasi, o’simlik bargi.

Kraxmal faqat yashil barglarda aniqlanishi mumkin, sarg’aygan barglarda xlorofill bo’lmaganligi sababli kraxmal sintezlanmaydi.

Ishning bajarilishi. 2 ta probirka olib, ularning biriga o’simlikning yashil bargi, ikkinchisiga sarg’aygan bargi solinadi. Har ikkala probirkaga 1-2 ml distillangan suv qo’yib, 2-3 minut qaynatiladi. So’ngra issiq suv to’kib tashlanadi va uning o’rniga 1 ml etil spirt qo’yiladi. Probirkalar qaynab turgan suv hammomiga 3-5 minut qo’yiladi va har minutda chayqatib turiladi. Yashil bargdagi xlorofil va sariq bargdagi ksantofill spirtga o’tadi, barg esa rangsizlanadi. Spirtli ekstrakt alohida idishga qo’yiladi. Rangsizlangan bargli probirkaga esa yana 1 ml dan spirt qo’yib, 3-5 minut suv hammomida qizdiriladi. Spirt yuqoridagi idishga to’kilib rangsiz barg bir necha marta distillangan suv bilan yuviladi. Shundan keyin har bir probirkaga 3-4 ml dan distillangan suv qo’yib, barg to’qimasini yumshatish uchun qaynab turgan suv hammomiga qo’yiladi. 5-10 minutdan keyin suv to’kib tashlanadi va barglar alohida nomerlangan filtr qogozga qo’yiladi, so’ngra 3-4 tomchi 1% li yod eritmasidan tomiziladi. Agar bargda kraxmal bo’lsa, sekin-asta ko’k nuqtalar paydo bo’lib, bargning yuzasi ko’karadi.

24 – ISH. PIYOZ EKSTRAKTIDAGI GLYUKOZA VA BOSHQA QAYTARUVCHI SHAKARLARNI ANIQLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: qirg’ich yoki pichoq, gaz gorelkasi, probirka, Felin suyuqligi, piyoz.

Bosh piyozning suvli ekstrakti Felin reaktivi bilan qizdirilganda avval sariq rangli mis (I) gidroksid, so’ngra qizil rangli mis (I) oksidi hosil bo’ladi. Bu reaktsiya ekstraktda glyukoza va boshqa qaytaruvchilik xususiyatiga ega moddalar borligiga asoslangan.

Ishning bajarilishi. Bosh piyoz qirg’ichda yoki boshqa usulda yaxshilab maydalanadi. Tayyorlangan massadan probirkaga 0,5 g olib, uning ustiga 2 ml distillangan suv qo’yiladi va 3-4 minut qaynatiladi. So’ngra qog’oz filtr orqali filtrlanadi. Filtratdan 10 tomchi olib Felin reaktsiyasi yordamida qaytaruvchi shakarlar borligi aniqlanadi. Piyoz o’rniga sabzidan ham foydalanish mumkin. Har ikkala ish natijasi 11-jadval ko’rinishida ifodalaniladi.
11-jadval
	Tekshiriladigan material 
	Foydalanilgan reaktivlar
	Kuzatilgan rang


	Reaktsiya nimaga bog’liq

	
	
	
	


25 – ISH. KRAXMALNI MIQDORIY ANIQLASH.

Kerakli asbob va reaktivlar: suv hammomi, 200 ml li o’lchov kolbasi, qaytar sovitgichli 200 ml hajmli konussimon kolba, chinni hovoncha (dismetri 60 mm), 5 va 10 ml li darajalangan pipetkalar, 25 ml li Mor pipetkasi, 25 va 50 ml li to’g’ri kranli byuretka, 100 ml li o’lchov tsilindri, shisha plastinka, shisha tayoqcha, xlorid kislotaning 25% li eritmasi, NaCl ning 10% li eritmasi, yodning 0,1 n eritmasi, natriy tiosulfatning 0,1 n eritmasi (yuqori aniqlikda tayyorlanishi kerak), NaCl ning 0,5 n eritmasi, H2SO4  ning 2 n eritmasi, kraxmalning 1% li eritmasi, Lyugol eritmasi.

Kraxmalni miqdoriy jihatdan aniqlash so’lak amilazasi yordamida fermentativ yo’l bilan parchalanganda hosil bo’ladigan glyukozani Vilshtetter va Shudl usuli bo’yicha yodometrik titrlashga asoslangan.

Ishning bajarilishi. Kraxmalni ekstraktsiya qilish uchun 5 g kartoshka (yoki boshqa kraxmali bor modda) chinni hovonchada yaxshilab maydalanib, sig’imi 200 ml li o’lchov kolbasiga solingan 30-50 ml distillangan sovuq suvdan o’tkaziladi, so’ngra ustiga darhol 100 ml distillangan issiq suv qo’yiladi va qaynab turgan suv hammomiga 1 soat qo’yiladi. Kolbadagi suyuqlik chayqatilib, aralashtirilib turiladi. Shundan keyin kolbani suv hammomidan olib, 400С gacha sovitiladi va uning ustiga 10 ml so’lak eritmasi, 5 ml 10% li natriy xlorid eritmasidan qo’shib, 37-400С li suv hammomiga (kartoshka bilan ishlaganda 2-3 soat, g’allasimonlar kraxmali aniqlanganda 12-18 soat) inkubatsiyaga qo’yiladi. Kraxmalning gidrolizlanish darajasi va tamom bo’lish vaqti uning yod bilan reaktsiyasi yordamida aniqlanadi. Buning uchun kolbadagi aralashmadan shisha tayoqcha yordamida qattiq zarrachalar tutgan bir tomchi suyuqlik olinib buyum oynasiga tomiziladi va bir necha tomchi Lyugol eritmasi qo’shiladi. Agar ko’k rang hosil bo’lmasa, kolbaning o’lchov belgisiga qadar suv bilan to’ldirib, yaxshilab aralashtirgach, quruq filtr orqali filtrlanadi. Amilaza ta‘sirida hosil bo’lgan dekstrinlar va maltoza 2,5% li HCl eritmasi bilan gidrolizlanadi. Buning uchun 100 ml filtrat 200 ml li konussimon kolbaga qo’yiladi. Uning ustiga 12 ml 25% li xlorid kislota eritmasidan qo’yilib, kolba og’ziga qaytar sovitgich (yoki uzunligi 80 sm bo’lgan shisha nay) o’rnatgan holda qaynab turgan suv hammomiga 3 soat qo’yiladi. Gidroliz tamom bo’lgach kolba sovitiladi, eritma esa 200 ml li o’lchov kolbasiga o’tkaziladi, gidroliz olib borilgan kolba bir necha marta suv bilan chayqatib qo’yiladi va umumiy hajm 200 ml ga yetkaziladi. Suyuqlik tarkibidagi glyukoza yodometrik yo’l bilan aniqlanadi. Gidrolizatdan 10 ml olib, ustiga 0,1 n yod eritmasidan 15 ml qo’yiladi va yaxshilab chayqatib turgan holda to yod ranggi yo’qolguncha 0,5 n NaOН eritmasidan sekin-asta 25 ml qo’yiladi, 10-15 minutdan keyin 2 n sulfat kislota eritmasidan 5 ml qo’shiladi va ajralgan yod 0,1 n tiosulfat eritmasi bilan titrlanadi. Eritma sariq rangga kirgandan so’ng har 50 ml hajmga 1% li kraxmal eritmasidan 1 ml tomiziladi. Parallel ravishda gidrolizat o’rniga teng miqdorda suv qo’yib kontrol qilinadi. Tekshirilayotgan mahsulotdagi kraxmal miqdori qo’yidagi formula yordamida protsentlarda hisoblab chiqiladi:
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bu yerda: V – kotrolni titrlash uchun sarflangan 0,1 n tiosulfat eritmasining miqdori (ml); V1 – tajriba uchun sarflangan 0,1 n tiosulfat eritmasi miqdori (ml); 0,009 – titrlash natijasini glyukoza miqdoriga o’tkazish uchun koeffitsient; f- tekshirilayotgan material miqdori (g); 0,9-glyukozani kraxmalga qayta hisoblash uchun koeffitsient; V2 – o’simlik mahsuloti ekstraktining hajmi (400 ml), V3 – yodometrik titrlash uchun olingan aralashmaning hajmi (ml).

Kartoshkada har xil shakarlar miqdori oz,  shuning uchun ularni hisobga olmasdan, topilgan glyukoza miqdorini kraxmalga aylantirib topish mumkin. Boshqa mahsulotlarda (pishmagan olma, barglar, poyalarda) shakar miqdori e‘tiborga olarlik darajada bo’ladi. Bu holatda kraxmal miqdorini aniq topish uchun, alohida qaytaruvchi mono va disaxaridlarni aniqlab, olingan qiymatni glyukoza miqdoridan chiqarib yuborib undan keyin kraxmalga aylantirish kerak.

UGLEVODLARNING ORALIQ ALMASHINUVI

Glyukoza hayvon, odam va boshqa tirik organizmlarning to’qima holida hujayralarida asosan energetik ehtiyojlar uchun foydalanilganligi sababli oraliq almashinuv protsessida anaerob va aerob sharoitlarda katabolitik parchalanishga uchraydi. Bu protsessning birinchi bosqichi anaerob sharoitda ketadi va glikoliz yoki bijg’ish deb yuritiladi. Bunda glyukoza pirouzum kislota va sut kislotagacha anaerob sharoitda parchalanadi, ya‘ni bu reaktsiyalar uchun kislorod talab qilinmaydi. Pirouzum va sut kislotalar oraliq almashinuvning asosiy metobolitlari hisoblanadi. Shu mahsulotlarni va bu protsessda ishtirok etuvchi fermentlarni sifat va miqdor jihatdan aniqlash yo’li bilan to’qima va hujayralarda uglevodlarning anaerob parchalanish holati haqida xulosa  chiqarish mumkin. Bu metobolitlar, keyingi bosqichlarda anaerob sharoitda hosil bo’lgan sut kislota qaytadan glikogen sinteziga sarflansa, pirouzum kislota esa aerob sharoitda katabolizmning umumiy yo’li orqali SO2 bilan suvgacha oksidlanadi.
GLIKOGENOLIZ

Uglevodlar – glikogen va glyukoza tirik organizmlarning to’qima va hujayralarida anaerob sharoitda sut kislotagacha parchalanadi. Bu protsess glikogendan boshlansa, glikogenoliz, ya‘ni bijg’ish deb ataladi.

Glikogenolizning energetik qiymati glyukozaning aerob oksidlanishiga nisbatan bir necha baravar kam bo’lsa-da, mikroorganizmlar, o’simlik, hayvon va odam organizmida ehtiyojga bog’liq ravishda katta tezlikda ketadi. Anaerob parchalanish o’simliklar to’qimalarining tashqi muhit bilan to’g’ridan-to’g’ri aloqada bo’lmaydigan qismlarida, odam qattiq jismoniy ish vaqtida kislorod yetarli bo’lmay qolganligi sababli energetik ehtiyojni qoplash maqsadida foydalaniladi.

Glikogen fosforilaza ta‘siridan fosfat kislota ishtirokida qaytarmaydigan chekkasidan (formulaning chap tomonidan) glyukoza-1-monofosfat ajratish yo’li bilan parchalanadi: 

Hosil bo’lgan glyukozo-1-fosfatglyukomutaza va geksozomeraza fermentlari ta‘sirida fruktozo-6-fosfatga aylanadi. Bu mahsulot fosfofruktokinaza va ATF ta‘sirida fruktozo-1,6-difosfatga; u esa aldolaza ta‘sirida 2 ta fosfotrizoga parchalanadi:

Hosil bo’lgan 3-fosfoglitserin aldegid glitseraldegidfosfatdegidrogeneza fermenti ta‘sirida degidrogenlanadi. Bu bosqich energetik jihatdan ahamiyatli bo’lib, glikolitik oksidoreduktsiya deb ataladi. Bu vaqtda ferment bilan substrat orasida makroerg bog’ hosil bo’ladi va fosfat kislota ishtirokida fosfatli makroer bog’ tutgan substrat 1,3-difosfoglitserin kislota hosil bo’ladi:

Bu kislota fosfoglitseratkinaza fermenti ishtirokida ADF ni fosforlab, ATF ga aylantiradi. 3-fosfoglitserin kislota fosfoglitseromutaza ta‘sirida 2 fosfoglitserin kislotaga aylanadi. Bu oraliq mahsulot yenolaza ta‘sirida suv yo’qotadi, natijada fosfoefir bog’ makroerg bog’ga aylanadi. Piruvatkinaza fermenti hosil bo’lgan fosfoenolpiruvatdagi makroerg fosfatni (ADF ni) fosforlash uchun sarflaydi va erkin piruvat hosil bo’ladi. Bu mahsulot anaerob sharoitda fosfoglitserinaldegididan ajralgan vodorodni laktatdegidrogenaza fermenti ta‘sirida biriktirib sut kislotaga aylanadi:
LIPIDLAR ALMASHINUVI

Lipidlar eng kontsentrlangan energiya manbai bo’lib, odam va hayvonlar energetik ehtiyojining 1/3 dan yarmigacha bo’lgan qismi yog’ va yog’simon moddalarning oksidlanishi hisobiga qoplanadi. Tirik organizm o’zining normal rivojlanishi uchun ovqatning muhim tarkibiy qismlari-vitaminlar, to’yinmagan yog’ kislotalarini asosan lipidlar bilan birgalikda oladi. Lipidlar biologik manbalar strukturaviy tarkibiy qismlarining asosini tashkil qiladi. Ular gidrofob xossaga ega bo’lganligi uchun organizmda bo’kmaydi, kam hajmni egallaydi, shu sababli rezerv energetik material sifatida to’planadi.

Lipidlar organizmda eng harakatchan moddalar bo’lib, hujayra, to’qima yoki butun organizm ehtiyojiga bog’liq ravishda parchalanib yoki sintezlanib turadi.

O’simliklarda, shuningdek hayvon va odamlarda ham yog’lar asosan uglevoddan hosil bo’ladi. Yog’larning to’planishi uglevodlarning kamayishiga olib keladi. Masalan, yong’oqning pishib yetilmagan mevalarida 3% yog’, 21% kraxmal, pishganlarida esa 62% yog’, 2,6% kraxmal topilgan.

Hozirgi kunda lipidlarning yangi gruppasi-prostaglandinlar organizmda endokrin bezlari funktsiyasini, nerv, yurak-tomir va ovqat hazm qilish sistemasi faoliyatini boshqaqarishi ma‘lum.

YOG’LARNING PARCHALANISHI VA HAZM BO’LISHI

Odam va hayvonlar organizmiga ovqat bilan tushgan lipidlarning assimilyatsiyasi ularning ovqat hazm qilish sistemasida parchalanib so’rilishidan boshlanadi. Hazm shirasidagi lipolitik fermentlar faqat emulgirlangan yog’larni parchalaydi.

Yog’larning parchalanishi va so’rilishida o’t suyuqligining ahamiyati katta. U yog’larni emulsiya holatiga o’tkazadi, oshqozon osti bezi lipazasini aktivlaydi, gidroliz natijasida hosil bo’lgan yuqori yog’ kislotalari bilan suvda eriydigan kompleks hosil qilib, ularning oson so’rilishini ta‘minlaydi.

25 – ISH. YOG’LARNI EMULSIYA HOLATIGA O’TKAZISH.

Kerakli asbob va reaktivlar: probirkalar, 1ml li pipetka, letsitin, oqsilning 10% li eritmasi, natriy karbonatning 10% li eritmasi, sovunning 1% li eritmasi, paxta moyi.

Yog’larni sirt aktiv moddalar-ishqor, ishqoriy reaktsiya beruvchi tuzlar-sovun, soda, fosfat tuzlari, oqsil, fosfatidlar, o’t kislota tuzlar emulsiyaga aylantiradi. Bu moddalar mayda-mayda yog’ parchalarining atrofini yupqa parda ko’rinishida o’rab, shu orqali ularni qaytadan birikishiga yo’l qo’ymaydi.

Ishning bajarilishi. 6 ta probirka olib, ularning birinchisiga 1 ml distillangan suv, ikkinchisiga ozgina letsitin, uchinchisiga 1 ml o’t suyuqligi, to’rtinchisiga 1 ml natriy karbonat, beshinchisiga 1 ml sovun, oltinchisiga shuncha miqdorda oqsil eritmasidan quyib, probirkalarning hammasiga 2-3 tomchidan paxta moyi tomizilgach, ulardagi aralashmani yaxshilab chayqatiladi. So’ng probirkalarda emultsiya hosil bo’lishi kuzatiladi.
“Bioorganik kimyo” fanidan test savollari

1.Ningidrinli reaktiv quyidagi sinflardan qaysi birlarini topishda ishlatiladi?
A. Uglevodlar
B. Aminokislotalar

C. Nukleyin kislotalar
D. Lipedlar

2. Quyidagi moddalardan qaysi biri optik aktiv emas?
A. Leytsin 
B. Alanin

C. Glitsin
D. Argenin
3.Oqsillar tarkibida doimo uchraydigan moddani toping.
A. Oksiprolin

B. Valin

C. Terazin

D. Aminomoy kislota
4.Oqsillarning gidrolizlanishidan qaysi moddaning miqdori o’zgaradi?

A. karboksil miqdori kamayadi.
B. Aminogruppaning miqdori ortadi.

C. rN muhit tez tushib ketadi.
D. Peptid bog’i hosil bo’ladi.
5. Oqsillarning izoelektrik nuqtasida qanday holat kuzatiladi?

A. Eruvchanlik kam kuzatiladi.
B. Kation holatida bo’ladi.

C. Anion holatida bo’ladi.
D. Denaturlanadi.

6. Gemoglobinning prostitik gruppasi oqsilli qismi bilan quyidagi aminokislotalarning qaysi biri bilan birikkan?

A. Gistidin
B. Valin

C. Gilitsin
D. Arginin.
7. Oqsillarning molekulyar massasining chegaralanish qiymatini aniqlang.

A. 1-500

B. 500-1000

C. 5000-100000

D. 5000-10000000.

8. Nuklein kislotalar to’liq gidrolizlanganda quyidagi moddalardan qaysi biri hosil bo’lmaydi?

A. Ortafosfat kislota
B. Pentoza

C. Purin asoslari
D. ATF

9. RNK tarkibida qaysi moddalar bo’ladi?

A. Ramnoza
B. Fruktofuranoza

C. D-ribofuranoza
D. D-galaktoza

10. RNK ning kislotali gidrolizlanishidan qaysi modda hosil bo’lishini aniqlang?

A. Faqat adenin
B. Faqat guanin

C. Faqat sitazin

D. hamma ko’rsatilgan asoslar.

11. Quyidagi usullardan oqsillarning molekulyar massasini topishda qo’lanilmaydiganini aniqlang.

A. Osmometrik
B. Kreoskopik

C. Gelfiltirlash
D. Ultra tsenrofuga
12. Oqsillarni tozalash va fraksiyalash uchun quyidagi usullarning qaysi biri bilan cheklanish mumkin?

A. Izoelektrik cho’ktirish
B. qayta kristallash 

C. preparativ elektrofarez
D. organik erituvchilarda cho’ktirish.

13. Qaysi koferment ta‘sirida formiltarsferaza reaksiyalari kechadi?

A. Peredoksal fosfat.
B. Tioaminpirofosfat.

C. Koenzim-A.
D. Tetragidrofol kislota

14. Faqatgina RNK tarkibida uchraydigan azot asoslarini aniqlang.
A. Timin.
B. Tsitazin.
C. Uratsil.
D. Adinin
15. RNK ning yumshoq sharoitda gidrolizlanishidan quyidagilardan qaysi biri hosil bo’ladi?
A. Faqat d-dezoksiriboza
B. faqat d-riboza  ,timin va guanin
C. D-riboza , uratsil, adinen ,guanin va tsitozin
D. d-dezoksiriboza, tsitozin, timin ,adinen va guanin
16. Adinenning nitrit kislota bilan ta‘sirlashuvidan oksidlovchi dezaminlanish reaksiyasimahsulotini aniqlang.
A. Guanin
B. Gipokisantin
C. Siydik kislota
D. Ksantin

17. Inson organizmida purinlar metabolizmi oxirgi mahsulotini aniqlang.

A. Allontoin
B. Mochivena.
C. Gipoksantin
D. Siydik kislotasi

18. Quyidagi moddalarning qaysi birini biosintezlashda 5-fosforibozil-1-pirofosfat ishtirok etadi?
A.Purinli va pirimidinli nukleotidlar  
B. Faqat pirimidinli nukleotidlar. 
C. Faqat purinli nukleotidlar.
D. ADF dan ATFni sintezlash
19. Fosforiboziltransferaza qaysi reaksiyani tezlashtiradi?
A. Guanin + 5 – fosforibozil – 1 – perafasfat = guanazin – 5 – monofosfat.

B. Adinin + riboza – 1 – fosfat = adinozin. 
C. GMF + ATF = GDF + ADF. 
D. Uratsil + riboza – 5 – fosfat = UMF. 
20. Quyidagilardan qaysi biri purin halqasidagi azot atomining manbai hisoblanadi?

A. Aspartat kislota, glutamin va glitsin. 
B. Glitsin va ammiak. 
C. Glutamin va ammiak. 
D. Mochevina va ammiak.
21. DNK molekulasi qoldig’ining soni quyidagi moddalardan qaysi biri qoldig’ining soniga doimo to’g’ri keladi?
A. Sitozin. 
B. Timin. 
C. Guanin. 
D. Uratsil.

22. Quyidagi birikmalarning qaysi birlari orasida vodorod bog’ hosil bo’lmaydi?
A. A-T,
B. A-U,
C. G-Ts,
D. G-A

23. Quyidagilarni qaysi biri ishtirokida oqsillar peptidlargacha gidrolizlanadi? 

A. Tripsin. 
B. Arginazalar. 
C. Ureazalar. 
D. karboksipiptidzalar.
24. Aminokislotalar almashinuvi jarayonida quyidagi aminokislotalardan qaysi biri oksidlanuvchi dizomenlanish jarayonida yuqori energetiklikni namoyon etadi? 

A. Alanin. 
B. Aspartat kislota. 
C. Lizin. 
D. Glutamat kislota.

25. Alafamini kislotalar dizomerlanish mahsulotlari sifatida tabiatda keng tarqalgan sinf vakilini aniqlang.

A. To’yinmagan kislotalar. 
B. To’yingan kislotalar. 
C. Oksi kislotalar. 
D. Ketokislotalar. 

26. Organizmda tirozin quyidagi qaysi biologik aktiv moddaga aylanadi?
A. Kortikotropin. 
B. Insulin. 
C. Adrenolin. 
D. Glyukogen.
27. Hujayra oqsillari biosentizida spitsifik bo’lgan kompanentni aniqlang. 

A. Goldji aparati. 
B. Vakuola. 
C. Xromasoma. 
D. Ribasoma.
28. Qaysi kod to’g’ri tuzilmagan?
A. TsGU, TsGTs, TsGA. 
B. TsGTs, GAA, TsAK. 
C. UGA, UAA, UAG, 
D. UAU, UATs, GGA.

29. Aminokislotalarni aktivlovchi fermentlarini cho’kmaydigan suyuqlik gomogenatini ultrasintrifugalash orqali quyidagi usullardan qaysi biri yordamida ajratib olish mumkin? 

A. рН-5 muxitida cho’ktirish.
B. Tuz bilan cho’ktirish. 
C. Dialez. 

D. Xromotografiya.
30. D-qator monosaxaritlar genetik bog’ini aniqlang. 

A. D- Glyukoza bilan. 
B. D-Fruktoza bilan. 
C. D-glitserin aldegidi bilan. 
D. D-riboza bilan.
31. Glyukoza va mannoza –epimerlardir, ya‘ni ular. 

A. Vazodagi tuzilishga ko’ra ular bir-birlarining oynadagi aksi.

B. Aldoza va ketozalar sinfi vakilidir.
C. Reduktsirlangan qandlar.

D. Aldegid gruppasiga qo’shni uglerod atamidagi vodorod va gidrooksil gruppalarining fazodagi joylashuvining turlichaligi. 

32. Saxarozaning kislotali gidrolizlanishidan quyidagi qaysi modda hosil bo’ladi?
A. Glyukoza. 
B. Glyukoza va mannoza. 
C. Fruktoza va glyukoza. 
D. Fruktoza va riboza.
33. Kraxmalning to’liq gidrolizlanishidan qaysi modda hosil bo’ladi? 

A. Amiloza. 
B. Fruktoza. 
C.Glyukoza.  
D. Riboza.

34. Glikogenning kislotali gidrolizi mahsuloti quyidagilardan qaysi biri. 

A. Glyukoza-6-fosfat. 

B. Glyukoza-1-fosfat. 

C. Glyukoza. 

D. Fruktoza-6-fosfat.

35. Quyidagi keltirilgan reaksiya qaysi fermentlar ishtirokida boradi?
ATF+glyukoza=ADF+glyukoza-6-fosfot

A. Aldozalar. 

B. Glyukomutazalar. 

C. Fosforilazalar. 

D. Glyukokenazalar. 

36. Quyidagi keltirilganlar ichida glyukogenoliz fermentlari safiga kirmaydiganini toping. 

А. Yenolozalar.
B. Fosforilazalar. 
C. Piruvatkinazalar.

D. Glyukokenazalar. 
37. Glikolizda qatnashmaydigan fermentni aniqlang.

A. Aldoza. 

B. Fosforilaza. 
C. Enoloza. 
D. Piruvatkinaza.

38. Fruktoza-6-fosfatning fruktoza-1,6-difosfatga aylanishini ta‘minlaydigan birikmani aniqlang.

A. ADF
B. NADF
C. Koenzim-A
D. ATF

39. Glyukoza-6-fosfatdegidrogenaza kofermentini aniqlang.

A. Ubixinon      
B. NADF   
C. FMN      
D. FAD

40. Glyukoza – 6 – fosfatning fruktoza – 1,6 – difosfatga aylanishida qaysi ferment turi ishtirok etadi?
A. Fosfoglyukamutazalar va foforilazalar.
B. Fosfoglyukomutazalar va aldolazalar. 
C. Glyukozafosfat izomerazalar va fosfofruktokinazalar. 
D. Glyukozafosfat izomerazalar va aldolazalar.

41.  Glyukoza – 1 – fosfat qaysi ferment ta‘sirida o’zgarishga uchraydi?
A. Glyukoza – 6 – fosfataza. 
B. Yenolaza. 
C. Glyukofosfat izomeraza. 
D. Fosfoglyukokenaza.

42. Qaysi birikma ishtirokida pirouzum kislotali oksidlovchi dikarboksillanishga uchraydi?
A. Tiaminpirofosfat. 
B. FAD. 
C. Koenzim – A. 
D. Hamma ko’rsatilgan kofermentlar.

43. Glikogendan glyukoza – 1 – fosfat hosil bo’lishini qaysi ferment tezlashtiradi?
A. Glyukokenaza. 
B. Fosfoglyukomutaza. 
C. Fosforilaza. 
D. Fosfotaza.
44. 2 – fosfoglitsirat kislotasining digidrotatsiyalanishidan 2 – fosfoenol pirouzum kislotasi hosil bo’lishida qanday jarayon yuz beradi?
A. Triozofosfatizomeraza bilan tezlashadi. 
B. Magniy ionlari bilan ingibirlanadi. 
C. ATF sarflanadi. 
D. Reaksiya mahsulotida makroergik bog’ hosil bo’ladi.

45. Fosfoenolpirivatdan ADF ga fosfat gruppasini ko’chirishda piruvat va ATF hosil bo’lishini qaysi fermentlar katalizlaydi?
A. Piruvatkinaza. 
B. Kinaza va fosforilazalar 
C. Geksokinazalar. 
D. Karbomatkinazalar.

46. Karbonat angidridga quyidagilardan qaysi biri akseptor sanalmaydi?
A. Ribuloza – 1,5 – difosfat. 
B. Atsetil – KoA. 
C. Ribuloza – 5 fosfat. 
D. Fosfoenolpirouzum.

47. Yuqori yog’ kislotalarining efirlari glitsirin, yuqori va polisiklik spirtlar quyidagilardan qaysi biri bilan gruppalar tuzishda ishtirok etadi?
A. Murakkab lipitlar 
B. Lipoidlar. 
C. Oddiy lipitlar.
D. Fosfatidlar.
48. Murakkab lipitlar ko’p atomli spirt va yuqori yog’ kislota qoldiqlaridan tashqari o’z tarkibida yana qanday qoldiq saqlaydi?
A. Poliaminopolikarbon kislota. 
B. Poliizopirinoidlar. 
C. Politsiklik spirtlar. 
D. Azot asoslari yoki uglevod va fosfat kislota.
49. Lipitlar oqsillar bilan kompleks holatida quyidagilardan qaysi biri tarkibiga kiradi?
A. Yuqori yog’ kislota sintetazalar. 
B. Tabak mazoikasi virusi. 
C. Ribosoma. 
D. Hujayra membrana kompleksi.
50. Triglitsirid molekulasidagi alfa murakkab efir bog’ining fermentativ gidrolizlanishiga ta‘sir etuvchi fermentlar gruppasini aniqlang.

A. Fosfolipazalar. 
B. Lipazalar. 
C. Spitsifik bo’lmagan esterazalar. 
D. Atsetilxolin esterazalar.
51. Yuqori yog’ kislota biosintezining hosil bo’lishi.tsiklida ishtirok etuvchi. Multeenzem nima deb ataladi?
A. Yuqori yog’ kislotalari gidrotazalari. 

B. Yuqori yog’ kislotalari sintetazalari. 

C. Atsiltransfirazalar. 
D. Transatsillazalar.
52. Miqdor jihatidan biologik obyektlarda birinchi o’rinni qaysi sinf vakillari egallaydi?
A. Suv. 
B. Oqsillar. 
C. Uglevodlar. 
D. Lipidlar.
53. Quyidagilardan qaysi biri hujayraning organik birikmalari komponentlari tarkibiga kirmaydi? 

A. Vodorod. 
B. Uglerod. 
C. Temir. 
D. Azot.
54. Organizmda moddalar almashinuv jarayonida hosil bo’lgan suv nima deb ataladi?
A. Endogen suv. 
B. Ekzogen suv. 
C. Immobil suv. 
D. Strukturalovchi suv.
55. Insulin garmonining aktiv formasi hosil bo’lishida qaysi kation ishtirok etadi?
A. Kaliy kationi. 
B. Magniy kationi. 
C. Rux kationi.
D. Temir kationi.
56. Alfa amilazaning uchlamchi va to’rtlamchi makromolekula strukturasining barqarorligi qaysi ion ishtirokida bo’ladi?
A. Kaliy. 
B. Kaltsiy. 
C. Xlor. 
D. Iod.
57. Finilalaninning tirozinga fermentativ aylanishida qaysi ion ishtirok etadi?
A. Magniy. 
B. Marganets. 
C. Rux. 
D. Temir.
58. RNK va DNK polimirazalarni qaysi ion aktivlaydi?
A. Kaliy. 
B. Marganets. 
C. Magniy. 
D. Temir.
59. 3 – fosfoglitsirat aldegidining organizmda oksidlanishi qaysi ion ishtirokida kechadi?
A. Kaltsiy ion. 
B. Magniy ion. 
C. Marganets ion. 
D. Rux ion.
60. Di va tri karbon kislotalardan atsetil qoldig’ining hosil bo’lishi qaysi ion ishtirokida faol etadi?
A. Temir ioni.
B. Mis ioni. 
C. Marganets ioni. 
D. Molebden ioni. 
61. Yuqori hayvonlar suyak to’qimasi mineral asosini nima tashkil qiladi?
A. Kaliy va natriy ionlari. 
B. Kaltsiy va fosfor . 
C. Marganets va oltingugurt. 
D. Вariy va xlor.
62. Piriaminlamiya reaksiyasi qaysi olim tomonidan o’rganilgan?
A. M.D.Krishman. 
B. A.Brokon. va F.Bosh. 
C. E.SHults va Ye.Bargeriy. 
D. A.Ye Brovshteyn va M.D.Krishman.

63. Piriaminlash reaksiyasining azot almashinuvidagi asosiy ahamiyati nimadan iborat?
A. Alfakitokislotalardan yangi kislotalar tuzilishi amalga oshadi. 

B. Aminokislotalardan alfaketokislotalar tuzilishi amalga oshadi. 

C. Aminokislotalardan betaketokislotalar tuzilishi amalga oshadi. 

D. Alfaketokislotalardan glitsirat aldegid hosil bo’ladi.
64. Piriaminlanish reaksiyasida aminogruppa qaysi kislota ko’chiriladi va u keyinchalik dizaminlash mahsulotini ko’rsating?
A. Alanin. 
B. Serin. 
C. Alfa ketotolutar kislota. 
D. Aspartat kislota.
65. Aminokislotalarning dikarboksillanish oksidlanish bilan boradimi yoki oksidlanishsiz o’tadimi?
A. Oksidlanishli. 
B. Oksidlanishsiz. 
C. Ham oksidlanishli ham oksidlanishsiz. 
D. Suv ta‘sirida.
66. Qaysi kislota miyaning tabiiy tarkibiy qismi bo’lib sanaladi?
A. Sistinat kislota. 
B. Taurin. 
C. Glutamat. 
D. Gammaaminomoy kislota.
67. Quyidagi birikmalarni qaysi biri o’zida oltingugurt saqlamaydi?
A. Aminokislota. 
B. Oqsil. 
C. Koenzima.
D. Nuklein kislota.
68. Quyidagi birikmalardan qaysi biri qondagi kalsiy kationini va fosfat kislota anion miqdorini nazorat qiladi?
A. Parattarmon.
B. Intsulin.
C. Oksitotsin.
D. Aldosteron.
69. Oshqozon osti bezi qaysi garmonni sintezlaydi?
A. Testosteron.
B. Insulin.
C. Pattarmon.
D. Tiroksin.
70. Mineral almashinuvining normallashuvi uchun nima zarur?
A. Insulin.
B. Aldostiron.
C. Glyukogon.
D. Protestron.
71. Qaysi garmon qon plazmasi suv balans va osmotik bosimni regulyatsiyalashda hamda yurakni silliq muskullar qisqarishini rag’batlantirishda qatnashadi?
A. Vozopressin.
B. Oksitodin.
C. Gastrin.
D. Treotritsen.

72. Hujayralarda oksidlanish hodisasi anaerob almashinuv jarayoni qaysi sharoitda kechadi?
A. Substratga kislorodning qo’shilishi.

B. Dioksi hosilalar paydo bo’lishi.

C. Substratning digidrirlanishi.

D. Monooksihosilalarining paydo bo’lishiga olib keluvchi ta‘sirlashuvlar.

73. Biologik oksidlanishda digidrirlanishning muhimligini birinchi bo’lib qaysi olim aytgan?
A. D.Keylin. 
B. O, Varburg.

C. V.A.Engolgard.

D. V.I.Paladin va Viland.

74. Biologik oksidlanish reaksiyasida kislorodning substrat bilan ta‘sirlashuvi nima bilan katalizlanadi?
A. Digidroginazalar.
B. Sitoxromlar.
C. Oksidazalar, gidroksilazalar.
D. Gemprotienlar.

75. Quyidagi birikmalardan qaysi birining substratga birikishini gidroksilazalar tezlashtiradi?
A. Kislorodning 2 atomini. 
B. Oksimetil gruppalanishni. 
C. Perikisli gruppalanishini. 
D. Kislorodning 1 atomini.
76. Oqsilda sistien qoldig’i bilan bog’langan juft temir atomlarini saqlovchi elektron tashuvchi oqsillar gruppasiga quyidagilardan qaysi biri kiradi?
A. Sitoxromoksitaza. 
B. Askorbatoksitaza. 
C. Fenolaza. 
D. Ferredoksin.

77. Organizmda energiyaning universal akkumlyator, donor va transformatri bo’lib hisoblanadigan birikmani aniqlang.

A. 1,3 – difosfoglitsirat kislota. 
B. Fosfoenolpirouzum kislota. 
C. Guanazintrifosfat kislota. 
D. Adinazintrifosfat kislota.
78. Organizm uchun uglevod almashinuvining energetik jihatdan qulay yo’li qaysi?
A. Achish. 
B. Nafas olish. 
C. Glikoliz. 
D. Glikoginoliz.

79. Oksidlanuvchi fosforillanish qaysi olim tomonidan kashf etilgan?
A. O.Varburg va D.Keylin. 
B. T.Tunberg va Soloner. 
C. V.A.Engelgord va V.A. Bilitser. 
D. Ye.Andre va K.Xou.

80. 3 – fosfoglitsirat kislotadan qaysi birikma hosil bo’ladi?
A. Prolin. 

B. Triptofan. 

C. Gistiden. 

D. Serin.

81. Atsitel – KoA glioksal halqada qatnashganda qaysi modda biosintezlanadi?
A. Yuqori yog’ kislotalari. 
B. Monosaxaridlar. 
C. Triglitsiritlar. 

D. Poliizoprinoidlar.
82. Quyidagi o’zgarishlarda X modda qaysi biri?
Glitsirin → glitsirofosfat → X → 3 – fosfoglitsirat aldegid.

A. Fosfodioksoatsiton. 
B. 3 – fosfoglitsirat. 
C. 2 – fosfoglitsirat. 

D. 1,3 – difosfoglitsirat.

83. Quyidagi birikmalarning qaysi biri biosintezlanishida  aspartat kislotasi ishtirok etmaydi?
A. Purinlar. 
B. Pirimidinlar. 
C. Mochevina. 
D. Yuqori yog’ kislotalari.

84. Oksidlanishli fosforillanishda fosfat kislotaning spitsifik akseptorini aniqlang.

A. AMF. 
B. ADF. 
C. ATF. 
D. FAD.
85. Quyidagilardan qaysi biri purin halqasi sintezida ishtirok etmaydi?
A. Glitsin. 
B. Glutamin. 
C. Karbonat angidrid. 
D. Aspiragin kislota.
86. Bir qator jarayonlarda oxirgi mahsulotning konsentratsiyasi oshishi bilan fermentativ jarayon sekinlashadi. Bu effekt nima deb ataladi?
A. Konkurentli ingibirlanish. 
B. Substrakli ingibrlanish. 
C. Qaytarilmas ingibrlanish.
 D. Izosterik ingibrlanish. 

87. Nuklein kislotalar tuzilishida qanday modda ishtirok etadi?
A. Purin. 
B. Pirimidin va riboza. 
C. Dizoksiriboza va fosfat kislota. 

D. Yuqoridagilarning barchasi.
88. DNK ning oxirgi mononukliotid va nukliozitlargacha parchalanishi qaysi ferment ishtirokida o’tadi?
A. Amilazalar. 
B. Oshqozon shirasi. 
C. Fosfotazalar. 
D. Polimirazalar.

89. Nuklein kislotalar qachon va kim tomonidan aniqlangan?
A. 1865 yil Biloid. 
B. 1860 yil F.Misher. 
C. 1836 yil Barbara Mak Klintok. 
D. 1906 yil Axmad Buxoriy.

90. DNK molekulasining qo’sh speral strukturaga ega ekanligini kimlar va qachon aniqlagan?
A. 1908 yil Uotson va Viland. 
B. 1953 yil Uotsan va Krik. 
C. 1857 yil Konon va Krik. 
D. 1925 yil Oparin va Viland.

91. Fosfoefir bog’i nukliotidlarda qanday tuzilgan? 

A. Ikkita asos qoldiqlarini tutashtiruvchi bog’. 

B. Ikkita uglevod qoldiqlarini tutashtiruvchi bog’. 

C. Asos va uglevod qoldiqlarini tutashtiruvchi bog’. 

D. Ikkita asos va uglevod orasidagi bog’.
92. Timin va adinin orasida nechta vodorod bog’ mavjud?
A. 1 ta. 
B. 2 ta. 
C. 3 ta. 
D. 4 ta.

93. Sitozin va guanin orasida nechta vodorod bog’ mavjud?
A. 1 ta. 
B. 2 ta. 
C. 3 ta. 
D. 4 ta.

94. Glyukozaning strukturasida 5 ta ON guppa borligini qanday yo’l bilan aniqlash mumkin?
A. Alkillash. 
B. Atsillash. 
C. Oksidlash. 
95. Monosaxaridlar qaytarilganda necha atomli spirt hosil bo’ladi?
A. 4 atomli. 
B. 5 atomli. 
C. 6 atomli. 
D. 7 atomli.
96. Ikki  molekula monosaxariddan tuzilgan disaxaridlarga quyidagilardan qaysi birlari kiradi?
A. Saxaroza, maltoza, fruktoza, riboza. 

B. Saxaroza, laktoza, maltoza, glyukoza. 

C. Maltoza, saxaroza, laktoza, kraxmal. 

D. Maltoza, laktoza, saxaroza, tsillobioza.

97. Kimyoviy tuzilish jihatidan kraxmal qaysi birikmadan iborat?
A. Sellyuloza. 
B. Polisaxarid. 
C. Glyukogen. 
D. Aminokislota.
98. Glikogenning kislotali gidrolizi mahsuloti quyidagilardan qaysi biri? 

A. Glyukoza-6-fosfat. 
B. Glyukoza-1-fosfat. 
C. Glyukoza. 
D. Fruktoza-6-fosfat.

99.  Qaysi kislota miyaning tabiiy tarkibiy qismi bo’lib sanaladi?
A. Sistinat kislota. 
B. Taurin. 
C. Glutamat. 
D. Gammaaminomoy kislota.

100. 45. Karbonat angidridga quyidagilardan qaysi biri akseptor sanalmaydi?
A. Ribuloza – 1,5 – difosfat. 
B. Atsetil – KoA. 
C. Ribuloza – 5 fosfat. 

D. Fosfoenolpirouzum.

101. Triglitsiritlar parchalanishidan hosil bo’lgan glitsirin keyingi o’zgarishlarga bog’liq bo’lmagan holda birinchi navbatda:

A. Oksidlanadi. 
B. Fosforlanadi. 
C. Qaytariladi. 
D. Atsillanadi.
«Bioorganik  kimyo» fanidan tuzilgan savollar.

I – darajali savollar.
1. Aminokislotalarning kimyoviy xossalari.

2. Peptidlar sintezi.

3. Aminokislotalarning optik aktivligi.

4. Oqsillar kislota va asos sifatida.

5. Oqsillarning funksiyaga qarab tavsiflash.

6. Oqsillarning molekulyar massasini aniqlash usullari.

7. Aminokislotalardan-glutomat kislota, fenilalanin, agrinin,   gistidinlarning tabiati va xossalari.

8. Tirozinling rangli reaksiyasi.

9. SOON-gruppasi himollash usullari.

10. NH2-gruppali himoyalash usullari.

11.Fermentlarni umumiy harakteristikasi.

12. Aminokislotalarning umumiy xarakteristikasi.

13.Himoyalovchi guruhlarga qо‘yiladigan talabalar.

14. Oqsillarning kolloid tabiati.

15. Oqsillarning tabiati va tuzilishi. 

16. Tauli reaksiyasi va uning mohiyati.

17. Peptid sintezida angidridli usul.

18. Fermentlarning oqsil tarkibi.

19. Organizmda fermentlarning roli.

20. Peptid sintezida azidli va xlorangidridli metod.

II – darajali  savollar.

1. Tabiatda oqsillar va ularning funksiyasi.

2. Peptid bog‘i va uning xarakteristikasi.

3. Aminokislota qoldiqlarining s-oxirgi uchini aniqlash
4. α-aminokislotalarning rangli reaksiyasi.

5. Aminokislotalarda dikarboksillash reaksiyasi va uning mohiyati.

6. Fol reaksiyasi va uning mohiyati.

7. Oqsillar denaturatsiyasi va renaturatsiyasi.

8. Ksanto proteinning rangli reaksiyasi.

9. Peptid bog‘ini tuzish metodlari.

10.  Aminokislotalarning kimyoviy xossalari.

11.  Nuklepropidlar va xromopritidlar.

12.  Fol reaksiyasi va uning mohiyati.

13.  Aminokislota qoldiqlarining S-oxirgi uchini aniqlash.

14.  Nuklein kislotalarning qisqacha tarixi.

15.  Fermentlarni ajratib olish va tozalash usullari.

III – darajali savollar
1. Monosaxaridlar va ularni olish usullari.

2. Nuklein kislotalarning azotli asosli va ularning xossalari.

3. Fermentlarning oqsil tabiati va nomlanishi.

4. Monosaxaridlarni ajratish va tozalash usullari.

5. Nukleozidlar, tuzilish va xossalari.

6. Monosaxaridlarning kimyoviy xossalari.

7. DNK va uning tuzilishi.

8. Oligosaxaridlar va ularni xossalari.

9.  Fermentlarni nisbiy spetifikligi.

10.  RNK ning tiplari. RNK ning organizmdagi roli haqida.

11.  Fosfo va xromoprotenlar va ularning umumiy xossalari.

12.  Ningidrin reaksiyasi va uning mohiyati.

13.  Aminokislotalarning fizikaviy xossalari.

14.  Aminoalmashtirish reaksiyasi va uning aminokislota sintezida tutgan о‘rni.

15.  Ksantoprotpenning rangli reaksiyasi.

16.  Giptidlar sintezi.

17.  G. Mulder, N. YE. Leyaskovskiy va Y. Libixlarning oqsillar ustida olib borgan ishlari.

18.  Aminokislotalardan glitsin, liysin, tiozin, serin, lizinlarning tabiati va xossalari.

19.  Aminokislotalarning nomlanishi.

20.  α – aminokislotalar padikalarining qutbli va qutbsiz bо‘lishligi va uning ahamiyati.

21.  Giptid sintezida qо‘llaniladigan himoyalovchi gruppalar.

22.  Nukleo – va mukleo protidlarning umumiy xarakteristikasi.

23.  Aminokislotalardan teronin, asparagin, aminotsitrat, alaninlarning tabiati va xossalari.

24.  Lipoprotedlar va ularning umumiy xossalari.

25.  Aminokislotalarni ajratib olish va tozalash usullari.

26.  Organizmda azot miqdori va uning doimiyligi. Chorgofer qoidasi.

27.  Aminokislota tarkibini aniqlash.

28.  E.Fisher va uning piptedlar sintezida tutgan о‘rni.

29.  Peptid sintezida azidlimetod.

30.  Oqsillarning tarixiy ocherki.

31.  Terozinning rangli reaksiyasi.

32.  Aminokislotalardan sistein, valin, promin, triptofan, metianinlarning xossalari.

33.  Tabiatda oqsillar va ularning funksiyasi.

34.  Peptid sintezi turlari.

35.  Fermentlarning ximiyaviy xossalari.

36.  Peptid sintezi va unga qо‘yiladigan talablar.

37.  Nukleotidlar. Tuzilishi va xossalari.

38.  Fermetlarning ta’sirlanishi.

39.  Uglevodlarning optik faolligi va konfiguratsiyasi.

40.  Fermentlarning stereoximiyaviy opetsifikligi.

41.  Nuklein kislotalar va ularni birlamchi tuzilishi.

42.  Uglevodlar va ularni tanlash usullari.

43.  Nuklein kislotalarning ikkilamchi tuzilishi.

44.  Fermentlarning mutloq spetsirifikligi.

45.  Polisaxaridlar, tuzilishi va xossalari.

46.  Transkrepsiya, translimri va repleksiya  jarayonlapri.

47.  Fermentlarning RN bо‘lganligi va ularga temperaturaning ta’siri.

48.  Fermentlar aktivligining konkurentli tormizlanishi.

49.  DNK ning juft sperali, tuzilishi va xossalari.

50.  Fermentlar ta’sirining qaytalama bо‘lishi.

51.  Uglevodlarning ximiyaviy xossalari.

52.  Substrat – ferment kompleksining hosil bо‘lishi. Mixoelis – menten g‘oyasi.

53.  Nuklein kislotalarning azotli asoslari va xossalari.

54.  Fermentlarning ingbirlanish holatlari.

55.  Uglevodlar stereoximiyaviy tuzilishlari.

56.  Fermentlar aktivligining konkurensiz tormizlanishi.

57.  Fermentlarning aktivatorlari va ingibitorlari.

58.  Nuklein kislotalarning minor komponentlari.

59.  Polisaxaridlarning nomlanishi, tuzilishi va xossalari.

60.  Enzimatik reaksiya tezligiga ta’sir etuvchi omillar.

61.  Nuklein kislotalarning tiplari va ularning tuzilishlari.

62.  Fermentlarning aktiv markazi.

63.  Fermentlarning gruppa spetsifikligi.

64.  Fermentlarning organizmdagi roli.

65.  Uglevodlarning konfiguratsiyasi va uning mohiyati. 
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