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Annotatsiya
Ma’lumki, biologiya hayotning paydo bo`lishi rivojlanish qonuniyatlarini o`rganadi, kimyo esa moddalarning tarkibi hamda o`zgarishini tekshiradi. Biokimyo tirik organizmlarning organ hamda to’qimalar tarkibiga kiradigan  moddalarning kimyoviy tarkibini, tabiatini, sifat o’zgarishlari va miqdoriy nisbatlarini, ularda amalga oshadigan hayotiy jarayonlarning asosini tashkil qiluvchi kimyoviy jarayonlarni o‘rganadi. Shunday ekan biologiya fanlari orasida biokimyo fani muhim o`rin tutadi. Mazkur qo`llanma talabalarga biokimyodan laboratoriya mashg`ulotlarini bajarishda uslubiy vosita sifatida xizmat qiladi.
Har bir mavzuda ishning maqsadi, nazariy tushuncha, kerakli jihozlar, ishning borishi, ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar va bilimni sinash uchun nazorat savollari berilgan.  Bundan tashqari har bir ishda mavzuga tegishli rasmlar berilgan bo`lib, talabalarning biokimyo sohasidagi bilim, ko`nikma va malakalarini oshirish imkoniyatini yaratadi. 

Tuzuvchilar:  Hasanova Lobar Yusuf qizi “Aniq, texnika va tabiiy fanlar” kafedrasi o‘qituvchisi, PhD

Sadilloyeva Lola Sirojovna - Navoiy innovatsiyalar universiteti “Aniq, texnika va tabiiy fanlar” kafedrasi o‘qituvchisi.

Laboratoriya mashg’ulotlar to’plami “Aniq, texnika va tabiiy fanlar” kafedrasining 2023-yil _______ dagi __-son yig`ilishida muhokamadan o`tgan va institut kengashida tasdiqlash uchun tavsiya etilgan.

Mazkur laboratoriya ishlanmasi NIU ilmiy-uslubiy kengashining 2023 yil “___” ________ gi № ____ -son kengashda tasdiqlangan.
Kafedra mudiri                        PhD. B.Eshpo’latov
LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 1
MAVZU: BIOXIMIYA LABORATORIYASI BILAN TANISHTIRISH. MOLEKULYAR BIOLOGIYA METODLARI.OQSILLAR VA AMINOKISLOTALARGA XOS RANGLI REAKSIYALAR. OQSILLARNI DIALIZ QILISH.
 Ishdan maqsad: Laboratoriyada ishlashning umumiy qoidalari va texnika xavfsizligi bilan tanishish, molekulyar biologiya metodlari, oqsillar va aminokislotalarga xos rangli reaksiyalar hamda oqsillarni dializ qilish usullarni o‘rganish. 
Kerakli jihozlar: plakatlar, maxsus kiyim-boshlar komplekti xalat, ro`mollar yoki qalpoqchalar, fartuk, rezina qo`lqoplar  va himoya ko`zoynaklari kerak bo`ladi.

Ushbu mashg`ulotlar laboratoriyada o`tkaziladi. U yerda o`t o`chirgich (ognetushitel), qum to`ldirilgan yashik va o`t  o`chirgich asbob uskunalari bo`lishi kerak.


Laboratoriyada ishlashda quyidagi shartlarga rioya etilishi shart:

1. Apparat yoki mashinani ishga tushirishdan oldin, bu haqda atrofdagilar ogohlantiriladi.
2. Ish joyini bajariladigan ishga taaluqli bo`lmagan buyumlar bilan band qilmaslik.

3. Idishlar, priborlar, reaktiv aralashmalardan foydalangan holda kimyoviy reaksiyalar o`tkazishda instruksiya ko`rsatmalariga rioya etish.

4. Kimyoviy idishlarda suv ichish, ruxsatsiz  noma’lum moddalar xidini va ta`mini tatib ko`rish qat’iyan man etiladi.

5. Gazli va spirtli yonib turgan asboblardan kamida 3 metr masofada, idishdan probirkalarga benzin, efir, spirt qo`shish mumkin emas. Ichida reaktiv bo`lgan barcha shisha va kolba (sklyanka) idishlarida, reaktiv nomi va tayyorlangan vaqti ko`rsatilgan yorliq bo`lishi kerak.

6. Laboratoriya tadqiqotlari o`tkazishga mo`ljallangan reaktivlar faqat maxsus joylarda saqlanishi kerak. Reaktivlar qo`yilgan idish probkalari boshqa idishlarga va stolga qo`yilmasligi kerak.

7. Oltingugurt kislotasi aralashmasini tayyorlash faqat laboratoriyada amalga oshiriladi. Bu kislota bilan ishlash joylarida har ehtimolga qarshi uni zararsizlantiruvchi soda va kiyim boshqa yoki badanga sachirasa yuvish uchun toza suv zaxirasi bo`lishi kerak.

8. Kislotani tashish va idishga quyishda rezina qo`lqop, rezinali fartuk qiyilishi va ximoya ko`zoynagi taqiladi.

9. Kislotali shisha idishlarni futlyarsiz yoki savatlarsiz tashish mumkin emas.

10. Kislota va ishqorlarni idishlarga quyishda varonkadan, eng yaxshisi maxsus qurilmadan foydalangan maqsadga muvofiq.

11. Aralashtiriladigan kislota va suv miqdori oldindan tayyorlab qo`yiladi. Kislotani suvga birdan emas, balki oz-ozdan, sekinlik bilan qo`shiladi. Bunda shisha tayoqcha bilan yaxshilab aralashtirib, sovitib boriladi. Kislota aralashmasi tayyorlanayotgan stakan va kolbalar (yupqa bo`lsa), suvli idishga solib qo`shiladi.

12. Yog` o`lchagichga rezina probka qo`yiladi, uning keng qismidan ushlash kerak. Aks holda korpus bilan trubka biriktirilgan joydan sinib ketishi va kislota ish bajaruvchiga to`kilishi mumkin. Shuning uchun yog` o`lchagich sochiq bilan o`rab ushlanadi.

13. Ko`p sonli analiz o`tkazilayotganda yog` o`lchagich shtativlariga saqlagich futlyar kiydiriladi. Sentrifuga qapqoqdan tashqari, yog` o`lchagichni sinib ketishi natijasida ishlovchilarga kislota sachirab ketishi extimolini oldini olish uchun bilimga ham ega bo`lishi kerak.

14. Laboratoriyada ko`pi bilan 3 kunlik extiyojga yarasha kislota bo`lishi kerak. Kislota  zaxiralar omborida saqlanadi.
15. Yog` o`lchagichdagi ishlatilgan kislota, voronkadan foydalangan holda yog`och futlyarga o`rnatilgan chinni idish yoki butilkaga quyiladi.

16. Qo`lga, yuzga yoki kiyimga tekkan kislota quruq soda bilan zararsizlantiriladi va suv bilan yuvib tashlanadi. Atrofdagi buyumlarga (stol, devor,pol) tekkan kuchli kislota ham yuqoridagi usul yordamida zararsizlantiriladi.

17. Хromli aralashma (pipetkalarni yuvish uchun) ham tashlanmaydi. Ishlatilgan aralashma ham kislota kabi maxsus idishlarga olib qo`yiladi.

18. Ish tugagandan keyin, ish joyi tartibga keltirib qo`yiladi. 

Nazariy tushuncha: Tirik organizm tarkibiga kiruvchi organik moddalardan 
biologik jihatdan eng muhimi va struktura jihatdan eng murakkabi oqsillardir. Oqsillar termini birinchi marta hayvon va o’simlik to’qimalarida o’zining ayrim xossalari bilan  tuxum oqsiliga (isitilganda ular iviydi)  o’xshash moddalar topilishi natijasida paydo bo’ldi. 1838 yilda bu moddalarni N.Mulder proteinlar  (grekcha protos – birinchi darajali) deb atadi. Barcha tirik organizmning hujayralarini tarkibiy qismini tashkil etadigan birikmalaridan eng muhimi va asosiysi oqsillar hisoblanadilar. 

Oqsillar to’rt xil qurilish darajasiga ega. Birlamchi,  ikkilamchi,  uchlamchi  va 

to’rtlamchi. Ko’rib chiqilishi lozim bo’lgan to’rt xil qurilishning har biri o’ziga xos xususiyatga ega. 
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	1-rasm. Peptid va polipeptidlarning nomenklaturasi




Oqsillar amfoter  yarim elektrolit bo’lib, uning kimyoviy tarkibi o’rganilganda molekulasida erkin amin (NH2) va karboksil (COOH ) guruhlari borligi aniqlangan edi. Ular eritmalarda dissotsiyalanganda (NH3+) va(COO-) holatda bo’ladi. Oqsillar xuddi aminokislotalarga xos kislota, asos, xossaga ega. Aminokislotalardagi    (COOH) va (NH2) guruhlar o’zaro birikib CO – NH peptid bog’larni hosil qiladi. Shu guruhlar aminokislotalar uchun amfoter. 

                                                                α  


                                                                             R  --- C H –  COOH)- kislota

׀
                      (NH2 ) - asos       

Oqsillarning  osmotik xossasi

  Oqsillarning molekulyar massalari yuqori bo’lganligi sababli, ular yarim o’tkazgich membranalaridan o’ta olmaydi ya’ni diffuziyalanmaydi, past molekulali moddalar esa bunday membranalardan oson o’tadi. Oqsillarning bu xossalaridan tajribalarda, ularning past molekulali aralashmalaridan tozalash maqsadida foydalaniladi. Bunday jarayonga dializ deyiladi.
Biokimyoviy tekshirishlarni amalga oshirish uchun   misol tariqasida oqsilning  qurilish darajasini va tarkibini  o’rganishda faqat tekshirishning gidroliz, xromatografiya,  elektrofarez, nishonlangan atomlardan foydalanish, rentgenostruktur analiz usullari  ishlab chiqilganidan  keyingina mumkin bo’ladi. 
Biokimyoviy tekshiruv etaplarining ketma ketligi  quyidagicha

Tekshiruv etapi                                                                   tekshiruv obekti
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1. Gomogenlash                                               Organ            To’qima        Hujayra

2. Ultratsentrifugalash



[image: image25.png]


3. Ekstraktsiyalash                                                               Gomogenat

4. Analiz 


Subhujayra  qurilishi                                                                                                             
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                                           Molekulyar biostrukturalar
Ekstrakt

1-ish. Oqsillarga xos rangli reaksiyalar.
Darsning maqsadi: Oqsillarga  xos rangli reaksiyalar haqida ma`lumotga ega bo`lish laboratoriya tajribalari asosida egallangan bilimlarni mustahkamlash,ko`nikmalarni hosil qilish.    
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 gidroksidning 10%li eritmasi  mis (II)-sulfatning 1 % li eritmasi, alanin eritmasi, ningidrinning 0,5 % li eritmasi, tirozining 0,1 % li eritmasi, konsentrlangan nitrat kislota, fenolning 0,1 % li eritmasi, Millon rekativi, natriy gidroksidning 30 % li eritmasi, qo`rg`oshin asetatning 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. Biuret reaksiyasi 

Biuret reaksiyasi yordamida oqsil va polipeptidlar tarkibidagi peptid bog`lari   - C – N – aniqlanadi. Biuret reaksiyasini eng kamida 3 ta aminokislota qoldig`i, ya’ni ikkita peptid bog`i bor moddalar berishi mumkin. 

Kuchli ishqoriy sharoitda biuret (NH2 – CO – NH – 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 tautomerenol formasida bo`ladi: 

                                                    O    H         OH

                                                    ║    │         │

                                                 − C − N ↔ − C ═ N −

Kuchli ishqoriy muhitda hosil bo`lgan gidroksogruppa dissosiyalanadi, 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: 
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Biuret 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 pirobirkaga 10 tomchidan 10 % li o`yuvchi natriy eritmasi va 1 tomchidan mis sulfat eritmasiadan quyiladi. Uchala probirkada ham qizil binafsha yoki ko`kish – binafsha rang hosil bo`ladi. 
2-tajriba. Ningidrin reaksiyasi. 
Ningidrin reaksiyasi erkin α -aminogruppa uchun xos reaksiya hisoblanadi. α - aminogruppalar, petidlar va oqsillarning molekulalarida 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 α -aminogruppasi bor aminokislota, peptid yoki oqsillar oksidlanish  yo`li bilan dezaminlanadi, 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 ximiyaviy mohiyatini quyidagicha ifodalash mumkin. 

Ishning bajarilishi. 3 ta probirka olib, birinchisiga 5 tomchi tuxum oqsili, ikkinchisiga 5 tomchi bug`doy oqsili, uchinchisiga 5 tomchi alanin eritmasidan tomizilib, 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. 
Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Ishning natijalari jadval ko`rinishida ifodalanadi:
	№
	Reaksiyaning nomi
	Tekshirila
yotgan manba
	Qo`llanila

yotgan reaktivlar
	Kuzatilgan rang
	Reaksiya nimaga bog`liq

	
	
	
	
	
	


Xulosa:______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
OQSILLARNI DIALIZ QILISH.
Ishdan maqsad: Talabalarga dializ haqida malumot berish.

Kerakli asbob va reaktivlar: Uzunligi 4-5 sm, diametri 2,5-3 sm li probirka, sellofan, shisha tayoqcha, rezina xalqa, ximiyaviy stakan, kollodiyning spirtli eritmasi, (NH4)2S04 aralashgan tuxum oqsili eritmasi, bariy xloridning 1% li eritmasi, qonning 10% li eritmasi, CuS04 ning 1% li eritmasi.

Yuqori molekulyar birikmalarning kolloid eritmalarini past molekulali moddalardan tozalash dializ deb ataladi. Kolloid zarrachalar yarim o`tkazgich parda (hayvon va o`simlik membranalari, kollodiy, sello​fan) orqali o`tmaydi. Tuzlar, qand va boshqa quyi mo​lekulyar birikmalar esa membrana orqali osongina o`ta oladi. Shunga asoslanib yuqori molekulyar moddalar, xususan oqsil eritmalari kollodiy yoki sellofan xaltachaga quyilib distillangan suvli idishga solinsa yoki vodoprovod suvi oqimiga joylashtirilsa, eritma tarki​bidagi tuz va boshqa kichik molekulali moddalar yuvilib chiqib ketadi, oqsil esa xaltacha ichida qoladi.

1-tajriba.   Kollodiy xaltacha tayyorlash.
Ishning bajarilishi. Toza quruq probirka (diametri 2,5-3 sm, uzunligi 4-5 sm) og`zigacha kol​lodiy eritmasi quyib, qaytadan idishga ag`darib olinadi. Agar kollodiy ozroq bo`lsa, probirkani 1/3 qismiga eritma qo`yib, probirkani asta-sekin aylantirib devorining hamma tomonini kollodiy xaltacha eritmasi bilan batamom xo`llanadi. Probirka devorida qolgan eritma kollodiy xaltacha tayyorlash uchun yetarli bo`ladi. Probirka og`zi kaft bilan berkitilib, asta-sekin aylantiriladi, bunda kollodiyning devor bo`ylab bir xilda tarqalishi ta’minlanadi. Probirka qo`lda isib, spirt bug`lana boshlaydi, kollodiy quriydi. 5-10 mi​nutdan keyin probirkaga to`ldrib suv quyiladi. Kollodiy xaltacha devoridan ajralgandan keyin, pinset bilan as​ta-sekin probirka chekkasidan ajratib olinadi. Kollodiy xaltachaning butunligini tekshirish uchun distillangan suv quyi​ladi.

2- t a j r i b a.  Oqsilning tuzli eritmasini dializlash.

Kollodiy yoki sellofan xal​tacha (dializator) ning 1/3 hajmiga qadar tuxum oqsilining (NH4)2S04 bilan aralashgan eritmasidan suyiladi. Xaltacha yuqori qismidan ikkita shisha tayoqchadan rezina xalqa yordami​da tayyorlangan qisqichga mahkamlanib, distillangan suvli stakanga 1-2 soat davomida so​lib qo`yiladi (8-rasm). 1-2 soatdan keyin dializat (tashqaridagi suyuqlik) va dializlanayotgan suyuqlikdan olib oqsil va sulfatlarga xos reaksiyalar qilib ko`riladi, tuz tashqadriga chiqqani va oqsil xaltachaning ichida qolganiga ishonch hosil qilinadi.
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	2-rasm. Oqsilni dializ qilish.


3-t a j r i b a. Dializatda oqsil borligini aniqlash.

10 tomchi dializat olinib, uning ustiga 5 tomchi 10% li NaOH, 1 tomchi 1% li CuS04 eritmalari qo`shilib chayqatiladi. Aralashma  ko`k  rangga kirishi dia​lizatda oqsil yo`qligidan darak beradi.

	Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Ishning natijalari jadval ko`rinishida ifodalanadi:
№
	Reaksiyaning nomi
	Tekshirila
yotgan manba
	Qo`llanila

yotgan reaktivlar
	Kuzatilgan rang
	Reaksiya nimaga bog`liq

	
	
	
	
	
	


Xulosa:______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 2
MAVZU: OQSILLAMING FIZIK-KIMYOVIY XUSUSIYATLARI. OQSILLARNI CHO’KTIRISH REAKSIYALARI.
Ishdan maqsad: Oqsillarni cho`ktirish reaksiyalarini laboratoriya tajribalari asosida o`rganish, tajribalarni bajarish orqali cho`ktirish reaksiyalari  haqida to’liq ma’lumot berish.
Kerakli asbob va reaktivlar: probirkalar, gaz gorelka yoki spirt lampasi, 1- 2 ml li pipetkalar, natriy gidroksidning 10 % li eritmasi, sirka kislotaning 1 % li eritmasi, sirka kislotaning 10 % li eritmasi, natriy xloridning to`yingan eritmasi, 5 % li temir (III)- xlorid eritmasi, 5 % li qo`rg`oshin asetat eritmasi, 7 % li mis (II)-sulfat eritmasi, konsentrlangan nitrat kislota, konsentrlangan sulfat kislota, trixlorsirka kislotaning 10 % li eritmasi, sulfosalisil kislotaning 10 % li eritmasi, pikrin kislotaning 10 % li eritmasi, taninning to`yingan eritmasi, kaliy ferrosianidning 5 % li eritmasi, spirtning 96 % li eritmasi yoki atseton. 
1-tajriba. Oqsilni qaynatish yo`li bilan cho`ktirish. 

Oqsillarning eritmalari 700 - 800 C gacha qizdirilganda oqsil denaturasiyaga uchrab cho`kmaga tushadi. Kuchli kislotali va ishqorli eritmalarda oqsil cho`kmaga tushmaydi, chunki bunday sharoitda oqsil musbat yoki manfiy zaryadlanib qoladi. Bundan tashqari qisman gidroliz ham ketishi mumkin. 

Ishning bajarilishi. 5 ta probirka olib 10 tomchidan 1 % li tuxum oqsilidan tomizib, birinchisiga 1 tomchi distillangan suv, ikkinchisiga 1 tomchi 1 %li sirka kislota, uchinchisiga 1 tomchi 10 % li sirka kislota, to`rtinchisiga 1 tomchi 10 % li sirka kislota eritmasi va 1 tomchi natriy xloridning to`yingan eritmasi, beshinchisiga 1 tomchi 10 % li  NaOH eritmasi tomizib qaynatiladi. 
Birinchi, ikkinchi va to`rtinchi probirkalarda neytral kuchsiz kislotali va elektrolitli muhit bo`lganligi  uchun cho`kma hosil bo`ladi. Uchinchi va ularning birida oqsil molekulosi musbat, ikkinchisida manfiy zaryadlanib turadi. 
2-tajriba. Oqsillarni og`ir metal tuzlari ta’sirida cho`ktirish. 

Oqsillar og`ir metal tuzlari (Cu2+, Fe3+, Pb2+, Zn2+, Ag+ va boshqalar) ta’sirida kompleks birikmalar hosil qilib cho`kadi. Bu vaqtda og`ir metal ioni oqsil makromolekulosiga adsorbillanib zaryadsizlantiriladi. Agar og`ir metal tuzi eritmasidan ortiqcha miqdorda qo`shilsa, kolliod zarracha qayta musbat zaryadlanib, cho`kma qaytadan erib ketadi. 

Ishning bajarilishi. 3 ta probirka olib hammasiga 5 tomchidan 1 % li tuxum oqsili eritmasi, birinchisiga 1 tomchi 5 % li FeCl3, ikkinchisiga 1 tomchi Pb (CH3COO)2, uchinchisiga 1 tomchi 7 %li CuSO4 eritmasidan tomizib, cho`kma hosil bo`lishi kuzatiladi. So`ngra uchala probirkaning har biriga 5-10 tomchidan yuqoridagi tuz eritmalaridan qo`shiladi va cho`kmalarining erib ketishi kuzatiladi.
Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Ishning natijalari jadvallar ko`rinishida ifodalanadi: 

	Neytral muhit
	Kuchsiz kislotali muhit
	Kislotali muhit
	Elektrolit
	Ishqoriy muhit

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


Oqsillarni cho`ktirish reaksiyalari

	 Oqsillarni cho`ktiruvchi moddalar gruppalarining nomi
	Foydalanilgan reaktivlar
	Cho`kmaning tabiati va nomi
	Cho`ktirish reaksiyasining prinsipi va xususiyati

	
	
	
	


Oqsillarning tuzlanish usuli bilan cho`ktirish

	 Oqsil fraksiyasining nomi
	Foydalanilgan tuz
	To`yinish darajasi
	Muhit reaksiyasi

	
	
	
	


Xulosa:______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
OQSILLARNI ORGANIK VA MINERAL KISLOTALAR TA`SIRIDA HAMDA ALKALOID REAKTIVI BILAN CHO`KTIRISH
Ishdan maqsad: Oqsillarni cho`ktirish reaksiyalarini laboratoriya tajribalari asosida o`rganish, tajribalarni bajarish orqali cho`ktirish reaksiyalari  haqida to’liq ma’lumot berish.

Kerakli asbob va reaktivlar: probirkalar, gaz gorelka yoki spirt lampasi, 1- 2 ml li pipetkalar, natriy gidroksidning 10 % li eritmasi, sirka kislotaning 1 % li eritmasi, sirka kislotaning 10 % li eritmasi, natriy xloridning to`yingan eritmasi, 5 % li temir (III)- xlorid eritmasi, 5 % li qo`rg`oshin  asetat eritmasi, 7 % li mis (II)-sulfat eritmasi, konsentrlangan nitrat kislota, konsentrlangan sulfat kislota, trixlorsirka kislotaning 10 % li eritmasi, sulfosalisil kislotaning 10 % li eritmasi, pikrin kislotaning 10 % li eritmasi, taninning to`yingan eritmasi, kaliy ferrosianidning 5 % li eritmasi, spirtning 96 % li eritmasi yoki atseton.
1-tajriba. Oqsillarni organik va mineral kislotalar ta’sirida cho`ktirish. 

Oqsil organik kislotalar (trixlorsirka kislota, sulfosalisil kislota) va konsentrlangan mineral kislotalar ta’sirida denaturasiyaga uchraydi, suvsizlanishi va zaryadsizlanishi tufayli cho`kmaga tushadi. Sulfat  va xlorid kislotalar uzoq vaqtda ta’sir qilsa, oqsil qisman gidrolizga uchrab cho`kma asta – sekin erib ketadi. Nitrat kislotada cho`kma sekin eriydi. Organik kislotalar ta’sirida cho`ktirish keng qo`llanilmoqda. Trixlorsirka kislota miqdoriy analizlarda oqsilsiz filtrat olish uchun, sulfosalisil kislota, nitrat kislota klinik laboratoriyalarga siydik va boshqa biologik suyuqliklardagi oqsilni aniqlash uchun ishlatiladi. 

Ishning bajarilishi. 1) 2 ta probirka olib, birinchisiga 10-15 tomchi konsentrlangan nitrat kislota, ikkinchisiga shuncha miqdorda konsentrlangan sulfat kislota quyiladi. Har ikkala probirkani 450 li burchak hosil qilib qiyshaytirib, 10-15 tomchi 1 % li oqsil eritmasidan ohistalik  bilan tomiziladi. Har ikki qavat suyuqlik chegarasida yupqa oqsil cho`kmasining pardasi hosil bo`ladi: 

2) 2 ta probirkaga 5 tomchi 1 % li tuxum oqsili tomizilib, birinchisiga 1-2 tomchi 10 % li  sirka kislota, ikkinchisiga 1-2 tomchi 10 % li sulfosalisil kislota  qo`shilib, oq cho`kma hosil bo`lishi kuzatiladi.
2 -tajriba. Oqsilni alkaloid reaktivi bilan cho`ktirish. 
Oqsil eritmasiga tanin, pikrat kislota, sariq qon tuzi kabi alkaloid reaktivlari qo`shilsa cho`kmaga tushadi. Bu reaksiya oqsil molekulosidagi, alkaloidlarni eslatuvchi azotli geterosiklik gruppalar (pirrol, indol, imidazol halqalari va boshqalar) bo`lishiga asoslangan sirka kislota yordamida kuchsiz kislotali sharoit yaratilsa, oqsil zarrachasiga musbat zaryad paydo bo`ladi va manfiy zaryadlangan cho`ktiruvchi ionlari bilan o`zaro ta’sirlashuvini osonlashtiradi. Kuchli mineral kislotalar organik kislotalar dissosilanishini susaytirib oqsilni alkaloid reaktivlari bilan cho`ktirishga halaqit beradi. Alkaloid reaktivlariga tannin, fosfovolfromat kislota, fosfomolibdat kislota, simob yodidning kaliy yodiddagi eritmasi, vismut yodidning kaliy yodiddagi sariq qon tuzi va boshqalar kiradi. 
Ishning bajarilishi. Uchta probirka olib, birinchisiga 2-3 tomchi 10 %li pikrin kislota, ikkinchisiga 2-3 tomchi taninning to`yingan eritmasidan, uchinchisiga 2-3 tomchi 5 % li kaliy ferrosianid (sariq qon tuzi) eritmasidan tomizilib, hammasiga 1 tomchidan 10 % li sirka kislota, 5 tomchidan 1 % li tuxum oqsili eritmasidan tomiziladi. Uchala probirkada ham cho`kma hosil bo`lishi kuzatiladi. 

3 -tajriba. Oqsillarni organik erituvchilar ta’sirida cho`ktirish. 

Oqsil eritmasiga ko`p miqdorda spirt yoki aseton qo`shilsa, oqsilning loyqa  cho`kmasi tushadi
Bu reaksiya oqsil kolloid zarrachasining suvsizlanishiga asoslangan. Oqsil neytral yoki kuchsiz kislotali eritmalarda oson cho`kadi. Agar elektrolit qo`shilsa, cho`kish tezlashadi. Organik erituvchilar past temperatura 0 – 150 da qisqa vaqt ichiada ta’sir qilsa, oqsil nativ holatini saqlab qoladi, bu erituvchilar ko`proq ta’sir qilsa, oqsil denaturasiyaga uchraydi. 
Ishning bajarilishi. 5 tomchi 1 %li tuxum oqsiliga  20 – 25 tomchi 960 li spirt yoki aseton qo`shiladi. Eritma loyqalanadi. Uning ustiga 1 tomchi NaOH ning to`yingan  eritmasidan qo`shiladi. Bir oz turgach oqsil cho`kmaga tushadi. O`tkazilgan tajribalarning natijalari jadval ko`rinishida ifodalanadi.
Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Ishning natijalari jadvallar ko`rinishida ifodalanadi: 

	 Oqsillarni cho`ktiruvchi moddalar gruppalarining nomi
	Foydalanilgan reaktivlar
	Cho`kmaning tabiati va nomi
	Cho`ktirish reaksiyasining prinsipi va xususiyati

	
	
	
	


Xulosa:______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 3
MAVZU: AMINOKISLOTALARNI XROMATOGRAFIYA USULI YORDAMIDA ANIQLASH. OQSILLARNING IZOELEKTRIK NUQTASINI ANIQLASH.
Ishdan maqsad: Aminokislotalarni xromatografik usulda ajratish reaksiyalarini laboratoriya tajribalari asosida o`rganish, tajribalarni bajarish orqali xromatografik reaksiyalari  haqida to’liq ma’lumot berish.
Kerakli asbob va reaktivlar: eni 1,5 sm, uzunligi 12-15 sm bo`lgan filtr qog`oz, ip, qora grafit qalam, kapillyar yoki mikropipetka, diametri 2-2,65 sm, uzunligi 18-20 sm li probirka, pipetkalar, termostat, quritgich shkaf, pulverizator, diametri 12 sm li filtr qog`oz, o`lchov birobirkasi, filtr qog`oz, qaychi, pinset, lineyka, Petri kosachasi, glyutamin kislota, alanin, leysin, to`yingan fenol yoki butanol eritmasi, o`simlik yoki hayvon to`qimasidan ajratib olingan ekstrakt. 

Hozigi vaqtda oqsillar, aminokislotalar, nuklein kislotalar, uglevodlar, lipidlar va boshqa metabolitlarni (moddalar almashinuvining oraliq mahsulotlarini) bir-birini ajratish uchun xromatografik usuldan foydalaniladi. 

Moddalarni ajratish mexanizmiga qarab xromatografiyaning bir necha turlari  bor chunonchi adsorbsion, tarqatuvchi, diffusion xromatografiya, ion almashinuv xromatografiyasi, gaz xromatografiyasi, affin xromatografiyasi va boshqalar. 

Hozirgi zamon xromatografik usullari oz miqdordagi murakkab aralashmalardan alohida komponentlarni juda tez ajratib olishga imkon beradi. 

Aminokislotalarni ajratish uchun eng qulay va nisbatan anig`i qog`ozda taqsimlovchi va yupqa qavatli xromatografiya hisoblanadi. Buning uchun yaxshi sifatli oddiy filtr qog`ozidan foydalanish mumkin. Bu usul turli xildagi aminokislotalarning qisman aralashadigan ikki xil suyuqliklarda, masalan, biri suvda, ikkinchisi suv bilan to`yintirilgan organik erituvchi  (fenol, butun spirtning sirka kislota bilan aralashmasi va boshqalar)da har xil eruvchanligiga asoslangan. Suv fazasi harakatsiz bo`lib, u inert material – sellyulozaga xromatografiya kamerasidagi nam bilan to`yingan atmosferadagi suv bug`lari ko`rinishida shimilgan bo`lib, qog`oz tashqi ko`rinishidagi quruq bo`ladi. Organik eruvchi esa harakatdagi faza hisoblanadi. Aminokislotaning eruvchanligi suvda qancha yuqori bo`lsa, organik erituvchida shuncha kam yoki aksincha bo`lishi mumkin. 

Bu usulning mohiyati shundaki, xromatografik  qog`ozning bir nuqtasiga yoki bitta chiziq bo`ylab tekshirilayotgan aminokislotalar aralashmasi yoki oqsil gidrolizati tomizilib quritiladi, so`ng qog`ozning shu chekkasi erituvchilar aralashmasiga tushiriladi.  Erituvchi kapillyar kuchlar yordamida qog`oz bo`ylab harakatlanadi va o`z yo`lida uchragan moddalarni, xususan aminokislotalarni eritib harakatlanadi. Aminokislotalarning qog`oz bo`ylab harakati – eruvchanligi ularning ximiyaviy tuzilishi va xossalariga bog`liq. Erituvchi qog`ozning ikkinchi chekkasiga yaqinlashganda prosess to`xtatiladi, xromatografik qog`oz erituvchi to`la bug`lanib ketguncha quritiladi. Shundan keyin xromatogrammaga aminokislota bilan rang beruvchi reagent – ningidrin eritmasi purkaladi. Natijada qog`ozning har xil zonalarida rangli dog` - aminokislota dog`lari paydo bo`ladi, bu esa aminokislotalarning bir – biridan ajragandan darak beradi. 

Alohida aminokislotalarning siljish tezligi taqsimlanish koeffisienti (Rf) bilan ifodalanishi mumkin. Taqsimlanish koeffisenti deb aminokislota tomizilgan joydan aminokislota dog`ining markazigacha bo`lgan masofa (millimetrlarda) (a) ning start nuqtadan erituvchi frontigacha bo`lgan masofaga nisbatiga aytiladi. 
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	1 - keng diametrli probirka; 

2 - tiqin (probka);

3 - xromatografiya qog’ozi;

4-xromatografiya qog’ozini ilib qo’yish uchun ip; 

5 - erituvchi sistema; 

6 - start nuqta; 

7 - erituvchi fronti; 

8 – xromatogramma.

                   Rf=
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	3-rasm. Yuqoriga ko’tariluvchi xromatografiya.


Taqsimlanish koeffisenti har bir aminokislota uchun o`ziga xos  kattalik bo`lib, bir xil tajriba sharoitida (erituvchi, temperatura, qog`oz sorti va boshqalar) o`zgarmasdir. 

Xromatogrammada aminokislotalarning taqsimlanish joyini aniqlash uchun “guvoh”  moddalardan foydalanish qulaydir, ya’ni shu xromatogrammaning o`ziga aniq, toza individual aminokislotalar – “guvoh” moddalar tomizilib ko`riladi. 

Xromatografiya jips yopiladigan kameralarda olib borilishi kerak, chunki bu erituvchini bug`lanib ketishdan saqlaydi, kameraning erituvchi bug`lari bilan to`yinishi ta’minlaydi. Bu maqsadlarda maxsus xromatografik kameralar yoki oddiy probirka, Petri kosasidan foydalanish mumkin. 

Biz quyida xromatografiyaning ikkita oddiy usuliga: a) yuqoriga ko`tariluvchi xromatografiya, b) radial xromatografiyaga to`xtalib o`tamiz. 
 1-tajriba. Yuqoriga ko`tariluvchi xromatografiya. 

Ishning bajarilishi. Eni 1, sm, uzunligi 12-15 sm keladigan filtr qog`oz kesib olinib, yuqori qismiga 15-20 sm uzunlikda ip o`tkazib bog`lab qo`yiladi. Qog`oz lentaning pastki chekkasidan 1 sm yuqoriga 3-4 mm diametda qora grafit qalamda doira chizib qo`yiladi. Doiraning o`rtasiga kapillyar yoki mikropipetka yordamida aminokislota aralashmasi (masalan, glutamat kislota, alanin va leysin aralashmasi) tomiziladi va quritiladi. 
Diametri 2-2,5 sm, uzunligi 18-20 tomchi suvga to`yingan fenol quyiladi. Tayyorlangan qog`oz lentani bog`langan ipdan ushlab 2-3 mm chuqurlikka – erituvchiga botguncha tushirib, qog`ozni probirka devoriga tekkizmay va aniq vertikal holatini  saqlab, probka bilan bekitib qo`yiladi. Probirka 35-400 li termostatda 90-120 minut davomida qoldiriladi. Shu vaqt ichida erituvchi fronti 10-12 sm ga ko`tariladi. Ko`rsatilgan vaqt o`tganadan keyin xromatogramma olinib, 10-15 minut davomida – to fenol yoki boshqa erituvchi batamom uchib ketguncha 50-1000 li quritgich shkafga osib qo`yiladi. 

Erituvchi uchib ketgach, qog`oz lentani olib shtativga ilib qo`yiladi va unga 0,1-0,5 % li ningidrin eritmasidan pulverizator yordamida purkaladi yoki kyuvetaga ningidrin eritmasi quyib, unga xromatografik qog`oz botiriladi. Yana 100-110S0 li quritgich shkafga 5-6 minut ilib quyiladi. Natijada qog`ozning aminokislota to`xtagan joyi ko`k, ko`kish-binafsha rangga bo`yaladi. Keyin lineyka yordamida har bir aminokislota uchun Rf-aniqlaniladi. 
2-tajriba. Radial xromatografiya. 

Ishning bajarilishi. Radial xromatografiya uchun 12 sm diametrli (Petri kosachasi diametridan kattaroq) qog`oz diskni qalam bilan 4 teng qismga bo`lib, o`rtasiadan diametri 1 sm li teshik ochiladi va har bir sektorning boshlanishida start nuqta uchun qalam bilan doira chiziladi. 
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4-rasm. Radial xromatografiya.
a - xromatografiya qog’ozi, b -  xromatogramma;  v – Petri kosachasi:

1- alanin; 2 – glutamin kislota; 3 – leysin; 4 - aminokislotalar aralashmasi.

Filtr qog`ozdan balandligi  2 sm bo`lgan naycha shaklidagi oyoqcha tayyorlab xromatografik disk o`rtasiadagi teshikka o`rnatiladi. So`ngra Petri kosachasining qopqog`iga qo`yib, xromatografik qog`ozning  har bir qismidagi start doiraga kapillyar yordamida quyidagi aminokislota tomiziladi: 1) alanin, 2) glutamin kislota, 3) leysin, 4) aminokislotalar aralashmasi. Petri kosachasining tag qismiga 10 ml suvga to`yintirilgan fenol quyib, ohistalik bilan qog`oz pilik erituvchiga  tegib turadigan qilib joylashtiriladi va 1 soat davomida xona temperaturasida qoldiriladi.  Petri kosachasini shunday tanlash ma’qulki, ostki va ustkki (qopqoq) qismining diametri teng bo`lsin. Natijada jips berkitilgan kamera hosil bo`ladi. Ko`rsatilgan vaqt ichida erituvchi  xromatografik qog`oz chekkasiga borgan bo`lsa, qopqoq ochilib pinset yordamida xromatografik diskni chekkasidan ushlab 10 minut davomida 100-1200 li qurituvchi shkafga yoki termostatga qo`yiladi. Bu vaqt ichida erituvchi batamom uchib qetadi va aminokislotalar ham fiksatsiyalanadi. So`ngra xromatogrammani gorizontal holatga qo`yib, pulverizator bilan ningidrin eritmasidan purkaladi va 5-10 minut davomida 100-1200 li termostatga qo`yiladi. Xromatogramma daftarga yopishtirib qo`yiladi yoki rasmi chizib olinadi. Lineyka yordamida masofalar o`lchanib, har bir aminokislota uchun Rf aniqlaniladi.
Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Ishning natijalari mashg’ulot daftariga yoziladi.
Xulosa:______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 4
MAVZU: UGLEVODLAR. MONOSAXARID VA DISAXARIDLARNING QAYTARUVCHANLIK XOSSALARI.
Ishdan maqsad: Monosaxaridlarning kimyoviy hossalari haqida ma`lumot berish. Monosaxaridlarning qaytaruvchanlik xossalarini laboratoriya tajribalari asosida o`rganish.

Kerakli asbob va reaktivlar:1; 2; 5 ml li pipetkalar, suv hammomi, 50 ml li byuretka, probirka, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, 1% li laktoza eritmasi, 1% li maltoza eritmasi, Nilander reaktivi, Feling suyuqligi, Barfed reaktivi. 

Nazariy tushuncha: Uglеvоdlar odam organizmida asоsan enеrgetik funktsiyani bajaradi. Asosan, jismoniy ish bajarganda ular birinchi bo’lib parchalanadi va hujayra to’qimalarni, ayniqsa muskullarni ish faoliyati uchun zarur bo’lgan energiya bilan  ta’minlaydi. Ma’lumki asоsiy enеrgiya manbaii glyukоza va glikоgеn hisоblanadi. Bundan tashqari uglеvоdlardan lipidlar, ba’zi bir aminоkislоtalar, pеntоzalar sintеzlanishi mumkin.Uglevodlar o’simlik va hayvon organizmining muhim tarkibiy qismlaridan biri hisoblanadi. Odam va hayvonlar organizmidagi uglevodlar miqdori 2% bo’lib, ular juda ko’p funksiyalarni bajaradi.

1. Uglevodlar organizm uchun asosiy energiyadir. 1 g uglevodning parchalanishidan 4,1 kkal energiya ajralib chiqadi. 
2. Uglevodlar plastik funksiyani bajaradi. Ular hujayralar membranasi, uning struktura komponentlari va nukleoproteinlar, glikoproteinlar, glikolipidlar bir qator vitaminlar hamda kofermentlar tarkibiga kiradi. Uglevodlar o’simliklarda asosan tayanch vazifasini o’taydi. 
3. Uglevodlar zapas oziq moddalar sifatida katta ahamiyatga ega. O’simliklar kraxmal, hayvonlarda glikogen uglevodlarning zapas shakli hisoblanadi, zarur bo’lganda sarf qilib turiladi. Jigar va muskullar asosan glikogen deposidir.
 
4. Himoya funksiyasi, bu funksiyani mukopolisaxaridlarning asosiy vakillari gialuronat kislota, geparin bajaradi. Gialuronat kislota to’qimasi va hujayralararo biriktiruvchi to’qima tarki-biga kirib, ularni yopishtirib turadi. U to’qimalarga turli xil shikast yetkazuvchi moddalarning kirishiga to’sqinlik qiladi. Geparin hayvon to’qimalarida (jigar, taloq va boshqalar) qon ivishining kuchli ingibitoridir.
Uglevodlar ximiyaviy tuzilishiga ko’ra ko’p atomli spirtlarning aldegidi yoki ketoni hisoblanadi:
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Uglevodlar tuzilishiga va xususiyatlariga ko’ra uchta gruppaga - monosaxaridlar, oligosaxaridlar va polisaxaridlarga bo’linadi.

MONOSAXARIDLARNING  QAYTARUVCHANLIK  XOSSALARI
Monosaxaridlar eng oddiy uglevodlar bo`lib, tuzilishi va xossalari jihatdan aralash funksiyali birikmalardir.Ular molekulosida bir vaqtning o`zida gidroksogruppa va aldegid yoki keton gruppalari bo`ladi.Shu sababli ular ichki poluatsetallar hosil qilib,ochiq zanjirli va tsiklik ko`rinishlarda uchraydi.Monosaxaridlar tarkibidagi uglerod atomi soniga qarab, trioza, tetroza, pentoza, geksoza, geptoza va boshqalarga bo’linadi. Bularning umumiy formulasi —CnH2nOn . Monosaxaridlar qaytaruvchanlik xususiyatini namoyon qiladi, chunki ularning tarkibida karboksil gruppasi bor.
Ishdan maqsad: Monosaxaridlarning kimyoviy hossalari haqida ma`lumot berish. Monosaxaridlarning qaytaruvchanlik xossalarini laboratoriya tajribalari asosida o`rganish.

Kerakli asbob va reaktivlar:1; 2; 5 ml li pipetkalar, suv hammomi, 50 ml li byuretka, probirka, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, 1% li laktoza eritmasi, 1% li maltoza eritmasi, Nilander reaktivi, Feling suyuqligi, Barfed reaktivi. 

Monosaxaridlar ishqoriy muhitda og`ir metal gidroksidlarini, masalan, mis (II)-gidroksidni mis (I)- oksidga, vismut oksidini metal holatgacha, kumush gidroksidni erkin kumushgacha qaytarish xossasiga ega. Bu reaksiyalar monosaxaridlarni sifat va miqdoriy jihatdan aniqlashda qo`llaniladi. Tarkibida erkin aldegid gruppa bo`ladigan disaxaridlar – maltoza, laktoza va sellobiozalar ham qaytaruvchi xossaga ega. Bu shakarlarning  oksidlanishi ishqoriy muhitga oson, neytral sharoitda qiyinroq, kislotali sharoitda esa juda qiyin boradi. 


1 -tajriba. Trommer reaksiyasi. Monosaxaridlar ishqoriy muhitda mis (II)-gidroksidni mis (I)-oksidgacha qaytaradi, bu reaksiya natijasida reaksiya uchun olingan al’dozalarga to`g`ri kelgan kislotalar hosil bo`ladi. 

CuSO4 + 2 NaOH ═ Cu(OH)2 + Na2SO4

                   O                                          O

                   ║                                          ║

                   C −H                                    C −OH

                   │                                          │

            H − C − OH                         H − C − OH

                   │                                          │
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         HO − C − H  + Cu(OH)2      HO− C − H + Cu2O + H2O

                   │                                          │

            H − C − OH                         H − C − OH

                   │                                          │

            H − C − OH                         H − C − OH

                   │                                          │

                   CH2OH                                CH2OH

d –glyukoza                                 α – glyukonat kislota

Reaksiya mahsuloti sifatida qizil rangli mis (I)-oksid hosil bo`ladi. Bu reaksiyaning kamchiligi shundaki, agar tekshirilayotgan eritmada shakar  juda oz bo`lsa, ortiqcha miqdorda hosil bo`lgan mis (II)-gidroksid  qizdirilganda parchalanib, qora rangli mis (II)-oksidiga aylanadi.  Natijada juda oz miqdorda hosil bo`lgan rangli mis (I)-oksid sezilmay qoladi. 

Ishning bajarilishi.Probirkaga 1 % li glyukoza eritmasidan 1-2 ml quyib, uning ustiga teng hajmda 10 % li NaOH eritmasi qo`shiladi. Aralashmaga chayqatib turilgan holatda tomchilatib 5 % li mis sulfat  eritmasidan 1 ml qo`shiladi. So`ngra ohistalik bilan probirkadagi suyuqlik qizdiriladi. Avval sariq rangli loyqa paydo bo`lib, vaqt o`tishi bilan qizil rangli mis (I)- oksidga aylanishi kuzatiladi. 

2 -tajriba. Feling reaksiyasi. Uglerodlarning qaytaruvchanlik xossasini aniqlash uchun ko`p hollarda Feling reaktividan foydalaniladi. Bu reaktiv tarkibidagi ikki valentli mis ioni segnet tuzi (vino kislotaning natriy – kaliyli tuz) molekulosida 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: 

                   O                                        

                   ║                                          

                   C −H                                    

                   │                                          

            H − C − OH             COOQ                  

                   │                       │                        

         HO − C − H         + 2    CH −O \                    
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 natriy glyukonat       segnet tuzi      mis (I) oksidi 

Ishning bajarilishi. Probirkaga 1 % li  glyukoza eritmasidan 1-2 ml quyib, unga teng hajmda Felning 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 – mal’toza, laktozalar ham hosil qiladi, saxaroza va kraxmal bilan esa qizil cho`kma hosil bo`lmaydi, chunki ular qaytaruvchanlik hossasiga ega emas. 
DISAXARIDLARNING  QAYTARUVCHANLIK  XUSUSIYATINI  TEKSHIRISH.

Ishdan maqsad: Disaxaridlarning  qaytaruvchanlik  xususiyatlarini talabalarga ko`rsatish.
Kerakli asbob va reaktivlar : Probirkalar, pipetkalar(1ml li, sig`imi 5ml li) shtativ, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, 5%li saxaroza eritmasi, 10%li sulfat kislota eritmasi,10%li NaOH eritmasi, Selivanov reaktivi, Feling reaktivi, barfed reaktivi, Maltozaning 2% li eritmasi. Laktozaning 2% li eritmasi,  saxarozaning 2% li eritmasi, Natriy ishqorining 20% li eritmasi, Mis sulfatning 5% li eritmasi.
Nazariy tushuncha. Polisaxaridlar tirik organizmda uchraydigan uglevodlarning asosiy qismini tashkil etadi, ular monosaxaridlar va ylarning hosilalari asosida hosil bo`lgan biologik polimerlardir. Kraxmal, glikogen, insulin, tsellilyoza, dekstrin, xitin, gialuronat va xondroitinsulfat kislotalar, geparin va boshqalar tabiarda eng ko`p tarqalgan polisaxaridlar hisoblanadi. Ular organizmda turli tuman vazifalarni bajaradi.

Polisaxaridlar bir-biridan molekulosining o`lchami, bog`lanish usuli va tipi, tarkibiy qismlari, xossa hamda bajaradigan vazifalari jihatidan farq qiladi.
Disaxaridlarning  qaytaruvchanlik  xususiyatini  tekshirish:
Ishning borishi: Uchta probirka olib, 3-4 ml maltoza, laktoza, saxaroza eritmasidan solinadi va Trommer reaksiyasi bajariladi. Maltoza va laktoza qaytaruvchanlik xususiyatini namoyon qiladi, bu probirkalarda qizil cho’kma hosil bo’ladi. Saxaroza yuqorida aytib o’tilgandek, bu xususiyatni namoyon qila olmaydi, shuning uchun Trommer reaksiyasini hosil qilmaydi.

Saxarozaning gidrolizi: Saxarozaning solishtirma burish burchagi +66.05 gradusga teng. Gidrolizga uchratilgandan keyin esa gidrolizatning qutblangan nurni burish yo`nalishi va burchagi o`zgarib qoladi. Bu hodisa inversiya deyiladi, hosil bo`lgan shakar esa invertirlangan shakar deyiladi. 

Ishning bajarilishi: 5%li saxaroza eritmasidan 4 ta probirkaga 1ml 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 55li saxaroza eritmasidan 5-10ml quyib, ustiga bir necha tomchi 10%li sulfat kislota qo`shib qaynatiladi. Gidrolizat sovutilgach ohistalik bilan neytrallanadi va yuqoridagi reaksiyalar takrorlanadi.

PIYOZ EKSTRAKTIDAGI GLYUKOZA VA BOSHQA QAYTARUVCHI SHAKARLARNI HAMDA O`SIMLIKLARNING YASHIL BARGLARIDAGI KRAXMALNI ANIQLASH.

Ishdan maqsad: Talabalarda tajribalar orqali bilimlarni mustahkamlash. 


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


1- tajriba:


Bosh piyozning suvli ekstrakti Felin reaktivi bilan qizdirilganda avval sariq rangli mis(I)-oksidi hosil bo`ladi. Bu reaksiya ekstraktda glyukoza va boshqa qaytaruvchilik xususiyatiga ega moddalar borligiga asoslangan.


Ishning bajarilishi: Bosh piyoz qirg`ichda yoki boshqa usulda yaxshilab maydalanadi. Tayyorlangan massadan probirkaga 0,5g olib, uning ustiga 2ml distillangan suv quyiladi va 3-4 minut qaynatiladi. So`ngra filtr qog`oz orqali filtrlanadi. Filtratdan 10 tomchi olib Felin reaksiyasi yordamida qaytaruvchi shakarlar borligi aniqlanadi. Piyoz o`rniga sabzidan ham foydalanish mumkin.

 
2-tajriba: O`simliklarning yashil barglaridagi kraxmalni aniqlash.

Kerakli asbob va reaktivlar: gaz gorelkasi yoki spirt lampa, probirka, 1;2;5 ml li pipetka, etil spirt, yodning 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 1-2ml distillangan suv quyib, 2-3 minut qaynatiladi. So`ngra issiq suv to`kib tashlanadi va uning o`rniga 1ml etil spirt quyiladi. Probirkalar qaynab turgan suv hammomiga 3-5 minut qo`yiladi va har minutda chayqatib turiladi. Yashil bargdagi xlorofill  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 quyib, 3-5 minut suv hammomida qizdiriladi. Spirt yuqoridagi idishga to`klib rangsiz barg bir necha marta distillangan suv bilan yuviladi. Shundan keyin har bir probirkaga 3-4 ml dan distillangan suv quyib, barg to`qimasini yumshatish uchun qaynab turgan suv hammomiga qo`yiladi. 5-10 minutdan keyin suv to`kib tashlanadi va barglar alohida nomerlangan filtr qog`ozga qo`yiladi, so`ngra 3-4 tomchi 1% li yod eritmasidan tomiziladi. Agar bargda kraxmal bo`lsa asta-sekin ko`k nuqtalar paydo bo`lib, bargning yuzasi ko`karadi. 

Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Har ikkala ish natijasi quyidagi jadvalga yoziladi.
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LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 5

MAVZU: LIPIDLAR. LIPIDLARNING KISLOTA SONI, TO`YINGANLIK DARAJASINI ANIQLASH.
Nazariy tushuncha. Tabiatda keng tarqalgan turli qurilishga ega, lekin umumiy xossalari bilan o’xshash bo’lgan barcha ma’lum yog’lar, yog’simon moddalar uchun umumiy nom olgan moddalar – bu lipidlardir.Lipidlarga turli-tuman ximiyaviy tuzilishga ega bo`lgan 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 qismlarning bog`lanish tipi bo`yicha umumiylik bo`lsada, tuzilishi va ximiyaviy tabiati jihatidan  bir-biridan farq qiladi. Barcha lipidlar suvda amalda erimaydi-yu, ko`pgina organik erituvchilarda oson eriydi, shu jihatdan ular uglevodlar va oqsillardan keskin farq qiladi. Lipidlarning o`ziga xos eruvchanligi muhit amaliy ahamiyatga ega bo`lib, to`qima va organlar tarkibida bo`lgan boshqa moddalardan ularni ajratib olishga imkon beradi. Lipidlarni tarkibi va ximiyaviy tabiatiga ko`ra 2 ta katta gruppaga bo`lish mumkin: neytral yog`lar (yoki triliserdlar) va lipoidlar (yog`simon moddalar). Tirik organizmning hayot faoliyatida lipidlar – suv, oqsil, uglevod, ferment, nuklein kislotalar kabi  hujayraning muhim komponenti hisoblanadi. 
Lipidlarning asosiy biologik vazifalari

1. Energetik  –  bu vazifani TGD lar va erkin yog’ kislotalari bajaradi;

2. Strukturali – fosfolipidlar, xolestirin va uning efirlari biologik membranani asosini tashkil qiladi;

3. Transport – fosfolipidlar biologik membrana orqali moddalarni transport qilishda qatnashadi;

4. Elektroizolyatorlik – nervning myelin tarkibidagi sfingomielin va glikosfingolipidlar  elektrizolysiya materialini tashkil qiladi;

5. Emulgirlovchi –  fosfoglitseridlar, o’t kislotalari  kabi lipidlar ovqat hazm qilish yo’lida yog’larni emulsiya holatiga o’tkazadi va ularning parchalanishiga  yordam beradi;

6. Mexanik – teri osti yog’lari. Biriktiruvchi to’qima lipidlari ichki organlarni  mexanik ta’sirdan asrab turadi;

7. Issiqlik izolyatsiyasi – teri ostidagi yog’ qavati organizmni doimiy haroratda saqlashga yordam beradi;

8. Erituvchi –  o’t kislotalari ichakda yog’da eruvchi vitaminlar ularni erituvchi vazifasini bajaradi;

9. Gormonal – steroid gormonlar va prostaglandinlar lipid tabiatiga ega;

10.Vitaminlik – yog’da eruvchi vitaminlar lipid tabiatiga ega bo’ladi.

Lipidlarning tasnifi.
Lipidlarni bir necha xil tasnifi mavjud: 

1. Struktur tasnif; 


2. Fizik- kimyoviy tasnif; 

3. Fiziologik tasnif;  

Membranada ayrim fosfolipidlarning miqdori

(umumiy lipidlar miqdoridan % larda)

	Fosfolipid
	Kalamush jigari
	Eritrositlar
	E.coli

	Fosfatidiletanolamin (kefalin)

Fosfatidilxolin (letsetin)

Fosfatidilinozit

Fosfatidilserin

Xolesterin
Sfingomiyelin
	11

18

10

9

30

14
	15

31

7

13

24

8,5
	80

–

–

–

–

–


 Glitserolipidlar:  

Bu sinifga kiradigan lipidlar tarkibida albatta glitserin va yog’ kislotalari bo’ladi.Triglitseridlar.Agarda glitserinning hamma uchta gidroksil turkumlari yog’ kislotalari bilan bog’langan bo’lsa - triglitserid (triatsilglitserin), agar ikkita bog’langan bo’lsa diglitserid (diatsilglitserin) va bittasi bog’lagan bo’lsa monoglitserid (monoatsil-glitserin) deb ataladi.



Glitserin       
     Monoatsilglitserin         Diatsilglitserin            Triatsilglitserin

Fosfolipidlar:  – tarkibida bitta gidroksil gruppasi  fosfat kislota bilan efir hosil qilgan bo’ladi. Masalan, fosfatid kislotasi. Ko’rinib turibdiki FL lar molekulasi 2 qismda iborat qutibli “ boshchasi” (+, –) zaryadlangan va qutibsiz 2 dumdan iborat. Hujayra membranalarida fosfolipidlar bilan glikolipidlar membrananing lipidlar qo’sh qatlamini tashkil qiladi. Bunda qutibli boshchalar gidrofil bo’lganliklari sababli suvga qarab intilgan bo’ladi, qutibli bo’lmagan dumlar esa qo’sh qatlamni gidrofob mag’izini tashkil qiladi.

 Fosfolipidlarni parchalovchi fermentlarni fosfolipazalar deyiladi. Fosfatid kislota organizmda kam miqdorda bo’ladi, ammo ular fosfogltseridlarning almashinuvida muhim oraliq mahsulot hisoblanadi.

 Fosfolipidlar (diol fosfatidlar) –ikki atomli spirtlarning unumlari bo’lib, bir spirt guruhi yog’ kislotasi qoldig’i bilan, ikkinchisi esa fosfat yoki qandaydir spirt qoldig’i bilan eterifikasiyalangan bo’ladi. Organizda fosfolipidlar hujayra membranasi bilan bog’lanib, uning funktsiyasini o’zgartirishi mumkin.  

YOG`LARGA XOS SIFAT REAKSIYASI.
Ishdan maqsad: Yog`larning kimyoviy tarkibi va xossalari haqida tushuncha berish hamda  yog`larga xos sifat reaksiyalarini tajribalar asosida o`rganish.
Kerakli asbob va reaktivlar: probirkalar, shtativ, spirt lampa yoki gaz gorelkasi, filtr qog`oz, etil spirt, aseton, efir, petroley efiri, dixloretan, xloroform, benzol, benzin, uglerod (IV)-sulfid, kaliy gidrosulfat kristali, kumush gidrosulfidining ammiakli 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, aseton, efir, petroley efiri, dixloretan, 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 mol yog`i solib, normal temperaturada eruvchanligi kuzatiladi, so`ng suv hammomida qizdirib ko`riladi. Kuzatish natijalari yozib qo`yiladi. 
2-tajriba.Yog`lardagi glitseringa xos 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: 
CH2OHCHOHCH2OH      - H2O     CH2OHCH2CHO     - H2O     CH2CHCHO
               glitserin                                         β –oksipropionat                     akrolein
                                                                aldegid
Akrolein ajralganligini aldegidga xos 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 qo`shib 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, fuksinsulfat kislota eritmasi bilan namlangan filtr qog`oz tutilsa, pushti dog` paydo bo`lishi kuzatiladi. Bu har ikkala reaksiya aldegidlarga xos reaksiya bo`lib, akrolein ajralayotganini bildiradi. 
YOG`LARNING  TO`YINGANLIK  DARAJASINI  ANIQLASH. YOD SONINI ANIQLASH.

Ishdan maqsad: Reaksiya tajribalari asosida talabalarda lipidlarning to`yinganlik  darajasini  aniqlash. Yod sonini aniqlash bo`yicha bilim malakalarini rivojlantirish.

Kerakli asbob va reaktivlar:25 yoki 50 ml li stakan yoki kolba, mikrobyuretka, 250ml li shlifli kolba analitik tarozi, penitsellin idishi, 100ml li o`lchov tsilindri, byuretka(25ml)li, 1ml li pipetka, xloroform, yodning 0,001h eritmasi, yodning 0,2n spirtli eritmasi, tiosulfatning 0,1n eritmasi, qo`y yog`i, mol yog`i, margarin, paxta yoki boshqa o`simlik moyi.
Tabiiy yog`lar tarkibida to`yinmagan yog` kislotalar bo`lishi bular bir-biridan farq qiladi. To`yinmagan birikmalar  o`z molekulosidagi qoshbog` hisobiga galogenlarni biriktirib olish reaksiyasiga oson kirishadi. Odatda, yog`larning to`yinmaganlik darajasi yod soni bilan belgilanadi. 100 g yog` biriktirib olgan yod miqdori yod soni deb yuritiladi.Yog`larning yod soni ularning eng muhim ximiyaviy xarakteristikasi bo`lib, u yog`larning turli o`zgarishlarga moyilligini aniqlashga yordam beradi. 

1 -tajriba. Turli yog`larning to`yinmaganlik darajasini taqqoslash.
 Turli xil yog`lar (mol, qo`y yog`i, margarin, paxta moyi yoki boshqa o`simlik moyi) dan 0,5 g dan tortib olinadi va ularning har biriga 3 ml xloroformda eritiladi va mikrobyuretkada yodning 0,001 n eritmasi bilan titrlanadi. Yod  eritmasi asosida qancha sarflanganligiga qarab olingan yog`larning to`yinmaganlik darajasi taqqoslanadi. 


2 -tajriba. Yod sonini aniqlash.
 Ikkita 50 ml li quruq kolba olib, birinchisiga 0,1-0,2 g tekshiriladigan yog` solinadi. Ikkinchisiga 0,1-0,2 ml suv quyiladi. Yog`ni eritish uchun har ikkala kolbaga 10 ml dan absolyut spirt quyiladi, yog` yaxshi erimasa uni suv hammomida bir oz isitiladi. Ikkala kolbaga 10 ml dan yodning spirtdagi 0,1 n eritmasidan quyib, ustiga 10,1 ml dan distillangan suv qo`shiladi va kolba probkasi  berkitib yaxshilab chayqaladi. 5 minut o`tgach, kolbadagi suyuqlik 0,1 n tiosulfat eritmasi bilan och sariq rangga kirguncha, so`ngra 1 ml kraxmal eritmasidan qo`shib, ko`k rang yo`qolguncha titrlanadi.Nazorat va tajriba uchun sarflangan 0,1 n tiosulfat eritmalari hajmlarining farqi olingan moyning yod soniga to`g`ri keladi. Yod soni quyidagi formula bo`yicha hisoblab topiladi. 

Yod soni =
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Bu yerda: V1- nazorat titrlash uchun sarflangan 0,1 n tiosulfat eritmasining ml miqdori; V2-tajriba uchun ketgan 0,1 n tiosulfatning ml miqdori; 0,127-tiosulfatning yod bo`yicha titri; a-olingan yog`ning miqdori (g).
BIOLOGIK OBEKTLARDAGI UMUMIY LIPIDLARNI ANIQLASH. 
Ishdan maqsad: Biologik obyektlardagi umumiy lipidlarni aniqlash bo`yicha bilimlarni rivojlantirib, ko`nikmalar hosil qilish.
Kerakli asbob va reaktivlar: 1050S li termostat, suv hammomi, analitik tarozi, shpatel, 250 ml li konussimon kolba,  hovoncha, 100 ml li o`lchov silindri, kristalizator, byuks, eksikator, qalin filtr qog`oz, metanol, xloroform, kungaboqar, yeryong`oq, chigit yoki boshqa xil urug`lar. 

To`qimalarda lipidlarning umumiy miqdorini aniqlashning eng oddiy usuli tekshiriluvchi biologik materialni xloroform – metanol aralashmasida uzoq vaqt davomida yuvishdir. Olingan materialning dastlabki massasi bilan reaksiyadan keyingi massasi o`rtasidagi farqqa qarab lipidlarning protsent miqdori hisoblab topiladi. 
1-tajriba. Lipidlar miqdorini aniqlash. 

Ishning bajarilishi. Quritilgan 1,0 – 1,5 g biologik material olib, hovonchada maydalanadi, so`ngra quruq qalin filtr qog`ozdan tayyorlangan va analitik tarozida tortilgan xaltachaga solinadi. Tekshirilayotgan materialning xaltacha bilan birgalikda massasidan quruq xaltacha massasi ayirmasidan analizga olingan materialning aniq massasi topiladi. Agar tekshirilayotgan materialda yog` 50 % dan ko`p bo`lsa 1.0-1.5 g, 30-50 % gacha bo`lsa 2-2,5 g, agar 30 % dan kam bo`lsa, 3,0-3,5 g to`qima yoki organ olinadi. Tayyorlangan xaltacha filtr qog`ozdan  tayyorlangan bir oz kaltaroq paketga solinib, konussimon kolbaga tushirilgach, ustiga 35-40 ml metanol va 35-40 ml xloroform quyiladi. Kolbaning og`zini po`kak probka bilan  berkitib, yaxshilab chayqatiladi va bir hafta qorong`i joyda qoldiriladi. 
Keyingi mashg`ulotda yog`sizlantirilgan ana shu material paket kolbadan olinib, 2-3 marta xloroformda yuviladi va kristalizatorga qoyib, erituvchini uchirib yuborish uchun mo`rili shkafda bir oz qoldiriladi. Shundan  keyin 2-5 soat davomida termostatda 100-1050 C da quritiladi. So`ngra paket byuksga solinib, ekskatorga 45 minut qo`yiladi. Quritilgandan keyin paketlarda sariq yoki jigarrang chiziqlar paydo bo`lishi. Ekstraksiya oxirigacha ketmaganligini bildiradi. Bunday holda erituvchining hajmini ko`paytirib va ekstraksiyani uzoqroq davom ettirib tajriba yana takrorlanadi. 

2-tajriba. Quritilgan oddiy biologik materialdagi suv miqdorini aniqlash. Ikkita quruq doimiy bir xil og`irlikka keltirilgan byuksga 0.0002 g aniqlikda tortilgan 1 gdan material olinadi. Byukslar tekshiriladigan material bilan birgalikda tortilgandan so`ng qopqog`i bilan birgaliqda 100-1050 C li termostatga 4-6 soat qo`yiladi. So`ngra byukslarning qopqog`ini berkitib sovitish uchun eksikatorga 45 minut qo`yiladi. So`vitilgandan keyin avvalgi tarozida yana tortiladi. Shundan keyin doimiy massaga kelguncha 2 soatdan termostatda qizdirib, sovitib tortiladi. Birin-ketin tortish orasidagi farq 0,0002 g gacha bo`lsa, bu operatsiya to`xtatiladi. Tekshirilayotgan obyektdagi suvning miqdori quyidagi formula bo`yicha hisoblab topiladi:
C=
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Bu yerda: C-suvning foiz miqdori; a-materialning quritishgacha bo`lgan massasi; a1 – materialning kiritilgandan keyingi massasi. 

Lipidning foiz miqdori olingan material massasi bilan eksraksiyadan keyingi massasi orasidagi farq asosida hisoblab chiqiladi. Ikkita parallel aniqlash orasidagi tafovut 1-1,5 % dan oshmasligi kerak. 
Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Olingan ma’lumotlar quyidagi jadval ko`rinishida yoziladi: 
	Analiz uchun olingan biologik materialning massasi, g da
	Suvning miqdori % da
	Absolyut quruq materialning massasi g da
	Analizga olingan materialdagi lipidning miqdori G da
	Tekshirilayotgan obyektning lipid miqdori

	
	
	
	
	Quruq massaga nisbatan
	Absolyut quruq massaga nisbat
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LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 6
MAVZU: FERMENTLAR. AMILAZANING KRAXMALGA TA'SIRI. SAXARAZA FERMENTI FAOLLIGINI ANIQLASH.
Nazariy ma’lumot: Fermentlar оqsil tabiatli katalizatоrlar bo’lib, оrganizmdagi barcha biоkimyoviy reaktsiyalarni tezlashtiruvchi biоlоgik faоl оqsildir. «Ferment» termini (lоtinchadan- fermentum–achitqi) ma’nоsiga ega. XVII asr bоshida Gоllandiya оlimi Van Gelmоnt tоmоnidan spirtli bijg’ishga ta’sir qiluvchi mоddalar taklif qilingan.

Shundan kelib chiqqan hоlda nafaqat bijg’ish jarayonini tezlashtiruvchi biоlоgik katalizatоrlar, balki barcha kimyoviy reaktsiyalar (tezlashtiruvchi) ni amalga  оshiruvchi «ferment» termini saqlangan.

Оziqa mоddalarni оrganizm tоmоnidan o’zlashtirilishi va ularning keyinchalik ishlatilishi, yuqоri mоlekulali birikmalardagi kimyoviy energiyaning  biоlоgik оksidlanishi jarayonida ajralishi, to’qimalarning rivоjlanishi va bo’linishi vaqtida (struktur elementlarning sintezi va х.zlar.)fermentlar  ishtirоkida bo’ladi. Biоkimyoning zarur va rivоjlanib kelayotgan etapi fermentalоgiya va enzimоlоgiya  hоzirda mustaqil fan sifatida katta rоl o’ynamоqda.

Fermentlar oqsil tabiatli bioligik katalizatorlardir va shuning uchun ham ularga katalizning barcha qonunlari tegishlidir. Ammo bir qator spetsefik xususiyatlar ularni anorganik katalizatorlardan ajratib turadi.
	Ko’rsatkich
	Biologik katalizatorlar–Fermentlar
	Anorganik katalizatorlar

	Kimyoviy tabiati
	Yuqori molekulyar birikmalar–Oqsillar
	Past molekulyar modda–kimyoviy elementlardan tashkil topgan

	Spetsefikligi
	Yuqori
	Past

	Harorat
	Past –35o-45oC
	Yuqori–100oC va yuqori

	pH optimum
	Muhit pHning fizioligik diapazoni
	Kuchli kislota, ishqoriy muhit

	Tezlikning oshishi
	108–1010 marta
	102–105 marta

	Bosim
	Atmosfera bosimi–normal
	Yuqori–bir necha atmosfera

	Reaksiya borishida katalizator qurilishining o’zgarishi
	O’zgaradi. Reaksiya to’xtashi bilan avvalgi qurilishiga qaytariladi
	O’zgarmaydi


Jadvalda ko’rsatilgan farqlardan tashqari, fermentlar faolligi organizmning fiziologik holatiga, jinsiga va yoshiga qarab o’zgaradi
Fermenlarning faоl markazini tuzilishi

Fermentning faоl markazida kоntakt yoki biriktiruvchi qism va katalitik, substratni birikishidan keyingi o’zgarishi kechadigan qismlar  bоrligi aniqlangan.

Оdatda fermentning faоl markazi 12-16 ta gacha aminоkislоtalar qоldig’idan tashkil tоpgan bo’ladi.  Faоl markazni shakillanishida qatnashadigan aminоkislоtalar оdatda pоlipeptid zanjirning turli jоylarida jоylashgan bo’ladi. Ba’zi zanjirning qarama – qarshi uchlarida bo’lishi mumkin. Lekin pоlipeptid zanjir fazоviy jоylashganda ular bir biri bilan yaqinlashadi va faоl markazning tuzilishida qatnashadi. Qоlgan aminоkislоtalar faоl markazning fazоviy kоnfiguratsiyasini va turli funktsiоnal gruppalarning reaktsiоn qоbiliyatini tanlab beradi. Faоl markazga yaqin turgan aminоkislоtalarning qоldiqlari esa faоl markazning funktsiоnal gruppalari faоlligiga ta’sir etadi. Shuning uchun ular yordamchi guruhlar nоmini оlgan. Faоl markazdan uzоqrоq jоylashgan aminоkislоtalar ferment mоlekulasining kоnfоrmatsiyasiga ta’sir etadi va ta’minlоvchi guruhlar deyiladi. Umuman ferment tarkibiga kiruvchi aminоkislоtalardan 50% - 70% ya’ni ½ –2/3 faоl markaz faоliyatida qatnashadi.
	

	  5-rasm. Fermenlarning faоl markazini tuzilishi.


Fermentlarni ta’sir qilish meхanizmi 

Fermentlarni ta’sir qilish meхanizmi to’liq o’rganib chiqilgan emas, chunki оrganizmda fermentativ reaktsiya juda murakkab asоsan оraliq mоddalar asоsida tushuntiriladi. 

Fermentalogiyada spetsefik termin va belgilar qabul qilingan. Ferment lotin harfi E bilan belgilanadi, ferment ta’sir etuvchi modda substrat deb ataladi va S harfi bilan belgilanadi. Substratdan hosil bo’luvchi reaktsiya mahsulotlari umumiy ko’rinishda lotin alfavitining P harfi bilan belgilanadi.
Fermentlarni ta’sir qilish meхanizmining amalga oshishi haqida juda ko’p  ilmiy ishlar qilinib kelinmоqda. Tekshirishlar shuni ko’rsatadiki substrat (Ѕ) avval fermentlarni (E) faоl markazi bilan birikadi. Fermentativ katalizda ferment substrat – [EЅ] kоmpleksi hоsil bo’ladi.Mexanizmda hosil bo’lgan kоmpleks ma’lum darajada o’zgarib E →P ga parchalanadi. Bu sоhada Miхaels va Mentenlar ish оlib bоrib, 1913-yilda fermentlar ta’sir etish mexanizmini yaratishdi. Ular fermentativ kataliz bоrishini quyidagi оddiy tenglama asоsida tushuntirganlar.  

Fermentlarni Miхaels va Menten bo’yicha ta’sir qilish meхanizmining sxematik ta’sviri quyidagicha:
           Bu yerda:       E – ferment         Ѕ – substrat         P – mahsulоt

FERMENT AKTIVLIGIGA MUHITDAGI VODOROD IONLARI KONSENTRATSIYASINING TA`SIRI. 

Ishdan maqsad: Muhit pH ko`rsatkichining fermentlar aktivligiga ta’sirini laboratoriya tajribalari asosida o`rganish.

Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, natriy gidrofosfatning 0,2 m eritmasi, limon kislotaning 0,1 m eritmasi, 100 marta suyultirilgan so`lak, 0,5 % li kraxmalning 1 % li natriy xloriddagi eritmasi, 0,1 % li yod eritmasi. 

Ferment aktivligiga ta’sir etuvchi muhim omillardan biri vodorod ionlari qonsentrasiyasi hisoblanadi. Ko`pchilik fermentlar ma’lum pH intervalida yuqori aktivlikka ega bo`ladi. Mana shu muhitning  pH qiymati fermentning pH optimumi deb ataladi. Ferment aktivligining pH ga  bog`liqligi birinchidan, ferment aktiv markazidagi substrat bilan bog`lanishda ishtirok etadigan, ionlanadigan gruppalarning, ikkinchidan, substrat molekulosining ferment bilan bog`lanishiga aloqador funksional gruppalarning, uchinchidan, ferment molekulosining katalitik ta’siriga bog`liq bo`lgan funksional gruppalarning dissosialanish qonstantalari va nihoyat ferment molekulosining o`ziga xos va katalitik aktivligiga ta’sir qiluvchi boshqa ferment gruppalarining ionlanish darajasi muhitidan vodorod ionlari konsentratsiyasiga aloqadorligidan kelib chiqadi. 
Ishning bajarilishi. 7 ta probirkaga 14-jadvalda ko`rsatilgan miqdorda 0,2 m ikkilamchi natriy fosfat Na2HPO4 va 0,1 m limon kislota eritmasidan quyiladi. Natijada pH 5,6 dan 8,0 gacha bo`lgan buffer eritmalar tayyor bo`ladi. Har bir probirkaga 100 marta suyultirilgan so`lakdan 10 tomchidan, 0,5 % li kraxmal eritmasidan 10 tomchidan quyiladi. 

Probirkadagi suyuqlik yaxshilab aralashtirilgach, xona temperaturasida 5 minut qoldiriladi. Shu vaqt o`tgandan so`ng 4-probirkadagi (bu probirkadagi buffer aralashmaning pH qiymati amilazaning pH optimumiga to`g`ri keladi) suyuqlikdan 1 tomchi olib, yod bilan reaksiya qilib ko`riladi. Agar ko`k rang paydo bo`lsa, yana 5 minut qoldiriladi. Olingan aralashma boshqa, ya’ni qizil yoki sariq rangga bo`yalsa, hamma probirkaga 0,1 % li yod eritmasidan 1-2 tomchidan tomiziladi. Qaysi probirkada kraxmal to`la gidrolizlangan bo`lsa, shu probirkaning pH optimumiga to`g`ri keladi. 

Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Olingan ma’lumotlar daftarga yoziladi.
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LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 7

MAVZU: VITAMINLAR
Nazariy tushuncha. Vitаminlаr bu pаst mоlеkulаli mоddаlаr bo’lib, ulаr оdаm оrgаnizmidа dеyarli sintеzlаnmаydi, аmmо ulаr eng kаm miqdоrdа (0,001 yoki mikrоgrаmmdа ) fеrmеntlаr fаоliyatidа ishtirоk etib, оrgаnizmgа kuchli biоlоgik tаsir ko’rsаtаdi.Doimo oziq - оvqаt tarkibida yetarli miqdorda kiritilib turilishi kеrаk.Vitаminlаr to’liq tarjima qilinsa – “hаyot аmin“ lаri dеgаn ma’noni beradi. 1880- yildа Lunin аniqlаgаn. Vitаminlаrning аsоsiy mаnbаlаri oziq - оvqаt mаhsulоtlаri vа аyrim mikrооrgаnizmlаrdir, ulаr vitаminlаrni sintеz qilаdi, shuning uchun оdаmning vitаminlаrgа bo’lgаn ehtiyoji oziq - оvqаt hisоbigа, kеyingi vаqtlаrdа esа suniy yo’l bilаn sintеzlаnаdigаn vitаmin prеpаrаtlаri hisоbigа tа’minlаnаdi. 

Vitaminlar klassifikasiyasi va ularning unumlari
	Harflardagi  ko’rini-shi
	Kimyoviy nomi
	Kimyoviy formasi
	Fiziologik nomlanishi

	
	
	biologik nofaol
	biologik faol
	

	
	
	
	unumlari
	kofermentlar
	

	
	  Suvda eruvchan vitaminlar
	

	B1
	Tiamin
	Tiamin
	Tiamin difosfat, tiamin trifosfat
	
	Antinevrit

	B2
	Riboflavin
	Riboflavin
	
	FMH,

FMH.H2; FAD,FAD.H2
	Bo’y o’stiruvchi vitamin

	B3
	Pantoten kislotasi
	Pantotenat
	
	Pantetein-4-fosfat, KoA, defosfo-KoA
	

	B5 (PP)
	Niasin
	Nikotinamid, nikotin kislotasi
	
	NAD+, NAD.H;
NADFH2
	Antepel- largik

	B6
	Pirodoksin


	Pirodoksin,pirodoksamin,piridoksal
	
	PALF, PAMF
	Antider- matit

	B9

(Bs)
	Folasin (Fol kislotasi)
	Folasin
	
	Tetragidrofol kislota 
	Bo’y o’stiruvchi faktor

	B12
	Sianokobalamin
	Sianokobalamin, oksokobolamin, nitritkobalamin
	
	Metilkobalamindezoksiadenozilkobalamin
	Anti-              anemik

	H
	Biotin
	Biotin
	
	Karboksibiotin
	Antisebo -   riyni

	C
	Askorbin kislotasi
	Degidroaskorbin kislota
	Askorbin kislota
	
	Antisin- gotniy


Vitaminsimonlar klassifikasiyasi va ularning unumlari


	Harf-

Lardagi ko`rinishii
	Kimyoviy nomi
	Kimyoviy formasi
	Fiziologik nomlanishi

	
	
	biologik nofaol
	biologik faol
	

	
	
	
	unumlari
	Kofermentlar
	


	
	 Vitaminsimon suvda eruvchan moddalar


	

	B4
	Xolin
	Xolin
	Fosfoxolin
	
	Kapillyar- larni

mustahkamlovchi

	P
	Bioflavanoidlar
	
	Flavonlar: rutin,  kversitin;  flavanonlar: gesperidin,  katexinlar kompleksi
	
	

	B8
	Inozit
	
	Ionozit,  mezoionozit,  mioinozit,  difosfatoinozit,  idsefalin
	
	

	N
	Lipol kislotasi
	Lipol kislotasi
	
	Lipamid,  oksidlangan va qaytarilgan formasi
	

	BT
	Karnitin
	
	Karnitin, asil-karnitin
	
	

	B13
	Orotat kislota
	Orotat kislota
	Orotidin-5-fosfat
	
	Bo’y o’stiruvchi faktor

	B15
	Pangamat kislota
	
	Pangomat kislota
	
	Antioksik


	U
	S - Metelmetionin
	
	S – Metilmetionin;  metilmetioninsulfoniy
	
	Yazvaga qarshi
vitamin


Suvdа eruvchi vitаminlаr.
Mеtаbоlizmi: -  bаrchа suvdа eriydigаn vitаminlаr оddiy diffuziya yo’li bilаn ingichkа ichаkdаn so’rilаdi. To’qimаlаrdа kоfеrmеnt shаklidа o’tib, fеrmеntlаr tаrkibigа kirаdi.B vitаminlаr kоmplеksi. Suvdа eriydigаn vitаminlаr qаtоrigа B vitаminlаr kоmplеksi, C, P  vitаminlаr kirаdi. C vitаmin yoki аskоrbin kislоtа xo’l mеvа vа sаbzаvоtlаrdа аyniqsа ko’p miqdоrdа uchrаydi; u singа kаsаlligini dаvоlаydigаn yagоnа оmildir. C vitаmingа qоn tоmirlаri dеvоrining o’tkаzuvchаnligi vа mo’rtligini kаmаytirаdigаn P vitаmin — rutin yoki flаvоnlar dеb аtаlаdigаn оmil yaqin turаdi. B guruh vitаminlаr kоmplеksi turli mаhsulоtlаrdа, аyniqsа jigаr ekstrаktidа, аchitqilаrdа vа shоli kеpаgidа birgаlikdа uchrаydigаn bir qаnchа аlоhidа оmilni o’z dоirаsigа оlаdi. Bu kоmplеksgа аvvаlо, birinchi bo’lib vitаmin nоmini оlgаn, bеri-bеri kаsаlligini dаvоlаydigаn  а n е v r i n  kirаdi. U 1911 yildа Kazimir  Funk tоmоnidаn guruch kеpаgidаn аjrаtib оlingаnidа yagоnа mоddа dеb hisоblаngаn edi, lеkin tеz vаqt оrаsidа shоli kеpаgidа, jigаrdа, аchitqilаrdа оziqа yеtishmаsligidаn kеlib chiqаdigаn bоshqа kаsаlliklаrni, xususаn, pеllаgrаni dаvоlаydigаn оmil hаm kаshf etildi.  Funk bu yillаrdа mа’lum bo’lgаn vitаminlаr yеtishmаsligi bilаn bоg’liq kаsаlliklаrni аvitаminоzlаr dеb аtаdi. 
Tiаmin, B1 vitаmin – Аntipolinеvrit. Bu vitаminning tiаmin dеb аtаlishigа sаbаb uning tаrkibidа оltingugurt (yunоnchа — tiо) vа аminоguruh bоrligidаdir. Оrgаnizmdа tiаmin yetishmаsligi bеri-bеri kаsаlligi (pоlinеvrit, pеrifеrik nеrvlаrning yalliglаnishi) gа sаbаb bo’lаdi. Bu kаsаllik fаlаjlikkа, yurаk vа qоn tоmirlаri hаmdа оshqоzоn-ichаk yo’li ishining buzilishigа оlib kеlаdi, suv аlmаshinuvi hаm o’zgаrib, shish pаydо bo’lаdi.

Mаnbаi: - bоshоqli o’simliklаr kеpаgi, yirik tоrtilgаn undаn yopilgаn  nоn, аchitqilаr. Hаyvоn mаhsulоtlаridаn jigаr, buyrаk, yurаk vitаmingа bоy. 
B2 vitаmin, ribоflаvin – bo’y o’stiruvchi vitаmin. Vitаmin bа’zi mikrооrgаnizmlаrning, yosh kаlаmushlаr vа bоshqа hаyvоnlаrning o’sishi uchun zаrur. Shu sаbаbli hаm B2 аvitаminоzining аsоsiy bеlgisi o’sishning to’xtаshidir. Оdаm оrgаnizmidа bu vitаmin ichаk mikrоflоrаsi tоmоnidаn sintеzlаnib turаdi. Shuning uchun оdаmlаrdа B2 аvitаminоzini hоsil qilib bo’lmаydi. 

Mаnbаi: - o’simlik mаhsulоtlаri, аchitqilаr, dukkаklilаr vitаminlаrgа bоy mаnbаdir. Sut, pishlоq, tuxum, go’sht, jigar, buyrаk, miyadа u ko’p bo’lаdi. Kаttа оdаmlаrning kundаlik extiyoji 2 – 3 mg gа tеng.

B3 Pаntоtеn kislоtа (Pаntоtеnаt). Аchitqi vа sut аchituvchi mikrоblаrning o’sish shаrоitini o’rgаnish dаvоmidа 1933 yili shоli kеpаgidаn ulаrning o’sish оmili tоpilgаn edi. Bu оmil hаyvоn vа o’simliklаrning bаrchа to’qimаlаridа tаrqаlgаni uchun аjrаtib оlingаn mоddаgа pаntоtеnаt kislоtа yoki pаntоtеn (yunоnchа — hаmmа еrdа dеgаn mа’nоni аnglаtаdi) nоmi bеrilgаn edi. Bu оmil yеtishmаgаndа hаyvоnlаrdа hаr xil pаtоlоgik bеlgilаr: jo’jаlаrning o’sishdаn to’xtаshi, dеrmаtit, kаlаmush vа bоshqа hаyvоnlаr juni hаmdа pаtining оqаrishi, kаlаmushlаrdа buyrаk usti bеzi nеkrоzi vа qоn quyilishi, ishtаxаning yo’qоlishi, nеrv fаlаjlаri, ichki а’zоlаr kаsаlliklаrining bеlgilаri pаydо bo’lаdi. Shuning uchun bu mоddа turli nоmlаr: аntidеrmаtik fаktоr, jigаr filtrаti fаktоri, аchitqi fаktоri vа jo’jаlаrdаgi pеllаgrаgа qаrshi fаktоr kаbi nоmlаr bilаn аtаlgаn.
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	6-rasm. B guruh vitaminlarning xususiyatlari.


Mаnbаi: - Drоj, jigаr, tuxum, bаliq, sut, go’sht vа dukkаli o’simliklаr. O’simliklаrning yashil yaprоqlаridа hаm pаntоtеnаt ko’p bo’lаdi.   Kаttа оdаmlаrning kundаlik extiyoji – 10 mg.
B5 (PP) vitаmin, nikоtin kislоtа, niаtsin –Аntipеllаrgik. Nikоtinаt kislоtа 1911 yildа birinchi mаrtа Funk tоmоnidаn vitаmin tаriqаsidа аjrаtib оlingаn vа kаptаrlаrdаgi bеri-bеri kаsаlligini dаvоlаshdа uning sаmаrа bеrmаsligi ko’rsаtilgаn edi,  bu birikmа оdаmlаrdа uchrаydigаn “Pеllаgrа” vа itlаrdаgi «Qоrаtil» kаsаlliklаrini dаvоlаshini аniqlаgаch, nikоtinаt kislоtа vitаminlаr qаtоrigа qo’shildi. U pеllаgrаgа qаrshi vitаmin dеb hаm аtаlаdi. PP vitаminning yеtishmаsligi оdаmlаrdа оg’ir kаsаllik — pеllаgrаni pаydо qilаdi. Bu kаsаllikning xаrаktеrli bеlgilаri dеrmаtit, diаrеya (ich kеtish) vа оg’ir hоllаrdа dеmеntsiya (аql pаsаyishi, nеrv vа psixik buzilishlаr) dir. Uchta “D” kasalligi deb ham yuritiladi.

Pеllаgrа so’zi itаlyanchа “pеllа-аgа”-g’аdir - budir tеri mа’nоsini аnglаtаdi vа kаsаllikning eng muhim bеlgisini — dеrmаtitni eslаtаdi. Uning kеlib chiqishi yomоn оvqаtlаnish, аsоsаn, mаkkаjo’xоri unidаn tаyyorlаngаn оvqаtlаrni istе’mоl qilish bilаn bоg’liq edi. Lеkin pеllаgrа kаsаlligining sаbаbi fаqаt nikоtinаt kislоtаning yеtishmаsligidаn emаs. Bu kаsаllikni dаvоlаshdа nikоtinаt kislоtаdаn tаshqаri, tаrkibidа аminоkislоtа-triptоfаnni ko’p tutаdigаn оziq mоddаlаrning muhim аhаmiyatgа egа ekаnligi аniqlаndi. Аgаr PP-аvitаminоzigа duchоr bo’lgаn kаlаmushlаr оzig’igа triptоfаn qo’shib bеrilsа, аvitаminоzning bеlgilаri yеngillаshаdi, lеkin kаsаllik butunlаy tuzаlib kеtmаydi. Оziqаning kаlоriyasi оrtishi bilаn vitаmingа bo’lgаn extiyoj hаm ko’pаyib bоrаdi.
Mаnbаi: - go’sht mаhsulоtlаri, jigаr, sut, tuxum, kеpаklаrdа ko’p miqdоrdа bo’lаdi. Kаttа оdаmlаrning kundаlik extiyoji – 15-25 mg. Yetishmоvchiligi - Nikоtinаt kislоtа аvitаminоzi – pеllаgrа ko’pinchа’’Uchtа D’’ kаsаlligi dеb аtаlаdi, bundа uning 3 tа аsоsiy simptоmlаri: dеrmаtit, diаriyani (kuchli ich kеtishi), dеmеnsiyani (turmushdа оrtirilgаn yaqqоl аqliy zаiflik) tushunilаdi.
B6 vitаmin, piridоksin  –Аntidеrmаtit. B6 vitаminning kаshf etilishigа yosh kаlаmushlаr tаrkibidа tiаmin vа ribоflаvin bo’lgаn sun’iy оziqа bilаn bоqilgаndа hаm ulаrdа tеri kаsаlligini — dеrmаtit kеlib chiqishigа sаbаb bo’ldi. Bu dеrmаtit pеllаgrаdа uchrаydigаn tеri yallig’lаnishigа o’xshаsа hаm, nikоtinаt kislоtа bilаn dаvоlаnmаydi, аmmо оvqаtgа jigаr, аchitqi, shоli kеpаgi qo’shilsа, аnchа tеz tuzаlib kеtаdi.
Mаnbаi: - bug’dоy kеpаgi, pivо аchitqisi, аrpа, mаkkаjo’xоri, jigаr,  go’sht vа bаliq mahsulotlari. Kаttа оdаmlаrning kundаlik extiyoji – 2-3 mg.Yetishmоvchiligi:– Bоlаlаrdа MNS ning qo’zg’аlishi bilаn birgа gаmmа аminо mоy-kislоtаlаrning yеtishmоvchiligidаn sudоrgа kеlib chiqаdi.
Kаttа оdаmlаrdа – piridоksin yеtishmоvchiligi uzоq vаqt tubеrkulеzgа qаrshi prеpаrаtlаr qo’llаgаndа kеlib chiqаdi. Nаtijаdа nеrv sistеmаsi qo’zgаluvchаnligi оrtаdi.
B9 (Bc) Fоlаt kislоtа vа uning hоsilаlаri antianemik –bo’y o’stiruvchi fаktоr.  Sutni аchituvchi bа’zi bаktеriyalаrning o’sishi uchun jigаr ekstrаktidа mаvjud bo’lgаn qo’shimchа fаktоrning zаrurligi аniqlаngаn edi. Sutni аchituvchi strеptоkоkkning turli mаhsulоtlаr qo’shilgаn muhitdа o’sishini sinаsh bilаn, bu fаktоr buyrаkdа, zаmburug’lаrdа, аchitqidа, аyniqsа yashil yaprоqlаr vа ko’kаtlаrdа ko’p ekаnligi tаsdiqlаndi. 1941 yildа Vilyams bu mоddаni jigаrdаn vа shpinаt yaprоqlаridаn аjrаtib оlib, ungа fоlаt kislоtа («fоlium» yaprоq dеmаkdir) nоmini bеrdi.
 Mаnbаi: - Achitqilаr, gulkаrаm, lоviya, ismаlоq. Hаyvоn mаhsulоtlаridаn – jigаr, go’sht, tuxum sаrig’i. Kаttа оdаmlаrning kundаlik extiyoji – 400 mg. Xоmilаdоr аyollаrdа 800 mg.
Yetishmоvchiligi:– Fоlаt kislоtа vitаminоzining eng xаrаktеrli bеlgisi qоn hоsil bo’lishining buzilishi vа uning bilаn bоg’liq bo’lgаn kаmqоnlilik bеlgilаridir. Fоlаt kislоtаning оrgаnizmgа оvqаt bilаn kirishini kаmаyishi yoki so’rilishining buzilishi nаtijаsidа mеgаlоblаstik аnеmiya kеlib chiqаdi.
B12 vitаmin. Kоbаlаmin–аntiаnеmik. Ko’p vаqtlаrdаn bеri shifоkоrlаr jigаrdаn kаmqоnlikni dаvоlаsh uchun muvаffаqiyatli fоydаlаnib kеlgаnlаr. Lеkin uning dаvоlаsh tа’siri nimаgа bоg’liq ekаnligi qоrоng’u edi.1929 yildа аmеrikаlik gеmаtоlоg V. B. Kаsl kаmqоnlikni dаvоlаshdа ikkitа fаktоr ishtirоk etаdi, ulаrning 
оshqоzоn shirаsidаgi «ichki fаktоr» vа ikkinchisini оvqаt tаrkibidаgi «tаshqi fаktоr» dеgаn fikrni bаyon qildi.
Mаnа shu ikki   fаktоrlаrining qo’shilishidаn hоsil bo’lgаn mаxsus kоmplеks kаmqоnlikning dаvоsidir. U ilikdа eritrоtsitlаrning yеtilishi uchun zаrurdir. Bu fаktоrlаrdаn bittаsi yеtishmаsа hаm xаvfli kаmqоnlik yuz bеrаdi. 1948 yildа jigаr ekstrаktidаn kаmqоnlikni dаvоlаydigаn birikmа kristаll hоldа аjrаtib оlinib, ungа B12 vitаmin yoki аntiаnеmik vitаmin nоmi bеrildi. B12 vitаminini аjrаtib оlish vа uning kаmqоnlikdаgi аjоyib tа’siri o’rgаnilishi аsоsidа «ichki fаktоr» ning tаbiаti hаm аniqlаndi. 
Mаnbаi: - Mikrооrgаnizmlаr vа hаyvоn mаhsulоtlаriginа siаnоkоbаlаmin mаnbаi hisоblаnаdi. Jigаr, sut, tuxum, buyrаk аyniqsа vitаmingа bоydir. Yosh organizm uchun 0.001 mg. Kаttа оdаmlаrning kundаlik extiyoji –2-5 mg.Yetishmоvchiligi: - аvitаminоz hаvfli kаmqоnlik (pеrnitsiоz аnеmiya)  yoki АdissоnBirmеr аnеmiyasi bilаn nаmоyon bo`ladi.

C vitаmini, аskоrbin kislоtа–Аntitsingаli.                             
 Mаnbаi: - Nаmаtаk mеvаlаri, qоrа smоrоdinа,  sitrus o’simliklаri, yangi sаbzаvоtlаr, kаrtоshkа,  pоmidоrlаr vitаmingа judа bоy.
Vitаminsimоn suvdа eruvchаn mоddаlаr
B4 Xоlin –kаpilyarlаrlаrni mustаxkаmlоvchi. Xоlin lеtsitin vа bоshqа fоsfоlipidlаr tаrkibigа kirаdigаn аzоt аsоsi bo’lib, оrgаnizmdа uning bоshqа funktsiyalаri hаm bоr: u аtsеtilxоlinni hоsil qilаdi vа lаbil  (bеqаrоr) mеtil guruhlаr mаnbаi sifаtidа mоddаlаr аlmаshinuvidа ishtirоk etаdi. Xоlinning оziqа tаrkibidаgi аhаmiyati quyidаgilаrdаn mа’lum: аgаr оshqоzоn оsti bеzi kеsib tаshlаngаn itlаr diеtаsidа xоlin bo’lmаsа, ulаrning jigаridа yog’ to’plаnаdi. Xоlinning yеtishmаsligi bоshqа hаyvоnlаrdа hаm jigаrning yog’li dеgеnеrаtsiyasi vа buyrаkning gеmоrrаgik o’zgаrishlаrigа оlib kеlаdi, lеkin bu xоdisаlаrning yuz bеrishi оziqа tаrkibigа hаm bоg’liq. Аgаr оziqа tаrkibidа оqsil, аyniqsа, mеtiоnin tutuvchi оqsil ko’p bo’lsа, xоlingа bo’lgаn extiyoj to’lа qоndirilаdi.
P vitаmin, Biоflаvаnоidlаr - kаpilyarlаrni mustаhkаmligini tа’minlоvchi.  Bu vitаmin yеtishmаgаndа оdаmlаr vа dеngiz cho`chqаlаridа qоn tоmirlаri dеvоrining o’tkаzuvchаnligi оrtаdi. P vitаmin guruhigа kirаdigаn flаvоn pigmеntlаr glikоzidlаr bo’lib, ulаr оrаsidа eng zo’r fаоliyatgа egа bo’lgаni rutin (kvеrtsеtin glyukоzidi) dir. Chоy o’simligi bаrgidаn P vitаmin prеpаrаti hаm оlingаn. Uning аsоsiy tа’sir etuvchi mоddаsi kаtеxin vа gаllаt efirlаrdir. Sitrus mеvаlаri po’stidаn gеspеridin (sitrin) hаm аjrаtib оlingаn. Rutin vа gеspеridin tuzilishining аsоsini flаvоn skelеti tаshkil qilаdi.                                                                                            

B15  Pаngаmаt kislоtа –аntiаnоksik.  Pаngаmаt kislоtа 1951 yili judа ko’p o’simlik urug’lаri, shоli kеpаgi, аchitqi vа jigаrdаn аjrаtib оlingаn. Uning nоmi (yunоnchа pаn—hаmmа yеrdа, gаt—urug’) hаm urug’lаrdа kеng tаrqаlgаn dеgаn mа’nоni ifоdаlаydi. Оdаmlаrdа bu vitаmin yеtishmаslik bеlgilаri mа’lum bo’lmаsа hаm, kаsаlxоnаdа uning prеpаrаtlаri jigаr, buyrаk, qon-tоmir kаsаlliklаridа, miya qоn tоmirlаrining skеlеrоgik o’zgаrishlаridа qo’llаnilаdi.
Yog’da eriydigan vitaminlar metabolizmi va biologik funktsiyasi.
Vitаmin D Kаltsifеrоl –аntirаxitik.
Manbai: Vitаmin D аsosаn bаliq jigаridа, bаliqni o’zidа (lоsоsdа), yog’dа, sut vа sut mаhsulоtlаridа, tuxumdа ko’p miqdоrdа bo’lаdi. Bir sutkаlik miqdоri nоrmаdа bоlаlаrdа 12-25 mkg.(500-1000 MЕ) kаttа оdаmlаrdа 10 mаrtа kаm tаlаb qilinаdi.

Vitаmin D -  Ergоkаltsifеrоl D2, kоlikаltsifеrоl D3 ko’rinishidа bo’lаdi. Vitаmin D to’qimаdа to’plаnmаydi fаqаt istеsnо tаriqаsidа yog’ to’qimаsidа to’plаnаdi. Qоndаgi vitаmin D buyrаkgа  o’tаdi, u еrdа оqsilni plаzmаsi bilаn bоg’lаnib, 1,25-digidrоksikаltsеfеrоlgа eng faol fоrmаgа аylаnаdi.
Yetishmоvchiligi.  Vitаmin D yеtishmаgаndа bоlаlаrdа rаxit kаsаligi kеlib chiqаdi, bоlаlаr аvitаminоzi.Оdаtdа kаttаlаrdа vitаmin D  yеtishmоvchiligi  kuzаtilmаydi. Аgаr quyosh nuri yеtishmаsа, vitаmin D ni qаbul qilish buyurilаdi.
Vitаmin А  Rеtinоl  –аntiksеrоftаlmik.
Manbai: Vitаmin А аsоsаn hаyvоn mаhsulоtlаridа bo’lаdi. Jigаr, bаliq jigаri, moyi  vitаmin А gа bоy. Undаn tаshqаri tuxum sаrig’idа, sut, sаbzi, qizilchа vа pоmidоrdа hаm mаvjud. Vitаmin А ning sutkаlik miqdоri 1.5 mg  (500 MЕ) ni tаshkil etаdi. 

Biоlоgik funksiyasi. 

 1.Nоrmаl bo’y vа оrgаnizm rivоjlаnishi uchun hujаyrаlаrni diffеrеntsiyalаydi  (yosh оrgаnizm,embriоn).  

 2.Hujаyrа vа to’qimаlаr bo’linishini rеgulyatsiya qilаdi. 

 3.Ko’rish qоbilyatini fоtоkimyoviy аktidа ishtirоk etаdi. 
 
Qo’llаnilishi vа fоydаsi. Vitаmin А gipоvitаminоzni dаvоlаshdа, ko’rish qоbilyatini yaxshilаsh uchun, bоlаlаrdа bo’y o’stirish mаqsаdidа, bеpushtlikdа prоfilаktikа uchun qo’llаnilаdi. Undаn tаshqаri rеgеnеrаtsiya jаrаyonini tеzlаtishdа, to’qimаlаrni tеz tiklаnishidа vа bоshqа mаqsаdlаrdа ichishgа buyurilаdi.
Vitаmin K  Nаftixinоn –аntigеmоrrоgik.

Manbai: Vitаmin K аsоsаn sаbzаvоt va ildiz mevalarda, karam, qizil sabzi va shpinatda, hаyvоn mаhsulоtlаridаn jigаrdа  ko’p uchrаydi. Vitаmin K ni sutkаlik miqdori 2 mg. Yosh organizm uchun 5 barobar ko’p.
Yetishmоvchiligi. Vitаmin K yеtishmаgаndа qоn suyulishi, shikаstlаngаndа qоn оqishini  tеzlаshishi, ichаk mikrоflоrаsini buzilishi, jigаrdа vitаmin K ni hоsil bo’lishi kаmаyadi,  prеprоtrоmbinni trоmbingа аylаnishi hаm kаmаyadi.
Vitаmin Е  Tоkоfеrоl –аntisteril 

Manbai: Vitаmin Е аsаsаn o’simlik yog’lаridа: kungаbоqаr yog’i, mаkkаjo’xоri, pаxtа, zаytun mоylаridа ko’p bo’lаdi. Lеkin  hаyvоn mаhsulоtlаri, sut mаhsulоtlаridа judа hаm оz miqdоrdа bo’lаdi. 

Kаttа оdаmlаr uchun vitаmin Е ni sutkаlik miqdоri 20-50 mg. 

     Yetishmоvchiligi. Gipоvitаminоz Е оdаmdа dеyarli kuzаtilmаydi fаqаt bа’zi muddatidаn оldin tug’ilgаn chаqаlоqlаrdа gipоvitаminоz gеmоlitik аnеmiya ko’rinishidа kuzаtilаdi. Gipоvitаminоz Е dа to’qimа mеmbrаnаsi pоtоlоgiyasi kuzаtilаdi, bundа jigаr nеkrоzi, miyani yumshаb qоlishi, xоmilаdоrlikdа xоmilаni nоrmаsi buziladi. 

Qo’llаnilishi. Jigаr kаsаlliklаridа, xоmilаdоrlikdа prоfilаktikа mаqsаdidа buyurilаdi.
A VITAMINIGA XOS SIFAT REAKSIYALARI.

Ishdan maqsad: Vitaminlarga xos sifat reaksiyalarini tajribalar asosida o`rganish, bilim va ko`nikmalarni mustahkamlash.

Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, baliq moyi, surma(III)-xloridning xloroformdagi to`yingan eritmasi, sirka angidrid, xloroform, kontsentrlangan sulfat kislota, A vitaminining xloroformdagi 0,05%li eritmasi, temir(II)-sulfatning sirka kislotadagi to`yingan eritmasi.

1- tajriba: Surma (III)- xlorid bilan qilinadigan reaksiya.
Quruq probirkaga 2-3 tomchi baliq moyi tomizib, 4-5 tomchi surma(III)-xloridning xloroformdagi to`yingan eritmasidan qo`shiladi.Aralashma ko`k rangga bo`yaladi, sekin-asta pushti binafsha rangga o`tadi. Agar probirka nam bo`lsa, suvni yo`qotish uchun 1-2 tomchi sirka angidrid qo`shish mumkin.

2-  tajriba: Sulfat kislota bilan qilinadigan reaksiya.
1 tomchi baliq moyi 4-5 tomchi xloroformda eritiladi va 1 tomchi kontsentrlangan sulfat kislota tomiziladi. Aralashma ko`k rangga kirib tezda qoramtir-qizil rangga o`tadi.
Bu reaksiya kontsentrlangan sulfat kislota A vitamindan suv tortib olish hisobiga turli xil rangli modda xosil qilishga asoslangan.


3-tajriba: Temir(II)-sulfat bilan qilinadigan reaksiya.
1-2 tomchi toza baliq moyi yoki A vitaminining 0,05%li xloroformdagi eritmasidan olib, 5-10 tomchi FeSO4 ning muz-sirka  kislotadagi to`yingan eritmasidan tomiziladi,unga 1-2 tomchi konsentrlangan sulfat kislota qo`shiladi. Aralashma ko`k rangga kirib,asta-sekin pushti-qizil rangga o`tadi. Karotinlar bu reaksiyada yashil rang beradi.
D VA E GURUH VITAMINLARIGA XOS SIFAT REAKSIYALARI.

Ishdan maqsad: D va E guruh vitaminlariga xos sifat reaksiyalari tajribalarini o`rganish va bilimlarni oshirish.

Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, baliq moyi, bromning xloroformdagi eritmasi, 1:60 nisbatdagi anilin reaktivi.


1-tajriba: Kaltsiyferolga bromxloroform bilan qilinadigan reaksiya.


Ishning bajarilishi: a) quruq probirkaga 2-3 tomchi baliq moyi va 3-4 tomchi bromning xloroformdagi (1:60) eritmasi qo`shiladi. Suyuqlik yashil havo rang tusga kiradi.


2- tajriba: Quruq probirkaga 1 tomchi baliq moyi va 5 tomchi xloroform quyib, aralashtirib turgan holda 1 tomchi aniline reaktividan (15 qism anilin+1 qism konsentrlangan HCI ) tomizib, qizdiriladi.Hosil bo`lgan sariq emulsiya qizil rangga kiradi. 


E vitaminga hos sifat reaksiyalar.

Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, shisha tayoqcha, α-tokoferolning spirtdagi 0,1%li eritmasi, temir(III)-xloridning 1%li eritmasi, konsentrlangan nitrat kislota.


1- tajriba: temir(III)-xlorid bilan qilinadigan reaksiya.


Ishning bajarilishi: Quruq probirkaga 4-5 tomchi α- tokoferolning 0,1%li spirtli eritmasidan quyib, 0,5 ml 1%li temir(III)-xlorid eritmasidan qo`shiladi va yaxshilab aralashtiriladi. Aralashma qizil rangga kiradi.Bu vaqtda tokoferol temir(III)-xlorid ta`sirida oksidlanib, qizil rangli tokoferilxinonga aylanadi.


2- tajriba: Kontsentrlangan nitrat kislota bilan qilinadigan reaksiya.

Quruq probirkaga 4-5 tomchi 0,1%liα -tokoferolning spirtli eritmasidan, 10 tomchi kontsentrlangan nitrat kislotadan quyib, probirkadagi aralashma chayqatiladi. Hosil bo`lgan emulsiya asta-sekin ikki qatlamga ajraladi:yuqori-moysimon qavat qizil rangga kiradi. Bu reaksiya mexanizmi ham yuqridagiga o`xshash tokoferilxinon hosil bo`lishiga asoslangan. Xuddi shu reaksiya asosida E vitaminni miqdoriy jihatdan aniqlash mumkin.

B1 , B2 , PP  GURUH VITAMINLARIGA XOS REAKSIYALAR.

Ishdan maqsad: Tajribalar asosida B1 , B2 , PP guruh vitaminlarida bo`ladigan o`zgarishlarni o`rganish.  

Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, sulfat kislotaning 1%li eritmasi, natriy nitritning 5% li eritmasi, tiamin kukuni, natriy gidrokorbanatning 10%li eritmasi, tiaminning 5%li eritmasi, kaliy gidroksidning 10%li eritmasi, qizil qon tuzining 5%li eritmasi.

1- tajriba: B1 vitaminiga xos diazo reaksiya.

Tiamin ishqoriy muhitda diazoreaktiv bilan to`q-sariq rangli murakkab kompleks birikma hosil qiladi.

Ishning bajarilishi: Probirkaga 1%li sulfat kislotadan 5 tomchi va 5%li natriy nitrid eritmasidan 5 tomchi tomizib, ozgina tiamin kukunidan sepiladi. Shundan keyin probirka devoir bo`ylab 10%li natriy gidrokorbanat(NaHCO3) eritmasidan 5-7 tomchi tomiziladi. Ikki qavat suyuqlik chegarasida to`q sariq halqa paydo bo`ladi.

2-tajriba: B1 vitaminni tioxromgacha oksidlash reaksiyasi.

B1 vitamin ishqoriy muhitda qizil qon tuzi ta`sirida oksidlanib, sariq pigment-tioxromga aylanadi.

Ishning bajarilishi: 5%li tiamin eritmasining 2-3 tomchisini (yoki 1-2 mg kukunini) 10%li o`yuvchi kaliyning 5-10 tomchi eritmasi bilan aralashtirib, uning ustiga 5%li qizil qon tuzi K3[Fe(CN6] dan 1-2 tomchi tomiziladi. Aralashma qizdirilganda tiaminning tioxromga oksidlanishi hisobiga sariq rangga kiradi. Ishqoriy eritmada ultrabinafsha nur bilan nurlantirilganda ravshan ko`k fluorestsensiyaga ega bo`ladi.

B2 vitaminning qaytarilish reaksiyasi.


Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, riboflavinning 0,025%li eritmasi, konsentrlangan xlorid kislota, ruxmetali.

Riboflavin eritmasi bilan konsentrlangan HCI aralashmasiga ozgina rux metali tashlansa, birdaniga vodorod ajrala boshlaydi. Sariq rangli eritma qizarib(rodoflavin), so`ngra rangsiz leykoflavinga aylanadi.

Ishning bajarilishi: Riboflavinning suvdagi 0,25%li aralashmasidan probirkaga10 tomchi quyib, ustiga 5 tomchi konsentrlangan HCI va rux metalining mayda donachalari solinadi. Ajralayotgan vodorod riboflavin bilan reaksiyaga kirishadi, bunda eritmaning rangi sariq, qizil, pushti rangga o`tib, nihoyat rangsizlanadi.

PP vitaminga xos sifat reaksiya.

Kerakli asbob va reaktivlar: shtativ, probirkalar, pipetkalar, gaz gorelkasi yoki spirt lampa, nikotin kislota, sirka kislotaning 10%li eritmasi, mis atsetstning 5% li eritmasi, natriy bikarbonatning 10%li eritmasi,natriy gidrosulfatning 5%li eritmasi.


1-tajriba: Nikotin kislotaga mis atsetstning ta`siri.
Nikotin kislotaga mis atsetat eritmasi ta`sir ettirilganda nikotin kislota misli tuzining ko`k cho`kmasi hosil bo`ladi.
Ishning bajarilishi: 5-10mg nikotin kislota 10-20 tomchi 10%li sirka kislotada qizdirish yo`li bilan eritiladi.Qaynash darajasiga yetgan eritmaga teng miqdorda 5%li mis atsetat eritmasi qo`shiladi. Havo rang tusli suyuqlik loyqalanadi, bir ozdan so`ng ko`k rangli cho`kma tushadi.

1-tajriba: PP vitaminiga natriy gidrosulfit ta`siri.

PP vitamini natriy gidrosulfit bilan qaytarilib, sariq rang hosil qiladi.


Ishning bajarilishi: Probirkaga 10-15mg PP vitamin solib, 10%li natriy bikarbonat eritmasidan 15 tomchi quyib, aralashtiriladi, uning ustiga yangi tayyorlangan 5%li natriy gidrosulfitdan 15 tomchi qo`shiladi.Syuqlik sariq rangga kiradi.
Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: Olingan ma’lumotlar daftarga yoziladi.

Xulosa:_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
LABORATORIYA MASHG‘ULOTI № 8
MAVZU:  HAYVON VA O‘SIMLIKLAR TO`QIMASIDAN GOMOGENAT TAYYORLASH.
Ishdan maqsad: DNK ni hayvon to`qimasidan ajratib olish va tozalashni laboratoriya tajribalari asosida o`rganish. 

Kerakli asbob va reaktivlar: gomogenizator, 370 S li termostat, texnik tarozi, 50 va 500 ml li o`lchov silindrlari, laboratoriya sentrifugasi, 20 va 50 ml li shprits, 50; 200; 500 ml li stakanlar, shisha tayoqcha, tuzli eritma (tarkibi: 0,15 m natriy sitrat, 0,01 m EDTA), xloroform, izoamil spirt, etil spirt, perxlorat kislotaning 57% li eritmasi, etil efir, NaOH ning 0,5 n eritmasi, qonning 1 n va 5 n eritmalari, dodesilsulfatning 20 % li eritmasi, NaCl ning 5 M eritmasi, muskul yoki jigar. 

Dezoksiribonuklein kislota (DNK) o`simlik, hayvon va mikroorganizmlar xujayralarida asosan yadroda, juda oz miqdorda, sitoplazmada oqsil bilan bog`langan holatda bo`ladi. DNK ni ajratib olish uchun, uni oqsildan ajratish, turli biologik membranalardan tozalash zarur. 

Ishning bajarilishi.20 g hayvon to`qimasi (jigar, bo`qoq bezi) 100 ml tuz eritmasi bilan shisha gomogenizatorda maydalanadi. Olingan gomogenatga oxirgi konsentrasiyasi 2 % bo`lguncha 20 % li desilsufat (10-12 ml) qo`shiladi va 370 C li termostatga yarim soat qo`yiladi. Hosil bo`lgan yopishqoq eritmaga nukleoprotinlarni dissosiyalash uchun oxirgi konsentratsiyasi 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 sentrifuga probirkalariga quyilib, 30 minut 2500 ayl/min tezlikda sentrifugalanadi. Bu vaqtda sentrifugat 3 ta fraksiyaga bo`linadi: yuqori qavatda nuklein kislotalar, o`rta qavatda oqsillar, eng pastki qavatda – xloroformli fraksiyada lipidlar va organik erituvchida eriydigan boshqa komponentlar qoladi.Shprits yordamida yuqorigi fraksiya 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 aylanashiga 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`tqaziladi. 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 ni ajratish uchun 10-15 mg quruq nuklein kislota preparati 5 ml 0,5 n NaOH da eritilib, 37 0C li termostatga 18 soat qo`yiladi. Eritma sovitiladi va 57 % li perxlorat kislota (HClO4) yordamida neytrallanadi, so`ngra HClO4 qonsentrasiyasi 2 % ga yetguncha kislota qo`shish davom ettiriladi. Hosil bo`lgan DNK cho`kmasi sovitgichli sentrifugada 10 minut 3000 ayl/min (3000g) tezlikda sentrifugalash 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 sentrifugalash yo`li bilan ajratib olinadi, so`ngra DNK cho`kmasi havoda quritiladi.

ACHITQIDAN  NUKLEOPROTEINLARNI  AJRATIB  OLISH  VA GIDROLIZLASH.

Ishdan maqsad: Achitqidan nukleoproteinlarni ajratib olish va gidrolizlash usullarini tajribalar asosida talabalarga o`rgatish laboratoriya tajribalari asosida ko`nikmalarini shakllantirish.

Kerali asbob va reaktivlar: chinni hovoncha, pipetka, laboratoriya sentrifugasi, sentrifuga tarozisi, shisha nay yoki qaytar sovitgich, gaz gorelka yoki spirt lampa, sentrifuga probirkalari, oddiy ximiyaviy probirkalar, efir (dietil efir), 5 % li sirka kislota, H2SO4 ning 10 % li eritmasi, NaOH ning 0,4; 10; 30 % li eritmalari, CuSO4 ning 1; 7 % li eritmasi, konsentrlangan ammiak eritmasi, molibden reaktivi, toza qum, quritilgan achitqi. 

Nukleoproteinlarning ximiyaviy tarkibidan o`rganish uchun qulay obyekt achitqi xujayralari hisoblanadi. Quruq achitqi massasi yoki undan ajratib olingan nukleopeptidlarga, purin va pirmidin asoslariga uglevod komponentiga va fosfat kislotaga parchalanadi. Gidroliz mahsulotlarini spesifik sifat raksiyalar  yordamida aniqlash mumkin. Nukleoproteinlar quyidagicha parchalanadi: 
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	7-rasm. Nukleoproteinlar tarkibiy qismlari.


Polipeptidlar biuret reaksiyasi yordamida aniqlanadi. Purin asoslarini kumush oksidining ammiakli eritmasi, uglerodlarni Trommer va Felning reaktivlari,  fosfat kislotani esa ammoniy molibdat yordamida aniqlash mumkin. 

Ishning bajarilishi.1.bosqich. 

1. Achitqidan nukleoproteinlarni ajratib olish. 

Chinni hovonchaga 1 g achitqi solib, uning ustiga tomchi efir, 4-5 tomchi suv tomizladi 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 sentrifuga probirkasiga solinadi, ikkinchi shunday probirkaga suv quyib, sentrifuga tarozisida tenglashtiriladi va 10 minut sentrifugalanadi. Sentrifugat pipetka yordamida  toza hovonchaga o`tkaziladi va shisha tayoqcha yordamida, aralashtirib turgan holda 5 % li sirka kislota eritmasidan 1,5 ,l quyiladi. Bunda nukleoprotein cho`kmasi hosil bo`ladi. Hovonchadagi aralashma pipetka yordamida sentrifuga probirkasiga o`tqaziladi va 10 minut sentrifugalanadi. Sentrifugat 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 quyiladi. Probirka og`zi sovitgich sifatida uzun rezina nay (25-30 sm) o`tqazilgan 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 polipetidlar, purin asoslariga, riboza va fosfat kislotaga xos quyidagi reaksiyalar qilib ko`riladi: 

a) polipeptidlarga xos Biuret reaksiya. 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 pushti-binafsha rangga bo`yaladi. 

b) purin asoslariga xos kumush bilan qilinadigan reaksiya. 10 tomchi gidrolizatdan olib, uni konsentrlangan ammiakning 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 reaksiyasi. 5 tomchi gidrolizat olib, unga 30 % li NaOH 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 reaksiya. 20 tomchi molibden reaktiviga 2-3 tomchi gidrolizat qo`shib, bir necha minut qizdiriladi. Agar gidrolizatga fosfat kislota bo`lsa, suyuqlik limon sarig`i rangiga kiradi. Sovitilganda sariq kristall cho`kma paydo bo`ladi.


Ishni rasmiylashtirishga doir tavsiyalar: ish natijalari mashg‘ulot daftariga yoziladi.
Xulosa:_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
ILOVA.
LABORATORIYA ISHLARIDA ENG KO`P ISHLATILADIGAN
                    REAKTIVLARNI    TAYYORLASH    USULLARI

Ortsin reaktivini tayyorlash uchun 0,2 g ortsin 100 ml 30 % li xlorid kislotada eritilib, uning ustiga 0,1 g temir (III)-xlorid kristali qo`shiladn. Eritma rangli sklyankada saqlanishq kerak.

Selivanov reaktivini tayyorlash uchun 0,05 g rezortstin ikki marta suyultirilgan 100 ml xlorid kislotada eritiladi.

Difenilamin eritmasini tayyorlash uchun 70° li spirtda ikki marta qayta kristallangan 1 g difenilamin, 2,75 ml qontsentrlangan sulfat kislota va 100 ml muz-sirka kislotada eritiladi.

Nilander reaktivini tayyorlash uchun 2 g vismut nitratning asos​li tuzi va 4 g segnet tuzi 100 ml 10% li NaOH eritmasida, qaynayotgan suv hammomida qizdirish yo`li bilan eritiladi. So`ngra sovitib filtrlanadi.

Feling suyuqligi ikkita eritmadan tayyorlanadi. l) 34,6 g Cu SO4 5H20 500 ml suvda eritiladi; 2) 172 g segnet tuzi va 70 g NaOH 500 ml suvda eritilib, alohida saqlanadi. Foydalanishdan avval teng hajmda aralashtiriladi.

Barfed reaktivini tayyorlash uchun 13,3 g mis atsetat 100 ml dis​tillangan suvda eritiladi. Eritma filtrlangach, 1,9 ml muz-sirka kislota qo`ishiladi. Eritma rangli idishda saqlanadi.

Lyugol eritmasini tayyorlash uchun 500ml li kolbaga 20 g kaliy yo​did va 10 g yod kristali solib, 200 ml suvda eritladi, so`ng hajmi 500 ml ga yetkaziladi.

Kumush gidroksidining ammiakli eritmasi bilan namlangan filtr qog`oz tayyorlash uchun 1 % li kumush nitrat eritmasi ustiga qontsentr​langan ammiak qo`shiladi. Bunda avval loyqa hosil bo`ladi, amiak to​mizish davom ettirilsa, cho`kma erib ketadi. Hosil bo`lgan tiniq erit​ma bilan filtr qog`oz namlanadi.

Fuksin-sulfit kislota eritmasi bilan namlangan filtr qog`oz tayyorlash uchun 1 g fuksin 200 ml distillangan suvda eritiladi. Eritma 5 minut chayqatilgach, 50° S gacha sovitiladi va filtrlanadi. Filtratga 20 ml 1 n xlorid kislota eritmasidan quyiladi. Eritma 250 S gacha sovitilgach, ustiga 1 g natriy yoki kaliy metabi-sulfit qo`shiladi. Eritma qorong`i joyda 14-24 soat qoldiriladi. So`ng ustiga 2 g aktivlangan ko`mir solib, 1 minut chayqatiladi va fil​trlanadi. Tayyor1anga eritma qorong`i joyda, 0-4° S da saqlanadi. Ish bajarilishidan oldin filtr qog`oz shu eritma bilan namlanadi.

Neytrallangan 1:1 nisbatli spirt efir aralashmasini tayyorlash uchun teng hajmdagi etil spirt bilan efir aralashtiriladi va uning ustiga 3-4 tomchi fenolftalein tomiziladi, so`ngra qonning 0,1 n spirtli eritmasi och pushti rang hosil bo`lguncha tomchilatib qo`shiladi.

Molibdatli reaktiv tayyorlash uchun 18,75 g ammoniy molibdat 250 ml distillangan suvda eritilib, uning ustiga 250 il 32 % li nitrat kislota (zichligi 1,2) qo`shiladi va cho`kma erib ketguncha chay​qatiladi.

Formalin-sulfat kislota aralashmasi tayyorlash uchun 1 ml for​malin 50 ml kontsentrlangan sulfat kislota bilan aralashtiriladi.

Biuret reaktivi tayyorlash uchun 250 ml li kolbaga 0,375 g CuSO4•5 N20 va 1,5 g segnet tuzi solib, 150 ml distillangan suvda eritiladi. To`xtovsiz aralashtirib turgan holda 75 ml 10 °/o li nat​riy gidroksid qo`shiladi va hajmi 250 ml ga yetkaziladi.

Folin reaktivi tayyorlash uchun 250 ml li yumaloq tubli kolba​ga 10 g natriy volframat, 2,5 g natriy molibdat solib, ustiga 70 ml distillangan suv qo`shib, yaxshilab chayqatiladi. Aralashma ustiga 5 ml 85% li fosfat kislota va 10 ml kontsentrlangan xlorid kislota qo`shib, shlifli qaytar sovitgich o`rnatib, 10 soat qaynati​ladi. Shudan so`ng 15 g litiy sulfat, 5 ml distillangan suv va 1 tomchi brom qo`shiladi. Eritma sovitilgach hajmi 100 ml ga yetkazi​ladi va kislotaliligi 1 n ga yetguncha suyultiriladi.

Mis fosfat suspenziya tayyorlash uchun 1 hajm mis (II)-xlorid (1 litrda 27,3 g CuCl2), ikki hajm natriy fosfat (1 litrda 68,5 g Na3P04 • 12 H2O yoki 64,5 g Na2 HPO4 • 12 H2O 500 ml suvda eritilib, qaynatish yo`li bilan CO2 yo`qotiladi) va ikki hajm borat buferi (28,6 g bura 750 ml suvda eritilib, ustiga 50 ml 1 n HC1 qo`shila​di va hajmi 1 l ga yetkaziladi, pH 8,8) qo`shiladi. Suspenziya faqat ish oldidan kerakli hajmda tayyorlanadi.

«Nadi» eritmasi tayyorlash uchun teng miqdorda 
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 naftolning 1 % spirtdagi eritmasi, 1% li dimetilparafenilendiamin va 1,5 % li natriy karbonat eritmasi aralashtiriladi. Reaktiv tez o`zgargan​ligi uchun har bir ishga yangi eritma tayyororlanadi.

Aspartattransaminazaga substrat aralashma tayyorlash uchun 1,33 g aspartat kislota, 0,073 g 
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-ketoglutarat kislota, 0,4 g suvsiz NaHP04 va 0,07 g KH2PO4, 50 ml li o`lchov kolbaga solinadi, usti​ga 4,4 ml 10 % li NaOH qo`yib, hajmi 50 ml ga yetkaziladi, shun​dan so`ng 0,2 ml xloroform qo`shiladi.

Anilintsitrat tayyorlash uchun 0,5 g limon kislota 5 ml suvda eritilib, unga 5 ml anilin aralashtiriladi. Tayyorlangan aralashma rangli shisha idishda saqlanadi.

Alaninamionotransferazaga substrat eritma tayyorlash uchun 50 ml li o`lchov kolbasiga 0,89 ml DL-alanin,0,073 g 
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-ketoglutarat kislota, 0,4 g Na2HP04 va 0,07 g KH2P04 solinadi va aralashma ustiga 5-8 ml suv, 0,4 ml 10 % li NaOH eritmasidan qo`yib, hajmi 50 ml ga yetka​ziladi, so`ngra 0,2 ml xloroform qo`shib, muzlatilgan holatda saqlanadi.

Fruktozo-l,6-difosfatning 0,005 M eritmasini tayyorlash uchun 250 mg fruktozodifosfatning bariyli tuzi 70 ml suvda eritilib, ustiga 410 mg gidrazinxlarid qo`shiladi va natriy gidroksid erit​masi yordamida pH 8,2 ga keltiriladi, so`ngra eritmaning hajmi 100 ml ga yetkaziladi.

Medinal-atsetatli bufer (pH-7,4) tayyorlash uchun 9,714 g natriy atsetat va 14,714 g medinal 500 ml suvda eritiladi.

Glyukozofosfat izomeraza uchun substrat bufer aralashma quyida​gicha tayyorlanadi:8,33 ml glyukozo-6-fosfatning natriyli tuzi (0,03 m) 25 ml medinal atsetat buferi (pH-7,4) bilan aralashtiriladi, ara​lasha ustiga 25 ml 0,1 n HC1 eritmasi qo`shib, hajmi 100 ml ga yetkaziladi. Eritma sovuq joyda saqlanishi kerak.

Anilin reaktivi tayyorlash uchui 15 qism anilin 1 qism kontsen​trlangan HC1 bilan aralashtiriladi.

Fol reaktivi tayyorlash uchun teng hajmda 5°/o li qo`rg`oshin atsetat bllan 30 % li natriy gidroksid aralashtiriladi.

Nitrit molibdenli reaktiv quyidagicha tayyorlanadi: 10 g natriy nitrit shuncha miqdordagi natriy molibdat bilan aralashtirilib, 100 ml distillangan suvda eritiladi.

Adrenalinning standart eritmasini tayyorlash uchun 25 ml li o`l​chov kolbasiga 1 ml adrenalin eritmasidan quyib, hajmi 25 ml ga yetkaziladi. Bunday eritmannng 1 ml da 0,04 mg adrenalin bo`ladi.

Diazoreaktiv ikkita reaktiv (A, B) ni o`zaro aralashtirishdan hosil bo`ladi. 1,9 ml kontsentrlangan xlorid kislotada 0,9 g sul​fanil kislota eritilib, hajmi suv bilan 100 ml ga yetkaziladi. Bu eritmani shartli ravishda A reaktiv deb olamiz. B-reaktiv esa 5°/o li natriy nitrit eritmasidir. Foydalanishidan oldin har ikkala eritma muz yordamida sovitiladi, so`ng 1,5 ml sulfanil kislotaga 15 ml natriy nitrit qo`shiladi, 5 minutdan so`ng yana 60 ml natriy nitrit qo`shib, 1 minutdan so`ng hajmi 500 mg ga yetkaziladi.

Eyqonogen eritmasi tayyorlash uchun - 0,25 g eyqonogen, 15 g natriy gidrosulfit va 0,5 g natriy sulfat 170 ml distillangan suvda eritiladi. Agar eritmada loyqa hosil bo`lsa, 0,25 qayta kristallangan eykonogen qo`shib, hajmi 100 ml ga yetkaziladi va 90° C gacha qizdiriladi. Agar eritmada yana loyqa qolsa, eritma isitiladi va filtrlanadi. Eritma foydalanishdan oldin 5 marta suyultiriladi.

Qizil qon tuzining 0,005 n eritmasini tayyorlash uchun - 1,65 g K3[Fe(CN)6] va 10,6 g suvsiz Na2CO3 1 l li o`lchov kolbasiga eri​tiladi va hajmi 1 l ga yetkaziladi.

Glyukozaning standart eritmasini tayyorlash uchun benzoy kislotaning to`yingan eritmasining har 100 ml da 5; 10; 20 g glyukoza eritiladi.

Glyukoza miqdorini enzinmatik aniqlash uchun ish eritma quyida​gicha tayyorlanadi: 70-80 ml 0,25 n atsetat buferiga (pH 4,8) 2 mg glyukozooksidaza preparati va 1% li quruq paroksidaza kristali qo`shiladi. Aralashmaga 1 ml 1% li o-toluidin qo`shib, hajmi atse​tat buferi bilan 100 ml ga yetkaziladi. Reaktiv foydalanishdan 1-2 soat oldin tayyorlanishi kerak. Bu eritmani qoramtir rangli shisha idishda, sovuq joyda (0-4° C) 1-1,5 oy saqlash mumkin.

Antron reaktivi tayyorlash uchun 100 ml 65 % li sulfat kislota eritmasiga 1 g tiomochevina va 50 mg antron qo`shib, suv hammo​mida 80-90° C gacha qizdiriladi. Tayyorlangan eritma sovitiladi va zich berkiladigan qoramtir shisha idishda, sovuq  joyda (0-4° C) saqlanadi.

2,4-dinitrofenilgidrazinning 0,1 % li eritmasi quyidagicha tayyorlanadi: 100 mg 2,4 -dinitrofenilgidrazinga asta-sekin 1:4 nisbatda suyultirilgan xlorid kislotadan 100 ml qo`shib eritiladi va eritma filtrlanadi.

Suvga to`yintirilgan toluol olish uchun teng hajmda distillan​gan suv bilan haydalgan toluol aralashtirilib, yaxshilab chayqatila​di. So`ng ajratkich voronkada eritmaning ustki qismi olinib, ish uchun foydalaniladi.

Dishe reaktivi tayyorlash uchun 1 gramm difenilamin 100 ml muz-sirka kislotada eritilib, uning ustiga 2,7 ml qontsentrlangan  H2  qo`shiladi.

Tris-atsetat buferi (pH-7,8) tayyorlash uchun 0,12 mol tris, 0,06 mol natriy atsetat, 0,003 mol EDTA ning natriyli tuzi distillangan suvda eritiladi va muz-sirka kislota yordamida  (26 ml)
pH-7,8 ta, eritmaning umumiy hajmi esa 11ml ga etkaziladi.

DNK –azaning standart eritmasini tayyorlash uchun 5 mg oshqozon osti bezining DNK-aza fermenti 1 l atsetat buferida eritiladi. Tay​yorlangan eritmadan 1 ml olib, 50 ml gacha shu buferda suyultiriladi. Tayyor bo`lgan eritma tarkibida 100 ng/ml DNK-aza bo`ladi.

Urat kislotaning standart eritmasi quyidagicha tayyorlanadi: 0,2 g yaxshi quritilgan urat kislotaga 0,2-0,5 g Na2CO3, 25 ml distillangan suv qo`shib, aralashma eriguncha 50°-60° C da qizdi​riladi va hajmi 1 litrga yetkaziladi.

Allantoinning standart eritmasini tayyorlash uchun 2,5 mg allan​toin 2,5 %  li trixlor sirka kislotani  atsetat buferida (pH-5,0) eri​tiladi.

Sun’iy oshqozon shirasi ikki usulda tayyorlanadi: 1) 330 ml 0,1 n HC1 bilan 156 ml, 0,2 m KH2PO4 eritmasi 514 ml suv bilai ara​lashtiriladi; 2) 21,76 g NaC1, 4,1 ml qontsentrlangan HC1, 1,2 ml qontsentrlangan sut kislota 7 g pepton 1 litr suvda eritiladi.

1% li Kazein eritmasini tayorlash uchun ma’lum miqdordagi kazein bir necha tomchi 0,1 % li natriy karbonatda bir oz qizdirish yo`li bilan eritilib, suv bilan suyultiriladi va 0,1 n HC1 yordamida neytrallanadi.

0,2 la tris-HC1 buferi (pH 8,0) tayyorlash uchun 50 ml 0,4 m tris eritma 26,8 ml 0,4 n HCl eritmasi bilap aralashtirilib, umumiy hajmi 100 ml ga yetkaziladi.

Ningidrin reaktsiyasi uchun bufer (pH-5,3-5,4) aralashma tayyor​lash uchun 270 g natriy atsetat 200 ml suvda eritilib, ustiga 50 ml haydalgan sirka kislota qo`shiladi va distillangan suv qo`shib, haj​mi 750 ml ga yetkaziladi.

Nessler reaktivi tayyorlash uchun 1 litrli o`lchov kolbaga 30 g simob (II)-yodid va 40 ml suv qo`shiladi. So`ngra 80 g NaOH 400 ml suvda eritilib, yodidli kolbaga qo`yiladi. Kolbaning o`lchov belgi​sigacha distillangan suv quyib, qorong`i joyda 3 kun qoldiriladi, shundan  keyin eritma filtrlanadi.

Temirning standart eritmasi quyidagicha tayyorlanadi: temir sim ikki marta qayta haydalgan bir necha tomchi nitrat kislota qo`shilgan xlorid kislotada eritiladi. Avval 100 ml temirli eritma tayyorla​nadi, so`ng undan ish eritmalar olinadi.

Oltingugurtning standart eritimasini tayyorlash uchun 710 mg suvsiz natriy sulfat 1 litr suvda eritiladi. Tayyor bo`lgan eritma​dan 2,5 ml olib, 200 ml gacha suyultiriladi. Bu eritmaning 1 ml da 2 mkg oltingugurt bo`ladi.

Cho`ktiruvchi reaktiv tayyorlash uchun 37,65 g limon kislota 0,5 litr bidistillangan suvda eritilib, ustiga 1,136 g Na2HP04•12 H2O va 0,6 g amidoshvarts 10 V qo`shiladi va aralashma erib ketguncha chayqatiladi. Shundan so`ng eritmaning hajmi bidistillangan suv bilan 1 litrga yetkaziladi.
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