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Значение биохимии и биохимических методов нсследопаиия в аг
рономической науке и практике особенно резко возрастает п настоя
щее время, когда на одно из первых мест поставлена задача по
вышения качества сельскохозяйственной продукции. Без знания 
основ биохимии и биохимических исследований нельзя оказывать 
влияние на формирование урожая и дать соответствующую оценку 
его качества. Биохимические методы все шире испол1.зуются в аг
рохимии, растениеводстве и в селекционной работе при выведении 
новых сортов.

При составлении настоящего пособия использован опыт пре
подавания биохимии растений, а также методы научмо-исслелова- 
тельской работы, применяемые на кафедре агрономической и био
логической химии Московской сельскохозяйственной акалемин име
ни К. А. Тимирязева.
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женных в практикуме.
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l i  пособии И 1Дожет>! теоретические основы и методы определе
ния Р1ИЛИМИЫХ групп соединений в растениях, интеиснипости некото
рых npoin'ccoM (jriMciin нещсств и активности фермептоп, кптилнзн- 
руиииих н и  ироц«-гс1.1. По второе издание (первое Ш)1П1Ло в 1000 г.) 
нкл1очси1.1 11П1И.И' McnvU'i исследования растительны х белков. Заново 
ипиисмим p iiuH  'iM по оирслелепию  активности ферментов и содер- 
жпиин> MimiMiiHoM, включен новый материал по оиредслепию фос- 
фпрсолержвии1 X (осдиисиий в растениях.
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Р А З Д Е Л

АЗОТИСТЫЕ ВЕЩЕСТВА

Лзот входит в состав многих соединении, играющих 
важнейшую биологическую роль в жизни растений,— 
белков, нуклеиновых кислот, хлорофилла, алкалоидов, 
(|)осфатидов и др.

В зависимости от количества и состава этих соеди
нений в значительной степени изменяется качество уро
жая, а следовательно, и питательная ценность расти- 
гелы1ых продуктов. Кроме того, содержание отдельных 
групп азотистых соединений в различных органах расте
ний может указывать на интенсивность и направлен
ность процессов азотного обмена. Поэтому при биохи
мическом исследовании и определении качества урожая 
большинства растений часто бывает необходимо опреде- 
.'111Т1> количество и состав различных групп азотистых 
веществ.

В зависимости от поставленной задачи образцы ра- 
е ген ни анализируют с разной степенью дробности. Иыог- 
пв достаточно определить только общее содержание 
и юта или суммарное количество азота, входящего в со- 
егав белков и небелковых азотистых соединений (так 
||.'|.1ываемый белковый азот и небелковый азот). В боль- 
пптстве же случаев необходимо исследовать состав бел
ковых веществ в растительных тканях, а также содер- 
/каннс и состав отдельных групп небелковых азотистых 
|'пея1теиий. Важное значение имеет определение амино
кислотного состава белков.

В настоящее время разработаны довольно точные 
методы таких исследований. На странице 4 приведена 
cxt'M.'i количественного определения различных форм 
в юга.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕГО АЗОТА

Общее количество азота в растительных тканях ко- 
в'б.к'тся в ШИРОКИХ пределах. В свежих корнеплодах его 

1 ii iepjKiiTCB 0.1—0,2% сырого материала, в клубнях кар- 
И1|||е,'1я - - 0,3—0,5, в листьях растений — 0,3—1,0, в се-
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MiMi.'ix злаков — 1,5—3,5, в семенах бобовых культур — 
З.П 6,0%.

Принцип метода. Для определения общего азота ча
те  всего пользуются микрометодом Кьельдаля. Этот 
мсгод довольно продолжителен, но отличается от дру- 
1 ИХ наибольшей точностью, и его принимают за стан- 
алрт.

Принцип метода состоит в том, что навеску ана- 
,'|тируемого материала минерализуют в присутствии 
копцсптрированной серной кислоты, в результате чего 
мге органические вещества окисляются, а выделяющий- 
(Т1 аммиак связывается серной кислотой. Затем аммиак 
(итоияют со щелочью и по количеству выделившегося 
аммиака вычисляют количество азота в исследуемом 
ма гериале.

Ход определения. Навеску растительного материала, 
(•||'|(‘ржащую 5—10 мг азота, переносят в колбу Кьель- 
ааля емкостью 50—100 мл и приливают около 5 мл кон- 
lll•птpиpoвaннoй H2SO4 (плотность 1,84). Для ускорения 
окигапия в колбу добавляют катализатор — 0,5 г смеси 
I' SO4 : CUSO4 : Se (100:10:1). Можно использовать и 
o'lim металлический селен (0.05 г). После добавления 
иа I алпзатора содержилюе колбы нагревают до кипения 
и г'|.або кипятят до полного обесцвечивания раствора.

По окончании сжигания колбу охлаждают, добавля- 
М1Г немного воды и содержимое количественно переносят 
а мерную колбу объемом 50 или 100 мл. Раствор в кол- 
га' 'тнодят дистиллированной водой до метки.

Отгоняют аммиак в аппарате Кьельдаля. модифици- 
immiHHOM для микроопределений (рис. 1 ). Аппарат со- 
■ И1ИГ H I парообразователя, колбы Кьельдаля, холодиль- 
miK.i н приемника. До дна колбы проходит трубка с от- 
imiis' imm, несколько изогнутым вниз концом, через кото- 
||\ю п колбу вносят раствор щелочи.

Ч'1я отгона аммиака из мерной колбы берут 10 мл 
I'M imipa и переносят в колбу Кьельдаля. Затем в при- 
I чннк аппарата помещают 10 мл 2 %-ного раствопа бор- 
• ...(| кнглпты, содержащей 10 мл/л индикатора Конвея. 
||..| р(>а«тив готовят следующим образом: 20 г борной

....... растворяют в смеси 200 мл спирта и 700 мл

.. . IU н 'юбавляют 10 мл смешанного индикатора, при- 

. ....и icHHoro растворением 0,033 г бвомкрезола зеле- 
. .1.. II 0.000 г метилового красного в 100 мл абсолютно- 
. . .iiiipi.a; после смешивания раствора борной кислоты



Рнс. 1. Прибор для отгона аммиака при определе
нии азота микромстодом Кьельдаля.

С индикатором к смеси добавляют несколько капель 
0,05 н. NaOH для окраски реактива в слабо-розовый 
цвет.

После подготовки приемника в колбу Кьельдаля вно
сят 5 мл 30—40%-ной NaOH и из предварительно 
нагретого парообразователя пускают пар. Начинает вы
деляться аммиак. Он отгоняется в приемник, где погло
щается раствором борной кислоты с образованием бо
рата аммония. Отгон аммиака длится 15—20 мин.

При титровании серной кислотой вместо индикатора 
Конвея можно использовать индикатор Гроака, который 
готовят смешиванием одного объема 0,4%-ного спирто
вого раствора метилового красного с одним объемом 
0,2%-ного раствора метиленового голубого. В случае ис
пользования реактива титруют до изменения зеленой 
окраски в красно-фиолетовую.

Вычисление результатов. Каждый миллилитр точно 
0,01 и. H2SO4 связывает аммиак в количестве, соответ-
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( 1мую1цем 0,14 мг азота. Умножая число миллилитров 
С1П1 тиной H2SO4 на поправку к ее титру и на этот коэф- 
i|imuicHT, узнают, сколько азота содержалось в объеме 
/кндкости, взятом для отгона аммиака. Вычисление мож
но вести по следующей формуле:

.v= а-Г-0,14-100-100
Я-10

|де X,— содержание азота, %;
а  — количество 0,01 и. H2SO4, израсходованной 

па титрование, мл;
7 -поправка к титру 0,01 п. H2SO4;

100 — коэффициент для перевода в проценты;
I I  -  навеска абсолютно сухого вещества, мг.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВОГО АЗОТА

При определении азота, входящего в состав белко
вых веществ, белки отделяют от других азотистых сое- 
iiiii(‘imii осаждением 5%-ной трихлоруксусной кислотой.
I . 11 ем осадок минерализуют с серной кислотой и опре- 
|г,1Я1от содержание азота по Кьельдалю.

Ход определения. Навеску хорошо измельченного рас- 
1 и le . ' i i i i i o r o  материала, содержащего около 5 мг белко- 
жни азота, переносят в стакан емкостью 100 мл, добав- 
tiiinr 25 мл воды и нагревают до кипения, помешивая 

1 leK.'iHiiiiOH палочкой. При анализе материала, в котором 
мипго крахмала (семена злаков и зернобобовых куль- 
1 \||, клубни картофеля), содерлсимое стакана нагревают 
III •!() 50°С на водяной бане (при более высокой тем- 
|||'||||гуре крахмал клейстеризуется и последующее 
ф|пмр()ванис затрудняется). После кратковременного 
i i . i i p r i i a m n i  осаждают белки, для чего в стакан при по- 
Mi'iiiHBBiimi добавляют 5 мл 50%-иой трихлоруксусной 
пнг.кпы (CCI3COOH). После отстаивания в течение 30— 
1(1 мни содержимое стакана фильтруют через беззоль- 
мы11 фи.'п.тр. Стакан и осадок на фильтре промывают 
иг1 lui.'ii.KiiiMH порциями 2%-ной трихлоруксусной кисло-
II. I ,1.11 см (|)нт1.тр вместе с воронкой переносят в термо- 
<1.11 II сушат в течение 1—2 ч при температуре 50— 
(|(| i Когда бумага начнет легко отделяться от воронки, 
<|||| |ыр вместе с осадком переносят в колбу Кьельдаля,



наливают 5—7 мл концентрированной H2SO4, добавля
ют катализатор и проводят сжигание.

Отгон аммиака и расчеты ведут так же, как и при 
определении общего азота. Результаты определений 
белкового азота выражают в процентах массы сухого 
вещества.

По количеству белкового азота можно вычислить со
держание белков в растительном материале. Среднее 
содержание азота в белках составляет 16%, поэтому, 
умножая количество белкового азота на коэффициент 
6,25 (100:16=6,25), получают данные о суммарном со
держании белков в растении. Однако установлено, что 
белки отдельных сельскохозяйственных культур разли
чаются по содержанию в них азота, и поэтому коэффи
циенты пересчета азота на белок неодинаковы: по
В. Г. Конареву, для зерна пшеницы и ячменя — 5,70; 
риса — 5,95; овса и ржи — 5,83; сои — 5,71; арахиса — 
5,46; подсолнечника, льна и хлопчатника — 5,30.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕБЕЛКОВОГО АЗОТА

Содержание азота, входящего в состав небелковых 
соединений, в зрелых семенах большинства растений со
ставляет 5—15% общего азота, в листьях растений — 
10—30, а в корнеплодах и клубнях картофеля — до 50%- 
Суммарное количество небелковых азотистых соедине
ний определяют либо по разности между содержанием 
общего и белкового азота, либо минерализацией фильт
рата, остающегося после осаждения белковых веществ. 
В последнем случае белки осаждают 5%-ной трихлор- 
уксусной кислотой, как описано при определении белко
вого азота, фильтруют и фильтрат собирают в мерную 
колбу емкостью 100 мл. Раствор доводят дистиллирован
ной водой до метки, берут 50 мл фильтрата и переносят 
в колбу Кьельдаля. Туда же добавляют 3—5 мл кон
центрированной H2SO4, и содержимое очень слабо ки
пятят до полного испарения воды. После этого в колбу 
добавляют катализатор и минерализуют органическое 
вещество до полного обесцвечивания жидкости. Затем 
содержимое колбы переносят количественно в мерную 
колбу емкостью 50 мл. Для отгона аммиака берут две 
пробы по И) мл раствора, а при малом количестве не
белкового азота -- по 20 мл. Отгоняют аммиак так же, 
как и при определении общего азота.



Вычисление результатов ведут так же, как и при оп
ределении общего азота (с учетом разбавления).

О б о р у д о в а н и е  и  реа к т и вы  д л я  о п р е д е л е н и я  ф о р м  азот а: 1) при- 
|'И|| для отгона аммиака, водяная баня, колбы Кьельдаля для сжи
гания, микробюретка, стаканы, воронки, пипетки, колбы мерные на 
1(1 II 100 мл, (})ильтры беззольные;

9.) H2SO4 концентрированная, NaOH 30—40%-ный, трихлорук- 
■ VI идя кислота 50%-ная, борная кислота, спирт,_ бромкрезол зе- 
iiiiijft, метиловый красный, метиленовый голубой, селен, КгЗО,,

I 1 1 S O 4 .

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АЗОТА КОЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ 
ФЕНОЛОВЫМ МЕТОДОМ

Принцип метода (по В. Н. Кудеярову). В основу ме
тла положена фенолятгипохлоритная реакция. При 
1и.'1имодействии аммиака, фенола и гипохлорита образу- 
I'lrH индофенол голубого цвета. Развитие окраски идет в 
щелочной среде. При использовании в качестве катали- 
lampa реакции иитропруссида натрия устойчивое окра- 
шика иие наступает через 30—40 мин. Содержание азо-
1.1 определяют по интенсивности окраски на фотоэлект- 
роколориметре.

Ход определения. 10 мл раствора, содержащего от 
п,П1 до 0,10 мг азота, берут пипеткой в мерную колбу
11.1 100 мл, разбавляют водой до объема 20—30 мл и 
..гюрожно нейтрализуют 1 n.NaOH по метиловому 
I. раеиому.

К нейтрализованному раствору н е м е д л е н н о  прилива- 
|И1 in бюретки 5 мл «комбинированного реактива» и не- 
1 lui.'ii.Ko капель гипохлорита натрия.

Содержимое колбы перемешивают и оставляют в за- 
и'мшчпюм месте на 40 мин. Затем объем окрашенного 
||||гм1ора в колбе доводят до метки и колориметрируют
11.1 (|)()тоэлектроколориметре с красным светофильтром.
I |||||.1Ллел1>но проводят определение в контрольной про
се смеси применявшихся реактивов, но вместо раствора 
(ii'livr 10 мл воды.

Содержание азота определяют по калибровочному 
|||.|ф |1ку. Для построения калибровочного графика в кол- 
UI.I емкостью 50 мл берут 2, 4, 8, 10, 15 и 20 мл образ- 
ипкого раствора сернокислого аммония, содержащего 
(1.(11 мг N в 1 мл. Такой раствор готовят путем раство- 
|ieimii 2,3431 г химически чистого (NH4) 2S04 в 1 л би
тс  m.'i.'iiiponamioft воды. Из этого раствора берут 20 мл

9



и снова доводят бидистнллиросапноп подон до 1 л. 
Стандартную шкалу из образцовых растворов готовят 
подобным же образом, не исключая добавления того же 
количества метилового красного. На осповаН|ИИ фотоко- 
лориметрирования образцовых растворов строят калиб
ровочный график и по графику определяют содержащие 
азота в растворе.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) фотоэлектроколоримстр, мерные 
колбы па 100 мл, пипетка, бюретка;

2) 1 и. NaOH, метиловый красный.

« К о м б и н и р о в а н н ы й  р е а к т и в » .  18 г NaOH заливают 
в стакане 20 мл расплавленного фенола и все это рас
творяют в 200—300 мл воды. В полученной жидкости по
сле охлаждения растворяют 280 мг нитропрусснда нат
рия. Раствор из стакана переносят в мерную колбу на 
1 л и доводят водой до метки. Приготовленный реактив 
хранят в темной склянке не более месяца.

Г и п о х л о р и т  н а т р и я .  Хлор, получаемый при взаимо
действии концентрированной НС1 с КМПО4, пропускают 
в течение б ч со скоростью 2—3 пузырька в секунду че
рез 1 н. раствор NaOH. Гипохлорит хранят в темной 
склянке с притертой пробкой. Регулярно (через 1—3 ме
сяца) определяют концентрацию реактива. Для этого 
в ряд колбочек с одинаковым количеством образцового 
раствора прибавляют по 5 мл «комбинированного реак
тива», затем добавляют гипохлорит в возрастающем 
количестве капель от 1 до 15. Через 40 мин определяют 
раствор с наиболее интенсивной окраской.

УСКОРЕННЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ОБЩЕГО АЗОТА

В ряде случаев для массовых анализов, особенно при 
оценке селекционного материала, необходимо использо
вать более быстрые, чем метод Кьельдаля, способы оп
ределения содержания азота в растительных образцах. 
Наиболее точными являются модификации, разработан
ные па основе метода Кьельдаля. Один из них — метод 
ускоренного определения азота с использованием реак
тива Несслера был разработан 3. В. Чмелевой и 
С. Л. Тютеревым.

Принцип метода. Растительный материал озоляют с 
серной кислотой, для ускорения минерализации исполь-
10



ivior перекись водорода. Раствор нейтрализуют щелочью 
и окрашивают реактивом Несслера. По интенсивности 
(iK|iaCKii определяют содержание азота в исследуемом 
<К|разце.

Ход определения. На аналитических весах отвсши- 
1ЫЮТ 100 мг тонкоразмолотой муки и переносят в тер- 
мттойкую пробирку диаметром около 2 см, высотой 
',!() см и емкостью 40 мл (с точной меткой). Вместо гра- 
ауировапных термостойких пробирок можно использо- 
1ы 1ь колбы Кьельдаля емкостью 50—100 мл. Если вме- 
ск) муки для анализа используют другой растительный 
м.иериал, навеску берут с таким расчетом, чтобы в ней 
спдсржалось около 2 мг азота.

В пробирки приливают по 3 мл концентрированной 
п'рной кислоты и по 0,5 мл 30%-ной перекиси водорода 
и помещают в гнезда специального металлического бло- 
K.I, установленного на электроплитке (газовой горелке). 
< t юлшше растительного материала проводят при темпе
ра lype около 400“С. Не следует допускать бурного кипе
ния смеси. Для ускорения минерализации органических 
iH'iHccTB через 1 ч после начала кипения в пробирки илп 
iHi.ifiu осторожно добавляют еще по 0,5 мл перекиси во- 
н>рода. Нагревание продолжают до полного обесцве- 
'нжання содержи.мого пробирок.

1 1осле окончания озоления пробирки выдерживают 
‘'Щс 15 20 мин для окончания разложения перекиси во- 
Дирода. Затем в охлажденные пробирки очень осторож- 
ии приливают воду примерно до половины объема. Со- 
ii'j)/KiiMoe пробирок вновь охлаждают, доводят водой до 
Mi'iKii (40 мл), закрывают пробками и тщательно пере- 
Mi'iiiiiiiaiOT. Если в.место мерных термостойких пробирок 
д 1я сжигания использовали колбы Кьельдаля, после 
"\,’1а/кД(Ч1ия в них добавляют по 15—20 мл воды и со дер- 
ЯЧ1МОС количественно переносят в мерные колбы ем- 
•'"I 1ЫО 50 мл. Колбы Кьельдаля тщательно обмывают 
ш'1 колько раз небольшими объсмам;и воды и сливают их 
и мерную колбу. Затем колбы доводят водой до метки, 
' |дры|)ают нробка.ми и перемешивают.

После этого готовят растворы для колориметрирова- 
И1И1 11 мерные колбы емкостью 50 мл наливают пример
но м<1 20 мл воды. Затем из пробирок, в которых прово- 
m ии'1. сжигание, или из колб, в которые был перенесен 
I '1(1 пор после сжигания, берут точно по 2—5 мл вы- 
1‘1'Mui (и зависимости от предполагаемого содержания
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азота в исследуемых образцах) и переносят в мерные 
колбы. Содержание колб нейтрализуют 10%-ны.м рас
твором NaOH (обычно на 1 мл вытяжки расходуют око
ло 1 мл 10%-ной щелочи). Койец нейтрализации опреде
ляют по посинению лакмусовой бумажки, па которую 
наносят из колбы каплю раствора стеклянной палоч
кой. Чтобы избежать появления опалесценции раствора, 
в колбы добавляют по 5 мл 50%-ного раствора сегне- 
товой соли и приливают по 2 мл реактива Иесслера. 
Необходимо строго соблюдать порядок добавления ре
активов. Колбы доводят дистиллированной водой до 
метки и тщательно леремещивают.

В результате реакции между аммиаком и реактивом 
Несслера раствор окращивается при малом содержании 
азота в желтый цвет, при более высоком — в оранже
вый. Растворы должны быть совершенно прозрачными. 
Интенсивность окраски растворов определяют на фото
электроколориметре с синим светофильтром или на 
спектрофотометре при 410 нм.

Вычисление результатов. Содержание азота рассчи
тывают по калибровочной кривой, для построения кото
рой используют образцовый раствор NH4CI. При приго
товлении этого раствора 0,382 г химически чистого (х. ч) 
перекристаллизоваиного NH4CI растворяют в 1 л би- 
дистиллированной воды и получают исходный раствор 
с содержанием 0,1 мг азота в 1 мл. Из этого раствора 
путем десятикратного разведения готовят образцовый 
раствор с содержанием 0,01 мг азота в 1 мл. Шкалу 
образцовых растворов готовят со следующими концен
трациями (мг азота в колбе емкостью 50 мл); 0,01; 0,02; 
0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,15; 0,20, 0,25. Для этого в мерные 
колбы берут 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 или 25 мл образцо
вого раствора, добавляют немного воды, затем по 0,5 мл 
50%-ного раствора сегнетовой соли и по 2 мл реактива 
Несслера. Содержимое колб доводят водой до метки 
(приготовление реактива Несслера см. ниже).

П р и м е р. Навеска муки 0,100 г. После сжигания в 
пробирке из общего объема 40 мл берут 2 мл, что соот
ветствует 0,005 г муки. Если сжигали в колбе Кьельдаля 
и затем переносили раствор в колбу емкостью 50 мл, 
то 2 мл соответствуют 0,004 г муки. По калибровочному 
графику нашли, что оптическая плотность испытуемого 
раствора, равная 0,505, соответствует концентрации 
0,139 мг азота в колбе емкостью 50 мл.
12



Таким образом, общее содержание азота в муке 
раиио:

^ d “ -= 2 ,7 8 o /„ .
0,005-1000

Умножая найденное количество азота на коэффи
циент 5,7 (для пшеницы), определяют содержание азота 
и иоздушно-сухой муке; 2,78X5,7= 15,85“/о. Для пере- 
мода на абсолютно сухое вещество этот результат умно- 
лоиот на коэффициент влажности муки.

Авторы метода указывают, что опытный аналитик в 
и‘чеиие рабочего дня может проанализировать 40— 
III) образцов в двух параллельных навесках.

О б о р у д о в а н и е  и  реа к т и вы : 1) термостойкие пробирки диамет- 
р11м 2  см и высотой 20 см с точной меткой 40 мл, колбы Кьельда- 
.IVI па 50 или 100 мл, штативы, электроплитки, фотоэлектроколори- 
мпр, или спектрофотометр, мерные колбы емкостью 1 л, 1 0 0  мл и 
:i() мл, градуированные пипетки;

2) H2SO4 концентрированная, перекись водорода 30%-ная, 
'|()7и-пый раствор сегнетовой соли, M-I4CI, реактив Несслера, лак- 
муч'овая бумага.

Р е а к т и в  Н е с с л е р а .  Холодный насыщенный раствор 
\.ториой ртути llgCU осторожно приливают при переме- 
ишпании к раствору 13 г KJ в 25 мл дистиллированной 
йоды до появления небольшой мути. Выпадающую муть 
удаляют фильтрованием. К полученному прозрачному 
фильтрату прибавляют раствор едкого кали (55 г КОН 
и li)0 мл воды), разбавляют водой до 250 мл и тщатель- 
ип перемешивают. После этого добавляют по каплям 
11|1И непрерывном по.мешивании насыщенный раствор 

до появления слабого неисчезающего желтовато- 
1(1 осадка. Жидкости над осадком дают отстояться и 
11розрач)1ый раствор сливают. Реактив хранят в темной 
( кл>111ке.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АММИАЧНОГО АЗОТА

Аммиак является исходным и конечным соединением 
обмена органических азотистых веществ. Содержание 
(in II 1)астепнях обычно незначительно и находится 
nil |ланным образом в форме солей органических кис
лое

Аммиачный азот — одна из наиболее подвижных из- 
М1Ч1ЧИПЫХ фракций азота, поэтому определяют его в 
( iiibM'M растительном материале. Для этого обычно ис-
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пользуют фильтрат после осаждения белковых веществ 
или водную вытяжку тоикоизмельчениого растительного 
материала.

Аммиак из раствора отгоняют при слабощелочной 
реакции в условиях возможно более низкой температу
ры. При таком способе отгонки амидный и аммиачный 
азот не гидролизуется. Количество аммиака учитывает
ся при отгонке титрованием или колориметрически.

Ниже приведен микродиффузионный метод определе
ния аммиака — метод Конвея.

Принцип метода. В замкнутом пространстве аммиак, 
выделяющийся при слабом подщелачивании испытуемо
го раствора (фильтрата после осаждения белковых ве
ществ), улавливается титрованной кислотой. Реакция 
проводится в специальных стеклянных чашках Конвея 
с двумя отделениями. Крышки чашки пришлифованы к 
бортам (рис. 2). Метод очень удобен при массовых ана
лизах растительных образцов, особенно в сравнительных 
исследованиях.

Ход определения. 5—10 мл испытуемого раствора 
вливают во внешнее отделение чашки, а во внутреннее — 
из микробюретки 1 мл 0,01 н. H2SO4. К содержимому 
обоих отделений прибавляют по 3—5 капель смешанно
го индикатора, вследствие чего жидкость окрашивается

в красный цвет. Чашку 
закрывают смазанной по 
шлифу вазелином крыш
кой так, чтобы остава
лась небольшая щель для 
введения вытесняющих 
аммиак реактивов (по-

I’lii'. 2 . А1||К|1оди(1|фу.||101111<И1 чашка Конвея:
/1 — ПИЛ ciu'pxy; /> pii 1(мм; / мо1И‘р.\иост1. ш лиф а чаш ки; 2 — крыш ка’;
3 — впеипич* отл<*лшми‘ чаш ки; •/ im yip i-m n 4 ‘ отдоломие чаш ки (размеры

ука WIIN.I и мм).
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I .  ИИ, окись магния). Через щель пипеткон во внешнее 
(млсление чашки вносят 1 мл насыщенного раствора по- 
laiiia и чашку быстро полностью закрывают крышкой. 
И |)сзультате подщелачивания содержимое внешнего 
п| деления приобретает зеленую окраску. Для перемеши- 
мипия жидкости чашку осторожно вращают по/поверхно- 
Г1И стола и затем оставляют до полного окончания ре- 
икции вытеснения и последующего поглощения аммиака.

Длительность выдерживания чашки зависит от ко- 
.'iiMiocTBa аммиака в испытуемом растворе, температуры 
II определяется опытным путем. Обычно при комнатной 
1емнературе чашки оставляют иа ночь, а при температу
ре .35—40°С (чашки ставят в термостат) — на Р/г—2 ч. 

Но окончании поглощения выделившегося аммиака
I итрованиой кислотой во внутреннем отделении чашки 
||(‘||з|)асходованную кислоту оттитровывают из микробю- 
регки 0,01 н. NaOH до момента перехода розовой окрас
ки жидкости через фиолетовую в ярко-зеленую.

Вычисление результатов проводят по следующей фор
муле:

а-7'0,14- 100
X — -------------------------------------- ,

Н

|де X  — содержание аммиачного азота, %;
а — количество 0,01 н. H2SO4, израсходованной 

иа связывание аммиака, мл;
Т  — поправка к титру 0,01 и. H2SO4;

100 — коэффициент для перевода в проценты;
0,14 — количество аммиачного азота, соответствую

щее 1 мл 0,01 н. H2SO4, израсходованной иа 
связывание аммиака;

И  - навеска вещества в объеме раствора, взято
го для определения.

Оборудование и реактивы: 1) чашки Конвея, пипетки, микробю- 
I" 1кн:

'.!) 0,01 II. H2SO4, 0,01 и. NaOH, насыщенный раствор поташа, 
Mil ir.’iiiii нлн вакуу.мнал смазка.

К о м б и н и р о в а н н ы й  и н д и к а т о р  готовят смешиванием
II,  1 %-пых спиртовых растворов метилового красного и 
мг I илепблау в соотношении 4:1 . Смесь хранят в темноте
II к'чспис длительного срока. При употреблении ее раз- 
пни.тяют спиртом и водой в соотношении 1:1:2.  Полу- 
•II 11ИЫИ раствор красного цвета нейтрализуют 0,1 и. 
N.iOll до появления коричневато-фиолетовой окраски.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НИТРАТНОГО АЗОТА

Нитратов в растениях обычно очень мало. Эти ве
щества, как правило, уже в корнях восстанавливаются 
до аммиака.

Количество нитратного азота в тканях растений уве
личивается при замедлении процесса редукции нитратов, 
а также при усиленном нитратном питании.

Нитраты полностью извлекаются из растений водой, 
поэтому для анализа можно использовать водную вы
тяжку. Учитывая высокую подвижность этой формы азо
та в растениях, содержание нитратов определяют в све
жем растительном материале.

Для количественного определения часто используют 
колориметрический метод с применением дисульфофено- 
ловой кислоты. Метод основан на образовании вследст- 
вии реакции нитратов с дисульфофеноловой кислотой 
нитрофенолов — соединений, дающих в нейтральной или 
слабощелочной среде характерное зеленовато-желтое 
окрашивание. Интенсивность окраски пропорциональна 
количеству нитратов в испытуемом образце.

Ход определения. Объем водной вытяжки (соответ
ствующий навеске около 50 мг сухого вещества) помеща
ют в фарфоровую чашку и выпаривают досуха. При ма
лом количестве нитратов навеску растительного мате
риала увеличивают. Если при определении используют 
водные экстракты, не очищенные от органических ве
ществ, вытяжку предварительно обрабатывают 30%-ным 
раствором Н2О2 до полного их разрушения.

Осадок в фарфоровой чашке охлаждают и смачива
ют из пипетки 1 мл дисульфофеноловой кислоты. Оса
док полностью растворяют при помешивании стеклян
ной палочкой. Через 5—10 мин после растворения в 
чашку приливают 5—10 мл воды и нейтрализуют, до
бавляя по каплям раствор 10%-ной щелочи. Реакцию 
среды проверяют по лакмусовой бумажке. Раствор из 
чаткн количественно переносят в мерную колбу объе
мом 100 мл II колориметрируют на фотоэлектроколори- 
мсгрс с синим светофильтром.

Ко.'1ичсс|ио ширатов в используемом растворе опре- 
дслякн ип калибровочной кривой, построенной по ре- 
аульта I ,|\1 Kii.iopiiMcrpiiponaniin стандартных растворов 
с коицситрашк'й нитратного а.зота от 0,1 до 5 мг на 1л 
с различием в концентрациях 0,5 мг на.,1 л.
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Образцовые растворы готовят нз перекристаллизо- 
и.итого азотнокислого калия. Для приготовления раст- 
iiop.'i, содержащего 0,01 мг нитратов в 1 мл, навеску 
KNO;i 0,1631 г растворяют в дистиллированной воде и 
iiOi.cM раствора в мерной колбе доводят дистиллирован
ном водой до 1 л.

О б о р у д о в а н и е  и реакт и вы : I) фотоэлектроколориметр, фарфо- 
(1П11МГ чашки, стеклянные палочки, пипетки, мерные колбы;

2) NaOH или КОН 10%-ный, дисульфофеноловая кислота, об- 
||Ц|Ц0 1 1ЫЙ раствор нитрата.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИННОГО АЗОТА

Определение аминного азота необходимо при деталь
ном анализе форм азотистых соединений, особенно при 
н (учении активности протеолитических ферментов, и 
' кмюнн гидролитического расщепления белков под влия
нием кислот и щелочей.

71ля большинства методов необходимо большое ко- 
ипк'ство материала. Поэтому значительный интерес 
tl|le,■^cтaвляeт .микрометод определения аминного азота 
медмым способом, разработанный Войвудом и модифи- 
ннрпвапный Т. А. Глаголевой.

Принцип метода состоит в том, что аминокислоты 
ре.пируют с солями меди с образованием растворимого 
мечного комплекса. Избыток меди удаляют из раствора, 
н еодоржание меди в растворе определяют либо йодо- 
'И 1 |)нчсски, либо с помощью диэтилдитиокарбамата на- 
M'lin, который количественно разлагает медные соеди- 
iM'iiim с аминокислотами, давая при этом желтое окра- 
нитанпс. Оптическую плотность окрашенного раствора 
■ ире.челяют колори.метрически. Линейная зависимость

ъ чу количеством большинства аминокислот сохраня- 
' и п в пределах от 1 до 30 микрограммов (мкп) амин- 
ипгп :г10та.

Ход определения. К 1 мл испытуемого раствора, со- 
и ржащсго 10—60 мкг аминного азота, добавляют 
' '• мл Na2lIP 04 (25,6 г ЫаоНРОч растворяют в воде и 
ишпчят до 1 л) и 2,5 мл суспензии фосфорнокислой 
Ч1 III Суспензию получают следующим образом. Снача- 
I I юговят раствор NasP04, для чего растворяют 25,6 г 
■' I про., п 500 мл дистиллированной воды, добавляют 
|''(| M.I 1 и. NaOH и доводят водой до 1 л. К 1 обч.ему 

ffflCTpITIi НазРОч добавляют 1 объем рас-
ииБЛИОТЕКА
"..Ахи
МЭИ*
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Рис. 3. Калибровочный 
график для определения 
аминокислот медным 

способом.

тпора СиСЬ (27,3 г СиСЬ в I л) 
и смесь хорошо перемешивают. 
Затем приливают 4 объема 
2 ,5 6 % -Н О Г О  раствора NaaHPO^ 
и нагревают с обратным холо
дильником в течение часа. 
Суспензию фосфорнокислой 
меди необходимо готовить не 
менее чем за 2 4  ч до употребле
ния; срок хранения 1—2 ме
сяца.

После добавления суспен
зии фосфорнокислой меди 
смесь в пробирке хорошо 
встряхивают и оставляют на 
30 мин (за это время проходит 
реакция между медью и ами
нокислотами). Затем удаляют 
избыток меди. Для этого жид
кость фильтруют через плот

ный фильтр в чистую сухую пробирку или центрифуги
руют при 10 тыс. об/мин, что обеспечивает полное ис
ключение из раствора следов осадка фосфорнокислой 
меди, которая может исказить результаты.

После удаления меди половину фильтрата или 3 мл 
центрифугата переносят в градуирова:нную пробирку. 
Жидкость в пробирке доливают водой до 8 мл, прибав
ляют 0,1 мл 2%-пого раствора диэтилдитиокарбамата 
натрия, доводят водой до 10 мл и хорошо перемешивают. 
При этом появляется желтое окрашивание.

После десятиминутного стояния соединение, дающее 
желтую окраску, экстрагируют 10 мл амилового или бу
тилового спирта. Смесь центрифугируют, и оптическую 
плотность полученного желтого раствора определяют на 
фотоэлектроколориметре с синим светофильтром. Па
раллельно определяют оптическую плотность контроль
ной пробы, к которой вместо испытуемого раствора бы
ла прилита вода.

Вычисление результатов. Содержание аминного азо
та определяют по найденной величине оптической плот
ности, используя калибровочную кривую (рис. 3). При 
расчетах величину оптической плотности контрольного 
раствора вычитают из величины оптической плотности 
опытного раствора.
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О б о р у д о в а н и е  и  реакт и вы : 1) центрифуга, фотоэлектроколори- 
Mi'ip, колбы мерные емкостью 1 л и 500 мл, шшеткп градуирован- 
И14Г, нробиркн градуированные;

0) CuCl2 2,73%-ная, NasHP0 4  2,56%-нын, NaOH, дизтнлдитио- 
кпрбамат натрия 2%-ный, амиловый или бутиловый спирт.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСНОВНЫХ ФОРМ 
НЕБЕЛКОВОГО АЗОТА В ОДНОЙ НАВЕСКЕ

Часто при проведении биохимических исследований 
оинает необходимо определить содержание в растениях 
тс.ч основных форм небелкового азота (аммиачного, 
нмпдпого, нитратного и аминного). Для этого удобно ис- 
1ш.'1ьзовать методику, которая изложена ниже.

1 (авеску свежего растительного материала (5—7 г) 
ппмещают в фарфоровую ступку и тщательно растира- 
юг. Затем ступку смывают водой, переносят ее содер- 
;М1мое в стакан и проводят осаждение белкового азота 
Ь'Уо-поп три.хлоруксусной кислотой, как описано выще 
(см, «Определение белкового азота»).

После осаждения белков раствор фильтруют в мер
ную колбу на 100 мл. Осадок промывают на фильтре 
несколькими порциями 2%-ной трихлоруксусной кисло- 
|ы, количество раствора в колбе доводят водой до метки 
(колба № 1).

11з колбы № 1 отбирают 
'.'(I мл раствора для определе
ния суммарного небелкового 
нюгл (см. «Определение не
белкового азота»). Оставщий- 
' я н колбе № 1 фильтрат ис- 
но.чьлуют для определения со- 
п ржапия отдельных небелко- 
10.1 \ соединений азота.

Принцип метода определе- 
01И1 (1ю|)м небелкового азота 
о1 номам па последовательном 
10,11 ест'ппп азота различных 
И1 fMoiKoBiiix соединений (амми- 
M'lHoro, амидного и нитратно-
-о) М замкнутом пространстве определешы ""форм те" 
н уламлпвапни выделяющегося белкового азота:
"IOIM (в форме NH3) титро- I — Приемник выделяющего-
IOIIIMOH кислотой. Анализ про-
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водят в небольших эксикаторах с притертыми крыш
ками (рис. 4).

Определение аммиачного азота. 20 мл раствора из 
колбы № 1 наливают в фарфоровую чашку и ставят 
на дно эксикатора. Сверху кладут специальную решет
ку с большими отверстиями, на нее устанавливают в ка
честве приемника выделяющегося аммиака фарфоровую 
чашечку, в которую из микробюретки наливают 10 мл 
титрованной 0,01 н. H2SO4 и 2—3 капли смешанного 
комбинированного индикатора (кислота в приемнике 
окрашивается в красный цвет).

Эксикатор закрывают смазанной по шлифу вазели
ном крышкой так, чтобы оставалась небольшая щель 
для введения вытесняющего аммиак реактива. Через ос
тавленную щель и отверстие в решетке пипеткой в ниж
нюю чашку с испытуемым раствором осторожно вносят 
10 мл насыщенного раствора поташа (К2СО3) или окиси 
магния. После этого эксикатор быстро полностью закры
вают крышкой.

В результате подщелачивания испытуемого раствора 
(в нижней чашке) выделяется аммиачный азот, кото
рый поглощается кислотой в приемнике. Длительность 
реакции зависит от количества аммиачного азота в ис
следуемом растворе, температуры и определяется опыт
ным путем. Обычно при комнатной температуре эксика
торы выдерживают 1—2 суток. Если по мере выделения 
аммиака жидкость в приемнике приобретает зеленый 
цвет (вся кислота связалась выделившимся аммиаком), 
добавляют еще 5—10 мл 0,01 н. H2S04.

По окончании поглощения выделяющегося аммиака 
кислотой приемник вынимают из эксикатора и неизрас
ходованную кислоту оттитровывают из микробюретки 
0,01 н. NaOH до перехода розовой окраски жидкости че
рез фиолетовую в ярко-зеленую.

Определение содержания амидного азота. После тит
рования в приемник наливают новую порцию (10  мл) 
0,01 н. H2SO4, добавляют смешанный индикатор и ста
вят приемник в эксикатор на прежнее место (нижнюю 
чашку с испытуемым раствором со дна эксикатора не 
вынимают).

Закрыв эксикатор и оставив небольшую щель, как 
и в предыдущем случае, в нижнюю чашку с испытуемым 
раствором добавляют -пипеткой 10 мл 40%-ной щелочи 
(NaOH). Затем эксикатор герметически закрывают и ос-
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i.uiJiHiOT на 1—2 суток. Под действием щелочи происхо
ди г гидролиз амидов и выделение аммиака.

После окончания гидролиза амидного азота и связы- 
lu iim i выделяющегося аммиака количество оставшейся 
иислоты в приемнике оттитровывают, как и в случае оп
ределения аммиачного азота 0,01 н. NaOH.

Определение нитратного азота. После определения 
(одержания амидного азота в том же образце проводят 
определение количества нитратного азота. Для этого в 
приемник вновь наливают 10 мл 0,01 н. H2SO4, а в ниж- 
июю чашку в этом случае добавляют 0,1 г тонкопомоло- 
юго сплава Деварда. Закрытые эксикаторы оставляют 
и .1 1—2 суток при комнатной температуре или на 8—
10 ч при 50—60°С.

И результате взаимодействия сплава Деварда с нит- 
рлгами, содержащимися в испытуемом растворе, в ще
лочной среде нитраты восстанавливаются до аммиака, 
((оюрый выделяется в газообразной форме. Схематиче- 
( ки эту реакцию можно представить следующим об
разом:
N л N0 3-|-4Zn-|-7 Na0 H— vNIl3^ 4Zn (ONa) или

KN0 3+ 4Zn-f 7 N aO H -^N H 3+ 4Zn (OK) 2+ 2 H2O.
1 1осле окончания процесса восстановления нитратов

11 сиязывания аммиака оставшееся количество кислоты 
к приемнике оттитровывают 0,01 н. NaOH, как указано 
нише.

Определение аминного азота. Количество аминного 
л н)га в образце находят по разности между суммарным 
и(4|елковым азотом (в %) и суммой аммиачного, амид- 
иик) и нитратного азота в анализируемом образце (в %). 
1 'с|ультат получается приблизительный.

Нее описанные анализы необходимо вести ib  2 —  

1 1(|);гп10Й повторности.
Иычисление результатов количества всех форм не- 

ьс;| нового азота ведут по следующей формуле:
а-Г-О.и-ЮО-ЮО

х = -------------------- ,
Я-20

I И' ■содержание определяемой формы не
белкового азота, %;

-количество 0,01 н. H2SO4, израсходован
ной на связывание выделившегося ам
миака, мл;
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Т  — поправка к титру 0,01 н. H2SO4;
100 — коэффициент для перевода в проценты;

100 и 20 — соответствующее разбавление.
О б о р у д о в а н и е  и реа к т и вы : 1) эксикаторы, ступки фарфоровые, 

чашки фарфоровые и стеклянные, стаканы, мерные колбы емко
стью 1 0 U мл, микробюрстка, пипетки, воронки, фильтры;

2) 0,01 п. H2SO4, 0,01 п. NaOH, смешанный (комбшшропанпып) 
индикатор, 40%-ная NaOH, насыщенный раствор К2 ОО3 , окись 
магния, сплав меди, цинка и алюминия в отношении 50 :5 :45 
(сплав Деварда).

ОСНОВЫ МЕТОДА
р а с п р е д е л и т е л ь н о й  х р о м а т о г р а ф и и

НА БУМАГЕ

Хроматографический метод, разработанный извест
ным русским ученым М. С. Цветом, является одним из 
наиболее быстрых, точных и простых приемов анализа 
сложных смесей веществ. Сущность метода состоит в 
том, что при движении через пористую среду смесь ве
ществ разделяется под действием различных факторов:
1 ) различная адсорбируемость компонентов смеси;
2 ) обмен между ионами раствора и ионами на поверх
ности адсорбента; 3) неодинаковая растворимость об
разующихся труднорастворимых осадков; 4) различное 
распределение компонентов между двумя несмешиваю- 
щнмися жидкими фазами и т. д. В соответствии с этим 
хроматографию обычно подразделяют на адсорбцион
ную, ионообменную, осадочную, распределительную 
и др. В последнее время большое распространение полу
чил метод распределительной хроматографии на бумаге, 
который сейчас очень широко используется в биохимии, 
физиологии, микробиологии, химии для определения 
самых разнообразных веществ.

Основными преимуществами хроматографического 
метода по сравнению с другими методами анализа яв
ляются следующие.

1 . Относительная простота оборудования и проведе
ния определений, особенно качественных. Этот метод мо
жет быть освоен и использован практически в любой ла
боратории.

2. Хроматографией на бумаге можно определять по
чти все типы хи.мпческих соединений, органические и не
органические, независимо от их растворимости в воде.
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.3. При хроматографических определениях достаточ
но иметь небольшое количество исследуемого вещества 
(обычно сотые и десятые доли миллиграмма).

■1. Хроматографией на бу.маге можно разделять близ- 
М1е но строению соединения (например, очень близкие 
Iомологи или структурные изомеры).

.3. Быстрота проведения анализов. При разделениях 
е.'южных смесей веществ хроматографией на бумаге 
обычно затрачивают несколько дней, но при этом опре- 
Н',|иют до 20—30 соединений в многократной повтор
ности.

Принцип метода распределительной хроматографии 
H.I бумаге основан на различии значений коэффициентов 
распределения вещества между двумя несмешивающи- 
мнся жидкими фазами. Одной жидкой н е п о д в и ж н о й  фа- 
IOH обычно является вода, которая содержится в бумаге 
(20—22% ее массы), а другой жидкой п о д в и ж н о й  фа- 
IOH -насыщенный водой органический растворитель, 
нс смешивающийся или частично смешивающийся с ней. 
И качестве второй жидкой фазы чаще всего используют 
н.н'ыщенные водой н-бутиловый спирт, фенол, крезол и 
р.| 1личные смеси органических реактивов.

Коэффициент распределения (к) данного вещества 
онрсдсляют по следующей формуле:

концентрация вещества п подвижной фазе
/С =

концентрация вещества в неподвижной фазе

При хроматографических определениях для подвиж- 
нпй (|)азы подбирают обычно такие органические рас- 
1т»|)итсли, у которых значения к  для данной смеси ве- 
ЦЦЧ1Н различны.

Движение веществ при хроматографировании в про- 
исоч' пропускания через бумагу органического раство
ри ic.im объясняется следующим образом. Волокна цел- 
нплозы имеют сильное сродство к воде, находящейся в 
iirPH.ii.iiioM количестве в органическом растворителе. Бу- 
мшу, содержащую 20% роды, можно представить как 
11ПС1ИСЛЯ стационарной, неподвижной водной фазы. Ког- 
1(1 растворитель протекает через участок бумаги, пако- 
iiipoi'i 61.1ЛИ нанесены разделяемые вещества, происходит 
р.|сирсдсление этих веществ между подвижной органи- 
'II I кой и стационарной водной фазами. При этом неко- 
I'lp.m част|) веществ переходит с бумаги в органическую 
фц IV. Когда растворитель достигает участка бумаги, не
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содержащего разделяемых веществ, снова происходит 
перераспределение вещества между водной и органиче
скими фазами. На этот раз разделяемые вещества пе
реходят из органической фазы в водную. При непре
рывном движении растворителя через бумагу в резуль
тате такого перераспределения между двумя фазами 
происходит перенос разделяемых веществ от точки их 
нанесения на бумагу к точке, находящейся на некотором 
расстоянии в направлении движения растворителя. А так 
как коэффициенты распределения веществ между двумя 
фазами неодинаковы, то разделяемые вещества под дей
ствием подвижной фазы продвинутся на разное расстоя
ние.

Зная величину коэффициента распределения, можно 
рассчитать расстояние, на которое продв<инется данное 
вещество под действием определенного растворителя.

В практической работе наибольшее значение имеет 
коэффициент скорости движения данного соединения 

f ) ,  представляющий собой отношение расстояния, 
пройденного данным веществом, к расстоянию, пройден
ному фронтом растворителя:

R f  =
скорость движения вещества 

скорость движения фронта растворителя

Величину R f  д л я  любого вещества можно легко оп
ределить, так как пути, пройденные данным веществом 
и фронтом растворителя, доступны непосредственному 
измерению на хроматограмме.

Существует два способа хроматографического разде
ления веществ на бумаге — н и с х о д я щ и й  и в о с х о д я щ и й .  
При нисходящем способе растворитель продвигается по 
бумаге сверху вниз, а при восхо,дящем — снизу вверх. 
Для разделения одних соединений лучше использовать 
нисходящую хроматографию (аминокислоты), а для 
других — восходящую (органические кислоты).

Различают о д н о м е р н у ю  и д в у м е р н у ю  хроматогра
фию. При одномерной хроматографии растворитель про
пускают по бумаге только в одном направлении, а при 
двумерной после пропускания растворителя в одном на
правлении бумагу высушивают и вновь пропускают дру
гой растворитель в направлении, перпендикулярном дви
жению первого растворителя (рис. 5).

В положении О  был нанесен раствор трех веществ. 
После пропускания растворителя в первом направлении
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пдно ИЗ веществ (Л) полностью отделилось, а два дру- 
I их ( В  и В )  вследствие близких значений коэффициен- 
1П11 скорости движения { Н р )  почти не разделились. Раз- 
лглсние их произощло после пропускания другого рас- 
пюрнтеля в перпендикулярном направлении.

1) у м а г а. Хроматографическая бумага отличается 
(II обычной фильтровальной большей чистотой, более 
|1Л1шомерной толщиной и плотностью. Толщина бумаги 
илияет на скорость движения растворителя и на коли- 
'нч гво веществ, которое она может удержать. Бумага 
лплжна пропускать растворитель с такой скоростью, при 
к<порой достигалось бы полное разделение веществ меж- 
лу подвижной и неподвижной фазами, и не допускалось 
интенсивное испарение растворителя из бумаги. Этим 
| | 1ебоианиям отвечают сорта бумаги, обеспечивающие 
I корость движения растворителя 1—2 см в час.

Для получения .хороших хроматограмм необходимо 
использовать бумагу высокого качества. Если она недо- 
( 1ЛТОЧНО чистая или имеет различную плотность, пятна 
рл 1доляемых веществ образуются не округлые и ком- 
илктные, а размытые, с «хвостами», напоминающие по 
(|м1рме комету. При этом очень трудно или невозможно

идентифицировать и ко
личественно определить 
разделяемые вещества.

Для хроматографиче
ского анализа пригодна

1

НиираВмение дВишешя пербаго

Г«1' Г| Схема разделения веществ 
im двухмерной хроматограмме:

f веществ на хромато-
после пропускания первого 

«1И)ритгля; 2 —-т о  ж е, после про- 
мг>««ним второго растворителя; i  — 

МГУ 10 иаиесеиия образца.

Рис. 6. Хроматографическая 
камера:

J  — ванночка для растворителя.
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бумага фабрик «Ляльская» и «Маяк революции», а так
же «медленные» и «быстрые» сорта Ленинградской бу
мажной фабрики, которые имеют соответствующие но
мера. Из иностранных сортов наибольшее раепростра- 
нение получили Ватман № 1, ЗММ и № 4.

При точных количественных определениях недоста
точно чистую хроматографическую бумагу в лаборато
рии дополнительно очищают от следов зольных элемен
тов. Для этого через нее пропускают 0,1%-ный раствор 
8-оксихинолина в н-бутиловом спирте, который связы
вает следы металлов и вымывает их из бумаги. После 
такой обработки бумагу сущат в течение 1—2 дней и 
используют для определений.

К а м е р ы .  При хроматографическом анализе ис
пользуют герметически закрытые камеры, внутри кото
рых создают атмосферу, насыщенную парами раствори
теля с поверхности бумаги. Их обычно изготовляют из 
нержавеющей стали или дерева. Деревянные камеры 
снаружи покрывают масляной краской, а изнутри про
питывают парафином (рис. 6). В камере сделано стек
лянное окно для наблюдения за движением фронта рас
творителя.

Для качественных определений веществ можно 
использовать камеры и меньших размеров.

В верхней части камеры укрепляют 2—3 ванночки, 
лотка или кюветы из нержавеющей стали, стекла или 
пластика в виде трубок диаметром 3—5 см с продоль
ной щелью шириной 1 —1,5 см сверху. Длина трубок со
ответствует длине камер (рис. 7). При хроматографиро
вании верхний край листа бумаги опускают в ванночку, 
перекидывают через стеклянную палочку, укрепляют 
его и наливают растворитель. На дно камеры ставят 
чашку или какой-либо широкий сосуд с растворителем для 
создания атмосферы, насыщенной парами растворителя.

В случае восходящей хроматографии на дно камеры 
помещают кювету с растворителем, а хроматограммы 
подвешивают в верхней части камеры на стекляпных 
палочках и закрепляют на «их. Листы хроматографиче-

Рис. 7. Схема расположения 
хроматограмм в хроматогра
фической камере (в разрезе);
/  — ванночка с растворителем; 
2 — стеклянны е пало чки; 3  — листы  

бум аги.



(‘кпм бумаги должны быть погружены па 1 —1,5 см в 
|мсп1оритель, содержащийся в кювете.

I’ а с т в о р и т е л и. Для разделения веществ важное 
|||лч(41не имеет правильный выбор растворителя. Если 
и im'CTHo значение R f , можно теоретически выбрать ие- 
ибходимый растворитель. Однако коэффициенты распре- 
ll■.■lelIИя большинства веществ обычно неизвестны, под- 

ии/М1()Сть разделяемых компонентов часто не согласуется 
1П шачсниями их коэффициентов распределения, по- 
опму приходится подбирать растворитель эмпирически.

И настоящее время изучено много различных раство- 
|ц| гелей, пригодных для разделения смесей аминокислот, 
t.ixapoB, органических кислот и других веществ хрома- 
1пгра(|)ией на бумаге. Составлены таблицы значений R p ,  
и 1.1Я разделения смеси тех или иных веществ легко по- 
(пбрать соответствующий растворитель. Однако необхо- 
■1ММО помнить, что отдельные ам'инокислоты можно оп- 
|и"|('лять при различии их значений R f  не менее чем на 
11,05. а сахара — на 0,1—0,2.

Растворители должны быть абсолютно чистыми, бес- 
1111СГ1ПЛМИ или слабоокрашенными. Перед использова-
....... их очищают перегонкой. Лучшие результаты дают
|испк)рители, которые частично смешиваются с водой.

1ех11ика хроматографирования. Для нанесения рас- 
I миров разделяемых веществ на бумагу используют гра- 
ауировапные микропипетки, а лист бумаги кладут па
I icK.'io. Диаметр пятна раствора не должен превышать
0 5 1,0 см, т. е. за один прием можно нанести не свыше
IMI020-0,0025 мл раствора. При большем объеме диа- 
41'ip пятна увеличивается и качество хроматограммы 
\\У' 1тастся. Если необходимо использовать объем более 
НПП25 мл (из-за низкой концентрации изучаемых ве- 
iiii'i |в в растворе), раствор наносят в несколько прие- 
чим При этом бумагу помещают в специальный штатив 
м каждую порцию раствора высушивают в токе теплого 
И"пуха (под феном).

И последнее время промышленность выпускает сле
п и , iii.iibio столики, приспособленные для нанесения ве- 
MM I 1м па листы хроматографической бумаги. Верхняя 
'Mill, такого столика представляет собой лист стекла
II III шастика. У одного из краев крышки столика име-
1 и м по всей длине небольшая щель, через которую по- 
I и'1М1 подогретый воздух, в результате чего испарение 

1"|| | миров значительно ускоряется. Устройство для по-
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догрева воздуха и вентилятор смонтированы внутри 
столика (рис. 8).

Для лучшего ра.зделения веществ, особенно амино
кислот, растворы наносят на бумагу ие в виде округлых 
пятен, а в виде полосок длиной 3 см и шириной не бо
лее 4—5 мм.

При выполнении одномерных хроматограмм на листе 
или на полоске бумаги, отступя на 5—6 см от верхнего 
края, простым карандашом проводят линию и на ней 
через каждые 3—4 см ставят точки или проводят полос
ки, указывающие места нанесения на бумагу разделяе
мых веществ. Выше точек ставят соответствуюшие обоз
начения. Затем бумагу кладут на стекло, в штатив или 
на специальный столик и наносят необходимые объемы 
растворов. Бумагу надо брать только за края чистыми 
сухими руками (лучше работать в резиновых медицин
ских перчатках).

При выполнении двумерной хроматограммы на лист 
бумаги размером 62X55 см раствор наносят в левом 
углу, отступя на б—7 см от обеих сторон листа.

После нанесения веществ бумагу закрепляют в ван
ночке камеры, наливают растворитель и камеру закры
вают. Если растворитель движется со скоростью 1,5—
2 см в час, то при использовании полосы или листа бу-

g ^ маги длиной 50 см он
дойдет до нижнего коая 
листа через 25—35 ч. 
При анализе смеси со
единений, в состав ко
торой входят вещества 
с высокими значения
ми R f , хроматограм
мы обычно вынимают 
из камер, когда фронт 
растворителя дойдет 
до нижнего края бума
ги. Если же значения 
R f  разделяемых ве
ществ не превышают 
0,6—0,7, для лучшего 

хроматограмм; разделения смеси не-
/ —вклю чение апп ар атур ы ; ? —мотор; ОбХОДИМО ПрОПуСКаТЬ
3 -  вентиляция; 4 -  свет; 5 - -с в е т о -  П Я Г Т В П П И Т Р И К  Р Ш Р
вая и вентиляционпая щ ель; 5 — м а- pclv_ 1 и и р ш  с Л  ь  е щ е  1 U
товое стекло на поверхности стола. 12 Ч

28



11|И1 шлиолпепни одномерных хроматограмм для луч
им к» раалеления аминокислот и сахаров предложен ме- 
|и | многократного пропускания растворителя. В .этом 
I (s'lac растворитель пропускают по бумаге 5—7 раз, 
■ ||'|1чгм перед каждым пропусканием его удаляют с хро- 
ии |м| раммы высушиванием.

1’ааделяют вещества всегда при строго определенной 
п ч|исратуре. нагшимер аминокислоты при 20—22°С, ор-
I 1М11Ч('Ские кислоты — 14—15°С. Колебания температуры 
мс аплжны превышать 2°С, в противном случае качество 
«ним.гтграмм ухудшается. Для этого в лабораториях 
иОично оборудуются термостатированные хроматографи- 
■I" кие комнаты. При выполнении двумерных хромато- 
||и1мм после пропускания растворителя в первом на- 
и|'!1мл(Ч1пи его удаляют из бумаги высушиванием. Затем 
пи I помещают в камеру и пропускают другой раство- 
inmv'ii, п направлении, перпендикулярном движению
I M p M O r O .

Подавляющее большинство растворителей удаляют 
tt I бумаги высушиванием в токе воздуха при комнатной 
м чин-ратуве или при 40—60®С в специальных сушиль- 
иич шкафах большого размера, через которые непре- 
I'linHo просасывается подогретый воздух. Если спени- 
< и.Ill,IX шкафов нет, можно пользоваться обычным су- 
И11П1.ИЫМ шкафом при включенной тяге. Время сушки 
и|.11 ном значительно увеличивается.

Некоторые малолетучие растворители удаляют из бу- 
‘III и мымыванием эфиром или ацетоном.

Пп.тожение веществ на хроматограммах определяют
......1C их обработки какими-либо реактивами, дающими
и III'I мыс реакции с изучаемыми соединениями. Для об- 
■I |||ул(с||пя органических кислот используют различные 
iiH'iiiKaTopbi. для большинства сахаров — аммиачный 
| | | | | |1лт серебра, для аминокислот — растворы нингидри-
II I иди изатина. После обработки бумаги реактивами на 
• |и1М11тограмме появляются окрашенные пятна соответ- 
•М11Н11ЦПХ соединений.

При обработке реактивами хроматограмму тщатель-
....... р.чпномерпо опрыскивают из пульверизатора или
■141 мужают хроматограмму в соответствующий раствор
III I ,5 с.

Ппложение аминокислот и некоторых других соели- 
••• ииП II,а хроматограммах можно установить и без обра- 
' 'IHII реактивами. В ультрафиолетовых лучах пятна
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аминокислот отчетливо флуоресцируют. Такие наблю
дения ведут на соответствующих приборах.

Для точной идеитификацни соединении на хпомато- 
граммах часто бывает недостаточно знания их R f . По
этому используют так называемый метод «метчиков», 
или «свидетелей», при котором наряду с неизвестнымн I 
аминокислотами, сахарами, органическими кислотами 
и т. д. на хроматограммы наносят набор известных сое
динений. После хроматографирования и проявления хро
матограммы визуально сопоставляют цвет и положение 
на хроматограмме пятен известных соединений и ана
лизируемых веществ.

Количественный анализ. В настоящее время хрома
тография на бумаге широко используется не только для 
качественной идентификации различных соединений, но 
и для количественного анализа.

Простейшим полуколичественным методом является 
визуальное сравнение интенсивности окраски и площади 
пятна данного соединения с окраской и плотностью пя
тен «метчиков», которые наносили на ту же хромато
грамму в известной концентрации. Однако точность та
кого метода не превышает 20—30%.

Модификацией этого метода является измерение 
плотности окраски пятен в проходящем свете специаль
ными приборами — денситометрами. В этом случае точ
ность метода повышается до 10—15%.

Наиболее точные методы количественного хромато
графического анализа основаны на вымывании (элюиро
вании) вещества из бумаги какими-либо растворителя
ми и колориметрическом определении концентрации ве
щества в элюате. Точность этих методов для многих 
соединений составляет 3—6%-

Для определения положения на хроматограмме пят
на (вещества, которое должно быть элюировано, исполь
зуют флюоресценцию, метод «метчиков» или опрыскива
ние хроматограмм очень слабым реактивом, дающим 
окраску с данным веществом. После установления поло
жения пятна участок бумаги, равный его площади, 
вырезают, помещают в пробирку, содержащую раствори
тель, и экстрагируют вещество из бумаги. Затем, добав
ляя в пробирку соответствующий реактив, раствор окра
шивают и по интенсивности окраски определяют коннен- 
трацню вещества.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЗНАЧЕНИЙ Rf АМИНОКИСЛОТ

Hc.iii'iiiiia R f аминокислоты в данном растворителе, 
м|иМ1 1 аиляющая собой отношение скорости движения 
апнной аминокислоты к скорости движения фронта рас- 
|(1п|||11еля, не является строго постоянной величиной и 
.iiMiicirr от хроматографической бумаги, pH растворнте- 
1и, п'мнературы проявления, ряда сопутствующих ве- 
ии'ма и др. Например, в растворителе м-крезоле, па-
I MHH'imoM водой, R f  аминокислоты валина при pH 4,0 
|1|И1Мяется 0,41, а при pH 6,0—0,50; R f аргинина при 
|| | | Н,0—0,10, а при pH 10,0—0,75; R f  лизина при 
|| | | 10,0 — 0,45, а при pH 11,0 — 0,10 и т. д. В раство- 
|1И1слс 11-пропиловом спирте (вода в соотношении 9:1) 
при повышении температуры проявления от 10 до 50°С 
111ИЧ1Ч1ИЯ R f глицина, аланина, валина и ряда других 
миииокислот значительно увеличиваются. Поэтому пе- 
Р> I началом определения аминокислот хроматографией
II I Лумаге рекомендуется проверить значение R f  изучае
мых аминокислот с использованием соответствующих 
Р II мюрителей, бумаги и методов работы.

Ход определения. Стандартные растворы готовят в 
lмlинtчггpaцни?s  ̂10 мг аминокислоты в 1 мл. Некоторые 
.1М11ИОК11СЛОТЫ (тирозин, аспарагиновая кислота) в воде 
р ишоряются плохо, поэтому при их растворении до- 
ii.iii И110Т по нескольку капель НС1. На листы или поло- 
1 М (шириной 15—20 см) хроматографической бу.маги 
па расстоянии 2,5—3 см микропипеткой наносят такое
.....ичссгво раствора каждой аминокислоты, чтобы со-
п piKamie любой из них в местах нанесения было не ме- 

1111' 15 20 мкг, а для триптофана, гистидина, тирозина, 
iiiimia и пролина не менее 20—30 мкг. После подсыха
нии 11Я1еп хроматограммы закрепляют в камере и при- 
IIIIIIIIIII' |)астворитель — смесь и-бутилового спирта, ле-
....nil уксусной кислоты и воды в соотношении 4: 1 : 1
II Ml насыщенный водой фенол.

.’1.1Я получения первого растворителя указанные ре- 
м 1ИПЫ в иеоб.ходимых соотношениях тщательно переме-

........ II, если смесь получается недостаточно прозрач-
iinii. тпбамляют еще несколько капель уксусной кислоты.
I III приготовления насыщенного водой фенола к 300 г 

.11 рг| иапного фенола добавляют 105 мл воды и тщатель-
......... .. Если фенол растворяется медленно,
. ....... с.1огка подогревают, а затем охлаждают до ком-
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натной температуры. На каждые 100 мЛ растворителя 
добавляют 50 мг KCN.

Обычно проводят нисходящую хроматографию. Хро
матограммы выдерживают в камере с растворителем п 
течение 25—30 ч, за этот срок фронт растворителя про
двигается почти до нижнего края листа бумаги.

После соответствующей экспозиции бумагу осторож
но (в перчатках) вынимают из камеры, отмечают ка- 
рандащом расстояние, пройденное фронтом раствори
теля, и помещают в вытяжной или в специальный 
сушильный шкаф. Растворитель бутанол — уксусная ки
слота-вода  полностью испаряется за несколько часов, 
а фенол — за 1—2 дня.

После удаления растворителя из бумаги ее опрыски
вают из пульверизатора 0,2%-ным раствором нингидри- 
на в ацетоне или в бутиловом спирте, кладут в термостат 
на 5—10 мин при температуре 80—90°С или оставляют 
при комнатной температуре на 12—20 ч. При этом меж 
ду аминокислотами и нингидрином идет реакция:

с=о
= о + Н,0 + Т) -  СИ -  сооп — ►

I'lHj
а м и н о к и с л о т а

FjCHO  ̂ ии,  + COt

дилетойпсиги^^индгн

Аминокислоты окисляются и распадаются на альде
гид, углекислоту и аммиак. Выделившийся а.ммиак кон
денсируется со второй молекулой нингидрина и с про
дуктом его восстановления — дикетооксигидринденоту!:

■00‘="'"̂ ОО
с -  о с - о

211jO
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Аммиачная соль зиольной формы образовавшегося 
((К'Д1шения окрашена в интенсивный сине-фиолетовый 
и не г.

С = о  С - О - Н Н ,  

V:=n
0 0 ^̂-"-СО

с = о с = о

Интенсивность окраски пропорциональна содержанию 
иминокислот.

/1.ЛЯ вычисления значения R f  окрашенные пятна ами- 
1ИЖИСЛ0Т обводят простым карандашом, определяют 
игптры пятен и расстояние их от места нанесения ами- 
1Ю1С11СЛ0Т, выраженное в миллиметрах, делят на расстоя- 
ми(', пройденное от этой же точки фронтом растворителя.

И таблице 1 приведены значения R f  различных ами
нокислот. Таблица 1

Значения R f аминокислот в различных растворителях 
при хроматографировании на бумаге Ватман № 1

Аминокислота

Растворитель

фенол— вода
бутанол— ук
сусная кисло

та— вола 
(4 : 1: 1)

ис-крезол, на
сыщенный 

боратным бу
фером (pH 8,4)

'1*г||||лалашш 0,87 0,66 0,78
1 l lH T I I I I 0,03 0,13 0,02
.’III iim 0,82 0,16 0,08
Л||| ЦНИИ 0,90 0,18 0,19
1 иггилии 0,69 0,17 0,33
1 <'1)1111 0,36 0,32 0,04
Лгиирагииовая кислота 0.15 0,33 0,00
1 1ИИИИ 0,41 0,34 0,07
1 |11'0|1ИИ 0,47 0,36 0,09
1 /|уг11мииопая кислота 0,25 0,37 0,01
•* илатш 0,56 0,39 0,14
1 11|11Г1ИИ 0,63 0,53 0,27
\ амппомлсляная кислота 0,80 0,60 —
и илпиии 0,70 0,40 —
It.uimi 0,76 0.56 0,42

1И01ИШ 0,83 0,58 0,55
1 |>11М11Н|1ЛП 0,75 0,62 0,70
1 liiii.iiiii 0,89 0,50 0,65

lelllllMI 0,87 0,72 0,66
11 И1.1еПцш1 0,86 0,68 0,63

) и iriiiKou С. П. 33
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О б о р у д о в а н и е  и  реа к т и вы : 1) хроматографические камеры,
шкаф для сушки хроматограмм, штатии или специальный столик 
для нанесения растворов ампнокислог на бумагу, пульверизаторы 
для опрыскивания хроматограмм, хроматографическая бумага, мпк- 
ропипеткп, колбы мерные, листы стекла, медицинские перчатки, 
пипетки;

2) набор аминокислот, нингидрпи, ацетон, фенол, бутиловый 
спирт, уксусная кислота ледяная, цианистый калий.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
СВОБОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ

В состав белков входят 20 аминокислот и два ами
да — аспарагин н глутамин, однако в свободном со
стоянии в разных видах растений можно найти свыше 
100 различных аминокислот. Содержание свободных 
аминокислот в растениях не постоянно и зависит от 
внешних факторов, общего состояния растения и от на
правленности в нем процессов обмена веществ. Увеличе
ние общего содержания свободных аминокислот в расте
ниях и накопление ненормально высокого количества 
отдельных аминокислот наблюдалось при недостаточном 
питании растений калием, серой, кальцием, магнием, 
некоторыми микроэлементами (цинком, медью, марган
цем, железом). В отличие от влияния других элементов 
недостаток азота п молибдена приводит к снижению ко
личества аминокислот и амидов в вегетативных органах 
растений.

Отдельные виды и семейства растений часто накап
ливают аминокислоты, свойственные только для данного 
вида, что определяет специфику их обмена веществ.

Содержание свободных аминокислот определяют 
обычно для более детального изучения питательной цен
ности кормов и пищевых продуктов, а также при изу
чении отдельных звеньев азотного обмена растений.

Принцип метода. Свободные аминокислоты экстра
гируют из вегетативных органов растений спиртом, а из 
семян водой. Экстракты очищают и определяют в них 
содержание различных аминокислот хроматографией 
на бумаге.

Фиксация материала и экстракция аминокислот. Ра
стительные ткани фиксируют любым из современных 
способов: обработкой кипящим спиртом, заморажива
нием жидким азотом или твердой углекислотой, а также 
используют лиофильпую сушку (см. стр. 106).
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< )Ги,1Ч11о навески свежих листьев или других вегета- 
tmiKi.ix органов (по 5—10 г) фиксируют кипящим спир-
• им II тщательно растирают в ступке. Для лучшего из- 
•II' 11,'ич1ия суспензию из ступок переносят в стеклянный 
I.IMIионизатор (ступку споласкивают 80%-ным спиртом). 
И |(1могепизаторе листья мацерируют в течение 5— 
1и мим, после чего остатки клеток отделяют центрифу- 
.и||(т;тием при 2—3 тыс. об/мин в течение 5 мин. Цент- 
гифм ат сливают, а осадок еще трижды экстрагируют и 
MiMni'i-пизируют с 80%-ным спиртом, отделяя спирт цент- 
гифугированием. В результате такой обработки в зкст- 
|||ц ||.| переходят все аминокислоты. Эти экстракты сме- 
iiiiiii.'iioT и удаляют из них спирт одним из трех спосо- 
0.1 III простым выпариванием в фарфоровых чашках на 
II" union бане с вентилятором; выпариванием в вакуум- 
•м пкаторе при комнатной температуре или отгонкой 
limp га в вакууме.

1<роме аминокислот в спиртовой экстракт переходят 
■ i\.ipa, пигменты, многие минеральные вещества и т. д. 
Ill ному перед хроматографированием экстракт необхо- 
iiiMi) очистить, так как эти соединения препятствуют 
, ыплстворительному разделению аминокислот на хро- 
■мтграммах. Для очистки экстракт пропускают через 
|||тообменник.

Дмппок'ислоты можно экстрагировать и водой. Для
• 1111 о предварительно фиксированный материал измель- 
I 111 И' II нагревают в стакане с водой на кипящей водяной 
' ип- II течение часа. Однако следует иметь в виду, что 
и|1|| 1кстракции водой вытяжки содержат значительно 
' III.ПК' посторонних примесей, особенно минеральных 
■I'liicrm, которые мешают дальнейшему определению 
I'И1ИОКПСЛОТ. Поэтому водные вытяжки очищают более
I |||.ll(^.'IЫIO.

11опообменники, или ионообменные смолы, являются 
ни |1Ч'пчсскими адсорбентами, способными к обменному
• II ющепию катионов или анионов. В соответствии с 
'ММ мсо ионообменники делят на катиониты и аниони-

III Для очистки экстрактов аминокислот используют
III... с шейный катионит КУ-2, а также ионообменники

•iiiiii'ip.imioro производства Дауэкс-50, Зео-Карб-215, 
|| " K;ip6-225 и др.

I|||||ообмсипики промывают водой, а перед использо- 
iiiMi'M активируют. Для этого 5—10 г понообменпика 
||и|\ппают в течение 1—2 ч с 200—300 мл 2 н. НС1,
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Лч Рис. 9. Хроматографическая колонка:
/ —  делительная воронка емкостью 200—250 мл; 2 — кран; 
J — колонка диаметром 1,0—1,5 см и длиной 20—25 см; 

4 — решетчатая пластинка.

■1 после чего на фильтре отмывают от кислоты 
дистиллированной водой до нейтральной реак
ции. В результате такой обработки катионит 
насыщается ионами водорода (Н+).

После этого ионообменник взбалтывают с 
водой и переносят в хроматографическую ко
лонку (рис. 9), в нижнюю узкую часть кото
рой вставлен небольшой тампон из стеклян
ной ваты. Длина колонки 20—25 см, диаметр 
1 —1,5 см. Необходимо строго следить, чтобы 
в колонке между частицами ионообменника 
не было воздуха, а во время работы над ионо- 
обменником в колонке был слой воды или 
раствора.

Растительную вытяжку с нейтральной или 
слабокислой реакцией пропускают через хро
матографическую колонку, наполненную ионо
обменной смолой, со скоростью 1 мл в мину
ту. Скорость протекания жидкости через ко
лонку можно регулировать, открывая краны. 
При пропускании раствора электронейтраль- 
пые молекулы (сахара и др.) и анионы в ко
лонке не задерживаются, а аминокислоты и 

катионы адсорбируются ионообменником. Колонку про
мывают 30—40 мл воды, которую отбрасывают, и при
ступают к вымыванию (элюированию) аминокислот. 
Для этого через колонку пропускают 50 мл и 6 н. раство
ра NH4OH со скоростью 1 мл в минуту. Затем колонку 
промывают 2̂0—30 мл воды.

Раствор аминокислот выпаривают в вакууме или на 
бане (досуха), добавляют 15—20 мл воды 'И снова вы
паривают для удаления следов аммиака. Такое выпари
вание (лучше в вакууме) проводят трижды.

Описанный выше метод пригоден для экстракции 
свободных аминокислот из листьев, стеблей, соломы, 
корней различных растений. При работе с объектами, 
содержащими много белков (в том числе и растворимых 
в спирте), экстракцию а.минокислот спиртом не приме
няют, так как белки резко искажают результаты коли-
36



чг1 |•lU!'mЮ'ГO определения аминокислот. Поэтому из семян 
• ||(|Г|()диые аминокислоты экстрагируют водой.

Иавсски муки (по 5 г), полученные из семян, зали- 
итигм колбах 100 мл воды, добавляют по 2 капли толуо- 
м II н.збалтывают в течение 1 ч. Смесь выдерживают 
и \п.'|одильнике 17—20 ч при температуре 4—5°С. Затем 
'"((■ржимое колб центрифугируют в течение 5—10 ми- 
и\| при 4 тыс. об/мин, жидкость над осадком сливают,
■I ислдок экстрагируют еще 5—6 раз с последующим 
in'ii I|шфугированием. При такой экстракции в раствор 
игргходят все озободные аминокислоты. Экстракты сме- 
IIIIIIUIOT и упаривают при температуре не более 50°С в 
I'тууме или на водяной бане с вентилятором до объема 
Ml мл.

После охлаждения экстракт, содержащий аминокис- 
IUII.I, переносят в делительную воронку. Туда же для 

■ и лждсния белков добавляют три объема хлороформа.
I Mcci. встряхивают в течение 5 мин. После этого ворон- 
I V со смесью выдерживают 16—20 ч в прохладном по- 
м1'1Ц('пии. При такой обработке белки осаждаются, а 
■ПК 1ЫП верхний слой отделяют и используют для ана-

III  и ж .

Тля очистки от минеральных солей и других ве-
....с I II раствор аминокислот пропускают через ионооб-
Mi'iiiiiiK, как описано выше.

Ислки и другие примеси можно удалять из экстрак- 
кж 1акже трихлоруксусной кислотой, так чтобы ее ко- 
|||"|иая концентрация в растворе была около 5%. Для 
ипи) па каждые 10 мл экстракта приливают по 1 мл 
М1"/| поп трихлоруксусной кислоты. Лучшие результаты 
iiii.iv'iaioT при осаждении белков хлороформом.

11осле удаления воды и следов аммиака сухой оста- 
пж аминокислот растворяют в 2 мл 10%-ного подкис- 
II1111ПГО соляной кислотой изопропилового спирта. В за- 
мирожоппом виде экстракты можно хранить ib хо л о ди ль- 
иииг п течение нескольких недель.

Хроматография аминокислот. До сих пор не предло- 
I жп) растворителей, которыми можно на одной хрома
ли рамме достаточно хорошо разделить все аминокис- 
I.III.I, содержащиеся в растениях. Поэтому приходится 
Ill'll.кшаться несколькими растворителями. По нашим 
I iiiiiiitM, при проведении одновременной хроматографии 
I. I Цумагс .N9 2 «медленная» и Ватман № 1 лучшие ре- 
■ 1 ii.raTiii получаются при использовании следующих
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четырех систем растворителей: 1) н-бутанол — муравьи
ная кислота — вода (75:15:10) при пятикратном про
пускании для определения цистина и цистеина, аргини
на, аспарагина, глутамина и цитруллина; аминокисло
ты разделяются лучше, если раствор первые два раза 
пропускают до конца листа бумаги, третий и четвер
тый— до половины, а пятый — снова до конца листа; 
2) фенол, насыщенный фосфатным буфером (pH 12,0;), 
при двукратном пропускании для определения аспараги
новой и глутаминовой кислот, серина, глицина, треони
на и аланина; при использовании этого растворителя 
через бумагу предварительно пропускают фосфатный 
буфер (pH 12,0), затем ее высушивают н используют 
для хроматографии; 3) н-бутанол — уксусная кислота — 
вода (300:60:140) при трехкратном пропускании (пер
вый и третий раз до конца хроматограммы, второй — 
до половины) для определения цистина, цистеина, орни- 
тииа, лизина, гистидина, аргинина, аланина, пролнна, 
тирозина, у-аминомасляной кислоты, фенилаланина,лей
цина и изолейцина; 4) н-бутанол — уксусная кислота — 
вода (4 :1 :1 ) при семикратном пропускании для опре
деления цистина и цистеина, орнитииа, треонина, глута
миновой кислоты, триптофана, валина, фенилаланина, 
лейцина и нзолейцина; первый и седьмой раз хрома
тограммы выдерживают в камере до вытекания рас
творителя, третий, четвертый н шестой раз пропускают 
растворитель до конца листа бумаги, второй и пятый 
раз — только до половины.

Иногда ре:ломендуют хроматографию аминокислот 
проводить с использованием только одного растворите
л я — смеси н-бутанол — ледяная уксусная кислота — во
да в соотношении 4 :1 :5  при многократном пропуска
нии. Однако данные показывают, что при использовании 
одного растворителя получается худшее разделение амп- 
нокислот, чем при хроматографировании по вышепри
веденной схеме.

Для удовлетворительной воспроизводимости н высо
кой точности результатов количественного определения 
аминокислот при выполнении одномерной хроматогра
фии па каждый лист бумаги необходимо наносить, кро
ме испытуемых растворов, смеси известных аминокислот 
(«метчиков»). Смеси «метчиков» готовят из такого рас
чета, чтобы концентрация каждой отдельной аминокис
лоты в смеси наиболее близко соответствовала концен-
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M' liMiii данной аминокислоты в испытуемом растворе.
I ' и| примерная концентрация свободных аминокислот 
» 11м ’|едуемых образцах растений неизвестна, предва- 
........ хроматографируют испытуемые образцы и но
• м1М .тайным готовят «метчики». Смеси составляют так,
■ '" 111,1 ■нее аминокислоты в них хороню отделялись одна 
' ipsToii.

I.IKIIM образом, для полного количественного опре-
■ ■ I'пня всех аминокислот в растительных образцах их 
""||\однмо хроматографировать в нескольких раствори-

" 111\. На каждый лист бумаги наносят и смеси амино-
• ". 1пг-«метчнков» в строго определенной концептра-
■ "м обычно на лист хроматографической бумаги раз- 
■" |1"\| 50X60 см наносят в виде четырех полос длиной
■ . .1 ем смеси исследуемых растворов и в виде двух
■ |"с смеси аминокислот— ̂«метчиков».

Мпеле нанесения растворов аминокислот листы бу- 
■'"II подвешивают в камеры, добавляют соответствую- 
""" растворители и пропускают их, как указано выше. 
II" 1г каждого пропускания растворители удаляют из
■ 'Mill высушиванием в специальном шкафу.

1 '1я определения аминокислот применяют и двумер-
■ ,|'| ^p(>мaтoгpaфию на бумаге. Особенно широко ее

■ '"ii.iyioT для открытия и идентификации новых ами-
■ ' iir.'ioT (рис. 10).

Кплнчественное определение аминокислот. После по-
■ , | ' ||||я хроматогра.мм количественно определять ами-
■ .101'-лоты можно тремя методами: при помощи нингид- 
I 'iiiiiiiiHi реакции с метилцеллосольвом (монометиловый

1'Ир м нленгликоля); по интенсивности окраски медных
. ........ водных аминокислот с нингидрином и по интен-
....ид III оранжевой окраски, возникающей при взаимо-
■ 'I. IIIIIII 1шна кадмия с продуктом взаимодействия ами- 

' II' IOT и нингидрина.
Мри п е р в о м  м е т о д е  хроматограммы опрыскива- 

' (1,П27о-ным раствором нингидрина в ацетоне, нагре-
....  II leMOHiie 5—7 мин при температуре 80°С. Слабоок-

; ..... пятна аминокислот обводят карандашом,
■ |р' i.iioT из бумаги и кладут в пробирки. В эти же про- 
"piiii добавляют по 1 мл 0,1 н. КОН для удаления сле- 
.1. ,1 м м пака и содержимое пробирок высушивают в ва- 
, м (кспкаторе в течение ночи. Затем в пробирки

...... по 1 мл 0,2 н. нитратного буфера (pH 5,0), ко-
■ ■I'l.iii юиолнительно содержит 1,052 г лимонной кисло-
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Рис. 10. Хроматограмма свободных аминокислот, выделенных из 
бобов фасоли. Обозначения аминокислот:

/  — цистин; 2 — аспарагиновая кислота; 5 — глутам иновая кислота; 4 — серии; 
5 — гли ц и н ; ^ — аспарагин; 7 — треонин; 5 — гомосернн; Р — лизин; /Р — ар 
гин и н; / /  — глутам ин ; /2  — орпнтнн; /3  — ци тр уллн и; /4 — а -а л а н п н ; 
/5  — (3-аланин; /^  — тирозин; /7 — пролин; /5 — триптоф ан; /9 — а -а м и н о - 
м асляная кислота; 2 0  — у-ам ино м асляная кислота; 2 /  — пипеколиновая к и с 

ло та; 22 — валин; 23 — ф ен и лалан ин ; 24 — лейцин; 25 — изолейцин.

ты на каждые 100 мл буфера. Этот избыток кислоты 
необходим для нейтрализации внесенной ранее щелочи. 
Кроме того, в пробирки вливают по 0,4 мл 5%-ного рас
твора ниигидрина в метилцеллосольве и 2 мл 0,0002 М 
раствора KCN в метилцеллосольве. Пробирки нагревают 
30 мин на кипящей водяной бане, затем охлаждают в 
ледяной воде в течение 10 мин и пурпурно-фиолетовую 
жидкость количественно переносят в градуированные 
пробирки. Остатки пигмента экстрагируют из бумаги не
сколькими порциями (по 1,0—1,5 мл) 60%-ного изопро-
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iiii.'Ktiioro спирта, и общий объем жидкости в градуиро- 
Miiiiiibix пробирках доводят этим же спиртом до 10 мл.

( )птическую плотность растворов определяют на фо- 
1и i.'11'ктроколориметре или спектрофотометре при 570нм, 
> |иж1111пая с контролем. Контрольные растворы готовят, 
мирс чая такие же куски бумаги из тех же хроматограмм 
и обрабатывая их таким же образом, как и окрашенные 
ми т а  аминокислот. Оптическая плотность контроля по 
1 piimiciiHio с водой не должна превышать 0,12—0,16. 
I чандартные растворы аминокислот окрашивают также 
и на основании определений оптической плотности для 
ииждой аминокислоты строят калибровочные графики. 
Ии '(ТИМ графикам определяют концентрации отдельных 
ммииокислот в изучаемом растворе. При использовании 
iioCi методики относительные ошибки определений ами- 
мнмюлот составляют ± 5 —7%.

Кчшнчественное определение аминокислот но и и -
I I II с и в II о с т и о к р а с к и  м е д н ы х  п р о и з в о д-
II 1.1 .\ а м и н о к и с л о т  с п и н г и д р п н о м про- 
ми|ч|' следующим образом. Хроматограммы обра- 
1м1 ||.|мают 0,5%-ным раствором нингидрина в 95%-ном
..... содержащим 1% уксусной кислоты. Для
- рпматограмм, у которых растворителем служил 
■рмнпл в фосфатном буфере, концентрацию уксусной кис- 
МИ1.1 повышают до 3%- Обработанные хроматограммы 
и|.1 тгрживают 16 ч над серной кислотой и глицерином 
'Мш комнатной температуре. После этого окрашенные 
'И11н;| аминокислот вырезают из хроматограмм и кладут 
" пробирки, в каждую пробирку наливают по 8 мл 
' ■|%-iioro этилового спирта, насыщенного CuS0 4 -5H2 0 , 
и имперживают в течение 1 ч в темноте. Затем рас- 
"iiipu колориметрируют па фотоэлектроколориметре 
•I' »К М против контроля. Если при хроматографии в 
' |'1(чтве растворителя применяли бутиловый спирт, ис-

I I . чуют синий светофильтр, а если фенол в фосфатном 
'офч'рс (pH 12,0),— более точные результаты получают 
' м•.'l(Чlым светофильтром. Оптическую плотность опре- 
I' мнот по сравнению с контролем.

Д . 1Я определения аминокислот по и н т е н с и в п о -  
■ III о к р а с к и  к а д м и е в ы х  п р о и з в о д н ы х  с 
п р о д у к т а м и  в з а и м о д е й с т в и я  а м и н о к и с -  
I и I II IIIIII г и д р IIII а сухие хроматограммы обрабаты- 
и И(1г проявителем, содержащим 100 мг уксуснокислого 
I 11МПЯ, 10 мл воды, 5 мл ледяной уксусной кислоты.
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100 мл ацетона и 1 г перекристаллизованного ппнгидрп 
на. Затем хроматограммы высушивают ш течение 0,5 
1 ч на воздухе и для максимального развития окраски 
помещают в эксикатор или темную камеру над концент
рированной серной кислотой на 16—18 ч. После этого 
окрашенные пятна аминокислот, а также участки хрома
тограмм, равные по площади, но без аминокислот (конт 
роль) вырезают, помещают в пробирки п заливают 4 мл 
метилового спирта. Содержимое пробирок тщательно 
перемешивают и оставляют стоять в темноте в течение 
часа. Оптическую плотность окрашенных растворов оп
ределяют против контрольных элюатов на ФЭК-М с зе
леным светофильтром № 2 (540—560 им) или на
ФЭК-н-57 со светофильтром № 4 (508 им). Точность оп
ределения аминокислот составляет ± 5 —10%.

По этой методике можно определять все аминокис
лоты, кроме нролина, так как при обработке хромато
грамм обычным образом он дает с нингидрнном желтую 
окраску.

Для определения пролииа готовят пингндршювый ре
актив, содержащий 40 мл 6 М Н3РО4, 60 мл ледяной ук
сусной кислоты и 2,5 г нингидрииа на каждые 100 m.'i 
смеси. Для растворения нингидрииа эту смес1, нагревают 
до 70°С на водяной бане. Хроматограммы обрабатывают 
0,02%-иым раствором нингидрииа в ацетоне. Окрашеи- 
ные пятна )вырезают из хроматограмм, кладут в про
бирки, добавляют по 1 мл 0,1 н. NaOH п содержимое их 
высушивают в вакууме в течение ночи. Затем в 'нробир- 
ки вливают по 1 мл уксусной кислоты и по 1 мл иингид- 
рипового реактива и нагревают на водяной бане 'ирп 
100°С в течение 1 ч, добавляют ио 1 мл уксусной кис
лоты и охлаждают до комнатной температуры. Посл(- 
этого розовую жидкость переносят в другие пробирки и 
остатки пигмента экстрагируют из бумаги ледяной ук
сусной кислотой. Общий объем жидкости доводят до оп
ределенного объема (5—10 мл ib зависимости от содер
жания нролина в исследуем1ях образцах). Оптическую 
плотность определяют па спектрофотометре при 515 нм 
или на фотоэлектроколориметре ФЭК-М при синем све
тофильтре, сравнивая с контролем. Для приготовления 
контрольных растворов используют кусочки бумаги, вы
резанные из тех же участков хроматограмм, что и опре
деляемые пятна пролина. После нагревания пробирок 
устойчивая розовая окраска сохраняется лишь в течение
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■Mi.i. поэтому колориметрйрование необходимо провести 
« »п) время. Относительные ошибки составляют
I i Г,%.

<'.п'1с|)жание всех аминокислот выражают в процен- 
UU (ii.'iii в мг%) массы растительного материала или в 
|||1и||1'1п ах азота каждой аминокислоты.

111'ш1>ц()ование и  реакт и вы . Кроме оОорудованпя и реактивов, 
((•.минных для определений аминокислот, дополнительно иеобходи- 
и „  1 /ii'ayiomee: 1 ) спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, хро- 
м.(111 | |Н1(1и1ческие колонки, гомогенизаторы, центрифуги, холодиль- 
iXMi, прибор для отгонки спирта в вакууме, вакуум-эксикаторы, во- 
.(.IIIMC бани, чашки фарфоровые, ступки, делительные воронки, кол- 
mi 1 1 .1К.1ИЫ, воронки, пробирки градуированные;

ьитиоииты КУ-2, Дауэкс-50, Зео-Карб-215 пли Зео-Карб-225, 
..iMiiiiNii спирт 96, 80 и 75%-иый, изопропиловый спирт 10%-ный, 
I II I1CI, ацетон, глицерин, H2SO4 концентрированная, 0,1 и. КОН, 
.1 I II II 0,2 и. NaOH, 6  н. NH4OH, хлороформ, метилцеллосольв, 
|| М IU ’0 4 , уксуснокислый кадмии, нитратный буфер pH 5,0 
I IIHI мл 1 и. лимонной кислоты смешивают с 200 мл 1 и. NaOH и 
,, iiiiiMjiiiioT водой до 1 л), фосфатный буфер pH 12,0 (500 мл

1 Н И . /  М Na2HP0 4 + 5 0 0  мл 0,067 М NaOH).

П1.1Д1 ЛЕНИЕ БЕЛКОВ ИЗ РАСТЕНИИ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ИХ ФРАКЦИОННОГО СОСТАВА

InMiKii играют важную роль в питании человека и 
I 11МП111ЫХ. Пищевая ценность того или иного продукта 
,| ||.гкого хозяйства порой целиком определяется как 
.1(111111.4 количеством в нем белков, так и их качеством.

И 1.1ВИСИМОСТИ от качественного состава белки одних 
„II lull растений по питательной ценности приближаются 
I. Гимнам животного происхождения, а ценность белков 
1||ум1х видов растений может быть весьма низкой. Для 
.ИИ IIKII качества белков существуют два основных пока- 
, 1 | 1М)| и соответственно разработаны два основных ме-

I I I  ы .

Мирвый метод состоит в определении отдельных бел- 
, .,и1.1х групп в общем белковом комплексе. При этом 

И' ii.iii.ic белковые группы или фракции (альбумины, 
, |.|(|ул1111ы, проламины, глютелины) извлекают различ
им м в растворителями и количественно учитывают. Co- 
1, |1,каине белковых фракций в растениях различно. На- 
.цтмир, в семенах зернобобовых культур преобладают 
, м|Г|ул1111Ы, в семенах злаков — проламины и глютелн- 
,.11 II семенах вегетативных органов ряда растений много
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Альбуминов, глобулинов и глютелннов. Даже в преде
лах одного и того же вида качественный состав белков 
подвергается заметным изменениям в зависимости от 
условий выращивания и других факторов.

Другой метод оценки качества белков основан на 
изучении их аминокислотного состава. Зеленые расте
ния могут синтезировать все аминокислоты, тогда как 
организм человека и животного лишен этой способно
сти. Аминокислоты, которые не могут синтезироваться в 
животном организхме, получили название «незамени
мых». В настоящее время установлено, что для человека 
незаменимыми являются 9 аминокислот; триптофа^н, фе
нилаланин, метионин, лизин, валин, треонин, изолейцип, 
лейцин II гистидин. Питание белком, не содержащим ка
кой-либо из этих аминокислот, приводит к нарушениям 
обмена веществ и заболеваниям организма. При корм
лении скота но рационам, не сбалансированным по ами
нокислотному составу или ирн недостатке в кормах да
же какой-либо одной из незаменимых аминокислот на
блюдается большой перерасход кормов и повышение 
стоимости продукции животноводства. Во многих иссле
дованиях установлено, что отдельные белковые фракции 
резко различаются по аминокислотному составу. Таким 
образом, лишь установив аминокислотный и фракцион
ный состав белков, можно говорить о пищевой или кор
мовой ценности продукта.

Принцип метода. Белки в чистом виде в растениях 
встречаются очень редко. В большинстве случаев они 
образуют сложные комплексы с углеводами, липидами, 
нуклеиновыми кислотами, витаминами и т. д. Поэтому 
прежде чем приступать к изучению белков, их необхо
димо выделить из тканей растений и освободить от со
провождающих химических веществ. Следует также 
учитывать, что белки не могут диффундировать через 
оболочки клеток в окружающий раствор. Поэтому при 
экстракции белков требуется возможно более полное 
разрушение клеток и их структур. Для этого используют 
различные типы гомогенизаторов, тщательное растира
ние в ступках с песком, обработку ультразвуком, про- 
.мораживание растительных тканей и другие методы.

В зависимости от целей исследования из тканей ра
стений выделяют все белковые вещества и получают 
препараты так называемых суммарных белков либо вы
деляют отдельные белковые фракции с различной сте-
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in 111,10 дробности. Полученные белковые препараты тща-
0 11.110 очищают и сущат.

Иыделение суммарных белков. Для выделения всех 
'!.■ iKoiibix веществ используют щелочные растворы, в ко- 
|"|и,1\ болыиппство белков довольно хорошо растворя- 
• 0 4. Способы экстракции белков из вегетативных орга- 
III III и из семян несколько различаются.

Для извлечения б е л к о в  из  с в е ж е г о  р а с т и -  
II' 1 Ы1 0 Г0 м а т е р и а л а  навеску листьев, стеблей, 
|| Iубиен или других вегетативных органов (25—50 г, в 
11111НСНМ0СТИ от содержания белков) фиксируют жидким 
....ЮМ и промораживают. Затем измельчают в го-моге-
11111.1 юре НЛП тщательно растирают в ступке с четырех- 
|'|||||||ым (по массе) количеством боратного буфера 
(|||1 10,0), в который добавляют 0,2% бисульфита иат- 
|||||| и несколько капель октилового спирта. Бисульфит 
пирия добавляют для повышения растворимости бел- 
111ПЫХ веществ, а октиловый спирт — для цредотвраще- 
111111 нсненивания гомогената. Гомогенат промораживают
II \п.|()днльпике и после оттаивания встряхивают на ме- 
<,|||||||оской мешалке в течение 1—2 ч, затем центрнфу- 
шруют в течение 5—10 мин при 3 тыс. об/мин. Жид- 
1 .11 II. над осадком сливают, а остатки клеток вновь to- 
м . игннзируют или растирают в ступке с прокаленным 
и. I ком. Затем гомогенат снова встряхивают с буферным 
|. и тором в течение 20—30 мин и опять центрифугиру- 
|.|| 1';1кую экстракцию повторяют 5—6 раз до исчезнове- 
иии реакции на белок с реактивом Фолина (см. ниже). 
III.mini объем экстракта доводят буферным раствором 
|.| IiOO мл. Количество азота, перешедшего в экстракт,
1.1 окно составлять не менее 90—95% общего содержа- 
иии .пота в растениях.

1.1Я анализа берут 20 мл экстракта и определяют в 
II. м содержание азота по Кьельдалю. Одновременно 
..|1|и'деляют общее содержание азота в исходных расти- 
I. II.пых образцах.

■ larcM проводят осаждение белков. Экстракт вылива- 
II стакан емкостью 700—800 мл и доводят pH до

1 I '1.5, добавляя 10%-ную уксусную кислоту. Реак-
..... жстракта проверяют индикаторной бумажкой. Ес-
III шнибочио добавили много уксусной кислоты и реак- 
..11,1 стала слишком кислой, доводят pH экстракта до
I I '1,5 нриливанием щелочи. Стаканы на водяной бане
II iiiiciiaioT до 70°С, и осажденные белки отделяют цент-
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рифугированнем. Б центрифужные пробирки с осад
ком белка добавляют 1%-ную уксусную кислоту, содер
жимое пробирок перемешивают, центрифугируют н жид- 
KOCT1.- над осадком сливают. /

Дли лучшем очистки белков их нереосаждают. Для 
этого в центрифужные пробирки добавляют теплый 
раствор 0,2 11. NaOH и жидкость из пробирок с осадком 
переливают в стакан. Пробирки несколько раз промыва
ют 0,2 н. NaOH, сливая раствор в тот же стакан. Жид
кость в стакане нагревают при помешивании на водяной 
бане до 50°С до полного растворения белков. Нераство- 
рившиеся частицы (остатки клеток) отделяют центрифу
гированием. Для переосаждення белков в стакан с рас
твором белка добавляют 50%-иую трихлоруксусиую кис
лоту до конечной концентрации 5%. Осажденные белки 
отделяют центрифугированием. Для очистки белков их 
продолжают промывать в центрифужных пробирках аце
тоном (5—6 раз), горячим этиловым спиртом (1—2 ра
за) и эфиром (2—3 раза). (При центрифугировании с 
эфиром центрифугу крышкой не закрывать, так как вы
деляющиеся пары эфира могут ее вырвать). После каж
дого добавления реактива проводят центрифугирование, 
а жидкость над осадком сливают. Затем препараты бел
ков высушивают при комнатной температуре и опреде
ляют общее содержание азота по Кьельдалю.

Полученные препараты белков — порошки белого или 
сероватого цвета, содержащие 14—16% азота массы аб
солютно сухого вещества. Если в препаратах белков 
азота содержится меньше 14%, очевидно, очистка их бы
ла недостаточно тщательной.

При выделении с у м м а р н ы х  б е л к о в  из с е м я н  
растений их как можно тоньше размалывают, так как 
от этого в значительной степени зависит полнота извле
чения белков. Если семена содержат повышенное коли
чество жира или много пигментов, то для удаления этих 
веществ муку экстрагируют петролейным эфиром и вы
сушивают в вакуум-эксикаторе или под тягой при ком
натной температуре.

Образцы муки весом 3—10 г (в зависимости от со
держания белка) насыпают в коническую колбу, зали
вают 50—100 мл боратного буфера (pH 10,0), в который 
добавляют 0,2% бисульфита натрия. Колбу взбалтыва
ют на механической мешалке в течение 1 ч и выдержи
вают 15—18 ч в холодильнике при 0°С. Далее содержн-
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i.ir колбы центрифугируют ц течение 5—10 мин при
I I U C .  об/мин, жидкость над осадком сливают в 

. |И1\т() колбу емкостью 500 мл. Осадок из пробирок пе- 
. 11.И",IT в коническую колбу, пробирки смывают буфер- 
им |)пствором, содержащим бисульфит, и в колбу до- 
.11 111 ют этот же раствор до объема 50—60 мл. Колбу 
.0.1.1 ibinaiOT в течение 30—40 мин и снова центрифуги- 
,|о| 1’аствор белков сливают в ту же мерную колбу. 
и.\||) экстракцию повторяют 4—5 раз до исчезновения 

. .нщии на белок с реактивом Фолина. Раствор в колбе 
>мпдят до 500 мл и из «ее берут 20 мл для определе- 

1111 содержания общего азота. При анализах семян 
• lOiiiibix и масличных культур в экстракт должно пере- 
. 11111. ПС менее 90—95% азота.

Осаждение и очистку выделенных из семян белков 
м|1.111одят таким же образом, как и белков из вегетатив- 
..II \ органов растений. Белки, выделенные из семян, 
l|.l■' ĉl■anляют собой порошки белого цвета с содержа- 
.чи м 14—18% азота.

Семена некоторых злаковых растений могут содер- 
I III. значительное количество спирторастворимых бел- 
I ..II. которые не экстрагируются боратиым буфером. 

1 I I I  выделения этих белков остаток материала после 
.iiipaKUHii боратиым буфером обрабатывают неболь-
..... количеством 70%-иого спирта, встряхивают в тече-
II111- I ч и переносят в центрифужную пробирку. Цеитри- 
|. , 1мруют около 10 мин при 4—5 тыс. об/мин и центри- 
■ |.,iai' сливают в сухой стакан. После этого осадок из
.... |рифужной пробирки с помощью небольшого объема
.и"^ .|к>го спирта переносят в ту же колбу, встряхивают 
I 'I и вновь центрифугируют. Такую экстракцию повто- 
;. IIIII- 3—4 раза. После этого раствор спирторастворимо- 
... Пелка, который был собран в стакан, концентрируют. 
I 111 этого удаляют спирт путем его отгонки в !вакууме 

I. . 111Г|'петствующем приборе (см. рис. 25) при темпера- 
| . |1г 3,5—40°С или переносят в фарфоровую чашку и 
.1 iii.ipiiBaiOT при такой же температуре на водяной бане 

пгигилятором или феном. После концентрации рас- 
.|'|р;| в него добавляют небольшое количество воды и 

1 .1ИЛЯЮТ в холодильнике на ночь. Если в исследуемом 
|. II гворе содержались спирторастворимые белки, они 
..ииадают в осадок. Для более полного осаждения в 
;. .. 1вор добавляют ацетон до 907о насыщения. Осадок 

I n■.'ll|loт центрифугированием, промывают в центрифу-
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жиых пробирках несколько раз ацетонрм и эфиром и 
высушивают. Затем определяют массу о< а̂дка.

Выделение отдельных белковых фракций. Для более 
детального изучения белков не ограничиваются извлече
нием из растений лишь суммы всех белковых веществ, 
а проводят их фракционирование. Наиболее часто при 
этом пользуются неодинаковой растворимостью бе.лко- 
вых фракций в разных растворителях (классический ме
тод Осборна). Белки из растительных тканей последова
тельно экстрагируют водой (альбумины), слабыми рас
творами нейтральных солей (глобулины), спиртом (про- 
ламины) и щелочными растворами (глютелины). Работу 
по выделению и очистке белков лучше проводить в хо
лодной комнате при температуре около 4°С.

Образцы растительного материала весом 25—50 г 
фиксируют жидким азотом, промораживают в холодиль
нике и го.могеиизируют с 3—4-кратным количеством 
воды.

Затем для более полной экстракции белков гомо
генат переносят в коническую колбу, взбалтывают в те
чение 1 ч на механической мешалке и ставят в холодиль
ник при температуре 0°С на 15—18 ч.

При выделении белков из семян их тонко размалы
вают и в случае необходимости обезжиривают петро- 
лейным эфиром или ацетоном, после чего высушивают 
Б вакуум-эксикаторе.

Для анализа берут образцы возможно более тонко 
размолотой муки весом 5—10 г, насыпают в коническую 
колбу, заливают 5—6-кратиым количеством воды, взбал
тывают на механической мешалке в течение 1 ч и ставят 
в холодильник при температуре 0°С на 15—18 ч.

Дальнейший ход анализа одинаков как при использо
вании в качестве исходного материала зеленых частей 
растений, так и семян. После выдерживания в холодиль
нике раствор белка отделяют центрифугированием, жид
кость над осадком сливают в большой стакан, остав
шуюся массу гомогенизируют примерно с 3-кратным 
(для муки с 5-кратным) количеством воды, наливают в 
коническую колбу и взбалтывают в течение 30—40 мин. 
После этого содержимое колбы вновь центрифугируют и 
раствор белков сливают в тот же стакан. Такую экстрак
цию водой с последующим центрифугированием повто
ряют 4—5 раз до исчезновения реакции па белок с ре
активом Фолпна,
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Мосле полной экстракции водорастворимых белков 
.. I (iiiiiiyiocH майсу количественно переносят в кониче- 
I'Vio колбу, заливают 4—5-кратным объемом 1М КС1 
I игганляют в холодильнике.

Ирм обработке тканей растений водой и раствор 
м р|'.\одят не только белки, но и другие растворимые в 
'■||г соединения, в том числе свободные аминокислоты, 

1\,||>а, минеральные соли. Поэтому полученный экст- 
' 1М можно рассматривать как слабосолевой раствор. 
1 laKoii раствор могут переходить не только водораст- 

•1п|1ммые белки (альбумины), по и часть солераствори- 
чи\ белков (глобулины). Их называют легкораствори- 
Ч1.1ММ глобулинами, так как они переходят в раствор 
а|1|| очень низких концентрациях солей, которые содер- 
1..ИСЯ в экстракте. Для разделения альбуминов и легко- 
|. и I моримых глобулинов проводят диализ экстракта 
.11ИИММ дистиллированной воды. Для этого используют 
им 1упропнцаемые материалы, чаще всего целлофан. Диа- 
о11 проводят в специальных приборах-диализаторах 
(|о|г 11). В сосуд диализатора наливают воду, а в цел- 
|мф;пювый мешочек внутри диализатора—полученный 
г и гмор. На рисунке 11 изображен диализатор, в кото- 
1'мм пспользовапа целлофано- 
ии( [рубка заводского изго- 
1ММ1С1ШЯ. Простые мешочки 
мм,ммо легко приготовить и в 
I |Гю|)а гории. В качестве апти- 
.||мика в целлофановый ме- 
MiM'M'K добавляют тимол. Че- 
|и I диализатор в течение су- 
(м|, пропускают медленный 
IMM модонроводной воды. Диа- 
'III проводят в холодной ком- 

ипг пли добавляют в сосуд 
I ,'Ю1 Л1>да. Через сутки водо- 
"1'М11(1лпую воду в диализаторе 

1МГ11НЮТ дистиллированной 
и ирпдолжают диализ еще 
|и 12 ч. В процессе диализа 
"И жомолекулярные вещества, 
и HIM числе и минеральные 
Mill, выходят из цсллофано- 

' •1(1 м1'П1очка и вымываются 
"м |мГ|, а внутри остаются толь-

Рис. Простейший диа
лизатор;

1  —  целлофановая труб ка; 2  — 
стеклянная трубка с краном; 

3 — Kpi.uuKa сосуда.

> I ы >11КПИ I) П. 49
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ко белки. Так как к концу диализа раствор в мешочке! 
ие содержит солей, солерастворимые белки выпадают! 
в осадок, а в растворе остаются только альбумины.

Для отделения альбуминов от солерастворнмых бел' 
ков содержимое мешочка вместе с осадком перенося! 
в центрифужные пробирки, мешочек споласкивают 2 
3 раза водой, которую выливают f в те же пробирки 
Растворимые белки отделяют от нерастворимых центри
фугированием в течение 5—10 мин при 3—4 тыс. об/мни. 
Жидкость над осадком сливают в мерную колбу объе
мом 0,5 л, а осадок в центрифужных пробирках 2—3 ра
за промывают водой с последующим центрифугирова
нием. Промывные воды сливают в мерную колбу. Раст
вор альбуминов в колбе доводят водой до метки 
ставят в холодильник.

Осадок глобулинов в центрифужных пробирках 
растворяют в небольшом объеме 1 М КС1 и переносят 
раствор в мерную колбу на 200—250 мл. Пробирки спо
ласкивают 2—3 раза небольшими порциями хлористого 
калия, сливают в колбу, доводят до метки, и раствор 
плобулинов ставят в холодильник.

После этого приступают к экстракции солерастворп- 
мых белков. Растительную массу, в которую был добав
лен 1 М КС1, взбалтывают на механической мешалке в 
течение 1 ч, центрифугируют, раствор белков сливают 
в мерную колбу, а оставшийся растительный материал 
снова обрабатывают раствором КС1. Экстракцию повто
ряют 4—5 раз до исчезновения реакции на белок. Рас
твор белков в мерной колбе доводят до метки. Получен
ная фракция представляет собой глобулины, экстраги
руемые КС1.

В некоторых руководствах при определениях фрак
ционного состава белков рекомендуют первую экстрак
цию растительного материала проводить не водой, а со
левыми растворами (1 М КС1 или NaCl). Полученный 
экстракт содержит альбумины и глобулины, которые 
разделяют путем диализа. Недостатком этого способа 
является то, что фракция легкорастворимых глобулинов 
не выделяется, а определяются все глобулины (сум
марно).

После экстракции глобулинов выделяют растворимую 
в спирте фракцию — проламины. Для этого гомогенат 
обрабатывают теплым 80%-ным этиловым спиртом. 
После каждого добавления спирта содержимое колб1)1
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I, .(м иывают в течение 1 ч, центрифугируют и раствор 
I.. |М)11 сливают в мерную колбу. Экстракцию белков 
.иирты проводят 3—4 раза. После окончании экстрак-
..... |)аствор белков в мерной колбе доводят спиртом

мггкн. Спиртовые экстракты белков хранить в холо- 
и1 II,вике нельзя, так как на холоду белки ii3 спирта 
„|,|||,|дают в осадок. Их оставляют при комнатной гем- 
мр.пуре и возможно скорее анализируют.

Для выделения щелочнорастворимой фракции (глю- 
м III1IOB) растительный материал несколько раз экстра- 
.ируют 0,2М боратным буфером (pH 10,0), содержащим 
"  " У н  бисульфита натрия. Экстракцию проводят так же,
■ II, II при выделении других белковых фракций. Полио- 
I I и тлечения отдельных белковых фракций в значитель- 
  ( топеин зависит от продолжительности взаимодейст-
■ 1,1 растительного материала с соответствующим раст- 
•■••рII гелем. Поэтому после добавления каждого нового 
гиишрителя (хлористого калия, спирта и боратного
■ ,фгра) растительный материал выдерживают в холо- 
III II.пике не менее 16—18 ч.

При анализе некоторых растительных объектов (на-
■ [шмер, зеленой массы кукурузы и семян ряда злаков)
■ " нее щелочнорастворимые белки экстрагируются бо- 
!• IIIII.IM буфером при pH 10,0. В таких случаях после об- 
I' iiiiii KH боратным буфером необходимо провести допол- 
 .паю экстракцию 0,2 н. NaOH (3—4 раза). Техника

ipiiKHHH такая же, как и при иснользованин других 
1' II I норптелей.

Оегавщийся растительный материал после извлече- 
• IIIH неех белковых фракций количественно переносят в 
....риику с фильтром (центрифужные пробирки и колбу 

|,|ыекивают водой, промывные воды еливают на 
I I 11.г|»). Затем воронку с фильтром высущивают при 

мперптуре 50—60°С, переносят в колбу Кьельдаля,
, |||.||1ляют серную кислоту, катализатор и определяют
■ , ui'iccTBo нерастворимого азота.

I.IK1IM образом получают 6 белковых фракций: аль-
■ мины; легкорастворимые глобулины, которые экстра- 
||||у|||ГП1 водой и осаждаются при диализе; глобулины, 

.11 I |1,1гпруемые 1 М КС1; проламины; глютелины и нерас- 
,ii.i|iiiMi,iii азот. Все фракции (кроме последней) были

■iili.iiiij в мерные колбы. Для определения содержания 
■ 11,1)11 в каждой фракции из всех колб берут по 20— 

■II M l раствора, переносят в колбы Кьельдаля, сжигают
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с серной кислотой и определяют количество азота. Одно
временно 'В исходном образце определяют содержание 
общего, белкового и небелкового азота, а также влаж
ность материала. Результаты записывают по форме таб
лицы 2.

Т а б л и ц  а

Фракция

Содержание белковых фракций

 ̂ массы абсолют
но сухого расти

тельного материала

i общего содер
жания белкой 
в растениях

Общий азот 
Небелковый азот 
Белковый азот 
Альбумины
Глобулины, экстрагируемые водой 

п осаждающиеся при диализе 
Глобулины, экстрагируемые 1 М 
КС1
Проламипы 
Глютелины 
Нерастворимый азот

100

Очень часто при изучении белков не ограничиваются 
определением лишь общего содержания азота в каждой 
белковой фракции, а 'получают препараты соответствую
щих белков и затем используют их для определения ами
нокислотного состава.

Для получения препарата белков из соответствую
щих фракций содержимое мерных колб (кроме спирто
вого экстракта) переносят в большие стаканы, подкис
ляют 10%-ной уксусной кислотой до pH 4,4—4,5 и на
гревают на водяной бане до 70°С. Осажденные белки 
отделяют центрифугированием и промывают водой, под
кисленной уксусной кислотой. Затем белки растворяют в 
теплой 0,2 и. NaOH. Если белки растворяются плохо, 
раствор подогревают на водяной бане. После этого для 
лучшей очистки белки переосаждают добавлением 
50%-ной трихлоруксусной кислоты до конечной концен
трации 5%. Полученные осадки белков несколько раз 
промывают в центрифужных .пробирках разбавленной 
уксусной кислотой, а затем ацетоном, спиртом и эфиром 
и высушивают в вакуум-эксикаторе. Осаждают и очища
ют все белковые фракции (кроме спиртовой) так же, 
как и препараты суммарных белков.
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11|юламипы выделяют по следующей методике. Спир- 
. Miiiii экстракт из мерной колбы переливают в прибор
...... . спирта в вакууме. Спирт отгоняют при тем-

luiype 35°С. После полного удаления спирта к остав- 
.1. муся раствору добавляют небольшое количество во- 
м| и оставляют в холодильнике ка ночь. При этом ос- 

масса белка выпадает в осадок. Для полного 
1 ьдсиия белков раствор насыщают ацетоном до 90%;

! ■ щцию раствора доводят до слабощелочной, добавляя 
1И1 М1лько капель 1 и. NaOH. Содержимое колбы пере- 

и центрифужные пробирки, колбы споласкивают 
ИИ кпюм и осадок белков отделяют цеитрифугировани- 
' м 11|щ 3—4 тыс. об/мин в течение 5—10 мин. Затем 
'■1 1Ы1 в пробирках несколько раз промывают ацетоном 
II |фпром с последующим центрифугированием. Осадки
..... Kill высушивают в вакуум-эксикаторе или лиофилн-

...... . (см. стр. 106).
11олучеиные препараты всех белковых фракций иред- 

. | , 1и,1Я1от собой белые или сероватые порошки с содер- 
.митсм 14—18% азота. Эти препараты сохраняют для 
...  и'дующих анализов.

О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) центрифуги, гомогенизаторы, ва
м и ' 1|<1Т1катор, прибор для отгонки спирта в вакууме, водяная ба- 
. . мс.чаинческая мешалка, термостат, холодильник, диализатор, 
•" 1'имс колбы, стаканы, воронки, пипетки, ступки, конические
> . i i' iu :

боратный буфер 0,2 М (pH 10,0), бисульфит натрия, уксус-
......... 10%-ная и 1%-ная, 0,1 н. и 0,2 н. NaOH, трихлорук-
..iiiiii кислота 50%-иая, ацетон, этиловый спирт 96%-ный п 

Ml I. iiui'i, октиловый спирт, эфир, реактив Фолииа, 1 М КС1, а так- 
пГюрудоваиие и реактивы, необходимые для определения азота 

.и. |v 1.1'льдалю,

ВЫДЕЛЕНИЕ ЗЕИНЛ

И 'HiAocnepMe кукурузы содержится спиртораствори-
■ и.|я белок зеин, количество которого у обычной куку-

и.1 достигает половины общего содержания белка. 
\ ip.iHгс1)ным признаком зеина является почти полное
■ .||\г'-пще в нем незаменимой аминокислоты лизина и 
I i'iiiiik; низкое содержание триптофана. Поэтому белки 
.1 рил кукурузы отличаются низкой биологической цен-

I I . >1 I 1,10.

И последнее время были получены мутанты кукуру- 
• м, и ждосперме зерна которых количество зеииа резко
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снижено, а количество других белковых фракций с болсо 
сбалансированным аминокислотным составом соотвео 
ствешю увеличено. Такое зерно имеет более высокую 
питательную ценность.

Зенн выделяют из эндосперма кукурузы спиртом, за
тем осаждают хлористым натрием, промывают и высу
шивают. Ниже описан метод выделения зеина, предло
женный В. Г. Конаревым.

Зародыши зерна кукурузы отделяют от эндосперма, 
эндосперм тонко размалывают и муку просеивают через 
сито с ячейками диаметром 0,25 мм. Муку обезжирива
ют петролейпым эфиром в течение 1 ч и удаляют остат
ки эфира, подсушивая муку на воздухе.

Затем муку 3 раза обрабатывают 70%-ным этиловым 
спиртом, в котором зеин хорошо растворяется. Первый 
раз муку заливают пятью объемами спирта и перемеши
вают или встряхивают в течение I ч при комнатной тем
пературе. После этого экстракт отделяют от осадка 
центрифугированием в течение 15 мин при 3- 
5 тыс. об/мин и сливают в стакан. Осадок вновь зали
вают пятью объемами спирта, повторяют экстракцию, 
экстракт отделяют от осадка центрифугированием и сли
вают его в тот же стакан. Третий раз экстракцию про
водят тремя объемами 70%-ного спирта в течение часа 
при 60°С. Полученный экстракт охлаждают до 4°С и 
дальнейшую работу проводят на .холоду. Для осажде
ния зеина в стакан с экстрактом приливают три объема 
0,1 М .хлористого натрия. Через 1 ч зеин полностью вы
падает в осадок, который отделяют центрифугированием 
в течение 15 мни при 3—5 тыс. об/мин. Затем осадок 
промывают несколько раз дистиллированной водой до 
полного удаления ионов хлора и высушивают в вакуум- 
эксикаторе над щелочью.

Полученный зеин представляет собой белый поро
шок, хорошо растворимый в 70%-ном спирте и 8М мо
чевине. Этот препарат используют для дальнейших ис
следований.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) центрифуга с охлаждением, ва
куумный насос, колба Бунзена, воронка Бюхнера, лабораторная 
мельница, сито с ячейками 0,25 мм, стаканы;

2) нетролейный эфир, 70%-ный спирт, 0,1М NaCI, NaOH 
(твердый).
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ КЛЕЙКОВИНЫ В ЗЕРНЕ

К.'К'и КОВИ II а — специфический комплекс белковых ве- 
и|.'1 гм, содержащихся в зерне некоторых злаков (глав- 
мим образом в зерне пшеницы). Белки клейковины 
м|м'тавляю т собой вязкую, довольно упругую массу. 
I'oiiiMOCTBO клейковины, отмываемой из определенной 
и ингки пшеничной муки или размолотого зерна, иазы- 
М.1ИИ в ы х о д о м  к л е й к о в и н ы . Различают выход сырой и 
< \ 'ой клейковины. Сырая клейковина обычно содержит 
м|||1мсрно воды и 7з сухого вещества.

.Химический состав ее не постоянен, но основную 
м.кч'у (не менее 80%) составляют спирторастворимые 
м щслочерастворимые белки — глиадип и глютепин. Со- 
II |м<ащиеся в клейковине крахмал, жиры и сахара 
м|и|||||п связаны с белками.

Клейковина определяет хлебопекарпые качества 
И1111Ч111ЦЫ. Так называемая «сила» муки зависит в ос- 
MIM1IIUM от состояния белкового комплекса, и прежде 
1.114 0 от количества и качества клейковины. Содержа- 
IIIII' ее резко изменяется в зависимости от сортовых осо- 
||| мноетсй пшеницы и условий выращивания растений. 
I'li'iieiecTBo сырой клейковины в зерне пшеницы колеб- 
II м'ч от 20 до 50%.

11озтому определение клейковины в зерне имеет важ- 
ииг тачепие.

Принцип метода. Тесто, полученное из пшеничной 
ЧМ01, тщательно отмывают от крахмала и других ве- 
ПЦТ1В водой. Полученную массу сырой клейковины 
II иичиивают. Для определения сухой клейковины сырую 
1. ii'iiKOBiiiiy высушивают до постоянной массы и прово
пи' соответствующие расчеты.

Ход определения. Тонко размолотое воздушно-сухое 
и |И1о перемешивают, берут навеску 25 г, помещают в 
.||.1||ф()ровую чашку и приливают из бюретки 14 мл во- 
111М|1оводной (не дистиллированной) воды с температу- 
{>.||| 18±2°С. Пестиком или шпателем замешивают тесто 
II II11111 комок до тех пор, пока оно не станет однород- 
III4M Приставшие к шпателю или фарфоровой чашке ча- 
I 111НЫ очищают ножом и присоединяют к общему куску 
м'| la. Полученное тесто тщательно разминают руками, 
. 1, .иыиают в виде шара, кладут в чашку, закрывают 
. IГИЛОМ и оставляют на 20 мин для того, чтобы все ча- 
I ишы муки равномерно пропитались водой.
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После этого тесто помещают в кристаллизатор или 
в большую чашку, приливают около 1 л водопроводной 
воды с температурой 18±2°С и начинают отмыват!. 
клейковину от крахмала и других веществ, опуская те
сто в воду и разминая его пальцами. Отмывать необхо
димо очень осторожно, чтобы вместе с крахмалом нс 
удалялись частицы клейковины. Промывную воду по 
мере накопления в ней крахмала меняют 3—4 раза, при
чем каждый раз процеживают через густое шелковое 
или капроновое сито для удаления случайно оторвав
шихся кусочков клейковины. Их собирают с сита и 
присоединяют к общей массе клейковины.

Когда ббльщая часть крахмала отмыта и клейко
вина, которая вначале была мягкой и рвущейся, стано
вится более связной и упругой, разминание и промыва
ние ее можно вести более энергично под слабой струей 
водопроводпой воды (18±2°) над густым ситом.

Клейковину отмывают до тех пор, пока промывная 
вода, стекающая при отжимании клейковины, не станет 
прозрачной. Полноту отмывки контролируют реакцией 
на крахмал раствором йода в йодистом калии.

Отмытую клейковину хорощо отжимают от излишней 
воды, помещая между ладонями и вытирая их время от 
времени сухим полотенцем. Затем клейковину закаты
вают ладонями в шарик, кладут на часовое стекло или в 
бюкс и взвешивают па технических весах с точностью 
до 0,01 г. После первого взвешивания клейковину вновь 
промывают в течение 5 мин, затем тщательно отжимают 
и вновь взвешивают. Отмывку считают законченной, 
если разница между первым и вторым взвешиванием 
будет не более 0,1 г.

Содержание сырой клейковины !вычисляют, умножая 
ее массу па 4 (так как была взята навеска 25 г).

Для массовых определений содержания клейковины 
в муке разработаны соответствующие приборы.

После выделения сырой клейковины часть ее ис
пользуют для определения сухой клейковины, а часть 
для изучения некоторых ее свойств.

Для определения сухой клейковины в предваритель
но взвешенный бюкс берут на аналитических весах на
веску сырой клейковины и высушивают до постоянной 
массы при 105°С.

Определение гидратации клейковины. Одним из важ
ных свойств клейковины является степень ее гидрата-
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imii, т. e. способность клейковины набухать и удержи- 
1Ы11. иоду. Степень гидратации выражают в процентах. 
• ill величина колеблется в очень широких пределах 
(и| 120 до 340%), но в большинстве случаев состав- 
иич 160—240%. Как правило, клейковина из муки выс- 
IIIисортов имеет большую степень гидратации, чем из 
м\к11 низших сортов или из целого зерна.

Степень гидратации клейковины (в %) вычисляют 
> пмующим образом:

(% сырой клейковины—% сухой клейковины) ■ 100 
% сухой клейковины

Иимример, если в пшенице содержалось 37% сырой и 
Г,"'/|) сухой клейковины, то степень гидратации такой 
I' ii'CiКОВИНЫ составит;

(37t 1.2)l100_ ^2 0 8 0 /0 .
12

Определение клейковины в зерне ржи и ячменя.
К 1сГ|ковина ржи и ячменя по сравнению с клейковиной 
ишсппцы менее связная, растекающаяся. Выделяют ее 
иным способом, который приведен ниже.

25 г тонко размолотой муки переносят в фарфоровую 
■ i i i i i iKy и приливают 12 мл водопроводной воды, подогре- 
и|(1 до 50°С. Пестиком или шпателем тщатедьно заме- 
i i i i i i iaiOT тесто, помещают его в термостат при темпера- 
м|н‘ 40°С и оставляют на два часа для отлежки. После 
II ого тесто отмывают водопроводной водой, нагретой до 
t̂ i Г)0°С, на тонком сите для удаления крахмала. Ни в 
М1гм случае нельзя допускать потерь мелких частиц 
I. н'(1ковины, которая значительно более жидкая и расте- 
инмнцаяся, чем клейковина пшеницы. После отмывания 
«ид анализа такой же, как и при определении клейко- 
'И111Ы пшеницы.

О б о р у д о в а н и е . Фарфоровые чашки, стеклянные кристаллизато- 
III, оюксы, часовые стекла, бюретка, эксикатор, сито капроновое или 
... . шпатели.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ ТОЧКИ БЕЛКОВ

Пелки, как амфотерные электролиты, содержат в сво- 
I «I составе кислые и основные группы и могут диссоции- 
римигь как кислоты или как основания.
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При добавлений к раствору белка слабой кнслотЬ! 
диссоциация карбоксильных групп в белковых молеку
лах подавляется и в конечном счете в белке' будет до
стигнуто равенство положительных и отрицательных за
рядов. В зависимости от числа и природы основных и 
кислых групп в белке такое состояние наступает при 
разных концентрациях водородных ионов. Кислотность 
раствора, при которой в белках наблюдается равенство 
положительных и отрицательных зарядов, получила на
звание и з о э л е к т р и ч е с к о й  т о ч к и  (ИЭТ). Для 
большинства растительных белков ИЭТ наблюдается в 
слабокислой среде. При изоэлектрической точке белки 
обладают наименьшей растворимостью, а их растворы-■ 
самой низкой вязкостью, белки не удерживаются в раст
ворах и выпадают в осадок при очень слабых внешних 
воздействиях.

Ход определения. 0,2 г полученных ранее препаратов 
альбуминов и глобулинов или казеина растворяют при 
осторожном нагревании на водяной бане в 5 мл 0,5 и. 
С Н з С О О Ы а  и доводят водой до 25 мл. Для определения 
изоэлектрической точки растворенного белка берут 8 про
бирок и в каждую из них вносят по 1 мл раствора, до
бавляют воду и 0,01 и. или 0,1 п. раствор уксусной кис
лоты в количестве, указанном в таблице 3. Содержимое 
пробирок осторожно перемешивают. При значении pH, 
равном или очень близком к ИЭТ белка, он выпадает 
в осадок, что устанавливают по появлению небольшой 
мути в соответствующей пробирке.

Т а б л и ц а  3

Номер пробирки

Прибавлено миллилитров
1 2 3 4 5 G 7 8

В о д а 8 ,4 7 ,7 5 8 ,7 5 8 ,5 8 ,0 7 ,0 5 ,0 1,0
0 ,0 1 н . С И з С О О Н 0,6 1 ,2 5 — — — ------- - —

0 ,1 и. С Н з С О О Н — --------- 0 ,2 5 0 ,5 1 ,0 2 ,0 4 ,0 8 ,0
Раствор белка 1 ,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1.0
P H 5 .9 5 .6 5 ,3 5 ,0 4 .7 4 .4 4 ,1 3 ,8

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) градуированные пипетки, колбы 
мерные емкостью 25 ыл, пробирки, штативы;

2) казеин, нренанаты белков, 0,1 н. С Н з С О О Н ,  0,01 н. 
С Н з С О О Н ,  0,5 и, CIIa'COONa.
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ЯРОМАТОГРАФИЯ БЕЛКОВ НА ЦЕЛЛЮЛОЗОИОНИТАХ

Ьглковые фракции, выделяемые из растений различ-
■ 1.1ЧЦ растворителями (водой, солевыми растворами,
■ м||||()м и щелочными растворами), не являются чисты

ми |11'лками, а представляют собой сложные смеси. Раз- 
и |с ||ис этих смесей и получение белков в чистом ви- 
.. очень сложная задача. Для этого необходимо 
.. ми.||,зовать более тонкие методы, чем простая экстрак
ции ги'лков из растительных тканей.

И последние годы разработаны новые, очень эффек-
....... . и универсальные методы разделения белков, из
....... наиболее важными следует считать ионообмен-
,,,и1 \|)оматографию и электрофорез в полиакриламид-

.м П'ЛС.
\\|'Г()д ионообменной хроматографии белков с ис- 

, II. юваиием ионитов на целлюлозной основе был пред- 
. , 1,|'11 Петерсоном и Собером. Целлюлозоиониты обла-
...... высокой разделяющей способностью, иизкомолеку-
,,,|1|1Ы(> вещества иа них почти не сорбируютсд, а 'белки 
., Mi.'ioiiKax не повреждаются и их выход часто дости- 
,, I I()()%. Целлюлозоиониты синтезируют путем хими- 

,,,Mii'i модификации целлюлозы. Они имеют высокую 
iM.rii, для белков и могут быть получены с любой же- 
,, мпй ионообменной характеристикой.

III! Л. Я. Николаеву, синтез целлюлозоионитов осу-
..... .. следующим образом.

При обработке целлюлозы концентрированной ще- 
11.11) образуется алкоголят — алкалицеллюлоза;

[(СбП702(0Н.)з]п+нНа0Н->
целлю лоза

-^[ (СбН702(0 Н)2 0 П а]„+пН 2 0 .
алкалицеллю лоза

| | | | | | действии галоидоалкилов на алкалицеллюлозу 
,,|,1|сутствии избытка щелочи образуется целлюлозо- 
.11111:

I ((:„117O2(ОН)zONa]„-f щ ■ п ■ RCHsCl-f 2нЫаОН-у
.«•1Кдлицеллюлоза галоидоалкил

[С6Н7О2 (OCHR) ] „-f 3«NaCl,
целлюлозоионит

,, т  П,2 или 3, а /г зависит от степени полимериза- 
....... . и обычно равно 6000—10 000.
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Адсорбционная емкость целлюлозоионита тем выше, 
чем больше он содержит иогенных групп. Количестчк! 
иогенных групп в обычно применяемых целлюлозоиони 
тах составляет 1— 2 м.-экв. на 1 г сорбента, т. е. одн;| 
ионизирующая группа приходится приблизительно ii.'i 
4— 8 глюкозных остатков целлюлозы.

Все целлюлозоиониты являются слабыми кислотами 
или основаниями. Поэтому их соли, особенно со слабыми 
основаниями или кислотами, сильно гидролизо'ваны 
Поэтому при хроматографии низкомолекулярных вс 
ществ на «олонках они передвигаются вдоль колонки 
почти с такой же скоростью, как и растворитель. Белки, 
как амфотерные соединения, также представляют собой | 
слабые кислоты или основания, но они сорбируются ни j 
целлюлозоионитах значительно интенсивнее, так как ' 
вследствие большого числа зарядов на поверхности бел
ковой молекулы между белками и целлюлозоионитом | 
образуется много связей.

В настоящее время для хроматографии белков наи
более часто применяются следующие целлюлозоиониты

Д и э т и л а м и н о э т и л ц е л л ю л о з а  (ДЭАЭЦ) получается 
при реакции целлюлозы с 2 -хлортриэтиламинохлоргид- 
ратом в концентрированном растворе щелочи. В водной 
суспензии образуется гидрат, диссоциирующий с образо
ванием гидроксила, который и является обменным ио
ном:

Ц • C2H4N (С2Н5) 2 +  Н2 0 ^ Ц  • C2H4N+H (С2Н5) 2 +  ОН-.
ДЭАЭЦ — наиболее универсальный слабощелочной 

анионит.
Т р и э т и л а м и н о э т и л ц е л л ю л о з а  (ТЭАЭЦ). Ее получа

ют из ДЭАЭЦ, нагревая последнюю с 10%-ным раство
ром бромистого этила в этиловом спирте. ТЭАЭЦ так
же слабощелочной анионит и по свойствам мало отли
чается от -исходной ДЭАЭЦ.

К а р б о к с и м е т и л ц е л л ю л о з а  (КМЦ) получается при 
взаимодействии целлюлозы с монохлоруксусной кисло
той в концентрированном растворе щелочи. КМЦ име
ет обменный ион Н+.

Ц  • С Н 2 С О О Н ^ Ц  • С Н 2С О О -+ Н + .

КМЦ — слабокислый катионит.
С у л ь ф о м е т и л ц е л л ю л о з у  (СМЦ) готовят следующим 

образом. Раствор мстилендихлорида в этиловом спирте
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'ишилавируют с сульфитом натрия и получают сульфо- 
"i(|iiiiiaimbiH продукт (СЮНгЗОзЫа). Затем целлюлозу 
•ь|1мбатывают раствором СЮНгЗОзКа, ‘в результате 
<м.) образуется сульфометилцеллюлоза, имеющая об- 
■ и 1шыГ| ион Н+.

Ц -С Н 2502(0Н )^Ц -СН 250з-+Н +.

11|1ироду взаимодействия белков с целлюлозоиони- 
• iMii можно представить следующим образом (по 
\ |1 Николаеву). В сорбции белков основную роль иг- 
l•'0o|' электростатические силы, и взаимодействие бел-
... . с цсллюлозоионитами выражается уравнениями ион-
'l a о обмена:

Ца+А~-}- Ца+Б~+А~,
Ц к-К + + Б + ^ ЦК-Б++К+,

■ п Ца*" и Цк“ — нерастворимые ионы целлюлозоанно- 
нита и целлюлозокатионита;

А“ и К+ — их обменивающиеся ионы;
Б“ и Б+ — анионная п катионная формы белка.

Особенность ионного обмена биполярных ионов, ко- 
' •рыми являются белки, заключается в том, что один 
■< ни же ион может сорбироваться как «а катионите,
- |ц II на анионите. С учетом особенностей ионного обме- 
’ > гишолярных ионов сорбция белков на целлюлозоаиио- 
• 1ИИХ и целлюлозокатионитах может быть представлена
II чующими уравнениями:

ЦаЮ П-+-ООС белок ННз+ч^
анионит
ч^Ца+“ООС белок NH2+ H 2O;

11к II+++H3N белок СОО~:г^Цк—*"НзЦ белок СООН,
> •IMOMIIT

II ООС белок NH3+ — биполярный ион белка.
( ч)рбируемость белков на целлюлозоионитах наиболь- 

■II III II бессолевой среде или в разбавленных буферных 
I II шорах, она не зависит от концентрации белка (до 
i iMcina достижения сорбционной емкости весь белок
■ ||Г|црустся в растворе). На этом свойстве основан ме-
■ I концентрирования белковых растворов. Соли вытес- 

1! ппг белки и в присутствии солей сорбция белков на 
!||' |.ч1олозоионитах ослабляется.

Сорбируемость белков на целлюлозокатионитах вы
пи II кислой среде, а на целлюлозоаинонитах — в щелоч-
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иои, т. е. п тех условиях, когда целлюлозонопиты наиме
нее диссоциированы.

В качестве растворителя для экстракции белков ич 
растительного материала и последующей их хроматогра
фии на целлюлозоионитах чаще всего применяют воду, 
а также фосфатный, боратиый и ацетатный буферы.

Сродство данного белка к ионообменнику можно снн 
зить тремя способами: уменьшением pH раствора, что 
снижает анионные свойства белка; 1повышепием pH раст
вора, т. е. подавлением ионизации основных групп ад 
сорбента, что ведет к снижению его способности связы
вать анионы; повышением ионной силы буферного раст
вора. В связи с этим элюирование белков с колонок про 
водят повышением концентрации соли в элюирующем 
растворе или изменением pH раствора.

Хроматографическое фракционирование белков на 
ДЭАЭЦ. Диэтиламиноэтилцеллюлоза представляет со 
бой слабощелочной анионит, поэтому сорбируемость бел
ков на ней наибольшая в слабощелочной среде. В связи 
с этим для экстракции белков из растений при после
дующей хроматографии на ДЭАЭЦ лучше всего исполь
зовать слабощелочные буферные растворы, например 
фосфатный буфер с тгизкой ионной силой.

Все белки по растворимости в различных средах де
лятся на альбумины, глобулины, проламины и глютели 
ны. Если использовать для экстракции слабый фосфат 
ный буфер, в раствор будут переходить лишь альбумины 
и глобулины, а проламины и глютелипы в этом реакти
ве растворяться не будут. Это следует иметь в виду при 
выборе объекта для хроматографического разделения 
белков на ДЭАЭЦ. Например, если взять семена пше 
пицы или кукурузы, в которых основную массу белков 
составляют проламины и глютелины, то под действием 
слабощелочного фосфатного буфера в раствор будет 
переходить лишь незначительная часть белкО'В от об
щего их содержания в семенах. В этом случае следует 
применять другие методы и использовать для хромато 
графии другие ионообменники. Например, белки клейко
вины пшеницы были разделены на карбоксиметилце'л 
люлозс при использовании кислых растворителей.

При использовании ДЭАЭЦ наиболее подходящими 
объектами для хроматографического разделения белков 
будут семена бобовых культур, так как в них почти все 
белки представлены альбуминами и глобулинами.
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Для хроматографии па ДЭАЭЦ экстракцию белков 
.|"||и1дят следующим образом. В колбу помещают 3 г 
■икоизмельченгюй муки из семян бобовых культур, прн- 

..ииют 100 мл 0,005М фосфатного буфера (pH 7,4),
I .(1.1ВЛЯЮТ несколько капель толуола. Содержимое кол- 
1.1 тщательно перемешивают и оставляют на ночь в .хо-
■ т.и.пике. Во взятой для анализа муке проводят опре- 

и 11щие содержания белкового азота по методу Кьель-
. I til.

После настаивания в холодильнике колбу ставят в
II \ .111ическую мешалку и взбалтывают в течение 2 ч. 
' игм содержимое колбы переливают в центрифужные 
■ ['ийцрки и раствор белка отделяют от осадка центри- 

1 , 1 ировапием. Раствор сливают в чисч ую колбу, k o t o -
mi ставят в холодильник, а осадок из центрифужных 

:"'i'iiipoK вновь переносят в колбу для повторной экст- 
'i.iuin. Центрифужные пробирки споласкивают фосфат- 
им буфером, который сливают в колбу. Содержимое
■ 1(11.1 вновь взбалтывают на механической мешалке в 
мгнпе 1—2 ч и снова центрифугируют. Такую экстрак-

..... повторяют 4—5 раз.
Раствор, полученный после экстракции, кроме бел- 

■II. содержит низкомолекулярные азотистые соедине- 
|'|. углеводы и растворимые соли. Чтобы освободить- 
•I пг них, проводят диализ против фосфатного буфера. 
I 111 лого в сосуд диализатора наливают 0,005 М фос- 
1 iiiii.iii буфер, а раствор из колбы сливают в целло- 
I 1111Ж1.1Й мешочек, который помещают в диализатор.

■ |Оу тщательно ополаскивают фосфатным буфером и 
IIIкость сливают в мешочек. Диализ проводят на 'хо-
■ И' с добавление.м тимола в течение 24—36 ч. За это 

МП в сосуде диализатора несколько раз меняют раст-
■|1 фос({)атного буфера.

По окончании диализа раствор из целлофанового
■ iMii'iKa сливают в мерную колбу емкостью 500 мл (в 
' 'i.K' большего объема берут колбу емкостью 1 л),
'ио'юк ополаскивают небольшим количеством буфе-

■ 1.пторый также сливают в колбу. Раствор в колбе 
•iHi'iMi' фосфатным буфером до метки и берут из него 
• йО мл для определения содержания белков.

iii.iM, сколько белкового азота было в исходной муке 
1 IHIIC количество перешло в раствор в результате экст-
■ ' ими (|юсфатным буфером, вычисляют процент бел- 
11, jucTuopHMbix в буфере. Для большинства бобовых
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культур в раствор переходит не менее 80% общего со 
держания белков.

Колонки для хро.матографирования готовят следую 
щим образом. В стакан помещают 3—4 г хорошо измелг 
ченной этиламиноэтилцеллюлозы и тщательно переыс 
шпвают с 1%-пым раствором NaOH для перевода ионо' 
обменника в гидроксильную форму. Через 1 ч верхниг 
слой жидкости вместе с неосевшими мелкими частиц,■! 
ми целлюлозы сливают, в стакан добавляют дистиллм 
ровагшую воду н перемешивают. Воду сливают, внош 
удаляя очень мелкие частицы целлюлозы.

Стеклянную хроматографическую колонку paaMepoNi 
20X1 см укрепляют в штативе, закрывают нижний крап 
и вливают из стакана часть суспензии целлюлозы в во 
де. Лишнюю жидкость осторожно сливают через кран и 
продолжают наполнение колонки небольшими порция 
ми суспензии целлюлозы. Целлюлоза в колонке долнп|.| 
быть распределена равномерно; при набивке колонки п ш 
время работы над поверхностью целлюлозы в колото 
все время должен оставаться слой жидкости высотоп 
0,5—1 см.

Затем верхнюю часть колонки соединяют с резервуа 
ром, в качестве которого может быть использована дс 
лительная воронка объемом 200 мл, и начинают промы 
вать колонку (см. рис. 9). В резервуар наливают вод\ 
и открывают нижний кран настолько, чтобы скоростп 
вытекания жидкости была около 1 мл в минуту. Колон 
ку промывают водой почти до нейтральной реакции, пог 
ле чего в резервуар вносят 0,005 М фосфатный буфер 
(pH 7,4) и промывают колонку до постоянной реакции 
вытекающей жидкости.

После промывания колонку соединяют с автоматиче 
ским коллектором фракций — прибором, позволяющи\^ 
без участия экспериментатора собирать большое число 
фракций строго определенного объема (рис. 12). Кол
лектор регулируют по времени или по объему. В тех 
случаях, когда прибор устанавливают на определенное 
время, через которое происходит смена пробирок для 
фракций, необходимо отрегулировать скорость вытека
ния жидкости из колонки, чтобы в заданное время 
(обычно 8—12 мин) вытекало точно 5 мл жидкости 
Если прибор устанавливают таким образом, что смена 
пробирок происходит после того, как в сифон наберется 
из колонки 5 мл жидкости, также регулируют скорость
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«ип'Каипя жидкости (око- 
1м Г|() мл в 1 ч).

1 1осле подготовки ко
тики для анализа через 
и< с пропускают такой 
• ifii.cM раствора белков, 
ммделепных из муки, что- 
м.| в нем содержалось 
III Г)0 мг белка (обыч- 

1И1 2Г) -50 мл). Затем ко
тику промывают 0,005М 
'|тс(|ратпым буфером для 
"•и|п'ки ее от белков, ко- 
трыс пе адсорбируются 
•м дпэтиламипоэтилцел- 
мидозе (щелочные бел- 
|и) Во всех отбираемых 
■1'1|||кцнях (по 5 мл) оп- 
I" к'ляют содержание

IKOB по методу Лоури.
I и| этого метода пеоб- 

'"UIMO приготовить сле- 
оющие реактивы.

1'сактив Фолнна; 100 г 
'"I’1ы|)рамата натрия 
| \ . 1,ЛУ0 4 -2 Н2 0 ) и 25 г 
'т , 1иГ)дата натрия
(\.|..,\'1о0 4 -2 И2 0 ) раство-
...... . Ei 800 мл дистилли-
1"ИЕии11ой воды. К рас- 
■"'1ру добавляют 50 мл

Рис. 12. Фракционный коллектор.

80%-ной фосфорной кис- 
и.| (II3PO4) и 100 мл концентрированной соляной кис- 

" 11.1, Смесь кипятят с обратным холодильником на сет- 
' и течение 10 ч. Затем к смеси добавляют 150 г серно- 
И1 .1014) лития, 50 мл воды и несколько капель бромной 
■мм и снова кипятят в течеппе 15 мин без обратного 
' т.'ЦЕЛьиика для удаления избытка брома. После ох- 
|,к;цч1ня раствор доводят до 1 л, фильтруют и хранят 
ifMiioi"! склянке. Перед употреблением реактив раз- 

0) Еиют дистиллированной водой (1 : 1 ).
1‘п г п ю р ы :  А  — 2 %-ный раствор НагСОз в 0,1 н.

Б  — 0,5%-ный раствор CuS0 4 -5H20  в 1%-но.м 
и mope КМаС4Н40б-4Н20 и В  — смесь из реактивов 
It />■ (50: 1), которую готовят перед анализом.

i l lKOU Ь. П. 65



О п р е д е л е н и е  с о д е р ж а н и я  б е л к о в  по м е 
т о д у  Лоурп .  Из каждой фракции, получаемой после 
вытекания раствора из колонки, отбирают градуирован
ной пипеткой 2 мл жидкости, переносят в пробирку п 
добавляют 1 мл реактива В .  Содержимое пробирки пе
ремешивают и оставляют при комнатной температуре на 
10 мин. Затем в пробирку приливают 0,1 мл реактива 
Фолина. Через 30 мин желтая окраска жидкости пере
ходит в синюю. Интенсивность окраски определяют на 
фотоэлектроколориметре при красном светофильтре.

Можно определять концентрацию белков с п е кт р о - 
ф о т о м е т р и ч е с к и  при 280 нм (см. стр. 79).

Концентрацию белков рассчитывают по стандартно
му графику.

Для получения стандартного графика готовят об
разцовый раствор, в котором содержится известное 
количество белка (лучше всего белка той культуры, 
с которой проводят опыты). В 8 градуированных проби
рок из микробюреткн приливают столько стандартного 
раствора белка, чтобы в пробирках соответственно со
держалось 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 мг 
белка. Объем раствора в каждой пробирке доводят во
дой до 2 мл и приливают по 1 мл реактива В .  Через 
10 мин в пробирки добавляют по 0,1 мл реактива Фоли
на и спустя 30 мин колориметрируют при красном све
тофильтре. На основании результатов определений оп
тической плотности стандартных растворов белка строят 
соответствующий график.

Промывание колонки фосфатным буфером проводят 
до тех пор, пока в отбираемых на коллекторе фракниях 
не останется даже следов белка (оптическая плотность 
растворов при определениях на фотоэлектроколорпметре 
будет не выше 0,02). После этого начинают элюирова
ние белков.

Для элюирования белков сначала через ионообмен- 
пик пропускают растворы солей возрастающей концент
рации, а затем щелочные растворы. Каждый последую
щий раствор начинают пропускать через колонку лишь 
после того, как под действием предыдущего раствора 
вытеснится весь белок и в жидкости, вытекающей из 
колонки, не будет следов белка.

При хроматографическом разделении белков семян 
бобовых культур на ДЭАЭЦ удовлетворительные ре
зультаты получают при элюировании белков из ионооб-
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пропусканием следующих

в 0,005 М фосфатном буфере 
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »
» 0,005 М » »

мемимка последовательным 
|||И'1Т1орптелей:

1 | 0,01 М NaCl 
•)\ 0,05 М NaCl 
|| о,ЮМ NaCl 
<1 О,'20М NaCl 
о 0,,Ч0М NaCl 

(I) 0,40 М NaCl
М 0,40 М NaCl+0,10M NajCOj 
»1 0,40 М NaCl+0,20M NajCOa
II) 0,40 М NaCl+0,30M NajCOs

III) 1 % - и ы й  NaOH
При хроматографировании одного образца белков 

iiiOiipaioT обычно несколько десятков — сотен фракций 
|м Г) мл каждая; хроматографирование проводят в те- 
'H'liiic нескольких десятков часов.

1'озультаты хроматографического разделения белков 
иирнжают графически. На оси абсцисс отмечают номе
ра фракций, а на оси ординат — их оптическую плот- 
iiiirib при колориметрировании на фотоэлектроколори- 
мгг|)с или абсолютное количество белка в каждой фрак- 
iiim, выраженное в микрограммах на 1 мл. На рисунке 
I 1 п.тображена хроматограмма белков семян фасоли 
'"РП1 Сакса на диэтиламиноэтилцеллюлозе.

Для определений содержания белков из каждой 
фракции объемом 5 мл было взято по 2 мл раствора. 
* •гпшигийся объем растворов сохраняют и в случае не- 
"бкодкмости используют для дальнейших исследований 
("IIределений аминокислотного состава, изоэлектричес- 
•"'(1 гочки и т. д.).

if)____
•' Л/ Ч,0Ш 0,05н 

NaCtmcl
f  10120] ш  т  150\1во по  ш  ,

ОЛмШЩ a.iinNaCU \o,4MMaCt̂ sii,p- М П

"■ 111, Фракционирование белков семян фасоли сорта Сакса па
' '•1Г|.1М|М10этилцеллюлозе; 1—XI белковые фракции, элюируемые 

различными растворами; 0—190 — номера пробирок.
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Колонки, наполненные целлюлозононитами, можно 
использовать для хроматографии белков неоднократно. 
Чтобы подготовить колонку для i n o B T O p H b ix  анализов, 
после 1пропускзния последнего растворителя ( 1 %-пыи 
NaOH) ее промывают водой до нейтральной реакции 
(скорость вытекания жидкости около 100 мл в час), а 
затем раствором фосфатного буфера до постоянной ре 
акции.

Концентрацию буфера или NaCl и pH в буферном 
растворе, употребляемых для элюирования, можно из
менять скачкообразно (ступенчатое элюирование) и по
степенно (градиентное элюирований).

Описанный выше способ элюирования белков явля
ется ступенчатым. При таком способе возможно размы
вание белковых зон, но зато значительно различие ин
тервалов перехода — главное условие успешного разде
ления ’белков.

При градиеигном способе неизвестны интервалы пе
рехода разделяемых белков. Сам процесс хроматографи
рования сводится к трем фазам.

П е р в а я  — фаза сорбции.
В т о р а я  — фаза разделения. Белковые зоны пере

мещаются вдоль колонки с ускорением, причем преде
лом скорости является скорость протекания самого раст
ворителя.

Т р е т ь я  — фаза пассивного переноса зон. Скорость 
перемещения зон равняется скорости протекания раст
ворителя.

Способ создания градиента концентрации заключает
ся в следующем. Два сообщающихся сосуда — смеси
тель и питающий сосуд — содержат растворы разной 
концентрации. Из смесителя раствор поступает в хрома
тографическую колонку. Убыль раствора в смесителе 
пополняется раствором из питающего сосуда.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) фракционный коллектор, холо 
дильник, механическая мешалка, фотоэлектроколориметр, диализа 
тор, центрифуга, хроматографическая колонка, колбы мерные ем 
костью 500 мл и ! л, колбы конические емкостью 100 и 250 мл, 
стаканы, пробирки градуированные, микробюретки, целлофан;

2) целлюлозонониты (ДЭАЭЦ, ТЭАЭЦ, КМЦ), NajW0 4 -2 1 1 2 0 , 
Na2Mo0 4 -2 H2 0 , Н3 РО4 , LiS0 4 , \ з 2 СОз, NaCl, CuS0 4 --5 H2 0 , 
KNaC4H4 0 6 -4 H2 0 , ■ NaOH 1%-ный, 0,005 M фосфатный буфсн
(pH 7,4).

Ф о с ф а т н ы й  б у ф е р  готовят следующим образом. Раст
воряют 0,890 г jNa2HP04 в 1 л дистиллированной воды и
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o.tpNOr KH2PO4 В 1 л дистиллированной воды. После это- 
п| |).тстворы смешивают в отношении 4;1 и проверяют 
|||| буфера.

РАЗДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ ЭЛЕКТРОФОРЕЗОМ 
В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ

Длектрофорез в полиакриламидном геле благодаря 
'Ич1'Г| высокой чувствительности и хорошей разделяющей 
чик'обиости находит широкое применение ,в научных 
ии-.'и'дованиях. С помощью этого метода можно проде
монстрировать многообразие белковых фракций, выде- 
имь индивидуальные белки, а в сочетании со специфи- 
'и•(•кllми реактивами получить зимограммы, показываю- 
ншс пзоферментный состав того или иного фермента. 
Ihmim образом, этот метод может быть применен для 
l'|•m(•llпя разнообразных теоретических и практических 
иииросов.

Нысокая разрешающая способность метода электро
фореза выгодно дополняется быстротой анализа и 
из костью денситометрической расшифровки электрофо- 

|итр,змм благодаря большой прозрачности геля. Микрова- 
|01 лИТ1.Г метода дают возможность анализировать неболь- 
НИ1Г (50—100 мкг) образцы белков с минимальной за- 
| |1Л1()й реактивов.

Метод горизонтального электрофореза дает возмож- 
Н1Ч11, наблюдать одновременную картину разделения 
И1ИП1111ЫХ и катионных белков, тогда как вертикаль- 
IIUII мнкроэлектрофорез позволяет видеть отдельно либо 
•ишоппые, либо катионные белки.

Члсктрофоретическим методом можно исследовать 
"ПК очищенные препараты белков, так п неочищенные 
•I" 11)пкты из тканей. Однако более целесообразно ис- 
40 н.зовать лишь свежеполученные белковые экстракты 
и III нативные препараты белков из разных органов ра- 
' 1Г11МЙ. Если необходимо сохранить растительный ма- 
" ||||.1Л для последующих электрофоретических исследо-
......  его фиксируют жидким азотом или твердой
I жкислотой и высушивают лиофилизацией (см. 

■ ||. 106).
Принцип метода. Электрофорез —  движение заря- 

' ■иных частиц в растворе под влиянием электрического 
• "'Ж. Движение частиц при электрофорезе зависит от 
г ' 1ме|и)в, формы, концентрации электрического заряда,
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степени гидратации и степени диссоциации самих ча
стиц, от вязкости, pH, температуры и ионной силы сре
ды, от напряженности электрического поля, (продолжи- 
тельности электрофореза и длины пути, пройденного 
частицей.

Соотношение между электрофоретической подвиж
ностью, скоростью передвижения, напряженностью поля, 
величиной pH и ионной силой одинаковы для свободного 
электрофореза и для электрофореза в носителе. В по
следнем случае на подвижность и четкость разделения 
влияют также адсорбция, неоднородность вещества но
сителя и его ионообменные свойства, электроосмос, ка
пиллярный эффект, повышение температуры и разбавле
ние. Полиакриламидный гель обладает тем преимущест
вом, что при использовании его в качестве носителя 
влияние адсорбции и электроосмоса исключается.

Для аналитического разделения растительных белков 
в настоящее время чаще всего применяют диск-электро
форез. Диск-электрофорез (от английского слова discon- 
linuos — прерывистый)— метод разделения, в котором 
используется неоднородная («прерывистая») разделяю
щая система с полиакриламидным гелем в качестве но
сителя. При диск-электрофорезе используют нары буфе
ров разного состава и с разными значениями pH, а но
ситель состоит из отдельных слоев геля, отличающихся 
друг от друга по размерам пор. Благодаря этому раз
деляемые вещества концентрируются сначала в очень 
узкой стартовой зоне, что имеет решающее значение для 
четкого разделения смеси.

Высокая разделяющая способность диск-электрофо
реза основывается на двух физических явлениях:

1) эффекте концентрирования, в основе которого ле
жит выведенное Кольраушем соотнощение, называемое 
регулирующей функцией; он состоит в том, что смеси 
перед разделением на компоненты концентрируются в 
четко ограниченной зоне;

2) эффекте молекулярного сита — отдельные молеку
лы разделяются при электрофорезе не только по их об
щему электрическому заряду, но также и по величине 
(что определяется молекулярной массой) и по форме 
молекул, которая зависит от третичной структуры 
белков.

При разделении растворимых компонентов смесь сна
чала концентрируется в узкой полосе крупнопористого
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|'и. Схема электрофоретической 
камеры:

"ПжииП электродный сосуд; 2 — верхний 
М"'Лт.1 й сосуд; 3 — стеклянная трубка с 

■ ИИ.1ИЫМ11 электродам и; 4  — верхний элек- 
• ■' ниж ний электрод; 5 — электрофоре-

трубки; 7 — провода для соедине- 
ипи с источником питания.

МО микрнламидного геля, а затем 
и Mtviколористом геле ее компо- 
ИП11Ы распределяются по величи- 
И1 , (||()|)ме II заряду молекул.

Аппаратура. Для вертнкаль-
... .. ммкроэлектрофореза необхо-
IIIMU электродные сосуды, набор
■ п h.'iwiiiibix трубок, подставка 
Ml Iрубок, источник питания и 
••|И1( пособление для охлаждения 
< п'М рофоретической камеры.

И качестве нижнего электродного сосуда может слу- 
м |||, цилиндрический химический стакан емкостью 1 л, 
■и pMim'i сосуд можно изготовить из иолиэтиленовой баи-
■ 11 (рис. 14). Для этого в дне банки просверливают от- 
■1. primi; одно в центре и 9—12—но окружности для ус-
.....тки электрофоретических трубок. В центральном
.1 игре ГИИ с по.мощью резиновой муфты укрепляют длин- 
1.111 стеклянную трубку с нижним и верхним платнио-
■ ими электродами, которые припаивают к концам про-
•• •ит с иол'и.хлорвиниловой изоляцией (места спаев 
"iMiivii.iio изолируют). Платиновые электроды изготов- 
.... . в виде колец. Верхний электрод устанавливаю г на
■ 111111(1 I см от дна банки, нижний — на расстоянии 7 см 
1 nrjixiiero.

11сктрофоретические трубки с внутренним диамет- 
, 'I мм и длиной 75 мм укрепляют в отверстиях в
■ 11. мерхиего сосуда при помощи отрезков резинового
■ шига.

I рубки точно подбирают по размерам, концы их 
1 lua отшлифовывают. Перед работой трубки промы- 

..... . .хромовой смесью, тщательно ополаскивают дистил-
• ■ipiiiuiiiiioft водой н высушивают.

Подставка для трубок представляет собой полоску
■ 1 тсксигласа с высверленными отверстиями, диаметр

iiipiiix несколько больше внешнего диаметра стеклян-
• 11 I рубок.
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в  качестве источников питанИя для электрофореза 
можно применять выпрямители типа УИП-1 или стаби
лизированные выпрямители, имеющие устройство для 
поддержания заданной силы тока.

Верхний и нижний электродные сосуды заполняют 
буферным раствором. В собранном виде верхний сосуд 
не должен пропускать буферный раствор, что необходи
мо для нормального протекания процесса электрофоре
за. Для лучшего охлаждения трубок электрофоретиче
скую камеру помещают в холодильник или в сосуд, за
полненный водой со льдом.

Реактивы. Гели для электрофореза готовят непо
средственно в электрофоретических трубках путем сме
шивания нескольких запасных растворов, которые содер
жат необходимые реактивы и могут сохраняться и 
течение 3—4 месяцев при температуре -f4°C. В зависимо
сти от свойств подлежащих разделению белков готовят 
щелочной или кислый гель с различной концентрацией 
акриламида. Ниже приводится состав растворов для 
приготовления 7,5%-ного полиакриламидного геля.

С о с т а в  з а п а с н ы х  р а с т в о р о в  и э л е к т р о д 
н о г о  б у ф е р а  д л я  э л е к т р о ф о р е з а  в щ е л о ч -  
л о м г е ле .

Р а с т в о р  Л(щ) (pH 8,9) — 1 п. НС1 48 мл, трис-оксн- 
метиламинометап 36,6 г, тетраметилэтилендиампи 
0,23 мл, вода до 100 мл.

Р а с т в о р  Б(щ) (pH 6,7)— 1 н. НС1 48 мл, трис-оксимс- 
тиламинометан 5,98 г, тетраметилэтилендиамин 0,46 мл, 
вода до 100 мл.

Р а с т в о р  В  — акриламид 30 г, Ы,Н'-метилен-бисакрил 
амид 0,8 г, вода до 100 мл.

Р а с т в о р  Г  — акриламид 10 г, Ы,Ы'-метилен-бисакрил- 
амид 2,5 г, вода до 100 мл.

Р а с т в о р  Л  — рибофлавин 4 мг, вода до 100 мл.
Р а с т в о р  Е  — сахароза 40 г, вода до 100 мл.
Р а с т в о р  п е р с у л ь ф а т а  а м м о н и я  — ЯСЛ(щ) (свежепрн 

готовленный)— аммоний надсернокислый 0,14 г, вода до 
100 мл.

Э л е к т р о д н ы й  б у ф е р н ы й  р а с т в о р  (pH 8,3) — трис-о-к- 
симетиламинометан 6,0 г, глицин 28,8 г, вода до 1 л (пе
ред использованием буфер разбавляют в 10 раз).

И н д и к а т о р  — бромфеиоловый синий 1 мг, вода до 
100 мл.
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С о с т а в  з а п а с н ы х  р а с т в о р о в  и э л е к т -  
I'II дно го б у ф е р а  д л я  э л е к т р о ф о р е з а  в кис-  
111 м геле.

Р а с т в о р  Лк (pH 4,3)— 1 н. КОН 48 мл, ледяная ук-
I о ная кислота 17,2 мл, тетраметилэтилендиамин 4,0 мл, 
ища до 100 мл.

Р а с т в о р  Б к  (pH 6,8)— 1 и. КОН 48 мл, ледяная ук- 
' омая кислота 2,87 мл, тетраметилэтилендиамин 
(I 10 мл, вода до 100 мл.

Р а с тв о р ы  В ,  Г ,  Д ,  Е  (как указано для щелочного 
И' и().

Р а с т в о р  п е р с у л ь ф а т а  а м м о н и я  — ПСАк (свежепри- 
|"ин)ленный)— аммоний надсернокислый 0,28 г, вода 
III 100 мл.

Э л е к т р о д н ы й  б у ф е р н ы й  р а с т в о р  (pH 4,5) —р-аланин 
И,'.’ 1', ледяная уксусная кислота 8 мл, вода до 1 л (пе- 
)'| 1 использованием буфер разбавляют в 10 раз).

И н д и к а т о р  — метиловый зеленый 0,1 г, вода до 
ии1 мл.

Все реактивы готовят на б и д и с т и л л и р о в а п -  
I I I I  |"| в о д е .

Приготовление гелей. Подготовленные к работе 
• |ск1рофоретические трубки имеют два слоя геля: в 
|ч||\исм (крупнопористом) происходит концентрирова- 
и|||' |)азделяемых веществ, а в нижнем (мелкопори- 
|им) — их разделение.

I рубки снизу заклеивают лейкопластырем и устанав- 
iiiiiaioT вертикально в отверстия на подставке. Затем го- 
i Huii' рабочий раствор для синтеза мелкопористого геля
II абл. 4).

Т а б л и ц а  4

Рабочие растворы для синтеза гелей

I •’ III для разделения в щелочной 
среде

Гели для разделения в кислой 
среде

'•Ь iKOiio-
piiribiii

( I ' l l  Н,9)

> | 'И 1 И О П О - 

1 >иг I i.iif
' г М  С',7)

1 часть р-ра-Ащ
2 части р-ра В 
1 часть воды
4 части р-ра 
ПСАщ

1 часть р-ра Бщ
2 части р-ра Г 
1 часть р-ра Д 
4 части р-ра Е

Мелкопо
ристый 

(pH 4,3)

Крупнопо
ристый 
(pH 6.8)

1 часть р-ра Ак
2 части р-ра В 
1 часть воды
4 части р-ра ПСАк

1 часть р-ра Бк
2 части р-ра Г 
1 часть р-ра Д 
4 части р-ра Е
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Смесь осторожно перемешивают и быстро заливают 
в электрофоретические трубки. В каждую трубку нали
вают по 1 мл геля, затем капилляром наслаивают сверху 
слой воды 5—10 мм и оставляют стоять на 30—40 мин. 
В течение этого времени происходит полимеризация ге
ля. Конец полимеризации устанавливают по образова
нию хорошо видимой границы раздела между гелем и 
слоем воды. После полимеризации воду осторожно стря
хивают II ополаскивают 0,1—0,2 мл раствора крупнопо
ристого геля. Затем в каждую трубку приливают точно 
по 0,15 мл этого же геля и наслаивают на него воду. 
Трубки выставляют на солнечный или люминесцентным 
свет для фотополимеризацнн. Через 20—30 мин образу
ется заметно оиалесцирующий верхний гель. Воду из 
трубок удаляют осторожным стряхиванием.

Ход анализа водо- и солерастворимых белков. 
Электрофоретические трубки присоединяют к верхнему 
электродному сосуду, вводя их в верхний сосуд на 1 см. 
Лейкопластырь с нижних концов трубок снимают. 
В нижний электродный сосуд наливают соответствую 
щий электродный буферный раствор, разбавленный в 
10 раз, и трубки полностью погружают в него. Чтобы на 
нижних концах трубок не осталось пузырьков воздуха, 
на них предварительно навешивают по капле буферного 
раствора. В установленные таким образом трубки вно
сят по 0,1—0,2 мл исследуемого раствора, содержащего 
около 0,1 мг белка. Для того чтобы внесенный раствор 
не перемешивался с буферным раствором в верхнем со
суде, в него перед .внесением в трубки добавляют саха
розу до конечной концентрации 20—40%• Исследуемым 
раствор готовят на воде или трис-глициновом буфере 
(pH 8,3), который попользуют в качестве электродного 
буферного раствора.

Легкорастворимые белки можно извлекать из семям 
и вегетативных органов растений трис-глициновым или 
0,005 М фосфатным (pH 7,4) буфером. Для очистки 
белков от низкомолекулярных веществ проводят их диа
лиз против буферного раствора, которым они извлека
лись. Окисление фенольных веществ в экстрактах, 
полученных из вегетативных органов, предупреждают до 
бавлением аскорбиновой кислоты (0,1 — 1%) и диэтил- 
дитиокарбамата натрия (0,05%).

После внесения исследуемого раствора трубки осто
рожно заполняют электродным буфером. Затем наливр-
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ни буферный раствор в верхний электродный сосуд и 
ирнливают 1 мл соответствующего индикатора, чтобы 
I 1сдить за процессом разделения. Собранную электро- 
фпретическую камеру помещают в холодильник.

При разделении белков в щелочном геле нижний 
|.1гктрод. присоединяют к положительному, а в кислом 
ir.'ie -к  отрицательному полюсу выпрямителя. В первые 
I.'» мин пропускают ток силой 2 мА на трубку. После то- 
III как белки войдут в нижний гель, силу тока увеличи- 
ииют до 4 мА. Напряжение обычно бывает 400—600 В. 
Пмыт заканчивают, когда зона индикаторной краски до- 
iiiHTicT 3 мм от нижнего конца гелей (для этого требу- 
I IOI около 1 ч). Буферные растворы из нижнего и верх- 
iii'io электродных сосудов можно употреблять при после- 
isioineM электрофорезе, но их нельзя смешивать друг 
' другом.

Гели извлекают из трубок шприцем и фиксируют, 
тиружая на 30 мин в пробирки с 7%-ной три.хлорук-
I угной кислотой, отмывают трижды по 10 мин в воде, 
‘I 1атем помещают в 1%-ный раствор красителя Амидо- 
Шиарц 10-В в 7%-ной уксусной кислоте. Через 30 мин 
|•llacящий раствор сливают и гели отмывают от избытка 
|>||ас11теля 7%-пой уксусной кислотой, в которой они мо- 
' I храниться длительное время.

'Фотографирование. Отмытые электрофореграммы 
фпюграфируют в проходящем свете под слоем раство
ри и'ля на черно-белую фото(Плетку КН-2 или цветную 
иПритимую пленку ЦО-2 или ЛН-2, используя зеркаль- 
и'.то фотокамеру «Зенит» с удлиненными кольцами.

Идентификация белков на электрофореграммах. Бел- 
i.iiibie зоны на электрофореграммах характеризуют на
■ и||(жании их относительной электрофоретической под- 
иижмости (ОЭП). Положение каждой зоны сравнивают
■ положением зоны краски-индикатора. Отсчет произ- 
и.иит при помощи прозрачной линейки с точностью до 
'з  мм, начиная от старта (верхнего края мелкопористо- 
' I и'ля) и до середины соответствующей зоны. ОЭП рас-

III|ывают по формуле:
II I________расстояние от старта до середины зоны белка_____

расстояние от старта до середины зоны краски-индикатора

11()лученные данные выражают десятичной дробью. 
11|||| достаточно.У! навыке и правильном измерении под- 
1.11,к мости зон воспроизводимость величины ОЭП хоро-

/й



шая, ошибка составляет менее 1,5—2%. Идентичными 
могут быть признаны зоны, ОЭП которых отличается 
менее чем на 2%- Продвижение краски-индикатора на 
сравниваемых электрофореграммах должно быть одина
ковым, отличаясь не более чем на 2 мм.

Отдельные полосы электрофореграммы обычно назы
вают следующим образом; г л а в н ы м и  — наиболее интен
сивно окрашенные, с р е д н и м и  — с более слабой окраской 
и м и н о р н ы м и  — наименее окрашенные.

Полуколичественные определения содержания белков 
можно проводить путем денситометрических измерений 
интенсивности окраски отдельных белковых зон. На ри
сунке 15 представлены фотографии, схемы и денсито- 
граммы альбу.минов, выделенных из зерна ячменя сорта 
.Московский 121 и высоколизинового ячменя Хайпроли.

Электрофорез проламинов. Для изучения биохими
ческих и генетических особенностей злаковых культур 
широкое распространение получил метод электрофоре
тического разделения проламинов, который показывает, 
что эта фракция белков имеет сложный компонентны!! 
состав. Так, например, при сравнительном изучении за
пасных белков пшеницы установлено, что каждый вид и 
сорт имеют характерный электрофоретический спектр 
глиадинов.

Проламины извлекают из семян 70%-ным этиловым 
спиртом после удаления водо- и солерастворимых бел
ков. Для анализа используют свежеразмолотую навеску 
муки. Полученный спиртовой экстракт ставят на диализ 
против 0,1 М раствора уксусной кислоты. Диализ про
водят при температуре 2—4°С в течение 32—36 ч. После 
диализа в белковый раствор добавляют акриламид и 
мочевину до конечной концентрации соответственно 6% 
и 12%- Подготовленные таким образом растворы бел
ков сразу же используют для электрофоретического раз
деления.

Для электрофореза проламинов применяют 7,5%-ный 
кислый гель.

С о с т а в  з а п а с н ы х  р а с т в о р о в  д л я  с и н т е з а  
г е л я .  Р а с т в о р  А  — акриламид 10 г, 1Х,Х'-метилеп- 
бисакриламид 0,27 г, .мочевина 30 г, ледяная уксусная 
кислота 46,7 мл, вода до 100 мл.

Р а с т в о р  Б  — аммоний надсернокислый 1,5, мочеви
на 30 г, вода до 100 мл.

Р а с т в о р  В  — тетраметилэтилендиамин.
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Рис. 16. Электрофореграмма (/) 
II денситограмма ( 2)  глиадинов 
пшеницы сорта Московская 2453. 
Денситограмма получена на ми

крофотометре МФ-4.

Запасные растворы 
смешивают в следую!цем 
соотношении: 3 части
раствора А ,  1 часть раст
вора Б  и 0,02 части раст
вора В .  Полученную 
смесь осторожно переме
шивают и быстро за
ливают в подготовлен
ные электрофоретические 
трубки по 1,2 мл. Сверху 
капилляром наслаивают 
по 5—10 мл воды. Гели 
синтезируют при темпе
ратуре 50—60°С в тече
ние часа. Затем трубки 
с гелями вставляют в 
верхний электродный со
суд. В нижний сосуд на
ливают электродный бу

ферный раствор, так, чтобы в пего погрузились только 
нижние концы электрофоретических трубок (на 1 см). 
В качестве электродного буфера используют 0,013 М 
раствор уксусной кислоты. Затем трубки и верхний со
суд также заполняют раствором уксусной кислоты и 
проводят предварительный электрофорез гелей для уда
ления персульфата аммония, который мешает разделе
нию проламинов. Нижний электрод электрофоретиче
ской камеры подключают к отрицательному полюсу 
выпрямителя.

Предварительный электрофорез проводят при силе 
тока 3 мА на трубку в течение 2 ч до установления 
постоянного напряжения. Во время электрофореза не
обходимо обеспечить достаточное охлаждение, чтобы 
температура буферного раствора в нижнем сосуде 
была не выше 4—5°С.

После предварительного электрофореза буферный 
раствор в электродных сосудах меняют. В трубки вно
сят по 0,1—0,2 мл раствора, содержащего 0,2—0,25 мг 
белка. В течение первого часа электрофореза пропуска
ют ток силой по 2 мА на трубку. Последующее разде
ление проводят при силе тока 4 мА на трубку и напря
жении 300—400 В. Разделение глиадинов пшеницы длит
ся 5—6 ч, зеина кукурузы — 4 ч.
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Но окончании электрофореза гели из трубок быстро 
II жлекают с помощью шприца и фиксируют в 7%-пой 
||>ихлоруксусной кислоте. Белковые зоны проявляются 
м ииде белых опалесцирующих дисков. Окрашивание про- 
иодят 1%-ным раствором Амидо-Шварц 10-В в 7%-ной 
SKcycHoii кислоте. После отмывки избытка красителя 
1 т.чбики гелей можно фотографировать в проходящем 
гнете или денситометрировать. Схема электрофоретиче- 
I кого разделения глиадинов показана на рисунке 16.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) электрофоретическая камера,
* 11'ктрофоретические трубки, подставки для электрофоретических 
Iрубок, выпрямитель тока, холодильник, термостат, лейкопластырь, 
м1'.'1Лофан, мерные колбы емкостью 100 мл, набор градуированных 
иммсток, капилляр, шприц, отрезки резиновой трубки, пробирки;

2) набор запасных растворов для электрофореза, электродный 
буферный раствор, сахароза, мочевина, акриламид, индикаторы 
(|■|poмфeнoлoвый синий и метиловый зеленый), Амидо-Шварц 10-В, 
|||||ХЛоруксусная кислота 7%-ная, уксусная кислота 7%-иая, уксус- 
II.Ill кислота 0,013 М.

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИИ МЕТОД 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ БЕЛКОВ

Концентрацию и содержание белков можно устано- 
iiiiTb по методу Лоури (см. стр. 66). Однако, если бел- 
|чжые растворы чистые, более удобно, просто, быстро 
II с высокой точностью можно определять их содержа
нт' спектрофотометричеекпм методом. Этот метод 
шпволяет определять содержание белков в растворах 
II видимой и ультрафиолетовой областях спектра света. 
И видимой области спектра поглощают свет только ок- 
||,11исииые белки, которые содержат в своем составе 
ll■мипнyю группировку. Эти'белки носят название хромо- 
11|1()ТОИДО|В, и к ним относятся миоглобин, гемоглобин, 
мигохром, каталаза, пероксидаза и др. В ультрафиоле- 
iiiBoii области спектра все белки имеют широкую полосу 
1111Г.'10Щения. Например, при длине волн 240—300 нм 
1И1г.'10щение почти полностью определяется ароматиче- 
I М1МИ аминокислотами (триптофаном, тирозином и фе- 
iiii.iaHaimHOM:), при 205 нм — пептидными связями. 
И габлице 5 показан «вклад» (или «доля») отдельных 
иромофоров «среднего» белка в общий спектр поглоще- 
111П1 |ири различных длинах волн.

11()сле очистки белков для количественного определс- 
1111)1 наиболее часто используют величину поглощения
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Т а б л п ц а
Доля поглощения отдельных хромофоров 

в общем спектре «среднего» белка

Хромофоры
205 нм 220 мм 250 нм 280 им

доля поглощения, %

Пептидная группа 78,0 32,0 2,9 0
Аргинин 2,0 0, 0 0
Цистин 0,6 1,0 11,8 2,3
Цистеин 0,1 0,1 0 0
Метионин 0,6 0,8 0 0
Гистидин 2,4 7,1 0 0
Фенилаланин 6,5 3,7 9,4 0
Тирозин 4,3 20,0 15,0 31,9
Триптофан 5,5 36,0 61,0 65,7

при 280 нм, так как в этом случае белии имеют макси
мум поглощения, обусловленный содержанием в них аро
матических аминокислот — триптофана и тирозина. На 
рисунке 17 показан спектр поглощения типичного бел
к а — альбумина бычьей плазмы. Для количественного 
определения белков спектрофотометрическим методом 
предварительно строят калибровочный график с исполь
зованием раствора чистого белка с концентрацией от 
0,05 до 2,00 мг/мл (рис. 18).

В настоящее время отечественная и зарубежная 
промыщленность выпускает много различных спектро-

Рис. 17. Спектр поглоще
ния альбумина бычьсн плаз

мы при pH 7,5 (в нм).

Рис. 18. Калибровочный график 
для определения концентрации 

белка в исследуемом растворе.
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i'MioMC'TpoB. В сельскохозяйственных вузах и агрохими- 
ВЧМ1Х лабораториях чаще всего используют отечествен- 

ч и г  спектрофотометры СФ-4 и СФ-4А и спектрофото- 
Венгерской Народной Республики «Спекгро- 

••мм 201» и «Спектромам-203». Описание работы на 
' '1> 1.\ изложено в книге под редакцией А. И. Ермакова 
•Ml'юлы биохимического исследования растений» (М., 
•I'luoc», 1972).

И связи с тем, что в современные сельскохозяйствен- 
"ыс .1аборатории в большом количестве лостушают 
' И1'М рофотометры «Спектромом-203», ниже приводится 
•щ.мкое описание работы на этом приборе.

•>(',иектромом-203» работает от сети переменного тока 
и |1|1гдиазначеи для измерения интенсивности пропуска- 
ип| (экстинкции) растворов веществ в области спектра 
■I 190 до 1100 нм относительно эталона, пропускание
...... . принимается равным 100%, а экстинкция —
г '| |1шГ| нулю. Кроме того, этот спектрофотометр можно 
"• ||п ||.зовать для флюоресцентных и пефелометрических 
и'мсреиий.

Принцип работы прибора заключается в том, что 
' I пути пучка света с определенной длиной волны, вы- 
■ пи него из монохроматора, помещают вначале эталон 

1 ' иигроль), а затем измеряемый образец. При помощи 
• и четного потенциометра измеряют разность интенсив- 
■1.1, III пучков света, проходящих через образец и эта-
■ "II

1’езультат измерений получается в единицах пропу- 
I..111ИЯ (экстинкции).

С.псктрофотометр (рис. 19) состоит из двух блоков,
■ ■ецтяющихся между собой электрическими кабеля- 

■и|, выпрямителя и стабилизатора тока 1 — и собствен-
■ ■ ■ спектрофотометра 2. Основные узлы прибора — источ-
..... света, фотоэлементы, усилитель, отсчетные устрой-
M1.I и важнейшие составные части монохроматора —

■ м.|рисвая призма, коллиматорное зеркало (зеркальный 
'•i.eKTHrt) и щели — расположены внутри корпуса.

1’абота оптической системы заключается в следую-
■ I .  м :  свет от источника при помощи системы зеркал че- 
,'■ I входную щель натравляется на вогнутое («оллима-
■ ■■||||ое) зеркало, а после отражения — па кварцевую
■ ||■ll 1му, которая разлагает его в спектр. Задняя зеркаль- 
'■■■I поверхность призмы натравляет необходимый моио-
l■■lM,тгичecкий пучок лучей обратно па коллиматорное
i I и 1 И К О П  Б. П* 81
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Рис. 19. Спектрофотометр «Сиектромом-203»:
J  — стабилизатор; 2  —  спектрофотометр; 3  — главн ы й  вы клю чатель сетевог" 
тока; 4  — индикаторная лам почка вклю чения сетевого то ка; 5 — индикатор 
пая лам почка вклю чения источника освещения; 6  — переклю чатель стабили 
зированного тока лам п; 7 — м иллиамперметр; 8 — предохранители; 5 — ручк,» 
установки дли ны  волны; 1 0  — ручка установки отсчетного потенциометр», 
/ /  — ручка установки щ ели; /2  — потенциометр регулировки чувствительно 
сти; /3  — ручка протяж ки кю вет; /4 — переклю чатель операций; 1 5  — потен 
цнометр регулировки то ка; 1 6  — ручка переклю чения фотоэлементе» 
1 7  —  кры ш ка камеры фотоэлементов; 1 8  —  кры ш ка корпуса источников спс 
та; /9 — крыш ка кю ветной кам еры; ш кала щ ели; 2 1  — нулевой прибит
(гальваном етр); 22 — ш кала пропускания и экстинкции; 23 — ш кала длин 

воли; 24 — ручка переключения источника света.

зеркало. Монохроматический пучок света пеобходимоГ: 
длины волны получают, поворачивая тризму вокруг оси. 
Отраженный луч вогнутым зеркалом направляется черс.1 
выходную щель на исследуемый образец, где часть по
тока света поглощается, а остальная попадает на фото
элемент. В фотоэлементе индуцируется фототок, которьн'| 
усиливается, измеряется и на основании этого опреде
ляется изменение светового потока.

Перед тем как включать прибор в сеть, необходимо 
проверить положение некоторых переключателей на па
нели прибора: выключатель 3 должен стоять в положе
нии «OFF»; переключатель б — в положении «О», пере
ключатель операций 1 4 —в положении «OFF». Flocne 
проверки и установки переключателей в исходное поло
жение проводят подготовительные операции к пуску 
прибора в соответствии с изучаемым объектом. F[peждe 
всего устанавливают в рабочее положение необходимый 
источник света рукояткой 24, находящейся на задней
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■ iriiKo спектрофотометра ниже крышки корпуса иСточ- 
Miiivoii света 18. Эта рукоятка имеет два фиксированных
.... .. при вдвинутом положении в рабочем со-
I MKimiii находится водородная лампа, которую применя- 
нм для измерений в области спектра от 190 до 350 нм.
I I III измерения проводят в области спектра 320— 
поп им, используют вольфрамовую лампу 1накали1вания,
I и| чего движок 24 вытягивают из прибора. При этом 
м|м111()дится в движение поворотный стол с двумя смон- 
п||и1|1аиными на нем лампами (водородной и вольфра- 
Mimiiii) и лампа накаливания устанавливается с по- 
ин|Ц|.ю автоматического фиксатора точно против вогиу- 
......  .черкала.

Дна фотоэлемента находятся :в герметической камере 
и ирииодятся в рабочее положение рукояткой 16. Когда 
|п 1ч)ятка не выдвинута, на пути луча света установлен 
м |и,мяио-цезиевый фотоэлемент для измерений в обла-
■ III спектра от 190 до 650 нм, а при выдвинутой до упо- 
I' I ручке — кислородно-цезиевый фотоэлемент, воспри
нимающий лучи в области спектра от 500 до 1100 нм. 
М монетной камере, слева, возле выходной щели моно- 
• |и1матора имеется оправа со светофильтрами, которые 
н ипределенных условиях могут быть помещены на пути 
'Hi'i'OHoro пучка. Первый фильтр U G  служит для погло- 
ин'нпя рассеянного света в диапазоне длин волн от 320 
м 100 нм, а второй фильтр OG-5 выполняет аналогич
ной (рункцию при измерениях в области спектра выше 
ООП нм. Светофильтр U G  рекомендуется применять при 
тмсрспиях с использованием лампы накаливания в об- 
iiirni спектра от 320 до 400 нм.

Установив необходимый источник света, поглотитель 
р ктсинного света и детектор лучей (если это необходи- 
чи), приступают к запуску прибора. Для определения 
iniiHciiTpaHHH белков в растворах устанавливают водо- 
p'l'uiyio лампу, для чего движок 24  вдвигают внутрь 
прибора до срабатывания фиксатора, а рукоятку 1б  
т 1\’т1)ь до упора. Включают стабилизатор напряжения 1 
при помощи сетевого разъема в сеть переменного тока. 
Иыключатель 3 переводят в положение «ON», при этом 
ыюрается индикаторная лампочка 4  и стрелка милли
амперметра 7 отклоняется от нулевого значения. Через 
1 5 мин стрелка миллиамперметра должна установить- 
‘ ч II положении 300 мА. После этого переводят переклю- 
1.1 гель 6 в положение, включающее водородную лампу.
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Включение водородной лампы происходит автоматн'|1' 
ски через 5—7 мин. За это время вращением рукоятки '/ 
по шкале 2 3  устанавливают длину волны 280 нм, вр.ч 
щением рукоятки 10 (приводят шкалу пропускания и эк1' 
тиикции 22  на 100%-иое пропускание (экстинкция Е-0) 
Далее, поворачивая ручку 12, потенциометр регулировки 
чувствительности устанавливают в среднее положенш 
(4 оборота рукоятки от какого-либо крайнего полож1' 
ния). Можно проводить измерения н (При других ноли 
жениях потенциометра, однако следует помнить, что Н1)и 
нахождении ручки в крайнем правом положении (по хо 
ду часовой стрелки) на отсчетный потенциометр пода 
ется большее напряжение и поэтому увеличивается том 
ность отсчета, но одновременно увеличивается ширима 
щели, следовательно, ухудшается монохроматичносп. 
света (чувствительность и ширина щели находятся в об 
ратной зависимости). В мо.мент автоматического вклю 
чения водородной лампы зажигается индикаторная лам 
почка 5 (светящуюся водородную лампу легко наблю 
дать через жалюзи крышки 1 8 ) .  Открывают крышк\ 
кюветной камеры 19, при этом автоматически закры 
вается шторка камеры фотоэлементов. В таком положе 
НИИ прибор должен прогреться не менее 30 мин. За эш 
время подготавливают растворитель и образцы для из 
мерений, заполняют ими на высоты кварцевые кю 
веты. В гнездо № 1 кюветодержателя помещают кюБет\ 
с [растворителем изучаемого вещества — эталон, прону 
окание которого равно 100%, а экстинкция (Д) равна (I 

(в случае изучения светопоглощения белков раствори 
телями, а следовательно, и эталонами, могут быть дне 
тиллированная вода, растворы нейтральных солей, ще 
лоЧ(И, спирт, буферные системы к т. д.). В гнезда № 2, 3, 
4 ставят испытуемые растворы. Порядковый помер, на
несенный на боковую сторону кюветодержателя, соответ 
ствует порядковому номеру на ручке для протяжки кю
вет 13. Кюветодержатель устанавливают на столик кю
ветной камеры с таким расчетом, чтобы контрольная 
кювета точно на.ходилась в положении № 1 (правильная 
установка кюветодержателя в рабочее положение ис
ключает перекрывание стенками кюветодержателя пути 
световому потоку). После этого приступают к измерс 
ниям.

При открытой крышке кюветной камеры 19 ручку 
переключателя операций 14 переводят в положение
84



•'•Nl", Стрелка гальванометра 21 должна отклониться 
■I lie'll I рального положения. Вращением ручки 15 пере
дни i стрелку гальванометра 21 в центральное поло- 
■•Ч И11Г. Затем ручку переключателя операций 14 уста- 
" III пгкают в положение «СНЕК» и закрывают кюветную 
• iMi'py крышкой 19. Стрелку гальванометра 21 уста- 
I'Питают в центральное июложение сначала грубо (из-

.......мнем ширины щели), вращая ручку И ,  а затем
'■••iiio с помощью потенциометра регулировки чувстви- 
" И.1ШСТИ 12. Ручкой 13 передвигают исследуемый обра- 
1111 до срабатывания фиксатора (положение № 2). Пе- 
I" п мочатель операции 14 переводят в положение «XI» 
II понорачивая ручку 10, стрелку гальванометра 21 ус- 
I |||.|11ливают в центральное положение шкалы. Отсчи- 
luiiaioT и записывают показания шкалы 22 (на нижней 
"И'.ие — пропускание в процентах, на верхней — экстин- 
■1111И /;). При измерении образца с пропусканием ни- 
"  |()7о измерительный переключатель 14 устанавлива- 
|"| II положение «Х0,Ь>- В этом случае отсчитанную ве- 
iiriiiiiy пропускания умножают па 0,1, а к величине 
•III мткции прибавляют единицу.

I'.cnn кюветодержатель заполнен не двумя кювета- 
‘ II I ,  а четырьмя (один эталон, остальные —  испытуемые), 
'1'цдолжают измерения, для чего ручкой протяжки кю- 

I 13 помещают в потоке света кювету № 3 (на рычаж- 
'I положение № 3). Рукояткой 10 устанавливают вели- 
I'liiv экстинкции по гальванометру 2 и записывают в 
" 1|111Дь показания шкалы 22. Закончив измерения экс- 
" 111МШИ четвертой кюветы, открывают крышку кювет- 
■'"II камеры 19, переключатель операции 14 устанав- 
" i i ia io T  в положение «ON». Затем извлекают кюветодер- 
■ аи'ль, кюветы (кроме контрольной № 1) промывают 
■I 1анолняют новыми образцами. Тщательно вытирают 
"|||•lllllиe стенки кювет фильтровальной бумагой, поме- 
■и н о т  в кюветодержатель, а последний в кюветную ка- 
■" ру, и измерения повторяют.

При выполнении спектрального анализа для уста- 
' '11.КМ1ИЯ максимума поглощения веществом в опреде- 
' ином участке видимого или ультрафиолетового спект- 

г I мосле снятия экстинкции на одном из крайних значе- 
|||й волны при открытой крышке 19 и выключенном 
"'юженни рукоятки операций 14 ручкой 9 устанавли- 

"  н о г  следующее значение длины волны, отличающееся 
■I предыдущего на 5—10 нм. Затем выполняют онера-
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ции по компенсации темнового тока и установлению 
экстинкции, как указано выше. Содержание белков рас
считывают по калибровочному графику.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТНОГО 
СОСТАВА БЕЛКОВ

Аминокислотный состав белков и главным образом 
содержание незаменимых аминокислот в белках — важ
нейший показатель их пищевой и кормовой ценности.

Определение аминокислотного состава белков можно 
проводить различными методами — химическими, микро
биологическими, электрофоретическими, хроматографиче
скими и др. В последнее время основными способами 
массовых анализов стали хроматографические метод1.1, 
которые достаточно быстры, точны и доступны.

ГИДРОЛИЗ БЕЛКОВ

Перед определением аминокислотного состава белки 
подвергают гидролизу, вследствие чего в них разрыва
ются пептидные связи. Гидролиз идет по следующем 
схеме:

R4RiI
...NH—СН—СО—NM- 

Ri

R. R3I I I
С Н -С О —N H -C H -C O -N H —СН- 

R̂  1-Г/1Н20 R3
I I

-со..

...NH—CHCOOH-fHjN—C H -C O O H -fH 2 N -C H -C O O H +
R4
i

+H2N—СН -СО ...,

где Ri, R2, R3, R4 — различные радикалы аминокислот
ных остатков.

В биохимической практике используют ферментатив
ный, щелочной и кислотный гидролиз. Ферментатив11Ы|1 
гидролиз применяют обычно для разрещения специаль
ных задач белковой химии, например при установлении 
строения белков. Щелочной гидролиз .ведет к разруще- 
нию многих аминокислот и применяют его довольно ред
ко. При изучении аминокислотного состава обычно ис
пользуют кислотный гидролиз белков, для чего приме
няют соляную, серную и другие кислоты высокой кон
центрации. Наиболее часто белок гидролизуют 6 н. НС1
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СЛ!1 г НС1 на 1 л) в течение 20—24 ч при температуре 
|()() 105°С. Чем шире отношение кислоты к белку, тем 
мгиыпе потерь при гидролизе. На практике наиболее ча- 
мп используют отношение кислоты к белку от 100:1 
ю 1000: 1.

Наблюдения показывают, что при кипячении белков 
I (| и. НС1 в течение 24 ч освобождающийся в результа- 
1г гидролиза триптофан полностью разрушается, серин 
и ipeoHHH — частично разлагаются, количество метионп- 
M.I,  цистина и цистеина значительно уменьшается. Дру- 
IIIC аминокислоты после гидролиза не изменяются. Сле- 

также учитывать, что аспарагин и глутамин, 
кптрые входят в состав белковых молекул, дают соот- 
нгитиеино аспарагиновую и глутаминовую кислоты и 
аммиак. По количеству аммиака в гидролизате уста- 
iiiiii.'iiiBaioT суммарное содержание аспарагина и глута
мина в белках.

И связи с распадом триптофана под действием соля- 
iMii кислоты его определяют без предварительного гид- 
||и.’1иза белков или после щелочного гидролиза. При вы- 
•1ислеииях содержания серина и треонина в белках вво- 
14 г поправочные коэффициенты, соответствующие их 
||||П1аду при гидролизе. Для предотвращения распада 
.1МИИОКИСЛОТ, содержащих серу, материал перед гидро- 
III ЮМ обрабатывают надмуравьиной кислотой, поддей- 
I 1111к;м которой цистин и цистеин превращаются в цп- 
1 |сииовую кислоту, а метионин—в метионинсульфоп, 
III' разрушающиеся при кислотном гидролизе.

При кислотном гидролизе белков в присутствии уг- 
||'1юлов или даже при нагревании аминокислот с угле- 
пи ь'ши в кислой среде многие аминокислоты распадают- 
III и, кроме того, значительная часть их затрачивается 
nil образование темноокрашенных гуминовых веществ.
I III (Тому для гидролиза берут лишь хорошо очищенные 
III углеводов и других веществ белковые препараты; 
III' |||'1Я использовать исходный растительный материал 
(icMciia, листья, корпи) без предварительного извлече
нии белков, так как при этом будут грубые ошибки в 
"Мр(‘делениях всех аминокислот.

Иногда для уменьшения потерь аминокислот при 
штролизе в присутствии углеводов рекомендуют увели- 
'ишить объем кислоты (до 10 000-кратного по отношению 
И 11,1 песке). Разумеется, при массовых анализах такие
II ювия непригодны,
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На точность онределе]1ия аминокислот при гидролн и 
растительного материала без предварительного выделг 
ния белков и без их тщательной очистки влияют следую 
щие причины.

1. Потери аминокислот 1при гидролизе в присутствии 
углеводов. Чем больше углеводов в растительном ми 
териале, тем больше потерь аминокислот при гидролниг

2. Аминокислоты, не связанные в виде белков. Ни 
пример, в семенах бобовых культур их содержится ;u' 
15%, еще больше в листьях растений, а в клубши 
картофеля — до 30% общего количества аминокисло i 
После гидролиза эти аминокислоты 'будут находиться и 
том же растворе, где содержатся и аминокислоты, обри 
зовавшиеся в результате распада белков растительно!и 
материала. В результате полученная сумма аминокне 
лот (как белковых, так и небелковых) не будет cooi 
ветствовать аминокислотному составу белков данного 
растения.

3. Непротеиногенные аминокислоты, которые не уч;| 
ствуют в построении белковых молекул, а присутствую! 
в растениях лишь в свободном состоянии. Всего их и.! 
вестно свыше 100, из которых в сельскохозяйственных 
растениях наиболее часто встречаются 7 -аминомаслян;п 
кислота, а-аминомасляная кислота, р-алани!!, пнпекол!! 
новая кислота, 4-оксипипеколиковая кислота, 4-метн;1 
пролин, орнитни, цитруллин, у-метиленглутаминовам 
кислота, у-оксиглутамнновая кислота, гомосерин, метил- 
глицин, оксинорвалин, канаваиин, ряд производных 
фенилаланина и тирозина и некоторые другие. При гидро
лизе растительных объектов без предварительного выде
ления чистых белков эти аминокислоты будут в знач!!- 
тельной степени загрязнять фракцию протеиногенных 
аминокислот и существенно искажать результаты опре
делений аминокислотного состава белков. Определить !i 
той же вытяжке неиротеиногенные аминокислоты оче!!!. 
трудно, а иногда и невозможно, так как существующие 
модели аминокислотных анализаторов рассчитаны глав
ным образом на определение аминокислот, входящих !! 
состав белков.

Таким  образом, д а н н ы е  о п р е д е л е н и й  а м и 
н о к и с л о т н о г о  с о с т а в а  б е л к о в ,  п о л у ч е н 
н ы е  п у т е м  к и с л о т н о г о  г и д р о л и з а  П С Х О Д ! ! 0 - 
г о  р а с т и т е л ь н о г о  м а т е р и а л а  б е з  э к с т р а к 
ц и и  б е л к о в ,  н е л ь з я  с ч и т а т ь  д о с т о в е р н ы м и ,



П опытах установлено, что одни аминокислоты осво- 
..и чаются из белков с большей скоростью, чем другие;

. чисратура, концентрация белков, объем кислоты и не- 
-юрые другие факторы оказывают частичное влияние 
I иолнчествеиный выход отдельных аминокислот. По- 
м1му гидролиз белков необходимо проводить в строго 
111гдоленных условиях н обязательно точно указы- 
ttf. их.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТ ХРОМАТОГРАФИЕЙ 
НА БУМАГЕ

Принцип метода. Чистые препараты белков, выде- 
мппые из растительного материала, гидролизуют соля-
I .и кислотой. После удаления соляной кислоты амино- 
||. ЧИТЫ разделяют хроматографией на бумаге и опре-

1ЯЮТ количественно реакцией с нингидрииом.
Ход определения. На аналитических весах берут на-

- . Ml хорошо очищенных препаратов белка около 50 мг
I I 2 мг). Одновременно в этих же препаратах опре- 

м 1ИЮТ влажность и процент азота. Навески белка но- 
пчцают в стеклянные ампулы и добавляют по 10 мл
II I1C1. Если белка недостаточно, навески можно взять 

20 -25 мг, но величина их должна быть примерно
ишаковой. Ампулы запаивают и ставят в термостат с
■ рморегулятором на 24 ч. Температуру в термостате 
. гисрживают в пределах 103—105°С. В течение этого 
.||('мени содержимое ампул периодически тщательно 
и | 11яхивают.

После окончания гидролиза ампулы охлаждают, 
иярывают и содержимое количественно переносят в 
1' ффоровые чашки, для чего ампулы несколько раз опо- 
i и кнвают небольшими порциями дистиллированной во- 
lU. Чашки с гидролизатом ставят на водяную баню в 
'■МП1ЖНОЙ шкаф и содержимое выпаривают (с вентиля- 
' >|)ом) при температуре не более 50°С. После выпари-
- 111ИИ соляной кислоты в чашки добавляют немного дис-
■ нчлированной воды и снова выпаривают досуха. Эту 
■чг|1ацию повторяют 3—4 раза.

(юляную кислоту можно удалять и при комнатной 
и мнературе, выпаривая ее в вакуум-эксикаторе над пя- 
инмчнсыо фосфора или едким кали. После удаления НС1
II чатки добавляют воду и вновь упаривают досуха. Это 
"ицоряют 3—4 раза.
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11осле полного удаления соляной кислоты чашки о\' 
лаждают и добавляют точно по 4 мл 10%-ного изопрсг 
пилового спирта (если навеска была 20—25 мг, прилм 
вают по 2 мл). Содержимое чашек тщательно перемеши 
вают стеклянными палочками для полного растворения 
аминокислот. После этого содержимое чашек перенося! 
в маленькие центрифужные пробирки (мыть чашки пел1, 
зя) и центрифугируют в течение 5—10 мин при 3 
4 тыс. об/мин для осаждения гуминовых веществ. Чи 
стые растворы аминокислот сливают в сухие маленькие 
пробирки, плотно закрывают пробками, замораживаю! 
в холодильнике и сохраняют для количественных опрс 
делений. В замороженном состоянии в холодильнике 
растворы можно хранить в течение 2—3 педель.

Количественное определение аминокислот в гидроли 
затах проводят таким же методом, как и при опреде 
Ленин содержания свободных аминокислот в растениях 
(см. стр. 37). Объем раствора, наносимого на одну хро
матограмму, должен составлять 0,1 мл. Хроматографшо 
проводят в трехкратной повторности.

Как уже указывалось, в результате кислотного гид
ролиза аспарагин и глутамин превращаются в соответ
ствующие дикарбоновые аминокислоты и аммиак. Для 
определения амидов в белках в тех же растворах амино
кислот, полученных после удале!1ия соляной кислоты !! 
растворения в изопропиловом спирте, устанавливают со
держание аммиака мпкродиффузпонным методом (см. 
стр. 13). Расчеты проводят с учетом навески белка !! 
разбавления (в 4 или 2 мл изопропилового спирта).

Результаты определений аминокислотного состав;! 
выражают в граммах аминокислот на 100 г белка или !i 
процентах азота каждой аминокислоты от общего азот;! 
белка.

Определение триптофана. При кислотном гидролизе 
триптофан разрушается, поэтому его определяют бе.! 
предварительного гидролиза белков. Можно использо
вать щелочной гидролиз, по это более сложный метод.

Образцы чистых белков 40—50 мг растворяют iipi! 
слабом нагревании в 5 мл 0,2 н. NaOH. Если получа
ются окрашенные растворы, значит белки плохо очи- 
шены от пигментов, что может привести к ошибке npi! 
анализе. Для более полного освобождения белков от 
пигментов следует провести их дополнительную очистку 
эфиром. Реактив для определения триптофана готовят
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• м' lyioiuHM образом. К 8 мл 23,7 н. H2SO4 добавляют 
I м т 2 н. M2S04 , содержащей 30 мг на 1 мл нарадиме- 
(н шмннобензальдегида, и смесь охлаждают до 25°С. 
К )И)й смеси прибавляют 1 мл полученного раствора 
Л( 11<ов, содержимое пробирки перемешивают и остав- 
имчг на 12 ч. Затем в пробирки добавляют ,по 0,1 мл 

1И1|Г)%-пого раствора ЫаЫОг и спустя 30 ч определяют 
‘Н11|||сскую плотность растворов по сравнению с контро-
• Mviii на фотоэлектроколориметре пли спектрофотометре 
м|И1 ()00 пм. Для контроля вместо раствора белка ис- 
чч н.туют воду. Аналогичным образом готовят стандарт- 
миг растворы триптофана и после определения их опти- 
114 Koii плотности строят калибровочный график. Кон
чин (рацию триптофана в изучаемых образцах белка 
и.1м)дят по этому графику.

О б о р у д о в а н и е  и  реа к т и вы . Кроме оборудования и реактивов, 
|»"ин1пых для определения свободных аминокислот (см. стр. 43),
..... сцодимо им еть след ую щ ее: 1) тер м о ста т с тер м ор егулятором ,

и н .’1ЯМ11ые а м п у л ы  д л я  ги д р о л и за ;
’.') б н. HCI, 2 и. II 23,7 н. II2SO4, NaNOj 0,045%-ный, парадиме- 

..... минобензальдегид.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТ НА АМИНОКИСЛОТНЫХ 
АНАЛИЗАТОРАХ

И последние годы широкое распространение получил 
игтд количественного определения аминокислот на ав- 
• 'ингических аминокислотных анализаторах. При ана- 
<И1Н,\ аминокислотного состава -белков этот метод стал
■ нчппым. Главными преимушествами метода онреде- 
•11НП1 аминокислот на аминоанализаторах по сравнению
мподом хроматографии на бумаге являются более вы- 
■няч точность и более высокая скорость выполнения

■ ишичов. В основе метода лежит ионообменная хрома-
•I рмфия.

Принципы ионообменной хроматографии аминокис- 
•III Ионообменная хроматография основана на обрати-
• HI стехиометрическом обмене содержащихся в хрома- 
■I |1.|фируемом растворе ионов на подвижные ионы 
и "рбента, называемого ионообменником. Ионообменнп- 
I твердые нерастворимые в воде и органических раст- 
'рнм'лях полиэлектролиты, содержащие группы, способ-
■ н' к ионизации и дающие с ионами противоположного
• (111ЛП нерастворимые соли. Большинство ионооб- 

...пнпков — высокомолекуляоные соединения с сетчатой
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или пространственной, структурой. В том случае, koi !,■ 
ионообменник сод>ержит в функциональных грунм;и 
ноны, способные к адсорбции катионов, его называкн 
катионитом, а если ионообменник способен к обмсн\ 
анионов,— анионитом. Для хроматографического разлс' 
ления аминокислот используют снльнокислые органнчг 
ские ионообменники, получаемые на основе полимерньи 
веществ — синтетических смол. В качестве фиксирован 
ных ионов в них чаще всего присутствуют группы SO;, 
Наиболее широкое распространение получили сульфн 
полистирольные катиониты, содержащие группировки

В молекуле катионита группировка — SO3H легк'1 
диссоциирует на ион 50з~, который остается в «карка 
се» молекулы, и ион Н+, переходящий в раствор. Г1||ц 
хроматографии аминокислот чаще всего используют ка 
тиониты дауэкс-50Х8, амберлит JR-120, зео-карб-22.'(, 
катиониты типа хромекс КВ-51, КВ-52, КГ-53 и др.

Перед хроматографией катионообменник переводя! 
в На+-форму. Для этого его многократно обрабатываю! 
слабым раствором NaOH.

Известно, что аминокислоты являются амфотерными 
соединениями. В кислой среде диссоциация карбоксил!, 
ных групп аминокислот подавляется и они представляю! 
собой катионы.

Степень ионизации и величина общего заряда моле 
кул отдельных аминокислот при данном значении pH зм' 
висит от дополнительных основных или кислотных груи!| 
в боковых цепях аминокислот.

При хроматографии аминокислот хроматографиче
скую колонку заполняют катионообмепником в Ка+-фор’ 
ме и через колонку медленно пропускают раствор ам!! 
нокислот в кислом .Na-цитратном буфере. При этом про 
исходит связывание аминокислот ионообменником ни 
следующей схеме:

- /  Ч —50з-Па+++1\НзСНС00Н-

R
- /  ч -50з-+ПНзСНС00Н-|-Ыа+

I
R
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Гели повышать pH пропускаемого через колонку ра- 
"||фа, заряд аминокислот изменяется и в том случае, 
" та суммарный заряд данной аминокислоты становит- 
' близким к нулю, происходит обратная десорбция 
1М110КИСЛОТЫ с ионообменника в раствор с заменой на 
"м Na+, содержащиеся в буфере. Установлено, что 

'рбоксильные группы моноаминомонокарбоновых ами- 
'•М1СЛОТ почти полностью ионизируются при pH око- 
" .’I, т. е. при таком значении pH суммарный заряд 
|и\ аминокислот равен нулю и они вытесняются в 
" шор.

И связи с тем, что для каждой аминокислоты нуле- 
"II суммарный заряд наблюдается при строго опреде- 

" ином значении pH, десорбция отдельных аминокислот 
" раствор при повышении pH элюирующего раствора 
'"■I в определенной последовательности.

При хроматографическом разделении аминокислот на 
' 'жюбмвнпиках, так же как и при хроматографии на 

маге, каждая аминокислота многократно переходит 
' I 1КЧЮДВИЖНОЙ фазы, которой является ионообменник, 
■ подвижную фазу — элюирующий раствор. Аминокис- 
IIа передвигается вдоль колонки только тогда, когда 
' I находится 3 элюирующем растворе. Так как скоро- 
!|| .чвижения отдельных аминокислот различны, в про- 
'' се хроматографии каждая аминокислота концентри- 
■тся в определенных, движущихся вдоль ионообмен- 
"ua узко ограниченных зонах элюирующего раствора, 

и конечном счете это характеризует и последователь- 
"  II. выхода зон аминокислот в колонки. Очередность 
нонрования аминокислот с сульфополистирольных 

■" 11 ионитов, как правило, следующая: цистеиновая ки- 
ииа, метионинсульфоксид, оксипролин, аспарагиновая 
ж лота, треонин серин, глутаминовая кислота, пролин, 
tiiHiiH, аланин, цистеин, валин, метионин, изолейцин, 
. нннн, тирозин, фенилаланин, лизин, гистидин, аммиак 

ip n iH H H .
Содержание каждой аминокислоты, вымываемой из 

1 1(1нки, количественно определяют измерением интен- 
"iiiiiocTH окраски, возникающей при "реакции аминокис- 
. ны с нингидрином.

Автоматические анализаторы аминокислот. Разрабо- 
. 1нная Штейном и Муром ионообменная хроматография 
нннокислот на колонках с сульфополистирольными ка- 
:|||||нтами легла в основу конструкции автоматических
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жидкостных анализаторов аминокислот. В иастоянич* 
время выпускается более 20 марок аминокислотных ана 
лизаторов, из которых в лабораториях нашей страны ini' 
ибольшее распространение получили аминоаиализатори 
Hd-I200E и ААА-881 чехословацкого производства, п 
также KLA-3B японской фирмы «Хитачи».

Современный анализатор аминокислот — сложш.1Л 
электронный прибор, работающий в автоматическом ре
жиме, всеми функциями которого управляют програм
маторы и компьютерные устройства. Несмотря на бол1.« 
шое разнообразие конструкций существующих приборо», 
все они основаны на одинаковых принципах и в ннч 
использованы примерно идентичные основные узлы.

Принципиальная схема автоматического анализато
ра аминокислот представлена на рисунке 20. Прибор со
стоит из колонки /, заполненной сульфополистирол||- 
ным понообменником, в верхней части которой имеется



I ' цюйстпо Дл я  отбора проб 2 . С поМоЩыо ДермоСтатас?
■ Mi.'ioiiKe поддерживается определенная температура.

шор NaOH II буферные растворы для элюирования 
«мииокислот подаются из специальных емкостей 4  и 
' M-iuvi клапаны 6.

11ослс того как ионообменник >в колонке переведен с 
'■'МП1ЦЫ0 раствора NaOH в На+-форму и забуферен 
•iiipimibiM буфером (pH 3,25), на вход колонки ианосит- 
■и раствор образца, содержащий определенное количе- 
■ 11111 смеси аминокислот в Na-цитратном буфере при 
fll 2.2.

И этих условиях все аминокислоты заряжены поло-
• Hic.’ii.Ho и они сорбируются ионообмепником, однако 
аримность сорбции каждой аминокислоты различна и 
•■'•|истает с увеличением основности а.минокислоты. По-

ь’ ниесення смеси аминокислот проводят элюирование 
иииокислот с ионообменника путем постепенного (сту- 

"игытого) увеличения pH и ионной силы буферных ра
ни ipon, которые подаются в колонку специальным па- 
•инм 7 с очень точной дозировкой раствора и высокой 

аи11т(шзводимостыо во времени.
Ilpii повышении pH элюирующих растворов положи-

• • ii.m.ie заряды молекул аминокислот постепенно ней- 
г I IIIауются, ионные взаимодействия между аминокис- 
■'мми II ионообменниками соответственно ослабляются 
I мн.|екулы а.ми1юкислот десорбируются с частиц ионо- 
импшика. Первыми с колонки элюируются кислые ами-
• iMic.TOTbi, затем нейтральные и, наконец, основные.

И результате такого хроматографического разделе-
■ им птдельные аминокислоты в строго определенном по- 
м |м' выходят из колонки п попадают в смеситель 8.

1| I мссителе растворы аминокислот смешиваются с иин- 
н цишовым реактивом в соотношении 2:1,  который по- 
' , и т т  из соответствующей емкости 9. Подача иин- 
' 1|Ч111ового реактива осуществляется отдельным насо- 
ч Татем смесь поступает в реактор 10.
И реакторе при повышенной температуре амииокис-

• и,1 взаимодействуют с нингидрином. Окрашенная нин- 
■iipiiiioM смесь из реактора поступает в фотометр И  с 
l■■||ичllыми кюветами, и интенсивность окраски измеря-
• I IIJIII 440 нм (при анализе пролина и оксилролина) и

Т1И(Г Г » Г ' 'Т '0  T T l_T .T I_T V  СЗ И /Г Т Т И /^ Т /’ТДГ* ГТГЧ'Г>\ f l S r x T ' r i C iI'll г»70 им (всех остальных аминокислот). Фотоэлемен- 
■ I /.'( фотометра связаны с электронным усилителем 
ч.лшсца 14, и прохождение окрашенной смеси через

У5
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проточные кюветы регистрируется на бумажной леШ' 
самописца в виде пиков, причем площади пиков nponop 
циональны интенсивности окраски и, следователыи' 
содержанию отдельных аминокислот в растворе. Раи 
вор после фотометра проходит через клапан сброса 1Г> и 
попадает в емкость сброса.

После каждого определения содержания аминокис.тт 
проводится подготовка хроматографической колонки > 
дальнейшей работе. Для этого через колонку пропуска 
ется 0,2 м. раствор NaOH, в результате чего ионообмгм 
ник переходит в Na+-фopмy. Клапан подачи растворои 
6 при этом переключается на емкость 4, а клапан 15 
на сброс. После регенерации колонка стабилизирует! ' 
рабочим Na-цитрагпым буфером (pH 3,5) до установ и' 
ния ионного равновесия ионообмеипик^буферн1.и' 
раствор. После этого колонка готова к следующему аиа 
лизу и цикл определения содерлтания а.минокислот i' 
смеси повторяется.

Современные аминокислотные анализаторы имею' 
две хроматографические колонки — большую (для ра i 
деления кислых и нейтральных аминокислот) и малутс 
(для разделения основных аминокислот). Это значи 
тельно ускоряет проведение анализов. Внешний вид т.т 
кого анализатора чехословацкого производства марки 
Hd-1200E представлен на рисунке 21. Он широко И! 
пользуется для определения аминокислотного состам, 
белков в биохимических и агрохимических лаборато 
риях.

Аминокислотный анализатор Hd-1200E даст возмож 
ность проводить полный анализ гидролизатов амино 
кислот за 2—3 ч. При круглосуточной работе прибора п.' 
нем можно провести 8—10 анализов. Для разделена' 
аминокислот используют сульфополистирольные катио 
нообменники хромекс КГ-53, КВ-51 или КВ-52. При ana 
лнзах на малой колонке размеро.м 5,3X140 мм идю 
разделение основных аминокислот, а на большой колом 
ке размером 6,8X560 мм—кислых и нейтральных амнно 
кислот. Для этого через малую колонку после нанесена'.! 
смеси аминокислот сразу пропускают Na-цитратный бу 
фер с pH 5,28, в результате чего происходит быстро! 
элюирование с колонки почти одновременно всех киг 
лых и нейтральных кислот одной сложной зоной, приче\! 
вся эта смесь аминокислот сливается через клапан сбро 
са. После этого малая колонка подключается к фото-
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;'11с 21. Внешний вид автоматического анализатора аминокислот
Hd-1200E:

I . пмописец; 2  — потенциометры д ля установки базовых линий сам описца;
' клапаны пробоотборного устройства: ^  и 5 — переключатели пробо-

.■ ■ цтого устройства; 6  и 7 — пипетки отбора проб; в — сигнальная лам по ч- 
ннтання; 9 — блок насосов; 1 0  — расходомеры насосов; / /  — больш ая 

"м нгографическая ко ло нка; /2  — м алая хром атографическая колонка; 
1 3  —  переклю чатель колонок па фотометр.

П л е ш к о в  Б. П .



метру и определяют содержание в гидролизате лизин,i, 
гистидина, аммиака и аргинина. Большая колонка в 31и 
время регенерируется и стабилизируется. После лодго 
товки колонки к анализу она подключается к фотомет|п 
и через нее последовательно пропускаются буферные рл 
створы с pH 3,25; 4,25 и 5,28, в результате чего количс 
ственно определяют содержание в гидролизате кислы.\ 
и нейтральных аминокислот. В это время подготавлн 
вают к анализу малую колонку. Ускорение анализа при 
работе на двух колонках достигается главным образом 
за счет того, что регенерация одной колонки в процессе 
работы идет в то время, когда на другой колонке про
исходит хроматография. Хроматограмма аминокислоi 
на аминоанализаторе Hd-1200E представлена на рисуи 
ке 22. На хроматограмме показана последовательность 
смены буферных растворов с различными значениями 
pH в процессе анализа и последовательность выхода 
аминокислот.

Автоматический анализатор Hd-1200E прост в экс 
плуатацпи. Подача анализируемых проб, регенерация и 
стабилизация колонок, а также элюирование аминокис 
лот, их окрашивание и запись на ленте самописца осу 
ществляются автоматически. Все условия анализа 
температурный режим, скорость элюирования, последо
вательность смены буферных растворов при работе ана
лизатора— остаются постоянными, что обеспечивает вы 
сокую воспроизводимость результатов. Точность опре
деления аминокислот на этом анализаторе обычно 
составляет ± 2 —3%-

Ход анализа. Навеску хорошо очищенного препара 
та белка (10—-50 мг) гидролизуют 6 и. НС1, как указано 
выше (см. стр. 89). После окончания гидролиза белков 
и удаления соляной кислоты сухой остаток растворяю! 
в 2—4 мл свежеприготовленного 0,2 М нитратного буфе
ра (pH 2,2). Для приготовления этого буфера 21,008 г 
лимонной кислоты-НгО растворяют в 300—400 мл ди
стиллированной воды, прибавляют туда 8,3 гНаОН и 
16 мл 37%-ной НС1 (соляную кислоту необходимо пере
гнать в стеклянной колбе). Объем раствора доводят во
дой в мерной колбедо1л. После приготовления буфера 
для консервации и предотвращения развития микро
организмов в раствор добавляют 0,1 мл каприловой кис
лоты ил,и 1 г фенола. Для лучшего смачивания ионооб- 
менника в хроматографической колонке в буфер добан-
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1ИКН' 25%-ный полиоксиэтиленлауриновын спирт 
(1«|шй-35). Его предварительно растворяют в горячей 
ммдс н приливают в количестве 1 мл на 1 л буфера. Сле- 
т т  подчеркнуть, что вода, буферы и все растворы, ис- 
Miuii,дуемые при хроматографическом определении ами-
... . не должны содержать даже следов аммиака.
■'I И1 проверки отсутствия аммиака в реактивах и буфер
ных растворах во всех случаях необходимо проводить 
пробу с реактивом Несслера.

После растворения буферный раствор гидролизата 
Bi'.iKOB фильтруют в маленькие сухие пробирки, плотно 
|.|црывают и помещают в холодильник. Хранить гидро- 
ппаты в холодильнике в замороженном состоянии мож

но II течение 1—2 недель. Для более длительного хране
нии гидролизаты предварительно стерилизуют в авто
ры не 10—15 мин.

Перед хроматографическим разделением опытных 
Образцов для получения стандартной хроматограммы 
нрниодят анализ стандартной смеси аминокислот. Стан- 
ыртпую смесь а.минокислот готовят таким образом, что- 
ьы в 1 л раствора содержание каждой аминокислоты
I оставляло 1 миллимоль. Для приготовления такого 
р.шпора навеску каждой аминокислоты (в мг) берут в 
мртчестве, численно равном ее молекулярной массе. Кро- 
М1' этого, в таком же количестве берут навеску хлори- 
- loi'o аммония для получения стандартного пика аммиа- 
IV.1 Аммиак в гидролизате образуется в результате рас- 
н.гьт амидов, содержащихся в белках. Приготовление 
' шидартного раствора аминокислот следует проводить
II ('(ютветствии с данными таблицы 6. Для хроматогра
фического разделения аминокислот необходимы 
Гр\ферные растворы (pH 3,25; 4,25; 5,28), нингид-
ринопый реактив и раствор NaOH. Способы приготовле- 
1ИП1 их описаны ниже.

0,2н. Na - н и т р а т н ы й  б у ф е р  pH 3,25+0,01. В2 л 
(|||,чпстиллированной воды, полученной в помещении, не 
|.1грязненном аммиаком, растворяют 210 г лимонной ки-
I шты-НгО, добавляют 82,5 г NaOH и 106 мл 37%-ной 
IICI и доводят объем раствора почти до 10 л. Соляную 
мк'лоту необходимо предварительно перегнать. Затем
II буферный раствор для консервации добавляют 10 г 
|.||||Сталлического фенола или I мл каприловой кислоты, 
•I чля лучшего смачивания смолы— 40 мл 25%-иого раст- 
III|ра Брий-35. Раствор Брий-35 готовят путем растворе-
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ния его в количестве 50 г в 200 мл горячей воды. После 
этого объем буферного раствора доводят водой точно 
до 10 л.

Т а б л и ц а  Л

Стандартный раствор аминокислот

Аминокислота
Молеку
лярная
масса

% N

В 1 мл раствора содержитсч

мг амино
кислоты мг N

Лизин 146,13 19,17 0,14613 0,02801
Г истидин 155.19 27,10 0,15519 0.04206
Аргинин 174,24 32,18 0,17424 0,05604
Аспарагиновая кислота 133,12 10,53 0.13312 0,01402
Треонин 119,12 11,75 0,11912 0,01400
Серин 105,09 13,33 0,10509 0,01401
Глутаминовая кислота 147,12 9,52 0.14712 0,01401
Пролин 115,12 12,17 0,11512 0,01401
Глицин 75,05 18,67 0,07505 0,01401
Аланин 89,12 15,73 0,08912 0,01402
Цистеин 121,15 11,56 0,12115 0,01389
Валин 117,09 11,96 0,11709 0,01401
Метионин 149,20 9,39 0,14920 0,01401
Изолейцин 131,20 10,60 0,13120 0,01401
Лейцин 131,20 10,60 0,13120 0,01401
Тирозин 181,19 7,74 0,18119 0,01403
Фенилаланин 165,19 8,48 0,16519 0,01403
Хлористый аммоний 53,49 23,16 0,53449 0,01401

0,2 н. Na- ц и т р а т н ы й  б у фе р  pH 4,25+0,02. Раст
воряют 210 г лимонной кислоты-НгО в 2 л бидистилли- 
рованной воды, добавляют 82,5 г NaOH, 47 мл 37%-ной 
перегнанной НС1 и доводят объем раствора почти до 
10 л. Затем в раствор добавляют 10 г фенола или 1 мл 
каприловой кислоты, 40 мл раствора Брий-35 и объем 
доводят до 10 л.

0,35 н. Na - ц и т р а т н ы й  б у ф е р  pH 5,28+0,02. 
В 2 л бидистиллированной воды растворяют 246 г ли
монной кислоты, затем 144 г NaOH, добавляют 68 мл 
37%-ной 'перегнанной НС1 и доводят водой почти до 
10 л. В раствор добавляют 10 г фенола или 1 мл капрн- 
ловой кислоты, 40 мл Брий-35 и доводят до 10 л.

4 н. а ц е т а т н ы й  б у ф е р  pH 5,5+0,03. Этот бу
ферный раствор необходим для приготовления нингид- 
ринового реактива. 328 г безводного CHaCOONa раст
воряют в 600 мл бидистиллированной воды; для лучше-
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Ml рцстворения содержимое колбы нагревают до 50— 
После охлаждения до комнатной температуры до- 

Лиилиют 100 мл ледяной уксусной кислоты и доводят 
ИОМ'М до 1 л.

Нес буферные растворы необходимо готовить очень 
м ил  гсльно. Лимонная кислота и ацетат натрия исполь- 
1Ы1ПСЯ только химически чистые. Растворы не должны 
■ ик'ржать даже следов аммиака (провести пробу с ре- 
•iMiiDOM Несслера). Величины pH буферных растворов 
и |лпавливают очень точно на высокочувствительном 
имкчтиометре; pH доводят до нужного значения путем 
и|б,'1 мления в буфер небольшого количества кислоты или 
ин'лочи (в случае ацетатного буфера — ацетата натрия/).

И и н г и д р и н о в ы й  р е а к т и в .  40 г нингидрина 
|1Л('тморяют в 1500 мл свободного от перекисе'й метил- 
ииллосольва. Если раствор мутноватый, его фильтруют 
'||•|lp.,̂  стеклянный фильтр-тигель № 1. После этого в 
1>л1 гмор добавляют 500 мл 4 н. ацетатного буфера 
1>11 5,5 и 760 мг хлористого олова. Раствор должен быть 
|«||;1С110-коричнезого цвета. Другого цвета раствор для 
.мылизов использовать нельзя. Через 24 ч пингидрино- 
itufi реактив готов к употреблению. Хранить его необхо- 
1ИМ() в темной склянке.

/1ля очистки метилцеллосольва от перекиси настаи- 
IIIIIIT его с твердой щелочью при периодическом встряхи- 
IMIIIIH. Затем перегоняют с небольшим количеством сер- 
инкнслого железа. Для анализов используют фракцию, 
«ииищую при 115—125°С. Перед употреблением метил- 
тмлосольв проверяют на отсутствие перекисей 10%-ным 
|im rnopoM йодистого калия. Для этого 10 г KJ раство- 
|||||от в 100 мл 1 н. НС1. Берут две пробирки и в одну из 
них наливают 2 мл воды, а в другую — 2 мл метилцел- 
мгольва. Затем в каждую пробирку добавляют по 1 мл 
ii iciMOpa KJ и пробирки нагревают на водяной бане 
I мин при 100°С. Вода в пробирке окрашивается в свет- 
111 коричневый цвет, и если метилцеллосольв имеет та- 
I VIO же окраску, он пригоден для анализов.

0,2 н. р а с т в о р  NaOH. В 2 л бидистиллированной 
|"| 1||Г растворяют 41 г едкого натра, прибавляют 5 г фе
нила или 0,5 мл каприловой кислоты и 20 мл раствора 
|||)||н-35. Объе.м доводят водой до 5 л.

После приготовления всех буферных растворов .и 
нмигидринового реактива колонки аминоанализатора 
Iпюлняют ионообмеиником и стабилизируют их Na-цпт-
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ратным буфером pH 3,25. Затем устанавливают про 
грамму, вносятО,! мл стандартного раствора амино1Кнсл(м, 
включают программное устройство и пускают при 
бор. После окончания анализа получают хроматограм 
му, аналогичную изображенной на рисунке 22.

Хроматографирование опытных растворов гидролиза 
то'в белков проводят в таких же условиях, как и стаи 
дартных растворов аминокислот. Если 'ВСс условия ана 
лизов сохраняются постоянными, то и последовател!. 
ность выхода аминокислот с колонок остается одной и 
той же.

Для хроматографического разделения опытных гид 
ролизатов белков вносят такой объем раствора, KOTopi.iii 
бы соответствовал 0,2—0,4 мг белка. Например, если длм 
гидролиза было взято 10 мг белка и гидролизат бы.1 
растворен в 5 мл цитратного буфера, то в каждом m i i . ' i 

лилитре такого раствора будет содержаться 2 мг 6c.i 
ка. Очевидно, что в этом случае для хроматографнческо 
го анализа следует взять 0,1—0,2 мл раствора, что сот 
ветствует 0,2—0,4 мг белка.

Вычисление результатов. Оптическая плотность ок 
ращенных комплексов аминокислот с нингндрином зм 
писывается самописцем амнноаналнзатора на диаграмм 
ной бумаге с логарифмической или линейной шкалой 
в виде отдельных пиков. Эти пики на бумаге обознач;! 
ются самописцем в виде точек и кружков, причем черс i 
каждые три точки самописец отмечает кружок (рис. 23) 
Величина площади каждого пика на диаграмме иропор 
циональна концентрации соответствующей аминокислот!,i 
в анализируемом растворе. Для количественного опрс 
деления каждой аминокислоты прежде всего рассчитт.: 
вают площадь пика, соответствующего данной амннокиг 
лоте. Расчет ведется с помощью специальной логари(||- 
мичеокой линейки, прилагаемой к анализатору.

Для расчета площадей пиков вначале проводят ог 
новные (базовые) линии под пиками, соответствующими 
каждой группе аминокислот. Обычно проводят следую 
щие базовые линии;

1) для основных аминокислот, выходящих с малой 
колонки,— лизина, гистидина, аммиака и аргинина;

2) для кислых аминокислот большой колонки, элюи 
руемых буфером pH 3,25 — аспарагиновой кислоты, трео 
нина, серина, глутаминовой кислоты, глицина, аланин,т, 
цист(е) ина;
102



буферных
picintopot

f* — /
к ~-9
V
t |-7

|-5

---- 1-5
•

•
—

> * 'гг-3
* о >

•

: -jh

‘ •
о

; ч
• о

i  \
J . _____ Ч ;

— 0 -
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ном анализаторе Hd-1200E.
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3) дЛ я п р о л и и а ;
4) для аминокислот, элюируемых с большой колонки 

буфером pH 4,25,— валина, метионина, изолейцнна и 
лейцина;

5) для аминокислот, элюируемых буфером pH 5,28, 
тирозина и фенилаланина.

После проведения базовых линий логарифмическую 
линейку устанавливают так, чтобы нулевое деление ini 
линейке совпадало с базовой линией данного пика, ;i 
верхняя ее часть проходила через вершину пика. При 
таком положении линейки проводят отсчет логарифми
ческой высоты пика Н  и половины его высоты '/г// 
Подсчитав кружки над половиной высоты пика, опредс 
ляют ширину пика. Для расчета ширины W  над лини 
ей, соответствующей половине высоты, считают o6uu'i' 
количество кружков, затем из общего количества круж 
ков вычитают единицу (чтобы получить общее количс 
ство промежутков мелсду кружками). Остаток умпожаю! 
па четыре, прибавляют количество точек, находящпхск 
вверху от линии, обозначающей ’/гД до первых кружком, 
и к этому числу прибавляют относительное расстояшм- 
вверх от линии, обозначающей до первой точки. Пло 
щадь пика определяют по формуле:

S ^ ' h H X W .

На рисунке 23 показан пример вычисления площади 
пика. Логарифмическая высота этого пика Я=0,494, м 
половина высоты '/2^=0,247. Расчеты показывают, чти 
щирина этого пика U^'=:(8—1)Х 4+3+0,6 =  31,6. Отсю
да площадь пика равна;

S=-0,247X31,6=7,81.
При анализах стандартной смеси аминокислот пло 

щадь пика а.минокислоты на хроматограмме или S,-, 
соответствует определенной концентрации этой амино
кислоты в растворе, взятом для хроматографирования 
(см. табл. 6). Часто содержание аминокислот в белках 
выражают в количестве азота каждой аминокислоты 
в процентах от общего содержания азота в белке.

Для определения содержания N  аминокислоты п 
процентах от N  белка необходимо выполнить следую 
щие расчеты. Прежде всего надо узнать S стандартного 
и S опытного растворов. Затем по таблице 6 находя!, 
какое количество N содержится в стандартном раство
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I'r данной аминокислоты ( Б  мг N). После этого вычис- 
лиют содержание азота в аминокислоте, которая нахо- 
/|И1'ся в опытном растворе { В  мг N):

г, м  S o n ' ^ЯмгП =  ——  ,

ИИ’ — площадь пика опытного раствора;
'Ь'от — площадь пика стандартного раствора. 

tiiK'M находят количество мг азота аминокислоты во 
штн навеске белка. Для этого полученный выще резуль- 
|(П' умножают на разведение к,  которое проводили после 
• и.тролиза. После эгого вычисляют количество азота 
rtiimioft аминокислоты в 100 мг белка по следующей 
||м|рмуле:

Е =
ВХ«Х100

1 /ц' Б  — мг N аминокислоты в 100 мг белка;
В  — мг N данной аминокислоты в опытном растворе; 
к  — разбавление; 
н — навеска белка.

■ Чиая, сколько азота содержится в анализируемом 
П|"1кс { ж ,  мг), можно вычислить процентное содержа
нт' данной аминокислоты (Ч%) от азота белка.

илщая формула для вычисления содержания азота дан- 
М11|) аминокислоты в процентах от общего содержания 
ннма в белке имеет следующий вид:

Л% Son-B-/c-100-100 
5 с т  * к  * о ю

S,m — площадь пика данной аминокислоты на хро
матограмме при анализе опытного раствора; 

ScT — площадь пика соответствующей аминокисло
ты на хроматограмме при анализе стандарт
ного раствора;

Г) — мг N данной аминокислоты в стандартном 
растворе;

к — разбавление;
н — навеска белка, взятая для гидролиза, мг;

,w —содержание N в анализируемом белке, %.
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при определениях аминокислотного состава реву.и. 
таты анализов можно также выражать в г аминокис.кп 
на 100 г белка, в микромолях аминокислот, в мг mt 
100 г зерна, в процентах от суммы аминокислот и т. i

О б о р у д о в а н и е  и реан т и вы : 1) аминокислотный анализатор, н р 
мостат с терморегулятором, потенциометр, стеклянные ампулы i i i 
гидролиза, приборы для перегонки соляной кислоты и метилцол,|.| 
сольва, бутыли емкостью до 10 л для приготовления растворе.i. 
колбы мерные емкостью 100, 200, 500 мл и 1 л, пробирки градумр.' 
ванные, пипетки и микропннетки, стаканы;

2) нингидрнн, метилцеллосольв, хлористое олово, йодистый к.. 
ЛИЙ, HCI 1 н. и концентрированная, NaOH, лимонная кислота, ук( \. 
нокислый натрий, уксусная кислота (ледяная), реактив Месслер.. 
фенол, каприлопая кислота, полиоксиэтиленлауриповый спир. 
(Брий-35), хлористый аммоний, сернокислое железо, набор амиич 
кислот для приготовления стандартных растворов.

ВЫСУШИВАНИЕ РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА 
ЛИОФИЛИЗАЦИЕИ

Метод лиофильной сушки (лнофилизация) в настоя 
щее время нашел широкое применение для высушни;! 
ПИЯ биохимических материалов. Высушивание биохимм 
ческих материалов путем быстрого их замораживаннч 
жидким азотом или твердой углекислотой и .последую 
щего высушивания в замороженном состоянии (уда.и' 
ние влаги сублимацией под вакуумом) имеет ряд прем 
муществ перед другими видами фиксации, так как при 
этом удается хорошо сохранить биологические, химпче 
ские и физические свойства исследуемых веществ. Дм 
же очень лабильные белки, такие, как яичный альбумин, 
при высушивании этим способом не обнаруживают nni<;i 
ких признаков депатурацпи. Степень денатурацнп белком 
зависит от температуры, и успех высушивания в заморо 
женном состоянии определяет низкая температура.

Принцип метода. Вода закипает при 100°С, если ai 
мосферное давление равно 760 мм ртутного столба. П|)и 
уменьшении давления точка кипения воды будет поим 
жаться, и если его снизить до 4 мм ртутного столба, чю 
ниже упругости паров воды при 0°С, то высушивапиг 
будет происходить в замороженном состоянии. Пршщим 
метода лиофильной сушки состоит в том, что вода уда
ляется из того или иного замороженного материала пу
тем превращения льда в пар, минуя жидкую фазу. Та
ким образом, лед исчезает из замороженного материп-
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4й Ги':1 нопреждения бел- 
«1111М.Х молекул. В связи 
. 1ГМ. что работу, прово- 

II глубоком вакууме,
<Ц|И1 ,'ич1ия веществ кис- 
■4ч|и|Д()м воздуха не про- 
Hi «одит. В процессе вы- 
м iimiiamiH образуются 
мгдкокристалл и ч е с к и е 
|||ч1дукты, которые из-за 
ИЧ1ЧП. большой поверхно- 
мн легко растворяются.
1|||||рпмер, если лиофнли- 
труют белки, то они за- 
14 м растворяются в тече- 
тк' нескольких секунд.

Ход определения. При- 
Очр для лиофильной суш
к и  изготовляют из стек- 
1.1 (рис. 24).

11еред высушиванием
р.и гительный материал 2'̂ - Схема прибора для вы-
,... ...................... .......... ...... сушивання биологических мате-
||ч1 М ируют жидким азо- риалов методом лнофилизации:
юМ, Высушивают раствор, / —  переходник; 2 —  колбы для высу- 
Ю1.'|бу С раствором П О ГРУ- шиваемого материала; 3 -  конденса- 

•' * ^  тор; 4  —  сосуд Дьюара; 5 —  отводная
'«\аЮГ В СМбСЬ ЭТИЛОВОГО трубка для соединения с вакуумным
■ чирга или ацетона с насосом.
ИИрдой углекислотой.

Материал помещают в колбу 2, которая затем при 
ччмощи шлифа на вакуумной смазке присоединяется к 
иl•pexoдникy I .  Переходник I  вставляется в конден-
■ ор :i так, чтобы отверстие его совпало с отводной труб
и т конденсора, соединяющейся с насосом. Содержимое 
кчлбы быстро замораживают, так как свойства конечно- 
п1 сухого материала заметно меняются в зависимости
■ и скорости замораживания. Материал на дне колбы 
||.11Ч1олагают тонким слоем, обеспечивающим большую 
MimcpxHOCTb испарения. После этого при помощи ваку- 
N много насоса в приборе создают вакуум (5ХЮ~^ мм 
(iiyriioro столба). Затем .поворотом пере.ходпика пере
крывают отверстие и тем самым прекращают выход 
ммдуха из 'прибора. Если в вакуумную систему введена 
и1Л()дпая поверхность, температура которой ниже тем
пературы высушивания, водяной пар, выделяемый вы-
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Сушнваемым материалом, будет «онденсироба^ься в ви
де льда в конденсоре 3. Конденсор 3  погружают в сосуд 
Дьюара с жидким азотом или смесью спирта (ацетона) 
с твердой углекислотой. Если процесс высушивания 
идет нормально, то содержимое колбы 2  до конца вы 
сушивания не должно оттаять, поскольку с погружением 
конденсора 3  в охлаждающую смесь в силу большом 
разницы температур начинается интенсивная возгонка 
льда из колбы 2  и конденсация его в конденсоре. Это 
ведет к сильному охлаждению содержимого колбы 2, 
хотя процесс протекает при комнатной температуре. Ко
нец высушивания наступает тогда, когда колба 2 снару
жи освобождается от корки льда, образовавшейся на ней 
в процессе высушивания. По окончании высушивания п 
систему впускают воздух. Полученный сухой материал 
содержит не более 0,5% влаги и его можно длительное 
время хранить (в эксикаторе), не опасаясь разрушения 
микроорганизмами.



РАЗДЕЛ

УГЛЕВОДЫ

Углеводы — главная составная часть растений. 
И большинстве сельскохозяйственных растений количе- 
гпю углеводов достигает 80—90% сухого вещества. 
И отдельных органах и тканях растений содержатся раз
ные углеводы: в плодах и овощах моносахариды и саха
роза, в семенах злаков и бобовых культур, а также в 
и.'|убнях картофеля — крахмал, в древесине и соломе — 
целлюлозы, гемицеллюлозы, пентозаны.

И плодах, ягодах и овощах преобладают раствори
мые углеводы, причем их состав у различных групп этих 
культур довольно резко различается. Например, в са- 
ч.|рной II столовой свекле, моркови и других корнепло
дах преобладает сахароза, в томатах, огурцах, капус- 
le — моносахариды, в арбузах и грушах — фруктоза, 
li ягодах (винограде, смородине, крыжовнике) почти нет 
|Дхарозы. Сладость разных растворимых сахаров раз- 
iii'iiia. Например, если степень сладости сахарозы при- 
ияП) за 1, то сладость глюкозы будет равна 0,7, а фрук- 
101Ы 1,5. Поэтому в зависимости от содержания и состава 
i.ixapoB вкусовые качества плодов, ягод и овощей су
щественно различаются.

Для определения содержания и состава углеводов в 
||.1стеннях разрабоганы достаточно точные методы.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РЕДУЦИРУЮЩИХ САХАРОВ

1)Ольщ'инство химических методов определения реду
цирующих сахаров основано на легкой их окисляемости 
и способности восстанавливать различные соединения. 
Иосстанавливающими свойствами могут обладать и не- 
мпорые другие вещества в растительных вытяжках, по- 
■иому необходимо возможно полно удалить их. Одним 
III наиболее распространенных методов определения ре- 
(уцирующих сахаров является метод Бертрана.
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Принцип метода. Для анализа используют фелдИнго- 
ву жидкость (смесь медного ;купороса с cerHejTOBoii 
солью в щелочной среде|). При смешивании медно '̂о ку
пороса со щелочью идет следующая реакция;

CuS04+ 2 iMa0 H-vCu (ОН) 2+ N a 2S04.
В присутствии сегнетовой соли в щелочной среде гид

рат окиси меди в осадок не выпадает, так как образует
ся комплексное соединение:

О—CHCOONa
Сп(ОН)2+

HOCHCOONa
-Си

/
+ 2 Н2О.

носнсоок -О—снсоок
Феллингова жидкость окисляет альдегидные и кетон- 

ные группы. При взаимодействии раствора сахара с фел- 
линговой жидкостью сахар окисляется и образуется за
кись меди:

/ О / О — C H C O O N a

RG^^+2Cu.
О—СНСООК

+ 2 Н 2 О -

/ О

H O C H C O O N a
-R C O O H + 2  1 + C 112 O ,

Н О С Н С О О К

где RC г — моносахарид;
^ Н

RCOOH — кислота, образовавшаяся в результате 
окисления моносахарида.

По количеству образовавшейся закиси меди можно 
судить о содержании сахара в растворе. Количество за
киси меди обычно определяют объемным методом. Для 
этого на закись меди действуют сернокислым окисным 
железом или железоаммиачными квасцами в кислом 
растворе. В результате реакции закисная медь пере.хо- 
дит в окионую, а железо восстанавливается:

Cu20-|-Fe2 (SO4) 3-{-4H2S04~>-2CuS04-(-2FeS04-|-H20.

Количество образовавшегося двухвалентного железа 
определяют окислением его перманганатом в кислой 
среде:

10FeSO4+2K-'VlnO4-f8H2SO4->- 
->5Fe2 (SO4) 3+2MnS04+K2S04+8H20.

110

и



По количеству затраченного на титрование нерман- 
г.шатэ вычисляют количество закиси меди и затем со- 
н'ржание сахаров в растворе.

Ход определения. Для определения сахаров, как и 
для большинства других биохимических анализов, ис
пользуют свежи.ч растительный материал. Если матери-
II. I необходимо фиксировать, его замораживают жидким 
/I ютом или твердой углекислотой, а затем высушивают 
лмофилнзацией (см. стр. 106). Удовлетворительные ре- 
•ультаты дает также фиксация материала кипящим 
!)Г)%-ным спиртом.

Фиксацию проб при высокой температуре в термоста- 
к' или аппарате Коха нельзя считать удовлетворитель
ной. В этих случаях при повышении температуры в на- 
'1.1ЛС высушивания происходит частичное ферментатив
ное расщепление дисахаридов, полисахаридов, а также 
||юсфорных эфиров сахаров. Последующее выдержива
ние материала при высокой температуре ведет к ча- 
1 гнчному разрушению фруктозы.

Навеску хорошо измельченного растительного мате- 
11ннла, содержащего 10—200 мг сахаров, переносят в 
мерную колбу емкостью 100 мл, прибавляют 70—80 мл 
трячей воды и для экстракции сахаров выдерживают 
колбу в течение 1 ч на водяной бане при температуре 
НО 90°С, периодически взбалтывая. После экстракции 
колбу охлаждают. Для осаждения белков и других при
месей добавляют 5 мл 10%-ного раствора уксуснокис
лого свинца, перемешивают и доводят водой до метки. 
После этого жидкость фильтруют через фильтр в сухой
I лакан или колбу. Берут 50 мл фильтрата, переносят в 
мерную колбу емкостью 100 мл и добавляют 3—5 мл 
Н11С1>нценного раствора сульфата натрия для удаления
II |бытка свинца. Раствор в колбе перемешивают и до- 
модят водой до метки. После отстаивания раствор от
фильтровывают. Фильтрат служит для определения ca
va ров.

Для определения редуцирующих сахаров 10 мл раст- 
ипра вливают в коническую колбу емкостью 100 мл, до- 
ьанляют 10 мл 4%-ного раствора CuS0 4 -5H20 и 10 мл 
щелочного раствора сегнетовой соли (200 г сегнетовой
III. III и 150 г NaOH растворяют в воде, раствор верено-
III г в мерную колбу емкостью 1 л и доводят водой до 
метки). Колбу нагревают до кипения и кипятят ровно 
.1 мин. В результате взаимодействия редуцирующих са-



харов с феллинговой жидкостью выпадает красный оса 
док закиси меди. После отстаивания синюю жидкост:. 
при отсасывании фильтруют в колбу Бунзена черс i 
трубку Аллина с асбестовым фильтром. Колбу и фильт|) 
промывают несколько раз горячей водой. Закончив про
мывание, трубку Аллииа отсоединяют и колбу Бунзен,i 
тщательно ополаскивают, после чего трубку Аллина сно
ва присоединяют к колбе. Затем осадок закиси меди р.а 
створяют, для чего в колбу и трубку Аллина приливаю! 
из пипетки 5 мл кислого раствора железоаммиачныч 
квасцов: 86 г (КН4)250 4-Ре2(5 0 4)з-24Н20 и 200 J
(108,7 мл) H2SO4 (плотность 1,84) растворяют в 1 л 
воды.

Вместо квасцов можно взять раствор сернокислого 
окисного железа, который готовят растворением в 1 л 
воды 50 г Ре2(50()з и 200 г H2SO4 (плотность 1,84).

После растворения осадка, что достигается осторож
ным перемешиванием его стеклянной палочкой, в колбу 
добавляют еще 5 мл раствора окисного железа, ополас
кивают колбу, переносят раствор в трубку Аллина и 
раствор отфильтровывают. Затем колбу, где был осадок, 
и трубку Аллина споласкивают несколькими небольшими 
порциями горячей воды. Промывные .воды собирают н 
колбу Бунзена.

При растворении и промывании осадка над ним вес 
время должен находиться слой жидкости, чтобы закись 
меди не окислялась.

По окончании промывания трубку Аллина отсоеди
няют и теплый раствор титруют из микробюретки 0,01 и. 
раствором перманганата до слабого порозовения, не ис
чезающего в течение 20—30 с.

В связи с тем, что некоторые реактивы бывают не
достаточно чистыми, необходимо проделать контрольное 
определение, для чего вместо изучаемого раствора са
харов берут 10 мл воды.

Вычисление результатов. Из приведенных выше урав
нений следует, что два атома меди соответствуют двум 
атомам железа, а так как 10 атомов железа отвечают 
двум молекулам КМПО4, то 10 атомов меди также бу
дут соответствовать двум молекулам КМПО4. Таким об
разом 10 атомов Си (635,4 мП) отвечают двум молеку
лам КМПО4 (316,08 мг). Отсюда 1 мг КМПО4 соответ
ствует 2,01 мг меди или 1 мл точно 0,01 и. раствор,т 
перманганата отвечает 0,636 мг меди,

112



I
Т а б л и ц а  7
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При расчетах содержания сахара в объеме распю|И1, 
взятого для анализа, число миллилитров 0,01 и. растмо 
ра перманганата, затраченного на титрование (за ъычг 
том объема перманганата, израсходованного на кош 
рольное определение), умножают на 0,636 и по колюм 
ству меди в таблице находят содержание глюкою 
(табл. 7). Полученную массу сахара пересчитывают lu 
массу сухого материала, взятого для анализа.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) водяная баня, микробюрстьи 
колба Бунзена, трубка Аллнна, колбы мерные емкостью 100 мл ■ 
1 л, колбы конические емкостью 100 мл, воронки, фильтры;

2 ) CuSO^ 4%-ный раствор, щелочной раствор сегнетовой соли 
Ре2 (5 0 4 )з, H2 SO4 концентрированная, 0 , 0 1  и. КМПО4, Na2S0 4  шн м 
щечный раствор, уксуснокислый свинец 10%-ный раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ САХАРОЗЫ

Сахароза не восстанавливает феллингову жидкосм. 
Для определения по методу Бертрана сахарозу необхо 
димо предварительно гидролизовать. Гидролиз .проводи! 
ся под действием кислоты и идет по следующей схеме

Cl2H220n-j-H20--- >-2СбН]20б.
сахароза глюкоза + фруктоза

Ход определения. Берут 25 мл раствора, освобож 
денного от белков н приготовленного для анализа реду 
цирующих сахаров, и переносят в мерную колбу ем 
костью 50 мл. Во вторую колбу емкостью 50 мл нали 
вают 25 мл воды и опускают в нее термометр. Обе 
колбы помещают в водяную баню с температурой околи 
80°С. Когда температура в контрольной колбе достипк'1 
67—70°С, в колбу с анализируемым раствором прибан 
ляют 1,5 мл НС1 (плотность 1,19). При этом концентра 
ция кислоты в колбе будет равна 2%. Гидролиз прово 
дят в течение 6 мин при температуре 67—70*’С.

По окончании гидролиза колбу с исследуемым расг 
вором быстро охлаждают под краном и добавляют не 
сколько капель метилового красного. Затем раствор м 
колбе нейтрализуют 4%-ным раствором NaOH. Ще 
лочь приливают осторожно, по каплям, до переходе 
красной окраски индикатора в золотисто-желтую. После 
нейтрализации раствор в колбе доводят дистиллирован 
ной водой до метки и определяют содержание сахаром 
методом Бертрана. Результат представляет собой сумму
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■ипров (редуцирующие caxapa-fсахароза). Для вЫ- 
ив.и'иня содержания сахарозы из суммарного количест- 
ни сахаров вычитают содержание редуцирующих саха- 

И связи с тем, что при гидролизе сахарозы (молеку- 
1И||цая масса 342) образуются две молекулы гексоз (мо- 
чкулярная масса 180X2 =  360), полученный результат 
■ 1 тржания сахарозы умножают на 0,95 (342 : 360=0,95).

При вычислении результатов учитывают, что для оп- 
|и 11'лсиия суммы сахаров раствор был разбавлен в два 
I'll,) (25 мл раствора доведено в колбе до 50 мл).

О б о р у д о в а н и е  и  реакт и вы . Кроме оборудования и реактивов, 
(►■1 1 1 1 1ШЫХ для определения редуцирующих сахаров, необ.чодимо сле- 

1) колбы мерные емкостью 50 мл, термометр;
NaOH 4%-ный, НС1 (плотность 1,19), метиловый красный.

у с к о р е н н ы й  п о л у м и к р о м е т о д  о п р е д е л е н и я
САХАРОВ

Для определения суммарного количества всех раст- 
имцимых сахаров удобно использовать полумикрометод, 
щимложенный Дюбойсом с сотрудниками.

Принцип метода. Растворимые сахара извлекают из 
1"И'П1тельного материала спиртом, спирт удаляют, а са- 
. ipn растворяют в воде. К раствору сахаров добавля- 
им ([юнол и серную кислоту, в результате чего раствор 
.пр.пннвается в желто-оранжевый цвет. Степень окра- 
■иииапия при строго определенных условиях проведе- 
И1111 анализа пропорциональна содержанию сахаров в 
I'II I воре. Интенсивность окраски определяют на фото- 
. и-ктроколориметре или спектрофотометре. Метод отли- 
пи'гся высокой чувствительностью и дает возможность 
•иределить до 10 мкг сахаров.

Ход определения. 1—2 г хорощо измельченного све- 
I |'Г() растительного материала, содержащего 5—50 мг 
lOipoB, взвешивают на аналитических весах, переносят 

м I гакан или коническую колбу емкостью 50—100 мл и 
маивают 10 мл 96%-ного спирта. Если используют су- 
"Ч| растительный материал, навеску уменьшают. После 
■ НПО колбы или стаканы помещают на водяную баню и 
' I И‘|)жимое их трижды доводят до кипения при помещи- 
M iimii стеклянной палочкой. Затем охлаждают и после 

иждения растительного материала фильтруют через 
"■■иольный фильтр в фарфоровую чашку емкостью
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50 мл. При фильтровании необходимо сливать лини, 
верхний прозрачный спиртовой раствор и избегать перь 
несения осадка на фильтр.

После этого в стакан или колбу с растительной м:и 
сой приливают 10—12 мл 80%-ного спирта, содержн.мо' 
тщательно перемешивают, дважды нагревают на води 
ной бане до кипения и после охлаждения вновь сливакп 
прозрачный раствор через фильтр в фарфоровую чашк\ 
Такую экстракцию повторяют дважды. Затем осадок и i 
стакана или колбы переносят на фильтр и промываю! 
2—3 раза небольшими порциями теплого 80%-iioin 
спирта.

Спирт из фарфоровых чашек удаляют выпариванием 
при комнатной температуре или на слабо нагретой (;!■■ 
35—40°С) водяной бане. Желательно использовать при 
этом вентилятор или фен. После удаления спирта ой 
разцы можно длительное время хранить в эксикато|И'

Содержимое чашек после удаления спирта раство])!! 
ют в 5—7 мл воды, тшателыю перемешивая стекляннои 
палочкой, и осторожно переносят раствор в мерную ко.'! 
бу емкостью 50 мл. Чашку несколько раз ополаскиваи)! 
небольшими порциями воды, сливают воду в мерну!о 
колбу, доводят водой до метки, закрывают пробкоп, 
тщательно перемешивают и, если появляется небольшо!! 
осадок, дают ему отстояться. Затем проводят Ю-кратно' 
разбавление полученного раствора. Для этого 5 мл про' 
зрачного раствора переносят в другую колбу емкост!.ю 
50 мл, доводят колбу водой до метки и содержимое не 
ремешивают. При большом количестве сахаров прово 
дят 20-кратное разбавление (5 мл разбавляют в колб' 
до 100 мл). При подготовке образцов для колориме! 
рирования 1 мл раствора, содержащего от 10 до70мк! 
сахаров переносят в широкую пробирку диаметром 16 
20 мм и добавляют 1 мл 5%-ного водного раствора фе 
нола (50 г свежеперегнанного фенола растворяют в 1 .i 
воды). После этого в пробирку приливают точно 5 m . i 

химически чистой серной кислоты (плотность 1,84). К!! 
слоту берут пипеткой с грушей и быстро вливают в жил 
кость, содержашуюся в пробирке (кислоту ни в коем 
случае нельзя разбрызгивать по стенкам пробирки) 
Пробирки оставляют на 10 мин, затем встряхивают !! 
выдерживают на водяной бане 10—20 мин при 25—30°(, 
для развития окраски. Окраска стабильна в течение не 
скольких часов. Интенсивность окраски определяют !!а
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фоюэлектроколориметре (кюветы Долщиной 10 мм) с 
I иис-зеленым светофильтром или на спектрофотометре 
мри 490 нм. Концентрацию сахаров устанавливают по 
н,1Л11'бровочному графику.

Калибровочный график готовят по сахарозе. 500 мг 
iiueynieiiHOi'i при 60°С сахарозы растворяют в колбе ем
костью 500 мл, доводят водой до метки и перемешивают. 
Imtcm берут 7 мерных колб емкостью по 100 мл и вносят 
м них соответственно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 мл раствора саха
розы. Колбы доводят водой до метки, из каждой берут 
ио 10 мл в широкие пробирки и окрашивают фенолом 
и серной кислотой так, как указано выше. В каждой 
м|м>бирке будет содержаться соответственно 10, 20, 30, 
И), 50, 60 и 70 мкг сахарозы. Содержимое пробирок ко- 
зориметрируют и строят калибровочный график.

Точность этого метода определения сахаров состав- 
;|иет ±2% .

О б о р у д о в а н и е  и реа к т и вы : 1) колбы мерные на 500, 100 и 
Ml мл, стаканы или конические колбы емкостью 50—100 мл, фарфо- 
I’oiiije чашки, воронки, фильтры, широкие пробирки диаметром 16— 
.'(I мм, пипетки, фотоэлектроколориметр или спектрофотометр;

2) фенол 5%-ный раствор, H2SO4 концентрированная, 96%-ный 
и 80%-ный этиловый спирт, сахароза.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФРУКТОЗЫ

Фруктоза — наиболее сладкий сахар и при повышен
ном ее содержании ощущение сладкого вкуса усиливает- 
. 11, Некоторые плоды и ягоды содержат значительное 
количество фруктозы.

Ниже приведен один из методов ее определения. Ме- 
|<|д лучше использовать при анализах тех объектов, в 
которых преобладают моносахариды.

Принцип метода. Фруктозу экстрагируют из расти- 
и’лыюго материала водой или спиртовым раствором п 
удаляют из раствора белки. При нагревании раствора с 
.оляной кислотой или с другими сильными кислотами 
фруктоза превращается в оксиметилфурфурол:

ноне-спои
-311 ,0

IIOHjC'  ̂ V  ''сн,он
фруптозо

м с-си
II II .о

Ю Н .С -С  ( : - (■

онсимелюлфурф1̂ рол
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Оксиметилфурфурол реагирует с двумя молекулами 
резорцина, внесенным в раствор. В результате этой ре 
акции выделяются две молекулы воды и образуется 
комплексное соединение двух молекул резорцина с ос 
татком молекулы оксимегилфурфурола, которое затем 
превращается в вещество, окрашенное в интенсивныи 
вишнево-красный цвет. Реакция идет во следующеи 
с.хеме.

2 чолекулы резорцина
OKCUMfmunipyp0tjpon

О
II'CMI

ю
211,0

-2Н

еНгОН
ломппрксное соединение 

бишнебо-лрасного цдета

Интенсивность окраски пропорциональна содержанию 
оксиметилфурфурола (и, следовательно, фруктозы) м 
растворе. Эта реакция называется реакцией Селиванова 
на фруктозу. С альдозами аналогичная реакция проте
кает крайне медленно. Содержание фруктозы вычисли 
ют на основании измерения интенсивности окраски на 
фотоэлектроколориметре.

Ход определения. Навеску хорошо измельченных на 
терке пли в ступке свелепх плодов, ягод, овощей перено 
сят в широкогорлую мерную колбу на 200 мл и прили 
вают около 100 мл воды. Величина навески в зависи
мости от предполагаемого содержания фруктозы обычно 
составляет 5—20 г. Для определений можно брать и 
фиксированный растительный материал. Фиксацию сле
дует проводить так, как указано при определении реду
цирующих сахаров методом Бертрана.

Колбу с растительным материалом для экстракции 
фруктозы и других сахаров помещают в водяную баню 
и выдерживают при 80—90°С в течение 1 ч, периодиче
ски взбалтывая. После окончания экстракции колбу ох
лаждают и приливают в нее 5—6 мл раствора уксусно
кислого свинца для осаждения различных примесей, ко-
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lopiiie могут присутствовать в растворе. Содержимое 
ко,|Г)|.[ тщательно перемешивают и доводят водой до 
метки. Затем жидкость фильтруют в сухой стакан или 
колбу. Берут 50 мл фильтрата, переносят в мерную кол- 
Пу емкостью 100 мл II приливают около 5 мл насыщеп- 
иого раствора сульфата натрия для удаления избытка 
чишца. Раствор в колбе перемешивают и доводят водой 
ю метки. После отстаивания раствор фильтруют через 
и ютиый фильтр. При анализах слабоокрашенных пло
ти  и ягод с низким содержанием белков уксуспокнелыи 
I'limieu и сульфат натрия не добавляют и белки не осаж
дают.

Затем 5 мл фильтрата (содержание фруктозы в нем 
■тлжно составлять от 0,01 до 0,5 мг) пипеткой вносят 
и мерную колбу емкостью 25 мл, добавляют 5 мл спир
тного раствора резорцина и 15 мл 30%-иого раствора 
IICI. Спиртовой раствор резорцина готовят раствореии- 
|'м 100 мг резорцина в 100 мл 96%-пего этилового спнр- 
м. Для контроля в другую мерную колбу вместо экст
ракта наливают 5 мл воды и такие же количества 
1'ап'воров резорцина и НС1. После этого содержимое 
im.i6 перемешивают и помещают на 20 мни в водяную 
|■̂ .шю при температуре 80"С. При этом идет реакция с 
"бразованием соединения вишиево-красиого цвета.

Затем жидкость в колбах охлаждают и доводят во- 
mii до метки. Питеисивпость окраски измеряют против 
киитроля на фотоэлектроколориметре с зеленым свето
фильтром при 540 нм.

При этом анализе необходимо учитывать следующее 
иГц'тоятельство. Практически во всех растительных ор- 
iiiiiax и тканях наряду с фруктозой присутствует саха
рны, которая переходит в вытяжку, а при выдержива- 
ими в кислой среде при 80°С гидролизуется и дает равные 
|ч1личсства глюкозы и фруктозы. Поэтому иитененв- 
imcrii развивающейся окраски зависит пе только от коп- 
И|'|прации свободной фруктозы в растворе, но и обуслов- 
|̂ •lla количеством фруктозы, образовавшейся в резуль- 
мге гидролиза сахарозы. Поэтому во всех случаях в 
1НЙ же навеске растительного материала необходимо 
нмрс'делнть содержание сахарозы и при расчетах вычесть 
инловину ее количества (соответствующую фруктозиой 
•1.1СГИ молекулы этого дисахарида) из общего колнчест- 
И.1 (1)руктозы, которое было определено с резорциновым
I'lblKTHBOM,
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Для вычисления результатов строят калибровочи1.1й 
график по образцовому раствору фруктозы. Для этого 
100 мг чистой сухой фруктозы растворяют в 100 мл на 
сыщенного водного раствора бензойной кислоты (рас: 
вор можно длительное время хранить в холодильнике) 
Из этого раствора берут 10 мл и разбавляют в мерной 
колбе до 100 мл. Далее в мерные колбы емкостью 25 мл 
вносят 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 и 5,0 мл этого раствора, добан 
ляют в колбы по 5 мл резорцинового реактива и по 15м.1 
30%-ной НС1, выдерживают на водяной бане, доводя i 
водой до метки и после измерения интенсивности окрас 
ки строят калибровочный график. При расчетах соде])- 
жания фруктозы обязательно вычитают половину коли
чества сахарозы, присутствующей в анализируемом об
разце. Следует отметить, что другие кетозы, которые 
могут присутствовать в растениях в незначительном ко
личестве, также дают аналогичную реакцию с резор
цином.

О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) мерные колбы емкостью 200, 100 
и 25 мл, водяная баня, стаканы, пипетки, воронки, фильтры;

2) этиловый спирт 96%-ный, уксуснокислый свинец 10%-нын, 
Na2S0 4  насыщенный раствор, НС1 30%-чая, резорцин, бензойная 
кислота, фруктоза.

КАЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОСТАВА САХАРОВ 
МЕТОДОМ ХРОМАТОГРАФИИ НА БУМАГЕ

Определение состава сахаров важно для характери
стики физиолого-биохимических процессов в ра1стениях. 
В свободном состоянии в растениях присутствуют раз
личные моносахариды и олигосахариды — пентозы, гек- 
созы, ди- и трисахариды, причем содержание и состав 
этих сахаров могут изменяться в зависимости от вида 
и возраста растений, времени суток, погодных условий 
и условий выращивания. Кроме этого, различные орга
ны и ткани одного и того же растения часто также зна
чительно различаются по составу сахаров.

Общепринятые классические методы анализов, как 
правило, основаны на определении редуцирующей ак
тивности сахаров либо непосредственно в вытяжке, по
лучаемой из растительного материала, либо после гид
ролиза ди- и трисахаридов в соответствующих услови
ях. При использовании этих методов обычно определяют
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иппь суммарное содержание отдельных групп раствори
мых сахаров, а определение состава и содержания от- 
1Г.1Ы1ЫХ сахароз обычными химическими методами 
Hii.niHe сложно и длительно, а иногда и невозможно. 
|||)содолеть эти трудности можно путем использования 
нроматографических методов, среди которых наиболее 
ьыпрым и простым является метод хроматографии на 

м are.
Принцип метода. Сахара экстрагируют из свежего 

11.111 из предварительно зафиксированного растительного 
материала 70—80%-ным кипящим спиртом, экстракт 
п'ппцают от посторонних примесей, и растворимые саха- 
||.| разделяют хроматографией на бумаге с использова
нием тех или иных растворителей. После хроматогра
фирования идентификацию сахаров проводят путем об- 
p.i6 o t k i i  хро.матограмм специфическими реактивами, 
ыющими с сахарами цветные реакции.

Ход определения. Для определения сахаров хрома- 
ии рафическим методом лучше брать свежий раститель
ный материал. В навеске для анализа должно содер
жаться около 100 мг сахаров. Таким образом, для 
шстьев многих растений навеска будет составлять 5— 
К) г, а для плодов, овощей и ягод— 1—5 г.

Для анализа можно использовать и фиксированный 
материал, однако крайне иеоб.ходимо строго соблюдать 
условия его фиксации. Раньше довольно широко был 
распространен способ фиксации растительного матерна- 
■ la в сушильном шкафу при высокой температуре (ПО— 
120°С) в течение 10—15 мин с последующим досушива
нием материала при 50—70°С. Однако проведенные 
исследования показали, что этот способ фиксации для 
пиределения сахаров непригоден, так как в процессе 
прогревания растительных тканей в них происходит рез
кое повышение активности гидролитических ферментов, 
приводящее к из.менению соотношения различных форм 
siviCBOAOB в растениях.

Довольно надежным способом фиксации раститель
ного материала является высушивание при заморажи- 
иипии лиофилизацией (см. стр. 106). Можно фиксировать 
растительные ткани путем их растирания в ступке с 
/кпдким азотом с последующим хранением в твердой 
млекислоте или в морозильных камерах при возможно 
более низкой температуре. Весьма распространенным и 
хорошим способом подготовки растительного материала
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для анализов является фиксация 5б%-ным кипящим 
спиртом (конечная концентрация спирта с учетом влаж
ности материала должна быть не менее 70—80%). 
Спиртовые экстракты храпят в холодильнике.

Для экстракцн)! углеводов навеску растительного 
материала помещают в стакан, заливают 5—6-кратным 
объемом кипящего 96%-ного этилового спирта и кипя
тят на водяной бане в течение 5 мин. Если материал 
содерл^ит значительное количество кислот, то для н.\ 
нейтрализации в стакан добавляют немного мела. Пос
ле этого содержимое стакана переносят в гомогенизатор 
и тщательно измельчают. Если гомогенизатора нет, ра
стительные ткани измельчают п ступке с чистым квар
цевым песком.

Фиксация растительного материала одновременно яв
ляется и первой экстракцией. Растертую ткань со спир 
том переносят в стакан, дают отстояться н прозрачный 
верхний слой отфильтровывают в сухой стакан или кол
бу. Растительный .материал но возможности не мерено 
сят на фильтр, а оставляют па дне стакана. После этого 
проводят вторую экстракцию. Добавляют в стакан 30 
40 мл 80%-ного спирта, выдерживают па водяной бане 
в течение 30 мни, периодически поменшвая содержимое 
стакана стеклянной палочкой, дают отстояться и вновь 
прозрачный верхний слой сливают на фильтр в ту же 
колбу. После третьей экстракции все содержимое ста 
кана, включая осадок, переносят па фильтр, стакан оно 
ласкивают спиртом и осадок на фильтре промывают не 
большими порциями горячего 80%-ного спирта.

Если растительный материал не отстаивается или 
очень плохо фильтруется, фильтрование заменяют цент 
рифугированием. Для этого измельченный материал и t 
гомогенизатора или ступки переносят в центрифужные 
пробирки. Ступку или гомогенизатор промывают не
больщими порциями 80%-ного спирта, который также
сливают в центрифужные пробирки. Содержимое про 
бирок центрифугируют в течение 4—5 мин при 2 
3 тыс. об/мин. Жидкость над осадком, в которую пере 
ходят сахара, сливают в чистую колбу, а осадок пере 
носят в стакан. Центрифужные пробирки промываю! 
небольщими порциями 80%-ного спирта, который также 
сливают в стакан. Количество жидкости в стакане до 
водят 80“/о-ным спиртом до объема примерно 50 мл и 
проводят дальнейшую экстракцию сахаров. Для этого
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стакан ставят на водяную баню с температуро1"1 70— 
Н0°С и, периодически перемешивая содержимое стакана, 
имдерживают в течение 30 мин. После этого стакан 
охлаждают и содержимое его переносят в центрифуж
ные пробирки. После центрифугирования жидкость над 
осадком сливают, а осадок снова экстрагируют 80%-ным 
пшртом. Такую экстракцию повторяют три раза.

Объединенные ониртовые экстракты переносят в отгон
ную колбу прибора, предназначенного для отгонки спир- 
1.1 в вакууме (см. рис. 25). Вакуум создается с помощью 
иодоструйного насоса. Спирт отгоняют при температу
ре 60°С до те.ч пор, пока объем жидкости в отгонной 
колбе не умеимпится до 8—10 мл.

Вместо отгонки спирта в вакууме можно удалять 
<мч) выпариванием из фарфоровых пашек на водяной ба
не при температуре не выще 40—50°С. Выпаривание ус
коряется при продувании воздуха над чашками венти- 
niropoM или феном.

Если исследуемый материал содержал много пигмен- 
юм, их необ.ходимо удалить из экстракта. Для этого 
'кстракт обрабатывают петролейным эфиром. Отгонную
I о,|бу отсоединяют от прибора и жидкость сливают в 
и'.'штельную воронку емкостью около 100 мл. Колбу про- 
М1.1ВПЮТ 2—3 раза небольшими порциями горячей воды 
и сливают их также в делительную воронку. Общий 
"<■11,ем вытяжки в делительной воронке должен состав- 
'1111. 25—30 мл. Затем колбу 2—3 раза споласкивают
II 1 ролейным эфиром и сливают эфир в ту же делитсль- 
'IVK) воронку. Если выпаривание спирта проводилось в 
1 инках, необходимо также тщательно перенести их со-
■ '•ржимое в делительную воронку. Смесь в воронке 
»• гряхивают в течение 5—10 мин и дают отстояться. 
Ипеле отстаивания воду сливают в чистую колбу. Слой 
•'||цра удаляют и экстракт снова обрабатывают петро- 
. иным эфиром в делительной воронке. Такую обработ-

повторяют 2—3 раза до полного удаления пигмен- 
"н Затем водный экстракт переносят в колбу и остатки 
'■ |ролейного эфира удаляют нагреванием на водяной 
те под тягой при температуре 60°С.

Водный экстракт из растений, кроме сахаров, содер- 
1111 много различных примесей — минеральных ионов, 
мннокнелот, органических кислот и других веществ,

■ 'юрые могут препятствовать достаточно четкому раз-
n imio сахаров на хроматограммах. Поэтому необхо-
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димо освободиться от этих примесей, что достигается с 
помощью ионообменников.

При пропускании растительных экстрактов черезкм' 
тиониты (КУ-2 или Дауэкс-50 в Н+-форме) экстракт ос
вобождается от неорганических катионов и аминокис
лот. При пропускании через колонки с анионитами (Дау- 
экс-1, АВ-17, ПЭ-9 и др.) задерживаются неоргапическис 
анионы, фосфорные эфиры сахаров, органические кис
лоты (способы приготовления колонок с ионообмении- 
ками указаны на стр. 191).

Сахара представляют собой нейтральные соединения, 
не вступают в ионный обмен и проходят через колон
ки *. Для освобождения от катионов полученный экст
ракт пропускают через подготовленную колонку разме
ром 15X1 см, наполненную катионитом. Скорость про 
текания жидкости через колонку должна составлятт. 
около 1мл в минуту. После пропускания экстракта колон
ку промывают 100 мл воды. Жидкость, вытекающую ш 
колонки, собирают, переносят в фарфоровую чашку и 
упаривают в вакууме или на водяной бане с вентиля
тором при температуре 60°С до объема 50 мл. Экстрак! 
охлаждают и пропускают через колонку, наполненнук! 
анионитом. Колонку промывают водой, экстракт и про
мывные воды собирают, объединяют и упаривают и 
фарфоровой чашке в вакууме или на водяной бане с 
вентилятором при температуре 60°С до объема 3— 5 м.г 
Полученный экстракт переносят в мерную колбу или 
пробирку объемом 10 мл, чашку моют небольшими пор
циями теплой воды, сливая промывные воды в мерную 
колбу. Объем жидкости в колбе доводят водой до метки 
Полученный раствор служит для хроматографических 
определений.

Кроме исследуемого раствора, для хроматографии 
готовят растворы сахаров— -«свидетелей». Обычно в ка
честве «свидетелей» на хроматограмму наносят следую 
щие сахара: рибозу, ксилозу, арабинозу, глюкозу, ман
нозу, галактозу, фруктозу, сахарозу, мальтозу, лактозу, 
рафинозу. Растворы этих сахаров готовят в 2%-ной кон
центрации.

Для хроматографии берут стандартный лист хрома
тографической бумаги (52X64 см) № 4 «медленная» Ли

* Некоторые силыюосиоппые ионсобмешшки обладают удер 
жпвающеи способностью п п отиошешш сахаров, особенно если у 
последних имеется редуцирующая группа.
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иннградской бумажкой фабрики. Можно использовать и 
rtpyiTie марки бумаги. Отступя 4—5 см от узкого края 
липа бумаги, проводят карандашом линию. На этой ли
нии через каждые 3 см ставят точки, которые означают 
места, куда будут нанесены растворы сахаров. Нижнюю 
нпсть хроматограммы вырезают зубцами, что способст- 
йуп более равномерному стеканию растворителя.

Хорошее разделение сахаров на хроматограммах до- 
пигается в том случае, когда количество каждого из 
исследуемых сахаров составляет 60—100 мкг. Поэтому 
KV'iii была взята навеска материала с суммарным содер- 
Иииием около 100 мг сахаров, то из мерной колбы ем- 
Hocriiio 10 мл наносят на хроматограмму в две точки 
ибьсмы раствора сахаров, равные 0,02 и 0,05 мл. В ос-  
ти 1Ы1ые точки, отмеченные на хроматограмме, наносят 
И(| 0,004 мл 2%-ные растворы сахаров-«свидетелей», а в 
илиу из точек—̂ 0,004 мл раствора, содержащего все са- 
».|ра-«свидетели». Растворы на хроматограмму наносят 
микропипетками в несколько приемов, подсущивая бу- 
ммгу феном или небольшим подогревом. Удобно поль- 
||Ж.чться специальными столиками для нанесения раст- 
йиров на хроматограммы (см. рис. 8). Размеры пятен на 
хроматограмме не должны превышать 0,5 см.

Для хроматографического разделения сахаров пред- 
KI/KCHO несколько систем растворителей. Наиболее ча- 
I И) используются следующие растворители: п-бутиловый 
гиирт — уксусная кислота — вода в соотношении 4 :1 :5 ; 
и бутиловый спирт — этиловый спирт — вода — аммиак 
(10:10:49:1); фенол, насыщенный водой, с 1%-ным 
«ммиаком; н-бутнловый спирт — пиридин — вода 
|й : 4 : 3) и др.

При использовании растворителя, состоящего из сме- 
1М бутилового спирта, уксусной кислоты и воды, уксус- 
и\11) кислоту проверяют на содержание альдегидов (кис- 
ниа, содержащая альдегиды, принимает розовую ок- 
рпгку в присутствии анилина). Если кислота содержит 
н.п.яогиды, ее перегоняют и собирают фракцию с тем- 
||рр.1турой кипения 117°С. Для приготовления раствори- 
fp,iii берут 4 объема бутилового спирта, 1 объем уксус
ном кислоты и 5 объемов воды, наливают в делительную 
«иропку и встряхивают 15—20 мин. После этого воронку 
укрепляют в штативе и растворитель отстаивают в тече
ние 30—60 мин. Для хроматографии берут верхний спой, 
i иижиий сливают и переносят в кювету или ванночку
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на дно хроматографической камеры для насыщения I'd 
парами растворителя.

При определении сахаров проводят нисходящую xptH 
матографию. Бумагу укрепляют в кювете хромато1 |)Я* 
фической камеры, в которую наливают растворитель, 
камеру плотно закрывают.

Значения R f  сахаров в растворителе н-бутилопы( 
спирт — уксусная кислота—вода (4 :1 :5 ) доволык 
небольшие; ниже приведены значения R f  д л я  некоторы! 
сахаров.

Мальтоза

0,05 Манноза . . . . 0.9
0,08 Арабиноза . . 09
0,11 Фруктоза oj
0,14 Ксилоза . . . . 0 3
0,16
0,18

Рибоза . . . . 0,1

В связи С низкими значениями R f  при однократпоц 
пропускании растворителя до конца листа бумаги ис4 
сахара будут расположены в верхней трети хромак 
граммы и четкого разделения их не произойдет. Пояс 
му растворитель про'пускают через бумагу несколыс! 
раз. Обычно рекомендуется пропускать растворитель 
конца хроматограммы, для чего требуется примсрп< 
24 ч. Затем хроматограмму высушивают под тягой | 
течение 1—2 ч и снова (дважды) пропускают раствора 
тель через хроматограмму. При этом хорошо раздо.ц» 
ются все сахара, за исключением трех пар: галактоза  ̂
глюкоза, арабиноза — фруктоза, фруктоза — ксило «ц 
Если в исследуемом растворе обнаруживаются парыэ1й| 
сахаров, растворитель пропускают три раза по 40—4НЧ 
В этом случае хорошо разделяются все углеводы. Уло|1 
летворительное разделение многих сахаров получак»! 
при использовании растворителя н-бутанол — пиридин -■ 
вода (1:1:1) .

После разделения сахаров хроматограммы тщатс.ц 
по высушивают под тягой до полного удаления слсдп) 
растворителя и приступают к определению положенн| 
сахаров на хроматограмме, для чего ее опрыскивают к* 
ким-либо реактивом, дающим с сахарами цветные рс.-ц 
ции. Реактив должен быть универсальным, т. е. да;ы?( 
реакции со всеми сахарами, и достаточно чувствите.'1% 
ным. Ниже приведены рецепты приготовления иаибо.'кч 
часто используемых реактивов.
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11 е р м а н г а н а т и ы й р е а к т и в .  1 г КМпО^ и 2 г 
N.i.COs последовательно растворяют в воде, доводят 
"Н|,ем раствора в .мерной колбе до 100 мл и перемеши- 
'иог. Хроматогрз.мму опрыскивают реактивом из пуль- 

ризатора и сушат при комнатной температуре. На 
рпуриом фоне хроматограммы проявляются с различ- 

|и|| скоростью желтые пятна сахаров. По мере высыха- 
"1111 пятна принимают серую окраску на коричневом фо- 

Учитывая, что изменения в окраске наступают до- 
•I'Viiiiio быстро, положение пятен необходимо отмечать
.)М ly.

11 а р а а н и 3 и д и н о в ы й р е а к т и в .  Готовят
пый раствор парааиизидииа в 96%-ном этиловом 

ипрте. К 100 мл раствора прибавляют 1,5 мл концент- 
|Ш|11жанной НС1, смесь перемешивают и обрабатывают
• 1м)матограммы. После обработки реактивом хромато-
I'.iMMy помещают в термостат на 10 мин при темпера- 

■ 1 |>с 120—150°С. Вместо выдерживания в термостате
• 1"»матограмму лучше прогладить горячим утюгом. Па- 
S 1111ИЗИДИН образует с сахарами продукты желтого, ко- 
|Ч1'(певого и красного цвета на коричневом фоне.

Л II и л и н д и ф е II и л а м II н о ф о с ф а т н ы й р е а к - 
'ИИ. Готовят 4%-иый раствор перегнанного анилина в 
И|"„-||ом этиловом спирте, и 4%-иый раствор дифепил- 
иипа в спирте такой же концентрации. Смешивают 
. iifii.cMOB первого раствора с 5 объемами второго раст- 
■"im и прибавляют один объем концентрированной ор- 
•фосфорной кислоты. Смесь наносят на хроматограм

му II после легкого подсушивания ее иа воздухе помеща- 
<1 и термостат на 10 мин при температуре 80°С. Сахара 
|||||||1ляются в виде голубовато-зеленых, синих и корич- 
'4IUX пятен на почти бесцветном фоне. Это один из луч- 
пи |)сактивов на сахара.

Кроме этих общих реактивов, имеются и специфиче- 
~|П' |)сактивы на отдельные группы сахаров и даже на 
..iiviiiiibie сахара.

Л IIII л и н ф о с ф а т н ы й р е а к т и в .  Г отовят п-бу- 
.1 ижый спирт с содержанием воды 12%. Затем на этом 
iMpie приготавливают реактив, содержащий 0,075М 
iM'imia (6,98 г в 1 л) и 0,15 М фосфорной кислоты 
Н,/ г в 1 л). Реактив хранят в темной склянке в хо- 
и и 1 .'1 Ы 1 и к е . После обработки хроматограммы этим реак- 

'шим, се помещают на 5—10 мин в шкаф при 105°С. 
■ I. ппс'ксозы на хроматограмме дают желто-коричневые
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Пятна, альдопентозь! — розовые, красные и вишнеш.в 
пятна. Дисахариды, которые содержат только альдогск 
созные остатки (мальтоза и лактоза), как п гексоз1.| 
окрашиваются в желто-коричневый цвет.

Н а ф т о р е 3 о р ц и н о в ын р е а кт и в. Для его при 
готовлеиня растворяют 100 мг нафторезорцина в смеси 
20 мл 2 н. НС1 и 80 мл 96%-ного этилового спирта. 1’с 
актив хранят в .холодильнике. Реактив наносят на хро 
матограмму, затем ее слегка подсушивают на воздухе и 
осторожно прогревают в шкафу при 75-^80°С. Кетозы ни 
хроматограмме дают ярко-красные пятна, а альдозы 
сине-фиолетовые.

Обычно хро.матограммы равномерно опрыскивают и ■ 
пульверизатора, но вместо этого можно быстро погру 
жать ее на некоторое время в ванночку с проявляющим 
реактивом. После проявления сопоставляют расположс 
ние пятен сахаров-свидетелен с пятнами сахаров, содср 
жащихся в исследуемом растворе, и определяют качен 
венный состав сахаров.

Кроме качественного метода к настоящему времени 
разработано несколько методов количественного опредс 
ленпя отдельных сахаров хроматографией на бумаге 
Описание этих методов изложено в соответствующих i>\ 
ководствах но хроматографии.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы :  1) хроматографические камеры, шк;и, 
для сушки хро.матограмм, хроматографические колонки, гомоти' 
затор, центрифуга, водяная баня, прибор для отгонки спирта 
вакууме, вентилятор, фен, пульверизатор, делительные ворот, 
ступки, пипетки, мнкропипетки, мерные колбы емкостью 1 л, 1И" 
50 и 10 мл, фарфоровые чашки, конические колбы, стаканы, хроме 
тографическая бумага;

2) этиловый спирт 96%-ный и 80%-ный, н-бутиловый cniipi 
уксусная кислота, петролейный эфир, катионит (КУ-2 или Д.г, 
экс-50), анионит (Дауэкс-1 или АВ-16), анилин, дифениламин, орт 
фосфорная кислота, КМп0 4 , NajCOa, соляная кислота концентрир' 
ванная и 2 п., параанизиднн, нафторезорцин, набор сахаров (гл1ь 
коза, фруктоза, сахароза, мальтоза, лактоза, рафиноза, галакт(м 
манноза, арабиноза, ксилоза, рибоза).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КРАХМАЛА

Крахмал — основной запасной полисахарид большпи 
ства растений. Ои всегда содержится в зеленых листья» 
где образуется в процессе фотосинтеза, но основным 
органами, в которых обычно накапливается паиболынг'
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количество крахмала, являются семена и клубни неко- 
юрых растений. Особенно много его в семенах риса 
(70—80%), кукурузы (65—75%), пшеницы (60—70%) 
и клубнях картофеля (12—22%).

Крахмал — смесь двух высокомолекулярных полиса
харидов— амилозы и амилопектина, которые построены 
и I остатков глюкозы. Амилоза с раствором йода в ноди- 
tHIM калии даег синее окрашивание, а амилопектии — 
фиолетовое. С горячей водой крахмал образует клей- 
. top.

Химические методы определения крахмала основаны 
11,1 изменении интенсивности окраски с йодом, опреде
лении количества образовавшейся глюкозы после кис- 
,ы1110го гидролиза крахмала, определении количества 
'(■фазовавшейся глюкозы после ферментативного рас- 
чи'иления крахмала, а также на переводе крахмала в 
|ыгпюр, его осаждении в виде и од-крахмального комп- 
н кса, окислении этого комплекса и йодометрическом 
•ч1редсленни продуктов реакции.

Методы, основанные на изменении окраски крахмала 
иодом, недостаточно точные, так как между амилозой 

■1 амнлопектином существуют значительные различия в 
п'иоии окрашивания йодом. Содержание амилозы и 
милопектипа в крахмале зависит от вида растения, его 
мраста, а также органа, из которого выделен крахмал, 

il iiipiiMep, в процессе созревания мозгового гороха со- 
"Фжапие амилозы возрастает от 44 до 69% по мере уве- 
'||М1'иия размера горошин. Поэтому методы, основанные
■ I измерении интенсивности окрашивания крахмала с 
• 'ЮМ, следует рассматривать как приближенные н при-

' 1иые лишь для сравнительных определений.
Определение кра.хмала кислотным гидролизом, ооно- 

IIIIIOM на том, что растительный материал, содержащий 
|\мал, кипятят с раствором кислоты и определяют ко- 

'|'ич'гво образовавшейся глюкозы, также нельзя счи- 
'II. удовлетворительным. При кислотном гидролизе 
" пггельпого материала расщепляются не только крах-

■ ' I, но и гемицеллюлозы и все низкомолекулярные по- 
'".|.хариды, которых в растениях может быть очень 
"Him. Поэтому при использовании этого метода прежде
'III необходимо количественно выделить крахмал из 
"Штсльного материала и лишь затем гидролизовать 
■I II определять содержание глюкозы. В противном слу- 
' результат может оказаться ошибочным.
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Ниже описан метод определения крахмала кислоi 
ным гидролизом после выделения препарата крахмал > 
из растительного материала, а также объемный метол

МЕТОД КИСЛОТНОГО ГИДРОЛИЗА

При извлечении крахмала необходимо, чтобы друпи 
полисахариды не экстрагировались данным раствори 
телем.

Ниже приведен метод, предложенный Пьючером, 
с некоторыми модификациями.

Принцип метода. Крахмал экстрагируют из расш 
тельного материала хлорной кислотой и осаждают гм' 
в виде йодного комплекса. Другие полисахариды, в том 
числе и гликоген, йодом не осаждаются. Затем йодный 
комплекс разлагают и крахмал гидролизуют до глюки 
зы. Глюкозу определяют методом Бертрана. По колич! 
ству найденной глюкозы вычисляют содержание кpa^ 
мала. Точность метода составляет ±2%-

Ход определения. В пробирку размером 200X25 мм 
помещают 200—500 мг (в зависимости от ожидаемо!!■ 
содержания крах.мала) хорошо измельченного расш 
тельного материала, прибавляют 200 мг промытого и 
прокаленного кварцевого песку, 4 мл воды и тщателык' 
перемешивают стеклянной палочкой. Не вынимая палоч 
ки, пробирку нагревают на кипящей водяной бане 30 мпп 
для клейстеризации крахмала. Во время нагревания гп 
держимое пробирки несколько раз перемешивают стп> 
ляпной палочкой.

По окончании клейстеризации пробирку охлаждаю! 
до комнатной температуры и помещают в водяную баш" 
при температуре 22—25°С. Для экстракции крахмал.ч i 
раствору в пробирку при непрерывном помешиванн" 
добавляют 3 мл 72%-иой хлорной кислоты. Затем ги 
держимое пробирки примерно 1 мин растирают стекляп 
ной палочкой о нижнюю часть стенки пробирки (пр ' 
щательнымн движениями, нажимая на стенку). Hoc.i! 
этого пробирку ставят на несколько минут в водяпы" 
баню и снова растирают. Затем в пробирку добавляю! 
около 15 мл воды, тщательно перемешивают и количы i 
венно переносят в центрифужную пробирку. Палочк) и 
пробирку ополаскивают небольшими порциями вод!.1, и 
промывные воды сливают в центрифужную пробирю 
Центрифугируют до полного осаждения осадка. Жич
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'игп, над осадком осторожно сливают через небольшую
■ .ipoHKy в мерную колбу на 50 мл, а к осадку в центрн- 
■Ртжной пробирке добавляют 4 мл воды и 3 мл 72%-ной

юрной кислоты, смесь тщательно растирают п дваж- 
‘1,1 экстрагируют, как указано выше. Затем добавляют 
'•'большое количество воды и снова центрифугируют. 
I' идкость над осадком сливают в ту же мерную колбу
• 1 .ЗО мл. Экстракцию повторяют еще один раз. Мерную 
и.|бу доводят водой до метки, закрывают и тщательно
• ремешивают. Полученный крахмальный экстракт 

•"1ЖИО хранить в холодильнике в течение 48 ч.
Для осаждения крахмал-йодного комплекса берут 

' или 10 мл экстракта (в зависимости от ожидаемого 
' 'лнчества крахмала) и переносят в центрифужную 
М"|бирку (если было взято 5 мл экстракта, к нему до- 
и\ляют точно 5 мл воды). В пробирку приливают5 мл 

-‘‘i'Si-iioro раствора NaCl и 2 мл раствора йода в йоди- 
1л\1 калии и смесь перемешивают.

Раствор йода в йодистом калии готовят следующим 
I ,разом. 7,5 г йода и 7,5 г KJ растирают в ступке с во-
■ 'М и количественно переносят в мерную колбу на 
•О мл. Раствор в колбе доводят водой до метки, пере-

■■ iiiiH ia io T  и фильтруют через плотный фильтр при от- 
" |.1вании.

Мосле 20-минутного отстаивания жидкости в центри- 
' кипи пробирке смесь центрифугируют. В осадок вы-
■ lacT крахмал-йодный комплекс. Жидкость над осад- 
м сливают с особыми предосторожностями, чтобы не 
и'рять осадок. Затем приступают к промыванию осад-

' ,'1ля этого в пробирку приливают 5 мл спиртового 
' шора хлористого натрия и содержимое пробирки 
"ЧИ)жно перемешивают.

1.1Я приготовления спиртового раствора хлористого
■ ||И1Я берут 350 мл этилового спирта, 80 мл воды и 
' M l 20%-ного водного раствора хлористого натрия. Все
' гмсшивают в мерной колбе на 500 мл и доводят во- 
' 'Ю метки.
Мосле кратковременного отстаивания пробирку с 
1М)М и спиртовым раствором хлористого натрия цент- 

I'SiiipyiOT и жидкость над осадком сливают.
К рахмал-йодпый комплекс разлагается под действием 
I II. спиртового раствора NaOH. Этот раствор гото-

• ' мсншванием в мерной колбе емкостью 500 мл эти- 
т о  спирта (350 мл), воды (100 мл) и 5 н. раствора
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едкого натрия (25 мл). Смесь доводят до метки и 
фильтруют через плотный фильтр с отсасыванием.

Для разложения ком^плекса к плотному осадку и 
центрифужной пробирке добавляют 2 мл спиртового 
раствора едкого натрия и пробирку осторожно встряхн 
вают, пока не исчезнет синяя окраска. Не следует перс 
мешивать осадок стеклянной палочкой (комплекс paci 
воряется через некоторое время). Освобождающийся 
крахмал отделяют центрифугированием, жидкость нал 
осадком сливают, а осадок промывают, как указано вы 
ше (добавляют 3 мл спиртового раствора хлористого 
натрия и центрифугируют).

После этого крахмал гидролизуют соляной кислотой 
К осадку крахмала в центрифужной пробирке добам 
ляют 2 мл 0,7 и. соляной кислоты, пробирку закрываю! 
стеклянной пробкой и нагревают 3 ч на интенсивно км 
иящей водяной бане. После окончания гидролиза про 
бирку охлаждают, добавляют в нее несколько капсл!. 
0,04%-ного раствора фенолового красного и содержимое 
нейтрализуют 0,5 н. едким натрием. В пробирку добам 
ляют 3—5 мл воды II содержимое ее количественно 'пе
реносят в мерную колбу емкостью 25 мл. Стенки про 
бирки ополаскивают несколько раз небольшими по|) 
циямн воды. Раствор в колбе доводят водой до метки м 
перемешивают.

Для определения глюкозы методом Бертрана из ко.т 
бы берут 10 мл раствора.

Вычисление результатов. Сначала определяют коли 
чество глюкозы в 10 мл гидролизата крахмала. Пос.'М' 
этого процентное содержание крахмала в материале, 
взятом для анализа, может быть вычислено по следую 
щей формуле:

й-(?-10-0,9-Ю0
Х  =

Я-50-25

где X  — процентное содержание крахмала;
а —̂ количество глюкозы в 10 мл раствора, мг; 
б  — объем .хлорнокислого экстракта, взятого дли 

осаждения крахмал-йодкого ком'плекса, мл; 
0,9 — коэффициент для пересчета глюкозы ми 

крахмал;
Н  — навеска растительного материала, мг.

О б о р у д о в а н и е  и пеакт и вы . Кроме оборудования н реактннст. 
используемых для определения сахаров по Бертрану, необходимо
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((•дующее: 1) центрифуги, колбы мерные емкостью 500, 50 и 25 мл, 
'(|юбирки размером 200X2-5 мм, ступки;

2) хлорная кислота 72%-ная, 0,7 п. HCI, NaCl (спиртовой раст- 
•((|)), 0,25 н. NaOH (спиртовой раствор), 0,5 н. NaOH, раствор йо- 
.(I и йодистом калии, феноловый красный 0,04%-ный раствор.

о б ъ ем н ы й  м е т о д  о п р е д е л е н и я  к р а х м а л а

Объемный метод — один из наиболее быстрых и до- 
■ шточно точных способов определения крахмала, пред- 
И1жеи X. Починком. Метод пригоден для анализа всех 
|1(1ггительных объектов.

Принцип метода. Крахмал переводят в раствор и 
иенждают в виде комплексного соединения крахмала с 
iKiHOM. Затем окисляют крахмал в кислой среде бихро- 
мдгом калия до углекислого газа и воды. Окисление 
и КТ по следующему уравнению:

4К2Сгг07-{- (СбНщОб) п - \ ~  I6H2SO4—> 
-^6(002)71-)- 4K2S04-j-4Cr(SO4)з-|-21 (Н20)п.

II161.1TOK бихромата калия разрушают йодистым калием, 
н ргзультате чего выделяется йод, который затем оттит- 
icmdiiaiOT гипосульфитом:

2N азЗгОз-!-J2~-^2Na J-f-Na2S406.

il(( количеству гипосульфита вычисляют содержание 
-|н1.чмала.

Ход определения. Навеску свежего растительного 
ч-игриала, содержащего 20— 200 мг крахмала, перено- 
>п II фарфоровую ступку (зерна 200—300 мг, клубней 

• циофеля около 1 г, свежих листьев растений 3 г). Ес- 
-.1 для анализа хотят использовать сухой растительный 
■•■пгриал, для обезвоживания используют лиофильную 

шку (см. стр. 106).
и ступку добавляют 5 мл 80%-ного раствора азот- 

■ М1СЛОГО кальция и тщательно растирают навеску. 
'|-(( 1C этого содержимое переносят в коническую колбу 
чмш'ыо 150—200 мл, ступку несколько раз ополаски- 
"кг небольшими порциями 80%-ного раствора азот- 
■мц'лого кальция. Общий объем раствора в колбе не 
1ЖСН превышать 30 мл. Колбу накрывают воронкой, 
КИМ' на газовую горелку или плитку и слабо кипятят 
'Г'|с||ие 3 мин. При это.м крахмал переходит в раствор.
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После охляжлсиня солержимое колбы переносят и 
мерную колбу емкостью 100 мл, коническую колбу ж- 
сколько раз ополаскивают и доводят раствор в мерной 
колбе до метки. Содержимое колбы тщательно переме
шивают и фильтруют через складчатый фильтр в сухой 
стакан или колбу.

Пипеткой берут 5 мл фильтрата (при анализе листь
ев с низким содержанием крахмала — 10 мл) и перено
сят в небол1)Шую нентпифужпую пробирку. В эту же 
пробирку прибавляют 2 мл раствора йода в йодистом 
калии, перемешивают стеклянной палочкой, палочку 
ополаскивают небольшой порцией воды и пробирку ое 
тавляют па 30 мин. В результате реакции образуето! 
нерастворимое соединение крахмала с йодом, которое 
выпадает в осадок.

Солержаипе иода в этом комплексе составляет око 
ло 15%.

Через 30 мин проводят цептпифугирование в теме 
ние 5 мин при 4 — 5 тыс. об/мин. Прозрачный раствор ш 
центрифужной пробирки сливают, а осадок йод-крах 
мальиого комплекса несколько раз промывают 5%-ным 
раствором Са(ЫОз)г. Каждый раз в пробирку добам 
ляют по 5 мл этого раствора и содержимое пробирки 
тщательно перемешивают стеклянной палочкой. Hoc.ie 
каждого промывания центрифугируют иепродолжитсль 
пое время для осаждения комплекса крахмала с йодом..) 
прозрачный раствор сливают. Такое промывание и цент 
рифугировапие повторяют 3—6 раз.

Промытый осадок комплекса крахмала с йодом не 
репосят в коническую колбу емкостью 200 мл, центрм 
фужпую пробирку тщательно (несколько раз) промыв,) 
ют небольшими порциями воды (общий объем воды h i - 

должен превышать 3 мл). В колбу приливают 10 м) 
0,25 и. раствора КгСггО? в 85%-ной серной кислоте, О) 
держимое колбы перемешивают и сразу же помещаю) 
на 15 мин на кипящую водяную баню. При этом крах 
мал окисляется бихроматом калия по уравнению, кото 
рое указано при изложении принципа метода.

После этого разрушают избыток бихромата. Колбу 
охлаждают и прибавляют в нее 5 мл 20%-ного раствор.) 
йодистого калия, который, реагируя с бихроматом, ш.) 
деляет йод, и 120 мл воды. Выделившийся йод оттитро 
Бывают 0,1 п. раствором гипосульфита. Титрование в)' 
дут до появления желтой окраски, затем в колбу при
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(■|;п1ляют 1 мл 0,5%-ного раствора крахмала и титруют 
;н) перехода сине-голубой окраски в очень слабо-голу- 
ьую- При титровании раствор необходимо энергично 
шбалтывать. Расчеты показывают, что 1 мл точно 0,1 н. 
|i:iCTBopa гипосульфита соответствует 0,675 мг крахмала.

Вычисление результатов. При расчете необходимо 
жать, какое количество гипосульфита затрачивается на 
м>|1трольное титрование для разрушения йода, выделив
шегося в результате реакции К2СГ2О7 и KJ. Для этого в 
мшическую колбу емкостью 200 мл прибавляют 120 мл 
йоды, точно 10 мл 0,25 н. раствора К2СГ2О7 и 5 мл 
Д)®/о-ного раствора йодистого калия. Содержимое колбы 
ицательно перемешивают и титруют 0,1 п. раствором ги
посульфита, как указано выше.

Содержание крахмала рассчитывают по следующей 
|'0|)муле.

0,Г)75-в-7'-(а—ai)\ -----------------------------------J
в \ - Н

i le X  — содержание крахмала, %;
а — количество 0,1 и. раствора гипосульфита, за

траченного при контрольном титровании, мл; 
Hi — количество 0,1 и. раствора гипосульфита, за

траченного при определении крахмала, мл; 
в —объем, в котором растворена навеска исследуе

мого вещества (обычно 100 мл);
Й1 — объем раствора, взятого для осаждения крах

мала (5 или 10 мл);
Т —поправка к титру 0,1 н. гипосульфита; 
н — навеска растительного материала, г.

О б о р у д о в а н и е  и  р еа к т и вы : 1) центрифуга, водяная баия, ступки 
■ .||н|юровые, колбы конические емкостью 1 0 0  и 2 0 0  мл, мерные кол- 
ч емкостью 1 0 0  мл, воронки, стаканы, пипетки, фильтры;

2 ) 80%-ный, 2 0 %-иый и 5%-иый растворы Са(КОз)г, 0,5%-нын 
I. гиор йода в йодистом калии, 2 0 %-иый раствор йодистого калия, 
у , II. раствор К2СГ2О7 в H2SO4, 0,1 и. раствор гипосульфита, 
’.'Х, ный раствор крахмала.

Н0 %-ный р а с т в о р  Са(ЫОз)2 — 2 0 0  г Са(Ы0 з)2 -4 И2 0  раст- 
||1ИК)Т в воде и доводят до .̂ЗО мл.

0 ,.')%-ный р а с т в о р  й о д а  в й о д и с т о м  к а л и и — 10 г KJ 
•| г .I2 растирают в ступке вначале без воды, а затем с 1 0  мл во- 

.1, количественно переносят в мерную колбу емкостью 1 л и до- 
М11Г водой до метки.

0 ,2 .1  и. р а с т в о р  К2СГ2О7 в 1125 0 4 — 1 2 , 3  г К2СГ2О7 раство- 
.«м в 250 мл воды в двухлитровой колбе и постепенно при охлаж-
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дении и помешивании прибавляют в колбу 800 мл коицентрированно|1 
Нг504, с плотностью 1,84; после охлаждения переносят в темнук! 
склянку с притертой пробкой.

СХЕМА КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ РАЗНЫХ 
ГРУПП УГЛЕВОДОВ В РАСТЕНИЯХ

Иногда необходимо определить все формы углево
дов, содержащиеся в данном растительном образце 
В этом случае удобно пользоваться схемой анализа, 
предложенной А. Р. Кизелем.

Принцип метода. С физиолого-биохимической точки 
зрения все углеводы можно подразделить на несколько 
групп: 1) углеводы подвижные, легко мобилизуемые и 
легко подвергающиеся превращениям в растениях; 2) yi 
леводы малоподвижные, мобилизуемые и используемые и 
обмене веществ л'ишь при отсутствии других углеводом, 
3) углеводы неподвижные, которые в обычных условия \ 
не используются.

Подвижные углеводы (моносахариды, дисахарид1||. 
трисахариды, декстрины, инулин, некоторые пектиновые 
вещества, крахмал) могут находиться в растениях кмм 
в растворенном, так и в нераствореином состоянии. Kl>o 
ме того, отдельные углеводы различаются по раствори 
мости в разных растворителях (спирте, воде). Это шы 
воляет их фракционировать.

При обработке растительного материала 82%-ным 
спиртом в раствор переходят кристаллизующиеся ми 
но-, дн- и трисахариды, которые при фракционном окре 
делении углеводов относятся к I группе. Внутри этип 
группы сахара подразделяют на основании их химнмс 
ских свойств, а также способности к гидролизу под дей 
ствием кислот.

Для более детального изучения состава этих yivie 
водов используют хроматографическое разделение им 
бумаге, как указано на странице 120.

П.ри последующем (после спирта) извлечении уг.и' 
водов холодной водой в раствор переходят коллоидны* 
полисахариды, растворимые в воде (декстрины, инулим 
и другие легкогндролизуемые полисахариды, слизи к 
часть пектиновых веществ). Это II группа углеводп» 
Здесь дифференциация осуществляется по степени пм 
ролиза и по ряду других свойств.
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к нерастворимым лодвиж^шш углеводам относится 
|.'ни)иым образом крахмал, который может быть нзвле- 
‘1Г11 из растительного материала водой после предва
рительного ферментативного гидролиза (III группа уг-
И‘МОДОВ ).

К малоподвижным углев10дам относятся гемицеллю- 
1о.)ы и пектиновые вещества. Эта группа углеводов до- 
пильно разнообразная и трудно дифференцируемая. По- 
1|ч)му обычно определяют содержание углеводов этого 
lima суммарно по их восстанавливающей способности 
после гидролиза материала 2%-ной НС1 (IV группа уг- 

i i ' i k ^ o b ) .

После определения I—IV групп углеводов в расти- 
имьпом материале остаются неподвижные углеводы, 
представляющие собой скелетные вещества растений, к 
которым в основном относится целлюлоза (V группа).

Ход определения. Для определения всех групп угле- 
иодов лучще использовать свежий растительный матери- 
II I. Если это по каким-либо причинам невозможно, 
‘1,1 | ерпал необходимо зафиксировать. Лучший способ фик- 
'.тип — обезвоживание лиофилизацией. Можно фикси- 
|иитть растительный материал также жидким азотом с 
ииеледующим .хранением в замороженном состоянии в 
‘ифозильных камерах при возможно более низкой тем- 
игритуре. Следует подчеркнуть, что способ фиксации 
иигтсний в сушильном шкафу при ПО—120°С с после- 
иющим досушиванием при 50—70°С для количёствеи- 
II'1П) определения углеводов непригоден, так как в пери-
■ I1 прогревания растительного материала активизируют- 
и гидролитические ферменты, разрушающие сложные 
|.ичюды, а также наблюдаются взаимные превращения 
i \ ; i poB.  Поэтому при такой фиксации всегда получают- 
■I искаженные результаты содержания отдельных уг- 
11Ч10Д0В в растениях.

Для определения всех групп углеводов берут две 
. 1ШЧ-КИ по 5 г сухого растительного материала, который 
иыгельно растирают в ступке или гомогенизаторе. Ес- 
II тля анализа используют семена с большим количест- 
|И жира, навеску обезжиривают петролейным или сер-

■ ым л1)иром в аппарате Сокслета. В том случае, когда 
I III анализов используют свежий или замороженный ра
ин гльный материал, берут две точно одинаковые на-
■ iMi, в каждой из которых должно содержаться около 
1 сухого вещества.
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Для извлечения углеводов I группы навески м.тп- 
риала заливают 82%-nbhM спиртом (20 мл спирта на 1 i 
сухого вещества) и нагревают на водяной бане при тем 
пературе 70—80”С в течение 30 мин. При анализе свс 
жего растительного материала спирт берут более выси 
кой концентрации, чтобы конечная его концентрация (г 
учетом влажности материала) составляла 82%. Послг 
нагревания дают вытяжке немного отстояться и филы 
руют через пористый стеклянный фильтр (№ 1 или №2) 
при слабом отсасывании. Фильтрат собирают в колбу 
прибора для отгонки спирта в вакууме, а остаток с 
фильтра — в колбу, в которой проводилась экстракция 
Экстракцию материала спиртом повторяют три раза.

После трех-четырех обработок материала 82% - h i>im 
спиртом сахара извлекаются полностью. Отгоняют cnupi 
под вакуумом на водяной бане при температуре 40—45°( 
из обычной короткогорлой круглодонной колбы, к кото 
рой плотно подогнана пробка с двумя отверстиями. В од 
но отверстие вставлен капилляр, регулирующий кипеннг 
спирта, а в другое — отводная трубка к холодильнику 
Схема прибора изображена на рисунке 25.

После отгонки спирта в отгонной колбе остается нг 
которое количество сиропообразной жидкости. Получии 
щийся сироп растворяют теплой водой (4 раза по 15 
20 мл) и количественно переносят в мерную колбу ii.i 
100 мл. Добавляют несколько миллилитров 10 %-по1и 
нейтрального уксуснокислого свинца (для осаждеты 
белков). И,збыток свинца осаждают сульфатом натрия

Рис. 25. Прибор для отгонки спирта в вакууме:
;  _  круглодоиная колба; 2  — холодильник; 3 — термометр; 4 — водяная б.ни
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h.iK указано в методике определения Сахаров (см. 
up. 111). Затем раствор фильтруют и в очищенном 
p.iCTBope проводят дифференцированное определение са- 
v.ipoB 1 группы, растворимых в спирте. Прежде всего 
определяют «епосредствеиную 1Восстанавливающую спо- 
«поиость раствора (по Бертрану), показывающую нали
чие в нем свободных гексов и половину восстанавливаю
щих дисахаридов типа мальтозы. Затем применяют гид
ролиз различной силы, устанавливают присутствие 
. ,1харозы и зате.м более трудно гидролизуемых дисахари- 
|о|) типа мальтозы. На основании этих определений и 
. оответствующих расчетов получают данные о количест- 
пгшюм содержаннн свободных моносахаридов и дисаха- 
ридов различного типа.

Обычно в растворе проводят три отдельных опреде-
и Ч Ш Я .

1. В 20 мл вытяжки определяют восстанавливающие
■ .ixapa по Бертрану (в случае малого количества саха- 
I'liu определения проводят микрометодом).

2. В 20 мл вытяжки определяют восстанавливаю- 
и1ие сахара после предварительного гидролиза 2%-ной 
IK'.I (20 мл раствора-|-2,2 мл 20%-ной НС1 в течение 
ь мин на водяной бане при температуре 68—70°С (перед
ирсделением раствор нейтрализуют сухой содой), 

и данном случае в результате определения к восстанав- 
мшающим сахарам (моносахариды+7г -мальтозы) при
хиляют сахарозу, которая в этих условиях разлагается 

IX глюкозу и фруктозу.
.1. В 20 мл вытяжки гидроли.зом с 25%-ной НС1 в те- 

и иие 3 ч на кипящей бане с последующей нейтралнза- 
чи'й содой определяют всю мальтозу, сахарозу и моно- 
1\.|риды. Гидролиз проводят 1в той же колбочке, в ко-
■ ||||)и будут определять сахара по методу Бертрана. 
||обы концентрания кислоты «е изменялась во время

■ и 1ролиза, колба должна быть закрыта пробкой с об- 
имым холодильником. Следует -иметь в виду, что 
.'II таком гидролизе распадается 10% содержащейся 
I'.u TBope фруктозы.

Кычисление результатов. Количество сахаров опре- 
. имот следующим образом. Результат первого непо- 
.т.игвенного определения—а, второго—б, третьего—в,  
•правка на распад фруктозы — К .  Коэффициент К
■ ычио равен 107о от '/2 суммы моносахаридов.

< .одержанне сахарозы == { б —а )  ■ 0,95.
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Содержание мальтозы= (в + /(—б) •2-0,95.
Содержание моносахаридов =  а— { в - \ - К — б ) .
Содержание всех сахаров выражается в процентах 

веса сухого материала взятых навесок, т. е.
^  л - юодоо

я - ( 1 0 0 - У)
где А  — содержание углевода в навеске, мг;

Н  — навеска, мг;
Y  — влажность материала.

При определении содержания углеводов И групни 
извлеченный спиртом материал освобождают от спирт.1, 
высушивая фильтр в сушильном шкафу при температу 
ре 40—50°С. Затем материал с фильтром переносят и 
прежнюю колбу и экстрагируют 3—4 раза водой h|mi 
температуре 45—50°С (по 15—20 мин). При этом и 
раствор переходят полисахариды, растворимые в во;и 
но не извлекаемые спиртом. Экстракты отфильтровыи.1 
ют через один и тот же стеклянный фильтр и сгущаин 
на водяной бане до объема 20—25 мл.

К сгущенному экстракту добавляют такое количеп 
во 20%-ной НС1, чтобы конечная концентрация ее в p.i 
створе была 2 %-ной, и затем гидролизуют 1Полисаха|)п 
ды 3 ч на кипящей водяной бане. После гидролиза pan 
вор нейтрализуют содой, добавляют 4%-ный pacTiio|i 
CUSO4 и щелочной раствор сегпетовой соли и опрс п 
ляют сахара по методу Бертрана. Количество полиса.х.! 
ридов получают, умножая количество редуцирующих (м 
харов на 0,9.

При определении III группы углеводов (крахмал) ми 
териал после извлечения водой переносят в преж!|т(ч 
колбу. Общий объем воды в колбе не должен преим 
щать 60—100 мл. После этого производят оклейстери m 
ванне крахмала нагреванием на водяной бане в тсч1' 
ние 30 мин при температуре 60°С. Затем прибавляин 
2 мл разбавленной в 5 раз и профильтрованной слюни 
несколько капель толуола и ставят в термостат на 24 i 
при температуре 40°С. Слюна содержит а -  и р-амил.т lu 
расщепляющие крахмал до мальтозы. Окончание гилр" 
лиза крахмала проверяют йодной пробой (раствор йо.и 
в йодистом калии).

Когда весь крахмал будет разложен, раствор фи.11.1 
руют через тот же стеклянный фильтр и промыв,imt 
осадок водой. Необходимо следить, чтобы весь оса,н»«
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Оыл тщательно перенесен на фильтр. Раствор сгущают 
им бане до объема 50 мл и проводят -гидролиз .мальтозы 
и декстринов 2%-ной НС1 на кипящей бане в течение 
I ч. Затем соляную кислоту нейтрализуют содой или 
1(>7о-ным NaOH до нейтральной реакции на лакмус, до- 
Нмкляют уксуснокислый свинец, а затем Na2S04, фильт- 
1'\ют в мерную колбу на 100 мл, колбу доводят до мет
ин II в 20 мл определяют глюкозу по методу Бертрана. 
' одержание крахмала вычисляют умножением количе- 
' та  глюкозы на 0,9.

Остаток материала после извлечения крахмала пе- 
|ич1()сят с воронки в прежнюю колбу, воронку смывают 
определенным объемом воды (50—100 мл) и для уста- 
иондения углеводов IV группы (гемицеллюлозы) к со- 
и'ржнмому колбы добавляют столько 20%-ной HCI, 
■побы во всем объе.ме концентрация НС1 равнялась2%.
I емицеллюлозы гидролизуют нагреванием на кипящей 
«одяиой бане в течение 3 ч.

I к)сле окончания гидролиза раствор фильтруют че- 
1'г I тот же стеклянный фильтр, осадок промывают, 
'I'li.'iiiTpaT сгущают на бане, кислоту нейтрализуют, до- 
"мнлиют уксуснокислый свинец и N32804 в таких же 
• 'бьемах -и концентрациях, как и при определениях са- 
<мр()11 по методу Бертрана. Затем экстракт фильтруют 
н раствор доводят до точного объема так же, как и при 
''иределении углеводов III группы.

Б растворе определяют сахара и количество геми- 
тм.нолоз рассчитывают умножением количества саха
рин на 0,9.

Мри определении целлюлозы остаток материала пос- 
и' жстракцин углеводов IV группы высушивают до воз- 
tximio-cyxoro состояния при температуре не б-олее 50°С. 
Иигушеиный материал переносят в прежнюю колбу, за- 
итают примерно 10 объемами (по весу) 80%-иой сер-
....  кислоты и оставляют иа 2 7 г ч при комнатной тем-
'I р.ггуре. После настаивания с кислотой прибавляют 
|'> обьемов воды на один объем взятой кислоты и гид- 
' M i i t y i O T  целлюлозу в течение 5 ч па кипящей водяной 
■ п11>. Клетчатка при этом расщепляется до -глюкозы.
III (ролизат фильтруют через прежний стеклянный 
I'lMiiip, остаток промывают 3—4 раза водой. Раствор 
-I i p m i a i O T ,  доводят до точного объема, из которого 
1"| определении глюкозы берут 2 пробы по 10 мл. Пе- 

, - I определением их нейтрализуют сухой содой. Для
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вычисления целлюлозы количество найденной глюкозы 
умножают «а 0,9.

Содержание всех групп углеводов выражают в, про
центах от навески материала, взятого для анализа.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) приборы для отгонки спирта и 
вакууме, ступки фарфоровые, стеклянные фильтры (№ 1 и № 2), 
стаканы, воронки, колбы конические (на 100 мл) с обратным холо
дильником, колбы мерные (на 50, 100, 200, 250 мл), трубки Аллина, 
колбы Бунзена, водяные бани, бюретки, фарфоровые чашки;

2 ) уксуснокислый свинец 1 0 %-иый, Na2S0 4  (насыщенный pan 
вор), спирт 82%-ный, эфир серный и петролейный, CUSO4 4%-пып, 
0,1 н. КМПО4, 0,01 н. КЛТп0 4 , НС1 207о-ная, сода (в порошке), 
NaOIl 1 0 %-ный, толуол, H2S0 4  80%-ная, щелочной раствор сегие- 
товой соли.
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Р А З Д Е Л  III

ЖИРЫ

Растительные жиры, или масла,— главный запасной 
продукт семян большинства растений. Жиры в семенах 
растений могут накапливаться в большом количестве — 
.10 30—40% общей массы и до 50—60% массы ядра. 
Чистые растительные масла — бесцветные вещества; 
.|краска природных масел обусловливается продуктами 
|1аспада хлорофилла и каротиноидами.

Жиры представляют собой смесь триглицеридов — 
1 ложных эфиров глицерина и высших жирных кислот и 
построены по следующей схеме;

а  CHzOCOR,
I

р CHOCORa

Kl CH2OCOR3,

I ;н- Ri, R2 и Ra— остатки высших жирных кислот.
Всего в состав растительных жиров может входить 

ю 50 различных жирных кислот, но в наибольшем ко- 
шчестве содержатся миристиновая, пальмитиновая,
1 (сариновая, олеиновая, линолевая, линоленовая и ри- 
1111 нолевая кислоты.

Насыщенные жирные кислоты — твердые (при ком- 
тптюй температуре), а ненасыщенные — жидкие ве
щества.

Растительные жиры, кроме триглицеридов, всегда 
'одержат в небольшом количестве и другие вещества:
' мободные жирные кислоты, моно- и диглицериды, фос- 
'|н1тиды, некоторые жирорастворимые витамины.

1’астительные масла очень разнообразны по своим 
I мойствам. Для общей их характеристики, а также для 
<н|)актеристики входящих в их состав жирных кислот 
мринят ряд консгант. Основными константами жиров 
'|||.'1яются кислотное число, число омыления, эфирное 
■imvio, йодное и перекисное число.
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простейшей задачей анализа растительных масел 
является определение их o6uiero содержания ,в семенах 
или других органах растений и установление характер
ных констант данного масла.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СЫРОГО ЖИРА

Методы определения содержания жира чаще всего 
основаны на способности его растворяться в различных 
органических веществах. При количественных опреде
лениях проводят полную экстракцию жира из расти
тельного материала каким-либо растворителем и учи
тывают количество экстрагированного жира. Так как 
под действием органических растворителей обычно из
влекаются не только жиры, ио и свободные жирные кис
лоты, пигменты, эфирные масла, а также другие липиды 
(лецитины, кефалины, стеролы и т. д.), то полученным 
препарат (в котором преобладают собственно жиры) ча 
сто называется сырым жиром.

Ниже описан метод определения сырого жира, пред
ложенный Сокслетом.

Принцип метода. Растительный материал обезвожм 
вают и извлекают жир каким-либо растворителем (эти 
ловый эфир, петролейный эфир, бензин, бензол, хло
роформ и др.). Чем ниже температура кипения раство
рителя, тем легче его удалить после экстракции жи|)а 
В лабораториях для экстракции жира чаще всего но,и. 
зуются этиловым (серным') эфиром. Извлеченный сырой 
жир освобождают от растворителя и взвешивают.

Ход определения. Навеску 10—15 г (взятую с точ 
ностью до 0,005 г) растертого в ступке материала поме 
щают в бумажный пакетик (патрон), который гото-bmi 
следующим образом. Фильтровальную бумагу размером 
10X12 см навертывают на пробирку и нижнюю час и. 
патрона заворачивают. Патрон снимают с пробирки и 
внутрь его вкладывают небольшой кусочек ваты (д.1м 
прочности патрон можно связать ниткой).

Для удаления воды навеску сушат без доступа b o i  

духа в вакуум-термостате или в токе углекислого гаш 
или азота.

Сушить материал в обычном термостате па воздухе 
нельзя, так как многие растительные масла содержа! 
большое количество ненасыщенных жирных кислот, кп 
торые при нагревании на воздухе присоединяют кнс.'ю
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Рис. 26. Аппарат Сокслета;
/ — .холодильник; 2 — экстрактор; 3 — колба.

род ПО месту двойной связи, в связи с чем 
\величивается масса масла и изменяется его 
качество.

Со.пержание жира обычно выражают в 
процентах на массу абсолютно сухого мате
риала, поэтому параллельно берут другую на
веску (1—2 г) для определения влажности.
('.ушат ее также в вакууме до постоянного 
веса.

Патрон с высушенной навеской помешают 
в экстрактор аппарата Сокслета (рис. 26).
.Аппарат состоит из колбы для растворителя, 
жеграктора и шарикового холодильника, сое
диненных между собой шлифами. Экстрактор 
представляет собой цилиндр, в который впая
ны две трубки — одна для прохождения паров 
)(|)нра из колбы в холодильник и вторая — си- 
(|)он для сливания эфира вместе с экстраги
рованным жиром в колбу. Для особо точных 
работ рекомендуется использовать пзмеиен- 
iiiiiH аппарат Сокслета, в котором жир экст
рагируют в вакууме.

Г1еред определением колбу высушивают до 
1в)стоянного веса и взвешивают на аиалитичс- 
екнх весах. В высушенную до постоянного 
веса колбу наливают /̂з— ^4 ее объема сухого 
чистого эфира. Продажный эфир часто содержит 
ирнмеси спирта, а иногда и ацетона, поэтому перед 
«кстракцией жира эфир очищают от при.месей. Для 
ж)го в делительную воронку емкостью 500 мл на- 
,'щвают 200 мл эфира и 50 мл воды. Смесь взбалтывают 
а через пробку выпускают пары эфира, затем через 
п|)пн воронки сливают воду. Так повторяют 2—3 раза. 
Иу операцию лучше проводить в прохладном [помеще

нии и не нагревать воронку руками. При взбалтывании
II воду переходят следы спирта и ацетона, которые мог-
III содержаться в эфире. Для обезвоживания эфир не- 
|ич10сят в темную склянку, добавляют хлористый каль
ции и оставляют на 1—2 дня. Затем эфир перегоняют 
II используют для анализов.
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Подготовленный для определений аппарат Сокслета 
ставят в водяную баню с электрическим подогревом, про
пускают через холодильник аппарата ток холодной во
ды и начинают экстракцию жира. Чтобы эфир в колбе 
не кипел слишком сильно, температура воды в бане 
должна быть не больше 45—50°С. Пары кипящего эфн 
ра поднимаются из колбы но трубке экстрактора в хо
лодильник, затем конденсируются и эфир по ка,илям 
стекает в патрон, в результате чего содержащийся в ра
стительном материале жир экстрагируется. Экстрактор 
постепенно заполняется эфиром, и когда уровень его 
поднимается несколько выше верхнего колена сифона, 
эфир вместе с извлеченным жиром стекает в колбу. За 
тем экстрактор вновь наполняется эфиром и извлеки 
ется новая порция жира. Подогревание эфира в колбе 
регулируют так, чтобы каждое сливание эфира из экст
рактора в колбу проходило через 4—6 мин. Полное из
влечение жира из материала зависит от его содержания. 
При малом количестве экстракция жира заканчивается 
через 5—б ч, а при большом — через 10—15 ч. Конец 
экстракции устанавливают следующим образом. Отде 
ляют экстрактор от колбы и на чистое часовое стекло бе
рут несколько капель эфира, стекающего из экстра,ктора. 
После испарения эфира стекло должно быть абсолютно 
прозрачным. Если на часовом стекле остается налет, 
экстракцию продолжают.

По окончании извлечения жира колбу отделяют от 
экстрактора, присоединяют к холодильнику и отгоняют 
основную часть эфира. Окончательно высушивают ко.т 
бу с жиром (до постоянной массы) в вакуум-термостате 
или в токе углекислого газа или азота при 60—70°С.

Вычисление результатов проводят ио разности меж 
ду массой колбы с жиром и массой пустой колбы с уче
том влажности материала.

а-100

Я - ( 1 0 0 - / / )  ’
Х - -

где X  — содержание сырого жира в анализируемом ве 
ществе, %;

а — масса сырого жира, г;
И  — масса материала, взятого для анализа, г; 
у  — процент влаги в анализируемом веществе. 

Полученный препарат сырого жира может быть ис
пользован для дальнейших исследований. Он может
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быть подвергнут фракционированию на отдельные груп
пы соединении, относящихся к классу липидов (глице- 
||||ды, жирные кислоты, лецитины, кефалины, стериды, 
имозитфосфатиды, фосфатидные кислоты и др.)- Такое 
||||)акционирование проводится на основании различной 
растворимости этих соединений в органических раство
рителях, а также при использовании хроматографнче- 
I MIX методов. Суммарный препарат жира или отдель
ные компоненты, входящие в его состав, используют 
ьткже для более детальной их химической характери- 
гпиш; определения кислотного числа, йодного числа, 
числа омыления, пере;киоио1го числа, а также определе
ния углерода, водорода, фосфора и азота.

Однако в тех случаях, когда нет необходимости да- 
иить детальную характеристику получаемых препаратов 
/Киров, а достаточно знать лишь общее содержание жи
ра в изучаемом материале, можно пользоваться м е т о 
дом о п р е д е л е н и я  ж и р а  по м а с с е  о б е з ж и 
р е н н о г о  о с т а т к а ,  который был предложен С. В. Руш- 
ковским. Этот метод особенно удобен при массовых 
ииределениях.

Принцип метода. Из обезвоженной растительной па- 
пески жир экстрагируют эфиром и по массе оставшегося 
материала вычисляют количество сырого жира.

Ход определения. В высушенный до постоянной мас- 
гы и предварительно обезжиренный пакетик из фильт
ровальной бумаги кладут около 1 г исследуемого мате- 
риала. Пакетик и навеску взвешивают на аналитиче- 
гких весах. Пакетикзакрывают, отмечают номер образца 
карандашо.м и высушивают в термостате при темпера- 
lype 105°С до постоятшой массы. После высушивания 
материал можно использовать для экстракции жира. 
Для этого пакет с образцом помещают в экстрактор ап
парата Сокслета или аппарата Еременко. Аппарат Ере
менко состоит из колбы для растворителя, большого 
экстрактора шарообразной формы и холодильника. Его 
иренмущество перед аппаратом Сокслета состоит в том, 
чю в большо.м экстракторе можно одновременно анали- 
шровать 20—30 образцов.

Экстрагирование жира из образцов продолжают до 
постоянной массы, обычно 12—20 ч. После экстракции 
пакетик кладут в бюкс и удаляют эфир в сушильном 
шкафу при температуре 100 -105°С. Пакетики взвешн- 
иают на аналитических весах.
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Вычисление результатов. Массу сырого жира нахо
дят по разности между массой пакетиков с материалом 
до и после экстракции. Содержание сырого жира нахо
дят по следующей формуле:

а -100 
Н

где X  — содержание сырого жира в анализируемом ве
ществе, %;

а — масса сырого жира, г;
И  — масса абсолютно сухого анализируемого ма

териала, г.
О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) аппарат Сокслета или аппарат 

Еременко, водяная баня с электрическим подогревом, вакуум-термо
стат, термостат, делительные воронки, эксикатор, прибор для отгон
ки эфира, аппарат Киппа для получения газов, часовое стекло, 
бюксы;

2) этиловый эфир, хлористый кальций.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КИСЛОТНОГО ЧИСЛА

Кислотное число, или кислотность, жира — количс 
ство миллиграммов едкого кали, необходимое для ней
трализации свободных жирных кислот, содержащихся 
в 1 г жира.

В жирах почти всегда имеются свободные жирные 
кислоты, причем в растительных жирах их концентра 
ция обычно более высокая, чем в животных. Особенно 
миого свободных жирных кислот в масле недозрел1.1\ 
семян. При созревании их количество уменьшается и со
ответственно понижается кислотное число. Содержание 
свободных жирных кислот может увеличиваться ni)ii 
длительном хранении семян масличных культур или по
лученного из них масла и резко повышается при про
растании семян в результате гидролиза жиров. Таким 
образом, величина кислотного числа масла непостоянна.

Принцип метода. Масло нейтрализуют титрованшям 
раствором КОН, в результате чего между едким кали и 
находящимися в масле свободными жирными кислотами 
идет следующая реакция: RC00H+K01-K
=  КСООК+НгО, где RCOOH — жирная кислота. По ко
личеству раствора КОН, затраченного на нейтрализа
цию кислот, судят о величине кислотного числа.
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Ход определения. В чистую сухую колбу на аналити
ческих весах взвешивают 1 г масла, прибавляют 30 мл 
предварительно нейтрализованной смеси эфира с 
%%-ным спиртом и растворяют масло. Если масло раст
воряется плохо, смесь в колбе тщательно перемешивают 
и слабо нагревают в горячей воде при встряхивании.

После растворения жира в колбу добавляют не
сколько капель 1%-иого спиртового раствора фенолфта
леина и титруют 0,1 н. водным раствором КОН до по
явления ярко-розовой окраски. Если для исследования 
был взят темноокрашеииый жир, в котором трудно 
наблюдать появление розовой окраски, вместо фенолфта
леина берут 1%-ный раствор тимолфталеина и титруют 
до появления синей окраски.

Вычисление результатов. Величину кислотного числа 
вычисляют по следуюш,ей формуле;

а-5,61-Г

S н
где а — количество 0,1 н. раствора КОП, затраченное 

на титрование, мл;
Т —поправка к титру КОН;
Н  — навеска масла, взятая для анализа, г.

Содержание жирных кислот в масле можно выразить 
не кислотным числом, а в процентах от массы масла. 
При обычном титровании масла для определения кис- 
.'10 Т Н 0 П 0  числа нельзя получизь никаких данных о моле
кулярной массе жирных кислот, входящих в его состав, 
и, следовательно, нельзя прямо вычислить процентное 
1'одержание кислот. Поэтому условно расчеты ведут на 
свободную олеиновую кислоту (она наиболее часто 
встречается в жирах растений, произрастающих в нашей 
стране). Для этого кислотное число умножают на коэф- 
(|нщнент 0,503, который получают из следующего урав- 
мення: 1

кислотное число • 282,3 • 100% свободных жирных кислот=
56,11-1000

i;ie 282,3 — молекулярная масса олеиновой кислоты; 
56,11 — молекулярная масса КОН;

100-—пересчет на процентное содержание;
1000 — пересчет миллиграммов ,в граммы.

О б о р у д о в а н и е  и  реакт и вы : 1) водяные бани, колбы конические 
I'MKocTbio 50—100 мл;

2) спирт, эфир, 0,1 п. КОН, фенолфталеин, тпмолфталеип.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧИСЛА ОМЫЛЕНИЯ

Числом омыления называется количество милли
граммов едкого кали, необходимое для нейтрализации 
всех свободных и связанных кислот, содержащихся в 1 г 
жира. Число омыления характеризует среднюю вели 
чину молекулярной массы кислот, входящих в состав 
жира. Число омыления растительных масел может за 
метно изменяться. Как правило, кокосовое, пальмовое и 
некоторые другие масла имеют высокое число омыления, 
а масла крестоцветных растений и касторовое масло- 
низкое.

Принцип метода. Лчир кипятят с избытком титро 
ванного раствора едкого кали, в результате чего он гид 
ролизуется.

CH2OCOR1
I

CHO COR2+ ЗН2О-
I

CH2OCOR3

СН2ОН
1

^CH O H +R iCO O H  +
I

СН2ОИ
_+К2СООН+КзСООН.

Освободившиеся жирные кислоты реагируют с едким 
кали:

RC00H+K0H^RC00K+H20

Избыток щелочи, которая не прореагировала с жир 
ными кислотами, оттитровывают соляной кислотой: 
К 0 Н + Н С 1 ^ К С 1 - 1 - Н 2 0  и  ' П О  количеству щелочи, затра 
ченной на связывание всех кислот жира, рассчитывают 
величину числа омыления.

Ход определения. В чистую, сухую круглодонную 
колбу на аналитических весах взвешивают около 1 г жн 
ра и приливают в нее из бюретки точно 25 мл 0,5 и 
спиртового раствора едкого кали. Колбу соединяют i' 
обратным холодильником и кипятят на сильно кипящен 
водяной бане в течение 2 ч. Одновременно проводят 
контрольное определение. Для этого в другую колбу 
вместо жира вносят 2 мл воды, приливают 25 мл 0,5 н 
КОН и кипятят на бане. Омыление считается закончен 
ным, когда жидкость в колбе станет прозрачной. При 
омылении труднорастворяющихся веществ в колбу до
бавляют примерно равный объем какого-либо высококн
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нищего растворителя — толуола, пропнлоЕого, бутнлово- 
10 или амилового спирта.

По окончании омыления в колбу добавляют несколь
ко капель индикатора фенолфталеина или тимолфталеи- 
ии и титруют 0,5 н. раствором соляной кислоты до из
менения окраски. Одновременно титруют содержимое 
контрольной колбы.

Вычисление результатов. Количество миллиграммов 
КОН, затраченное на нейтрализацию свободны.х и свя- 
laiiiibix кислот 1 г жира, равняется:

Y— ( а - б ) - Г г 28,055-Гг 
Н

|де X — число омыления;
а — количество 0,5 н. HCI, израс.ходаванное на 

титрование контроля, мл; 
б — количество 0,5 н. НС1, затраченное на тит

рование пробы, мл;
Т \  — поправка к титру НС1;

28,055 — 7г молекулярной массы КОН (56,11:2);
Гг — поправка к титру КОН;
Н — навеска жира, г.

На основании определений числа омыления и кис
лотного числа можно вычислить и так называемое чис
ло эфирности — количество миллиграммов едкого кали, 
которое необходимо для нейтрализации освобождаю- 
щн.хся при омылении жирных кислот в 1 г жира. Число 
(фирности вычисляют по разности между числом омы
ления и кислотным числом.

На основании этих определений можно рассчитать и 
содержание глицерина, имея в виду, что на омыление 
одной молекулы триглицерида расходуется три молеку
лы КОН и выделяется одна молекула глицерина.

О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) водяные бани, круглодонные кол
бы емкостью 100 мл с обратным холодильником;

2) 0,5 н. спиртовой раствор КОН, 0,5 п. HCI, фенолфталеин, 
гимолфталеин.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЙОДНОГО ЧИСЛА

Йодное число показывает, какое количество граммов 
Лода может быть связано со 100 г жира, йодное число — 
пажная константа, так как оно характеризует степень
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непредельности, ненасыщенности кислот, входящих в 
состав данного жира. Высокое йодное число указывает 
на большое количество непредельных кислот, что дела
ет масло особенно денным при использовании его для 
технических и пищевых целе1Д Высокими йодными чис
лами характеризуются льняное и конопляное масло, а 
низкими — соевое масло, масло хлопчатника и других 
растений южных широт.

По величине йодного числа можно судить также о 
том, натуральное ли это масло или имеет примеси, а 
также об изменениях, которые могут .происходить в мас
ле при его хранении.

Принцип метода. Йод присоединяется к жирным ки 
слотам по месту двойной связи. Например, при взаимо
действии олеиновой кислоты с йодом происходит сле
дующая реакдия:

Н Н
I 1

СИз (СНг) 7 -С  =  С— (СНз) тСООН+Лг-^
И И
I I

^ е Н з  (СНг) 7—С —С — (СНз) 7СООН 
I I 

J J
Однако при комнатной тем.пературе йод реагирует с 

жирными кислотами, входящими 'в состав .масла, очень 
медленно, а при нагревании присоединение йода идс1 
неравномерно. Более интенсивно реагируют с жирными 
кислотами соединения йода с галоидами (хлором, бро 
мом). Поэтому были предложены методы определения 
йодного числа, в которых йод заменяют его соедиие 
ниями с галоидами. Гюбль предложил для определения 
йодного числа готовить раствор йода с сулемой; при 
взаимодействии этих веществ получается хлористый 
йод: HgCl2“{-2J2“-^HgJ2-f-2JCl.

При определении йодного числа методом Гануса ис 
пользуют раствор бромистого йода. Однако при исполь
зовании этих методов надо иметь в виду, что по месту 
двойных связей, кроме йода, могут присоединяться и 
другие галоиды (.хлор, бром), поэтому получаемые рс 
зультаты могут не соответствовать теоретическим. При 
этих определениях необходимо предъявлять повышен
ные требования к соблюдению методики.
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Ход определения (по Гюблю). Иа аналитических ве
сах в коническую колбу емкостью около 300 мл берут 
навеску около 0,2 г высыхающего масла или 0,3—0,4 г 
Олабовысыхающего. В колбу добавляют 10 мл хлоро
форма. Одновременно в другую колбу (для контроль
ного определения) приливают 10 мл хлороформа. Опыт
ную колбу осторожно взбалтывают для растворения 
масла. Затем из бюретки в колбы приливают точно но 
25 мл раствора Гюбля и плотно закрывают пробками, 
смоченными раствором йодистого калия, чтобы не было 
потери йода от улетучивания.

Раствор Гюбля получают смешиванием отдельно при
готовленных спиртовых растворов сулемы и йода; 25 г 
1шда растворяют в 500 мл 95%-кого спирта; 30 г сулемы 
р.астворяют в 500 мл 95%-ного спирта и нрофильтровы- 
иают. Оба раствора хранят отдельно в колбах с притер- 
1ЫМИ пробками и смешивают в равных объемах за 2 дня 
до определения йодного числа. К смеси прибавляют 
25 мл НС1 (плотность 1,19).

Закупоренные колбы осторожно встряхивают и ос- 
мвляют в темном месте при комнатной температуре па 
о 12 ч (чем больше в масле непредельных кислот, тем 
дольше выдерживают колбы). Если в процессе реакции 
будет заметно осветление темно-коричневой жидкости. 
It колбу добавляют еще точно отмеренное количество 
|i;iCTBopa Гюбля.

После окончания реакции в опытную и контрольную 
колбы вносят по 20 мл 10%-ного раствора KJ, предва
рительно ополоснув из промывалки пробку и горлышко 
колбы. Затем в колбы прибавляют но 100 мл воды и 
шбалтывают. йодистый калий прибавляют для того, 
тюбы не выпал осадок йодистой ртути, а также для 
тучшего растворения йода в водной фазе. Если после 
II 1балтывания выпадает красный осадок HgJg, допол
нительно прибавляют раствор йодистого калия для раст- 
ппрепия осадка.

Прозрачные растворы в колбах титруютО,! и. раство
рим гипосульфита. При этом происходит связывание вы
делившегося йода:

2 Na2S203-f-.l2—>2 Na J-|-Na2S406
Титрование ведут до появления желтой окрас

ки, Затем в колбы прибавляют по 1 мл 1%-ного 
p.iCTBopa кра.хмала и титруют до исчезновения голубой
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окраски. При титрозании необходимо сильное взбалты 
ванне для лучшего перехода йода из хлороформа м 
водный слой.

Определение йодного числа по Ганусу. Навеску мае 
ла 0,2—0,4 г помещают в коническую колбу с прите]) 
той пробкой емкостью 600 мл и осторожно растворяю! 
в 10 мл хлороформа. В контрольную колбу вносят хло
роформ без масла. Затем в колбы добавляют из бюрет
ки точно по 25 мл раствора Гануса и плотно закрывают 
их пробками, смоченными в растворе KJ. Работу ведут 
под тягой.

Раствор Гануса готовят следующим образом:
13 г йода растворяют в 100 мл ледяной уксусной 

кислоты, прибавляют 8,2 г брома, до'водят ледяной ук
сусной кислотой до 1 л и хранят в темной склянке.

После добавления раствора Гануса содержимое колб 
осторожно перемешивают и выдерживают в темноте при 
25—30°С в течение 1 ч или при комнатной температу
ре 2 ч. После окончания реакции в колбы приливают 
по 10 мл 20%-ного раствора йодистого калия и по 50 мл 
воды. Содержимое колб тщательно перемешивают. При 
этом идет следующая реакция;

BrJ+KJ->KBr-f-J2

Избыток непрореагировавшего йода оттитровывают 
0,1 н. гипосульфитом до желтой окраски, а затем прили
вают в колбы по 1 мл 1%-'Ного раствора крахмала и тит
руют до исчезновения голубой окраски.

Вычисление результатов, йодное число вычисляют по 
разности между титрованием опытного и контрольного 
растворов. 1 мл точно 0,1 н. раствора гипосульфита со
ответствует 1 мл йода (атомная масса йода 126,9). Рас
считывают йодное число по следующей формуле:

(я—б) •7'-0,01269-100
А  —  -----------------------------------------------)

и

где X  — йодное число;
а — количество 0,1 н. раствора гипосульфита, из

расходованное при контрольном определении, 
мл;

б  — количество 0,1 и. раствора гипосульфита, из
расходованное при титровании опытного об
разца, мл;
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Т  — поправка к титру гипосульфита;
Я — навеска масла, г.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) комические колбы емкостью 300 мл 
1 пробками, бюретки для титропаиия;

2) хлороформ, йод, бром, сулема, уксусная кислота ледяная, 
тлпная кислота концентрированная, ноднстый калин 10%-нын и 
',’0%-иый, крахмал 1%‘нын раствор, гипосульфит 0,1 н. раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПЕРЕКИСНОГО ЧИСЛА

В присутствии кислорода возду.ха кислоты, входящие 
и состав жиров, могут частично окисляться и образовы- 
n.iTb перекиси. Это явление наблюдается при порче жи
ров, а также при их высыхании. Таким образом, пере- 
кмсное число служит показателем окислительных изме
нений жиров.

Обычно перекнсное число, как и йодное, выражается 
и граммах йода, которое может прореагировать с пере
кисями, содержащимися в 100 г жира.

Принцип метода. Определение перекиспого числа ос
новано на том, что перекиси жира в кислой среде спо
собны реагировать с йодистым калием, выделяя из пего 
Под. Схематически эта реакция может быть представ
лена так:

Н Н
I I

R- С —С—К+2К4+2СНзСООН^

О О
н н

I I
-vR—с —С+2СНзС00К+Н20-фЛ2 

\ /
О

Выделяющийся йод оттитровывают раствором гипо
сульфита.

2N а2320з-|-J2—̂2N а J-j-Na2S406.
По количеству гипосульфита, затраченному на связы- 

нлпие выделившегося йода, вычисляют перекисное число.
Ход определения. На аналитических весах взвеши

вают около 1 г жира и помещают его в коническую кол-
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бу емкостью 150—200 мл. В другую колбу (контроль) 
наливают 2—3 мл воды. В обе колбы наливают по 10 мл 
хлороформа и растворяют жир. Затем в колбы добав 
ляют по 20 мл ледяной уксусной кислоты и по 1 мл св(‘ 
жеприготовленного насыщенного раствора йодистого 
калия. Смесь тщательно перемешивают и оставляют на 
3 мин.

Затем проводят титрование выделившегося йода 
0,01 н. раствором гипосульфита. Титруют до появления 
желтой окраски, после чего в колбы прибавляют по 
1 мл 1%-ного раствора крахмала и титруют до исчса- 
новения голубой окраски.

Вычисление ре.зультатов проводят по следующсП
формуле.

V (а -б ) -Г -0,001269 100
Л  ---: ------------- --------------- ,

Н

где X — перекисное число;
а — количество 0,01 н. гипосульфита, израсходован 

ное на титрование йода, выделившегося в резуль 
тате реакции жира с йодистым калием, мл; 

б  — количество 0,01 н. гипосульфита, израсходован
ное в контрольном определении, мл;

Т  — по1правка к титру раствора гипосульфита;
Я — навеска жира.
О б о р у д о в а н и е  и п еакт и вы : 1) конические колбы, емкостыо 

150—200 мл, бюретки для титрования;
2) уксусная кислота ледяная, насыщенный раствор иодистосо 

калия, хлороформ, крахмал 1%-ный раствор, гипосульфит 0,01 п. 
раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОСТАВА ЖИРНЫХ КИСЛОТ 
РАСТИТЕЛЬНЫХ МАСЕЛ МЕТОДОМ 

ГАЗО-ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Растительные масла различаются по составу жирны.х 
кислот, что определяет пищевую и техническую цен
ность масел. Состав жирных кислот данного масла не
постоянен и может довольно сильно изменяться в завн 
симости от условий выращивания растений (прежде все
го от влажности и температуры в течение вегетацион
ного периода, а также от условий питания растений).
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Поэтому DO многих случаях необходимо не только 
|||||1еделить общее количество ненасыщенных жирных 
мн'лот в масле (с чем можно судить по величине йод- 
ппго числа':), но и более детально охарактеризовать ис- 
I к'лусмое масло. Для этого необходимо установить со- 
и'ржание отдельных жирных кислот.

Для определения состава жирных кислот существует 
несколько методов, но наиболее надежным и перспек- 
11ГМНЫМ в настоящее время является газо-жидкостная 
хроматография, предложенная Джеймсом и Мартином. 
• гот метод включает несколько самостоятельных оне- 

рнний: подготовку образцов к анализу; экстракцию ма- 
и\'| из растительного материала; омыление жиров с по- 
1 ,'К'дующей очисткой и этерификацией образующихся 
мирных кислот до соответствующих сложных эфиров; 
ыключительным этапом анализа является идентифика
ция и количественное определение полученных эфиров 
1 помощью газовой хроматографии.

Метод тазо-жидкостной хроматографии широко ис
пользуется для качественного и количественного опре- 
тсления соединений различных классов.

Принцип метода. Подготовка образцов к анализу 
11И)днтся в основном к обезвоживанию и тщательному 
их измельчению. Экстрагируют растительные масла ор-
I кническими растворителями (гексаном, петролейиым
II III серным эфиром, спиртами) или их смесями, обус- 
юиливающими достаточно полное извлечение жиров из 
||||стительного материала.

Омыление жиров до глицерина и солей соответствую- 
IIIII.X жирных кислот проводят, как правило, в щелочной 
грсде. Характер омыления в значительной степени за- 
инснт от природы жирных кислот, входящих в состав 
мцсел. Ненасыщенные кислоты требуют более мягких 
и'ловий омыления, чем насыщенные, так как они в 
Гюлыией степени полимеризуются при разрыве двойных 
I ия.зей.

Полученные в процессе гидролиза кислоты жирного 
1'яда могут быть непосредственно определены с помощью 
IIIЮ-ЖИД1КОСТНОЙ хроматографии, однако из-за малой 
1гтучести их количественное определение затруднитель- 
III). Поэтому жирные кислоты путем этерификации пе- 
1'|'подят в более летучие метиловые эфиры, используе
мые в дальнейшем для хроматографического анализа. 
Мггнловые эфиры жирных кислот более эффективно раз-



деляются при меньшей температуре и в более корогкш"| 
срок. Газо-хроматографический анализ эфиров жирт.ьх 
кислот сводится к разделению смеси иа иидивидуалыпле 
(отдельные) компоненты, идентификации и количест
венному их определению автоматическими регистрато
рами (детекторами).

Метод разделения смеси эфиров жирных кислот ос
нован на различной скорости их прохождения (времени 
удерживания) через колонку, заполненную твердым 
инертным носителем, пропитанным нелетучей жидко
стью. Сущность хроматографического процесса разделе 
иия веществ состоит в неодинаковом распределепии 
отдельных компонентов вводимой смеси между двумя не 
смещивающимися фазами — неподвижной жидкой (|)М' 
ЗОЙ. нанесенной на твердый носитель хроматограг})иче 
ской колонки, и проходящей через колонку подвижиоЛ 
фазой — газом. Обладая большой поверхностью, жидкая 
фаза (в виде тонкой пленки иа инертном носителе-) 
удерживает более растворимые в ней компоненты сме
си, в то время как более летучие вещества перемещаю! 
ся газовым потоком в виде отдельных зон на выход ко 
лонки и количественно, регистрируются автоматическим 
детектором.

О подвижности веществ в хроматографической ко 
лоике можно судить па основании коэффициента рас 
пределения { К ) ,  выражающего отношение концентр.-i

IjjjJ 0 ^ 0  о о /■?

f o  о о  с  .
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Рнс. 27. Общий вид газового .хроматографа.

КИИ вещества в неподвижной жидкой фазе (Сж) к его 
||01щеитрации в подвижной газовой фазе (Сг)

С..
Чем шире это отношение, тем менее подвижным яв- 

ЛИггся соединение, выход которого следует ожидать по-
Wc.'iiHiM.

Описание прибора. Газовый хроматограф 
lXl’()M-3JKZ»—лабораторный прибор, при помощи 
Цпгорого можно анализировать вещества методом газо- 
1Л»'(|рбционной и газо-жидкостной хроматографии 
()И1(-. 27 и 28).

Гмесь разделяется на сменных колонках различной 
1/11И1Ы из нержавеющей стали, находящихся -в термоста- 

Инертный газ-носитель (гелий, азот, аргон и т. п.) 
N4 Лаллона высокого давления / (см. рис. 28) поступает 
ЧР|И'1 редуктор 2 и систему фильтров тонкой очистки в 
Mill, прибора. Для плавной регулировки расхода газа
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па пути его движения в хроматографическую колоп. 
устанавливается металлический игольчатый венты.| 
позволяющий изменять давление в рабочей сети и  . 
рость потока газа-носителя. Контроль за расходом i 
производится с помощью ротаметра 5. Пройдя ротам 
газ-носитель поступает в испаритель 6, в котором ) 
денная методом шпюкцни проба при высокой теми 
туре (150—400°С) переводится в 'газообразное со. i 
ние. Образующиеся пары смеси различных вещеса и 
хватываются газовым потоком подвижного носитсм . 
поступают в хроматографическую колонку. В хром." 
графической колонке благодаря различной прочм " 
связей между адсорбентом (твердым или жидким) п . 
дельными компонентами вводимой смеси идет раз  и 
ние на отдельные зоны, состоящие из индивидуал! 
веществ. Каждая «зона» ком1понентов движется < 
мощью газа-носителя со строго определенной скор<.. i 
по колонке, вследствие чего проис.ходит еще болео . 
кое разделение анализируемых веществ. Для коля г 
венного определения элюируемых ih o t o k o m  газа сое m 
ний на выходе хроматографической колонки устан<и' 
детектор 8. Компонент, про.ходя через детектор, из м. 
ет параметры его стабилизированного состояния, 
проявляется, как правило, в изменении электросиг'м ■ 
подаваемого на блок усиления 10 и самописец 11.

Детектор устроен таким образом, что чем выше' . 
центрация данного соединения в газовом потоке , 
сильнее изменяется сигнал, снимаемый с детектор 
тем больше отклонение пера самописца от нулево и 
НИИ. Записанную таким образом хроматограмму ..г . 
фрируют, для чего измеряют площади или высоты ш и  
сравнивают со стандартными образцами (метчик . 
Следует отметить, что нормальная работа хромач . 
фа и высокая воспроизводимость результатов могут ■ 
достигнуты лишь при строго заданной скорости п»- 
газа-носителя и рабочей температуре колонки. По' .. 
основные узлы хроматографа (испаритель, колот i 
детектор) помещены в термостат 9. Общий вид .. 
повные детали хроматографа «XPOM-3JKZ» пре; г 
лены на рисунке 27. Хроматограф состоит из 4 блотл. 
аналитического 1, блока управления 2, блока уст» . 
лей 3  и регистрирующего самописца 4. Основной [■ 
чей частью прибора является аналитический блок, .. 
тором помещены: термостат 5 с хроматографиче< i
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...... в е н т и л и  р е г у л и р о в а н и я  р а с х о д а  г а за -н о с и -
' (\ р о т а м е т р ы  7, д е т е к т о р  т е п л о п р о в о д н о с т и  8 и 
! || | |( )-ио 1 1 и з а ц и о н н ы п  9, и с п а р и т е л ь  10\ п о зи цион -  
I и ч п к ,  п о з в о л я ю щ и й  к о н т р о л и р о в а т ь  р а б о ч у ю  тем -

■ и р у  к олон ки ,  и с п а р и т е л я  и д е т е к т о р а  и т. п.
!■ 1 ик у п р а в л е н и я  с о д е р ж и т  и с то ч н и к и  п и т а н и я  и э л е -  
• -U у п р а в л е н и я  ч у в с т в и т е л ь н о с т ь ю  д е т е к т о р а ,  тем п е-

.......го р е ж и м а  о с н о в н ы х  у з л о в  х р о м а т о г р а ф а ,  ус т а -
м нулевой  л и н и и  с а м о п и с ц а .

Nii'i о п р е д е л е н и я .  А. Г. В е р е щ а г и н ы м  п р е д л о ж е н а  
. , | " щ а я  м е т о д и к а  о п р е д е л е н и я  с о с т а в а  ж и р н ы х  кис- 

■ I! р н сти тел ьн ы х  м а с л а х .  В ф а р ф о р о в у ю  о б е з ж и р е н -  
• isiiKy п о м е щ а ю т  с р е д н ю ю  п р о б у  р а с т и т е л ь н о го  об- 
■ ( I 3 г  п ри  о б щ е м  с о д е р ж а н и и  ж и р а  в н а в е с к е  
о,(» г) и и з м е л ь ч а ю т .  П о с л е  т щ а т е л ь н о г о  р а с т и р а н и я  
■1 Н1 |)уемого м а т е р и а л а  в с т у п к у  п р и л и в а ю т  10—

■ I и 'к с а н а  (х. ч.) и р а с т и р а ю т  п е с т и к о м  е щ е  5— 7 мин. 
' ' ИМ р а с т и т е л ь н у ю  м а с с у  п е р е н о с я т  н а  с т е к л я н н ы й

| | |  (№  3 или  №  4 ) ,  с о е д и н е н н ы й  с п о м о щ ь ю  ш л и ф а  
'Н 'к гк о й  к о л б о й  е м к о с т ь ю  100— 150 м л  (рис . 2 9 ) .  

" 'им-м ч асти  ф и л ь т р а  д о л ж е н  б ы ть  п а т р у б о к  (о тв о д )  
•' 1 ' 1 нч)одинения к  в о д о с т р у й н о м у  н асосу . Р а с т и т е л ь -  
" 1 Н1 КИ со с т у п к и  с л и в а ю т  3 — 4 р а з а  г е к с а н о м  (по 

' ' мл) и т а к ж е  п е р е н о с я т  н а  ф и л ь т р  при п о с т о я н н о м
'■iiiaiiiiH.

'I " 1 C о к о н ч а н и я  э к с т р а к ц и и  л и п и д о в  ве с ь  ф и л ь т р а т  
• 'м п арп ван и я  г е к с а н а  с л и в а ю т  в к р у г л о д о н н у ю  кол- 

'■"iiiiHioro и с п а р и т е л я .  Е с л и  т а к о г о  и с п а р и т е л я  нет, 
" 'ригель  м о ж н о  у д а л я т ь  в к о л б а х  л ю б о й  к о н с тр у к -  

"р е д п а з н а ч е н н ы х  д л я  в ы п а р и в а н и я  под  в а к у у м о м  
рм.', 25 ) .

'•"Оы у с к о р и ть  в ы п а р и в а н и е  р а с т в о р и т е л я  (ге к с а -  
•"•лЛу п о д о г р е в а ю т  п утем  н е б о л ь ш о го  п о в ы ш е н и я  

'Р 'м у р ы  на в о д я н о й  и ли  п е с ч а н о й  бане .
' " с м  п р о и з в о д я т  о м ы л е н и е  в ы д е л е н н ы х  ж и р о в . Д л я  

ч .к л е  в ы п а р и в а н и я  р а с т в о р и т е л я  из к о л б ы  б ер у т  
' "'И 1 ЛИ р а с т и т е л ь н о го  м а с л а  и п е р е н о с я т  в г р у ш е в и д -  

" 'ч О у  (рис. 3 0 ) ,  п р и л и в а ю т  2 0 — 25 м л  эт и л о в о го  
(!Ж7о-иого) и б р о с а ю т  к у с о ч е к  (0,5 г) м е т а л л и -  
натр и я .  М е т а л л и ч е с к и й  н а т р и й  з а г о т а в л и в а ю т  

н а р е з а я  кусочка.ми; х р а н я т  его  под  б ен зо л о м . 
' |'Н() к а к  весь  н а т р и й  п р о р е а г и р у е т ,  к о л б у  пом е- 
' На но д ян у ю  б а н ю  и п р и с о е д и н я ю т  к  ней  о б р а т н ы й  
'"'II.HHK, п о д к л ю ч е н н ы й  к в о д о п р о в о д н о й  систем е.
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Рис. 29. Рис. 30.

Рис. 31.
Рис. 29. Прибор для ЭК1 

тракции липидов;
1  — ф ильтр № 3; 2  — колба гм 

костью 150 мл.

Рис. 30. Прибор для OMU 
ления липидов:

I  — обратный холодильнма 
2  — груш евидная колба.

Рис. 31. Прибор для D U I H I  

ривания под вакуумом 
1  — переходный патрубок; У 
груш евидная колба; 5 — п|»“ 

бирка.

Раствор доводят до кипения и кипятят 1 ч. После это)и 
колбу отсоединяют от холодильника и, придерживая ;if 
ревянным зажимом, переносят на песчаную баню д л и  

удаления этилового спирта. Полного испарения жидки 
сти следует избегать. Поэтому при упаривании /̂з 061.1' 
ма раствора к нему приливают 5— 6 мл дистиллирован 
ной воды. Операцию повторяют несколько раз до iio.'i 
кого удаления запаха спирта. В растворе остаются О' 
ли жирных кислот и глицерин. Неомыляемые липнди 
находящиеся в водном растворе солей жирных кисло) 
экстрагируют. Для экстракции в колбу приливают Я 
10 мл гексана, слегка взбалтывают и после разделении 
жидкостей верхний слой гексана осторожно сливают (m 
брасывают), полностью сохраняя в колбе нижний вол 
ный раствор солей жирных кислот. Операцию повторяю) 
4—5 раз, после чего полученный прозрачный раство|' 
подкисляют 3—4 каплями 10%-ной H2SO4 (реакнн»'
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||||гтнора проверяют по лакмусу). В результате реакций 
|;1МС1цения, протекающих между солями и серной кисло- 
|пГ|, образуются свободные жирные кислоты и N32804. 
Н(ирные кислоты выделяют многократной экстракцией 
1ГКСЗНОМ (3—4 раза), добавляя его каждый раз к раст- 
мпру по 10 мл.

Экстракт полученных жирных кислот собирают в 
|рутевидную колбу емкостью 50—60 мл (рис. 31). Ta
il.i и форма сосуда позволяет после упаривания раство
ри геля собрать анализируемые кислоты на дне колбы 
в небольшом объеме. Выпаривание гексана, как и в пре- 
ли.тущем случае, проводят на роторном испарителе или 
иод вакуумом, используя водоструйный насос.

Оставшиеся на дне и стенках колбы после удаления 
и’кеана капли жирных кислот смывают небольшими пор- 
1ИИ1МИ (по 0,5—1 мл) гексана. Полученный раствор 
"бьемом 3—4 мл собирают в пробирку с плоским дном 
высотой 4—5 см и диаметром 1 см. Для удаления гексана 
пробирку с раствором жирных кислот осторожно с по
мощью пинцета помещают в колбу со шлифом (см. 
рис, 31) и при помощи стеклянного переходного патруб- 
ви присоединяют к водоструйному насосу. Откачивают 
»о|дух и выпаривают гексан.

Ксли необходимо приостановить анализ, в пробирку 
1 остатками жирных кислот после удаления гексана до- 
Лииляют 2—3 капли бензола (химически чистого) и 
помещают ее в холодильник. При кратковременной оста- 
моике анализа приливают 2—3 мл гексана.

Выделенные кислоты могут быть идентифицированы
I имостоятельно при высокой температуре (200—400°С)
III ю-жидкостной хроматографией. Однако из-за опасно- 
'III химической деструкции их, как правило, переводят
II метиловые эфиры.

Перед началом метилирования из пробирки с жир
ными кислотами тщательно удаляют растворитель (бен- 
Hi.'i или гексан). Выпаривание проводят, соблюдая ос- 
шрожность, так как возможны толчки пара перегретого 
||||ст1юрителя и выбрасывание всего содержимого про- 
''иркн.

11осле удаления растворителя проводят метилирова- 
'|це, используя в качестве катализатора ацетилхлорид. 
I'lii этого оставшиеся па дне пробирки органические 

•■иелоты растворяют в 2 мл метилового спирта, на внут- 
I'l’ i i i i io io  стенку пробирки (держа ее от себя наклонно)
м* 16 3



Рис. 32. Прибор для метилирования;
1  — м икрохолодилы ш к; 2  — отросток холодильника; 3  — пробирка; 4  — рр 
зиновое кольцо; 5 — приж им ная п р уж и н а; 6 — электропечь с закрытой

спиралью .

осторожно 'ВНОСЯТ 2—3 капли химически чистого ацети 'i- 
хлорида и перемешивают. Затем пробирку присоедиин' 
ют с помощью резинового кольца и пружины к отводу 
микрохолодильника, как указано на рисунке 32, и мсл> 
ленно нагревают над электроплиткой с закрытой сто 
ралыо. Кипение раствора должно быть слабым и смп 
койным в течение 1 ч. Для этого пробирки должны нп- 
ходиться на некотором расстоянии над поверхносн.м! 
электроплитки, как указано на рисунке 32. После чи* 
сового кипения остаток метанола выпаривают в вакуу' 
ме, поместив пробирку, как и прежде, в грушевидную 
колбу и подсоединив ее с помощью переходного патруб' 
ка к водоструйному насосу (см. рис. 31). Затем в осын 
божденную от метанола пробирку для растворения iipii. 
месей добавляют 2—3 капли дистиллированной воли 
(лучше из капельницы) и проводят экстракцию метило
вых эфиров гексаном. Растворитель приливают неболн 
шими порциями (по 0,5—1 мл) 3—4 раза, каждый рл1 
слегка взбалтывая от руки содержимое пробирки. Пос.'И 
разделения эмульсии гексан с растворенными внемэ|]н(. 
рами осторожно сливают в чистую сухую конусообрш- 
ную пробирку диаметром около 1 см и высотой 3 (ц, 
оставляя каждый раз в предыдущей пробирке капли же 
ды, которые затем отбрасывают. Воду в сухую пробир) 
ку, куда сливают гексановый раствор эфиров кислот, 
переносить нельзя. После окончания экстракции эфирен 
гексан вновь упаривают под вакуумом без нагревания, j
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МП иловые эфиры жирных кислот используют для хро- 
и.1 юграфическэго анализа.

Полученные метиловые эфиры жирных кислот раз- 
|г,'П1ют газо-жидкостной хроматографией. При хромато- 
’|ч1||)ии в качестве твердых носителей (сорбентов) для 
ишссения жидкой фазы чаще всего используют различ- 
'И.10 сорта кизельгура (диатомовой земли)—Целит-545 
и 1И Хромосорбы, а также другие инертные материалы, 
■'̂ |.'1адающие низкой каталитической активностью. Перед 
"•м как наносить жидкую фазу, твердый носитель отмы- 
и иог концентрированной НС1, затем раствором КОН, 
I'.iiTBopoM N H 4O H , промывают водой и тщательно вы- 
мпивают. Неподвижной жидкой фазой, образующей
....ику на поверхности инертного носителя, служат высо-
“ •кннящие силиконовые масла, поливииилацетат, поли- 
I иптиленгликольсукцинат), 1поли-(этиленгликольади- 
' | | )  и др. Жидкая фаза наносится в количестве 2—6% 
« ц'сы неподвижного твердого носителя. В качестве га- 
' I носителя используют гелий, азот или аргон; расход 
"M.I, как правило, не превышает 50—100 см^/мии. Хро- 
• 'иографические колонки обычно набивают носителем 

нанесенной на него жидкой фазой при помощи вибра- 
■"рп и под давлением того газа, который используется 
« процессе разделения. Можно набивать колонку, со- 
■|.|ная внутри нее вакуум.

Рис. 33. Разделение метиловых эфиров 
жирных кислот газо-жидкостной хро
матографией при 190°С на колонке, со
держащей в качестве распределяющей 
неподвижной жидкости поли-(диэтилен- 

гликольсукцинат). Эфиры кислот;
/  — лауриновой: 2 — миристнновой; 5 —-п а л ь 
митиновой; 4 —  пальмитиноолеиновой; 5 — 
стеариновой; в  — олеиновой; 7 — линолевой; 
5 — лнноленовой; 9 — арахнновой; /9 — беге- 

новой.

о 5 )0 15 20 25
Врем я , м ин

i
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Метиловые эфиры жирных кислот разделяют на за 
полненной сорбентами хроматографической колонке при 
температуре 150—300°С. Пробы вводят в колонку с по
мощью шприца с максимальной быстротой; количество 
пробы обычно составляет до 5—10 мкл. Однако дли 
каждого конкретного объекта и в зависимости от усло
вий работы хроматографа оптимальный объем проби 
определяют опытным путем. На рисунке 33 показана 
хроматограмма смеси метиловых эфиров жирных кисло) 
на поли- (диэтилеигликольсукцинате).

Рис. 34. Схема хроматограммы жирнокислотного состаьп 
масла подсолнечника. Кислоты:

1  —  м исистиновая; 2  — пальм итиновая; 3  — пальмитиноолеинован. 
4 _  стеариновая; S — олеиновая; 6 — лннолевая; 7 — линоленовая.

Качественный анализ на хроматографе проводят, ис
пользуя метчики идентифицированных эфиров чистых 
кислот. Количество каждого компонента в данной пробе 
определяют следующим образом. На хроматогра.мме 
|||юводят базовую линию, соединяющую основания всех 
пиков. Затем измеряют высоту каждого пика и его ши
рину на половине высоты. После этого вычисляют пло- 
|ц.1дь пика (чаще по площади треугольника, можно ис
пользовать и другие способы расчета площадей 1Пиков). 
Сумма площадей всех пиков метиловых эфиров кислот 
||ри1шмается за 100%. Зная, сколько образца было вве
дено в колонку хроматографа, можно рассчитать коли- 
SOCTBO каждой кислоты, содержащейся в данном об- 
рп.ще.

На рисунке 34 представлена схема хроматограммы 
кислот, содержащихся в масле подсолнечника, выра
щенного при различных условиях питания растений.

О б о р у д о в а н и е  и  реа к т и вы : 1) газовый хроматограф, прибор 
4 III экстракции липидов, прибор для выпаривания под вакуумом 
и||||бор для омыления липидов, прибор для метилирования, водо-’ 
ч||угтыи или масляный насос, фарфоровые ступки, электроплитка 
'||'||бпрки, пипетки, шприцы; ’

2 ) гексан (химически чистый), спирт этиловый 96%-ный спирт 
«пшювый, натрий металлический, H2 SO4 1 0 %-ная, бензол, ацетил- 
I 'Шрид.
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Р А З Д Е Л  IV

ОРГАНИЧЕСКИЕ КИСЛОТЫ

Органические кислоты — промежуточные проду1ч 
обмена веществ. Они содержатся во всех растениях 
образуются в результате многочисленных биохимичеп>11 
реакций, среди которых основными следует считать ц 
акции цикла ди- и трикарбоновых кислот и глиокс11.1 ,| 
ного цикла. Многие органические кислоты являкм 
исходными соединениями для биосинтеза аминокис ь 
сахаров, жиров, витаминов и некоторых других биолт 
чески активных соединений. Кислоты могут использоь.! и 
ся в качестве энергетического материала при дыхми" 
растений.

Органические кислоты содержатся в растениях в п 
бодиом состоянии (плодах, ягодах) или в виде кисл1.1> 
нейтральных солей (листьях, особенно бобовых 
тур— 15—25% сухого вещества). Однако в некото] i 
растениях (щавель, ревень, бегония, кактусы и д|) , ■ 
суккуленты) много свободных кислот и в листьях, 
этому кислотность клеточного сока этих растений 
сокая.

Количество кислот в растении непостоянно и зам,1 
от сортовых особенностей плодов и овощей, степени ■; 
лости их, а также от условий выращивания растс i 
Больщое влияние на кислотность растений оказыг ■ 
формы минеральных удобрений. Например, при внег 
нитратных форм азотных удобрений содержание км- 
в растениях будет более высоким, чем при внесении 
миачных форм.

Разные растения различаются и по составу накм 
ваемых в них кислот. Например, в яблоках, рябине, - 
барисе преобладает яблочная кислота; в лимонах и > 
гих цитрусовых — лимонная, в винограде — винная i- 
лота. Таким образом, определение количества и con • 
органических кислот в растениях имеет не только тгп| ■ 
тический интерес, но и представляет важное пр.чкш 
ское значение.
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Ilpii определении содержания органических кислот 
' их солей различают; 1) общую кислотность, или 
'■(' содержание кислоты, понимая под этим количе- 

л пионов и недиссоциированных молекул кислоты; 
ноицентрацию водородных ионов, часто обозначае- 

' I «истинная кислотность»; 3) титруемую «ислот-
■ II, концентрацию свободной кислоты.
Однако это справедливо только для одноосновных 
III г. У двуосновных кислот часть общей кислогио- 

■I которую можно титровать щелочью, состоит из 
V <1)ракций: недиссоциированной кислоты и однова- 

ииых кислотных ионов.
При анализах органические кислоты можно зкстра- 

;т а т ь  из свежих, замороженных или высущепных 
мпч'льных тканей.
O'uiaKo следует иметь в виду, что высушивание 

■I комнатной температуре ведет к потерям орга- 
игких кислот вследствие дыхания, а высушивание 
.'ЛОЦИЯХ повышенной температуры — к изменению 
'цдержаиии органических кислот (потери лету- 

' кислот или их эфиров, взаимные превращения 
|цг, взаимодействие их с углеводами и т. д.). По- 
'IV для определения органических кислот следует бы- 
I фиксировать материал в термостате при 120—125°С 

•■'ii'iiiic 15—20 мин, а затем досущивать при 50—60°С. 
■I юпких биохимических исследований лучше всего 
■ I мровать материал жидким азотом с последующим

■ уитванием лиофилизацией (см. стр. 106).
'I П1 экстракции кислот используют воду или оргаин- 
"иг растворители (чаще эфир). Однако чистый эфир 
1'.|ггворяет соли органических кислот. Поэтому для 
|||;|кцни солей материал предварительно подкисляют 

||;|.'1ыюй кислотой. При этом соли органических 
"II переходят в свободное состояние.
При экстракции водой из растительного материала, 
■м" кислот, извлекается много сопутствующих ве- 
III сахаров, пектиновых веществ, аминокислот, 
""II, которые перед количественным определением 
"упдпмо тщательно удалить из раствора. Удаляют 

I iifluccTBa или экстракцией и осаждением, или при 
|"|цп катионо- и анионообменных смол. Эфир не из- 

ит углеводы, аминокислоты и белки, но растворяет 
ч'"1 II липоиды.

169



ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕЙ КИСЛОТНОСТИ

Величину общей кислотности можно определить аЛ' 
калиметрическим или ацидиметрическим титрованием с 
использованием соответствующих индикаторов или по- 
тенпиометрически.

Принцип метода. Кислоты извлекаются из измел!.- 
ченного растительного материала в результате нагрева
ния с водой при температуре 80—90°С в течение ЗОмнн 
Извлеченные кислоты оттитровывают раствором ще
лочи.

Общее количество кислот обычно пересчитывают па 
яблочную кислоту, так как она преобладает во многих 
плодах и овощах.

Ход определения. Свежие плоды, овощи или листьи 
растений тщательно измельчают на терке, в мясорубке 
или в ступке. Растительную массу перемещивают, берут 
навеску 20 г и переносят без потерь в щирокогорлуш 
колбу объемом 200 мл. В колбу приливают около 150м.т 
дистиллированной воды и выдерживают в течение 
30 мин в водяной бане при температуре 80—90°С.

Затем колбу охлаждают водопроводной водой, доно 
дят до метки и фильтруют в сухой стакан или колбу 
Полученный фильтрат служит для определения общей 
кислотности. 50 мл фильтрата, содержащего кислоты, 
переносят в коническую колбу емкостью 100 мл. Затем 
в колбу добавляют несколько капель спиртового paci 
вора фенолфталеина и титруют из микробюретки 0,1 и 
растворам NaOH до розового окрашивания. Вместо фе 
нолфталеина в качестве индикатора можно использо 
вать спиртовой раствор тимолфталеина. В этом случме 
титруют до появления синего окращивания.

У слабо окрашенных растворов переход окраски лп 
че уловить, если сравнивать окраску с рядом стоящей 
колбой с таким же количеством вытяжки из растений ' 
добавлением такого же количества капель фенолфталем 
на или тимолфталеина. В том случае когда раствор си.'п. 
но окращен и переход окраски раствора при добавле 
НИИ щелочи определить трудно, при титровании испо.'п. 
зуют лакмусовую бумагу. Капли жидкости из колбы 
при титровании переносят на кусочек лакмусовой 6v 
маги и наблюдают изменение окраски.

Вычисление результатов. При расчете необходимп 
учитывать количество щелочи, израсходованное на тт
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ропание, н поправку к ее титру. Расчет можно вести по 
1.'1сдующей формуле:

а-Г-20010
н-50

I ДО а — количество 0,1 н. NaOH, пошедшее на титро
вание, мл;

Т  — поправка к титру щелочи;
200 — общий объем вытяжки, мл;
50 — объем вытяжки, взятый для титрования, мл;
« — навеска материала, г;

10—̂ перевод в миллиэквиваленты кислот (1 мл 
0,1 н. NaOH соответствует 0,1 м.-экв. кис
лоты) ;

X  — количество кислот в растительном образце, 
м.-экв.

Часто содержание кислот выражают не в миллиэкви- 
иплентах на 1 г, а в процентах.

Для этого число миллиэквивалентов умножают на 
массу 1 м.-экв. кислоты (в граммах): 1 м.-экв. яблочной 
кислоты равен 67 мг (0,067 г) ,  лимонной — 64 мг, вин
ной — 65 мг, щавелевой — 45 мг.

Обычно в зависимости от преобладания той или иной 
Органической кислоты в изучаемом объекте для пере- 
| '1ста используют соответствующий коэффициент.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1)  водяные бани, колбы мерные ем- 
«ттью 200 мл, колбы конические емкостью 100—200 мл, воронки, 
мннеткн, микробюретки, фильтры; 2) 0,1  н. NaOH, фенолфталеин 
И.Н1 тимолфталеин, лакмусовая бумага.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛИМОННОЙ КИСЛОТЫ

Для определения лимонной кислоты лучшими явля- 
югся методы, основанные на окислении лимонной кис- 
/юты до ацетона с последующим превращением его в 
пентабромацетон. Ниже приведена одна из модифика
ций этого метода (по Пьючеру).

Принцип метода. Лимонная кислота окисляется пер- 
мииганатом в присутствии КВг до пентабромацетона:

С Н г С О О Н  С Н С О О Н
I II

С  (О Н ) С О О Н + V2 O 2 - > C O H - f  С О г - f  H sO ,

СН2СООН
лимонная кислота

СН2СООН
ацетондикарбоновая кислота
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снсоон CHBr,

сон +  1 0 Вг-^ С О + 2 СО2+ 5 НВг

СН2СООН
ацетондикарбоновая

кислота

СВгз
пентабромацетон

Затем бром вытесняется из пентабромацетона поз 
действием Na2S, и образующийся бромид определяю! 
йодометрически. По количеству брома вычисляют соде]) 
жание лимонной кислоты в растворе.

Ход определения. Навеску тщательно измельченных 
свежих или высушенных плодов, ягод или листьев p.i 
стений переносят в мерную колбу с широким горлом, 
приливают 150 мл воды и экстрагируют в течение 1 'i 
на горячей водяной бане. В зависимости от предпол.1 
гаемого содержания лимонной кислоты величина на 
вески сухого материала составляет 5—10 г, а свежего 
до 50 г. Затем экстракт фильтруют в чистую сухую ко.! 
бу емкостью 200 .мл. При исследовании высушенного ма 
териала одной экстракции бывает недостаточно. Поэто 
му проводят 3—4 извлечения меньшими объемами волы 
по 30 мин и экстракты соединяют. Колбы доводят !ВОЛои 
до метки. Обычно водный экстракт содержит болы1И| 
или меньшее количество белковых веществ, которые нс 
обходимо выделить из раствора. Для осаждения белком 
берут 25 мл фильтрата, переносят в мерную колб\ 
объемом 50 мл и прибавляют 5 мл 20%-ного pacTBoj'.i 
метафосфорной кислоты. Вместо метафосфорной кисло 
ты можно добавить 5—10 мл 5%-ной фосфориовольфра 
мовой кислоты. Взбалтывают и оставляют колбу lu 
5 мин для осаждения белков. Жидкость доводят до мш 
ки и фильтруют в сухой стакан или колбу. 25 мл филь. 
рата переносят в мерную колбу объемом 50 мл и иейтра 
лизуют избыток метафосфорной кислоты 1 н. NaOII 
Раствор в колбе доводят водой до метки. Для анали:и 
берут из колбы 10 мл раствора.

Приводимый метод позволяет определить 2,5—5,0 .\и 
лимонной кислоты. Однако в процессе анализа проводя i 
пятикратное разбавление. Поэтому величину навески |).i 
стительного материала для анализа определяют таким 
образом, чтобы в 10 мл раствора содержалось 2,5 
25 мг лимонной кислоты (с учетом всех разбавлении)

К 10 мл исходного раствора приливают 2 мл 18 и
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lljSO'4, 8 мл воды и слабо кипятят в течение 5 мин. По- 
i.'ie охлаждения добавляют 1 мл насыщенной бромной 
поды и оставляют на 5 мин. Затем смесь фильтруют че- 
|||м стеклянный фильтр-тигель Гуча № 4, который встав- 
IIIIOT в длинногорлую коническую колбу емкостью 
1(10 мл, имеющую метку на 35 мл. Фильтрование про- 
иодят при слабом отсасывании. Фильтр промывают ма- 
|ыми порциями воды, пока количество фильтрата не 
ьудет равно примерно 35 мл. Затем отсоединяют фильтр 
и доводят водой точно до 35 мл.

Колбу опускают в водяную баню с температурой 
'ЛГС (строго следить за температурой), добавляют2 мл 
I М раствора КВг и 5 мл 1,5 и. раствора КМПО4 и вы- 
,11‘рживают колбу на бане в течение 10 мин. После этого 
I'O.î y опускают в химический стакан емкостью около 
I л, в стакан наливают ледяную воду и охлаждают 
p.icTBop в колбе до 8—10°С. После охлаждения в колбу 
.юбавляют при помешивании по каплям сильно охлаж- 
1С1ШЫЙ 3%-ный раствор Н2О2, пока раствор в колбе не 
■ |Гк‘Сцветится.

При этих условиях имеющаяся в растворе лимонная 
ьислота превращается в пентабромацетон, который не- 
"бходимо выделить из раствора. Для экстракции пента- 
ьромацетона используют чистый петролейный эфир с 
и'мнературой кипения 40—60°С. Раствор из колбы пе- 
1И-МОСЯТ в делительную воронку емкостью 100—125 мл 
и ополаскивают колбу небольшими порциями петролей- 
тио эфира (общий объем эфира 25 мл). Эфир перено- 
Ч1Г в делительную воронку. Эфир с раствором интенсив- 
ио встряхивают и водный слой сливают. Затем петро- 
ь'Сшо-эфирный экстракт в делительной воронке несколь-

раз промывают небольшими порциями свободной от 
i.i.'ioreHOB воды, сливая каждый раз промывные воды.

11ромытый водой экстракт встряхивают в делитель
ном воронке с двумя последовательными порциями (каж- 
1.1И по 3 мл) 4%-ного раствора Na2S-9H20 и каждый 

сливают окрашенный раствор в мерную колбочку 
'Г||.емом 25 мл. Затем петролейный эфир в делительной 
норонке промывают 2—3 раза водой (по 2 мл) до пол
ного удаления брома (промывная вода должна быть 
||1озрачной). Промывные воды сливают в мерную кол- 
'н1чку, добавляют 2 мл 2М Н3РО4 и несколько тща- 
Hvii.iio промытых водой и кислотой зерен кварца или не- 
'■'ольших кусочков битого стекла. Содержимое К олбы
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осторожно кипятят в течение 5 мин, затем охлаж/ают и 
добавляют из микробюретки точно 5 мл 0,0125^Мраст
вора КС1. Для приготовления раствора КС1 берут 
0,9319 г высушенной соли, растворяют в 0,085 М НзРО< 
и этим раствором доводят объем до 1 л. После добавле
ния КС1 раствор в колбе доливают водой до метки.

Титрометрическое определение осйовано на том, что 
Б раствор переходит количество ионов 30з~, эквивалент
ное содержанию в растворе ионов Вг~ и С1~. Для реак
ции используют йодат серебра:

B r-+ C l-+ 2AgJ03-^AgCl+AgBi-f-2J03-
И о д а т  с е р е б р а  готовят следующим образом. 

В химическом стакане емкостью 2—3 л растворяют 
23 г KJO3 и объем раствора доводят водой примерно 
до 600 мл. В другом стакане растворяют 18 г AgN03 п 
400 мл воды. Затем раствор AgN03 приливают по кап 
лям в раствор KJO3 при постоянном перемешивании 
жидкости в стакане. Смесь оставляют стоять на ночь и 
темноте. Прозрачную жидкость сливают, а осадок пе
реносят в большой стеклянный фильтр-тигель № 4. Оса
док на фильтре многократно промывают водой для уда
ления избытка К-Юз. После 8—10 промываний от каж
дого фильтрата берут в пробирку 10 мл и смешиваю! 
с несколькими каплями 0,85 М Н3РО4 и несколькими 
каплям 5%-ного раствора KJ. При этом появляется ха 
рактерное для йода желтое окрашивание. Продолжаю; 
промывание до тех пор, пока интенсивность окрашнва 
ния в следующих друг за другом фильтратах не стане! 
одинаковой. После этого осадок высушивают в вакуум 
эксикаторе при комнатной температуре, растирают в по
рошок и хранят в эксикаторе в темной склянке.

Дальнейший ход определения состоит в следующем. 
В коническую колбу с притертой пробкой емкостью 50 м.'! 
вносят около 0,25 г сухого йодата серебра и содерж!! 
мое мерной колбочки (25 мл), не смывая остатка со сте 
нок, переливают в коническую колбу. Колбу плотно з;; 
крывают и встряхивают в течение 5 мин. При этом идг! 
реакция между ионами Вг- С1- и AgJ0 3 , которая npi;- 
ведена выше. Затем приступают к определению кол;;- 
чества ионов йодата, перешедших в раствор.

Ионы йодата соединяются с ионами J“ по следующс 
му уравнению:

JO3- + 5J -+6Н+-э-ЗН20+332 
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Количество йодата как окислителя определяют йодомет- 
рпческй\ Для этого раствор, содержащийся в кониче- 
<1Сой кодбе, фильтруют в чистую сухую колбу через 
||м1льтр, свободный от хлоридов. Берут пипеткой три 
порции фйльтрата и переносят их в три конические кол
бочки емкостью по 50 мл. В каждую колбочку добавля
ют по две капли 0,085М раствора Н3РО4 и по 1 мл 
10%-ного раствора KJ. Растворы в колбочке взбалтыва
ют в течение 5 мин. При этом выделяется свободный 
Под.

Количество йода определяют титрованием с гипо
сульфитом (тиосульфатом). Свободный йод связывается 
по следующему уравнению:

J2~|“2N ВзЗзОз—>-2 N а J-|-Na2S406
Для титрования используют 0,01 н. раствор гипосуль- 

|||11та. Титрование сначала ведут до появления желтой 
окраски, затем в колбы прибавляют по 0,5 мл 1%-ного 
раствора крахмала и титруют до исчезновения голубой 
окраски.

Для проведения определений фильтры должны быть 
пюбодны от хлоридов. Для очистки фильтры промыва
ют кипящей водой, не содержащей хлоридов, высушива
ют и хранят в закрытом сосуде.

«Холостые» определения необходимо проводить с 
Н.1ЖДЫМ вновь приготовленным 4®/о-ным раствором ПагЗ. 
11|)и холостом определении в мерную колбу емкостью 
'.’Г) мл наливают 6 мл раствора ПазЗ, 5 мл воды, 2 мл 
2 М Н3РО4 и кладут несколько зерен кварца или ку
сочков битого стекла. Содержимое колбы кипятят в те- 
'кмше 5 мин, охлаждают и дальнейший анализ прово- 
UIT так же, как указано выше. Значение холостого оп
ределения выводят на основании среднего из четырех от- 
■|ельных титрований.

Вычисление результатов. Количество йодата, содер
жащегося в анализируемой пробе (25 мл), вычисляют 
по следующей формуле:

а.Г-100-2.'5х=
6 е

где X  — количество миллимолей йодата; 
а —количество 0,01 н. ПагЗгОз, израсходованное 

на титрование образца, мл;
Т  — поправка к титру 0,01 н. ЫазЗгОз;
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100 — коэффициент для перевода 0,01 н. ЫагЗгО 
в 1 н. раствор; /

6 — количество атомов свободного йода,/выделяю 
щегося на каждый ион JO3—,

V — объем вытяжки, взятой для титрования (5 мл) 
Количество миллимолей йодата, содержащегося й .\п 

лостой пробе, вычисляют следующим образом.
O i - T - 100-25 

б - У ]

где .Xi — количество миллимолей йодата;
« 1 —’Количество 0,01 н. КагЗгОз, израсходованное ii.i 

титрование контроля, мл;
Vi — объем вытяжки, взятой для титрования (5 мл)

Остальные обозначения те же, что и при расчете ко 
личества йодата в образцовом растворе.

Таким образом, в 25 мл раствора для титрований! 
(в 10 мл раствора, взятого для анализа) содержите ! 
X —Х \  миллимолей йодата. Чтобы рассчитать количе 
ство лимонной кислоты, используют следующие фор 
мулы.

В 25 мл раствора содержится
X-X i

5(/
миллимолеи или

(Х -Л 'О -38.424 мг лимонной кислоты.

где X —X i — количество миллимолей йодата;
q —-эмпирически найденный коэффициент,ран 

ный 0,980, показывающий, какую долю 
теоретического количества лимонной кисло 
ты можно обнаружить в растворе;

38,424 — коэффициент, представляющий собой '/г 
молекулярной массы лимонной кислоты 
который вводят потому, что 1 моль пент.1 
бромацетона дает 1 г-зкв. брома.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) водяная баня, колбы для филы 
рования при разрежении емкостью 100 и 500 мл, стеклянные фнлм 
ры-тигли № 4, вакуум-эксикатор, колбы мерные емкостью 25, !iH 
100, 200 мл и 1 л, колбы конические емкостью 25 и 50 мл, дели 
тельные воронки, микробюреткн, стаканы емкостью 2, 3, 1 и 0,5 
пипетки;
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2) 18 н. H2SO4, 1 М раствор КВг, Н3РО4 2 М, 0,85 М и 0,085 М, 
■I также 20%-ная, 0,1 н. и 0,0! н. N2S2O3, НрОг 3%-ный раствор,
I, ''> и. КМПО4, КазЗ-ЭН^О 4%-ный раствор, КС1, 0,0125 М раствор 
м 0,085 М\НзР0 4 , KJ или NaJ 1 0 %-ный раствор, KJ Ссу.хой), 
► рахмал 1%-ный раствор, фосфорнсвольфрамовая кислота 5%-ный 
||||СТпор, AgNOa (сухой), петролейный эфир, бромная вода (на- 
- ищеиная).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЯБЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ
Один из наиболее точных методов определения яб

лочной кислоты разработан Пыочером и Викери.
Принцип метода. Яблочную кислоту экстрагируют из 

растительного материал эфиром и затем в кислом рас- 
пюре в присутствии бромистого калия переводят при 
помощи перманганата в бромпроизводное. Бромпроиз- 
модное яблочной кислоты можно перегнать с водяным 
м.чром; с 2,4-динитрофенилгидразином оно образует не
растворимый в воде осадок глиоксаль-2,4-динитрофенил- 
ш.чзона оранжево-желтого цвета. После подщелачива
ния раствор озазона в пиридине образует соединение 
тлубого цвета, интенсивность окраски которого пропор
циональна количеству присутствующей яблочной кисло-
II. I. Интенсивность окраски раствора определяют па 
'■иектрофотометре пли фотоэлектроколориметре.

Ход определения. Навеску 2—10 г сухого, тщательно 
тчельченного материала растирают в ступке в нрисут- 
1 1'ипи 4—5 мл 25%-ной H2SO4 и оставляют стоять па 
мочь.

Серную кислоту необходимо добавлять для того, 
чтобы соли органических кислот перевести в свободные 
кислоты. На следующий день влажную массу обезвожи- 
илют тщательным растиранием с порошком безводного
I ('Р1ГОКИСЛОГО натрия и оставляют стоять на ночь. При 
оиределенин яблочной кислоты в свежем растительном 
м.чтериале к навеске измельченной массы необходимо 
прибавить 4 н. H2SO4 и затем в ступке обезводить ма- 
и'риал сернокислым натрием.

Определению яблочной кислоты могут мешать угле- 
1ЮДЫ и некоторые аминокислоты, поэтому экстракцию 
М1СЛОТЫ необходимо проводить очищенным безводным 
|||)иром, а не водой (способ очистки эфира описан при
II 1Ложении методики определения содержания жира в 
р.чстениях). Сухой порошок количественно переносят в 
бумажный патрон, который помещают в экстрактор ап
парата Сокслета, и кислоты экстрагируют эфиром в те-
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чение 36 ч. Эфирный экстракт переносят в делительную 
воронку и несколько раз взбалтывают с водой до пере
хода органических кислот в водную фазу. Общий объем 
водной фазы должен составлять около 100—150 мл

Водную выгяжку переносят в широкий ста 
кан емкостью около 200 мл и нагревают на водя 
ной бане под тягой до полного удаления следов эфира. 
Затем раствор переносят в мерную колбу емкостью 
200 мл, ополаскивают небольшими порциями воды и 
нейтрализуют раствор 5 н. NaOH по фенолфталеину. 
После этого раствор доводят водой до метки. Раствор 
профильтровывают в чистую сухую колбу. Фильтрат ис
пользуют для определения яблочной и других органиче 
ских кислот.

Для определения яблочной кислоты необходимо 
взять 20 мл фильтрата. Указанный метод позволяет он 
ределить 0,2—2,0 мг яблочной кислоты, поэтому навеску 
для анализа берут с 'таким расчетом, чтобы в ней со
держалось 2 ,0—20 мг кислоты.

К 20 мл раствора приливают 4 мл 20 н. H2SO4. Раст 
вор осторожно кипятят в течение 5 мин для удалешт 
последних следов эфира и других летучих веществ. Пос 
ле охлаждения к раствору добавляют 1 мл насыщенном 
бромной воды. Через 5 мин смесь фильтруют при отсм 
сывании в коническую колбу с длинным горлышком чс 
рез стеклянный фильтр-тигель № 4. Объем колбы около 
100 мл; колба должна иметь метку на 35 мл. Фильтр 
промывают небольшими порциями дистиллированноП 
воды, пока объем жидкости в колбе не составит око,и. 
35 мл. Затем раствор в колбе доводят водой точно до 
35 мл.

После этого в колбу приливают 2 мл 1 М раство])» 
бромистого калия. Колбу помещают в водяную баню г 
температурой точно 20°С, выдерживают 10 мин, после- 
чего к раствору приливают 5 мл 1,5 н. КМПО4 и ешг 
выдерживают в течение 5—10 мин, периодически перс 
мешивая жидкость. В результате реакции выделяютси 
пары брома, поэтому эту операцию необходимо пропо 
д'ить в вытяжном шкафу. Затем колбу помещают в хи 
мический стакан объемом около 1 л или в водяную 6;i 
ню, добавляют в стакан воду со льдом и охлаждаю! 
смесь до 5—10°С. После этого по каплям в колбу добам 
ляют охлажденный раствор 3%-ной перекиси водород,! 
до полного обесцвечивания раствора.
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Избыток перекиси водорода удаляют, прибавляя по 
юшлям 0,02 н. раствор перманганата до появления на 
короткое'время слабо-розовой окраски.

В условиях опыта содержащаяся в пробе лимонная 
кислота превращается в пентабромацетон, который не
обходимо отделить от продуктов окисления яблочной 
кислоты. Пентабромацетон выпадает в виде белого мел
кого осадка. Для удаления пентабромацетона раствор 
обрабатывают петролейным эфиром. После окончания 
окисления раствор переносят в делительную воронку 
объемом 100—150 мл, колбу ополаскивают нескольки
ми небольшими порциями чистого петролейного эфира 
и сливают этот эфир в делительную воронку. Смесь 
шбалтывают 5—6 раз, добавляя каждый раз примерно 
III! 5 мл петролейного эфира. Общий объем эфира в во
ронке должен составлять 50—60 мл. Делительную во
ронку энергично встряхивают и после отстаивания вод
ную фазу количественно переносят в мерную колбу 
■ мкостью 100 мл. Петролейный эфир промывают в дели- 
и-льной воронке 3—4 раза водой (по 3—5 мл) и про
мывные воды сливают в мерную колбу. Раствор в колбе 
юводят до метки, а оставщийся эфирный экстракт ис
пользуют для количественного определения лимонной 
кислоты.

После удаления пентабромацетона из мерной колбы 
ги'рут 50 мл раствора и переносят в отгонную колбу. 
К колбе присоединяют холодильник Либиха с длинной 
Iрубкой. В приемник наливают 10 мл насыщенного раст- 
||о|)а 2,4-динитрофенилгидразина в 2,5 н. НС1 и 20 мл 
поды. Конец трубки холодильника Либиха погружают 
п раствор 2,4-дииитрофенилгидразина. Приемник для 
охлаждения ставят в наполненный холодной водой кри- 
! |;1ЛЛИзатор.

Для приготовления раствора 2,4-динитрофенилгидра- 
iiiiia в фарфоровую чашку помещают 5 г этого реакти- 
и;| и растворяют, добавляя небольшие порции соляной 
кислоты (200 мл НС1 на 800 мл воды), смесь кипятят в 
■ниике 2 мин, после охлаждения раствор разбавляют 
1И1ДОЙ до 1 л и фильтруют.

Перегонку проводят на установке с водяным паром, 
‘ хема которой показана на рисунке 35. Необходимо, 
и'обы все соединения колбы и холодильника были на 
1И.’1ифах. Перегонку ведут при сильном нагреве до тех 
мир, пока в колбе останется 5—10 мл жидкости. Воду

\ ,
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Пар

Рис. 35. Прибор для перегонки с водяным паром:
круглодонная колба; 2 — холодильник; 5 — приемник.

через холодильник пропускают только первые 5—7 мим. 
затем ее закрывают, а перегонку продолжают. В прис.м 
нике образуется оранжево-желтый осадок озазона 
продукта реакции 2,4-динитрофенилгидразина с окис 
ленной яблочной кислотой.

После этого приемник с хлопьевидным оранжевым 
осадком отнимают от днстилляционной трубки, предп.! 
рительно обмыв трубку из промывалки струей воды для 
того, чтобы следы осадка, прилипшего к трубке, были 
смыты в приемник. Приемник охлаждают водопроводшж 
водой под краном.

Затем готовят прибор для фильтрования. Для этот 
берут трубку Аллина, наполняют ее на Vs стекляншм! 
ватой и асбестом и присоединяют к колбе Бунзена д.п1 
фильтрования с отсасыванием. Осадок как можно болж 
полно переносят в трубку Аллина и промывают прием 
ник и трубку водой, пока промывные воды не будут ок 
рашиваться. Затем осадок в трубке Аллина высушива 
ют в термостате при температуре 105—110°С. Вместо 
трубки Аллина можно взять стеклянный тигель с по 
ристым дном A*» 4.

После высушивания трубку Аллина присоединяюг 
к прибору для отсасывания и осадок глиоксаль-2,4-лм 
нитрофенилозазона растворяют в кипяш,ем пиридине. Для
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• того в трубку Аллина наливают 5—8 мл кипящего пи-. 
1'мдина и при помешивании стеклянной палочкой про- 
нодят растворение. Затем трубку Аллина промывают при 
"гсасывании 3—4 порциями кипящего пиридина (по 3— 
I мл) и полученный пиридиновый раствор количествен
но переносят в мерную колбу на 25 мл. Раствор в колбе 
‘"(лаждают до 20“С, доливают пиридином до метки и пе
ремешивают.

Затем 2 или 5 мл исследуемого пиридинового раст- 
иора (в зависимости от предполагаемого содержания 
яблочной кислоты) переносят в мерную колбу емкостью 
ПК) мл, приливают 50 мл воды и 5 мл 5 н. NaOH. При 
<юм появляется голубая или синяя окраска, которая не 
и тезает в течение двух часов.

Раствор в колбе доливают водой до метки и колори- 
чггрируют, применяя светофильтр, пропускающий свет 
' длиной волны приблизительно 570 нм. Если окраска 
iMCTBopa слишком слабая, в колбу добавляют большее 
‘ оличество пиридинового раствора, а если слишком ин- 
.|Ч1сивная — меньшее по сравнению с тем, какое ука-
I. 1110 выше. Результаты определений находят по калиб- 
р'жочной кривой, составленной со стандартным раство- 
i ">M яблочной кислоты.

Для приготовления стандартного раствора чистую, 
жажды перекрпсталлизованную яблочную кислоту вы- 
ушнвают в вакуум-эксикаторе над серной кислотой. За- 

и-м 200 мг яблочной кислоты растворяют в 100 мл 1 н. 
II;S04. Из этого раствора берут точно 5 мл и переносят 
и мерную колбу на 100 мл; это соответствует 10 мг яб- 
и)чпой кислоты. Затем в колбу добавляют 2 мл 1 н. 
I'.icTBopa КВг, охлаждают до 20—22°С и приливают 
> мл 1,5 н. раствора перманганата. После охлаждения 
"|держимого колбы до 8—10°С реакционную смесь обес- 
анечнвают 3%-ным раствором перманганата и проводят 
яг])егонку, как указано выше. Смесь перегоняют в кол- 
л. содержащую 25 мл раствора 2,4пДинитрофенилгндра- 
иша. Полученный оранжевый осадок озазона отфильт- 
,'онывают и промывают в трубке Аллина. Затем осадок 
|МСтворяют в горячем пиридине, переносят в мерную 
колбу на 25 мл и доводят до метки пиридином. В 5 мер- 
iiux колб емкостью по 100 мл берут 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 и 
10,0 мл пиридинового раствора, что соответствует 0,2;
II, '1; 1,0; 2,0 и 4,0 мг яблочной кислоты. Растворы в кол- 
0.IX окрашивают, добавляя по 5 мл 5 н. NaOH, доводят
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до метки и колориметрируют. На основании определс 
ний оптической плотности строят калибровочную крн 
вую.

Вычисление результатов. Если определение проводят 
на колориметре, содержание яблочной кислоты вычис 
ляют по формуле:

К - в - а - т
Х =

вгН

где X  — содержание яблочной кислоты в исследуемом 
материале, %;

Л'— концентрация яблочной кислоты в стандарт 
ном растворе;

в — толщина слоя стандартного раствора в коло 
риметре;

01 —толщина слоя исследуемого раствора в коло
риметре;

а — разбавление;
Н  — навеска.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) фотоэлектроколориметр, аппар:и 
Сокслета для экстракции, прибор для перегонки жидкости, водяши 
баня, колбы Бунзена для фильтрования с отсасыванием, трубки 
Аллина, фильтры-тигли № 4, делительные воронки, конические k o .'i 
бы емкостью 50, 100 и 200 мл, колбы мерные объемом 25, 50, 106 
и 2 0 0  мл, ступки фарфоровые, стаканы емкостью 2 0 0  мл и 1 л, 
пипетки, кристаллизатор;

2 ) этиловый эфир, петролейный эфир, 2 ) п. и 2 0  н. HjSO), 
1 М раствор КВг, бромная вода (насыщенная), Н2О2 3%-ная, 5 н. NaOll, 
N3 2 8 0 4  безводный, пиридин, 2,5 н. НС1, 2 ,4 -динитрофенилгидраз1П1, 
Н3РО4 20%-ная, 1,5 н. и 0,02 н. КМПО4, яблочная кислота.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЩАВЕЛЕВОЙ КИСЛОТЫ

В отличие от других органических кислот в плодах и 
ягодах содержание щавелевой кислоты незначителыш 
(сотые доли процента), однако в старых сухих листьях 
щавеля, щпинага, черенках ревеня ее количество дости 
гает 10—16%. Часто щавелевая кислота откладывается 
в тканях растений в виде кристаллов оксалата кальция, 
видимых под микроскопом.

Способы определения щавелевой кислоты основаны 
на выделении ее из экстрактов в виде плохо растворимо
го оксалата кальция. Выделенный оксалат кальция идеи 
тифицируют по форме кристаллов, по цветным реакцн 
ям, а также определяют количественно титрованием <
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перманганатом в кислой среде или газометрическим оп- 
[ндолением объема углекислого газа, образующегося 
мри окислении перманганатом.

Принцип метода. Щавелевая кислота плохо раство
ряется в эфире, поэтому при ее определении применяют 
1к)дную экстракцию. Из экстракта щавелевую кислоту 
осаждают в виде оксалата кальция, и ее количество оп
ределяют титрованием раствором перманганата в кислой 
среде (метод Бейкера). Под действием кислоты оксалат 
растворяется:

CaC204~(-H2S04—>-CaS04~j-H2C204

и освобождающуюся щавелевую кислоту оттитровывают 
перманганатом:

5H2C204+2KMn04 +  3H2S04->- 
—►! 0CO2“f-2AlnSO4-l-K2SO4-)-8H2O

По количеству израсходованного перманганата вычисля
ют содержание щавелевой кис.лоты в растворе.

Ход определения. Навеску свежего измельченного ра- 
сштельного материала (30—50 г) гомогенизируют со 
100 мл воды. Если для анализа берут сухой материал, 
ш 5 г сухих листьев растирают в ступке с песком. Сле
дует учитывать, что при высушивании растительного ма
териала при температуре 100° происходят значительные 
потери оксалата. Лучше брать материал, высушенный 
лиофилизацией, так как высокая температура (100°С) 
иедет к значигельным потерям оксалата. Затем суспен- 
IIIIO переносят в химический стакан емкостью 600 мл, 
юмогенизатор ополаскивают несколько раз небольшими 
порциями воды. Доливают к каждым 10 объемам сус
пензии 2 объема б н. НС1 и одну или две капли октило- 
мого или каприлового спирта для предотвращения вспе
нивания. Затем суспензию кипятят в течение 15 мин при 
помешивании и о.хлаждают. Остывшую суспензию коли
чественно переносят в мерную колбу объемом 500 мл, 
доливают водой до метки, перемешивают и оставляют 
ггоять в течение ночи. Если необходим более длитель
ный перерыв в работе, колбу ставят в холодильник.

В результате такой экстракции в раствор переходит 
емободная и связанная в виде солей щавелевая кислота. 
Гели необходимо определить только свободную кисло- 
ly, экстракцию проводят без подкисления НС1. После 
шетаивания содержимое колбы перемешивают и от-
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фильтровывают через сухой фильтр. Берут 25 мл фнлы 
рата и переносят в центрифужную пробирку емкост1.и' 
50 мл. Для осаждения белков добавляют 5 мл фосфорпи 
вольфрамового реактива, который готовят следующим 
образом. Растворяют в воде 24 г вольфрамата натрш1. 
приливают 40 мл фосфорной кислоты, (плотность 1,75) и 
доливают водой до 1 л. Смесь в центрифужной пробир 
ке перемешивают, оставляют стоять на 5 ч и центрифу 
гируют в течение 10 мин при 3—4 тыс. об/мин.

После осаждения белков 20 мл прозрачного отстоян 
шегося раствора переносят в другую центрифужнуи' 
пробирку емкостью 50 мл. В пробирку добавляют ч ■ 
каплям 18 н. NH4OH, пока раствор не станет слабонв 
лочным, что обнаруживается по выпадению незначи 
тельного осадка фосфорвольфрамата. После этого п|)ц 
водят осаждение оксалата кальция. Для этого в ii|Hi 
бирку приливают 5 мл буферного раствора хлористот" 
кальция, который готовят растворением 25 г безводшя" 
хлористого кальция в 500 мл смеси, состоящей из 250 м i 
ледяной уксусной кислоты и 250 мл воды; затем прилп 
вают этот раствор к 500 мл раствора ацетата нагрнч 
(330 г CHsCOONa растворяют в воде и доводят обы м 
до 500 мл). После приготовления этот реактив выдс]' 
живают 2 суток при 4—7°С и фильтруют.

После добавления буферного раствора СаСЬ емс. 
перемешивают стеклянной палочкой и оставляют стоят 
на ночь в холодильнике при температуре 5°С. При эттм 
выпадает осадок щавелевокислого кальция СаСг04. - 
тем смесь центрифугируют в течение 10 мин при 
3 тыс. об/мин. Жидкость над осадком осторожно слими 
ют, а осадок промывают 20 мл раствора для промыв: и 
перемешивая тонкой стеклянной палочкой для растим 
рения загрязняющих веществ. Раствор для промышч! 
готовят, смешивая 5%-ную уксусную кислоту с небо,:' 
шим количеством оксалата кальция, который осед;и i 
на дно. Перед употреблением раствор фильтруют чср| . 
плотный фильтр и центрифугируют в течение 10 мни 
Жидкость над осадком удаляют, а осадок растворяю: и 
5 мл 3,5 н. H2SO4. Центрифужную пробирку ставят ::' 
кипящую водяную баню и титруют щавелевую киелт 
0,02 н. КМПО4 до слабого порозовения, не исчезающем 
в течение минуты.

Вычисление результатов. 1 мл 0,02 н. КМПО4 сооты i 
ствует 0,9 мг безводной щавелевой кислоты. 20 мл ос:"'
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'мжденного от белка экстракта, в котором определяли 
п алат, соответствуют 2,0 г (2000 мг) растительной про- 

IIJ Отсюда процентное содержание щавелевой кислоты 
м,1мисляют по следующей формуле;

а-7’-0.9-100
Х =

2000

е .г  л: 
а

содержание щавелевой кислоты, %; 
количество 0,02 н. КМПО4, израсходованного 
при титровании, мл;

Т  — поправка к титру КМПО4;
10 0 —коэффициент для перевода в проценты.
О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) центрифуга, холодильник, гомо- 

-инатор, водяная баня, стакан емкостью 600 мл, колбы мерные 
41,остью 500 мл и 1 л, бюретки, воронки, фильтры, пипетки;

2) 6  н. НС1, 18 н. NH4OH, 3,5 п. H2SO4, 0,02 н. КМПО4, CaCla 
. 1П0ДНЫЙ, уксусная кислота ледяная и 5%-ная, уксуснокислый нат- 

I МП, каприловый или октиловый спирт.

КАЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ 
МЕТОДОМ ХРОМАТОГРАФИИ НА БУМАГЕ

1;сли необходимо определить лишь наличие тех или 
111ЫХ органических кислот в растительных образцах, 
юбно использовать быстрый метод их идентификации 

-риматографией на бумаге, который был предложен 
\ 11. Ермаковым.

Принцип метода. Свободные кислоты экстрагируют 
чссыо эфира и ацетона, а сумму свободных и связан- 

MIJX кислот такой же смесью с добавлением серной кис- 
м|т>1. Органические кислоты разделяют восходящей 
.роматографией на бумаге, а качественный состав их 
• фсделяют, сравнивая расположения пятен на хромато- 
p.1ммах испытуемого растительного экстракта с распо- 
'мжепием пятен известных органических кислот-евпде-
I'.ion.

Ход определения. Для экстракции свободных орга- 
iii'ieoKHx кислот навеску хорошо измельченного сухого 
к гительного материала (1—5 г, в зависимости от 

.редполагаемого содержания кислот) помещают в кони- 
игкую колбу емкостью 50 мл. В колбу приливают 10— 
|Г| мл смеси серного эфира и ацетона (2,5: 7,5), закры- 
...ипт пробкой и взбалтывают на аппарате для встряхи- 
«йиия в течение 30 мин. Для определения состава сво-
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Рис. 36. Стеклянная камера для восходи 
щей хроматографии на бумаге:

/  — стенки кам еры; 2 — подставка (стекло и ^  
п ласти к); 5 — держ атель бум аги ; 4 — чашки 
растворителем; 5 — хром атограф ическая бум.и i 

6  — затвор Б унзена.

бедных и связанных в виде солеи 
кислот на каждые 10 мл смеси эфи 

1ра и ацетона добавляют по нескол:. 
ку капель 20%-ной серной кисло 

.ты. Под действием серной кислоты 
соли разрушаются и свободны!' 
кислоты переходят в раствор. 

После окончания экстракции со 
-держимое колбы отфильтровываю:, 

переносят в фарфоровую чашку и 
выпаривают растворитель на водя 

■ной бане досуха. Сухой остаток и 
чашке растворяют в 1 мл дистиллм 
рованной воды, тщательно перемс 
шивая ее содержимое стеклянной 
палочкой. Полученный раствор, со 
.цержащий органические кислоты, 

переносят в небольшую пробирку, закрывают пробкой и 
затем используют для хроматографических опредс 
лений.

Для разделения органических кислот используют вое 
ходящую хроматографию на бумаге. Для этого пользу
ются камерой, изготовленной из стекла или пластика, 
внутри которой имеется стеклянная подставка для за 
крепления бумаги (рис. 36). На дно камеры ставят кю 
вету с растворителем. Верхняя часть камеры плотно за 
крывается крышкой, в которую вставлен затвор Бунзен;! 
Для изготовления затвора Бунзена на стеклянную труб 
ку диаметром 1—2 см надевают резиновую трубку дли 
ной несколько сантиметров, на которой продольно брш 
вой делают разрез 0,5—1 см длиной. В другой конец ре 
зиновой трубки вставляют короткий отрезок стеклянной 
палочки. Затвор необходим для устранения в хромато 
графической камере излишнего давления паров летучих 
растворителей.

Для хроматографического разделения органических 
кислот используют бумагу «медленная» производстм;! 
Ленинградской фабрики им. Володарского или другие
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шалогичные марки. На полосу длиной 40—45 см и ши- 
1Ч1ИОЙ около 15 см на расстоянии 4—5 см от конца по- 
111СЫ и 5—7 см от края микропипеткой наносят одну 

к,шлю водного опытного раствора органических кислот 
и просушивают. Затем в эту же точку наносят еще одну 
каплю раствора и вновь высушивают. Общий объем на- 
111'сснного опытного раствора должен составлять при
мерно 0,005 мл. Кроме опытного раствора, на эту же 
aii.'iocy бумаги также на расстоянии 4—5 см от конца 
полосы наносят капли paCTBopoiB кислот-свидетелей. Рас- 
! гояпия между отдельными точками нанесения кислот- 
' ппдетелей, как и опытного раствора, должны быть не 
менее 1,5 см.

Набор органических кислот-свидетелей готовят в 
'|",{1-ной концентрации, растворяя их в 50%-ном спирте; 
фумаровую и винную кислоты — в 2%-ной, а аконито- 
иую—-в 0,5%-ной. На хроматограмму наносят каждую 
ипслоту-овидетель по одной капле раздельно, а также 
' мссь всех кислот в одну точку. Для приготовления сме- 
' II сливают вместе все растворы кислот по 0,2 мл, из
I меси берут одну каплю и наносят на бумагу в качестве 
мпидетелей».

После этого приступают к хроматографированию.
II качестве подвижной фазы для хроматографирования 
используют смесь н-бутилового спирта, муравьиной кис- 
юты и воды. Для приготовления смеси берут 250 мл 
и бутанола, 25 мл муравьиной кислоты и 297 мл воды. 
Псе эти растворители переносят в склянку с притертой 
пробкой, многократно встряхивают в течение нескольких 
'I.ICOB и дают отстояться в течение суток. После отстаи- 
11МПИЯ смесь разделяется на два слоя: верхний слой — 
II бутанол, насыщенный муравьиной кислотой, а ниж
ний— раствор муравьиной кислоты, насыщенный бута
нолом. В качестве растворителя при хроматографирова- 
ппп используют верхний слой.

При хроматографировании полосу бумаги с нанесен
ными на нее растворами органических кислот подвеши- 
и.'иот в камере так, чтобы нижний конец хроматограммы 
ю.ходил до кюветы. В кювету приливают растворитель 
и таком количестве, чтобы его поверхность была пример
но на 2—3 см ниже пятен с нанесенными растворами 
кислот. Одновременно в камеру подвешивают полоску 
||м1льтровальной бумаги размером 30X5 см, предвари- 
к'льно смоченную раствором муравьиной кислоты, на-
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фронт прорим ения 
раст Ьорит ля

Рис. 37. Схема восходящей хром»*# 
граммы органических кислот Ш1 n f  

маге:
/  — щ авелевая кислота; 2 — винпяв; I 
лим онная; 4 — яблочная; 5 — пнро»«ц 
градная; 6  — ф ум аровая кислота. А %  

смесь органических кислот.

сыщенной н-бутанолом. '•♦f 
необходимо для напол1км|Ц 
камеры парами бутанола. 11 
еле этого камеру плотно я 
крывают крышкой.

Хроматографию пропп.ц 
в прохладной комнате м|1 
температуре 12—16°С. Р ;г1Л( 
ление кислот продолжают в tl 
чение 18—24 ч и заканч11м;1Ш 
тогда, когда фронт растмпр 
теля поднимется примерно щ
V i — /̂5 длины полосы бумяг

Стартовая 
линия

После этого хроматограмм 
снимают, отмечают караид 
шом границу продвижст» 

и высушивают ее в вытяжнт!
3

фронта растворителя 
шкафу.

Для выявления органических кислот в качестве пр|Ц 
являющего раствора чаще всего используют pneitioj 
бромфенолового синего pH 6,7. Для приготовления Э1 п|| 
раствора 40 мг индикатора бромфенолового синего раем 
воряют в 50 мл 95%-НОГО спирта и добавляют по кя|Ц 
лям 0,1н. NaOH до появления сине-фиолетового окрапш' 
вания, после чего доводят спиртом до 100 мл.

Хроматограмму обрабатывают этим раствором н| 
пульверизатора. Органические кислоты окращиваюгги | 
ярко-желтый цвет па голубовато-синем фоне. Сотмл»' 
ния расположения пятен кислот-свидетелей с пятипмц 
анализируемого образца указывают на содержание (ми 
ределенных органических кислот во взятом образце.

Вместо бромфенолового синего можно брать и дру< 
гие реактивы. Например, часто используют раствор, I 
состав которого входят 2 г глюкозы, 2 мл анилина, 26 м* 
воды, 20 мл спирта и 60 мл н-бутанола. После onpi.ieti» 
вания хроматограммы высушивают в течение 10 мин i 
сушильном шкафу при 115°С. После высушивания н*
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'•'м (|юие появляются темно-коричневые пятна орга- 
■чимх кислот.
II кчп нфикацию органических кислот проводят по ве- 
НМ1Г аначений их R f , которые зависят от типа бумаги, 
' ■ н.юванного растворителя, температуры. При хрома- 
i' н|ч1ровании в указанных выше условиях величины 
и IIИЙ R f д л я  ряда органических кислот следующие;
■ м'мая
■ 111
• ■ilMIIH 

‘Minil 
> 11М1ИШЯ

кислота
»
»
»
»

. 0,09 
. 0,41 
. 0,54 
. 0,64 
. 0,78

молочная кислота . 0,83 
пировнноградная » . 0,84
янтарная » . 0,89
фумаровая » . 0,92

' и'дует отметить, что перед началом определений 
■ 111ИЧССКИХ кислот в различных растительных объек- 
• I тсдует определить их значения R f в данных усло- 
'< уроматографирования.
Ill рисунке 37 представлена схема хроматограммы 
тических кислот на бумаге.

iinnpi/дование и реактивы: 1 ) хроматографические камеры, хро- 
I |и|фическая бумага, пульверизатор, микропипетки, конические
■ I мерные колбы на 1 0 0  мл, делительная воронка, фарфоровые 
III, норопки, фильтры:

■| II бутиловый спирт, муравьиная кислота, этиловый спирт, 
Mill II 1SO4, 0,1 н. NaOH, бромфеноловый синий, глюкоза, анн-
■ i piiuri эфир, ацетон, набор органических кислот.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ИОНООБМЕННИКОВ 
И ХРОМАТОГРАФИИ НА БУМАГЕ

II растениях одновременно в значительном количест- 
можст быть 5—6 и более органических кислот. Их 

I ii-.'ioime обычными химическими методами требует 
'I.IIIOH затраты времени. Более быстрыми являются
■ г|ы, основанные на применении ионообменных смол 
|м|\|,'1тографии на бумаге. Одним из лучших является
■ |'1. разработанный С. В. Солдатенковым и Т. А. Ма-

i"imiM.
11ри1щип метода. Кислоты экстрагируют из расти- 

■ I иого материала водой, и экстракт очищают, про- 
1(111 его через ионообменник. Затем отделяют ли- и 

•'||/|рбоповые кислоты титрованием экстракта Ва(ОН)г
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и добавлением спирта. Бариевые соли многоосновн1.п 
кислот очень плохо растворяются в 60—75%-ном onnpip 
и выпадают в осадок, а соответствующие соли одно(н 
новных кислот (например, молочной и пировиногра i 
ной), образующихся при первичном окислении сахаром 
остаются в растворе. Спирт удаляют, осадок растворяю! 
в воде, пропускают через катионит й в полученном pan 
воре проводят качественное или количественное опрю 
деление кислот методом хроматографии на бумаге.

Ход определения. Если для анализа используют ni.i' 
сущенный растительный материал, его тщательно растм> 
рают в ступке и просеивают через сито. Навеску 3—К) г 
переносят в щирокогорлую колбу емкостью 200 мл, при 
ливают 150 мл горячей воды, помещают в водяную П;|' 
ню и экстрагируют при периодическом взбалтывании л 
течение 1—2 ч при температуре 60°С. Если используип 
свежие листья или плоды растений, навеска должна c.i 
ставлять 10—50 г. Навеску тщательно измельчают к 
ступке или гомогенизаторе, количественно переносят и 
щирокогорлую мерную колбу емкостью 200 мл и пртю 
дят экстракцию кислот водой.

После окончания экстракции содержимое колбы ох 
лаждают, доводят водой до метки, тщательно перемети 
вают и фильтруют в сухую колбу. Следует учитывап. 
что водные экстракты из свежих растительных ткат-Л 
часто фильтруются очень медленно, поэтому их фильтру 
ют на воронке Бюхнера в колбу Бунзена при разрежр 
НИИ или центрифугируют. Затем из фильтрата боруг 
100 мл и для удаления солей, аминокислот и некотор14х 
других веществ пропускают через катионсобменник.

О ч и с т к а  к и с л о т  на ио н оо б м е н н и к а х. Прх 
определениях органических кислот чаще всего исполь1\ 
ют катиониты КУ-1, КУ-2 и анионит ЭДЭ-ЮП. При lu 
пользовании катионитов из растворов удаляются капю 
ны. КУ-2 позволяет удалять не только катионы из солсЛ, 
но и аминокислоты из раствора. Анионит ЭДЭ-ЮП ;i:; 
сорбирует кислоты, а углеводы и другие неэлектролтм 
проходят через ионообменник.

В результате пропускания через катионит водпоц* 
или спиртового экстракта из растительного материал! 
в раствор переходят кислоты и неэлектролиты, главимм 
образом сахара, которые иногда необходимо удалип. ш 
раствора. В таких случаях после катионита раствор i i [k i  

пускают через анионит. Анионит адсорбирует кислотц
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 ̂ сахара остаются в растворе. Адсорбированные кисло- 
IIJ затем элюируют из ионообменника.

Для аналитических работ с органическими кислота
ми растений очень удобна хроматографическая колонка,
I м'ма которой представлена на рисунке 38. Эта колон
ии вмещает около 15 г ионообменника.

Оптимальный размер частиц ионообменника 0,1— 
и,;} мм, более мелкие частицы затрудняют продвижение 
|1||створов через колонку. Для приготовления колонки 
ионообменную с̂ молу растирают в ступке и просеивают 
'И'рез сито для получения частиц необходимых размеров. 
1|ггем около 20 г ионообменника (для каждой колонки) 
мгрсносят в коническую колбу емкостью 0,5 л, прилива- 
шг 200—250 мл воды и ставят на 3 ч для набухания, 
•тсто взбалтывая. Набухающий катионит многократно 
промывают дистиллированной водой до полного обес- 
ниочивания промывных вод.

После этого заполняют колонку 
катионитом. Для этого на дно поме
щают небольщой кусочек стеклян
ной ваты и переносят небольшими 
порциями катионит вместе с водой,
|рамбуя каждую порцию стеклян
ной палочкой. После набивки ко
лонки, что требует известного навы
ка, ионообменник переводят в соот- 
мстствующую форму: катионит — в 
иодородную, а анионит — в гид
роксильную.

Для перевода катионитов КУ-1 
или КУ-2 в Н+-форму через колон
ку пропускают 7%-ный раствор со
шной кислоты со скоростью 1,5—
Д5 мл в минуту. Скорость протека
ния регулируется краном, располо
женным в конце колонки. Если ка- 
тонита в колонке содержится 15 г, 
для «зарядки» его (перевода катио
нита в Н+-форму) обычно достаточ
но около 150 мл HG1.

1 Л

f

1'нс. 38. Колонка для разделения органи
ческих кислот (размеры в мм).
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После заполнения колонки катионитом и его «заря i 
ки» катионит в колонке пр0!мывают дистиллированной 
водой до полного исчезновения НС1 в фильтрате. Полп" 
ту отмывания катионита от соляной кислоты проверяю, 
по реакции промывных вод с соответствующим индию! 
тором. После про.мывания колонка с катионитом готом ■ 
для работы.

После использования примерно V4 обменной емкост 
катионита проводят новую его «зарядку». Обменная c'l 
кость катионитов КУ-1 и КУ-2 около 5 м.-зкв. на 1 г.

Анионит ЭДЭ-ЮП или какой-либо другой подготам 
ливают к работе так же, как и катионит. Для его « 1.1 
рядки» используют 47о-ный раствор едкого натра, ко1и 
рый пропускают через колонку до тех пор, пока в выю 
кающей из колонки жидкости концентрация NaOH im 
будет составлять 4%- Обычно для этого необходим" 
пропустить через колонку около 200 мл раствора NaOll 
После «зарядки» анионита избыток щелочи из колон 1>н 
удаляют, про.мывая водой до исчезновения розовой oi 
раски промывных вод от прибавления фенолфталеин.i 
Скорость пропускания всех растворов через колон, 
должна составлять 1,5—2,5 мл в минуту. Анионит адсюг 
бирует кислоты. Органические кислоты с анионт 
элюируют 0,2 н. раствором серной кислоты.

В ы д е л е н и е  о р г а н и ч е с к и х  к и с л о т  и рн '  
д е л е н и е  их б а р и е в ы х  с о л е й .  100 мл полученн" 
го ранее фильтрата пропускают через колонку с каш" 
нитом. После этого колонку три раза промывают bo;i"i' 
порциями по 75—80 мл. После пропускания через i 
лонку экстракт и все промывные воды переносят в i. 
ническую колбу емкостью 500—600 мл, прибавляют im 
сколько капель 1%-ного спиртового раствора фенолфм 
леииа и титруют раствором 0,1 н. Ва(ОН)2 до появленн' 
розовой окраски. При нейтрализации раствора барин"' 
определяют общее количество кислот, а также рам м 
ляют кислоты на группы по различной растворимости м- 
бариевых солей в растворах спирта.

Общее количество кислот в миллиэквивалентах м ■ 
1 г растительного материала вычисляют следующими' 
разом. 1 мл точно 0,1 и. Ва(ОН)2 соответствует0,1 ми i 
лиэквивалента кислот. Для анализа из 200 мл филы|м 
та было взято 100 мл, т. е. половина навески. Умно)1,11" 
количество мл 0,1 н. Ва(ОН)г, израсходованного и|м1 
титровании, на поправку к его титру и на 10 (для пс]"
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|и|д;| в м.-экв.), а затем, разделив это произведение па
... . навески, получим общее количество мнллнэк-
нималонтов кислот в 1 г растительного образца. Для пе- 
|ич'чста в проценты используют коэффициенты, указан- 
миг на странице 171.

11осле нейтрализации баритом в растворе остаются 
'ыриевые соли органических кислот, а выпадающий не
рачительный осадок бариевых солей серной, фосфорной 
и некоторых других кислот отфильтровывают. Фильтр 
м|м1мывают несколькими порциями теплой воды. Фильт- 
|ы| и промывные воды используют для даль- 
I'lfiiHHx анализов. Жидкость переносят в больщой 
• i.iKaii и упарнзают на водяной бане до объема 50—
0 мл, после чего количественно переносят в фарфоро- 
мо чашку (стакан необходимо тщательно промыть и

11П1. промывные воды в чашку) и выпаривают на водя- 
1111 бане до объема 20—25 мл.

После этого жидкость из фарфоровой чашки количе-
■ ничню переносят в мерный цилиндр емкостью 100 мл. 
'1'|111(1)оровую чашку ополаскивают несколькими порция
ми теплой воды и доводят объем жидкости в цилиндре
1 I 37 мл. Затем добавляют в цилиндр 96%-ный спирт 
Ml объема 100 мл. Таким образом получают 60%-ный 
'ииртовой раствор. Ж,идкость в цилиндре тщательно пе- 
l■|•мeшивaют длинной стеклянной палочкой. Если на пей- 
|||.1Л113ацию кислот пошло более 100 мл 0,1 н. раствора 
Н.|(()Н)2, т. е. в растительном экстракте содержалось 
итышепное количество кислот, берут цилиндр объемом 
МК) мл. Объем жидкости в цилиндре доводят до 74 мл 
1 добавляют спирт до 200 мл.

бариевые соли ди- и трикарбоновых кислот осажда- 
«1Т ()0%-ным спиртом, а соли летучих кислот остаются 
н растворе. Цилиндр с осадком оставляют стоять па 
г.' 18 ч.

Па следующий день проводят фильтрование. Для 
.НПО берут высушенный до постоянного веса стеклян- 
'мй (|)ильтр-тигель, внутрь которого вкладывают диск 
•iiiiriiofi фильтровальной бумаги. Фильтр укрепляют в 
ч| |бе Бунзена, и раствор фильтруют при отсасывании. 
'Iистицы осадка переносят на фильтр небольшими пор- 
■1МИМН 60%-ного спирта. Осадок на фильтре трижды про- 
Mi. i iiaiOT неболыни.ми порциями 60%-ного спирта. Фильтр
■ осадком высушивают в термостате н определяют вес 
•I пдка, по которому можно орнентпровочио судить о
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суммарном содержании органических кислот. Так к.п 
содержание бария в'большинстве ди- и трикарбоновы\ 
кислот варьирует в пределах 48—55%, а в среднем обым 
но составляет 52%, но весу осадка можно довольно том 
но рассчитать содержание в нем нелетучих ди- и три 
карбоновых кислот и, соответственно, узнать их коли 
чество в анализируемом растительном материале.

Осадок растворяют в воде (если осадок растворяето! 
плохо, его нагревают). Раствор после охлаждения про 
пускают через колонку, наполненную катионитом КУ-1, 
со скоростью около 2 мл в 1 мин. Затем катионит про 
мывают 200 мл воды. Жидкость собирают в больнюи 
стакан и упаривают на водяной бане до небольшою 
объема. Из стакана жидкость количественно перенося! 
в мерную колбочку и доводят водой до метки. Мериую 
колбочку берут такого объема, чтобы концентрация киг 
лот в ней составляла 4—6%. Полученный раствор ис 
пользуют для хроматографических определений.

Прежде чем приступить к хроматографированию. Сп

р у т  небольшой, по точно отмеренный объем фильтрата и 
оттитровывают его 0,02 н. NaOH по фенолфталеин', 
для определения общего количества ди- и трикарбоип 
вых кислот. После титрования проводят соответствую 
щие расчеты, учитывая поправку к титру щелочи, ню 
разбавления и навеску растительного материала.

Количественная хроматография. Для количествешт 
го определения органических кислот используют вос.чо 
дящую хроматографию. Для этого берут камеры боли 
шого размера, которые обычно используют при хромаи' 
графическом разделении аминокислот (см. рис. 6). II.' 
дно такой камеры помещают кювету, в которую нал и 
вают растворитель, а хроматограммы подвешивают я 
верхней части камеры таким образом, чтобы нижнии 
конец хроматографической бумаги был погружен в р;и 
творитель на 1 — 1,5см. Используют хроматографическую 
бумагу № 4 «медленная» Ленинградской фабрики. Стаи 
дартный лист хроматографической бумаги (52X64 с\ц 
разрезают на две полосы шириной по 26 см и, отступи 
на 2,5 см от узкого края полосы, проводят карандапшя 
линию. На всю эту линию микропнпеткой наносят ту  
чаемый раствор кислот. Ширина полоски не должна ii|ir 
вышать 5 мм. Наносят раствор в несколько приемпи 
подсушивая бумагу вентилятором пли феном. Всего in 
одну хроматограмму необходимо нанести 15—20 мг кш
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IDT. Если изучаемый раствор имел концентрацию 4— 
то надо взять 0,4—0,5 мл этого раствора.

При хроматографии кислот используют две системы 
|И1Стпорителей: бутанол—-муравьиная кислота — вода
(18:2:9) и эфир—вода—муравьиная кислота (18 :9 :5 ).

Для приготовления 0,5 л первого растворителя в 
‘клянку объемом 1,5—2 л наливают 450 мл н-бутило- 
"пго спирта, 50 мл муравьиной кислоты и 225 мл воды. 
Склянку закрывают и встряхивают 30—40 мин. Затем 
I мссь оставляют до следующего дня для расслоения 
1'лстворителя. Для хроматографии используют верхний 
г.'юй, содержащий бутанол и муравьиную кислоту.

Второй растворитель готовят смешиванием 450 мл 
п-рного эфира, 225 мл воды и 125 мл муравьиной кисло- 
И.1. Смесь тщательно взбалтывают и дают отстояться. 
'1.'1я анализов используют верхний слой, содержащий 
«|шр и муравьиную кислоту.

При выборе растворителя для хроматографирования 
111'обходимо иметь в виду следующее. Если в качестве 
р.1Створителя используют смесь бутилового спирта, му- 
(ммьиной кислоты и воды, то в такой смеси лимонная и 
иблочная кислоты не разделяются, так как они имеют 
"М('нь близкие значения Др. Поэтому данный раствори- 
I'vib можно использовать, если в исследуемом материале 
"■ща из этих кислот отсутствует или нет необходимости 
|м|делять и количественно определять яблочную и ли
монные кислоты, в противном случае в качестве рас- 
июрителя берут смесь эфира, воды и муравьиной кисло- 
и.| в соотношении 18:9:5. На разделение смеси кислот 
т1|ирным растворителем большое влияние оказывает 
н•^mepaтypa. Она не должна быть выше 20°С в течение 
•н'сго времени хроматографирования; наилучшие резуль- 
шты получают ври 12—14°С. Опыты показали, что рас- 
I гояния между зонами лимонной и яблочной кислот на 
цюматограммах, выполненных при 12—14°С, состав- 
1МЮТ 15—20 мм, при 20°С — 5—10 мм, при 24°С яблоч- 

ммя и лимонная кислоты не разделяются.
Для хорошего разделения всех органических кислот 

ivMiiie проводить .хроматографию с использованием обс- 
ю растворителей: один лист бумаги с нанесенными ор- 
I пппческими кислотами хроматографировать в системе 
г.уганол—муравьиная кислота — вода, а другой лист в 
|ругой хроматографической камере в системе эфир — 

— муравьиная кислота.
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После иодсушипания лист хроматографической П\ 
маги с нанесенными на него кислотами подвешивают и 
камере, на ее дно наливают растворитель, камеру пло1 
но закрывают и проводят хроматографирование. Д.'п 
лучшего разделения кислот хроматографирование веду1 
в течение 48—50 ч (в два приема). Первый раз хром.1 
тограм'му выдерживают в камере 24 ч. Затем ее подпг 
шивают под тягой, обдувая феном или вентилятором п 
течение 20—30 мин для удаления эфира. После э т о т  
хроматограмму вновь помещают в камеру и пропусками 
растворитель еще в течение 24 ч.

Закончив хро.матографирование, бумагу подсущип ! 
ют под тягой и оставляют на ночь. На следующий деи' 
хроматограмму сушат при температуре 60—80°С в течс 
ние 2—3 ч для удаления следов муравьиной кислоты.

После высушивания хроматограмму кладут на чж 
тое стекло и выявляют на ней зоны расположения кис 
лот. Для этого по длине хроматограммы, отступя и ' 
10 мм от краев, микропипеткой наносят тотжой пологим 
проявитель (0,05%-ный спиртовой раствор бромфено.чо 
вого синего). В зонах расположения кислот полоска им 
несенного проявителя становится желтой, а в промежу'1 
ках между ними остается голубой. Если муравьиимч 
кислота полностью не удалена, полоска проявителя им 
всем протяжении будет желтой. В этом случае необм' 
димо продолжить удаление муравьиной кислоты полс\ 
шиванием хроматограммы при температуре 60—8П"( 
Зоны расположения кислот на хроматограмме обво.т.и 
карандашом.

Идентификация кислот проводится прежде всего С" 
поставлением полученной хроматограммы с качествен 
ной хроматограммой, на которую нанесена испытуемм" 
смесь «свидетелей». Можчю брать более широкий лж ' 
хроматографической бумаги и кислоты-свидетели наи" 
сить на эту же хроматограмму. Однако в связи с п'м 
что многие кислоты имеют близкие значения R f ,  c o b i m  

дение R f  изучаемой кислоты и кислоты-свидетеля еЖ' 
не является полной гарантией их идентичности. Поэтом', 
при работе с новыми образцами растительного мам 
риала, для которых неизвестен набор встречающихся ч 
них органических кислот, необходимо, кроме кислот-сим 
детелей, применять для идентификации кислот спецш^и 
ческие цветные реакции.

После определения зон расположения отделыи.!'
196



кислот их вырезают из хроматограммы, разрезают иа 
\ |кие короткие ленточки, переносят в небольшие колбы 
и экстрагируют три раза водой (по 15 мл). При экстрак
ции содержимое колбочки осторожно нагревают до ки- 
исиия и теплый раствор сливают в мерную колбу объе
мом 50 мл. После третьей экстракции содержимое колбы 
охлаждают, доводят водой до метки и перемешивают. 
Псрут 25 мл раствора кислоты, переносят в кониче
скую колбу, прибавляют 3 капли фенолфталеина и ти
труют из микробюретки 0,02 н. NaOH до розового окра- 
шипания.

Вычисление результатов. Поскольку соотношение 
кислот в изучаемом растворе, используемом для хрома- 
гографирования, не изменяется, количество миллилитров 
0,02 н. раствора щелочи, израсходованной на титрование 
отдельных кислот, суммируют, а затем вычисляют в про
центах долю щелочи для каждой кислоты. По вычис- 
.'leiiiioMy процентному выражению распределяют весь 
объем щелочи, израсходованной на нейтрализацию кис- 
.IOT, бариевые соли которых были осаждены 60%-ным
i l l l i p T O M .

Объем щелочи, вычисленный для каждой кислоты, 
умножают на соответствующий ей коэффициент для пе
ревода щелочи в миллиграммы кислоты. При 0,02 н. 
растворе щелочи коэффициенты перевода будут следую
щими: для винной кислоты 1,50; яблочной — 1,34; ли
монной— 1,28; янтарной — 1,18; фумаровой — 1,16; 1ца- 
и<'левой — 0,94. Полученные для каждой кислоты значе
ния пересчитывают на навеску материала и выражают 
н процентах.

Вычисление количества каждой из ди- и трикарбоно- 
IIIJX кислот в изучаемом растительном материале 
11. С. Солдатенков рекомендует следующим образом.

1. Вначале суммируют объемы 0,02 н. раствора ще- 
.'10ЧИ, израсходованной на нейтрализацию кислот каж- 
,'1ой зоны. Исходя из полученного объема, вычисляют в 
процентах долю щелочи, приходящуюся на соответст- 
иующую кислоту.

2. При прове,дении всего анализа соотношение кислот 
и экстрактах и растворах не меняется. Поэтому объем 
I'.l и. щелочи, необходимой для нейтрализации кислот, 
юдержащихся во всем осадке бариевых солей, будет 
рмспределяться в тех же процентных соотнощениях, ка
кие были обнаружены при анализе хроматограммы.
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Исходя из этих данных, проводят расчет объема щелочи, 
приходящейся иа каждую кислоту.

3. Высчитанный объем 0,1 и. щелочи для каждой 
кислоты пересчитывают на соответствующую кислоту пу
тем умножения на коэффициент. Для винной кислоты 
ои ранен 7,5; лимонной — 6,4; яблочной — 6,7; янтар
ной-— 5,9; аконитовой — 5,8; малоиовой — 5,2; гликоле
вой — 7,6; фумаропой — 5,8. Соответствующие «оэффи- 
циенты высчитывают и для других кислот.

П р и м е р  р а с ч е т а. На нейтрализацию извлечен
ных из хроматограммы кислот пощло следующее коли
чество 0,02 н. щелочи; винной—-4,90 мл (22,53®/о), лимон
ной— 7,67 мл (35,27%), яблочной — 4,20 мл (19,31%), 
янтарной — 4,98 мл (28,89%), всего — 21,75 мл.

На нейтрализацию кислот, содержащихся во всем 
60%-ном осадке бариевых солей, пощло 68 мл 0,01 и. 
щелочи. Нз этого количества щелочи при.ходится: на
винную кислоту — 22,53%, или 15,32 млХ7,5 =  0,1149 г; 
лимонную — 35,27%, пли 23,98 млХб,4 =  0,1535 г; яб
лочную— 19,31%, пли 13,3 млХб,7 =  0,088 г; янтар
ную— 22,8%, или 15,57 млХ5,9=0,0919 г. Количество 
каждой органической кислоты пересчитывают иа навес
ку анализируемого материала.

При незначительном содержании дн- и трикарбоновых 
кислот в изучаемом материале часть кислот, выделен
ных из осадка бариевых солей, следует титровать 0,02 и. 
щелочью. Коэ(1)фициент пересчета при этом будет в пять 
раз меньше. Например, для винной кислоты 1,5 вме
сто 7,5. При разделении ди- и трикарбоновых кислот ме
тодом хроматографии па бумагу полнота извлечения 
кислот с хроматограмм достигает 98%. При аккуратном 
работе точность метода количественного определения 
органических кислот хроматографией иа бумаге состав
ляет ± 3 —5%.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы :  1) хроматографические камеры, 
шкаф для сушки хроматограмм, вентилятор, хроматографическш- 
колонки, водяная баня, гомогенизатор, центрифуга, листы стекла, 
микропипетки, микробюретка, фарфоровые чашки, ступки, колбы 
мерные емкостью 200, 100, 50 и 25 мл, стаканы емкостью 1 л, 200 
и 100 мл, конические колбы емкостью 600, 100, 50 мл, цилиндры 
мерные емкостью 200 и 100 мл, колбы Бунзена, стеклянный фильтр- 
тигель, хроматографическая бумага, катионит КУ-1;

2) 0,1 н. Ва(ОН)г, 0,1 и, и 0,02 и. NaOH, спирт 96%-иым и 
60%-ный, фенолфталеин 1%-ный спиртовой раствор, бромфеноло 
вый синий 0,05%-пый спиртовой раствор, бутшловый спирт, муравьи 
ная кислота, серный эфир, НС1, набор органических кислот.



Р А З Д Е Л  V

ФОСФОРСОДЕРЖАЩИЕ СОЕДИНЕНИЯ

Фосфор в тканях растений содержится в виде неор
ганических фосфатов и различных органических соеди
нений.

Минеральные фосфаты обеспечивают буферные свой
ства цитоплазмы клетки, поддерживают тургор ткани, 
служат транспортной формой, в виде которой фосфор 
поглощается и передвигается по растению, и источником 
образования органических фосфорсодержащих соедине
ний. В значительном количестве они содержатся в веге
тативных органах и незрелых семенах. Например, в че
решках, стеблях и корнях картофеля на долю мине
ральных фосфатов может приходиться до 60% от об
щего содержания фосфора.

Органический фосфор встречается в растениях в кпе- 
лоторастворимой и кислотоперастворимой формах. Кис
лотонерастворимые фосфорные соединения включают 
нуклеиновые кислоты, нуклеопротеиды, фосфолипиды. 
Их содержание связано с ростом и развитием организ
ма. На долю органического кислотонерастворимого 
||юсфора приходится 40—50% от общего его содержания 
н листьях картофеля, 20—48%— в листьях пшеницы, 
18—30% — в клубнях картофеля.

Другую часть органического фосфора составляют 
кнслоторастворнмые фосфорные соединения: нуклеоти- 
Л 1.1, фосфорилированные сахара, различные фосфорные 
н1)иры. На их долю в листьях растений приходится 10— 
10% общего содержания фосфора; в репродуктивных 
органах их содержится несколько больше.

В состав кислоторастворимого фосфора входят наибо
лее лабильные формы фосфорных соединений, среди 
которых особое значение имеют аденозин ди- и трифос- 
|||аты нуклеотидов, которые принимают участие в синте
тических процессах, происходящих в растительном орга
низме. В эту же фракцию входят фосфорные эфиры са
харов, принимающие участие в фотосинтезе, дыхании и 
гннтезе сложных полисахаридов.
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в  зависимости от поставленной задачи можно опрс 
делить только общее содержание фосфора в растениях 
или только суммарное количество фосфора, входящего и 
состав кислотонерастворлмой и кислоторастворимон 
фракций. Иногда необходимо исследовать состав фос 
форных фракций и содержание отдельных фосфорсодер 
жащих соединений.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ОБЩЕГО ФОСФОРА

Существует несколько методов определения фосфо 
ра. Ниже приводятся описания колориметрического мг 
тода по Фиске — Суббароу и двух его модификаций.

Принцип метода. Фосфор переводится в раствор пу
тем сжигания материала со смесью серной и хлорном 
кислот. При обработке раствора, содержащего фосфо]!. 
молибденовокислым аммонием в кислой среде образу 
ется фосфорно-молибденовая кислота Н7 [Р(Мо207)б| 
При взаимодействии с восстановителем — эйконогеном 
(1-амино-2-нафтол-4-сульфоновой кислотой) она образу
ет смесь комплексов, содержащих молибден в различ 
ных валентностях.

Смесь этих комплексов растворима в воде и назы 
вается молибденовой синью. Интенсивность синей oKpai 
ки пропорциональна количеству фосфора, содержащему 
ся в растворе, и может быть измерена с помощью фо 
тоэлектроколориметра.

Модификации этого метода связаны с применением 
различных восстановителей (амидола, аскорбиновой кт  
лоты и др.) при соответствующей кислотности среды.Oi 
восстановителя зависит скорость превращения фосфомо 
либденового комплекса в «синь», а также чувствителм 
ность метода.

Ход определения. Общий фосфор в отдельных фра:; 
циях или в навеске растительного материала определи 
ют после сжигания цептрифугатов или навески. Дли 
этого определенный объем центрифугатов (см. пижс-| 
или навеску сухого растительного материала (200  mi 1 
помещают в колбу Кьельдаля объемом 50 мл, прили 
вают 3 мл концентрированной H 2 SO4 и 3 мл 5 7 % -пои 
HCIO4 (при определениях общего фосфора нуклеиповм 
кислот серная кислота не добавляется) и сжигают при 
слабом пагревапии, пе допуская интенсивного кипспи' 
емеси. Сильный нагрев вначале и в стадии белых парси
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может вызвать значительР1ую потерю фосфора. Когда 
раствор станет коричневым или темно-желтым, его 
охлаждают, добавляют несколько капель хлорной кисло- 
1Ы и снова нагревают до появления белых паров. Охлаж- 
11'нне и добавление хлорной кислоты повторяют до тех 
пор, пока жидкость не будет слабо-желтой в горячем 
'пстоянии и бесцветной при охлаждении.

После обесцвечивания содержимого колбы горлышко 
колбы обмывают дистиллированной водой и продолжа
ют сжигание до полного обесцвечивания. Затем колбу 
охлаждают, содержимое переносят, смывая дистиллиро- 
ианной водой в мерную колбу на 50 мл, перемешивают 
и .товодят водой до метки. Для определения фосфора 
и t полученного объема берут 2 мл и переносят в мерную 
колбу емкостью 10 мл. Нейтрализуют по фенолфталеину 
г.тким натром или аммиаком, для чего прибавляют 2 кап- 
III фенолфталеина и затем осторожно по каплям 
10%-ный раствор NaOH или NH4OH до розового окра
шивания. Избыток щелочи устраняют прибавлением по 
каплям 1 и. раствора H2SO4 до обесцвечивания от одной 
капли. Края колбочки обмывают дистиллированной во
юй, приливают 1 мл 2,5%-иого молибденовокислого ам- 
MivHHH и 0,4 мл 0,25%-ного эйконогеиа. После каждого 
прибавления смесь энергично перемешивают и через 
К) мин стояния при комнатной температуре (или через
I мин выдерживания в водяной бане при 37°С и после- 
1ующем охлаждении) колориметрируют на фотоэлект- 
роколориметре (ФЭК-М) с красным светофильтром.

Неорганический фосфор в отдельных фракциях 
(см. ниже) определяют без сжигания центрифугатов.

мл центрифугата помещают в мерную колбу па 10 мл, 
юбавляют 1 мл 2,5%-ного молибденовокислого аммония
II 0,4 мл 0,25%-НОГО эйконогеиа. Далее поступают, как 
чшсано выше.

Количество фосфора в пробе находят по калибро- 
М1ЧНОЙ кривой.

П о с т р о е н и е  к а л и б р о в о ч н о й  кривой.  Го- 
||)вят стандартный раствор одпозамещенного фосфата 
калия, для чего 0,439 г КН2РО4 (перекристаллизованно- 
III, промытого и высушенного в течение 2 ч при темпера- 
lypc 100°С) растворяют в 1 л дистиллированной воды в 
присутствии 20 мл 0,1 н. H2SO4. В 1 мл этого раствора 
|'||держится 0,1 мг фосфора. Стандартный раствор раз- 
Гишляют в 4 раза (25 мл раствора фосфата в мерной
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колбе ла 100 мл дооодят водой до метки). В 1 мл приго
товленного рабочего раствора содержится 0,025 мтфос' 
фо!ра. В мерные колбы на 10 мл вносят следующие ко
личества рабочего раствора: 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,4 m. i 
ит. д. Это соответствует 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05,
0,06 мг и т. д. внесанного фосфора, а концентрация фос
фора (мг в 1 мл) будет 0,001; 0,002;’0,003; 0,004 и т. д. 
Содержимое колбочек нейтрализуют по фенолфталеину 
едким натром или аммиаком, прибавляют все иеобходи 
мые реактивы, как указано выше, и после 30-минутном 
экспозиции при комнатной температуре (или З-мннутной 
при 37°С) измеряют оптическую шлотность на фото
электроколориметре. В работе обычно используют кюве 
ту шириной 5 м.м. При построении калибровочного гра 
фика на оси абсцисс откладывают содержание фосфора, 
а на оси ординат — экстинкцию растворов.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) фотоэлектроколорнметр, водямаи 
баня, мерные колбы па 1000, 100, 50, 10 мл, колбы Кьельдаля ii.i 
50 мл, градуированные пипетки;

2) H 2S O 4 копцеитрированная, 1 и. и 0,1 н. H C I O 4 57%-пая, 
N a O H  (или N H 4O H )  10%-ный, однозамещепный фосфорнокнелыи 
калий (КН2РО4), фенолфталеин 0,5%-иый спиртовой раствор 
2,5%-ный раствор молибденовокислого аммония в 3 и. H2SO1 
0,2%-ный раствор эйконогена.

П р и г о т о в л е н и е  р а с т в о р а  м о л и б д е н о  
в о к и с л о г о а м м о и и я. 25 г чистого молибденовою 
аммония растворяют примерно в 300 мл воды в мернон 
колбе на 1 л. Затем приливают 300 мл 10 н. H2SO4, до 
водят дистиллированной водой до метки и фильтруют

П р и г о т о в л е н и е  р а с т в о р а  эйконО)геи; |  
15 г метабисульфита натрия (НзгЗгОз) растворяют п 
35 мл воды, добавляют 0,5 г сульфита натрия (ПагЗО;,), 
перемешивают, доводят водой до 60 мл и фильтрую) 
30 мл этой смеси переносят в колбу емкостью 50 m . i , 

растворяют в ней 0,125 г эйконогена, помещают в водя 
ную баню при 50°С и после охлаждения доводят водин 
до метки. Раствор фильтруют и хранят в xoлoдильнш^l' 
не более двух недель.

Определение фосфора с применением амидола. В mc|i 
ные колбы емкостью 10 мл вносят 2 мл раствора фос 
фата, полученного после сжигания. После нейтрали),i 
ции 10%-ным раствором NaOH (или N H 4 O H ) по фсно.1 
фталеину добавляют 2 мл молибденовокислого аммония. 
5 мл дистиллированной вод1>1, 0,5 мл раствора амидол;)
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Объем доводят до метки дистиллированной водой и ко- 
лорнметрируют после 30-минутной экспозиции при ком
натной температуре.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) фотоэлектроколорнметр, мерные 
колбы на 1 0  мл, пипетки;

2) 10%-ный NaOH (или NH4OH), фенолфталеин 0,5%-ный 
1'пиртовой раствор, молибденовокислый аммоний 2,5%-ный в 3 н. 
llaS0 4 , амидол.

П р и г о т о в л е н и е  р а с т в о р а  а м и д о л а .  Рас
тер готовят на 10%-ном метабисульфите калия (K2S2O 5). 
И мерную колбу на 50 мл берут 5 г K2S2O5 и растворя
ют приблизительно в 25 мл дистиллированной воды. За
тем добавляют 100 мг амидола, встряхивают и доводят 
объем до метки дистиллированной водой. Раствор хра
пят в темной склянке не более 10 дней.

Определение фосфора с применением аскорбиновой 
кислоты. Метод характеризуется высокой чувствитель
ностью и позволяет определять от 0,3 до 6 мкг фосфора 
и 1 мл колориметрируемого раствора. Чувствительность 
метода повышается в присутствии ионов меди в инкуба
ционной среде.

Для определения берут 0,1 мл экстракта, содержаще
го фосфор, добавляют 5 мл ацетатного буфера, 0,5 мл 
1%-ного молибдата аммония и 0,5 мл раствора аскор
биновой кислоты. Общий объем смеси 6,1 мл. Через 
К) мин раствор колориметрируют на фотоэлектроколо- 
риметре при красном светофильтре, используя кюветы 
тириной 10 мл.

Для построения калибровочной кривой берут образ
цовые растворы фосфата объемом от 0,05 до 0,5 мл. 
Объем ацетатного буфера изменяют от 5,45 до 5 мл в 
И1ВИСИМОСТИ от взятого объема фосфата. Общин объе.м 
смеси (фосфат-фреактивы) должен быть равен 6,5 мл.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) фотоэлектроколорнметр, градуиро- 
пинные пипетки, пробирки;

2) 0,1 М ацетатный буфер рМ 4, молибденовокислый аммоний 
1‘’/о-иый, приготовленный на 0,05 н. I-I2 SO4, аскорбиновая кислота 
I 7о-иая.

Р а с т в о р  а с к о р б и н о в ой к и с л о т ы  готовят па 
0,001М растворе сернокислой меди — CUSO4-51420 
(реактив нестоек, поэтому готовят небольшие порции в 
день определения). На 25 мл берут 0,06 г сернокислой 
меди, растворяют в 10—12 мл воды, добавляют 0,25 г 
покорбиновой кислоты и объем доводят до метки.
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Вычисление результатов. Результаты анализов вы
числяют по следующей формуле:

а б - в - 100-гх =

где X
а

количество фосфора (Р), мг%; 
количество фосфора в 1 м'л исследуемого ра
створа, взятого для колориметрирования и 
найденного по калибровочной кривой, мг; 

б — объем раствора, подготовленного к колори- 
метрированию, мл;

в — число, показывающее, какую часть от объема 
сожженной жидкости составляет раствор, взя
тый для колориметрирования; 

г  - число, показывающее, какую часть от общего 
объема экстракта, извлеченного из навески, 
составляет объем, взятый для сжигания;

100 — коэффициент для выражения результатов ана
лиза в процентах; 

н —  масса сухого вещества, г.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ ФРАКЦИЙ 
ФОСФОРНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Для фракционирования фосфорных соединений расти 
тельных тканей существует много способов. Все они ос 
но1ваны на последовательном выделении с помощью ра.ч- 
личных растворителей фосфорсодержащих веществ, 
гидролизе отдельных групп фосфорных соединений и 
определении содержания фосфора одним из колоримс 
трических методов.

Наиболее расиростра.ченным является метод Шмидта 
и Тангаузера, описание которого приведено ниже.

Лучшие результаты получают при анализе свежен> 
растительного материала. В случае необходимости фик 
сации растительный материал замораживают жидким 
азотом и высушивают лиофилизацией (см. стр. 106). Вы 
сушивать растения в термостате нельзя, так как в про 
цессе тепловой фиксации органические фосфорные со 
единения распадаются с освобождением минерально|-о 
фосфора.

Общая схема определения форм фосфорных соедиш' 
ний в растениях представлена на странице 207.
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Извлечение кислоторастворимого фосфора. Извлече
ние кислоторастворимой фракции необходимо ирово- 
цггь в холодной комнате при О, +2°С.

Тщательно измельченную навеску (0,1—0,4 г сухих 
вегетативных частей растений, 0,5—1 г семян или 2 г 
евежего материала) помещают в центрифужную про
бирку иа 50 мл, прибавляют 20 мл холодной 5%-ной 
хлорной кислоты и суспендируют на холоду в течение 
20 мин. Затем центрифугируют при 4500 об/мин 15 мин. 
Операцию повторяют дважды. Центрифугаты сливают в 
мерную колбу на 50 мл и доводят водой до метки.

В состав полученной кислоторастворимой фракции 
входят пеорганичеаеие фосфаты, легко гидролизующие
ся фосфорсодержащие органические соединения (кар- 
боксилфосфаты, лабильные пирофосфаты, аминофосфа- 
11.1, глюкозо-1 -фосфат) и устойчивые эфиры фосфорной 
кислоты (инозитгексафосфаты, гексозо-6-фосфатыидр.),

В полученном экстракте определяют общий кислото
растворимый фосфор (после сжигания), неорганический 
кислоторастворимый фосфор (без сжигания) и легко- 
1'идролизуемый кислоторастворимый фосфор, освобож
дающийся после 10-минутного кислотного гидролиза.

Определение общего кислоторастворимого фосфора. 
В колбу Кьельдаля на 50 мл вносят 10 мл кислотного 
(кстракта и сжигают с 3 мл концентрированной H2SO4 
и 2 мл 57%-ной ИСЮ4. Затем содержимое переносят 
в мерную колбу на 25 мл и доводят дистиллированной 
водой до метки. В мерную колбу (или цилиндр с при
тертой пробкой) на 10 мл берут 2 мл полученного рас- 
1 вора и определяют содержание фосфора одним из мето
дов, описанных выше.

Определение неорганического кислоторастворимого 
||)осфора. Из исходного экстракта (после обработки 
материала HCIO4) берут 5 мл, переносят п мерную кол
бу емкостью 10 мл и добавляют необходимые для коло- 
|шметрического определения фосфора реактивы.

Следует отметить, что при определении неоргани
ческого фосфора в экстракте из семян, содержащих много 
масла, после прибавления к пробе молибденовокислого 
аммония и восстановителя (эйконогена, амидола), по
мимо голубой окраски, образуется легкая, трудно осе
дающая муть. В этом случае контрольный раствор дол
жен содержать экстракт+реактивы без добавления 
восстановителя.
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Определение легкогидролизуемого кислотораствори 
мого фосфора. Берут 5 мл исходного кислотного эка 
ракта, переносят в коническую колбу на 50 ыл, добап 
ляют 5 мл 2 н. раствора HCI. Колбу закрывают проо 
кой с обратным холодильником и помещают в кипящую 
водяную баню на 10 мии. Затем колбу быстро охлаа» 
дают в ледяной воде. Отбирают 5 мл из получеппо1и 
гидролизата в мерные колбочки объемом 10 мл и при 
бавляют реактивы, необходимые для колориметрическо
го определения фосфора.

Разность между легкогпдролизуемы.м фосфором и нс 
органическим фосфором будет соответствовать так наз1л 
ваемому лабильному фосфору, в состав которого входя; 
ди- и трифосфат!)! нуклеотидов, глюкозо-1-фосфат и нс 
которые другие соединения.

Разность между общим кислоторастворимым фосфо
ром и легкогидролизуемым фосфором соответствус i 
фосфору устойчивых эфиров (стабильному фосфору), II 

состав которого входят инозитгексафосфаты (фитин), 
триозофосфаты, гексозо-6-фосфаты и другие соединения,

Разность между общим кислоторастворимым фос(|ю 
ром и неорганическим фосфором соответствует орган и 
вескому кислогорастворимому фосфору.

Извлечение фракции фосфолипидов. Осадок после 
удаления кислоторастворимой фракции экстрагируют п 
центрифужной пробирке 5 мл 80%-ного этанола и мни 
гократйо настаивают со смесью спирт — эфир (3:1) и 
течение 36 ч (одного дня и двух ночей) при комнатнон 
температуре. После такой экстракции фосфолипиды перс 
ходят в раствор. Общий -объем спирто-эфирного экстра к 
та должен составлять 35 мл. Экстракт центрифугирую! 
lOiMHH при 3000 об/мин. Центрифугат переносят в колб\ 
Кьельдаля на 50 мл и путем слабого нагревания уда 
ляют растворитель (спирт-f-эфир).

Остаток после удаления растворителя осторожн" 
сжигают в 5 мл смеси серной и хлорной кислот (3:21, 
так как вначале содержимое колбы сильно пенится 
После сжигания бесцветное содержимое переносят и 
мерную колбу на 25 мл и доводят объем до метки дм 
стиллироваиной водой. Из полученного раствора беру; 
2 мл в мерную колбу емкостью 10 мл и добавляют нс 
обходимые для определения фосфора реактивы.

Определение фосфора нуклеиновых кислот. Осадсн 
после носледовательного извлечения кнслоторастворнмо
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го и липидного фосфора иысушквают эфиром, растира 
ют с 20 мл 1 и. NaOH и выдерживают в термостате м 
течение 18 ч при температуре 37°С. Затем центрифугиру
ют при 4000 об/мин 20 мии. В гидролизате определяют 
общий фосфор. Дальнейшая работа проводится па холоду.

О с а ж д е н и е  ДНК. 5 мл гидролизата берут в цент 
рифужную пробирку и о.хлаждают! В охлажде!Шп.1й 
центрифугат по каплям прибавляют 6 и. НС1 до pH 6.G 
6,8 при постоянном помешивании. После пейтрализаипи 
прибавляют 5 .мл 1 и. HCIO4 для осаждения ДНК. Pan 
воры кислот предварительно охлаждают. Гидролизат 
оставляют на холоду в течение 3 ч для более полпогп 
осаждения ДНК. Осадок ДНК отделяют центрифугиро 
ванием при 4000 об/мин в течение 20 мин (до просветле 
ния жидкости). В надосадоччгой жидкости, содержащеи 
компоненты РНК, определяют общий фосфор и неорга 
нический фосфор.

Э к с т р а к ц и я  н у к л е и н о в ы х  кислот .  Осадок 
ДНК экстрагируют дважды по 10 мл 0,5 н. HCIO4 при 
температуре ЮОХ в течение 20 мин. После каждой опс 
рации экстракт отделяют центрифугированием при 
3000 об/мин в течение 10 мин, надосадочную жидкое: > 
объединяют и определяют общий и неорганическт": 
фосфор. Определяя общий фосфор щелочного гидроли 
зата (Pi) и общий фосфор в растворе после осаждеши: 
ДИК (Р2), находят общий фосфор нуклеиновых кисло: 
(Р 1- Р 2).

В щелочном гидролизате нуклеиновых кислот ДНК 
остается без из.ме,пения, в то время как Р Н К  раопадае: 
ся до мононуклеотидов. Определяя общий фосфор :> 
растворе после осаждения Д Н К  (Р2) и неорганическ:::: 
фосфор этого раствора (Р з). по разнице Р2—Рз паходи: 
фосфор Р Н К .

Фосфор ДНК соответственно находят по pa3iii:::i 
между общим фосфором в растворе (Р4) после экстра:( 
ции компонентов Д Н К  и неорганическим фосфором это: :: 
раствора (Ps).

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) цеитри())уга с охлаждеиие:^, ха 
лодпльнпк, термостат, водяная баня, центрифужные пробирки 
фарфоровые ступки, конические колбы емкостью 50 мл с o6pai-:::.:'i 
воздушным холодильником, мерные колбы на 50, 25, 10 мл, колбы 
Кьельдаля на 50 мл:

2) KCIO4 5%-пая и 57%-пая, H2SO4 концентрированная, И( : 
2 н. и 6 н„ 0,5 н. II 1 н. HCIO4, 1 н. NaOH, этиловый спирт 96%-hiu. 
и 80%-ный, эфир.



Р А З Д Е Л  VI

ФЕРМЕНТЫ

ОСНОВНЫЕ ПРИНЦИПЫ РАБОТЫ С ФЕРМЕНТАМИ

Ферменты — биологические катализаторы белковой 
природы, обладающие высокой специфичностью, т. е. ус- 
юряющие течение определенных биохимических реакций 
п играющие важнейшую роль в процессах обмена ве- 
пиютв. Изучение ферментов и механизма их действия — 
птпа из основных проблем биологической химии.

Активность ферментов в растениях непостоянна и 
пшисит от вида и органа растений, времени суток, тем- 
п'ратуры и влажности, при которой выращиваются ра- 
|(Ч1ия, условий питания и от ряда других факторов. 

И зависимости от изменения активности ферментов из
меняется интенсивность и направленность биохимиче- 
. MIX процессов, что в конечном счете приводит к изме- 
П1Ч1ИЮ величины урожая и химического состава ра-
. ИЧ1ИЙ.

При изучении действия ферментов и определении их 
1КПИШОСТИ обычно наблюдают при помощи качествен
ных или количественных реакций за исчезновением ве
щества, на которое действует фермент (такие вещества 
и.сзываются субстратами) или за появлением продуктов 
|1е,зкции, образующихся в результате действия фермеп- 
111, Обычно для получения препаратов используют вы- 
1ИЖКИ из растительных тканей, в которых ферменты на- 
и)дятся в растворенном состоянии. Для более детально- 
III изучения ферменты извлекают из тканей растений,
■ нтщают путем фракционирования экстрактов нейтраль
ными солями или органическими растворителями, ионо- 
|бмениой хроматографией, гель-фильтрацией и другими 
методами. При сочетании различных методов очистки 
можно получить ферменты в кристаллическом состоя
нии. Однако такая работа выходит за рамки обычного
■ I удонческого практикума.

Важным методом изучения действия ферментов в жи- 
ны.х неповрежденных тканях растений является их нзу- 
ii-inie методом вакуум-инфильтрации. Сущность этого
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метода за'ключается в том, что в листья или другие пр 
гаиы растений под вакуумом (в вакуум-эксикаторе) ть' 
дят раствор вещества, па которое действует тот или iiiii'n 
фермент, и по количеству превращенного вещества с 
дят об активности фермента. Этот метод дает возмоа 
ность количественно определять в живых тканях ни ген 
сивиость гидролитических и синтетических процессов,

В связи с высокой лабильностью ферментов и замп 
симостыо их активности от многих факторов при pa6oi' 
с ферментами следует соблюдать ряд предосторож.И" 
стей. Особенно осторожно необходимо проводить очис i г ■. 
ферментов. В связи с тем, что ферменты термо.ы 
бильны, работу проводят в холодной комнате при тс'' 
пературе от 0° до +4°С. Ферменты чувствительны к Ш" 
действию кислот и щелочей, поэтому необходимо стрт ■ 
следить за величиной pH. Химические реактивы, иопо.и 
зуемые в лабораториях, могут содержать примеси, кош 
рые подавляют активность ферментов. Поэтому жилм" 
реактивы (спирт, ацетон) перед работой перегоняют, ■ 
сухие — перекристаллнзовывают. Дистиллированная п" 
да может содержать ионы тяжелых металлов, KOTopi.i. 
ингибируют ферменты. Поэтому воду для работы с (|н р 
ментами дважды перегоняют или пропускают через i 
лонки, заполненные ионообменными смолами (катнпп" 
тами и анионитами).

Для выражения активности ферментов приняты ои|" 
деленные величины, рекомендованные Комиссией i '■ 
ферментам Международного биохимического союза 
с т а н д а р т н у ю  е д и н и ц у  (Е) любого фермс1и< 
принимается такое количество, которое катализм11\ ' • 
превращение 1 микромоля данного субстрата за 1 мн" 
при оптимальных условиях (обычно при 30°С, оптима.м
ных для данного фермента значениях pH и концентра... .
субстрата). Если реакцию проводят не при 30°С, нг"' 
ходимо указать фактическую температуру реакции. 4i> 
стоту ферментного препарата характеризуют величии. " 
у д е л ь н о й  а к т и в н о с т и ,  которая выражается чи. 
лом единиц фермента на 1 мг белка. Следовательно, и|'- 
таких определениях необходимо проводить и опре;ь " 
ние белка. Концентрацию фермента в растворе вы|" 
жают числом единиц активности, приходящихся на I • 
раствора. Иногда используют и другие выражения ri" 
ниц актив.ности фермеггтов.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ КАТАЛАЗЫ

В процессе окисления ряда веществ в растениях иод 
|'4"|ствнем оксидаз образуется перекись водорода;

АН2 +  О2 "‘‘'"^°'%А+Н202,
1C АНг— восстановленный субстрат, А — окисленный 
.бстрат.

Перекись водорода в повышенных концентрациях 
И'лзывает токсическое действие на цитоплазму клеток. 
Вид действием фермента каталазы перекись водорода 
;■ 11,|агается на воду и кислород:

2н^02 2 Н2О + О2.
I налаза (Н. Ф. 1. Л. I. 6) *—двухжомпонентный фер-
'1СИ1', состоящий из белка и нростетической группы, со- 
"■ржащей железо.

Принцип метода. Метод газометрнческого определе- 
ни активности каталазы основан на определении объема

■ III .юрода после прибавления к водному экстракту из 
СИ гений, содержащему каталазу, перекиси водорода.

А п п а р а т у р а .  Существует несколько модификаций 
1'ип'ых приборов, используемых для газометрического 
•'11И‘дсления активности каталазы. Ниже приведено опи- 
"Н1е прибора, используемого в биохимической лабора- 
ipiHi ВИР.

Как показано на рисунке 39, прибор состоит из двух, 
.^pellлeнныx на штативе бюреток объемом 50 или 
Kill мл, диаметром около 1 см. Одна из бюреток градуи- 
i"iiiaiia с точностью 0,1 мл. Бюретки соединены между 

iftui't с помощью тройника резиновыми трубками. Тре- 
•ки конец тройника соединен резиновой трубкой со сток- 
•'И1М0Й грушей 3. В приборе создана система трех сооб- 
•ыимцихся сосудов. Градуированная бюретка служит для
■ 1мг|)ения выделяющегося в результате реакции кисло- 
iiii, а вторая бюретка используется для точной уста-

•■'IIKII уровня жидкости при измерениях. Градуированная 
•фсгка в верхней части закрыта резиновой проб- 
"И с тройником. Тройник соединяется с помощью ре- 
"1110ПОЙ трубки также с реакционным сосудом 1, а на 
■•ибодном конце тройника короткий отрезок каучуковой

* Идесь и далее цифры ферментов даны в соответствии с но- 
■iK.i.iTypoH ферментов (Н. Ф.), рексмендованной Международным 
■ мимическим союзом.
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Рнс. 39. Прибор для газометр!!'
СКОРО определения каталазы 

/  — реакционный сосуд со стакаичи. 
для перекиси водорода; 2 — и з м с р т - 
ная бю ретка; 3  — стеклянная ip ,
^ — стеклянная тр уб ка; 5 — зажим 

соединения прибора с атмосферим

трубки снабжен винтовым ■ i 
жимом 5  для соединения при 
бора с атмосферой. В реакпи 
онном сосуде находится ми 
ленький стаканчик o6bcMns 
о ко л о  10 м л , в ко то р ы й  Ир1 
анализах наливают перск1м 
водорода. Стеклянную грушу i 
измерительную часть приб(1|и 
заполняют не водой, а 5% П"( 
H2SO4 (для уменьшения р.и i 
воримости газов).

Ход определения. Свсж\» 
навеску нарезанных кусочк.им* 
листьев или клубней ( 1(1 i 
± 0,01 г) растирают в ступь* 
со стеклянным песком. 11р. i 
варительно в ступку добаи.и1 
ют 0,5 СаСОз. Добавление м> 
ла необходимо для созд.'ипи 
слабощелочной реакции, отм 

малыюй для действия каталазы. Затем в ступку доГыи 
ляют 10 мл воды и вновь тщательно растирают до одни 
родной массы. После этого полученную массу колнчп i 
венно переносят в колбу емкостью 200 мл, довплн1 
водой до метки и настаивают при периодическом н пм . 
тывании 3—4 ч. В течение этого срока идет экстрамии 
фермента из растительного материала. После наста и»« 
ния суспензию фильтруют в сухой стакан илн ко.м., 

В том случае, когда определяют активность фс|)м. м 
та в семенах, навеску свежеразмолотых семян ( 1 ± 0,П1 и 
переносят в фарфоровую ступку, добавляют 0,5гСа( с ,  
10 мл воды и немного стеклянного песку. Содержим..! 
ступки тщательно растирают и переносят в мерную к... 
бу емкостью 100 мл. Мерную колбу доводят водой 
метки. ПослеЗ—4 ч настаивания проводят фильтром.1мм« 
или центрифугирование, как указано выще. Прозрач1ми
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И1ПЖКИ пригодны для определения активности ката-
'  I 1 Ы .

li реакционный сосуд прибора наливают 10 мл вытяж- 
м1 Затем туда же добавляют 10 мл воды. В сосуд ос- 
">1к)жно пинцетом ставят маленький стаканчик и налн-
...от в него 5 мл 3%-ной перекиси водорода. Реакционный

■ и у д закрывают пробкой с трубкой, которая со-
■ ншена с остальной частью прибора, и ставят его на во- 
ошую баню с температурой 20'^С. Регулируют уровень
♦ мдкости в приборе и устанавливают его на нулевой
■ тетке градуированной бюретки. Затем закрывают вин- 
"июй зажим 5 и опускают стеклянную грушу 3  в ниж- 
■'•>■ положение. После этого опрокидывают стеклянный
мканчик с перекисью водорода (встряхивают реакци- 
•ииый сосуд) и начинают отсчет времени. Объем выде
ли ющегося кислорода определяют через 2, 5 и 10 мин 
■Hiivie начала реакции. Для этого за 10 с до отсчета
■ аиимают стеклянную грушу до соответствующего
|И1|)НЯ.

Активность каталазы выражают в миллилитрах
• 1и .юрода, который выделяется под действием фермента
■ I I г семян или свежего растительного материала за 
' Г) и 10 мии (учитывают навеску и разбавление).

О б о р у д о в а н и е  и  реа к т и вы : 1) прибор для газометрического оп- 
|' лсп11я каталазы, водяная баня, колбы мерные емкостью 100 и 

■'I мл, ступки, воронки, стаканы;
углекислый кальций, перекись водорода 3%-ная, серная ки- 

•■'lii 5%-ная.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ПЕРОКСИДАЗЫ

Пероксидаза (И. Ф. 1.11.1.7) играет большую роль в 
■ ''иглнтелыю-восстановительных процессах. Она ката- 
ишрует окисление различных полифенолов, находя- 
■п1\ся в растениях в свободном или связанном состоя- 
• чи, а также ароматических аминов. Реакция окисления 
исг но следующей схеме:

_  пероксидаза .
AH2-I-H2O2------------- >-А-]-2г120,

И' ЛП2—донор водорода, А — окисленный донор.
Принцип метода. Метод определения актнв1юсти пе- 

'|.г||дазы, предложенный А. 11 . Бояркиным, основан на
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определении скорости реакции окисления бензидинац . 
действием фермента, содержащегося в растениях, i 
образования продукта окисления синего цвета ojipr ь 
ленной концентрации, заранее устанавливаемой на (|м 
тоэлектроколориметре.

Ход определения. Навеску листьев растений или kui 
неплодов (200—500 мг) растнрают’в ступке с ацетатные 
буфером pH 4,7 и с помощью буфера переносят в мер 
ную колбу емкостью 50 мл. После 10 мин настаиваимя 
периодическим помешиванием, в результате чего iiepi 
ксидаза переходит в раствор, вытяжку цеитрифугир\i- 
при 3000 об/мин 10 мни. Надосадочную жидкость le 
пользуют для определения активности фермента.

В две кюветы фотоэлектроколорнметра шириной 2 > •• 
наливают по 2 мл ферментного раствора, 2 мл раствор ■ 
бензидина в ацетатном буфере и 2 мл воды. Измереии" 
производят на ФЭК при красном светофильтре. Внач.1 
устанавливают стрелку гальванометра на нуле, а зап ■■ 
поворотом правого барабана для отсчета перено.Ь" 
стрелку гальванометра в крайнее правое положеш" 
(экстинкция Е =  0,125 или 0,250). После этого в контрол' 
ную (левую) кювету наливают 2 мл воды, а в прав'.’ 
(опытную) 2 мл 3%-ной перекиси водорода. Сразу ■ 
после начала вливания перекиси водорода включают > 
кундомер. При этом под действием пероксидазы н|)И1 
ходит реакция окисления бензидина с образовави' ■ 
соединения синего цвета и стрелка гальванометра начни ■ 
ет отклоняться от края шкалы к нулевому делению. ( 
кундомер останавливают, когда стрелка гальваномеч 
достигнет нулевого деления. Желательно для опред!' ■ 
ния активности фермента брать такую навеску р;и i . 
тельного материала, чтобы стрелка достигала нулей., 
деления через 20—50 с.

Вычисление результатов. Активность фермент:! ' 
вычисляют по скорости реакции в условных едшти ■ 
и выражают на 1 г растительного материала. Для ти. 
пользуются следующей формулой;

А  =
Е ( а - б )

H - C - t

где Л  — активность фермента на 1 г навески; 
Е  — экстинкция (0,125 или 0,250); 
а —объем вытяжки (50 мл);
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б — степень разведения вытяжки в реакционной 
смеси (в кювете);

н  — навеска растительного материала, г; 
с — толщина слоя жидкости в кювете (2 см); 
t — время, с.

О б о р у д о в а н и е  а  р еакт и вы : 1) фотоэлектрокслорнметр, цептри-

JVHI, секундомер, колбы мерные емкостью 50 мл, пипетки, воронки, 
ильтры, ступки;

2) перекись водорода 3%-пая, ацетатный буфер pH 4,7, раствор 
<<’М111ДШ1а в ацетатном буфере.

/1ля приготовления а ц е т а т н о г о  б у ф е р а  к 
.',.1 мл ледяной уксусной кислоты в мерной колбе на 
.'ПО мл приливают немного воды и добавляют 5,45 г ук- 
I\1 |10кнслого натрия. Смесь перемешивают и доводят 
индон до метки.

l ^acTBop б е н з и д и н а  на а ц е т а т н о м  б у ф е 
ре. В мерную колбу емкостью 200 мл наливают пример- 
irit 100 мл воды, прибавляют 2,3 мл ледяной уксусной 
«нслоты и 184 мг бензидина. После этого колбу нагре- 
iiiHHT на водяной бане при 60°С, постоянно взбалтывая. 
После растворения бензидина в колбу добавляют 5,45 г 
1 исуснокислого натрия, охлаждают и доводят водой до 
меркн.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ОРТО-ДИФЕНОЛОКСИДЛЗЫ

Орто-дифеиолоксидаза (Н. Ф. 1.10.3.1), или полнфе- 
ио.токсидаза,— окислительно^восстановнтельный фер
мент, принимающий участие в дыхании растений. Под 
1г1|ствием этого фермента катализируется окисление 
и|| го-дифенолов в соответствующие орто-хиноны по сле- 
1У1ощей схеме:

ОН
с .он 

н с ^ с  ■ 
H C 'i^ C H

сн

_ нг̂
^ормдифенота/двза

* нс

о
II
с

сн

.о
+ HjO

сн

Фермент характеризуется довольно высокой спе- 
чифичностью. В присутствии молекулярного кислорода 
и( катализирует окисление не только различных дифе-
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НОЛОВ, по и разнообразных полифенолов, а также мони 
фенолов и некоторых других соединений.

Принцип метода. Определение активности орто iи 
фенолоксидазы, предложенное А. Н. Бояркиным, осим 
вано на измерении активности фермента по скорое i  ̂
окисления диметил-п-фенилендиамина с образоватк ' 
соединения, окрашенного в сине-фиолетовый цвет.

Ход определения. Навеску растительного материа >■ 
от 0,5 до 1 г (взвешивают на аналитических весах с тпч 
ностью 0,001 г) растирают в фарфоровой ступке в ii|m 
сутствии фосфатного буфера (pH 7,4). Растертую м ' 
су переносят в мерную колбу емкостью 50 мл и дово;1'.п 
тем же буфером до метки. Содержимое колбы персм' 
шивают и через некоторое время центрифугируют ii|"i 
3000 об/мин.

Надосадочную жидкость используют для опредс.и 
ния активности фермента.

В две кюветы электрофотоколорнметра шириной!.’. ■ 
наливают но 2 мл ферментной вытяжки, 2 мл воды .. 
2 мл раствора диметил-п-парафенилендиамина. Нам. 
рения производят на ФЭК при оранжевом или Kpai ■■ 
светофильтре.

Кюветы ставят в фотоэлектроколориметр, устав.i" 
ливают стрелку гальванометра на нулевую 
метку и затем поворотом правого барабана переичi . 
стрелку гальванометра в правое положение (экстинкш. 
£  =  0,125). После этого в контрольную (левую) кюмп, 
наливают 2 мл 0,01 н. щавелевой кислоты, а в пр:п' . 
(опытную) кювету — 2 мл 1%-ного раствора пирок и 
хина в 0,01 и. щавелевой кислоте. Одновременно с > 
бавлением этого раствора включают секундомер. И.. 
действием орто-дифенолоксидазы диметил-п-фен11.|. ■ 
диамин окисляется с образованием соединения спи. 
фиолетового цвета, в результате чего стрелка галыпи 
метра движется к нулевому делению со скоростью, з:н.. 
сящей от активности фермента. Когда стрелка доетш ... 
нулевого деления, секундомер останавливают и зами.. 
вают время.

Вычисление результатов. Активность фсрмснт.1 ' 
выражают на 1 г растительного материала и вычжм н 
по следующей формуле:

Н - С - 1
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1C /1 — активность фермента на 1 г;
Е  — экстинкцил (0,125); 
а — объем вытяжки (50 мл); 
б — степень разбавления вытяжки в кю!вете; 
н — навеска растительного материала, г; 
с — толщина жидкости в кювете, см; 
i — время, с.

О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) фотоэлектроколориметр, центри- 
i , 111, секундомер, ступки фарфоровые, колбы мерные емкостью 50 мл,

I 'DiiKii;
2) фосфатный буфер pH 7,4, 0,02%-ный раствор диметил-л-фе- 

I |с||диамина, 0,01 и, щавелевая кислота, 1%-ный раствор пирока- 
"Miiia в 0,01 н. щавелевой кислоте (растворяют 1 г пирокатехина в . 
"HI мл 0,01 н. щавелевой кислоты).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ДЕГИДРОГЕНАЗ

Дегидрогеназы — окислителыю-восстановит е л ь н ы е 
1'с|)мснты, участвующие в процессе дыхания растений. 
’'бщая с.хе.ма действия дегидрогеназ следующая;

дегидрогеназа

АНг-фВ т = = щ ;  Л-(-ВН2.

о.нч'тановлеиное вещество АГЬ, которое служит допо
ем водорода, под действием дегидрогеназ передает его 
' ществу В. Вещество А окисляется, а вещество В вос- 
чшавливается. Дегидрогеназа функционирует в этой 
ю теме как про.межуточный переносчик водорода. Для 
■ цщделения активности дегидрогеназ разработаны раз- 
■нчиые методы. Ниже изложен колориметрический ме- 
"'Д определения дегидрогеназ, предложенный А. Ф. Сы- 
'ЧЧ1ЫМ и Т. С. Красной.

Принцип метода. Дегидрогеназы экстрагируют из 
!"н тнтельного материала фосфатным буфером. Метод 
нрсделения их активности основан на способности де- 
идрогеназ отщеплять водород от различных субстратов 
''i|traHH4ecKHx кислот, спиртов, углеводов и т. д.) и вос- 
иптвливать бесцветный 2,3,5-трифенилтетразолий хло- 

.'мгтый до формазаиа, окрашенного в красный цвет. По 
'И1С11СИВНОСТИ окраски образовавшегося формазаиа су- 
'ит об активности дегидрогеназ. Схему восстановления 

1,,5-трифенилтетразолия хлористого под действием во- 
'|м)да, отщепляемого от субстратов, можно изобразить 
н'дующим образом.
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/ N-N-CeHs
CsHs—С I +2H+-

'^N =  N+—СбНз

Cl-
трифенилтетразолий хлористый

y N —NH—СбНз 
■Cells—C -|-HCi

^N =  N-CeH5
формазан

Ход определения. Навеску растительного матс'1)и.11 
около 1 г (взвешивают на аналитических весах) 1кои 
щают в предварительно охлажденную в холодилыш» 
фарфоровую ступку, добавляют немного толченого п ч  
ла, 5 мл специально 1Приготовленного фосфатного 
ра pH 7,8 (реактив И)* и тщательно растирают. Пн.ц 
ченную суепензию переносят в пробирку и ставят гг 
стакан со льдом.

В две пробирки (опытную и контрольную) !налтьш( 
по 1 мл полученной суспензии. В опытную пробирку ч 
бавляют 0,2 мл субстратной смеси (реактив 13), а и кош 
рольную пробирку— 0,2 мл раствора для коптрш 
(реактив 14), который готовят смешиванием равных оП( 
емов 1%-ного раствора 2,3,5-трифенилтетразолия »и 
ристого и фосфатного буфера pH 7,8. В качестве ;ю1и 
ров водорода при приготовлении субстратной смеси iti 
пользуют органические кислоты (яблочную, лимоним 
янтарную, молочную, глутаминовую), спирт, глиичм 
и т. д. в концентрации 0,2 М, которые перед опредгк 
нием смешивают с равным объемом 1%-ного paciini|( 
2,3,5-трифенилтетразолия хлористого (ТТХ).

Если определяют активность дегидрогеназ в зе.имм 
частях растений (листьях, стеблях), суспензия после |ы( 
тирания с фосфатным буфером получается окрашеиии( 
В этом случае ставят второй контроль. Для этого Ги'|1|
третью пробирку, наливают в нее 1 мл полученной 
пензин и 0,2 мл фосфатного буфера. Содержимое и||"Л(
рок тщательно перемешивают.

* Здесь и далее номер в скобках означает название 
см. «Оборудование и реактивы» на странице 220.
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После этого пробирки помещают в вакуум-эксикатор 
.||•|<aчпвaют вакуумным насосом воздух до давления 

') 12 MIM ртутного столба. Затем вакуум-эксикатор на
ми,пот черным светонепроницаемым чехлом и остав-
■ юг для инкубации «а 1,5 ч при температуре 20— 
' I' Если активность дегидрогеназ низкая, время ии- 
о;щ11и увеличивают. В результате действия дегидроге- 
I содержаишхея в растительном материале, образует-

. икращенный формазан. После окончания инкубации 
I-,гкают воздух в вакуум-эксикатор -и вынимают из ие- 
. пробирки.

Образовавшийся формазан нерастворим в воде, но 
iMiiiio растворяется в органических растворителях. .Дв- 
:■ |\1П метода предложен специальный растворитель 
■I (|юрмазана, который готовят смешиванием 95 мл 
■I юного спирта и 5 мл 98%-пой уксусной кислоты. Для
■ • пюрения формазапа во все пробирки приливают но 
ч.'1 этого растворителя и содержимое пробирок тща-
■ 1.110 перемешивают. Затем растворы фильтруют через
■ ii'iii.Kiie бумажные фильтры в сухие пробирки. После 
•м) во всех трех полученных растворах измеряют ии- 
и нипость окраски на фотоэлектроколориметре в кю- 
|||\ толщиной 1 СМ при зеленом светофильтре.
Иычисление результатов. Из показаний оптической 
■ I пости опытной пробы вычитают показания плотио- 

■I контрольной пробы. При нспользоваини окрашенно- 
м.1тсриала и двух контролей вычитают также оптиче- 

\|о плотность второго контроля. Лктивность дегидроге-
■ I Н1>фажают условно в единицах экстинкцни или в 

••и,рограммах восстановленного под действием дегидро- 
•И111 тетразолия хлористого. В последнем случае актив- 
■‘II. определяют по калибровочному графику.

’1.'1я построения калибровочного графика берут 5про- 
ipoK II вносят в каждую пробирку по I мл специально 
■ноговленного раствора аскорбиновой кислоты для 
‘ ктовления ТТХ (реактив 16). Затем в каждую про

тку прибавляют по 0,2 мл раствора ТТХ с содержани- 
' II зто'М объеме 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 и 1,0 мг ТТХ. Для это- 
|ц■|loльзyют предварительно приготовленные растворы 
|'1|Г11илтетразолия хлористого различной ‘Коицентрации 
' (1,1 до 0,5%). Содержимое пробирок нагревают до 
'|•llllя и оставляют в темном месте на 20 мин. При 
'Ч идет восстановление трнфенилтетразолия до фор- 

■и1ма. После этого в каждую пробирку добавляют по
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5 мл специального растпорителя для формазана (р' ■" 
тив 15). Содержимое пробирок тщательно перемеппп' 
ют, фильтруют в сухие пробирки и измеряют иитсмпк 
ность окраски на фотоэлектро'колориметре при зелсн" 
светофильтре в кювете толщиной 1 см. Калибровочт' 
график строят, откладывая на оси. абсцисс содержаии 
взятого для определений трифенилтетразолия, а на "■ 
ординат — оптическую плотность растворов.

О б о р у д о в а н и е  и р еакт и вы : 1) Фотоэлектроколориметр. LH 
куум-эксикатор. 3) Вакуумный насос. 4) Холодильник. .3) Гг 
фарфоровые, б) Пробирки. 7) Колбы мерные емкостью 1ПП 
8 ) Воронки. 9) Фильтры. 10) Стаканы. II) Специально npin" 
ленный фосфатный буфер, pH 7,8 (2%-иый раствор КгНРО<, 
жащий 0 , 1 % желатина и 0 ,2 % Mg-Cb, доводят 2 %-ным раоп" 
К 2Н Р О 4 до pH 7.8). 12) 1%-иый раствор 2 ,3 ,5 -трифенилтстр.'1 
хлористого. 13) Субстратная смесь. В качестве доноров no,Tii| 
для дегидрогеназ используют 0,2 М растворы органических 
лот— яблочной, лимонной, янтарной, молочной и Др., KOI.. 
предварительно нейтрализуют щелочью (КОН или NaOH) пи 
нолфталеину, этиловый спирт, глюкозу или другие моносах.'р'. 
Перед определением смешивают равные объемы этих вето м 
1%-иого раствора ТТ.Х. 14) Раствор для контроля, которым ■ 
вят путем смешивания равных объемов 1 %-ного раствора II 
фосфатного буфера, pH 7,8. 15) Растворитель для форм, 
(к 95 мл 96%-ного этилового спирта прибавляют 5 мл 98%-П|.и 
сусной кислоты). 16) Раствор аскорбиновой кислоты для в о т  
ления ТТХ, pH 8 , 8  (готовят 5%-ный раствор аскорбиновой г.м . 
в 3%-ном растворе К2НРО4, содержащем 0,1% желатина м " 
MgCl2). 17) Растворы ТТХ в концентрации от 0,1 до 0,5%.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ УРЕАЗЫ

Уреаза, или карбамид-амидогидролаза (Н. <1> i 
1.5),— фермент, широко распространенный в растспм 
Он катализирует гидролитическое, расщепление 
вины на аммиак и углекислый газ по следующей с'.' ■

уреаза
C0(NH2)2+H20---- v2NH3-fC02

Принцип метода. Определение активности ypeani.i ■ 
новано 1на учете количества аммиака, образовавпц п 
в единицу времени под действием препарата фермгм 
выделенного из растений. Количество аммиака ом|м- 
ляют колориметрически с реактивом Несслера.

Ход определени.я. Для приготовления npc'ii.-ip. 
фермента 3—5 г свежемолотой соевой муки (или м
2 2 0



ipyi'iix бобовых) тщательно растирают в фарфоровой
■ lyiiKe в 'Смеси из 48 мл воды и 2 мл 0,1 н. MCI. Смесь 
шбалтывают 1 ч, а затем центрифугируют 30 мин при 
■| 7 тыс. об/мин. Полученный прозрачный раствор ис- 
’|||.'1ьзуют в качестве препарата уреазы.

В коническую колбу па 50 мл вносят 10 мл препара- 
' I уреазы и 5 мл 0,1 М раствора мочевины в VisM фос- 
|мтном буфере pH 7,0 и инкубируют 30 мин при 37°С. 
После этого уреазу инактивируют, для чего в колбу до- 
йнмляют 5 мл 2 и. HCI.

Затем определяют содержание аммиака с реактивом 
Пгсслера, который представляет собой щелочной раст- 
и1|) йодистой ртутно-калиевой соли K2 (HgJ4). Для это- 
'«> 5—10 мл вытяжки переносят в мерную колбу ем-
• "1ТЫО 50 мл, горлышко колбы обмывают водой, добав- 
'иют 2,5 мл 25%-ного раствора сегнетовой соли и осто- 

1'"Ж.но нейтрализуют 1 и. NaOH, используя в качестве 
'И1'щкатора лакмусовую бумагу. Добавление сегнетовой

' III необходимо .для предотвращения выпадения в оса- 
|"|( солей кальция и магния, находящихся в растворе. 
<1гом общий обтюм жидкости доводят водой примерно 
I" '10 мл и прибавляют 2 мл реактива Несслера. Обра- 
. | |ся йодистый меркураммоний желтого цвета.

N H 4C l - f  4 К О Н + 2 К 2 ( H g J 4) - >  
^7KJ+KCl+3H20-fNH2JHg20.

Колбу доводят водой до метки, несколько раз пере- 
игптпают и через 15 мин определяют оптическую плот- 
•|"ггь раствора на фотоэлектроколориметре в кюветах 
"чщнной 2 см при синем или зеленом светофильтре. 

Параллельно ведут контрольное определение содер-
♦ 1МИЯ аммиачного азота в ферментном препарате. Для 
"ОГО к 10 мл ферментного препарата сразу же добав- 
"иот 5 мл 2 н. НС1, а затем приливают 5 мл 0,1 М раст- 
и"|1.| мочевины в V15M фосфатном буфере pH 7,0. Ин- 
м’бацию и дальнейшую обработку контрольных проб 
■томодят так же, как в опытных.

Иычисление результатов. Количество аммиака, обра-
■ 'м,1пшсгося под действием уреазы, определяют по раз-

I'll между содержанием аммиака в опытной и конт- 
' 1ЫЮЙ колбах.

Содержание аммиака определяют по калибровочному 
1"|фику. Для построения калибровочного графика в 
■ |бу емкостью 50 мл берут по 1; 2; 4; 8; 10; 15 и 20 мл

2 2 1
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образцового раствора хлористого аммония, с о д е р ж а и ц м м  

0,01 мг NH3 в 1 мл, приливают воду и сегнетовую со. и 
окрашивают реактивом Несслера и 1Колориметриру|'и 
как указано выше. Калибровочный график строят, 
кладывая на оси абсцисс содержание аммиака, а на пт 
ординат — оптическую плотность.

Активность уреазы выражают в мкг образовавшег(н и 
аммиака (или в мкг гидролизованной мочевины) «а I ' 
навески за 1 мин.

О б о р у д о в а н и е  и р еа к т и вы : 1) фотоэлектроколориметр, npin • 
для пзбалтыпаиия, центрифуга, термостат, ступки фарфоровые, Ь" 
бы конические емкостью 50 мл, пипетки гра.туированные;

2) 0,1 н. и 2 н. HCI, 1 н. NaOH, 0,1 !Л раствор мочевины 
Vi5 М фосфатном буфере, 25%-Hbifi раствор сегнетовой соли, pi и 
тив Несслера, образцовый раствор хлористого аммония.

Р е а к т и в  Н е с с л е р а .  В 15 :мл дистиллироваш11и1 
воды растворяют 10 г йодистого «алия, добавляют l.'i 1 
HgJ2, тщательно перемешивают и туда же приливан" 
80 мл 50%-ного раствора КОН. Перемешивают и обжиП 
объем доводят водой (не содержащей углекислоты) i" 
500 мл. Остав.ляют в темноте на сутки, после чего фи.'н.1 
руют через стеклянную вату. Раствор должен быть нр ■ 
зрачным. Хранят раствор в темной склянке.

О б р а з ц о в ы й  р а с т в о р  х л о р и с т о г о  амм"  
п и я. 1,5735 г химически чистого NH4CI растворяют м I ' 
бидистиллированной воды. Берут 20 мл раствора и си
ва доводят бидистиллированной водой до 1 л; 1 мл ии 
го раствора содержит 0,01 мг NH3.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
АМИЛОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ

Ферментативный гидролиз а-1,4-глюкозидных cinm i 
в крахмале, гликогене и родственных им поли- и олж- 
сахаридах осуществляется группой ферментов, получии 
ших название амилаз.

В настоящее время известны три вида амилаз, р." 
личающихся по распространению в природе, по рчи 
свойств и главным образом по конечным продуктам Ф' г 
ментативного действия.

а - а м и л а з а  (Н. Ф. 3.2.1.1) гидролизует внутрстиц 
о-1,4-глюкозидные связи в субстратах, приводя в koih 'i 
пом итоге к образованию мальтозы, мальтотриозы, ш
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MiToporo количества глюкозы и различных пизкомолеку- 
1 ирных продуктов с разветвленной цепью.

р - а ми л а з а  (Н. Ф. 3.2.1.2) и г л ю к о а м и л а з а  
(II. Ф. 3.2.1.3) в отличие от а-амилазы гидролизуют на- 
щжиые нередуцирующие концы цепей полисахаридов, 
нпеледовательно отщепляя соответственно мальтозные и 

иокозные остатки. Действие р-амплаз и глюкоамилаз 
|рекращается, как правило, вблизи первой точки ветвле- 
Н1И полисахарида, образованного а-1,6-глюкозидной 
цизью. Поэтому, помимо мальтозы и глюкозы, под дей- 
пшем р- и глюкоамилаз образуются декстрины высо- 

Mii'i молекулярной массы.
Принцип метода основан на извлечении амилаз из 

, метений раствором хлористого натрия и определении 
‘aiopHMeTpHHecKHM путем негидролизованпого крах- 
''.'1ла.

Ход определения. Навеску муки 3 г (листьев или 
роростков — 5 г) растирают с песком в фарфоровой 
|\пке с 1%-ным раствором NaCi и переносят в стакан. 

' 1ютиошение между навеской растительного материала 
•I NaCl должно быть от 1 : 5 до 1 : 10. Стакан с раство- 
1"1М ставят в холодильник на 1 —1,5 ч при помешивании 
м,'104кой для выделения белков. После этого центрифу- 
■И|)уют при 4—5 тыс. об/мин 10 мин. Полученная про- 
■||.1чпая жидкость используется в качестве ферментного 
||мм1арата для определения активности амилаз.

О п р е д е л е н и е  с у м м а р н о й  а к т и в н о с т и  
' м II л а 3. В 2 сухие пробирки вносят по 3 мл 0,2 н. аце- 
I иного буфера pH 5,5 и по 3 мл 2%-ного раствора крах- 
и.1ла. Смесь нагревают до 40°С, приливают точно 0,2— 
I мл ферментного препарата и перемешивают. В конт- 
!«|.1Ы1ую пробирку наливают 0,2—1 мл воды. Пробирки 
мнят в термостат при 40°С на 30 мин. За это время под 
||'('|ствием амилаз крахмал гидролизуется. Закончив ин- 
• \бацию, в каждую пробирку вносят по 2 мл 1 и. раст- 
■чфа НС1 для прекращения действия фермента. Затем 
■и каждой пробирки берут по 0,5 мл смеси и вносят в 
чгрцые колбочки на 50 мл, в которые предварительно 
Филито 30—40 мл воды, 1 мл 0,1 н. НС1 и 5 капель 
I t'’/o-пого раствора йода в 3%-ном растворе йодистого 
- 1.1 ИЯ. Колбы доводят до метки водой, тщательно пере- 
■•l■lllивaют и затем колориметрируют на спектрофотомет- 
. г при 595 нм (па фотоэлектроколориметре при красном 
iic'1'офильтре).
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Вычисление результатов проводят по слелую1Ц| 
формуле.

4 _ Ео ^

где А — активность амилазы в 1 мг гидролизовап|1и| ■■ 
крахмала за 1 ч одним- миллилитром (lic|. 
ментпого раствора (так как время и н к у б а т ' 1. 
составляло 30 мин, полученный резулы.м 
умножают на 2, а количество взятого л ш 
анализа ферментного раствора приводя! и 
1 мл; необходимо учесть все разбавления), 

Е к  — оптическая плотность контрольного раствор.. 
Е о  — оптическая плотность опытного раствора;
Сколичество  внесенного крахмала в мг (3 м' 

2%-ного раствора крахмала =  60 мг).
Для вычисления удельной активности опредслт"! 

содержание белка в фср.ментном растворе (в мг) и и., 
лученную активность А  выражают в мг гидролизов.ш 
ного крахмала на 1 мг белка за 1 ч (или за I ми 
нуту).

О п р е д е л е н и е  а к т и в н о с т и  а - а м и л ;м и 
В оставшуюся часть фильтрата (5—8 мл) добавляю! и* 
кончике шпателя су.хого уксуснокислого кальция i! i ! i 
вят на водяную баню при 70°С, выдерживают 15 ми" 
затем быстро охлаждают, р-амилаза .при таких ус.!п1и< 
ях инактивируется практически полностью. Далее 
раствор используют для определения а-амилазной .и. 
тивности по методике, описанной выше.

Вычисление результатов активности а-а.милазы i!|im 
водят так же, как и суммарной активности амилаз

Активность р-амилазы определяют по разности mi •
ду суммарной активностью амилаз и ...................
а-амилазы.

О б о р у д о в а н и е  и реа к т и вы : I) спектрофотометр или фот.........
роколориметр, термостат, водяная ба!!я, холодильник, цеитрпф!
стаканы, колбы мерные емкостью 50 мл, градунроБап!1ые .........
пробирки;

2) 1%-иый раствор NaCl, 0,2 и, ацетатный буфер рИ .5,:. |. .. 
приложение, табл. 7), 2%-пый растворимый крахмал, I и lli '
0,1 II. HCI, 0,3%-иый раствор йода в 3%-ном растворе йо;п.....
калия, уксуснокислый кальций (сухой).
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОФЕРМЕНТНОГО СОСТАВА 
АМИЛОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ МЕТОДОМ 

ЭЛЕКТРОФОРЕЗА В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ

Изоферменты — группы ферментов из одного и того 
/М' источника, обладающих одним типом субстратной
I пецифичности, катализирующих одну и ту же химиче- 
(кую реакцию, но различающихся по ряду физико-хими
ческих свойств.

Изоферментный состав одного и того же фермента
II 1Моияется в зависимости от вида растений, отдельных 
чргапов одного и того же растения, от условий выращи- 
М.1ИИЯ, а также в процессе прорастания и созревания 
> емян.

Наиболее важными характерными свойства.ми, по- 
ишляющими различать изоферменты современными ме- 
шдами, являются су.ммарный электрический заряд и мо- 
1екулярная масса. В настоящее время наибольщее рас- 

|||1остранение для изучения изоферментного состава 
I'lie гений получил .метод электрофореза в полиакриламид
н о м  геле. Обнаруживаемую при этом картину располо- 
lo'iiini ЗОИ изофермептов па электрофореграмме назы- 
и.иот изоферментным спектром.

1’абота с изоферментами требует особенно тщатель
ного соблюдения всех условий проведения электрофоре- 
noiecKoro анализа. Во время электрофореза гели в за- 
иисимости от напряженности поля в той или иной сте
н т  и прогреваются, поэтому электрофорез термолабиль
ных ферментов проводят при низкой температуре и не- 
Г|о,'|ыпой силе тока (например, при 4°С и 1—3 мА на
• мну электрофоретическую трубку). Для анализа пе
ни п.зу ют либо неочищенные тканевые экстракты, либо 
'■'|11щенные препараты белков.

Принцип метода. Экстракт из растительных тканей 
ннчнергают электрофорезу в полиакриламидном геле. 
Присутствие изоферментов амилаз в отдельных зонах на 
1 н-ктрофореграммах определяют по исчезновению в
• |||\ зонах крах.мала, предварительно введенного в со-
• |;||| геля и проявленного после окончания электрофоре- 
о| iiacTBopoM йода.

Ход определения. Рабочий раствор для приготовле- 
"нн разделяющего геля составляют так же, как и для 
< н'кгрофоретического разделения водорастворимых бел
кой, но вместо воды в нижний мелкопористый гель вво- •
• « П ичпков Б. П. 225



дят одну часть 1%-ного раствора крахмала. Крахмал 
не препятствует электрофоретическому разделению бел 
ков. В верхний гель крахмал не вводят.

Приготовление гелей, подготовка и нанесение образ 
ца фермента и электрофорез проводят так же, как и при 
электрофоретическом разделении водорастворимых бел 
ков (см. стр. 69).

Для инкубации и окрашивания гелей используют ди.з 
раствора: 1) 0,2 н. ацетатный буфер pH 5,5; 2) 0,3%-ныГ! 
раствор йода в 3%-ном водном растворе KJ (перед упот 
реблением разбавить в 6 раз).

По окончании электрофореза гели осторожно выпи 
мают из трубочек с помощью шприца и |ПОмещают в про 
бирки с 1%-ным раствором крахмала в ацетатном буфг 
ре pH 5,5. Крах.мал вводят в буфер для выявления амн 
лаз в верхних зонах геля, где во время электрофором 
часть крахмала может разрушиться.

Гели инкубируют в пробирках при температуре 37'( 
в течение 20—40 мин. Затем буферный раствор сливаю!, 
гель промывают водой и заливают раствором йода и 
йодистом калии. Крахмал окрашивается в течение 5 
10 мин. После проявления неокрашенных зон амил.1 ' 
раствор йода в йодистом калии сливают, а гель промы 
вают и заливают водой. По количеству и размещении' 
!неокрашенных полос на геле судят об изоферментии'! 
составе амилаз данного образца. Вычисляют показато.'и 
относительной электрофоретической подвижности (Ос)11)

АД 206 
1 2

АД196 
1 2

АД 206 
1 2

АД 106 
1 2

4- П

Рис. 40. Изофермеытные спектры амилаз сухого 
зерна (/) и 3-суточных проростков (//) пшенично
ржаных амфидиплоидов (Triticale) сортов АД 206 

и АД 196:
/  — сум м арны е ам илазы ; 2 — а -а м и л а за .
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II проводят фотографирование или вычерчивают схему 
•лектрофореграммы. На рисунке 40 (представлена схема 
1лектрофоретического разделения изоферментов амилаз 
юрна и проростков пшенично-ржаных амфидиплоидов.

О б о р у д о в а н и е  и  р еа к т и вы . Кроме оборудования и реактивов, 
необходимых для электрофоретического разделения водораствори
мых белков (см. стр. 79), необходимы следующие реактивы (1%-нын 
йодный раствор крахмала, 1%-ный раствор крахмала в ацетатном 
буфере pH 5,5, 0,3%-ный раствор йода в 3%-ном водном раство
ре KJ (перед употреблением разбавить в 6 раз), 0,2 н, ацетатный 
буфер pH 5,5.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ЛИПАЗЫ

Липаза (Н. Ф. 3.1.1.3) катализирует расщепление 
жиров (триглицеридов жирных кислот) на глицерин и 
жирные кислоты. Реакция идет по следующей схеме:

CH2OCOR1 СНоОН RiCOOH

СН OCOR2 -f  ЗН2О ---- СН ОН -I- R2COOH

CH2 0 COR3
триглицерид

СН2 0 Н R3COOH
глицерин

По существующей классификации ферментов липаза 
принадлежит к гидролизам, действующим на сложно- 
эфирные связи.

В растениях липазы широко распространены. Осо
бенно их MiHoro в семенах масличных культур. У каж
дого вида растений есть свои собственные липазы, зна
чительно различающиеся по свойствам, однако в отли
чие от многих других ферментов специфичность липаз 
очень низка и любая липаза может расщеплять различ
ные жиры.

В растениях присутствуют липазы, проявляющие 
гною активность при различных значениях pH, поэтому 
иногда различают кислую, нейтральную и щелочную ли- 
II.пы, которые проявляют свою максимальную актив
ность соответственно в кислой, нейтральной или щелоч

н о й  среде. В семенах масличных культур содержатся 
н основном кислые и щелочные липазы.

Принцип метола основан на определении количества 
■нирных кислот, образующихся при действии липаз на
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растительный жир. В качестве источника липаз исполь 
зуют семена масличных культур. Титрование образован 
шихся кислот щелочью происходит по схеме.

RCOOH+NaOH-vRCOONa+HgO

Активность липаз определяют в слабокислой или Щ(' 
лочной среде.

Ход определения. Семена масличных культур разма 
лывают или растирают в ступке (без леска). В небол1. 
шие ступки отвешивают две навески по 2,5±0,1 г размо 
лотых семян и тщательно растирают их с 1 мл чистош 
подсолнечного масла, которое добавляют в каждук' 
ступку. Для определения активности кислых липаз н 
ступку приливают 5 мл ацетатного буфера pH 4,7, ад .1и 
определения щелочных — 5 мл боратного буфера pH 8,.'i 
и некоторое время растирают содержимое ступок.

После окончания растирания кашицу из ступок перс 
носят в две конические колбы с притертыми пробками 
емкостью 100 мл. Остатки со ступки смывают в колбы 
5 мл воды, добавляют по 5 капель толуола, закрываю! 
пробками и тщательно перемещивают на автоматичс 
ОКОЙ мещалке. После этого колбы ставят в термостт 
при 30°С на 20—24 ч.

Для точного анализа активности липаз необходимо 
провести контрольные определения. Для контрольных 
проб берут по две навески растертых семян масличных 
культур и поступают с ними таким же образом, кан 
указано выще, но перед тем как ставить в термост.и, 
содержимое колб кипятят в течение 5—10 мин для h i i .ik 
тивации ферментов.

После инкубации в термостате во все колбы прн.1м 
вают по 50 мл смеси этилового спирта с эфиром (4:1) 
и взбалтывают. После отстаивания титруют 0,1 н. сннр 
товым раствором NaOH в присутствии нескольких к и 
пель тимолфталеина.

Вычисление результатов. Активность кислых и тс 
лочных липаз выражают в миллилитрах 0,1 н. NaOII, 
пощедщей на нейтрализацию жирных кислот, образонам 
шихся в результате действия липаз на 10 г семян. 1’ас 
четы проводят по следующей формуле:

А̂ =
(я-Г-б-Г)-Ю
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i.'ic X  — активность липазы;
а — количество 0,1 н. NaOH, израсходованное для 

титрования опытного образца, мл;
Т  —поправка к титру 0,1 н. NaOH; 
б — количество 0,1 н. NaOH, израсходованное для 

титрования контрольного (предварительно про
кипяченного) образца, мл; 

н — навеска семян, г.
О б о р у д о в а н и е  и  р еа к т и вы : 1) автоматическая мешалка, термо- 

И1 Г, ступки фарфоровые, конические колбы с притертыми пробка
ми емкостью 100 мл, пипетки;

2) ацетатный буфер pH 4,7 (смешивают по 1 объему 1 и. ук- 
■ w iinft кислоты и 1 и. уксуснокислого натрия и добавляют 2 объе- 
•U моды), 0,2 М боратный буфер pH 8,5, 0,1 и. NaOH, этиловый 
■нирт, эфир, подсолнечное масло, толуол, 1%-ный спиртовой раст- 
■"рр тимолфталеина.

Ч и с т о е  п о д с о л н е ч н о е  масло .  300 г подсол- 
■||•||Iloro масла взбалтывают в делительной воронке с 
-'%-ным водным раствором щелочи и дают отстояться. 
Щелочной раствор сливают. Масло промывают в ворон- 
м' несколько раз дистиллированной водой (до отрица- 
и'льной реакции с фенолфталеином). Затем отстаивают 
и сушат, пропуская через колонку с хлористым каль
цием.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ

Пептидазы (Н. Ф.3.4), или пептид-гидролазы, или 
р||и)теолитические ферменты,— группа ферментов, ката- 
иинрующих расщепление пептидных связей в белках 
или пептидах.

Расщепление этих связей идет с участием воды по 
I л(‘дующей схеме:

RCO—NHRi+HOH=e^=RCOOH+RiNH2,

|ле R и Ri— остатки аминокислот или пептидов.
Субстратами пептидаз являются белки и пептиды, 

црцорые расщепляются на пептиды меньщей молекуляр- 
iMifi массы или до свободных аминокислот.

Несмотря па то, что отдельные протеолитические фер- 
ЧГ11ТЫ получены в кристаллическом виде и хорошо изу- 
■юны, в целом эта группа ферментов исследована еще
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ч

недостаточно. Поэтому при обычных биохимических ис
следованиях наиболее просто определять лишь суммар* 
ную активность протеолитических ферментов.

Отдельные группы протеолитических ферментов прп- 
Я'вляют максимальную активность при различной кисло!- 
ности среды, поэтому их активность следует определять 
при различных значениях pH. Ниже приведен один m 
распространенных способов определения суммарной ак
тивности протеолитических ферментов, в основу которп- 
го положен метод Ансена.

Принцип метода. Ферментным препаратом, выдс 
ленным из растительного материала, действуют на рас о: 
вор стандартного белка (казеина или гемоглобина), а.-р 
тем неразложившийся белок осаждают, а в фильтрате 
определяют количество разложившегося белка по кож»- 
риметрической реакции Фолина или на спектрофотомет
ре. Принимается, что количество разложившегося белке 
пропорционально содержанию в растворе тирозина. Пи»: 
лученные значения оптической плотности переводят i 
стандартной кривой в микромоли тирозина и рассчитЧ' 
вают протеолитическую активность ферментного преиа 
рата на 1 мг белка или на 1 г навески за 1 ч.

Ход определения. Навеску взвешивают на аналпти. 
ческих весах: при анализе свежего растительного матв1 
риала 5 г, а семян— 1 г. Свежий растительный матери 
ал растирают в ступке с жидким азотом, а сухой г 
песком и переносят в коническую колбу. Ступку смыпв- 
ют водой. Общий объем воды, добавляемой к навеск», 
должен составить 50 мл. После этого суспензию настаи
вают в течение часа в холодильнике при периодическом 
помешивании.

После настаивания суспензию фильтруют в сухой 
стакан или колбу через складчатый фильтр или осалоЦ 
отделяют центрифугированием. В качестве ферментнот 
препарата используют фильтрат или надсадочнущ 
жидкость.

П р и г о т о в л е н и е  с у б с т р а т о в .  В качепш* 
субстратов используют 2%-ные растворы казеина и i" 
моглобина при различных значениях pH.

2 % - н ы й  р а с т в о р  к а з е и н а  pH 8,0. 2 г казеина залпвя 
ют 100 мл Vs ^  фосфатного буфера pH 8,0 и Harpen.iKir 
на водяной бане до полного растворения. Проверяют р1! 
раствора и доводят его точно до 8,0. Раствор казоищ 
можно хранить в холодильнике не более трех суток.
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'2 % -н ы й  р а с т в о р  г е м о г л о б и н а  pH 3,0 готовят путем 
рпстирания в ступке 2,0 г гемоглобина с небольшим ко- 
шчеством воды. Содержимое ступки переносят в мер
имо колбу на 100 мл, подкисляют 0,3 н. НС1 до pH 3,0 
и доводят водой до метки. Полученный раствор неус- 
тйчив, его следует готовить ежедневно.

/(ля приготовления растворов гемоглобина с pH 6,0 
и Н,0 растворяют в 100 мл Vis М фосфатного буфера с 
' погветствующим значением pH 2,2 г гемоглобина, за
йм в раствор добавляют 36 г мочевины и оставляют 
и|М1 комнатной температуре. После этого растворы до- 
иодят до нужного значения pH 1 и. NaOH или 1 н. НС1.

При анализе активности протеолитических фермен- 
мж в пробирку наливают 2 мл субстрата (казеина или 
ммоглобина с определенным значением pH), помещают 
■ и в водяную баню при 30°С и через 1—2 мин добавля- 
"п 2 мл ферментного препарата. Содержимое пробирки 
iii'peMeuinBaiOT и выдерживают на водяной бане или в 
и'рмостате ровно 30 мин при 30°С. За это время под 
н йствием протеолитических ферментов частично гидро- 
имуется внесенный в пробирку казеин или гемоглобин. 
После этого для прекращения действия ферментов в 
пробирку добавляют 4 мл 5%-ной трихлоруксусной кис- 
югы, встряхивают и оставляют пробирку на водяной ба- 
И1' еще на 30 мин. После этого содержимое пробирки 
Фтьтруют через плотный фильтр (фильтрат должен 
1Ч.1Г1, соверщенно прозрачным) и устанавливают оптиче- 
млю плотность на спектрофотометре при 280 нм. Если 
"иределения проводят на фотоэлектроколориметре,
II I мл фильтрата добавляют 5 мл 0,5 М НагСОз, пере- 
чгпшвают, быстро приливают 1 мл реактива Фолина 
(iM. стр. 65) и еще раз перемешивают. Через 20 мин 
Hiic.'ic стабилизации сине-фиолетовой окраски определя- 
"|| оптическую плотность на фотоэлектроколориметре с 
iipacHbiM светофильтром (670 нм) при толщине кюветы
III мм.

Одновременно проводят контрольное определение. 
'1дн этого в пробирку вносят 2 мл соответствующего 
||.итвора казеина или гемоглобина, пробирку помещают 
ни водяную баню при 30°С. Через 1—2 мин добавляют 
i  мл ферментного препарата и 4 мл 5%-ной трихлорук- 
| \ 1 |1ой кислоты. З.атем выдерживают на водяной бане 
II дальнейшие операции проводят, как и в опытном ва
рианте.
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Вычисление результатов. При спектрофотометрпчс 
ских определенных вычисляют разность £о—-Ск, где£о 
оптическая плотность опытного образца, Е к  — оптпчг 
ская плотность контрольного образца. Протеолитичг 
скую активность препарата выражают в единицах про 
теолитической активности на 1 мг белка, содержап1сго 
ся в ферментном препарате (для этого необходимо он 
ределить содержание белка в нем) или на 1 г навески 
растительного материала за 1 ч.

П р и м е р  р а с ч е т а .  Допустим, что оптический 
плотность опытного образца составляет 0,400, а кот 
рольного — 0,250, г. е. разность составляет 0,150. Il;i 
веска материала 1 г. Разбавление 50 мл. Для анали.1.1 
взято 2 мл ферментного препарата, что соответствуй i 
навеске 0,04 г. Для пересчета протеолитической актив 
ности на 1 г необходимо 0,150 разделить на 0,04, чш 
дает 3,75 за 30 мин, а для перевода на 1 ч результш 
умножают на 2. Таким образом, условная протеолити 
ческая активность исходного материала составлж i 
7,50 единиц.

Общая формула для расчета;

П А  =  ,
н

где П А  — протеолитическая активность (в услови1.1' 
единицах);

2 — коэффициент для пересчета на 1 ч; 
н  — навеска материала, соответствующая коли'в 

ству ферментного препарата, взятого для ом 
ределения (или содержанию белка в пргив 
рате), г.

При фотоэлектроколориметрическом определении ■ > 
единицу протеолитической активности принимают коли 
чество фермента, которое за 1 ч при 30°С катализп|)у1 i 
гидролиз такого количества казеина или гемоглобимм 
которое содержит 1 мкмоль тирозина (181,2 мг).

Содержание тирозина определяют по калибровочпив 
кривой. Для построения калибровочной кривой 181,2 vi 
чистого тирозина растворяют в 1 л 0,2 н. НС1. Pa.ini 
дения готовят в 5—10 раз. Реакцию с реактивом Фолим i 
проводят, как описано выще (в качестве контроля 
рут 1 мл воды). На основании определений о п т п ч с ч 'В м в  

плотности растворов тирозина различной концентриним 
строят калибровочную кривую.
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Общая формула для расчета следуюпщя; 

П А =
ТЭ-н

где П А — протеолитическая активность (в условных еди
ницах) ;

Е о  — оптическая плотность опытного раствора;
Е к  — оптическая плотность контроля;
Т Э  — тирозиновый эквивалент (оптическая плот

ность раствора, содержащего 1 микромоль 
тирозина в 1 мл);

2 — коэффициент для пересчета с 30 мин на 1 ч; 
н — навеска материала, соответствующая коли

честву ферментного препарата, взятого для 
определения (или содержанию белка в пре
парате); при расчете навески необходимо 
учесть все разбавления.

Тирозиновый эквивалент, соответствующий 1 мкмолю 
'мрозииа в 1 мл, ориентировочно составляет 1,5—■ 
I./ Е .

О б о р у д о в а н и е  и  р еа к т и вы : 1) спектрофотометр, фотоэлектро- 
‘"юрнметр, центрифуга, холодильник, водяная баня, колбы мер- 
чг емкостью 50 мл, 100 мл и 1 л, конические колбы емкостью 

BKI мл, воронки, градуированные пипетки, пробирки;
2) казеин, гемоглобин, жидкий азот, реактив Фолина (приго-

... . см. стр. 65), 1 н. NaOH, 1 н. и 0,3 н. НС1, 5%-ная три-
• труксусная кислота, 0,5 М ЫагСОз, Vs М фосфатный буфер pH 8 ,0  
|Ч,077 г/л КН2РО4 и 23,283 г/л НагНР0 4 -I2 H2O); для приготовле-
... . буфера смешивают 5,5 мл первого раствора и 94,5 мл второго
|1 стпора.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФОСФАТАЗ

Щелочная (Н.Ф.3.1.3.1) и кислая (Н.Ф.3.1.3.2) фос- 
|||тазы, пли фосфомоноэстеразы, участвуют в гидроли- 
»' ортофосфорнокислых эфиров различных спиртов и 
||г1юлов. в  отличие от некоторых других фосфатаз 

нуклеотидазы, фосфоамидазы, аденозинтрифосфатазы 
' д|).), гидролизующих строго определенные субстраты, 
мглая и щелочная фосфатазы обладают щирокой специ-

|'ИЧ110СТЬЮ.
Оптимум действия щелочной фосфатазы проявляет- 

■I при значениях pH от 8,9 до 9,6, а кислой от 4,5 до 5,3.
Принцип метода. Определение активности щелочной 

' |(мслой фосфатаз основано на количественном учете
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неорганического фосфора, образующегося при расщеп 
Ленин органических фосфорных соединений в строго он 
ределенных условиях под действием этих ферментов.

Ход определения. При определении активности кис 
лой фосфатазы используют боратный или гликоколевып 
буферный раствор pH 5,3, а щелочной фосфатазы — бо 
ратный буфер pH 9,0. Берут 3—5 г растительной ткани 
(листья, стебли, корни, семена или другие изучаемыг 
части растений), растирают в фарфоровой ступке с н с  

большим количеством стеклянного песка и 5—10 мл бо 
ратного или гликоколевого буфера. После этого суепен 
зию из ступки переносят в мерную колбу на 25 m . i 

Ступку смывают несколько раз небольшими порпиями 
того же буфера, общий объем в колбе доводят до 25 m . i 

и содержимое колбы тщательно перемешивают. Для н о  

лучения прозрачного раствора суспензию переносят и > 
колбы в центрифужные пробирки и центрифугируки 
5—10 минут при 3000 об/мин. Надосадочная жидкое:г 
служит в качестве исходного ферментного npenapai.i 
для определения активности фосфатаз.

В мерную пробирку наливают 2 мл буфера с cooi 
ветствующим значением pH, 0,2 мл 0,001 М раствор.> 
MgCb и 1 мл субстрата — глицерофосфата натрия ■ 
концентрацией 5 мг в 1 мл.

Затем в пробирку вносят точно 2,5 мл ферментно!" 
препарата. Содержимое пробирки перемешивают, ник м 
сивно встряхивая, и инкубируют в термостате в течени' 
2 ч при температуре 35°С. После инкубации для hih 
кращения ферментативной реакции и осаждения бс i 
ков в смесь (пробирку) добавляют 3 мл 10%-ной ipn 
хлоруксусной кислоты. Общий объем смеси доводят и' 
СТИЛЛИрОВаННОЙ водой до 10 мл и фильтруют ЧО|И1 
складчатый фильтр или центрифугируют 10 мин iipii 
5000 об/мин.

В осветленном растворе колориметрическим методом 
по Фиске и Суббароу определяют содержание фосфор ! 
(см. стр. 200). В зависимости от ожидаемого количестмл 
фосфора берут 3—5 мл прозрачного раствора.

Параллельно проводят «холостое» определение н с о р  

ганического фосфора. Для этого в реакционную cmi 11 
сразу же после добавления препарата фермента при 
ливают трихлоруксусную кислоту, чтобы предотвратми 
фермеЕ1тативное расщепление фосфора.

Таким образом, в одном растительном образце им
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|)(‘деляют неорганический фосфор дважды (каждый раз 
и 2—3-кратиой повторности): первый раз — сразу после 
прекращения ферментативного расщепления органиче- 
(кнх фосфатов («холостое» определение), второй — пос- 
1с двухчасового действия фермента.

Количественная разница между вторым и первым оп
ределениями служит мерой активности фермента. Актив
ность фермента выражают в мг неорганического фосфо- 
Г'! (Р2О5) на 1 г растительной ткани.

П р и м е р  р а с ч е т а .  Допустим, что для пригогов- 
П'иия препарата фермента брали 5 г растительной тка
ни и после растирания в ступке доводили общий объем 
К) 25 мл. Для инкубации брали 2,5 мл ферментного 
препарата, а для колориметрического определения Р2О5— 
I мл прозрачного раствора. Установили, что в этих 5 мл 
||.|;шость между вторым и первым определениями иеор- 
I.шнческого фосфата составляет 0,96 мг Р2О5. Следова- 
и'льно, в обще.м объеме инкубационной смеси (10 мл), 
нп) соответствует 2.5 мл ферментного препарата, содер- 
ьится 0,96X2=1,92 мг Р2О5, а в 5 мл ферментного 
препарата (которое соответствует 1 г сырой ткани) со- 
и'ржится А" мг Р2О5.

X —  - -  -  =3,84 мг.
2,5

Активность щелочЕюй фосфатазы равна 3,84 мг Р2О5
1.1 1 г сырой ткани за 2 ч или 1,92 мг за 1 ч.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) центрифуга, термостат, фото- 
и-ктроколориметр, фарфоровая ступка, мерные пробирки, ни- 

■I 1 кн;
2) боратный буфер pH 9,0 и pH 5,3, 0,1 н, гликоколевый буфер 

1| 9,0 0,001 М раствор MgCl2, субстрат — раствор глицерофосфата 
-нрня в концентрации 5 мг в 1 мл, трихлсруксусная кислота 

91% пая, образцовЕлй раствор и реактивы для определения фосфо- 
(CII по методу Фиске н Суббароу.

Б о р а т н ы й  б у фе р  pH 9,0. Берут 85,6 мл 0,05М 
■петвора тетрабората натрия (12,367 г П3ВО3+ЮО мл 
ii TBopa NaOH в 1 л) и доводят до 100 мл 0,1 н. НС1.

Б о р а т н ы й  б у фе р  pH 5,3. Берут 0,05М раствор 
' грабората натрия и доводят 0,1 и. раствором НС1 до 

,31 5,3.
1’л и к о к о л е в ы й б у фе р  0,1 н. pH 9,0. 12,4 мл

1.1 II. NaOH доводят до 100 мл 0,1 н. раствором глико-
■ (7,507 г гликоколя- f 5,85 г NaCl в 1 л).



Р А З Д Е Л  VII

ВИТАМИНЫ

Витамины — низкомолекулярные, биологически аь 
тивные органические соединения разнообразной хими 
ческой природы, необходимые для нормальной жипк' 
деятельности организмов.

Витамины тесно связаны с ферментами, и многие и i 
них входят в состав активных групп двухкомпонентимх 
ферментов.

Растения обладают способностью синтезировать но 
необходимые им витамины, человек получает их с про 
дуктами питания, а животные — с кормами. Поэтом\ 
определение витаминов в растениях необходимо прож1ь 
всего для оценки пищевой и кормовой ценности pan и 
тельных продуктов.

По сравнению с углеводами, белками или жи])ами 
витаминов в растениях значительно меньше, поэтом\ 
для точного их количественного определения необходим,! 
особая аккуратность в работе и строгое соблюдет!' 
методики анализов.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
(ВИТАМИНА С)

Аскорбиновая кислота — антицинготный витамш! 
Количество аскорбиновой кислоты в растениях завиеш 
от почвенно-климатических условий выращивания. O i'in 'i 
но овощи, плоды и ягоды, выращенные на севере, co/n р 
жат значительно больше аскорбиновой кислоты, чем ми 
ращенные в южных районах.

Аскорбиновая кислота в организме принимает амии 
ное участие в окислительно-восстановительных npoiM' 
сах.

Связано это с тем,' что она существует в двух i|mp 
мах — собственно аскорбиновой кислоты и легко <М'р!!
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зующсйся из нее дегндроаскорбиновой кислоты. Взаим
ные превраидения этих двух форм показаны ниже:
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Аскорбиновая кислота хорошо растворяется в воде. 
15 растворах она легко разрушается, особенно при на
гревании в присутствии воздуха. Каталитические следы 
железа и меди усиливают интенсивность разрушения ас
корбиновой кислоты.

Принцип метода. Метод определения аскорбиновой 
кислоты основан на ее редуцирующих свойствах, в част
ности, способности восстанавливать йодат калия до сво
бодного йода, количество которого определяют по реак
ции с крахмалом.

Ход определения. Растительный материал размель
чают на пластмассовой терке и берут для анализа 2— 
К) г. Навеску тщательно растирают в фарфоровой ступ
ке, экстрагируют аскорбиновую кислоту водой и коли
чественно переносят в мерную колбу на 100 мл. Ступку 
несколько раз смывают водой. Затем раствор фильтруют 
через сухой фильтр в сухой стаканчик или колбу.

Отбирают в конические колбочки емкостью 100 мл 
К) мл фильтрата, приливают 1 мл 2%-ной НС1, 0,5 мл 
17о-ного раствора йодистого калия и 2 мл 0,5%-ного 
раствора крахмала. Смесь разбавляют водой примерно 
до 20 мл, перемещивают и титруют из микробюретки 
1),()1 н. раствором йодата калия до устойчивого синего 
окращивания. Все операции по определению аскорбино- 
мой кислоты следует проводить быстро (в течение 
К) мин). Параллельно ведут контрольное титрованиесме- 
еи применявшихся реактивов (вместо 10 мг фильтрата 
берут 10 мл воды).

Вычисление результатов проводят по разности коли
чества 0,01 н. йодата калия, пошедшего на титрование 
1И1ЫТНОГО образца и контроля. 1 мл точно 0,01 п. йода-
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та калия соответствует 0,8806 мг аскорбиновой кислоты. 
При расчетах учитывают поправку к титру йодата ка
лия, навеску материала и разбавление. Если содержа
ние аскорбиновой кислоты низкое, вместо 0,01 н. ис
пользуют 0,001 н. йодат калия.

О б о р у д о в а н и е  и  р еа к т и вы : 1) пластмассовая терка, ступка фар
форовая, микробюретка, колбы мерные емкостью 1 0 0  мл, колбы 
конические емкостью 1 0 0  мл, пипетки градуированные;

2) 2%-ная НС1, 1%-ный йодистый калий, 0,5%-ный раствори
мый крахмал, KJO3 0 , 0 1  н. или 0 , 0 0 1  н. раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РУТИНА (ВИТАМИНА Р]

Витамин Р укрепляет стенки кровеносных сосудов п 
наряду с витамином С предохраняет от заболевания 
цингой.

К веществам, обладающим Р-витаминной ак
тивностью, относятся прежде всего рутин и геспериднп. 
Такой же активностью обладают катехины итаннин чай
ного листа. В растениях эти соединения принимают уча 
стие в окисли гельно-восстановительных процессах.

Рутин — гликозид, состоящий из рамнозы, р-глюко- 
зы и флавонона кверцетина.

В значительном количестве он содержится в листья.х 
и других органах растений.

Ниже описан метод определения рутина в растепп 
ях — одного из соединений, обладающих высокой Р-ви 
таминной активностью.

Принцип метода основан на способности рутина да 
вать окрашенные растворы с цитратно-борной смесью. 
Интенсивность окраски в определенных пределах про 
порциональна концентрации рутина. Оптическую пло1 
ность исследуемых окрашенных растворов, содержащп.ч 
рутин, сравнивают с оптической плотностью стандарпю 
го раствора рутина.

Ход анализа. Навеску растительного материала (Г> г 
листьев или 10 мг тонкоразмолотых семян гречихи) par 
тирают в фарфоровой ступке и многократно экстраш 
руют горячим раствором метилового спирта до получс 
ния бесцветного экстракта. Экстракты сливают вместе, 
спирт отгоняют в специальном приборе под вакуумом 
(см. рис. 21) пли выпаривают на водяной бане, подо 
гретой до 35°С в токе воздуха. Остаток обрабатываю! 
несколько раз малыми порциями этилового эфира д.1м
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удаления окрашенных пигментов. Эфирные извлечения 
сливают через фильтр на маленькой воронке Бюхнера и 
отбрасывают. Рутин, содержащийся в осадке, растворяют 
и метиловом или абсолютном спирте при легком нагре
вании на водяной бане и фильтруют через тот же фильтр 
через воронку Бюхнера в чистый приемник. Общее ко
личество фильтрата доводят сухим ацетоном до объема, 
при котором концентрация рутина будет соответствовать 
примерно 0,1 мг в 1 мл.

2 мл раствора рутина переносят в пробирку емко
стью 10 мл с притертой пробкой, добавляют 8 мл цит
ратно-борной смеси и оставляют на 10 мин в темном 
месте. Оптическую плотность определяют на спектрофо
тометре или фотоэлектроколориметре при длине волны 
420 нм в кюветах толщиной 1 см. Количество рутина оп
ределяют путем сравнения оптической плотности ис
следуемого раствора с оптической плотностью стандарт
ного образца, содержащего 0,1 мг рутина в 1 мл. Для 
этого к 2 мл стандартного раствора приливают 8 мл цит
ратно-борной смеси и далее'проводят определение, как 
описано выше.

Содержание рутина в образце вычисляют по следую
щей формуле:

Х =
R i - c - v - \ W

Д2-Н-2

где X  — содержание рутина, мг на 100 г вещества;
Д \  — оптическая плотность образца;
Д г— оптическая плотность стандарта;

с — содержание рутина в стандартном растворе;
V — разведение;
н — навеска растительного материала, г.

О б о р у д о в а н и е  и  реакт и вы : 1) фотоэлектроколориметр пли
спектрофотометр, ступки фарфоровые, колбы конические емкостью 
100 мл, прибор для отгонки спирта в вакууме, баня водяная, кол- 
Гр|,1 Бунзена, воронки Бюхнера, пробирки мерные градуированные на 
10 мл и 20 мл, пипетки градуированные, чашки фарфоровые;

2) метиловый спирт, этиловый спирт, сухой ацетон, цитратно- 
борная смесь, ста.чдартный раствор рутина.

С т а н д а р т н ы й  р а с т в о р  рут ина .  0,0250 г ру- 
гнна растворяют в 10 мл горячего метилового спирта и 
доводят до 250 мл сухим ацетоном. Хранят в темной 
склянке с притертой пробкой при 5°С. Реактив годен 
О месяцев.
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Ц II т р а т II о - б о р н а я см есь . Р е а к т и в  А :  10 г ли
монной кислоты, предварительно высушенной в течение 
2 ч при 60°С, растворяют в 100 мл сухого ацетона. Р е а к 
т и в  Б :  0,8 г борной кислоты растворяют в 100 мл сухого 
ацетона. Перед употреблением реактивы А  и Б  смеши
вают в соотношении 1 : 1  и фильтруют.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРОТИНА (ПРОВИТАМИНА А]

Каротин относится к группе каротиноидов — желтых 
и оранжево-красных пигментов, построенных из восьми 
остатков изопрена и имеющих общую формулу С40Н5С.

Известно по крайней мере 5 изомеров каротина, ко
торые обозначают буквами греческого алфавита. Все 
они биологически активны, так как при их расщепле
нии с участием воды в организме человека и животных 
образуется витамин А. Наибольшей биологической ак
тивностью обладает р-каротин. При расщеплении моле 
кулы р-каротнна с присоединением воды образуются 
две молекулы витамина А (С20Н29ОН). Каротин нераст 
ворим в воде, но растворяется в некоторых органнче 
ских веществах (эфире, ацетоне, спирте).

Принцип метода. Каротин экстрагируют из расти 
тельного материала ацетоном, затем переводят в петро- 
лейный эфир и отделяют от других пигментов методом 
распределительной хроматографии на колонках с окисью 
алюминия. Количество каротина определяют колоримст 
рически по интенсивности желтой окраски путем срам 
нения с раствором азобензола (или бихромата калия), 
стандартизированного по каротину.

Ход определения. 5—10 г измельченного свежего ра 
стительного материала растирают в фарфоровой стушм 
с кварцевым песком. Каротин распадается в кислой ерс 
де, поэтому при растирании добавляют немногоНэгСО, 
(все операции по экстракции и очистке каротина же
лательно проводить при рассеянном свете, в токе угле 
кислого газа или азота).

Каротин экстрагируют ацетоном, повторяя расти 
рание навески и экстракцию ацетоном несколько рм i 
(пока экстракт не станет бесцветным). Обычно испо.п. 
зуют пятикратное (по отношению к навеске) количоп 
во ацетона. Все ацетоновые экстракты сливают в см 
кап, а затем <}щльтруют при отсасывании. Фильтр при 
мывают небольшим количеством ацетона и количес!
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Рис. 41. Хроматографическое разделспме 
каротиноидов на окиси алюминия; 

/^хроматографическая колонка; 2 —  колба Буп- 
irita; 5 — ликопин; 4 — а-каротнн; 5 — р-каротин; 

6 —  Y-каротин.

исино переносят в делительную во
ронку.

Хроматографическое разделение 
(Кстрагированных пигментов на 
окиси алюминия проводят с исполь- 
юванием в качестве растворителя 
мотролейного эфира. Поэтому необ
ходимо, чтобы пигменты сконцент
рировались в этом растворе. Для 
юго чтобы перевести пигмен- 
1Ы в петролейный эфир, в делительную воронку прили
пают 10—20 мл этого растворителя, добавляют для луч
шего разделения несколько миллилитров воды и кри- 
(таллик хлористого натрия, воронку встряхивают и 
оставляют до полного разделения слоев. Нижний (водно- 
ацетоновый слой) сливают. Воду приливают несколько 
|>аз до полного удаления следов ацетона.

Для обезвоживания раствор пигментов в петролей- 
иом эфире пропускают через колонку, иаполиенную без- 
модиым Na2S04 . Дальнейшее отделение каротина от со
путствующих пигментов проводят методом адсорбцнои- 
ион хроматографии на окиси алюминия. Для этого на 
дно хроматографической колонки (рис. 41) помещают 
иатиый тампон толщиной около 1 см. Затем в колонку 
небольшими порциями вносят окись алюминия с влаж
ностью 4%, слегка постукивая по колонке стеклянной 
палочкой и уплотняя адсорбент. Высоту слоя адсорбен- 
la доводят до 7—10 см. После этого в колонку кладут 
слой ваты и вносят безводный сульфат натрия слоем 
0,5 см. Раствор каротина в петролейпом эфире медлен
но (со скоростью 60 капель в минуту) пропускают че
рез хроматографическую колонку при слабом разреже
нии. При этом надо следить, чтобы над поверхностью 
адсорбента все время был слой растворителя, так как 
каротин на воздухе окисляется. Затем через колонку 
пропускают чистый петролейный эфир до тех пор, пока 
нссь каротин, отделяясь от двух пигментов, в виде жсл- 
гой полосы не перейдет в приемник. Промывание колон
ки заканчивают, когда вытекающий растворитель станет 
' ■ Плешкоэ Б. П. 241



прозрачным. Раствор каротина переносят в мерную кол
бу на 50 мл и доводят петролейиым эфиром до метки.

Содержание каротина определяют на фотоэлектроко
лориметре или спектрофотометре при длине волны 
440 нм, сравнивая со стандартным раствором азобензо
ла или двухромовокислого калия.

Вычисление результатов. Количество каротина вы
числяют по следующей формуле:

а -Д ,.tj-lOO
Х  =

Д2-Н
где X  — содержание каротина, мг на 100 г;

а  — количество мг каротина в 1 мл, которому со
ответствует стандартный раствор (обычно 
0,00235 мг, если был взят азобензол и 
0,00416 мг, если был взят бпхромат калия);

Д \ — оптическая плотность исследуемого раствора;
Д г— оптическая плотность стандарта;

V — объем раствора каротина, мл; 
н — навеска растительного материала, г.

О б о р у д о в а н и е  и  р еакт и вы : 1) фотоэлектроколориметр пли
спектрофотометр, ступки фарфоровые, воронки делительные, колбы 
Бунзена, воронки Бюхнера, колонки хроматографические, колбы 
мерные емкостью 50 мл;

2) ЫаСОз, Na2S0 4  безводный, АЬОз с влажностью 4% (окип. 
алюминия высушивают при 105°С и увлажняют по расчету, храня! 
в банке с притертой крышкой), петролейный эфир, стандартны!' 
растворы азобензола и бихромата калия.

С т а н д а р т н ы й  р а с т в о р  б и х р о м а т а  к а 
ЛИЯ. 720 мг К2СГ2О7 растворяют в воде и доводят обт. 
ем до 100 мл. Оптическая плотность раствора соответ 
ствует содержанию 0,00416 мг каротина в 1 мл.

С т а н д а р т н ы й  р а с т в о р  а з о б ен з о л а. 0,145 г 
перекристаллизованного из спирта азобензола раствори 
ют в 100 мл 96% -НОГО этилового спирта. Перед употрсб 
лением 10 мл раствора разбавляют 96%-ным спиртом 
до 100 мл. Оптическая плотность этого раствора соответ 
ствует плотности 0,00235 мг каротина в 1 мл.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ НИКОТИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
(ВИТАМИНА РР)

Никотиновая кислота (витамин РР) содержится во 
всех органах растений и в значительном количеств!' 
накапливается в семенах, Превращаясь в амид, oii.i
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используется для образования большой группы окисЛй- 
тельно-восстановнтельных ферментов, содержащих в 
своих активных группах НАД и НАДФ. Таким образом, 
при недостатке этого витамина задерживается образо
вание многих ферментов, катализирующих окислитель
но-восстановительные процессы в организмах. Биологи
ческой активностью обладает как свободная никотино
вая кислота, так и ее амид.

В организме человека и животных никотиновая кис
лота не синтезируется. При недостатке в пище витами
на РР развивается пеллагра.

Никотиновая кислота хорошо растворяется в воде и 
ряде других растворителей. Это довольно устойчивое 
соединение, не разрушается под действием высокой тем
пературы и окислителей.

Принцип метода основан на способности никотино
вой кислоты давать окрашенные соединения с броми
стым роданом и метолом. В модификации Е. М. Степа
новой метод заключается в измерении интенсивности 
этой окраски по сравнению со стандартным раствором 
никотиновой кислоты.

Ход анализа. 2—10 г растительного материала (взве
шивают на аналитических весах) растирают с неболь
шим количеством 2 н. H2SO4 и переносят количествен
но в мерную колбу на 50 мл. Колбу выдерживают на 
кипящей водяной бане полтора часа, периодически по
мешивая. При этом гидролизуются многие сложные 
углеводы и другие соединения. После окончания гидроли
за колбу охлаждают, доводят водой до метки и фильт
руют. Первые порции фильтрата отбрасывают. Затем от
бирают 25 мл фильтрата в мерную колбу емкостью 
50 мл и нейтрализуют в присутствии фенолфталеина 
10 н. NaOH до слабо-розового окрашивания. Избыток 
щелочи быстро устраняют 5 н. серной кислотой. В полу
ченный раствор вносят 2 мл 80%-кого сернокислого цин
ка и несколько капель этилового спирта. Затем в раст
вор по каплям приливают 4 и. NaOH до появления осад
ка и бледно-розовой окраски, перемешивают, оставляют 
на 10 мин, а затем доводят до объема 50 мл. Осадок 
отфильтровывают и фильтрат используют для анализа.

В конические колбы емкостью 50 мл с притертой 
пробкой (или широкогорлые пробирки того же объема) 
вносят в одну 5 мл испытуемого раствора, а в другую 
5 мл стандартного раствора никотиновой кислоты, со-
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держащего 0,0б5 мг вещества в 1 мл. Колбы нагревают 
на водяной бане 5 мин при 50°С, а затем под тягой при
бавляют из бюретки по 2 мл роданобромидного реак
тива. Содержимое перемешивают и вновь нагревают на 
водяной бане 10 .мин при 50°С. После быстрого охлаж
дения колбы помещают на 10 мин в.темноту, затем при
ливают по 3 мл метола и вновь оставляют в темноте 
в течение часа. Оптическую плотность исследуемого 
раствора { Д \ )  и стандарта (Дг) определяют на фото
электроколориметре при 440 нм в кюветах толщиной
1 см.

Параллельно проводят контрольное определение оп
тической плотности аминокрасящих веществ в исходном 
растворе (Дз) и реактивах (Д4). Для этого в первом 
случае вместо роданобромидного реактива использую:
2 мл воды, а во втором — заменяют водой раствор нико
тиновой кислоты. Все остальные этапы анализа прово 
дятся, как описано выше.

Вычисление результатов проводят по следующе:": 
формуле:

Х =  (Д:~Дз) -с-1 ) - 1 0 0  

(Дг—Д4)-м

где X  — содержание никотиновой кислоты в образце,
Д \ — оптическая плотность исследуемого раствори,
Д г— оптическая плотность стандартного раствори 

никотиновой кислоты;
Д з — оптическая плотность аминокрасящих вещее: и 

в исходном растворе (для поправки на ам:: 
нореагирующие вещества);

Д 4 — оптическая плотность для поправки на pe.iiv 
тивы;

с — содержание никотиновой кислоты в стандар: 
ном растворе, мг;

н — навеска растительного материала, г;
V — объем раствора (с учетом всех разба::ле 

ний), мл.
О б о р у д о в а н и е  и  р еа к т и вы : 1) фотоэлектроколори1иетр, водяи 

баня, термометры, ступки фарфоровые, колбы мер::ые емкое: i- 
50 мл, пипетки градуирован::ые, бюретка, колбы конические :■ 
костью 50 мл с притертыми пробками (или широкогорлые :i|i 
бирки того же объема с притертыми пробками);

2) 2 и. и 5 н. H2SO4, 4 и. и 10 и. NaOH, цинк сернок:и" 
80%-::ын, роданобро.мидный реактив, метол перекристаллизов;иш1 
ста::дарт::ый раствор :шкотн1:овой кислоты.
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Р О д а н О б р О м И д н ы й р е а к т и в .  4 мл брома й 
100 мл воды встряхивают, декантируют смесь и охлаж
дают во льду. К охлажденной бромной воде приливают 
по каплям 10 %-ный раствор роданистого калия (или 
аммония) до светло-желтого окрашивания. Раствор 
окончателы:о обесцвечивают 1 %-нь:м раствором рода- 
::нда. Затем небольшими порциями добавляют 20— 
50 мг углекислот'о кальция до прекращения выделе- 
::ия СО2 и образования осадка. Раствор отфильтровы
вают и хранят в темной склянке с притертой пробкой на 
холоду. Годен только в день приготовления.

М е т о л  п е р е к р и с т а л л и з о в а н н ы й .  100 г 
метола смешивают с 0,7 г бисульфита натрия, добавля
ют к 500 мл 0,1 н. H2SO4, нагретой до кипения и при 
::еобходимости добавляют 100 г активированного угля. 
Смесь фильтруют через воронку Бюхнера в большой 
химический стакан, добавляют 0,3 г бисульфита натрия, 
700 мл спирта я помещают на несколько часов в ледя- 
::ую баню в темноте. Выпавшие кристаллы промывают 
95%-ным спиртом и сушат на воздухе в темноте. Хранят 
в темной склянке с притертой пробкой. 8 %-ный раствор 
метола на 0,5 н. НС1 готовят в день анализа.

С т а н д а р т н ы й  р а с т в о р  н и к о т и н о в о й  
к:: с л о т ы. 0,500 г вещества растворяют в колбе на 500 мл 
:: воде, подкисленной 5 мл 10 н. H2SO4. При хранении в 
темной склянке с притертой пробкой на холоду раствор 
годен в течение 6 месяцев. В день анализа 5 мл раст- 
:юра доводят до 1 литра. 1 мл раствора содержит 
0,005 мг никотиновой кислоты.



П Р И Л О Ж Е Н И Я  

Индикаторы для измерения pH
Т а б л и ц а  f

Индикатор Пределы 
изменения pH

Изменение цвета

кислая среда щелочная среда Раствор

Тимоловый синий 
Диметиловый желтый 
Метиловый оранжевый 
2,6-Динитрофенол 
Бромфеноловый синий 
Бромхлорфеноловый синий 
2,4-Динитрофенол 
Конго красный 
Бромкрезоловый зеленый 
Метиловый красный

Хлорфеноловый красный

Бромтимоловый синий 
Лакмус
Нейтральный красный 
Феноловый красный 
Тимоловый синий

Фенолфталеин

Тимолфталеин

1,2— 2,8 
2,9—4,1 
3,1—4,4
2.4— 4,0
3.0— 4,6
3.0— 4,6
2.0— 4,7
3.0— 5,2
3.8— 5,4
4.4— 6,3

4.8— 6,4

6.0— 7,6
5.0— 8,0
6.8— 8,0
6.4— 8,2
8.0— 9,6

8.0— 9,8 

9,3—10,5

Красный
»
»

Бесцветный
Желтый

»
Бесцветный
Фиолетовый

»
Красный

Желтый

Красный
»

Желтый
»

Бесцветный

Желтый
»

Оранжевый
Желтый
Синий
Пурпурный
Желтый
Красный
Синий
Желтый

Красный

Синий
»

Желтый
Красный
Синий

Красно - фиоле
товый 
Синий

0,1%-ный водный 
0,1%-ный в 90%-ном спирте 
0,1%-ный водный 
0,1%-ный в 10%-ном спирте 
0,1%-ный водный 
0,1%-ный спиртовой 
0,1%-ный в 10%-ном спирте 
0,1%-ный водный 
То же
0,1%-ный водный 

спиртовой 
0,1%-ный водный 

20%-ном спирте 
0,1%-ный водный 
То же
0,1%-ный в 60%-ном 
0,1%-ный водный 
0,1%-ный водный или 0: 

20%-ном спирте 
1%-ный в 50%-ном

или 0,2%-ный 

или 0,1%-ный в

спирте

о. спирте

%-ный в 80%-ном спирте
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Т а б л и ц а

Фосфатно-цитратный буфер, pH 2,2—8,0
Na2HP04'2H70 М =  178,05; 0,2М раствор содержит 35,61 г в 1 л. 

Лимонная кислотя-Н^О М =  210,14; 0,1М раствор содержит
21,01 г в 1 л.

pH 0,2М
КагНРО^, мл

0,1М лимонная 
кислота, мл pH 0,2М

NagHPO ,̂ мл
0,1М лимонил 

кислота, мл

2,2 0,40 19,60 5.2 10,72 9,28
2,4 1,24 18,76 5,4 11,15 8,85
2,6 2,18 17,82 5,6 11,60 8,40
2,8 3,17 16,83 5,8 12,09 7,91
3,0 4.11 15,89 6,0 12,63 7,37
3,2 4,94 15,06 6,2 13,22 6,78
3,4 5,70 14,30 6,4 13,85 6,15
3,6 6,44 13,56 6,6 14,55 5,45
3,8 7,10 12.90 6,8 15,45 4,55
4.0 7,71 12,29 7,0 16,47 3,53
4.2 8,28 11,72 7,2 17,39 2,61
4,4 8,82 11,18 7,4 18,17 1,83
4.6 9,35 10,65 7,6 18,73 1,27
4.8 9,86 10,14 7,8 19,15 0,85
5,0 10,30 9,70 8,0 19,45 0,55

Т  а  б л II ц  II

Цитратный буфер, pH 3,0—6,6
Лимонная кислота-НзО; М=210,14; 0,1М раствор содержи! 

21,01 г в 1 л.
Ыаз=цитрат-2Н20; М = 294,12; 0,1 М раствор содержи!

29,4 г в 1 л.

pH
0,1М лимон
ная кислота, 

мл
0,1 М Na3-unT- 

рат, мл pH
0,1М лимон
ная кислота, 

мл
0,1М Na,- 

рат, м

3,0 18,6 1.4 5,0 8,2 11.8
3.2 17,2 2,8 5.2 7,3 12,7
3,4 16,0 4,0 5.4 6,4 13,6
3.6 14,9 5,1 5,6 5,5 14,5
3,8 14,0 6,0 5,8 4.7 15,3
4.0 13,1 6.9 6.0 3,8 16,2
4,2 12,3 7,7 6,2 2.8 17,2
4.4 11,4 8,6 6,4 2.0 18,0
4,6 10,3 9.4 6,6 1,4 18,0
4.8 9,2 10,8

24§



VisM фосфатный буфер. pH 4,80—8,00 
(КН2РО4—Na2lIP04)

Раствор № 1 — Vi5 М фосфат натрия (11866 г Na2HP0 4 -2 H2 0  
в 1 л).

Раствор № 2  — Vis М фосфат калия (9,073 г КН2РО4 в 1 л).
Na2lIP 0 4 -2 H2 0  химически чистый дважды перекристаллизовы- 

пают (при последней кристаллизации температура раствора не должна 
быть выше 90°С), затем увлажняют водой и высушивают в термо
стате при 36°С в течение 2 суток.

КН2РО4 химически чистый дважды перекристаллизовывают и 
высушивают при 110—120°С.

Для приготовления буфера с необходимым значением pH ука- 
ншный ниже объем раствора № 1 доводят до 1 0 0  мл раствором № 2 .

Т а б л и ц а  6

рИ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1,8 0,35 0,37 0,39 0,41
к

0,43 0,45 0,48 0,51 0,54 0,57
9 0,60 0,63 0,66 0,69 0,72 0,75 0,79 0,83 0,87 0,91

f),0 0,95 0,99 1,03 1,07 1.11 1,15 1,19 1,23 1,27 1,31
1 1,35 1,39 1.43 1.47 1,51 1,55 1,60 1,65 1,70 1,75
2 1,80 1,85 1,90 1,95 2,00 2,05 2,10 2,15 2,20 2,25
3 2,30 2,37 2,44 2,51 2,58 2,65 2,72 2,79 2,86 2,93
4 3,00 3,09 3,18 3,27 3,36 3,45 3,54 3,63 3,72 3,81
Г) 3,90 3,99 4,08 4.17 4.26 4,35 4,46 4,57 4,68 4,79
6 4,90 5,02 5,14 5,26 5,38 5,50 5,62 5,75 5,90 6,05
7 6,20 6,35 6,50 6,70 6,85 7,00 7,20 7,35 7,55 7,70
8 7,90 8,10 8,25 8,45 8,60 8,80 9.00 9,20 9,40 9,60
9 9,80 10,0 10,2 10,4 10,6 10,8 11.1 11,3 11,6 11,8

6,0 12.1 12,4 12,7 12,9 13,2 13,5 13,8 14,1 14,4 14,7
1 15,0 15,3 15,7 16,0 16.4 16,7 17,0 17.4 17,7 18,1
2 18,4 18,7 19,1 19,4 19,8 20,1 20,5 20,9 21,3 21,7
3 22.1 22,5 22,9 23,4 23,8 24,2 24,6 25,1 25,5 26,0
4 26,4 26,9 27,3 27,8 28,2 28,7 29,2 29,7 30,3 30,8
5 31,3 31,9 32,4 33,0 33,5 34,1 34,7 35,3 35,9 36,5
6 37,1 37,7 38,3 38,9 39,4 40,0 40,6 41,2 41,8 42,4
7 43,0 43,6 44,2 44,8 45,4 46,0 46,6 47,3 47,9 48,6
8 49,2 49,8 50,4 51,0 51.6 52,2 52,8 53,4 54,0 54,6
9 55,2 55,8 56,4 57,0 57,6 58,2 58,8 59,4 60,0 60,6
0 61,2 61,8 62,4 63,0 63,6 64,2 64,8 65,4 65,9 66,5

7,1 67,0 67,6 68,1 68,7 69,2 69,8 70,4 70,9 71,5 72,0
2 72,6 73,2 73,7 74,3 74,8 75,4 75,9 76,3 76,8 77,2
3 77,7 78,1 78,6 79,0 79,5 79,9 80,3 80,7 81,0 81,4
4 81,8 82,1 82,5 82,8 83,2 83,5 83,8 84,2 84,5 84,9
5 85,2 85,5 85,9 86,2 86,6 86,9 87,2 87,5 87,9 88,2
6 88,5 88,8 89,1 89,3 89,6 89,9 90,2 90,4 90,7 90,9
7 91,2 91,4 91,7 91,9 92,2 92,4 92,6 92,9 93,1 93,4
8 93,6 93,8 94,0 94.2 94,4 91,6 94,8 95,0 95,1 95,3
9

8,0
95,5
96,9

95,6 95,8 95,9 96,1 96,2 96,3 96,5 96,6 96,8
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t  а 6 л и и а /

Ацетатйый буфер, рМ 3,8—6,3
Для приготовления буферного раствора требуемого значения р11 

отмеряют указанный объем 1 н. раствора уксусной кислоты, при 
бавляют 50,0 мл 1 н. раствора едкого натра и разбавляют дистнл 
лированной водой до 500 мл.

pH Уксусная кис
лота 1н., мл pH Уксусная кис

лота 1н., мл pH Уксусная к т  

лота 1и., M.I

3,8 421,5 4,67 100,0 5,5 57,4
3.9 345,1 4,7 96,8 5,6 55,9
4,0 284,4 4,8 87,2 5,7 54,7
4.1 236,2 4,9 79,5 5.8 53,7
4.2 197,9 5,0 73,4 5,9 53,0
4,3 167,4 5,1 68,6 6,0 52,3
4.4 143,3 5,2 61,8 6,1 51,9
4,5 124,1 5,3 61,7 6,2 51,5
4,6 108,9 5,4 69,3 6,3 51,2

Т а б л и ц а  >

Универсальная буферная смесь
Приготовляют раствор смеси 0,04М фосфорной, 0,04М уксуаи ' 

и 0.04М борной кислот. Для получения буферного раствора )ы 
лаемого значения pH к 100 мл смеси приливают 0,2 н. растим,' 
NaOH в объеме, указанном в таблице.

NaOH, мл pH NaOH, мл pH NaOH, мл pH ' NaOH, мл р1

0 1,81 25,0 4,10 50,0 6,80 75,0 9.
2.5 1,89 27,5 4,35 52,5 7,00 77,5 9,
5,0 1,98 30,0 4,56 55,0 7,24 80,0 10,
7.5 2,09 32,5 4,78 57,5 7,54 82,5 И),

10,0 2,21 35,0 5,02 60,0 7,95 85,0 11,
12,5 2,36 37,5 5,33 62,5 8,36 87,5 11,
15,0 2,56 40,0 5,72 65,0 8,69 90,0 11,
17,5 2,87 42,5 6,09 67,5 8,95 92,5 II.
20,0 3,29 45,0 6,37 70,0 9,15 95,0 II.
22,5 3,78 47,5 6,59 72,5 9,37 100,0 II.
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Т а б л и ц а  9

Фосфатно цитратные буферные системы с постоянной ионной силой,
(ионная сила системы 1,0 или 0,5 при различных значениях pH)

pH

Состав смеси (г на 1 л  раствора
Ионная сила 

буферной 
смеси

И-

Г KCI, добавляемые 
на 1 л буферной 

смеси для получения 
ионной силы

1,0 1). [ 0,5 р.

NajHPO,-12HjO лимонная кпс 
лота-ЖаО

2.2 1,43 20,6 0,0108 74,5 37,2
2.4 4,44 19,7 0,0245 72,7 35,4
2.6 7,80 18,7 0,0410 71,5 34,2
2.8 11,35 17,7 0,0592 70,2 32,9
3,0 14,70 16,7 0,0771 68,7 31,4
3.2 17,70 15,8 0,0934 67,6 30,3
3,4 20,40 15,0 0.0112 66,2 28,9
3.6 21,5 14,2 0,128 64,9 27,6
3,8 25,4 13,6 0,142 64,0 26,7
4,0 27,6 12,9 0,157 62,8 25,5
4.2 29,7 12,3 0,179 61,7 24,4
4.4 31,6 11,7 0,190 60,4 23,1
4.6 33,4 12,1 0,210 58,9 21,6
4,8 35,3 10,7 0,232 57,2 19,9
5,0 36,9 10,2 0,256 55,5 18,2
5,2 38,4 9,75 0,278 53,8 16,5
5,4 40,0 9,29 0,302 52,1 14,8
5,6 41,5 8,72 0,321 50,6 13,3
5,8 43,3 8,32 0,336 49,5 12,2
6,0 45,2 7.74 0,344 48,4 11,6
6.2 47,5 7,12 0,358 47,9 10,6
6,4 49,6 6,47 0,371 46,9 9,62
6,6 52,1 5,72 0,385 45,8 8,50
6,8 55,4 4,79 0,392 44,5 723
7,0 58.9 3,70 0.427 42.7
7.2 62,3 2.74 0,457 40,4 5,44

7.4 65,0 1,91 0,488 38,2 3,10
7.6 67,2 1,35 0.516 36,0 0.488
7.8 68,6 0,893 0,.540 34,3
8.0 69,6 0,589 0..559 32,9
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еосл<S0 Гелевая система для диск-электрофореза
Принятые сокращения:

Т р и с  — трис (оксиметил) аминометан; ПСА — персульфат аммония (N1^4) 2 8 2 0 8 ; РФ — рибофлавин; Сах.—' 
сахароза; Темед — N, N, Ы,-тетраметилэтилендиамин; МБА— N, N̂ -метиленбискариламид; ЭДА — этилен 
диакрилат; АсОН — ледяная уксусная кислота.

Т а б л и ц а  10

Система
геля

Область
применения

pH 8,9; 
7.5% 

{сред
непорис

тый 
гель)

Белки с 
молеку
лярной 
массой 

104— 106; 
опти

мальное 
разделе

ние
при мо
лекуляр
ной мас

се
3-104—
-3 -105
(сыво-

ооточные

PH

кон
цент

рирую*
щий
гель

разде
ляю
щий
гель

8,3 9,5

Растворы разделяющего 
(нижнего) геля

Растворы концентрирующего 
(верхнего) геля

Электродный
буферный
раствор

составные соотно- составные соотноше- составные
шение части на ние раст- части на pH№ 100 мл раст- pH растворов 100 мл pH воров в 1000 мл

вора в смеси раствора смеси раствора

1 Ih.HCI 48 мл 8,9 1 часть 4 1 MH3PO4 6,9 1 часть Т р а с  6  г 8,3
Т р а с  36,6 г № 1 25,6 мл № 4 Г лицин

Темед 2  части Т р и с 2  части 28,8 г
0,23 мл № 2 5,7 г № 5 Исполь-

1 часть 5 Акрила- 1 часть зуют
HsO МИД № 6 1 0 %-ный

4 части 1 0 ,0 г 4 части ВОДНЫЙ
№ 3 МБА 2,5г № 7 раствор

2 Акрил-
амид 30,0 г
МБА 0,8 г

6 РФ 4 мг
3 ПСА 0,14 г 7 Сах.

40,0 г

Полюса

вер
хний

ниж
ний

“Ь

Реактивы, используемые для окрашивания белков при электрофорезе
Т а б л и ц а  И

Красители (название 
и синонимы)

Эмпирическая формула 
и молекулярная масса ^макс,

нм
Фиксирующий раст

вор и продолжитель
ность фиксации

Раствор красителя и 
продолжительность 

окрашивания
Примечание

Амндовый черный ШВ 
(амидошварц)

Нафталиновый чер
ный 10В

Кумаси бриллианто
вый синий R 250 

Кислотный синий 83

Азокармин В

С 2 2 Н 1 б 0 4 М б $ 2
572

C42H36O6N3S2
742

(трифенилмета- 
новый краситель 
фуксинового ря
да)

C28H20O9N3S3CI
697

620

555

525

В большинстве случаев 1% (или меньше) 
в 7%-ной уксусной кислоте; 0,5—2 ч

Иногда 1% в смеси 7%-ная уксусная ки- 
слота+30%-ный метанол (для усиления 
фиксации)

2 0 % -н ы й  во д ны й  
р аство р сульфО' 
са л и ц и л о в о й  
к и сл о т ы , 18 ч

0,25% в воде, не содер
жащей тяжелых ме
таллов; 0,5—2 ч или 
0,25% в смеси 9%-ная 
уксусная К И С Л 0 Т З +  
-1-45%-ный метанол;
30 мин

Электрофоретическое 
обесцвечивание в 
3,75%-ной уксусной 
кислоте

0,5% в смеси 7%-ная 
уксусная кислота+

-1-30%-ный метанол; 
0 ,5-2  ч

Перед употреблением 
раствор фильтруют

При старении появля
ется осадок краси
теля и белковые по
лосы окрашиваются 
в почти черный цвет 
(вместо темно-сине
го)

Между красителем и 
белком образуются 
электростатические 

и вандерваальсовы 
связи
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