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Р А З Д Е Л  I

АЗОТИСТЫЕ ВЕЩЕСТВА

Азот входит в состав многих соединений, играющих 
важнейшую биологическую роль в жизни растений,— 
белков, нуклеиновых кислот, хлорофилла, алкалоидов, 
фосфатидов и др.

В зависимости от количества и состава этих соеди
нений в значительной степени изменяется качество уро
жая, а следовательно, и питательная ценность расти
тельных 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
лить количество и состав различных групп азотистых 
веществ.

В зависимости от поставленной задачи образцы ра
стений анализируют с разной степенью дробности. Иног
да достаточно определить только общее содержание 
азота или суммарное количество азота, входящего в со
став белков и небелковых азотистых соединений (так 
называемый белковый азот и небелковый азот). В боль
шинстве же случаев необходимо исследовать состав бел
ковых веществ в растительных тканях, а также содер- 
жание и состав отдельных групп небелковых азотистых 
соединений. Важное значение имеет определение амино
кислотного состава белков.

В настоящее время разработаны довольно точные 
методы таких исследований. На странице 4 приведена 
схема количественного определения различных форм 
азота.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕГО АЗОТА

Общее количество азота в растительных тканях ко- 
п-блется в широких пределах. В свежих корнеплодах его 

содержится 0,1—0,2 % сырого материала, в клубнях кар
тофеля— 0,3—0,5, в листьях растений — 0,3— 1,0, в се-
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mi' ii.ix злаков— 1,5—3,5, в семенах бобовых культур —
1,0 6,0 %.

Принцип метода. Для определения общего азота ча
ны всего пользуются микрометодом Кьельдаля. Этот 
с  I от довольно продолжителен, но отличается от дру- 

и!\ наибольшей точностью, и его принимают за стан- 
мирт.

Принцип метода состоит в том, что навеску ана- 
пинруемого материала минерализуют в присутствии 

| "Ицентрированной серной кислоты, в результате чего 
in г органические вещества окисляются, а выделяющий- 
. и аммиак связывается серной кислотой. Затем аммиак
..... тягот со щелочью и по количеству выделившегося
iMмилка вычисляют количество азота в исследуемом 
м 111'риале.

Ход определения. Навеску растительного материала,
, и-ржащую 5—10 мг азота, переносят в колбу Кьель-

п емкостью 50— 100 мл и приливают около 5 мл кон- 
ититрированной H2SO« (плотность 1,84). Для ускорения 
, питания в колбу добавляют катализатор — 0,5 г смеси 
|< 8 0 4:C u S 0 4:S e  (1 0 0 :1 0 :1 ) . Можно использовать и 
,,им1 металлический селен (0,05 г). После добавления 
, м ппзатора содержимое колбы нагревают до кипения 
м , Iибо кипятят до полного обесцвечивания раствора.

По окончании сжигания колбу охлаждают, добавля- 
, ,| немного воды и содержимое количественно переносят 
и мерную колбу объемом 50 или 100 мл. Раствор в кол-
1,1 нжодят дистиллированной водой до метки.

Отгоняют аммиак в аппарате Кьельдаля. модифици-
....типом для микроопределений (рис. 1). Аппарат со-
, , hit из парообразователя, колбы Кьельдаля, холодиль- 
I, и к н и приемника. До дна колбы проходит трубка с от- 

|,| тым, несколько изогнутым вниз концом, через кото- 
|.\ и I и колбу вносят раствор щелочи.

I и я отгона аммиака из мерной колбы берут 10 мл 
i, ,, тора и переносят в колбу Кьельдаля. Затем в при- 
,мипк аппарата помещают 10 мл 2 %-ного раствора бор- 

кислоты, содержащей 10 мл/л индикатора Конвея. 
111, т реактив готовят следующим образом: 20 г борной 
и и,ты растворяют в смеси 200 мл спирта и 700 мл 

. ,1 и м добавляют 10 мл смешанного индикатора, при-
I.. .........  растворением 0,033 г боомкрезола зеле-

, п 0,006 г метилового красного в 100 мл абсолютно- 
, I пирта; после смешивания раствора борной кислоты
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Рис. 1. Прибор для отгона аммиака при определе
нии азота микрометодом Кьельдаля.

с индикатором к смеси добавляют несколько капель 
0,05 и. 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 н. H2S 0 4 связывает аммиак в количестве, соответ-
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. I иующем 0,14 мг азота. Умножая число (Миллилитров 
'it 1.1 иной H2SO4 на поправку к ее титру и на этот коэф

фициент, узнают, сколько азота содержалось в объеме 
, и I кости, взятом для отгона аммиака. Вычисление мож- 

........ по следующей формуле:

а - Т -0,14-100-100

и х — содержание азота, %;
ч количество 0,01 н. H2SO4, израсходованной 

на титрование, мл;
7 - поправка к тигру 0,01 н. H2S 0 4;

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

ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВОГО АЗОТА

При определении азота, входящего в состав белко-
........... белки отделяют от других азотистых сое-
..... и mi осаждением 5% -ной трихлоруксусной кислотой.

им осадок минерализуют с серной кислотой и опре-
......... . содержание азота по Кьельдалю.

Ход определения. Навеску хорошо измельченного рас- 
ин ii.iioio материала, содержащего около 5 мг белко-

....... азота, переносят в стакан емкостью 100 мл, добав-
..... . 25 мл воды и нагревают до кипения, помешивая
и I шиной палочкой. При анализе материала, в котором 
.... in крахмала (семена злаков и зернобобовых куль-

■ г клубни картофеля), содержимое стакана нагревают
■ I II) 50°С на водяной бане (при более высокой тем

пературе крахмал клейстеризуется и последующее
........ .... затрудняется). После кратковременного
■| II р| нация осаждают белки, для чего в стакан при по

ищи.ниш добавляют 5 мл 50%-ной трихлоруксусной
и 11 ы (CCI3COOH). После отстаивания в течение 30—

............. содержимое стакана фильтруют через беззоль-
......... |) 11.'Iьтр. Стакан и осадок на фильтре промывают
............ II.НИМИ ПОРЦИЯМИ 2%-НОЙ трИХЛОруКСуСНОЙ КИСЛО-

'i '■ нем фильтр вместе с воронкой переносят в термо- 
I и  и сушат в течение 1— 2 ч при температуре 50—  

111 1 Когда бумага начнет легко отделяться от воронки, 
I * нор имеете с осадком переносят в колбу Кьельдаля,
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наливают 5—7 мл концентрированной H2S 0 4, 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 (1 0 0 :1 6 = 6 ,2 5 ), 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 H2S 0 4, 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 10 мл раствора, а при малом количестве не
белкового азота — по 20 мл. Отгоняют аммиак так же, 
как и при определении общего азота.
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Вычисление результатов ведут так же, как и при оп-
!"• юлении общего азота (с учетом разбавления).

Оборудование и реактивы для определения форм азота: 1) при- 
1 "и для отгона аммиака, водяная баня, колбы Кьельдаля для сжи- 

Iмня, микробюретка, стаканы, воронки, пипетки, колбы мерные на 
и и 100 мл, фильтры беззольные;

1I2S 0 4 концентрированная, NaOH 30—40%-ный, трихлорук- 
,. или кислота 50%-ная, борная кислота, спирт бромкрезол зе- 
■ hi.ni, метиловый красный, метиленовый голубой, селен, K2SO4, 

| 11SO4.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АЗОТА КОЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ 
ФЕНОЛОВЫМ МЕТОДОМ

Принцип метода (по В. Н. Кудеярову). В основу ме- 
н им положена фенолятгипохлоритная реакция. При 
и мпмодействии аммиака, фенола и гипохлорита образу - 
■ и и индофенол голубого цвета. Развитие окраски идет в 
ни ночной среде. При использовании в качестве катали- 

м о р а  реакции иитропруссида натрия устойчивое окра- 
шимапие наступает через 30—40 мин. Содержание азо- 
I I определяют по интенсивности окраски на фотоэлект- 
роколориметре.

Ход определения. 10 мл раствора, содержащего от 
оо| до 0,10 мг азота, берут пипеткой в мерную колбу 
и I 100 мл, разбавляют водой до объема 20—30 мл и 
ммрожно нейтрализуют 1 н. NaOH по метиловому 

г ратному.
К нейтрализованному раствору немедленно прилива-

...... it бюретки 5 мл «комбинированного реактива» и не-
м.| и.ко капель гипохлорита натрия.

( одержимое колбы перемешивают и оставляют в за- 
,, Митином месте на 40 мин. Затем объем окрашенного

.........юра в колбе доводят до метки и колориметрируют
и , фогочлектроколориметре с красным светофильтром. 
Параллельно проводят определение в контрольной про- 
1м . меси применявшихся реактивов, но вместо раствора
Перу Г Ю МЛ ВОДЫ.

Содержание азота определяют по калибровочному 
I р мрику. Для построения калибровочного графика в кол- 
IH.I емкостью 50 мл берут 2, 4, 8, 10, 15 и 20 мл образ
а м и .....  раствора сернокислого аммония, содержащего
uni Ml N в 1 мл. Такой раствор готовят путем раство-

и и и 2,3431 г химически чистого (NH4) 2S0 4 в 1 л би- 
....... плпрованной воды. Из этого раствора берут2 0 мл
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и снова доводят бидистиллиройанной водой до 1 л. 
Стандартную шкалу из образцовых растворов готовят 
подобным же образом, не исключая добавления того же 
количества метилового красного. На основании фотоко- 
лориметрирования образцовых растворов строят калиб
ровочный график и по графику определяют содержание 
азота в растворе.

О борудование и реактивы: I) фотоэлектроколориметр, мерные 
колбы на 100 мл, пипетка, бюретка;

2) 1 и. NaOH, метиловый красный.

«Комбинированный реактив». 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 нитропруссида 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.

Гипохлорит натрия. Хлор, нолучаемый при взаимо
действии концентрированной НС1 с КМп04, пропускают 
в течение 6 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 м ето д  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 на 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-
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лют перекись водорода. Раствор нейтрализуют щелочью 
и окрашивают реактивом Несслера. По интенсивности 
окраски определяют содержание азота в исследуемом 
образце.

Ход определения. На аналитических весах отвеши- 
п нот 100 мг тонкоразмолотой муки и переносят в тер- 
мI и тонкую пробирку диаметром около 2 см, высотой
0 см и емкостью 40 мл (с точной меткой). Вместо гра
вированных термостойких пробирок можно использо-

иь колбы Кьельдаля емкостью 50— 100 мл. Если вме- 
' ш муки для анализа используют другой растительный 
| I сериал, навеску берут с таким расчетом, чтобы в ней 

и ржалось около 2 мг азота.
В пробирки приливают по 3 мл концентрированной

I. I юн кислоты и по 0,5 мл 30% -ной перекиси водорода 
и помещают в гнезда специального металлического бло- 
| I, установленного на электроплитке (газовой горелке).
1 > юление растительного материала проводят при темпе- 
I муре около 400°С. Не следует допускать бурногокипе- 

"м г меси. Для ускорения минерализации органических
.....пт гв через 1 ч после начала кипения в пробирки или
• о ты осторожно добавляют еще по 0,5 мл перекиси во- 
ц«рода. Нагревание продолжают до полного обесцве- 
iiiii.iiimi содержимого пробирок.

11осле окончания озоления пробирки выдерживают 
пк 15 20 мин для окончания разложения перекиси во- 
| рн. in. Затем в охлажденные пробирки очень осторож- 

п.I приливают воду примерно до половины объема. Со- 
I. ржнмое пробирок вновь охлаждают, доводят водой до 
к I ни (40 мл), закрывают пробками и тщательно пере- 
.. hi и и л ют. Если вместо мерных термостойких пробирок
1 hi I жпгания использовали колбы Кьельдаля, после

шждоння в них добавляют по 15—2 0  мл воды и содер- 
. и .... количественно переносят в мерные колбы ем- 

и .м  5 0  мл. Колбы Кьельдаля тщательно обмывают
......... и.ко раз небольшими объемами воды и сливают их

и р11ую колбу. Затем колбы доводят водой до метки, 
и pi.iitiiior пробками и перемешивают.

Iloi .'ic этого готовят растворы для колориметрирова- 
м И мерные колбы емкостью 50 мл наливают пример- 

||>. и.. мл йоды. Затем из пробирок, в которых прово- 
... к., и I /Ми нине, или из колб, в которые был перенесен 
1 тир после сжигания, берут точно по 2 —5 мл вы- 
... г mi (и зависимости от предполагаемого содержания
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азота в исследуемых образцах) и переносят в мерные 
колбы. Содержание колб нейтрализуют 10%-ным рас
твором NaOH (обычно на 1 мл вытяжки расходуют око
ло 1 мл 10%-ной щелочи). Койец нейтрализации опреде
ляют по посинению лакмусовой бумажки, на 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 Несслера. 
Необходимо строго соблюдать порядок добавления ре
активов. Колбы доводят дистиллированной водой до 
метки и тщательно перемешивают.

В результате реакции между аммиаком и реактивом 
Несслера раствор окрашивается при малом содержании 
азота в желтый цвет, при более высокохм — 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) 
перекристаллизованного NH4C1 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.
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Таким образом, общее содержание 
равно:

0,139-100
0,005-1000

=2,78% .

азота в муке

Умножая найденное количество азота на коэффи
циент 5,7 (для пшеницы), определяют содержание азота 
м воздушно-сухой муке: 2 ,78X 5,7= 15,85% . Для пере
пади на абсолютно сухое вещество этот результат умно
жают на коэффициент влажности муки.

Авторы метода указывают, что опытный аналитик в 
п итие рабочего дня может проанализировать 40— 
>0 образцов в двух параллельных навесках.

Оборудование и реактивы: 1) термостойкие пробирки диамет- 
|и >м 2 см и высотой 20 см с точной меткой 40 мл, колбы Кьельда- 
1П на 50 или 100 мл, штативы, электроплитки, фотоэлектроколори- 
I, ip, или спектрофотометр, мерные колбы ейкостью 1 л, 100 мл и 
о мл, градуированные пипетки;

H2SO4 концентрированная, перекись водорода 30%-ная, 
и ный раствор сегнетовой соли, КН4С1, реактив Несслера, лак- 

иyi оная бумага.

Реактив Несслера. Холодный насыщенный раствор 
и i ipiioH ртути HgCl2 осторожно приливают при переме
н и т .шин к раствору 13 г K.J в 25 мл дистиллированной 

ты до появления небольшой мути. Выпадающую муть 
, м л  я ют фильтрованием. К полученному прозрачному 
фильтрату прибавляют раствор едкого кали (55 г КОН 
и I!>() мл воды), разбавляют водой до 250 мл и тщатель
но перемешивают. После этого добавляют по каплям 
Mini непрерывном помешивании насыщенный раствор 
1ц;' Д до появления слабого неисчезающего желтовато- 
н> осадка. Жидкости над осадком дают отстояться и 
при фл'шый раствор сливают. Реактив хранят в темной 
■ н лямке.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АММИАЧНОГО АЗОТА

Аммиак является исходным и конечным соединением 
п ил органических азотистых веществ. Содержание 

i n и растениях обычно незначительно и находится 
......... .. образом в форме солей органических кис
лот,........................................................................................|

Аммиачный азот — одна из наиболее подвижных из- 
Mi и 111111 л \ фракций азота, поэтому определяют его в 
in кем растительном материале. Для этого обычно ис
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пользуют фильтрат после осаждения белковых веществ 
или водную вытяжку тонкоизмельченного 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-

Рис. 2. Микродыффузионная чашка Конвея:
Л — вид сверху; Б  — разрез; / — поверхность шлифа чашки; 2 — крышка'; 
3 — внешнее отделение чашки; 4 — внутреннее отделение чашки (размеры

указаны в мм).
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ни, окись магния). Через щель пипеткой во внешнее 
• ■I делание чашки вносят 1 мл насыщенного раствора по- 
| ши и чашку быстро полностью закрывают крышкой. 
П результате подщелачивания содержимое внешнего 
"I течения приобретает зеленую окраску. Для перемеши- 
| ниш жидкости чашку осторожно вращают подговерхно- 
- | и стола и затем оставляют до полного окончания ре- 
понт вытеснения и последующего поглощения аммиака.

Длительность выдерживания чашки зависит от ко- 
|ячества аммиака в испытуемом растворе, температуры 
и определяется опытным путем. Обычно при комнатной 
и мнературе чашки оставляют на ночь, а при температу
ра ,45—40°С (чашки ставят в термостат) — на IV2—2 ч.

11о окончании поглощения выделившегося аммиака 
I нгрованной кислотой во внутреннем отделении чашки 
и. п фасходованную кислоту оттитровывают из микробю- 
Iм■ г к к 0,01 н. NaOH до момента перехода розовой окрас- 

и /кндкости через фиолетовую в ярко-зеленую.
Вычисление результатов проводят по следующей фор

муле:
а-'Г-0,14-100

11' х — содержание аммиачного азота, %;
а — количество 0,01 и. H2SO4, израсходованной 

на связывание аммиака, мл;
Т — поправка к титру 0,01 н. H2S(V,

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

щее 1 мл 0,01 н. H2S 0 4, израсходованной на 
связывание аммиака;

II навеска вещества в объеме раствора, взято
го для определения.

< iinipi/doeanue и реактивы: 1) чашки Конвея, пипетки, микробю- 
|Ц|iidii

0,01 и. H2SO4, 0,01 и. NaOH, насыщенный раствор поташа, 
........ и или вакуумная смазка.

Ьпнпинированный индикатор готовят смешиванием 
n,l% пых спиртовых растворов метилового красного и 
" in. чепблау в соотношении 4 :1 .  Смесь хранят в темноте 

и ч( мне длительного срока. При употреблении ее раз- 
- .п inn>т спиртом и водой в соотношении 1 :1 :2 .  Полу- 

м мы и раствор красного цвета нейтрализуют 0,1 н. 
|<Н1 то появления коричневато-фиолетовой окраски.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НИТРАТНОГО А ЗО ТА

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 Н20 2 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 но лакмусовой бумажке. Раствор из 
чашки количественно переносят в мерную колбу объе
мом 100 мл и колориметрируют на фотоэлектроколори
метре с синим светофильтром.

Количество нитратов в используемом растворе опре
деляют по калибровочной кривой, построенной по ре
зультатам колориметрирования стандартных растворов 
с концентрацией нитратного азота от 0,1 до 5 мг на 1л 
с различием в концентрациях 0,5 мг p a J  л.
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| и,|>.i пцовые растворы готовят из перекристаллизо-
......... . о азотнокислого калия. Для приготовления раст-

I содержащего 0,01 мг нитратов в 1 мл, навеску 
I ,п, 0,1631 г растворяют в дистиллированной воде и 

,, м раствора в мерной колбе доводят дистиллирован- 
II КОДОЙ до 1 л.

I >1 'i'1/дование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр, фарфо-
....  чашки, стеклянные палочки, пипетки, мерные колбы;

,'1 NiiOH или КОН 10%-ный, дисульфофеноловая кислота, об- 
......... . раствор нитрата.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИННОГО АЗОТА

' 'нредсление аминного азота необходимо придеталь- 
| анализе форм азотистых соединений, особенно при

■ || ипн активности протеолитических ферментов, и 
и и н гидролитического расщепления белков под влия- 
I кислот и щелочей.

'I in большинства методов необходимо большое ко-
• ••■.I I по материала. Поэтому значительный интерес
....... ....  микрометод определения аминного азота

ми щ 1.1 м способом, разработанный Войвудом и модифи-
■ ||"'||.1Ш1ый Т. А. Глаголевой.

Принцип метода состоит в том, что аминокислоты
I........p vtor  с солями меди с образованием растворимого
•и нпч и комплекса. Избыток меди удаляют из раствора,
.......... ... клине меди в растворе определяют либо йодо-
*п 11 м I • I < ■ г к 11, либо с помощью диэтилдитиокарбамата на-
♦ р*111 мпорый количественно разлагает медные соеди
нен и I . ампнокислотами, давая при этом желтое окра- 
нн... nine Оптическую плотность окрашенного раствора 
•ini" и mi ют колориметрически. Линейная зависимость 
mi г г, количеством большинства аминокислот сохраня- 
I I. и и пределах от 1 до 30 микрограммов (мкг) амин- 
»«•«•»• morn.

Чп ( определения. К 1 мл испытуемого раствора, со- 
|Щ1 шцссо 10—60 мкг аминного азота, добавляют 

| ч I Мл 11Р04 (25,6 г Na2H P 04 растворяют в воде и 
iiiihimhit до 1 л) и 2,5 мл суспензии фосфорнокислой 
и in Суспензию получают следующим образом. Снача-

..............in г раствор Na3P 0 4, для чего растворяют 25,6 г
Ч. ПРО, и 500 мл дистиллированной воды, добавляют 
| ю | I 1 и NaOH и доводят водой до 1 л. К 1 объему

КазР0 4 добавляют 1 объем рас-
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твора CuCl2 (27,3 г CuCl2 в 1 л) 
и смесь хорошо перемешивают. 
Затем приливают 4 объема 
2,56%-ного раствора Na2HPCh 
и нагревают с обратным холо
дильником в течение часа. 
Суспензию фосфорнокислой 
меди необходимо готовить не 
менее чем за 24 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 градуированную пробирку. 
Жидкость в пробирке доливают водой до 8 мл, прибав
ляют 0,1 мл 2 %-ного 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.

Рис. 3. Калибровочный 
график для определения 
аминокислот медным 

способом.
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оборудование и реактивы: 1) центрифуга, фотоэлектроколори- 
11*, колбы мерные емкостью 1 л и 500 мл, пипетки градуирован- 
" пробирки градуированные;

') СиС12 2,73%-ная, Na2H P 04 2,56%-ный, NaOH, дизтилдитио- 
1"ммат натрия 2 %-ный, амиловый или бутиловый спирт.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСНОВНЫХ ФОРМ 
НЕБЕЛКОВОГО АЗОТА В ОДНОЙ НАВЕСКЕ

II лето при проведении биохимических исследований 
ми ит необходимо определить содержание в растениях

м<. \ основных форм небелкового азота (аммиачного, 
in того, нитратного и аминного). Для этого удобно ис-

...... методику, которая изложена ниже.
II.теску свежего растительного материала (5—7 г) 

и .ища ют в фарфоровую ступку и тщательно растира- 
>"| ,1атем ступку смывают водой, переносят ее содер- 
«III I и н стакан и проводят осаждение белкового азота 

ж iii трихлоруксусдой кислотой, как описано выше 
| | -<)иределе«ие белкового азота»).

После осаждения белков раствор фильтруют в мер- 
н и, колбу на 100 мл. Осадок промывают на фильтре 

ni'ii,кими порциями 2 %-ной трихлоруксусдой кисло- 
.11 ко in честно раствора в колбе доводят водой до метки
I м II (111 №  1).

I I I колбы № 1 отбирают 
'(I ч I раствора для определе- 
н н и суммарного небелкового
• I.IHI (см. «Определение не-
• ..... .. азота»), Оставший-

I и колбе № 1 фильтрат ис-
■ I I , к) г для определения со-

■ | I iiiini отдельных небелко- 
..Iи it (единений азота.

11|1инцин метода определе- 
.........|ю|»м небелкового азота
■ ..........  на последовательном
ни it пенни азота различных
ж in ..... mix соединений (амми-
.......... , амидного и нитратно-

it I и шмкнутом пространстве 
и | I m 11111.1111111 выделяющегося
• •hi I (и форме N11а) титро- 

 юн кислотой. Анализ про

Рис. 4. Эксикатор для 
определения форм не

белкового азота:
/ — приемник выделяющего
ся аммиака; 2 — испытуе

мый раствор.
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водят в небольших эксикаторах с притертыми крыш 
нами (рис. 4).

Определение аммиачного азота. 20 мл раствора ш 
колбы № 1 наливают в фарфоровую чашку и ставя i 
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 (К.2СО3) 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. H2SO4.

По окончании поглощения выделяющегося аммиака 
кислотой приемник вынимают из эксикатора и неизрас
ходованную кислоту оттитровыЕают из микробюреткп 
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-
20



....... ща 1—2 суток. Под действием щелочи дроисхо-
||| фолиз амидов и выделение аммиака.

II"'ле окончания гидролиза амидного азота и связы- 
' I выделяющегося аммиака количество оставшейся

......... I i.i и приемнике оттитровывают, как и в случае оп-
|' пня аммиачного азота 0,01 и. NaOH.

Определение нитратного азота. После определения 
и ji л..1 иия амидного азота в том же образце проводят 
. и юние количества нитратного азота. Для этого в 

I " нннк вновь наливают 10 мл 0,01 и. H2SO4, а в ниж-
......... ... в этом случае добавляют 0,1 г тонкопомоло-
. ' плава Деварда. Закрытые эксикаторы оставляют
. . I 2 суток при комнатной температуре или на 8— 
III ч при 50—60°С.

И результате взаимодействия сплава Деварда с нит- 
, I I ч и, содержащимися в испытуемом растворе, в ще-
......  и среде нитраты восстанавливаются до аммиака,

' рын выделяется в газообразной форме. Схематиче- 
... . Iу реакцию можно представить следующим об- 

|ы юм:
N.. ' ' i l  4Zn+7NaOH— >-NIl3-{-4Zn(0 Na)2_)- 2H20, или 

l> NOa+4Zn+7NaOH—^NH3+ 4Zn(0 K )2+ 2H20 .
11... ic окончания процесса восстановления нитратов 

. . .  | 11.1 мания аммиака оставшееся количество кислоты 
и |.щ мпике оттитровывают 0,01 и. NaOH, как указано

Он| «-деление аминного азота. Количество аминного 
. . .  и образце находят по разности между суммарным

и.овым азотом (в %) и суммой аммиачного, амид-
......  нитратного азота в анализируемом образце (в % ).

in im .ii' получается приблизительный.
||м описанные анализы необходимо вести в 2— 

|||. и н о й  повторности.
Мычиеление результатов количества всех форм не- 

•hoii.iiiioio азота ведут по следующей формуле:
а-Г-0,14-100-100

х - содержание определяемой формы не
белкового азота, %;

а 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.

Оборудование и реактивы: 1) эксикаторы, ступки фарфоровые, 
чашки фарфоровые и стеклянные, стаканы, мерные колбы емко
стью 100 мл, микробюретка, пипетки, воронки, фильтры;

2) 0,01 и. H2SO4, 0,01 н. NaOH, смешанный (комбинированный) 
индикатор, 40%-ная NaOH, насыщенный раствор К2СО3, окись 
магния, сплав меди, цинка и алюминия в отношении 50 : 5 : 45 
(сплав Деварда).

ОСНОВЫ МЕТОДА
РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ 

НА БУМАГЕ

Хроматографический метод, разработаиный 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- 
щимися 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 химических соединений, органические и не
органические, независимо от их растворимости в воде.
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t При хроматографических определениях достаточ- 
м ' иметь небольшое количество исследуемого вещества 
I <>мчпо сотые и десятые доли миллиграмма).

I. Хроматографией на бумаге можно разделять близ- 
и но строению соединения (например, очень близкие 

I отлоги или структурные изомеры).
. Гшстрота проведения анализов. При разделениях 

I I Iиных смесей веществ хроматографией на бумаге 
iii.i.i'iiio затрачивают несколько дней, но при этом опре- 

1чют до 20—30 соединений в многократной повтор-
НШ I II.

Принцип метода распределительной хроматографии
.......умаге основан на различии значений коэффициентов
р и ределения вещества между двумя несмешивающи- 
,и, я жидкими фазами. Одной жидкой неподвижной фа- 
м| обычно является вода, которая содержится в бумаге 

I '(I 22% ее массы), а другой жидкой подвижной фа- 
и насыщенный водой органический растворитель, 
| исшивающийся или частично смешивающийся с ней. 

н I шсстве второй жидкой фазы чаще всего используют 
и ыщснные водой н-бутиловый спирт, фенол, крезол и 

Iичпые смеси органических реактивов.
Коэффициент распределения (к) данного вещества 

тл я  ют по следующей формуле:
концентрация вещества в подвижной фазе 

концентрация вещества в неподвижной фазе

При хроматографических определениях для подвиж-
........ |м ил подбирают обычно такие органические рас-
.....11п м л н ,  у которых значения к для данной смеси ве-
II, | I и различны.

I нпжспие веществ при хроматографировании в про- 
, пропускания через бумагу органического раство- 

I hi щ объясняется следующим образом. Волокна цел- 
III и.! имеют сильное сродство к воде, находящейся в 

и.том количестве в органическом растворителе. Бу- 
гп.чержащую 20% роды, можно представить как 

и, in стационарной, неподвижной водной фазы. Ког- 
н пюритель протекает через участок бумаги, на ко-

........ нанесены разделяемые вещества, происходит
I 11 имение этих веществ между подвижной органи- 

,||| и стационарной водной фазами. При этом неко- 
, 1 часть веществ переходит с бумаги в органическую 

I 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. Л 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 продвинется данное 
вещество под действием определенного растворителя.

В практической работе наибольшее значение имеет 
коэффициент скорости движения данного соединения 
(X f ), представляющий собой отношение расстояния, 
пройденного данным веществом, к расстоянию, пройден
ному фронтом растворителя:

п скорость движения вещества
Д р  —  ------------------------------------------------------------------------------.

скорость движения фронта растворителя

Величину Rf для 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 — нисходящий и восходящий. 
При нисходящем способе растворитель продвигается по 
бумаге сверху вниз, а при восходящем — снизу вверх. 
Для разделения одних соединений лучше использовать 
нисходящую хроматографию (аминокислоты), а для 
других — восходящую (органические кислоты).

Различают одномерную  и двумерную  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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'•мни из веществ (Л) полностью отделилось, а два дру- 
ч > (И и В) вследствие близких значений коэффициен- 

■"II скорости движения (Rf ) почти не разделились. Раз- 
и ние их произошло после пропускания другого рас-

....ригеля в перпендикулярном направлении.
Ь у м а г а. Хроматографическая бумага отличается 

- 1.ИЫЧНОЙ фильтровальной большей чистотой, более 
г микшерной толщиной и плотностью. Толщина бумаги
* шиет на скорость движения растворителя и на коли-
* | но веществ, которое она может удержать. Бумага 
mi I с.на пропускать растворитель с такой скоростью,при
.......рой достигалось бы полное разделение веществ меж-
|, подвижной и неподвижной фазами, и не допускалось 
нм и'иеивное испарение растворителя из бумаги. Этим 
> I" оованиям отвечают сорта бумаги, обеспечивающие
| ирость движения растворителя 1—2 см в час.

Для получения хороших хроматограмм необходимо 
•и пользовать бумагу высокого качества. Если она недо- 
1 I и очно чистая или имеет различную плотность, пятна 
г 11 им немых веществ образуются не округлые и ком- 
|н шые, а размытые, с «хвостами», напоминающие по 

■|"ipмг комету. При этом очень трудно или невозможно

1 юж шие веществ на хромато-
• • • * после пропускания первого Рис. 6. Хроматографическая

• •H.puirim; 2 — то же, после про- камбэа*
• «мни второго растворителя; 3 — к

'итиблание движения пербого 
____рпстборителя

идентифицировать и ко
личественно определить 
разделяемые вещества.

©
Для хроматографиче

ского анализа пригодна

Л

1 — 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 распростра
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-окоихинолина в н-бутиловом спирте, который связы
вает следы металлов и вымывает их из бумаги. После 
такой обработки бумагу сушат 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 покрызают 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 стеклянных 
палочках и закрепляют на них. Листы хроматографиче-

Рис. 7. Схема расположения 
хроматограмм в хроматогра
фической камере (в разрезе):
/ — ванночка с растворителем; 
2 — стеклянные палочки; 3 — листы 

бумаги.
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n|i бумаги должны быть погружены па 1 — 1,5 см в 
г I миритель, содержащийся в кювете.

Р а с т в о р и т е л и .  Для разделения веществ важное 
I'H'ime имеет правильный выбор растворителя. Если 

. •>.. |Т1о значение Rf , можно теоретически выбрать не- 
1 шмый растворитель. Однако коэффициенты распре- 

н пня большинства веществ обычно неизвестны, под- 
щюсть разделяемых компонентов часто не согласуется 
• качениями их коэффициентов распределения, по- 

■ I ■мv приходится подбирать растворитель эмпирически. 
И настоящее время изучено много различных раство- 

111 н и, пригодных для разделения смесей аминокислот, 
им .ров, органических кислот и других веществ хрома- 

Р |фией на бумаге. Составлены таблицы значений RF,
1 м разделения смеси тех или иных веществ легко по- 

11ра гь соответствующий растворитель. Однако -необхо- 
I‘| пи помнить, что отдельные аминокислоты можно оп

илить при различии их значений Rf не менее чем на 
пи', а сахара — на 0;1—0,2.

I' ил ворители должны быть абсолютно чистыми, бес- 
Iиными или слабоокрашенными. Перед использова- 

•ы< I пч очищают перегонкой. Лучшие результаты дают
.......юрители, которые частично смешиваются с водой.

Гехника хроматографирования. Для нанесения рас-
.... рпм разделяемых веществ на бумагу используют гра-

..... .. микропипетки, а лист бумаги кладут на
I н и mi. Диаметр пятна раствора не должен превышать 
к ’■ 1,0 см, т. е. за один прием можно нанести не свыше
ынг'О 0,0025 мл раствора. При большем объеме диа-
.......  пятна увеличивается и качество хроматограммы

икается. Если необходимо использовать объем более 
ими” , мл (из-за низкой концентрации изучаемых ве- 
•II< in в растворе), раствор наносят в несколько прие- 

• | При этом бумагу помещают в специальный штатив 
| окдую порцию раствора высушивают в токе теплого 
, I \ \ а (под феном).
И последнее время промышленность выпускает спе- 

м и ные столики, приспособленные для нанесения ве- 
щ  на листы хроматографической бумаги. Верхняя 

и гакого столика представляет собой лист стекла
............котика. У одного из краев крышки столика име-
, I им всей длине небольшая щель, через которую по- 

, и н подогретый воздух, в результате чего испарение 
и .... ров значительно ускоряется. Устройство для по
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догрева воздуха и вентилятор смонтированы внутри 
столика (рис. 8).

Для лучшего разделения веществ, особенно амино
кислот, растворы наносят на бумагу не 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 соответствующие 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 62X 55 см раствор наносят в левом 
углу, отступя на 6—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

маги длиной 50 см он 
дойдет до нижнего края 
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 
Rf разделяемых ве
ществ не превышают 
0,6—0,7, для лучшего 
разделения смеси не
обходимо пропускать 
растворитель еще 10— 
12 ч.

S 5

Рис. 8. Стол для нанесения 
хроматограмм:

1 — включение аппаратуры: 2 — мотор: 
3 — вентиляция: 4 — свет; 5 — свето
вая и вентиляционная щель; 6 — ма
товое стекло на поверхности стола.
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11|>п выполнении одномерных хроматограмм для луч-
• ’ разделения аминокислот и сахаров предложен ме- 

' > многократного пропускания растворителя. В этом
| п' растворитель пропускают по бумаге 5—7 раз, 

"'П'м перед каждым пропусканием его удаляют с хро-
........р.аммы высушиванием.

I ’ I чделяют вещества всегда при строго определенной 
1 'мсрлтуре, например аминокислоты при 20—22°С, ор- 
"ишеские кислоты — 14— 15°С. Колебания температуры 
■ hi Iжны превышать 2°С, в противном случае качество 

мгограмм ухудшается. Для этого в лабораториях 
мчио оборудуются термостатированные хроматографи- 

"  1 не комнаты. При выполнении двумерных хромато- 
Ч * м м после пропускания растворителя в первом на- 

1 * м пии его удаляют из бумаги высушиванием. Затем
| помещают в камеру и пропускают другой раство- 

1 и. в направлении, перпендикулярном движению 
"*•|*Ш)ГО.

И*ншпляющее большинство растворителей удаляют 
" Щ млги высушиванием в токе воздуха при комнатной
........ или при 40—60°С в специальных сушиль-

• шкафах большого размера, через которые непре- 
Г'*1н1и просасывается подогретый воздух. Вели спепи-
• ник шкафов нет, можно пользоваться обычным су-
• •' ' иI,|м шкафом при включенной тяге. Время сушки
............... значительно увеличивается.

Мгкоторые малолетучие растворители удаляют из бу- 
" 1 • намыванием эфиром или ацетоном.

Мпложение веществ на хроматограммах определяют
........  их обработки какими-либо реактивами, дающими
....... lac реакции с изучаемыми соединениями. Для об-
" 'V|гния органических кислот используют различные 
Иг Iни,поры, для большинства сахаров — аммиачный 
М(мрч| серебра, для аминокислот—■ растворы нингидри-
.......... . изатина. После обработки бумаги реактивами на

......... ..  появляются окрашенные пятна соответ-
|||их соединений.

При обработке реактивами хроматограмму тщатель- 
" 1 и р пшомерно опрыскивают из пульверизатора или 
**• I V и нот хроматограмму в соответствующий раствор
h i i  б с.

Положение аминокислот и некоторых других соеди-
............ ... хроматограммах можно установить и без обоа-

"  " реактивами. В ультрафиолетовых лучах пятна
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аминокислот отчетливо флуоресцируют. Такие наблюI 
дени я ведут на соответствующих приборах.

Для точной идентификации соединений на хпомапн 
граммах часто бывает недостаточно знания их Rf . П' 
атому используют так называемый метод «метчиком 
или «свидетелей», при котором наряду с неизвестным» 
аминокислотами, сахарами, органическими кислотам» 
и т. д. на хроматограммы наносят набор известных со» 
динений. После хроматографирования и проявления хрп 
матограммы визуально сопоставляют цвет и положенн| 
на хроматограмме пятен известных соединений и ami 
лизируемых веществ.

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

Простейшим полуколичественным методом являете» 
визуальное сравнение интенсивности окраски и площади 
пятна данного соединения с окраской и плотностью пи» 
тен «метчиков», которые наносили на ту же хромата» 
грамму в известной концентрации. Однако точность t it  
кого метода не ппевышает 2 0 — 3 0 % .

Модификацией этого метода является измерение 
плотности окраски пятен в проходящем свете специалы 
ными приборами — денситометпами. В этом случае тот 
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 в<>-| 
щества в элюате. Точность этих методов для многим 
соединений составляет 3—6 %.

Для определения положения на хроматограмме пят«| 
на вещества, которое должно быть элюировано, исполь-| 
зуют флюоресценцию, метод «метчиков» или опрыскивав 
ние хроматограмм очень слабым реактивом, дающим! 
окраску с данным веществом. После установления поло*! 
ження пятна участок бумаги, равный его площади! 
вырезают, помещают в пробирку, содержащую растворив 
тель, и экстрагируют вещество из бумаги. Затем, добав-1 
ляя в пробирку соответствующий реактив, раствор о«ра-| 
шивают и по интенсивности окраски определяют кончен-1 
трацию вещества.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЗНАЧЕНИЙ RF АМ И Н О КИ С ЛО Т

1Ь ni'iiiiia RP аминокислоты в данном растворителе,
,. ынляющая собой отношение скорости движения

........ аминокислоты к скорости движения фронта рас-
и in, не является строго постоянной величиной и

..... и от хроматографической бумаги, pH раствориге-
|гмиературы проявления, ряда сопутствующих ве- 
| и др. Например, в растворителе м-крезоле, на- 

■ I. ином водой, R f  аминокислоты валина при pH 4,0
I ........ си 0,41, а при pH 6,0—0,50; R f  аргинина при
Lm 1,0 0,10, а при pH 10,0—0,75; Rf лизина при 
|'i |о,() 0,45, а при pH 11,0 — 0,10 и т. д. В раство-
, и н проппловом спирте (вода в соотношении 9 : 1 )  
и повышении температуры проявления от 10 до 50°С
п. | и нпи Rf глицина, аланина, валина и ряда других 
 ислот значительно увеличиваются. Поэтому пе-

н Iчалом определения аминокислот хроматографией 
и го рекомендуется проверить значение R f  изучае-

.............шнокислот с использованием соответствующих
, Iи..ригелей, бумаги и методов работы.

\нд определения. Стандартные растворы готовят в 
. ■ I in рации» 10 мг аминокислоты в 1 мл. Некоторые

.....полоты (тирозин, аспарагиновая кислота) в воде
• .. .ряются плохо, поэтому при их растворении до- 
I mu по нескольку капель НС1. На листы или поло- 

Iшириной 15—20 см) хроматографической бумаги 
и ,р игтоянии 2,5—3 см микропипеткой наносят такое 
I пи пю раствора каждой аминокислоты, чтобы со-
р. | ' пик' любой из них в местах нанесения было не ме- 

р ,, |f. 20 мкг, а для триптофана, гистидина, тирозина,
- и пролина не менее 20—30 мкг. После подсыха

нии хроматограммы закрепляют в камере и при- 
.1 растворитель — смесь н-бутилового спирта, ле- 

.. уксусной кислоты и воды в соотношении 4 : 1 : 1
.............ыщенный водой фенол.

| II получения первого растворителя указанные ре-
.........и к необходимых соотношениях тщательно переме-
р и и, если смесь получается недостаточно прозрач- 
. |рр|р.1пляют еще несколько капель уксусной кислоты.

11риI отопления насыщенного водой фенола к 300 г 
итого фенола добавляют 105 мл воды и тщатель- 

|р |рр меигивают. Если фенол растворяется медленно, 
« ктка подогревают, а затем охлаждают до ком-
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натной температуры. На каждые 100 мл растворителе 
добавляют 50 мг KCN.

Обычно проводят нисходящую хроматографию. Хро- 
матограммы выдерживают в камере с растворителем и 
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 
рандашом расстояние, пройденное фронтом раствори ! 
теля, и помещают в вытяжной или в специальный 
сушильный шкаф. Растворитель бутанол — уксусная ки
слота— вода полностью испаряется за несколько часом, 
а фенол — за 1—2 дня.

После удаления растворителя из бумаги ее опрыски
вают из пульверизатора 0,2 %-ным раствором нингидрн- 
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
L j C J ^ C  » о  + 11,0 + 1) -  СИ -  с о о п  

с = о  ни,
нингидрин аминокислота

х > °
* 1)СНО ♦ пн, ♦ со,

дипетооксигидриндгн

Аминокислоты окисляются и распадаются на альде
гид, углекислоту и аммиак. Выделившийся аммиак кои 
денсируется со второй молекулой нингидрина и с про
дуктом его восстановления— дикетооксигидринденом:

с = о  но с=о

с. - о с «о

с= о
211,0
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А м м и а ч н а я  с о л ь  э и о л ь п о й  ф о р м ы  о б р а з о в а в ш е г о с я  
н i имения о к р а ш е н а  в и н т е н с и в н ы й  с и н е - ф и о л е т о в ы й

миг г.

И н т е н с и в н о с т ь  о к р а с к и  п р о п о р ц и о н а л ь н а  с о д е р ж а н и ю
Ч1И10КИСЛОТ.

’ 1.ля в ы ч и с л е н и я  з н а ч е н и я  R f  о к р а ш е н н ы е  п я т н а  а м и -  
и' ю т  о б в о д я т  п р о с т ы м  к а р а н д а ш о м ,  о п р е д е л я ю т  

и I |>ы п я т е н  и р а с с т о я н и е  и х  о т  м е с т а  н а н е с е н и я  а м и -  
1н ю т ,  в ы р а ж е н н о е  в м и л л и м е т р а х ,  д е л я т  н а  р а с с т о я -  

"|. п р о й д е н н о е  о т  э т о й  ж е  т о ч к и  ф р о н т о м  р а с т в о р и т е л я .
И г а б л и ц е  1 п р и в е д е н ы  з н а ч е н и я  R f  р а з л и ч н ы х  а м и 

н окислот. Таблица 1
( к а ч е н и я  R f  а м и н о к и с л о т  в  р а з л и ч н ы х  р а с т в о р и т е л я х  

при х р о м а т о г р а ф и р о в а н и и  н а  б у м а г е  В а т м а н  №  1

С  О С  -  О -  NH

Растворитель

Аминокислота
фенол—вода

бутанол—ук- .«-крезол, на- 
сусная кисло- сыщенный

та—вода боратным бу- 
(4 : 1 : 1 )  фером (pH 8,4)

'Mi ИИ.IIIJIUIIIIII
11 hi тин

III Mill 
А |н  н н н и
I III ГНАШ1 
'  >‘ |iHM
- 1 1> 1 1 и н о и п я  к и с л о т а

|  4 H IIH M
I | 'И | | 1 И Н
I 4у I I Iм  п и о н о м  к и с л о т а
'I ч HIMIIII
l l l p l l l l l l l
* .....мим и ляпая кислота
П •* III НИ II
III* ««пн
'К < III III ни

0,87
0,03
0,82
0,90
0,69
0,36
0,15
0,41
0,47
0,25
0,56
0,63
0,80
0,70
0,76
0,83
0,75
0,89
0,87
0,86

0,66
0,13
0,16
0,18
0,17
0,32
0,33
0,34
0,36
0,37
0,39
0,53
0,60
0,40
0.56
0,58
0,62
0,50
0,72
0,68

0,78
0,02
0,08
0,19
0,33
0,04
0,00
0,07
0,09
0,01
0,14
0,27

0,42
0,55
0,70
0,65
0,66
0,63

| и........  Ь 11. 33



Оборудование и реактивы: 1) хроматографические камеры,
шкаф для сушки хроматограмм, штатив или специальный столик 
для нанесения растворов аминокислот на бумагу, пульверизаторы 
для опрыскивания хроматограмм, хроматографическая бумага, мик- 
ропипеткн, колбы мерные, листы стекла, медицинские перчатки, 
пипетки;

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

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
СВОБОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ

В состав белков входят 20 аминокислот и два ами
д а — аспарагин и 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 и 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 лиофильную сушку (см. стр. 106).
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< >бычно навески свежих листьев или других вегета- 
миных органов (по 5— 10 г) фиксируют кипящим спир- 
• м и тщательно растирают в ступке. Для лучшего из- 

и,иония суспензию из ступок переносят в стеклянный 
им.ионизатор (ступку споласкивают 80%-ным спиртом), 
и I. 'могенизаторе листья мацерируют в течение 5—

11 мин, после чего остатки клеток отделяют центрифу-
....нннием при 2—3 тыс. об/мин в течениё 5 мин. Цент-
ифугат сливают, а осадок еще трижды экстрагируют и 

| ми ( лизируют с 80%-ным спиртом, отделяя спирт цент- 
tмI'|\ гпрованием. В результате такой обработки в экст- 
н и и,! переходят все аминокислоты. Эти экстракты сме-
...... и удаляют из них спирт одним из трех спосо-
|н,м простым выпариванием в фарфоровых чашках на 
•". Iиной бане с вентилятором; выпариванием в вакуум- 

. пклторе при комнатной температуре или отгонкой 
MMiiiin в вакууме.

I роме аминокислот в спиртовой экстракт переходят
• , лрп, пигменты, многие минеральные вещества и т. д. 
И . н ому перед хроматографированием экстракт необхо- 
1ИМО очистить, так как эти соединения препятствуют

. п пнворительному разделению аминокислот на хро- 
м . I..граммах. Для очистки экстракт пропускают через 
.'пообменник.

Аминокислоты можно экстрагировать и водой. Для 
........ предварительно фиксированный материал измель-
• мог н нагревают в стакане с водой на кипящей водяной
• .... н течение часа. Однако следует иметь в виду, что
..ini лкстракции водой вытяжки содержат значительно 
п . и.iiir посторонних примесей, особенно минеральных
.. .... .пи, которые мешают дальнейшему определению
и нмнжислот. Поэтому водные вытяжки очищают более
| ж П I г.'ll.ПО.

11мпообменники, или ионообменные смолы, являются 
. I нтическими адсорбентами, способными к обменному 

и I кицению катионов или анионов. В соответствии с 
ним иге ионообменники делят на катиониты и аниони- 
!>. Мля очистки экстрактов аминокислот используют 
, и . I пенный катионит КУ-2, а также ионообменники

и......рапного производства Дауэкс-50, Зео-Карб-215,
К арб-225 и др.

1 1. ч ю о б м с н н и к и  п р о м ы в а ю т  в о д о й ,  а п е р е д  и с п о л ь з о -
...........  активируют. Для этого 5— 10 г ионообменника
.. , , I \ и мают в течение 1—2 ч с 200—300 мл 2 н. НС1,
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Рис. 9. Хроматографическая колонка:
/ — делительная воронка емкостью 200—250 мл; 2 — храм 
3 — колонка диаметром 1,0—-1,5 см и длиной 20—25 «и

4 — решетчатая пластинка.

после чего на фильтре отмывают от кислот 
дистиллированной водой до нейтральной рсан 
ции. В результате такой обработки катиотп 
насыщается ионами водорода (Н+).

После этого ионообменник взбалтывают ( 
водой и переносят в хроматографическую ко« 
лонку (рис. 9), в нижнюю узкую часть кого 
рой вставлен небольшой тампон из стекляп 
ной ваты. Длина колонки 20—25 см, диаметр 
1— 1,5 см. Необходимо строго следить, чтобы 
в колонке между частицами ионообменники 
не было воздуха, а во время работы над иопо 
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-i 
ту. Скорость протекания жидкости через ко
лонку можно регулировать, открывая краны. 
При пропускании раствора электронейтраль-j 
ные молекулы (сахара и др.) и анионы в ко-] 
лонке не задерживаются, а аминокислоты и 

катионы адсорбируются ионообменником. Колонку npo-i 
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 ЫН4ОН со скоростью 1 мл в минуту. Затем колонку 
промывают ,20—30 мл воды.

Раствор аминокислот выпаривают в вакууме или на 
бане (досуха), добавляют 15—20 мл б о д ы  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 аминокислот спиртом не приме
няют, так как белки резко искажают результаты коли-
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иного определения аминокислот. Поэтому из семян
■ nii.li1 аминокислоты экстрагируют водой.
и .....'«и муки (по 5 г), полученные из семян, зали-

nni'ifiax 100 мл воды, добавляют по 2 капли толуо- 
■ и |балтывают в течение 1 ч. Смесь выдерживают 

urn.нике 17—20 ч при температуре 4—5°С. Затем 
.. t и мое колб центрифугируют в течение 5—10 ми- 

1 I тыс. об/мин, жидкость над осадком сливают, 
i n. экстрагируют еще 5—6 раз с последующим

■ , фугированием. При такой экстракции в раствор 
. i ll все свободные аминокислоты. Экстракты сме-

I м упаривают при температуре не более 50°С в 
ir или на водяной бане с вентилятором до объема

M l  M l
11.......и in охлаждения экстракт, содержащий аминокис- 

MI т'реносят в делительную воронку. Туда же для 
• и имя белков добавляют три объема хлороформа, 

ш гряхивают в течение 5 мин. После этого ворон- 
. I мссью выдерживают 16—20 ч в прохладном по
ит При такой обработке белки осаждаются, а 

 . верхний слой отделяют и используют для ана-
4Н И «И.

I I и о ч и с т к и  о т  м и н е р а л ь н ы х  с о л е й  и  д р у г и х  в е -  
I. hi р а с т в о р  а м и н о к и с л о т  п р о п у с к а ю т  ч е р е з  и о н о о б -  

IIIг, к а к  о п и с а н о  в ы ш е .
|" I кп и д р у г и е  п р и м е с и  м о ж н о  у д а л я т ь  и з  э к с т р а к -

........... же трихлоруксусной кислотой, так чтобы ее ко-
н in hi концентрация в растворе была около 5%. Для 

ни па каждые 10 мл экстракта приливают по 1 мл 
■1 . пни трихлоруксусной кислоты. Лучшие результаты
■ ' мот при осаждении белков хлороформом.

И " in удаления воды и следов аммиака сухой оста-
■ hi Iм м н о к и с л о т  р а с т в о р я ю т  в  2  м л  1 0 % - н о г о  п о д к и с -
■ и||"11 > соляной кислотой изопропилового спирта. В за-
«' ,.......ином виде экстракты можно хранить ib холодиль-

п гсчение нескольких недель.
Хроматография аминокислот. До сих пор не предло-

.......  растворителей, которыми можно на одной хрома-
• ) i ' i mmc  д о с т а т о ч н о  х о р о ш о  р а з д е л и т ь  в с е  а м и н о к и с -
...... содержащиеся в растениях. Поэтому приходится

.......... несколькими растворителями. По нашим
' нам. при проведении одновременной хроматографии 

с , маге № 2 «медленная» и Ватман № 1 лучшие ре- 
| им получаются при использовании следующих
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четырех систем растворителей: 1) н-бутанол — муравьи 
пая кислота — вода (7 5 :1 5 :1 0 ) 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 и используют 
для хроматографии; 3) н-бутанол — уксусная кислота — 
вода (300 :60 :140) при трехкратном пропускании (пер
вый и третий раз до конца хроматограммы, второй —-I 
до половины) для определения цистина, цистеина, орни- 
тина, лизина, гистидина, аргинина, аланина, пролина, 
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, орнитина, треонина, глута
миновой кислоты, триптофана, валина, фенилаланина, 
Лейцина и изолейцина; первый и седьмой раз хрома
тограммы выдерживают в камере до вытекания рас
творителя, третий, четвертый и шестой раз пропускают 
растворитель до конца листа бумаги, второй и пятый 
раз — только до половины.

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

Для удовлетворительной воспроизводимости и высо-! 
кой точности результатов количественного определения 
аминокислот при выполнении одномерной хроматогра- : 
фии на 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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* | а аиной аминокислоты в испытуемом растворе.
i|>имерная концентрация свободных аминокислот 

■ и дуемых образцах растений неизвестна, предва-
■ ■ ■ I.. хроматографируют испытуемые образцы и по 

' шным готовят «метчики». Смеси составляют гак, 
!>< <• аминокислоты в них хорошо отделялись одна

1 | им образом, для полного количественного опре-
■ "> всех аминокислот в растительных образцах их

inмо хроматографировать в нескольких раствори
ма каждый лист бумаги наносят и смеси амиио- 

метчиков» в строго определенной концентра-
■ '>|||,1чпо на лист хроматографической бумаги раз- 
I "> >() <60 см наносят в виде четырех полос длиной

■ I смеси исследуемых растворов и в виде двух 
меси аминокислот — «метчиков».

| >е нанесения растворов аминокислот листы бу- 
' I исшивают в камеры, добавляют соответствую-

• ■ е >1 гнорители и пропускают их, как указано выше.
| а ждого пропускания растворители удаляют из 

1 и иысушиванием в специальном шкафу.
| hi определения аминокислот применяют и двумер- 

' I хилтографию на бумаге. Особенно широко ее 
с" юг для открытия и идентификации новых ами- 

.......... (рис. 10).
• пенсгненное определение аминокислот. После по-

• I о н I хроматограмм количественно определять ами-
•........ ... можно тремя методами: при помощи нингид-

I ни и и реакции с метилцеллосольвом (монометиловый 
h-, ннлеигликоля); по интенсивности окраски медных 
..............иых аминокислот с нингидрином и по интен
ции hi оранжевой окраски, возникающей при взаимо-

|| ......... нома к а д м и я  с  п р о д у к т о м  в з а и м о д е й с т в и я  а м и -
и и нингидрина.

и п е р в о м  м е т о д е  хроматограммы опрыскива-
...............  иым р а с т в о р о м  н и н ги д р и н а  в  а ц е т о н е ,  н а г р е -

. ........... .. 5—7 мин при температуре 80°С. Слабоок-
|ми<|' иные пятна аминокислот обводят карандашом,

...........  на бумаги и кладут в пробирки. В эти же про-
ч ■ IхОанляют по 1 мл 0,1 н. КОН для удаления сле-

............ пика и содержимое пробирок высушивают в ва-
"|ика горе в течение ночи. Затем в пробирки

| ........ но I мл 0,2 н. нитратного буфера (pH 5,0) ,ко-
I ....... .мнительно содержит 1,052 г лимонной кисло-
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Рис. 10. Хроматограмма свободных аминокислот, выделенных ш 
бобов фасоли. Обозначения аминокислот:

/ — цистин; 2 — аспарагиновая кислота; 3 — глутаминовая кислота; 4 — серим. 
5 — глицин; 6 — аспарагин; 7 — треонин; 8 — гомосерин; 9 — лизин; J0 — ар
гинин; // — глутамин; 12 — орнитин; 13 — цитруллин; 14 — а-аланим, 
15— 0-аланин; 16 — тирозин; 17 — пролин; 18 — триптофан; 19 — а-амино 
масляная кислота; 20 — уаминомасляная кислота; 21 — пипеколиновая ки< 

лота; 2 2 — валин; 23 — фенилаланин; 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 нингидрина 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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....... спирта, и общий объем жидкости в градуиро-
Ц.1Ч п р о б и р к а х  д о в о д я т  э т и м  ж е  с п и р т о м  д о  10 м л .

| 'и шческую плотность растворои определяют на фо- 
' п I. гроколориметре или спектрофотометре при 570 нм, 

" шиая с контролем. Контрольные растворы готовят,
■ ■ ми такие же куски бумаги из тех же хроматограмм 

I '.|ыбатывая их таким же образом, как .и окрашенные 
- и аминокислот. Оптическая плотность контроля по 

I ■ пи. пию с водой не должна превышать 0,12—0,16.
ыртные растворы аминокислот окрашивают также 

н .м основании определений оптической плотности для 
• lull аминокислоты строят калибровочные графики.

| ним графикам определяют концентрации отдельных 
. кислот в изучаемом растворе. При использовании 

о и методики относительные ошибки определений амн
ион ют составляют ± 5 —7%.

I " тчсственное определение аминокислот по и н - 
■ . и и н о с т и о к р а с к и  м е д н ы х  п р о и з в од- 

а м и н о к и с л о т  с нин г и д р  и ном про- 
". нм следующим образом. Хроматограммы обра-
• тают 0,5%-ным раствором нингидрина в 95%-ном 

 , содержащим 1% уксусной кислоты. Для
• |1н inгограмм, у которых растворителем служил

■ 1 и фосфатном буфере, концентрацию уксусной кис- 
mi повышают до 3%. Обработанные хроматограммы 

им и |> 1,ивают 16 ч над серной кислотой и глицерином 
к I пмнатной температуре. После этого окрашенные 

м •. I. аминокислот вырезают из хроматограмм и кладут 
м|тгцфки. В каждую пробирку наливают по 8 мл 

мою этилового спирта, насыщенного CuS0 4 -5H20 ,
......... грживают в течение 1 ч в темноте. Затем рас-
м in  колориметрируют на фотоэлектроколориметре 

'I 'Л против контроля. Если при хроматографии в
• ■ ■ т е  р а с т в о р и т е л я  п р и м е н я л и  б у т и л о в ы й  с п и р т ,  и с -  

■ . ют си н и й  с в е т о ф и л ь т р ,  а е с л и  ф е н о л  в  ф о с ф а т н о м
" I" г  (piI 12,0),— более точные результаты получают 
..............ам светофильтром. Оптическую плотность опре-
• ...... . но сравнению с контролем.

I I и определения аминокислот по и н т е и с -и в н 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
и . Iv 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 м п п и г и д р и н а сухие хроматограммы обрабаты- 

"" проявителем, содержащим 100 мг уксуснокислого 
ич, 10 мл воды, 5 мл ледяной уксусной кислоты,
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100 мл ацетона и 1 г перекристаллизованного нингил]> 
на. Затем хроматограммы высушивают в течение 0,Г»
1 ч на воздухе и для максимального развития окрап 
помещают в эксикатор или темную камеру над концен I 
рированной серной кислотой на 16— 18 ч. После этоп 1 
окрашенные пятна аминокислот, а также участки хршт 
тограмм, равные по площади, но без аминокислот (кот 
роль) вырезают, помещают в пробирки и заливают 4 м 
метилового спирта. Содержимое пробирок тщательн 
перемешивают и оставляют стоять в темноте в течопи 
часа. Оптическую плотность окрашенных растворов о| 
ределяют против контрольных элюатов на ФЭК-М с к 
леным светофильтром № 2 (540—560 нм) или ж
ФЭК-п-57 со светофильтром № 4 (508 нм). Точность он 
ределения аминокислот составляет ± 5 — 10%.

По этой методике можно определять все аминокис 
лоты, кроме пролина, так как при обработке хромат 
грамм обычным образом он дает с нпнгидрином желтуи 
окраску.

Для определения пролина готовят нингидриновый |ж 
актив, содержащий 40 мл 6 М Н3Р 0 4, 60 мл ледяной ун 
сусной кислоты и 2,5 г нингидрина на каждые 100 мд 
смеси. Для растворения нингидрина эту смесь нагреваю! 
до 70°С на водяной бане. Хроматограммы обрабатываю! 
0,02%-ным раствором нингидрина в ацетоне. Окрашен 
ные пятна /вырезают из хроматограмм, кладут в про 
бирки, добавляют по 1 мл 0,1 н. NaOH и содержимое щ 
высушивают в вакууме в течение ночи. Затем в пробир 
ки вливают по 1 мл уксусной кислоты и по 1 мл пингид 
ринового реактива и нагревают на водяной бане при 
100°С в течение 1 ч, добавляют по 1 мл уксусной кис
лоты и охлаждают до комнатной температуры. После 
этого розовую жидкость переносят в другие пробирки и 
остатки пигмента экстрагируют из бумаги ледяной у к 
сусной кислотой. Общий объем жидкости доводят до оп
ределенного объема (5— 10 мл в зависимости от содер! 
жания пролина в исследуемых образцах). Олтическуи 
плотность определяют па спектрофотометре при 515 нм 
или на фотоэлекгроколориметре ФЭК-М при синем сво] 
тофильтре, сравнивая с контролем. Для приготовлении 
контрольных растворов используют кусочки бумаги, вьн 
резанные из тех же участков хроматограмм, что и опрс4 
деляемые пятна пролина. После нагревания пробирок 
устойчивая розовая окраска сохраняется лишь в теченш)|
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......... м о м у  к о л о р и м е т р й р о в а н и е  н е о б х о д и м о  п р о в е с т и
mi время. Относительные ошибки составляют
ГI 7() t

• м и ржание всех аминокислот выражают в процен-
• 111 in в мг%) массы растительного материала или в 

I • И1.1Ч азота каждой аминокислоты.

' '" 'V iidnimHue и реактивы. Кроме оборудования и реактивов,
.......  для определений аминокислот, дополнительно пеобходи-
н ....ц*е: 1) спектрофотометр или фотоэлектроколориметр, хро-

|'|м1чггкие колонки, гомогенизаторы, центрифуги, холодиль- 
|.||1м||> для отгонки спирта в вакууме, вакуум-экснкаторы, во- 

■ ' мш, чашки фарфоровые, ступки, делительные воронки, кол-
............нм,I, воронки, пробирки градуированные;

| ми иониты КУ-2, Дауэкс-50, Зео-Карб-215 или Зео-Карб-225,
......... мирт 96, 80 и 75%-ный, изопропиловый спирт 10%-ный,
in I .щстон, глицерин, H2SO4 концентрированная, 0,1 н. КОН,

............. . . и NaOH, 6 н. ЫН4ОН, хлороформ, метилцеллосольв,
м и ,1'О,, уксуснокислый кадмий, нитратный буфер pH 5,0 
'••I I и лимонной кислоты смешивают с 200 мл 1 н. NaOH и 

пищ водой до 1 л), фосфатный буфер pH 12,0 (500 мл
• Ч . I ПРО4-Ь500 мл 0,067 М NaOH).

-••дгПЕНИЕ БЕЛКОВ ИЗ РАСТЕНИЙ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ИХ ФРАКЦИОННОГО СОСТАВА

I" м в играют важную роль в питании человека и 
иных. Пищевая ценность того или иного продукта

■ ....... хозяйства порой целиком определяется как
..............величеством в нем белков, так и их качеством.

и тисимости от качественного состава белки одних 
и I растений по питательной ценности приближаются 

I м животного происхождения, а ценность белков 
I ' Мидов растений может быть весьма низкой. Для 
и п и  качества белков существуют два основных пока- 
. I I и соответственно разработаны два основных ме-

II' рикш метод состоит в определении отдельных бел- 
■ групп в общем белковом комплексе. При этом 

и n hi,и- белковые группы или фракции (альбумины,
< 11111 л, проламины, глютелины) извлекают различ- 

"I растворителями и количественно учитывают. Со- 
| 'мне белковых фракций в растениях различно. Ha

ir и семенах зернобобовых культур преобладают 
ши и, в семенах злаков — проламины и глютели- 

мгиах вегетативных органов ряда растений много
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альбуминов, глобулинов и глютеЛинов. Даже в предо 
лах одного и того же вида качественный состав белки» 
подвергается заметным изменениям в зависимости ш 
условий выращивания и других факторов.

Другой метод оценки качества белков основан и» 
изучении их аминокислотного состава. Зеленые расти* 
ния могут синтезировать все аминокислоты, тогда кап 
организм человека и животного лишен этой способно 
сти. Аминокислоты, которые не могут синтезироваться й 
животном организме, получили название «незамени* 
мых». В настоящее время установлено, что для человек* 
незаменимыми являются 9 аминокислот: триптофан, фс< 
нилаланин, метионин, лизин, валин, треонин, изолейщш, 
лейцин и гистидин. Питание белком, не содержащим «« 
кой-дибо из этих аминокислот, приводит к нарушения! 
обмена веществ и заболеваниям организма. При корм* 
лении скота по рационам, не сбалансированным по ами| 
нокислотному составу или при недостатке в кормах да| 
же какой-либо одной из незаменимых аминокислот на* 
блюдается большой перерасход кормов и повышение
СТОИМОСТИ ПРОДУКЦИИ ЖИВОТНОВОДСТВа. Во МНОГИХ 1ИССЛСЙ
дованиях установлено, что отдельные белковые фракции! 
резко различаются по аминокислотному составу. Таким1 
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 такж» 
учитывать, что белки не могут диффундировать черед 
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 растирав 
ние в ступках с песком, обработку ультразвуком, про
мораживание растительных тканей и другие методы.

В зависимости от целей исследования из тканей рам 
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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' фобностн. Полученные белковые препараты ттца- 
н Н'1 очищают и сушат.
Нмдсление суммарных белков. Для выделения всех 

■' 'Iч.1 х веществ используют щелочные растворы, в ко- 
I ■ большинство белков довольно хорошо растворя- 
н I пособы экстракции белков из вегетативных орга- 
• а из семян несколько различаются,

li.i извлечения б е л к о в  из  с в е ж е г о  р а с т и -
• и и о г о м а т е р и а л а  навеску листьев, стеблей,
• .....и или других вегетативных органов (25—50 г, в
• 1 и мости от содержания белков) фиксируют жидким

I и промораживают. Затем измельчают в гомоге- 
■ ц|ро или тщательно растирают в ступке с четырех- 
• HUM (но массе) количеством боратного буфера

И П1,0), в который добавляют 0,2% бисульфита нат- 
' и несколько капель октилового спирта. Бисульфит 
I• 11 я добавляют для повышения растворимости бел- 

м | веществ, а октиловый спирт — для предотвраще-
....... ... гомогената. Гомогенат промораживают

' hi тальнике и после оттаивания встряхивают на ме-
....и екой мешалке в течение 1—2 ч, затем центрифу-

|'«г в течение 5— 10 мин при 3 тыс. об/мин. Жид- 
■III. над осадком сливают, а остатки «леток вновь го- 

' • ни труют или растирают в ступке с прокаленным
• | |>м. Затем гомогенат снова встряхивают с буферным 
" тиром в течение 20—30 мин и опять центрифугиру-

I а кую экстракцию повторяют 5—6 раз до исчезнове- 
Iи акции на белок с реактивом Фолина (см. ниже). 

...... in объем экстракта доводят буферным раствором
■ >о() мл. Количество азота, перешедшего в экстракт, 

" ' I им составлять не менее 90—95% общего содержа-
■ • I in та в растениях.

I га анализа берут 20 мл экстракта и определяют в
II >держание азота по Кьельдалю. Одновременно 

и а я ют общее содержание азота в исходных расти-
1 иых образцах.
| нем проводят осаждение белков. Экстракт вылива- 

• такай емкостью 700—800 мл и доводят pH до 
1 1, 1, добавляя 10%-ную уксусную кислоту. Реак-

1 антракта проверяют индикаторной бумажкой. Ес- 
"птбочно добавили много уксусной кислоты и реак-

1.1.1 а слишком кислой, доводят pH экстракта до 
1 ■!,!• приливанием щелочи. Стаканы на водяной бане

,11 и.нот до 70°С, и осажденные белки отделяют цент-
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рифугированкем. 13 центрифужные пробирки с осаЛ 
ком белка добавляют 1%-ную уксусную кислоту, содер 
жимое пробирок перемешивают, центрифугируют и жид 
кость над осадком сливают.

Для лучшей очистки белков их псреосаждают. Дл* 
этого в центрифужные пробирки добавляют теплtaft 
раствор 0,2 и. NaOH и жидкость из пробирок с осадком 
переливают в стакан. Пробирки несколько раз промыва 
ют 0,2 н. NaOH, сливая раствор ib т о т  же стакан. Жид 
кость в стакане нагревают при помешивании на водяной 
бане до 50°С до полного растворения белков. Нерастпо 
рившиеся частицы (остатки клеток) отделяют центрифу 
гированием. Для переосаждення белков в стакан с рас
твором белка добавляют 50% -ную трнхлоруксусную кис
лоту до конечной концентрации 5%- Осажденные белки 
отделяют центрифугированием. Для очистки белков нч 
продолжают промывать в центрифужных пробирках ацс 
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 
даго 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 белкой 
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 мя 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 содержи-

46



. мы,! центрифугируют в течение 5— 10 мин при 
| и,к-, об/мин, жидкость над осадком сливают в 

in. и, колбу емкостью 500 мл. Осадок из пробирок пе- 
... ■ н в коническую колбу, пробирки смывают буфер- 

. |. .стором, содержащим бисульфит, и в колбу до-
........ этот же раствор до объема 50—60 мл. Колбу
|.. пинают в течение 30—40 мин и снова центрифуги- 
.... Раствор белков сливают в ту же мерную колбу, 
мм, экстракцию повторяют 4—5 раз до исчезновения
....... . па белок с реактивом Фолина. Раствор в колбе
.....иг до 500 мл и из «ее берут 20 мл для определе-
• . ..держания общего азота. При анализах семян

...... х и масличных культур в экстракт должно пере-
HII, нс менее 90—95% азота.
11, а.кдение и очистку выделенных из семян белков 
. , I гг таким же образом, как и белков из вегетатив- 
■ и|>ганов растений. Белки, выделенные из семян, 
и I являют собой порошки белого цвета с содержа- 
| I 1 18% азота.

1 - мена некоторых злаковых растений могут содер- 
■и. шлчнтельное количество спирторастворимых бел- 

мпорые не экстрагируются боратным буфером, 
выделения этих белков остаток материала после 

11> |кции боратным буфером обрабатывают неболь-
........ л ячеством 70%-ного спирта, встряхивают в тече-
, I ч и переносят в центрифужную пробирку. Центри- 

м||\ ют около 10 мин при 4—5 тыс. об/мин и центри- 
и е.чивают в сухой стакан. После этого осадок из 
I ,пфужной пробирки с помошью небольшого объема

....о спирта переносят в ту же колбу, встряхивают
а вновь центрифугируют. Такую экстракцию повто- 

| !. 4 раза. После этого раствор спирторастворимо- 
. и.в, который был собран в стакан, концентрируют.
| . I ого удаляют спирт путем его отгонки в вакууме 
., > I встствующем приборе (см. рис. 25) при темпера- 

!!) 40°С или переносят в фарфоровую чашку и 
иив,пот при такой же температуре на водяной бане 

ишлятором или феном. После концентрации рас- 
|. I и него добавляют небольшое количество воды и 
и. I пот в холодильнике на ночь. Если в исследуемом 
тире содержались спирторастворимые белки, они 
| в .йо г в осадок. Для более полного осаждения в 

iii.ip добавляют ацетон до 90% насыщения. Осадок 
нот центрифугированием, промывают в центрифу-
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жных пробирках несколько раз ацетоном и эфиром и 
высушивают. Затем определяют массу осадка.

Выделение отдельных белковых фракций. Для болт
детального изучения белков не ограничиваются извлечь 
нием из растений лишь суммы всех белковых вещей и 
а проводят их фракционирование. Наиболее часто при 
этом пользуются неодинаковой растворимостью бел ко 
вых фракций в разных растворителях (классический мг 
тод Осборна). Белки из растительных тканей последом;! 
тельно экстрагируют водой (альбумины), слабыми pat 
творами нейтральных солей (глобулины), спиртом (про 
ламины) и щелочными растворами (глютелины). Работ, 
по выделению и очистке белков лучше проводить в хо 
лодной комнате при температуре около 4°С.

Образцы растительного материала весом 25—50 i 
фиксируют жидким азотом, промораживают в холодило 
нике и гомогенизируют с 3—4-кратным количеством 
воды.

Затем для более полной экстракции белков гомо 
генат переносят в коническую колбу, взбалтывают в тс 
чение 1 ч на механической мешалке и ставят в холодил!, 
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 высушиваю! 
в вакуум-эксикаторе.

Для анализа берут образцы возможно более тонко 
размолотой муки весом 5— 10 г, насыпают в коническую 
колбу, заливают 5—6-кратным количеством воды, взбал
тывают на механической мешалке в течение 1 ч и ставя! 
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 холодил!, 
нике раствор белка отделяют центрифугированием, жид
кость над осадком сливают в большой стакан, остам 
шуюся массу гомогенизируют примерно с 3-кратным 
(для муки с 5-кратным) количеством воды, наливают и 
коническую колбу и взбалтывают в течение 30—40 мин. 
После этого содержимое колбы вновь центрифугируют и 
раствор белков сливают в тот же стакан. Такую экстрах 
цию водой с последующим центрифугированием повто
ряют 4—5 раз до исчезновения реакции на белок с ре
активом Фолина.
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11. м*,ч«* полной экстракции водорастворимых белков 
111 \ юся массу количественно переносят в кониче- 
цплбу, заливают 4—5-кратным объемом 1 М КС1 
и илот в холодильнике.

При обработке тканей растений водой в раствор 
| шт не только белки, но и другие растворимые в

....... ‘динения, в том числе свободные аминокислоты,
|, минеральные соли. Поэтому полученный экст- 
мижно рассматривать как слабосолевой раствор.

........  раствор могут переходить не только водораст-
....... .и' белки (альбумины), по и часть солераствори-
< |н шов (глобулины). Их называют легкораствори- 

ч ж I лобулинами, так как они 'переходят в раствор
I .......hi, низких концентрациях солей, которые содер-
м и и экстракте. Для разделения альбуминов и легко- 
| in 11п 1 мых глобулинов проводят диализ экстракта 
"ш дистиллированной воды. Для этого используют 

|, | " читаемые материалы, чаще всего целлофан. Диа- 
. 111и июдят в специальных приборах-диализаторах 

11). В сосуд диализатора наливают воду, а в цел- 
11■'Iи.Iи мешочек внутри диализатора — полученный

....р На рисунке 11 изображен диализатор, в кото-
■ in пользована целлофано- 

ч1 I рубка заводского изго- 
нии. Простые мешочки 

• •Min легко приготовить и в 
пригорим. В качестве анти- 
1И.1 в целлофановый ме- 

щчик добавляют тимол. Че- 
шалпзатор в течение су- 
мроиускают медленный

.......юироводной воды. Диа-
II мр. (ВОДЯТ в холодной KOM- 

II III добавляют в сосуд 
, и и,да. Через сутки водо-
...........iyio воду в диализаторе
1" пщ дистиллированной 

i ■ I"лжают диализ еще 
I 1 ч В процессе диализа 

и ■ ылекулярные вещества,
' числе и минеральные 

и выходят из целлофапо- 
•пчночка и вымываются 

■ I внутри остаются толь

Рис. 11. Простейший диа
лизатор:

/ — целлофановая трубка; 2 — 
стеклянная трубка с. краном; 

3 — крышка сосуда.
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ко белки. Так как к концу диализа раствор в мешоч 
не содержит солей, солерастворимые белки выпади» 
в осадок, а в растворе остаются только альбумины,

Для отделения альбуминов от солерастворимых Л| 
ков содержимое мешочка вместе с осадком перепои 
в центрифужные пробирки, мешочек споласкивают '1 
3 раза водой, которую выливают в те же пробирм 
Растворимые белки отделяют от нерастворимых центр» 
фугированием в течение 5— 10 мин при 3—4 тыс. об/мн 
Жидкость над осадком сливают в мерную колбу обм 
мом 0,5 л, а осадок в центрифужных пробирках 2—3 р« 
за промывают водой с последующим центрифугирои i 
нием. Промывные воды сливают в мерную колбу. Pm 
вор альбуминов в колбе доводят водой до метки ■ 
ставят в холодильник.

Осадок глобулинов в центрифужных пробирки 
растворяют в небольшом объеме 1 М КС1 и переноси 
раствор в мерную колбу на 200—250 мл. Пробирки си > 
ласкивают 2—3 раза небольшими порциями хлористот 
калия, сливают в колбу, доводят до метки, и рас пищ 
глобулинов ставят в холодильник.

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

В некоторых руководствах при определениях фраi 
ционного состава бел ков рекомендуют первую экстра к 
цию растительного материала проводить не водой, а со 
левыми растворами (1 М КС1 или NaCl). Полученным 
экстракт содержит альбумины и глобулины, которое 
разделяют путем диализа. Недостатком этого способл 
является то, что фракция легкорастворимых глобулином 
не выделяется, а определяются все глобулины (сум 
марно).

После экстракции глобулинов выделяют растворимую 
в спирте фракцию — проламины. Для этого гомогешп 
обрабатывают теплым 80%-ным этиловым спиртом, 
После каждого добавления спирта содержимое колбы
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' .... нот в течение 1 ч, центрифугируют и раствор
'и, сшвают в мерную колбу. Экстракцию белков 

| проводят 3—4 раза. После окончания экстрак- 
н шор белков в мерной колбе доводят спиртом 

• ! и. Спиртовые экстракты белков хранить в холо- 
IHI г нельзя, так как на холоду белки из спирта 

и г в осадок. Их оставляют при комнатной гем- 
Iм п возможно скорее анализируют.
I выделения щелочнорастворимой фракции (глю- 

,н,1 и,) растительный материал несколько раз зкстра-
.. I и,.:М боратным буфером (pH 10,0), содержащим 

!, шн ульфита натрия. Экстракцию проводят так же, 
1 при выделении других белковых фракций. Полно- 

н 'к ипя отдельных белковых фракций в значитель-
II г 11 н зависит от продолжительности взаимодейст- 

н 1 тельного материала с соответствующим раст
им. Поэтому после добавления каждого нового

■ jinгеля (хлористого калия, спирта и боратиого 
|,нрп| растительный материал выдерживают в холо- 

.......и и не менее 16— 18 ч.
и и анализе некоторых растительных объектов (на- 
. и р 1сленой массы кукурузы и семян ряда злаков) 
и. ш.елочнорастворимые белки экстрагируются бо-

......... буфером при pH 10,0. В таких случаях после об-
и боратным буфером необходимо провести допол-

....... ... экстракцию 0,2 и. NaOH (3—4 раза). Техника
, Р I пни такая же, как и при использовании других 
.... рн гелей.
■ I Iнишйсн растительный материал после извлече- 

, I и белковых фракций количественно переносят в 
е фильтром (центрифужные пробирки и колбу 

мигают водой, промывные воды сливают на 
I , р) Затем воронку с фильтром высушивают при 

.. .и у ре 50—60°С, переносят в колбу Кьельдаля, 
миг серную кислоту, катализатор и определяют 
им нерастворимого азота.

I и им образом получают 6 белковых фракций: аль- 
и- ы, легкорастворимые глобулины, которые экстра- 
, 11' я водой и осаждаются при диализе; глобулины,

I ирусмые 1 М КС1; проламины; глютелины и нерас- 
и hi азот. Все фракции (кроме последней) были 

Р h i и мерные колбы. Для определения содержания 
в каждой фракции из всех колб берут по 20— 

Р и гиора, переносят в колбы Кьельдаля, сжигают
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с серной кислотой и определяют количество азота. Одм 
временно в исходном образце определяют содержат*» 
общего, белкового и небелкового азота, а также влш» 
ность материала. Результаты записывают по форме гп< 
лицы 2.

Таблиц*|
Содержание белковых фракций

Фракция % массы абсолют- % общего сол!||
но сухого расти- жания белки»

тельного материала в растении»

Общий азот __
Небелковый азот —
Белковый азот 100
Альбумины 
Глобулины, экстрагируемые водой 

и осаждающиеся при диализе 
Глобулины, экстрагируемые 1 М 
КС1
Проламины 
Г лютелины 
Нерастворимый азот

Очень часто при изучении белков не ограничивают» 
определением лишь общего содержания азота в каждо! 
белковой фракции, а получают препараты соответствун* 
щих белков и затем используют их для определения ам|| 
нокислотного состава.

Для получения препарата белков из соответствую! 
щих фракций содержимое мерных колб (кроме спирт»! 
в О'Го 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 бель! 
отделяют центрифугированием и промывают водой, под| 
кисленной уксусной кислотой. Затем белки растворяют 
теплой 0,2 н. NaOH. Если белки растворяются плох<>| 
раствор подогревают на водяной бане. После этого дли 
лучшей очистки белки переосаждают добавление! 
50% -ной трихлоруксусиой кислоты до конечной концеи| 
трации 5%. Полученные осадки белков несколько pal 
промывают в центрифужных пробирках разбавленпо! 
уксусной кислотой, а затем ацетоном, спиртом и эфиро* 
и высушивают в вакуум-эксикаторе. Осаждают и очища! 
ют все белковые фракции (кроме спиртовой) так жо| 
как и препараты суммарных белков.
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М|н. I;iмины выделяют по следующей методике. Спир- 
»к( тракт из мерной колбы переливают в прибор 

'пипки спирта в вакууме. Спирт отгоняют при тем- 
| ре 35°С. После полного удаления спирта к остав-

I..раствору добавляют небольшое количество во- 
"I гавляют в холодильнике на ночь. При этом ос- 
| масса белка выпадает в осадок. Для полного 

и кия белков раствор насыщают ацетоном до 90%; 
....  раствора доводят до слабощелочной, добавляя

■ паи) капель 1 н. NaOH. Содержимое колбы пере- 
и центрифужные пробирки, колбы споласкивают 

himм и осадок белков отделяют цептрифугировани-
II Л 4 тыс. об/мин в течение 5— 10 мин. Затем 

- ' и пробирках несколько раз промывают ацетоном
прим с последующим центрифугированием. Осадки 

м II высушивают в вакуум-эксикаторе или лиофили- 
н (см. стр. 106).

||" Isмсиные препараты всех белковых фракций лред- 
пиг собой белые или сероватые порошки с содер- 

|. м 14 18% азота. Эти препараты сохраняют для
| кнцих анализов.

...... iii/ihxtaHue и реакт и вы : 1) центрифуги, гомогенизаторы, ва-
>. in .пор, прибор для отгонки спирта в вакууме, водяная ба-

I ......... мешалка, термостат, холодильник, диализатор,
■и колбы, стаканы, воронки, пипетки, ступки, конические

| "| .| гний буфер 0,2 М (pH 10,0), бисульфит натрия, уксус-
.. и>■ а 10%-ная и 1%-ная, 0,1 н. и 0,2 н. NaOH, трихлорук- 
| кислота 50%-ная, ацетон, этиловый спирт 96%-ный и 
uni, октиловый спирт, эфир, реактив Фолина, 1 М КС1, а так- 
. и, пившие и реактивы, необходимые для определения азота 

I и и.дплю.

ВЫДЕЛЕНИЕ ЗЕИНА

и шдосперме кукурузы содержится спиртораствори-
......... ...  зеин, количество которого у обычной куку-

ин шгает половины общего содержания белка, 
в ирным признаком зеина является почти полное 

| I вив в нем незаменимой аминокислоты лизина и 
низкое содержание триптофана. Поэтому белки 

I курузы отличаются низкой биологической цен-
м I МО,

.. н-диее время были получены мутанты кукуру- 
.11 щсперме зерна которых количество зеииа резко
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После этого тесто помещают в кристаллизатор и и 
в большую чашку, приливают около 1 л водопроводной 
воды с температурой 18+2°С и начинают отмыв;m 
клейковину от крахмала и других веществ, опуская те 
сто в воду и разминая его пальцами. Отмывать необхо 
димо очень осторожно, чтобы вместе с крахмалом ш 
удалялись частицы клейковины. Промывную воду ы 
мере накопления в ней крахмала меняют 3—4 раза, при 
чем каждый раз процеживают через густое шелково* 
или капроновое сито для удаления случайно оторва! 
шихся кусочков клейковины. Их собирают с сита и 
присоединяют к общей массе клейковины.

Когда большая часть крахмала отмыта и клейко 
вина, которая вначале была мягкой и рвущейся, стань 
вится более связной и упругой, разминание и промыв;! 
пие ее можно вести более энергично под слабой струой 
водопроводной воды (18+2°) над густым ситом.

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

Отмытую клейковину хорошо отжимают от излишней 
воды, помещая между ладонями и вытирая их время сн 
времени сухим полотенцем. Затем клейковину закаты 
вают ладонями в шарик, кладут на часовое стекло или и 
бюкс и взвешивают на 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, умножай 
ее массу на 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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I с. способность клейковины набухать и удержи- 
MI>ду. Степень гидратации выражают в процентах.

......... нпчина колеблется в очень широких пределах
I I 'О до 340% ). но в большинстве случаев состав- 

I ЦК) 240%. Как правило, клейковина из муки выс- 
. ортов имеет большую степень гидратации, чем из 

. П1НШИХ сортов или из целого зерна.
• и пень гидратации клейковины (в %) вычисляют 

ющим образом:
I сырой клейковины— % сухой клейковины) • 100 

% сухой клейковины

И.пример, если в пшенице содержалось 37% сырой и 
, I \ хон клейковины, то степень гидратации такой 
.....иппы составит:

(3 7 -1 2 ) • 100 _ 2 0 8 о/ 0 .
12

Ппредсление клейковины в зерне ржи и ячменя.
• ..... ..пиша ржи и ячменя по сравнению с клейковиной
.......... и менее связная, растекающаяся. Выделяют ее

иным способом, который приведен ниже.
. I I онко размолотой муки переносят в фарфоровую 

и п приливают 12 мл водопроводной воды, подогре- 
, и ю !>0°С. Пестиком или шпателем тщательно заме- 
........по тесто, помещают его в термостат при темпера-
I |, 11)"С и оставляют на два часа для отлежки. После
............что отмывают водопроводной водой, нагретой до
t . lire., на тонком сите для удаления крахмала. Ни в

■ чучае нельзя допускать потерь мелких частиц
........ пины, которая значительно более жидкая и расте-

. ....... шея, чем клейковина пшеницы. После отмывания
II . щплиза такой же, как и при определении кленко- 
«. hi I пшеницы.

......./иiilm ianu e. Фарфоровые чашки, стеклянные кристаллизато-
, , ,  ...... м, часовые стекла, бюретка, эксикатор, сито капроновое или

...........Hr. шпатели.

......1Д1ЛЕНИЕ ИЗОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ ТОЧКИ БЕЛКОВ

I. Iкп, как амфотерные электролиты, содержат в сво- 
■ .ни: кислые и основные группы и могут диссоции- 

. .. и. как кислоты или как основания.
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При добавлении к раствору белка слабой кислоты 
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. Кислотное!i, 
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). Дли 
большинства растительных белков ИЭТ наблюдается п 
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 пли казеина растворяют при 
осторожном нагревании на водяной бане в 5 мл 0,5 н. 
CH3COONa 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 н. 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.

Таблица .11
Номер пробирки

Прибавлено миллилитров 1 2 3 4 5 6 7 8

Вода 8 , 4 7,75 8 ,75 8,5 8,0 7,0 5,0 1,0
0 ,0 1  и. СНзСООН 0 ,6 1,25 — --- — — —
0,1  н. СНзСООН — --- 0,25 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
PH 5 , 9 5,6 5,3 5 ,0 4 ,7 4,4 4,1 3,8

О борудование и реактивы: 1) градуированные пипетки, колбы 
мерные емкостью 25 мл, пробирки, штативы;

2) казеин, препараты белков, 0,1 н. С.Н3СООН, 0,01 н. 
СНзСООН, 0,5 п. CH-jCOONa.
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•млтография белков на целлюлозоионитах

I" Iновые фракции, выделяемые из растений различ-
....  растворителями (водой, солевыми растворами,
•и|ним и щелочными растворами), не являются чисты- 
•| ■ м<ами, а представляют собой сложные смеси. Раз

ини этих смесей и получение белков в чистом ви- 
пчснь сложная задача. Для этого необходимо 

ми п. ювать более тонкие методы, чем простая экстрак- 
' 1 п .чков из растительных тканей, 

и последние годы разработаны новые, очень эффек-
........  н универсальные методы разделения белков, из
о ч * г .1 х наиболее важными следует считать ионообмен- 

хроматографию и электрофорез в иолиакриламид- 
ч голе.

Ьтод ионообменной хроматографии белков с ис- 
пванием ионитов на целлюлозной основе был пред- 

| ■ н Петерсоном и Собером. Целлюлозоиониты обла- 
• высокой разделяющей способностью, низкомолеку- 
iiiir вещества на них почти не сорбируются, а белки 

■ I ' тиках не повреждаются и их выход часто дости- 
н I 100%. Целлюлозоиониты синтезируют путем хими-
.......и модификации целлюлозы. Они имеют высокую
..... . и. для белков и могут быть получены с любой же-
” иn'i ионообменной характеристикой.

Пи А. Я. Николаеву, синтез целлюлозоионитов осу- 
■ шляется следующим образом.
При обработке целлюлозы концентрированной ще- 

образуется алкоголят — алкалицеллюлоза:
[ (C6H70 2(OH)3]n+«NaOH-^

целлюлоза

+  [ ( C 6H 70 2( 0 H ) 20 N a ] „ + » H 20 .

алкалицеллюлоза

IIрн действии галоидоалкилов на алкалицеллюлозу 
пры \ гствии избытка щелочи образуется целлюлозо-
•и н г:

| |< , l l 70 2(0 H )20N a]„-fm -n-R C H 2Cl+2nN a0H -^
• п\илицеллюлоза галоидоалкил

-> [C 6H70 2(0CH R)]„+3nN aCl,
целлюлозоионит

1,2 или 3, а п зависит от степени полимериза- 
| иг 1.ЧЮЛОЗЫ и обычно равно 6000— 10 000.
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Адсорбционная емкость целлюлозоионита тем вин 
чем больше он содержит иогенных групп. Количеси 
иогенных групп в обычно применяемых целлюлозой! >н 
тах составляет 1—2 м.-энв. на 1 г сорбента, т. е. о/и 
ионизирующая группа приходится приблизительно i 
4—8 глюкозных остатков целлюлозы.

Все целлюлозоиониты являются слабыми кислот,1' 
или основаниями. Поэтому их соли, особенно со слабым 
основаниями или кислотами, сильно гидролизоваш 
Поэтому при хроматографии низкомолекулярных н 
ществ на колонках они передвигаются вдоль колот 
почти с такой же скоростью, как и растворитель. Белт I 
как амфотерные соединения, также представляют соГи 11 
слабые кислоты или основания, но они сорбируются i 
целлюлозоиоиитах значительно интенсивнее, так км 
вследствие большого числа зарядов на поверхности бо i 
ковой молекулы между белками и целлюлозоионитж 
образуется много связей.

В настоящее время для хроматографии белков н:н| 
более часто применяются следующие целлюлозоиониш

Диэтиламиноэтилцеллюлоза (ДЭАЭЦ) получаем» 
при реакции целлюлозы с 2-хлортриэтиламинохлоргиЛ 
ратом в концентрированном растворе щелочи. В водит 
суспензии образуется гидрат, диссоциирующий с обран 
ванием гидроксила, который и является обменным m 
ном:

Ц • C2H4N(С2Н5)2+ Н 2О ^ Ц ■ C2H4N+H (С2Н5) 2+ о н  ,

ДЭАЭЦ — наиболее универсальный слабощелочиЫ 
анионит.

Триэтиламиноэтилцеллюлоза (ТЭАЭЦ). Ее полуи 
ют из ДЭАЭЦ, нагревая последнюю с 10%-ным расти!' 
ром бромистого этила в этиловом спирте. ТЭАЭЦ там 
же слабощелочной анионит и по свойствам мало отлн 
чается от исходной ДЭАЭЦ.

Карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ) получается при 
взаимодействии целлюлозы с монохлоруксусной кислив 
той в концентрированном растворе щелочи. КМЦ им» 
ет обменный ион Н+.

Ц • СН2СООН^Ц • сн2соо-+н+.
КМЦ — слабокислый катионит.
Сульфометилцеллюлозу (СМЦ) готовят следующим 

образом. Раствор мстилепдихлорида в этиловом сппрн»

60



1.1пируют с сульфитом натрия и получают сульфо- 
' Iипыи продукт (ClCH2S 0 3N a). Затем целлюлозу 

I 1|ывают раствором ClCH2S 0 3Na, в результате 
| пирлзуется сульфометилцеллюлоза, имеющая об-

'III ион Н+.
Ц • CH2S 0 2 (ОН) • CH2S 0 3-+H +.

Природу взаимодействия белков с целлюлозоиони- 
щ ложно представить следующим образом (по 

I Николаеву). В сорбции белков основную роль иг- 
> юктростатические силы, и взаимодействие бел- 

|нмлюлозоионитами выражается уравнениями ион-
■ обмена:

Ца+А- + Б ~ ^ Ц а + Б -+ А - ,
Ц к-К++Б+^= Цк-Б++К+,

i l l 1 и Цк~— нерастворимые ионы целлюлозоанио- 
нита и целлюлозокатионита;

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

■ ........ ионного обмена биполярных ионов, ко
рм hi являются белки, заключается в том, что один 
' I же ион может сорбироваться как на катионите,

• «и и па анионите. С учетом особенностей ионного обме-
. ........мирных ионов сорбция белков на целлюлозоанио-
м I и цсллюлозокатионитах может быть представлена 

....inмп уравнениями:
Ц аЮ Н ~+_ООС белок NH3+4=t
анионит
ч=ьЦа+“ООС белок NH2+ H 20 ;

I I1 | +H3N белок С О О -^Ц к-+Н 3Ы белок СООН,
I ♦ ihmIiM 1
I. | к и; белок NH3+ — биполярный ион белка.

• римруемость белков на целлюлозоионитах наиболь- 
И1ИП и игссолевой среде или в разбавленных буферных 

it рmix, она не зависит от концентрации белка (до 
pun им постижения сорбционной емкости весь белок 

г р пси в растворе). На этом свойстве основан ме- 
"М1(Ч1трирования белковых растворов. Соли выгес-

..........Vi ки и в присутствии солей сорбция белков на
I I имононитах ослабляется.
1 pi'Пруемость белков на целлюлозокатионитах вы- 

ж ....... .. среде, а на целлюлозоанионитах— в щелоч
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ной, т. е. в тех условиях, когда целлюлозоиониты шнг 
нее диссоциированы.

В качестве растворителя для экстракции белком i 
растительного материала и последующей их хромате! | 
фии на целлюлозоионитах чаще всего применяют пш 
а также фосфатный, боратный и ацетатный буферы.

Сродство данного белка к ионообменнику можно си 
зить тремя способами: уменьшением pH раствора, ч1 
снижает анионные свойства белка; повышением pH р:н 
вора, т. е. 'подавлением ионизации основных групп 1 
сорбента, что ведет к снижению его способности спя и 
вать анионы; повышением ионной силы буферного pm 
вора. В связи с этим элюирование белков с колонок up 
водят повышением концентрации соли в элюируюмм 
растворе или изменением pH раствора.

Хроматографическое фракционирование белков 1 
ДЭАЭЦ. Диэтиламиноэтилцеллюлоза представляет < 
бой слабощелочной анионит, поэтому сорбируемость бе 
ков на ней наибольшая в слабощелочной среде. В сти" 
с этим для экстракции белков из растений при пост 
дующей хроматографии на ДЭАЭЦ лучше всего исно,н 
зовать слабощелочные буферные растворы, наприм 
фосфатный буфер с низкой ионной силой.

Все белки по растворимости в различных средах гп 
лятся на альбумины, глобулины, проламины и глютсли 
ны. Если использовать для экстракции слабый фосфю 
ный буфер, в раствор будут переходить 'лишь альбумиии 
и глобулины, а. проламины и глютелины в этом реакти 
ве растворяться не будут. Это следует иметь в виду И|Ш 
выборе объекта для хроматографического разделети 
белков на ДЭАЭЦ. Например, если взять семена -пни 
ннцы или кукурузы, в которых основную массу бель"| 
составляют проламины и глютелины, то под действиям 
слабощелочного фосфатного буфера в раствор бу;ит 
переходить лишь незначительная часть белков от он 
щего их содержания в семенах. В этом случае следуя! 
применять другие методы и использовать для хроматп! 
графин другие ионообменники. Например, белки клейко 
вины пшеницы были разделены на карбоксиметилцсл 
люлозе при использовании кислых растворителей.

При использовании ДЭАЭЦ наиболее подходящими 
объектами для хроматографического разделения белкой 
будут семена бобовых культур, так как в них почти шт 
белки представлены альбуминами и глобулинами.
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111 хроматографии на ДЭАЭЦ экстракцию белкой 
1 | следующим образом. В колбу помещают 3 г 
'■I' льченной муки из семян бобовых культур, при- 

100 мл 0,005 М фосфатного буфера (pH 7,4), 
"т  несколько капель толуола. Содержимое кол- 
" и.но перемешивают и оставляют на ночь в хо- 

4 " ко. Во взятой для анализа муке проводят опре- 
1 «одержания белкового азота по методу Кьель-

1 " настаивания в холодильнике колбу ставят в 
"■«> скую мешалку и взбалтывают в течение 2 ч.
1 "чержимое колбы переливают в центрифужные 
■ I" и н раствор белка отделяют от осадка центри- 
I" «« 111нем. Раствор сливают в чистую колбу, кото- 

|| а г в холодильник, а осадок из центрифужных 
. с. вновь переносят в колбу для повторной экст- 

‘«" Центрифужные пробирки споласкивают фосфат- 
" «|>«• |>ом, который сливают в «колбу. Содержимое 
1 вновь взбалтывают на механической мешалке в 
«в I 2 ч и снова центрифугируют. Такую экстрак- 

нпоряют 4—5 раз.
" I пир, полученный после экстракции, кроме бел- 
« ■ с ржит низкомолекулярные азотистые соедине- 
с и ноды и растворимые соли. Чтобы освободить- 

I .ms, проводят диализ против фосфатного буфера, 
м.ио в сосуд диализатора наливают 0,005 М «фос- 

iin оуфер, а раствор из колбы сливают в целло- 
щ мешочек, который помещают в диализатор. 

I. мнительно ополаскивают фосфатным буфером и 
н). и. сливают в мешочек. Диализ проводят на ’хо- 
. лоОивлением тимола в течение 24—36 ч. За это 

и и . «.суде диализатора несколько раз меняют раст- 
I Т ■ I того буфера.
. и (щчании диализа раствор из целлофанового 
. I сливают в мерную колбу емкостью 500 мл (в

.......... ыпего объема берут колбу емкостью 1 л),
.I ., ополаскивают небольшим количеством буфе- 
... | i.iii также сливают в колбу. Раствор в колбе 
и,, фосфатным буфером до метки и берут из него 
" м для определения содержания белков, 

ни в, сколько белкового азота было в исходной муке 
... . >отчество перешло в раствор в результате экст- 

, фосфатным буфером, вычисляют процент бел- 
,.......юрнмых в буфере. Для большинства бобовых
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культур в раствор переходит не менее 80% общего 
держания белков.

Колонки для хроматографирования готовят еле i 
щим образом. В стакан помещают 3—4 г хорошо гши 
ценной этиламиноэтилцеллюлозы и тщательно nept 
шивают с 1%-ным раствором NaOH для перевода ir 
обменника в гидроксильную форму. Через 1 ч верхи 
слой жидкости вместе с неосевшими мелкими части 
ми целлюлозы сливают, в стакан добавляют дистил i 
рованную воду и перемешивают. Воду сливают, им 
удаляя очень мелкие частицы целлюлозы.

Стеклянную хроматографическую колонку размен 
20X 1 см укрепляют в штативе, закрывают нижний и| 
и вливают из стакана часть суспензии целлюлозы и i 
де. Лишнюю жидкость осторожно сливают через крин ; 
продолжают наполнение колонки небольшими порцм 
ми суспензии целлюлозы. Целлюлоза в колонке дол ж» 
быть распределена равномерно; при набивке колонки и 
время работы над поверхностью целлюлозы в кол ж 
все время должен оставаться слой жидкости выпи. 
0,5— 1 см.

Затем верхнюю часть колонки соединяют с резерв 
ром, в качестве которого может быть использована > 
лительная воронка объемом 200 мл, и начинают прими I 
вать колонку (см. рис. 9). В резервуар наливают ж 
и открывают нижний кран настолько, чтобы скором) 
вытекания жидкости была около 1 мл в минуту. Ко.ж 
ку промывают водой почти до нейтральной реакции, и 
ле чего в резервуар вносят 0,005 М фосфатный бу<|",)1 
(pH 7,4) и промывают колонку до постоянной реакций 
вытекающей жидкости.

После промывания колонку соединяют с автомата 
ским коллектором фракций — прибором, позволяют.' 
без участия экспериментатора собирать большое чж 
фракций строго определенного объема (рис. 12). Ко 
лектор регулируют по времени или по объему. В i | 
случаях, когда прибор устанавливают на определена i 
время, через которое происходит смена пробирок i > 
фракций, необходимо отрегулировать скорость вып 
ния жидкости из колонки, чтобы в заданное врт| 
(обычно 8— 12 мин) вытекало точно 5 мл жидкоеЧ| 
Если прибор устанавливают таким образом, что смей! 
пробирок происходит после того, как в сифон наберем 1 
из колонки 5 мл жидкости, также регулируют скорое i|
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шил жидкости (око- 
" M l II 1 ч).

I!'» II! подготовки ко- 
м 1.1 и анализа через 

пропускают такой 
| раствора белков, 

иных из муки, что- 
исм содержалось 

о мг белка (обыч- 
50 мл). Затем ко- 
п|)омывают0,005М 

иным буфером для
■ > и ее от белков, ко- 

! нс адсорбируются 
. и ннламиноэтилцел-

(щелочные бел- 
И" всех отбираемых

■ .11.1\ (но 5 мл) оп-
| и > I содержание

. in по методу Лоури.
|  о метода пеоб-

■ • • приготовить сле- 
ти|Цг реактивы.

I ./мни Фолина: 100 г 
|р | м л га натрия 
\\ | >,• 21120 )  и 25 г 
- 1.11 а натрия

• \. i< )4 • 2НгО) раство- 
щ. и НОО мл дистилли- 

iiiii'ifi воды. К рас- 
•Иру юбавляют 50 мл 80% -ной фосфорной кис- 

■ I (11,14)4) и 100 мл концентрированной соляной кис- 
■ II | весь кипятят с обратным холодильником на сет-

м .. .....и» 10 ч. Затем к смеси добавляют 150 г серио-
. Iи I ня, 50 мл воды и несколько капель бромной

............ шва кипятят в течение 15 мин без обратного
н и .ипика для удаления избытка брома. После ох- 
*  с 1111.1 раствор доводят до 1 л, фильтруют и хранят

I h i......  склянке. Перед употреблением реактив раз-
н ........ истиллированной водой ( 1 : 1).

........ А — 2%-ный раствор Na2C 0 3 в 0,1 н.
' и I, 0,5%-ный раствор C uS04-5H20  в 1%-ном 

КМаС4Н10 6-4Н20  и В — смесь из реактивов 
• ,1 /. ( ill : I), которую готовят иеред анализом.
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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 ' 
г о д у  Ло ури.  Из каждой фракции, получаемой поем' 
вытекания раствора из колонки, отбирают градуирован 
ной пипеткой 2 мл жидкости, переносят в пробирку i 
добавляют 1 мл реактива В. Содержимое пробирки п* 
ремешивают и оставляют при комнатной температуре ни 
10 мин. Затем в пробирку приливают 0,1 мл реактив 
Фолина. Через 30 мин желтая окраска жидкости пере 
ходит в синюю. Интенсивность окраски определяют и 
фотоэлектроколориметре при красном светофильтре.

Можно определять концентрацию белков с п е к т 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 oft 
разцовый раствор, в котором содержится известны 
количество белка (лучше всего белка той культуры 
с которой проводят опыты). В 8 градуированных проба 
рок из микробюретки приливают столько стандартною 
раствора белка, чтобы в пробирках соответственно со 
держалось 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 mi 
белка. Объем раствора в каждой пробирке доводят во 
дой до 2 мл и приливают по 1 мл реактива В. Черс > 
10 мин в пробирки добавляют по 0,1 мл реактива Фоли 
на и спустя 30 мин колориметрируют при красном сне 
тофильтре. На основании результатов определений он 
тической плотности стандартных растворов белка строя i 
соответствующий график.

Промывание колонки фосфатным буфером проводя! 
до тех пор, пока в отбираемых на коллекторе фракция' 
не останется даже следов белка (оптическая плотное!i 
растворов при определениях на фотоэлектроколориметр' 
будет не выше 0,02). После этого начинают элюирови 
ние белков.

Для элюирования белков сначала через ионообмеи 
ник пропускают растворы солей возрастающей концепт 
рации, а затем щелочные растворы. Каждый последую 
щий раствор начинают пропускать через колонку лини, 
после того, как под действием предыдущего раствор;! 
вытеснится весь белок и в жидкости, вытекающей и.» 
колонки, не будет следов белка.

При хроматографическом разделении белков семян 
бобовых культур на ДЭАЭЦ удовлетворительные ре 
зультаты получают при элюировании белков из иопооО
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| п о с л е д о в а т е л ь н ы м п р о п у с к а н и е м с л е д у ю щ и х
р и г е л е й :

щ М NaCl в 0.005M  фосфатном буфере
Н'.М NaCl » 0,005 М » »
HIM NaCl » 0,005 М » »
Ж M NaCl » 0,005 М » »
HIM NaCl » 0,005 М » »
in M NaCl » 0,005 М '» »
I" '1 NaCI+0,10 M Na2C 0 3 » 0,005 М » »
i"M  NaCl+0,20 M Na2C 0 3 » 0,005 М »
| | NaCl+0,30 M Na2C 0 3 » 0,005 М »

ныП NaOH

! I хроматографировании одного образца белков 
| обычно несколько десятков — сотен фракций 

■ -1 каждая; хроматографирование проводят в те- 
"  скольких десятков часов.
. н.таты хроматографического разделения белков 

ц нот графически. На оси абсцисс отмечают номе- 
>innii, а на оси ординат — их оптическую плот- 

• мри колориметрировании на фотоэлектроколори- 
|| mi абсолютное количество белка в каждой фрак-

........раженное в микрограммах на 1 мл. На рисунке
"ражена хроматограмма белков семян фасоли 
1 акса па диэтиламиноэтилцеллюлозе.

! I ппределений содержания белков из каждой
и........in объемом 5 мл было взято по 2 мл раствора.
I I niniini объем растворов сохраняют и в случае не- 

1м нити используют для дальнейших исследований 
I" и и'пий аминокислотного состава, изоэлектричес- 

| « iii'iKlt || т. д.).

| ‘I'li и,щюнирование белков семян фасоли сорта Сакса на
....... и н.пцеллюлозе; I—XI белковые фракции, элюируемые

....... ж мм и растворами; 0— 190— номера пробирок.
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Колонки, наполненные целлюлозоионитами, мох 
использовать для хроматографии белков неоднокрт 
Чтобы подготовить колонку для повторных анали 
после пропускания последнего растворителя ( 1% и 
NaOH) ее промывают водой до нейтральной резким 
(скорость вытекания жидкости около 100 мл в час), 
затем раствором фосфатного буфера до постоянной 
акции.

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

Описанный выше способ элюирования белков ям 
ется ступенчатым. При таком способе возможно ра:ш 
ванне белковых зон, но зато значительно различие и 
тервалов перехода—главное условие успешного р;и 
ления белков.

При градиентном способе неизвестны интервалы 
рехода разделяемых белков. Сам процесс хроматограф >« 
рования сводится к трем фазам.

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

мешаются вдоль колонки с ускорением, причем прея 
лом скорости является скорость протекания самого р;к 
ворителя.

Т р е т ь я  — фаза пассивного переноса зон. Скорого 
перемещения зон равняется скорости протекания pe< i 
ворителя.

Способ создания градиента концентрации заключай 
ся в следующем. Два сообщающихся сосуда — смс*» 
тель и питающий сосуд — содержат растворы pawl 
концентрации. Из смесителя раствор поступает в хром 
тографическую колонку. Убыль раствора в смеситг | 
пополняется раствором из питающего сосуда.

О борудование и реактивы: 1) фракционный коллектор, 
дильник, механическая мешалка, фотоэлектроколориметр, диализ 
тор, центрифуга, хроматографическая колонка, колбы мерные пЦ 
костью 500 мл и ! л, колбы конические емкостью 100 и 250 
стаканы, пробирки градуированные, микробюретки, целлофан;

2) целлюлозоиониты (ДЭАЭЦ, ТЭАЭЦ, КМЦ), Na2W 0 4'2lll< 
Na2M o04-2H20 , H3P 0 4, L iS 0 4, Na2C 0 3, NaCl, C uS04-5l I,-
KNaC4H40 6-4H20 , ’ NaOH 1%-ный, 0,005 M фосфатный 6yi|J 
(pH 7,4).

Фосфатный буфер готовят следующим образом. P;ui 
воряют 0,890 г Na2H P 04 в 1 л дистиллированной воды |
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1 I II 1Ч)4 в I л дистиллированной воды. После это- 
I'|.1 смешивают в отношении 4 : 1 и проверяют

И Лу||м'|Н1.

I’ А (ДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ ЭЛЕКТРОФОРЕЗОМ 
В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ

•и 1|"и|)орез в полиакриламидном геле благодаря 
к ' “ 'кои чувствительности и хорошей разделяющей

........ находит широкое применение в научных
" ' 111 mix. С помощью этого метода можно проде-

"||»>мать многообразие белковых фракций, выде-
.....шшдуальные белки, а в сочетании со специфи-

41 "I реактивами получить зимограммы, показываю- 
■'ферментный состав того или иного фермента.

............разом, этот метод может быть применен для
|I разнообразных теоретических и практических 

и*|1»М он.
и "  I га разрешающая способность метода электро- 
| ■ пыгодно дополняется быстротой анализа и

■ 'М" дснситометрической расшифровки электрофо-
I f  | 'll .1 годаря большой прозрачности геля. Микрова-
• и метода дают возможность анализировать неболь-

| 100 мкг) образцы белков с минимальной За
мен реактивов.

| " 'I  горизонтального электрофореза дает возмож-
........ о.тюдать одновременную картину разделения

■ .......  п катионных белков, тогда как вертикаль-
II' ши ро электрофорез позволяет видеть отдельно либо
......... а'■. либо катионные белки.

| рофоретическим методом можно исследовать 
"пенные препараты белков, так и неочищенные

• l*i I i.i из тканей. Однако более целесообразно ис-
......... . лишь свежеполученные белковые экстракты

| I питые препараты белков из разных органов ра- 
" I ели необходимо сохранить растительный ма- 

■' пн последующих электрофоретических исследо- 
1Н"И его фиксируют жидким азотом или твердой 

• I" тогой и высушивают лиофилизацией (см. 
(' ЮН).

*1|...... ш и метода. Электрофорез — движение заря-
т.тстиц в растворе под влиянием электрического 

1ппжсние частиц при электрофорезе зависит от 
"с формы, концентрации электрического заряда,
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степени гидратации и степени диссоциации самих чи 
стиц, от вязкости, pH, температуры и ионной силы сре 
ды, от напряженности электрического поля, продолжи 
тельности электрофореза и длины пути, пройденной 
частицей.

Соотношение между электрофоретической подвиж 
ностью, скоростью передвижения, напряженностью толи 
величиной pH и ионной силой одинаковы для свободно!" 
электрофореза и для электрофореза в носителе. В но 
следнем случае на подвижность и четкость разделеннч 
влияют также адсорбция, неоднородность вещества по 
сителя и его ионообменные свойства, электроосмос, кн 
пиллярный эффект, повышение температуры и разбав.н 
ние. Полиакриламидный гель обладает тем преимущеп 
вом, что при использовании его в качестве носители 
влияние адсорбции и электроосмоса исключается.

Для аналитического разделения растительных белкой 
в настоящее время чаще всего применяют диск-электро 
форез. Диок-электрофорез (от английского слова discoiv 
tinuos — прерывистый)— метод разделения, в котором 
используется неоднородная («прерывистая») разделяю 
щая система с полиакриламидным гелем в качестве но 
сителя. При диск-электрофорезе используют пары буф( 
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 очеш 
узкой стартовой зоне, что имеет решающее значение дли 
четкого разделения смеси.

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

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

2) эффекте молекулярного сита — отдельные молеку 
лы разделяются при электрофорезе ие 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 сип 
чала концентрируется в узкой полосе крупнопористом'
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11 Схема электрофоретической 
камеры:

< и 0 электродный сосуд; 2 — верхний 
• ный сосуд; 3 — стеклянная трубка с 
ними электродами; 4 — верхний элек- 

инжний электрод; 6 — электрофоре- 
I рубки; 7 — провода для соедине

ния с источником питания.

ифиламидного геля, а затем 
*• иашористом геле ее компо- 
н • i,i распределяются по величи- 

|•.|)мс и заряду молекул. 
Vmuiparypa. Для вертикаль- 
п шкроэлектрофореза необхо- 

' I юктродные сосуды, набор 
питых трубок, подставка 

t 1 рубок, источник питания и
......... обление для охлаждения

и 11'пфоретической камеры.
и качестве нижнего электродного сосуда может слу- 

• <н цилиндрический химический стакан емкостью 1 л,
.......... сосуд можно изготовить из полиэтиленовой бан-

I пи 14). Для этого в дне банки просверливают от- 
I , uni одно в центре и 9— 12 — по окружности для ус-
....... . электрофоретических трубок. В центральном

mi 1" ши с помощью резиновой муфты укрепляют длин- 
■| , I н'клянную трубку с нижним и верхним платино- 
lilMH >лектродами, которые припаивают к концам про- 
»*, «• hi I полихлорвиниловой изоляцией (места спаев 
Нмин н.но изолируют). Платиновые электроды изготов-

. ............. колец. Верхний электрод устанавливают на
ini и | см от дна банки, нижний — на расстоянии 7 см

1 Hi |• \ него.
....... рофоретические трубки с внутренним диамет-

•м I . мм и длиной 75 мм укрепляют в отверстиях в 
• Hi'pxnero сосуда при помощи отрезков резинового

| Н  « н и ш .

11>\ бкп точно подбирают по размерам, концы их
........... тплифовызают. Перед работой трубки промы-
(I , \ ромовой смесью, тщательно ополаскивают дисгил- 

14,1. . твой водой и высушивают.
11,| |. гавка для трубок представляет собой полоску 

I . и м игласа с высверленными отверстиями, диаметр 
• 11• i.i ч несколько больше внешнего диаметра стеклян-
||| I рубок. ч
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В качестве источников питанйя для электрофор- 
можно применять выпрямители типа УИП-1 или ст.к 
лизированные выпрямители, имеющие устройство - 
поддержания заданной силы тока.

Верхний и нижний электродные сосуды заполни- 
буферным раствором. В собранном виде верхний со- \ 
не должен пропускать буферный раствор, что необхы 
мо для нормального протекания процесса электрофен 
за. Для лучшего охлаждения трубок электрофора и ■ 
скую камеру помещают в холодильник или в  сосуд, - 
полненный водой со льдом.

Реактивы. Гели для электрофореза готовят Иен 
средственно в электрофоретических трубках путем см- 
шивания нескольких запасных растворов, которые сон, 
жат необходимые реактивы и могут сохраняться * 
течение 3—4 месяцев при температуре +4°С. В зависим 
сти от свойств подлежащих разделению белков готмы 
щелочной или кислый гель с различной концентрашн 
акриламида. Ниже приводится состав растворов 11 
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 -  
но го б у ф е р а  д л я  э л е к т р о ф о р е з а  в щели' ,  
л о м  г е л е .

Раствор Л(щ) (pH 8,9) — 1 н. НС1 48 мл, трис-ою и 
метиламинометан 36,6 г, тетраметилэтилендиамьс 
0,23 мл, вода до 100 мл.

Раствор Б(щ> (pH 6,7)— 1 н. НС1 48 мл, трис-оксим- 
тиламинометан 5,98 г, тетраметилэтилендиамин 0,46 м i 
вода до 100 мл.

Раствор В — акриламид 30 г, М.М'-метилен-бисакрп 
амид 0,8 г, вода до 100 мл.

Раствор Г — акриламид 10 г, М,М'-метилен-бисакрп 
амид 2,5 г, вода до 100 мл.

Раствор Д  — рибофлавин 4 мг, вода до 100 мл.
Раствор Е — сахароза 40 г, вода до 100 мл.
Раствор персульфата аммония — ЯСЛ(Щ> (свежепрм 

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

Электродный буферный раствор (pH 8,3) — трис-о* 
симетиламинометан 6,0 г, глицин 28,8 г, вода до 1 л (mt 
ред использованием буфер разбавляют в 10 раз).

Индикатор — бромфеноловый синий 1 мг, вода <• 
100 мл.
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. i in з а п а с н ы х  р а с т в о р о в  и э л е к т -  
......... б у фе р а  д л я  э л е к т р о ф о р е з а  в к ис -

им I I* Л с.
. тир Лк (pH 4,3)— 1 н. КОН 48 мл, ледяная ук-

...........лота 17,2 мл, тетраметилэтилендиамин 4,0 мл,
i.i !()() мл.
.......р Бк (pH 6,8) — 1 н. КОН 48 мл, ледяная ук-

I пслота 2,87 мл, тетраметилэтилендиамин 
Н (I м I, иода до 100 мл.

I тиры. В, Г, Д, Е (как указано для щелочного
it мО

■ .. I ih >р персульфата аммония■— ПСАК (свежепри- 
.нм ними) -аммоний надсернокислый 0,28 г, вода 
|00 мл.

ровный буферный раствор (pH 4 ,5 )—р-аланин 
.г пшая уксусная кислота 8 мл, вода до 1 л (пе-

..........льзовапием буфер разбавляют в 10 раз).
ич.1ц,,игор — метиловый зеленый 0,1 г, вода до 

Н*о мл
и реактивы готовят на б и д и с т и л л и р о в а н - 

к ч II II II д с.
Нр.ноювление гелей. Подготовленные к работе 

, I|.".|".рстнческие трубки имеют два слоя геля: в 
г I |крупнопористом) происходит концентрирова- 

I■ . п аяемых веществ, а в нижнем (мелкопори- 
"I и\ разделение.
| г '1 и снизу заклеивают лейкопластырем и устанав-

. ...........п ртикально в отверстия на подставке. Затем го-
Niii р I".4ий раствор для синтеза мелкопористого геля

1.<П| -I).
Т а б л и ц а  4

Р а б о ч и е  р а с т в о р ы  д л я  с и н т е з а  гел е й

I 'деления в щелочной 
< реле

Гели для разделения в кислой 
среде

М »  о . м н и  

1Й1* | Mil 
IpM M U)

г  )i | Н1МИ1И 
|<Н* I ММ

(pH ' о

1 часть р-ра-Ащ
2 части р-ра В 
1 часть воды
4 части р-ра 
П С А щ

1 часть р-ра Бщ
2 части р-ра Г 
I 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 заливай 
в электрофоретические трубки. В каждую трубку нал 
вают по 1 мл геля, затем капилляром наслаивают свор' 
слой воды 5—10 мм и оставляют стоять на 30—40 ми 
В течение этого времени происходит полимеризация i 
ля. Конец полимеризации устанавливают по образин 
нию хорошо видимой границы раздела между гелем 
слоем воды. После полимеризации воду осторожно ст|н 
хивают и ополаскивают 0,1-—0,2 мл раствора крупном > 
ристого геля. Затем в каждую трубку приливают точи 
по 0,15 мл этого же геля и наслаивают на него вол 
Трубки выставляют на солнечный или люминесцентпы 
свет для фотополимеризации. Через 20—30 мин обра i 
ется заметно опалесцирующий верхний гель. Воду и 
трубок удаляют осторожным стряхиванием.

Ход анализа водо- и солерастворимых белкы 
Электрофоретические трубки присоединяют к верхнем 
электродному сосуду, вводя их в верхний сосуд на 1 см 
Лейкопластырь с нижних концов трубок снимаю 
В нижний электродный сосуд наливают соответствую 
щий электродный буферный раствор, разбавленный 
10 раз, и трубки полностью погружают в него. Чтобы и 
нижних концах трубок не осталось пузырьков воздухп, 
на них предварительно навешивают по капле буферной 
раствора. В установленные таким образом трубки вин 
сят по 0,1—0,2 мл исследуемого раствора, содержаще! 
около 0,1 мг белка. Для того чтобы внесенный растли 
не перемешивался с буферным раствором в верхнем со 
суде, в него перед внесением в трубки добавляют сахи 
розу до конечной концентрации 20—40%. Исследуемое 
раствор готовят на воде или трис-глициновом буфс|и 
(pH 8,3), который попользуют в качестве электродно!" 
буферного раствора.

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

После внесения исследуемого раствора трубки осте 
рожно заполняют электродным буфером. Затем налива
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пуферный раствор в верхний электродный сосуд и 
■ iiiu.iiOT 1 мл соответствующего индикатора, чтобы

• inп. за процессом разделения. Собранную электро-
Iческую камеру помещают в холодильник.

11|>н разделении белков в щелочном геле нижний 
hi 1|и>,\ присоединяют к положительному, а в кислом 

к отрицательному полюсу выпрямителя. В первые 
| ши пропускают ток силой 2 мА на трубку. После то- 

.. I ik белки войдут в нижний гель, силу тока увеличи-
• и ц» 4 мА. Напряжение обычно бывает 400—600 В. 

и (аканчивают, когда зона индикаторной краски до-
н иг с 3 мм от нижнего конца гелей (для этого требу- 

и I ■ Iколо 1 ч). Буферные растворы из нижнего и верх- 
■ пгктродных сосудов можно употреблять при поеле-

....гм электрофорезе, но их нельзя смешивать друг
ту го м .
I . in извлекают из трубок шприцем и фиксируют,

• ружая па 30 мин в пробирки с 7%-ной трихлорук- 
uni кислотой, отмывают трижды по 10 мин в воде, 
in м помещают в 1%-ный раствор красителя Амидо-

Hi. ipH 10-В в 7%-ной уксусной кислоте. Через 30 мин 
щций раствор сливают и гели отмывают от избытка

...... . геля 7% -ной уксусной кислотой, в которой они мо-
\раниться длительное время.
imioi рафирование. Отмытые электрофореграммы

......рафируют в проходящем свете под слоем раство-

...  щ на черно-белую фотопленку КН-2 или цветную
р птшую пленку ЦО-2 или ЛН-2, используя зеркаль- 

- фотокамеру «Зенит» с удлиненными кольцами.
II к-нтификация белков на электрофореграммах. Бел- 

•I I и зоны на электрофореграммах характеризуют на 
| 'намни их относительной электрофоретической под-

г|ц (ОЭП). Положение каждой зоны сравнивают
....южением зоны краски-индикатора. Отсчет произ-

■ и при помощи прозрачной линейки с точностью до 
Iм, начиная от старта (верхнего края мелкопористо- 

гли) и до середины соответствующей зоны. ОЭП рас
пинают по формуле:

расстояние от старта до середины зоны белка______
расстояние от старта до середины зоны краски-индикатора

I In,пученные данные выражают десятичной дробью. 
| и тсгаточном навыке и правильном измерении под- 

н ш  зон воспроизводимость величины ОЭП хоро-



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

Отдельные полосы электрофореграммы обычно назы 
вают следующим образом: главными — наиболее интен 
сивно окрашенные, средними-— с более слабой окраской 
и минорными — наименее окрашенные.

Полуколичественные определения содержания белкой 
можно проводить путем денситометрических измерений 
интенсивности окраски отдельных белковых зон. На ри 
сунке 15 представлены фотографии, схемы и денсито
граммы альбуминов, 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 компонентным 
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 этилозым 
опиртом после удаления водо- и солерастворимых бел
ков. Для анализа используют свежеразмолотую навеск\ 
муки. Полученный спиртовой экстракт ставят на диали i 
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%-нын 
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 .  Раствор А — акриламид 10 г, 1Ч,М'-метилеп- 
бисакриламнд 0,27 г, мочевина 30 г, ледяная уксусная 
кислота 46,7 мл, вода до 100 мл.

Раствор Б — аммоний надсернокислый 1,5, мочеви
на 30 г, вода до 100 мл.

Раствор В — тетраметилэтилендиамин.
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Рис 15 Фотография (в н и з у ) ,  рисунки (б) и денситограммы (в) электрофореграмм __ альбуминов 
зерна ячменя сорта Московский 121 (Л) и высоколизинового голозерного ячменя Хаипроли (Ь р

1—Юа — зоны отдельных белковых компонентов.



Запасные растворы 
смешивают в следующем 
соотношении: 3 части
раствора А, 1 часть pan 
вора Б и 0,02 части pan 
вора В. Полученную 
смесь осторожно перем< 
шивают и быстро за 
ливают в подготовлен 
кые электрофоретическт 
трубки по 1,2 мл. Сверху 
капилляром наслаиваю! 
по 5— 10 мл воды. Гели 
синтезируют при темпе 
ратуре 50—60°С в гечс 
ние часа. Затем трубки 
с гелями вставляют и 
верхний электродный со 
суд. В нижний сосуд на
ливают электродный бу

ферный раствор, так, чтобы в него 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.

Рис. 16. Электрофореграмма (1) 
и денситограмма (2) глиадинов 
пшеницы сорта Московская 2453. 
Денситограмма получена на ми

крофотометре МФ-4.

78



По окончании электрофореза гели из трубок быстро
.....кают с помощью шприца и фиксируют в 7 % -н о й
I торуксусной кислоте. Белковые зоны проявляются 

им ie белых опалесцирующих дисков. Окрашивание про- 
I II- 1%-ным раствором Амидо-Шварц 10-В в 7%-ной 
,1-пой кислоте. После отмывки избытка красителя 

| тики гелей можно фотографировать в проходящем 
и. 11- или денситометрировать. Схема электрофоретиче- 
I що разделения глиадинов показана на рисунке 16.

о б о р у д о в а н и е  и реактивы: 1) электрофоретическая камера,
. I. I I рофоретические трубки, подставки для электрофоретических 

I ..K, выпрямитель тока, холодильник, термостат, лейкопластырь, 
юфан, мерные колбы емкостью 100 мл, набор градуированных

......и ж, капилляр, шприц, отрезки резиновой трубки, пробирки;
'.’) набор запасных растворов для электрофореза, электродный 

| \ |н ||цый раствор, сахароза, мочевина, акриламид, индикаторы 
чфсноловый синий и метиловый зеленый), Амидо-Ш варц 10-В,

, | юруксусная кислота 7%-ная, уксусная кислота 7%-ная, уксус- 
.....  кислота 0,013 М.

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ БЕЛКОВ

Концентрацию и содержание белков можно устано- 
| ||it. по методу Лоури (см. стр. 66). Однако, если бел-
■ IIиле растворы чистые, более удобно, просто, быстро 

и I высокой точностью можно определять их содержа
нт- спектрофотометрическим методом. Этот метод

■ июляет определять содержание белков в растворах 
• видимой и ультрафиолетовой областях спектра света. 
И пидимой области спектра поглощают свет только ок- 
I I шейные белки, которые содержат в своем составе 
|| минную группировку. Эти белки носят название хромо-

| и ПОНДОВ, и к ним относятся миоглобин, гемоглобин, 
иигохром, каталаза, пероксидаза и др. В ультрафиоле- 
■ • moil области спектра все белки имеют широкую полосу 
ши лощения. Например, при длине волн 240—300 нм 
uni лощение почти полностью определяется ароматиче- 
| I min аминокислотами (триптофаном, тирозином и фе- 
|цмаланином|), при 205 нм — пептидными связями. 
И I ,|блице 5 показан «вклад» (или «доля») отдельных 
ч «мофоров «среднего» белка в общий спектр поглоще- 

I I при различных длинах волн.
После очистки белков для количественного определе- 

iimi наиболее часто используют величину поглощения
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Т а б л и ц  .1
Д о л я  п о г л о щ е н и я  о т д е л ь н ы х  х р о м о ф о р о в  

в  о б щ е м  с п е к т р е  « с р е д н е г о »  б е л к а

Хромофоры
205 нм 220 нм 250 нм 280

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,
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
Триптофан 5,5 36,0 61,0 65

при 280 нм, так как в этом случае белки имеют макси 
мум поглощения, обусловленный содержанием в них арп 
матических аминокислот — триптофана и тирозина. Ни 
рисунке 17 показан спектр поглощения типичного бел 
ка ■— альбумина бычьей плазмы. Для количественно!* - 
определения белков спектрофотометрическим методом 
предварительно строят калибровочный график с иополи 
зованием раствора чистого белка с концентрацией oi 
0,05 до 2,00 мг/мл (рис. 18).

В настоящее время отечественная и зарубежная 
промышленность выпускает много различных спектре

Рис. 17. Спектр поглоще
ния альбумина бычьей плаз

мы при pH 7,5 (в нм).

Бедок мг/мл

Рис. 18. Калибровочный график 
для определения концентрации 
белка в исследуемом растворе.
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" i< Iров. В сельскохозяйственных вузах и агрохими- 
" лабораториях чаще всего используют отечествен- 

и мектрофотометры СФ-4 и СФ-4А и спектрофото- 
I Венгерской Народной Реопублики «Спекгро- 
'П| и «Спектромом-203». Описание работы на 

•' I \ наложено в книге под редакцией А. И. Ермакова 
Wim'ii,| биохимического исследования растений» (М., 

им-., 1972).
П I нязи с тем, что в современные сельскохозяйствен- 

ыборатории в большом количестве поступают
• |"'фотометры «Спектромом-203», ниже приводится

...... описание работы на этом приборе.
■' 1М'ктромо|м-203» работает от сети переменного тока 
" Iназначен для измерения интенсивности иропуска- 
| иитинкции) растворов веществ в области спектра 

ПИ до 1100 нм относительно эталона, пропускание
.........  принимается равным 100%, а экстинкция—
"*1 и пулю. Кроме того, этот спектрофотометр можно 
и п.кжать для флюоресцентных и нефелометрических
Ml |НЧ1ИЙ.
Принцип работы прибора заключается в том, что 
■ in пучка света с определенной длиной волны, вы-

.......то из монохроматора, помещают вначале эталон
и роль), а затем измеряемый образец. При помощи
.........о потенциометра измеряют разность интенсив-
н пучков света, проходящих через образец и эта-

||
n ольтат измерений получается в единицах пропу- 
..... (экстинкции).
1 " к грофотометр (рис. 19) состоит из двух блоков,
....нющихся между собой электрическими кабеля-

|мпрямителя и стабилизатора тока 1 — и собствен-
• и I, I рофотометра 2. Основные узлы прибора — источ

ила, фотоэлементы, усилитель, отсчетные устрой- 
п важнейшие составные части монохроматора — 

и пня призма, коллиматорное зеркало (зеркальный 
пн) и щели—-расположены внутри корпуса, 

г "мма оптической системы заключается в следую- 
- пег от источника при помощи системы зеркал че- 

I ную щель направляется на вогнутое (коллима- 
■ ■) юркало, а после отралсения — на кварцевую 

и IV, которая разлагает его в спектр. Задняя зеркаль- 
- н нюрхность призмы направляет необходимый моно- 

| пчсский пучок лучей обратно на коллиматорное

■II II. п. 8!



Рис. 19. Спектрофотометр «Спектромом-203»:
/ — стабилизатор; 2 — спектрофотометр; 3 — главный выключатель сеп> 
тока; 4 — индикаторная лампочка включения сетевого тока; 5 — индиклм 
ная лампочка включения источника освещения; 6 — переключатель стабм •• 
зированного тока ламп; 7 — миллиамперметр; 8 — предохранители; 9 — рут 
установки длины волны; 10 — ручка установки отсчетного потенциомгч 
// — ручка установки щели; 12 — потенциометр регулировки чувствителен 
сти; 13 — ручка протяжки кювет; 14 — переключатель операций; 15 — поч 
циометр регулировки тока; 16 — ручка переключения фотоэлемент 
17 — крышка камеры фотоэлементов; 18 — крышка корпуса источников > • 
та; 19 — крышка кюветной камеры; 2 0 — шкала щели; 21 — нулевой приг- 
(гальванометр); 22 — шкала пропускания и экстинкции; 23 — шкала дли» 

волн; 24 — ручка переключения источника света.

зеркало. Монохроматический пучок света необходим!ш 
длины волны получают, поворачивая призму .вокруг оси 
Отраженный луч вогнутым зеркалом направляется черс| 
выходную щель на исследуемый образец, где часть ши 
тока света поглощается, а остальная попадает на фон■> 
элемент. В фотоэлементе индуцируется фототок, который 
усиливается, измеряется и на основании этого опредс 
ляется изменение светового потока.

Перед тем как включать прибор в сеть, необходим!! 
проверить положение некоторых переключателей наш.с 
нели прибора: выключатель 3 должен стоять в полож<и 
нии «OFF»; переключатель 6 — в положении «О», пере 
ключатель операций 14 — в положении «OFF». ГТос.ы 
проверки и установки переключателей в исходное полос 
жение проводят подготовительные операции к пуску 
прибора в соответствии с изучаемым объектом. Прежде 
всего устанавливают в рабочее положение необходимый 
источник света рукояткой 24, находящейся на задней
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|щ|'Г спектрофотоме4ра ниже крышки корпуса источ- 
4*1 Mt спета 18. Эта рукоятка имеет два фиксированных 
" I • пня: при вдвинутом положении в рабочем со- 
''inu находится водородная лампа, которую этрименя- 

1ч измерений в области спектра от 190 до 350 нм.
| измерения проводят в области спектра 320—

..... . используют вольфрамовую лампу накаливания,
■и lx) движок 24 вытягивают из прибора. При этом 

i "дится в движение поворотный стол с двумя смон- 
г-и.Iиными на нем лампами (водородной и вольфра- 

I '.,ц) и лампа накаливания устанавливается с по- 
« 'II.IU автоматического фиксатора точно против вогну- 

' и-ркала.
I нл фотоэлемента находятся в герметической камере 

I ipii,водятся в рабочее положение рукояткой 16. Когда 
- ' ика не выдвинута, на пути луча света установлен 

чипо-цезиевый фотоэлемент для измерений в обла- 
мектра от 190 до 650 нм, а при выдвинутой до упо- 

• |' \ ■ Iке — кислородно-цезиевый фотоэлемент, воспри-

( нищий лучи в области спектра от 500 до 1100 нм. 
нтстной камере, слева, возле выходной щели моно- 
мт ра  имеется оправа со светофильтрами, которые 

' деленных условиях могут быть помещены на пути 
luiioro пучка. Первый фильтр UG служит для погло-

Inr.i рассеянного света в диапазоне длин волн от 320 
100 им, а второй фильтр OG-5 выполняет аналогич- 
] • функцию при измерениях в области спектра выше 
1 мч Светофильтр UG рекомендуется применять при 
1 |" пиях с использованием лампы накаливания в об- 

«1 щ спектра от 320 до 400 нм.
' I а повив необходимый источник света, поглотитель

ti Iиного света и детектор лучей (если это необходи- 
приступают к запуску прибора. Для определения 

► in и грации белков в растворах устанавливают водо-

!иг, ю лампу, для чего движок 24 вдвигают внутрь
........ .. до срабатывания фиксатора, а рукоятку 16

ipi, до упора. Включают стабилизатор напряжения 1 
I пимощи сетевого разъема в сеть переменного тока. 
I"i початель 3 переводят в положение «0N», при этом 

-1 ’ и гея индикаторная лампочка 4 и стрелка милли- 
Рметра 7 отклоняется от нулевого значения. Через 

1 , чип стрелка миллиамперметра должна установить-
п положении 300 мА. После этого переводят переклю- 

п. 6 в положение, включающее водородную лампу.

83



Включение водородной лампы происходит автомат 
ски через 5—7 мин. За это время вращением рукоятки 
по шкале 23 устанавливают длину волны 280 нм, ир 
щением рукоятки 10 приводят шкалу пропускания и и 
тинкции 22 на 100%-ное пропускание (экстинкция Г 1 
Далее, поворачивая ручку 12, потенциометр регулирош 
чувствительности устанавливают в среднее положен!
(4 оборота рукоятки от какого-либо крайнего полок» 
ния). Можно проводить измерения и при других нож 
жениях потенциометра, однако следует помнить, что п| 
нахождении ручки в крайнем правом положении (по м 
ду часовой стрелки) на отсчетный потенциометр под 
ется большее напряжение и поэтому увеличивается m 
ность отсчета, но одновременно увеличивается ширим 
щели, следовательно, ухудшается монохроматичнси' 
света (чувствительность и ширина щели находятся в о< 
ратной зависимости). В момент автоматического вклт 
чения водородной лампы зажигается индикаторная ли» 
почка 5 (светящуюся водородную лампу легко наблн 
дать через жалюзи крышки 18). Открывают крыши 
кюветной камеры 19, при этом автоматически закри 
вается шторка камеры фотоэлементов. В таком полол» 
нии прибор должен прогреться не менее 30 мин. За и 
время подготавливают растворитель и образцы для m 
мерений, заполняют ими на 2/з высоты кварцевые кю 1 
веты. В гнездо № 1 кюветодержателя помещают кювш 
с растворителем изучаемого вещества — эталон, пром\ 
екание которого равно 100%. а экстинкция (Е\) равно и 
(в случае изучения светопоглощения белков раствори 
телями, а следовательно, и эталонами, могут быть дт I 
тиллированная вода, растворы нейтральных солей, щг I 
лочи, спирт, буферные системы и т. д.). В гнезда № 2, А I 
4 ставят испытуемые растворы. Порядковый номер, ни I 
несенный на боковую сторону кюветодержателя, соотвсч 
ствует порядковому номеру на ручке для протяжки .кю 
вет 13. Кюветодержатель устанавливают на столик кю 
ветной камеры с таким расчетом, чтобы контрольная 
кювета точно находилась в положении № 1 (правильная I 
установка кюветодержателя в рабочее положение иг 
ключает перекрывание стенками кюветодержателя пути 
световому потоку). После этого приступают к измерс 
ни ям.

При открытой крышке кюветной камеры 19 ручку 
переключателя операций 14 переводят в положение
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'••К . Стрелка гальванометра 21 должна отклониться 
• in и трального положения. Вращением ручки 15 пере- 

II предку гальванометра 21 в центральное поло-
• ни Затем ручку переключателя операций 14 уста- 
•п iiiiiiiiot в положение «СНЕК» и закрывают кюветную

М' и г 11 у крышкой 19. Стрелку гальванометра 21 уста- 
Ю, шип ют в центральное положение сначала грубо (из- 

I . it пнем ширины щели), вращая ручку 11, а затем
• Щш с помощью потенциометра регулировки чувстви-
...... тети 12. Ручкой 13 передвигают исследуемый обра-
.........срабатывания фиксатора (положение № 2). Пе-

, .......... операции 14 переводят в положение «ХЬ>
I тнюрачивая ручку 10, стрелку гальванометра 21 ус-
• 1111 тливают в центральное положение шкалы. Отсчи-
• *. . Iи|г и записывают показания шкалы 22 (на нижней 
ч«и 111 - пропускание в процентах, на верхней — экстин-

| | /:). При измерении образца с пропусканием ни- 
•н II)"/0 измерительный переключатель 14 устанавлива- 
«н и положение «Х0,1». В этом случае отсчитанную ве- 
to шпу пропускания умножают на 0,1, а к величине 
..■I I ипкции прибавляют единицу.

I I ли кюветодержатель заполнен не двумя кювета- 
■| ■ I четырьмя (один эталон, остальные — испытуемые),

........лжают измерения, для чего ручкой протяжки кю-
" | /л помещают в потоке света кювету № 3 (на рычаж- 
«I положение № 3). Рукояткой 10 устанавливают вели- 

"| жстинкции по гальванометру 2 и записывают в 
М1||.|дь показания шкалы 22. Закончив измерения экс- 
м и ппи четвертой кюветы, открывают крышку кювет- 
iii ii камеры 19, переключатель операции 14 устанав- 

III нот в положение «ON». Затем извлекают кюветодер-
• игль, кюветы (кроме контрольной № 1) промывают
■   лняют новыми образцами. Тщательно вытирают
... типе стенки кювет фильтровальной бумагой, поме-

и' г в кюветодержатель, а последний в кюветную ка-
• п измерения повторяют.

II |ш выполнении спектрального анализа для уста-
■ и ния максимума поглощения веществом в опреде- 
ином участке видимого или ультрафиолетового спект-
после снятия экстинкции на одном из крайних значе- 

.... полны при открытой крышке 19 и выключенном
■ 1'окснии рукоятки операций 14 ручкой 9 устанавли- 
ни следующее значение длины волны, отличающееся
предыдущего на 5— 10 нм. Затем выполняют опера-
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ции по компенсации темнового тока и установлен' 
экстинкции, как указано выше. Содержание белком р 
С41итывают по калибровочному графику.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТНОГО 
СОСТАВА БЕЛКОВ

Аминокислотный состав белков и главным обрн м 
содержание незаменимых аминокислот в белках — ни) 
нейший показатель их пищевой и кормовой ценности

Определение аминокислотного состава белков mow 
проводить различными методами — химическими, мни 
биологическими, электрофоретическими, хроматограф in 
скими и др. В последнее время основными способ ' 
массовых анализов стали хроматографические мет<и 
которые достаточно быстры, точны и доступны.

ГИДРОЛИЗ БЕЛКОВ

Перед определением аминокислотного состава бе.'п 
подвергают гидролизу, вследствие чего в них разры1 
ются пептидные связи. Гидролиз идет по следуют
схеме:

...NH—СН—СО—N il— С Н -С О —NH— СН—СО—NH—С Н -С О  
R i R3 | - f « H 20  R3
I I i I

...NH—CH CO OH +H 2N—CH—COOH-t-HaN—СН—COOH+
R4
I

+ H 2N—CH—CO...,

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

В биохимической практике используют ферментатпн 
ный, щелочной и кислотный гидролиз. ФерментативпьМ 
гидролиз применяют обычно для разрешения специи, и 
ных задач белковой химии, например при установлен mi 
строения белков. Щелочной гидролиз ведет к разрупт 
нию многих аминокислот и применяют его довольно ре i 
ко. При изучении аминокислотного состава обычно не 
пользуют кислотный гидролиз белков, для чего принт 
няют соляную, серную и другие кислоты высокой кош 
центрации. Наиболее часто белок гидролизуют 6 н. IK 1
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| IIC1 на 1 л) в течение 20—24 ч при температуре 
ИИГС. Чем шире отношение кислоты к белку, тем

.....  потерь при гидролизе. На практике наиболее ча-
" пользуют отношение кислоты к белку от 100:1 

11)011: 1.
1 " подения показывают, что при кипячении белков 
и IICI в течение 24 ч освобождающийся в результа

нт рол иза триптофан полностью разрушается, серин 
'пни — частично разлагаются, количество метиони- 

пи пша и цистеина значительно уменьшается. Дру- 
шиокислоты после гидролиза не изменяются. Сле- 
мкже учитывать, что аспарагин и глутамин,

I 111.1 <• входят в состав белковых молекул, дают соот- 
I mi нио аспарагиновую и глутаминовую кислоты и 

По количеству аммиака в гидролизате уста-
0..iiiiipiют суммарное содержание аспарагина и глута- 

  и белках.
М < вязи с распадом триптофана под действием соля- 

|ц лоты его определяют без предварительного гид- 
м,| белков или после щелочного гидролиза. При вы-

....... mix содержания серина и треонина в белках вво-
|"нравочные коэффициенты, соответствующие их 

и | I iv при гидролизе. Для предотвращения распада
...... . не лот, содержащих серу, материал перед гидро-

н I обрабатывают надмуравьиной кислотой, поддей- 
■ I I I которой цистин и цистеин превращаются в ци- 

*|цтую кислоту, а метионин — в метионинсульфон, 
< фушающиеся при кислотном гидролизе.

При кислотном гидролизе белков в присутствии уг- 
|"п или даже при нагревании аминокислот с угле- 

и и кислой среде многие аминокислоты распадают-
......... роме того, значительная часть их затрачивается
.......р.пование темноокрашенных гуминовых веществ.

1 < <чv для гидролиза берут лишь хорошо очищенные
| и йодов и других веществ белковые препараты;

| использовать исходный растительный материал 
. I ни, листья, корни) без предварительного извлече- 

I нов, так как при этом будут грубые ошибки в 
и к нитях всех аминокислот.

Птица для уменьшения потерь аминокислот при 
* ■ < ш.че в присутствии углеводов рекомендуют увели- 
ш .и, объем кислоты (до 10 000-кратного по отношению 

| нитке). Разумеется, при массовых анализах такие 
....и непригодны,
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На точность определения аминокислот при гидрин 
растительного материала без предварительного вы и 
ния белков и без их тщательной очистки влияют еле i 
щие причины.

1. Потери аминокислот при гидролизе в присуи и 
углеводов. Чем больше углеводов в растительном м 
териале, тем больше потерь аминокислот при гидро.ии

2. Аминокислоты, не связанные в виде белков, I! 
пример, в семенах бобовых культур их содержите»! 
15%, еще больше в листьях растений, а в клуйи* 
картофеля — до 30% общего количества аминоки» » 
После гидролиза эти аминокислоты будут находить»» 
том же растворе, где содержатся и аминокислоты, nflp* 
зовавшиеся в результате распада белков растительны 
материала. В результате полученная сумма амиши » 
лот (как белковых, так и небелковых) не будет <»"М 
ветствовать аминокислотному составу белков дани» • 
растения.

3. Непротеиногенные аминокислоты, которые не \ ч« 
ствуют в построении белковых молекул, а присутствен 
в растениях лишь в свободном состоянии. Всего их » 
вестно свыше 100, из которых в сельскохозяйствен и и 
растениях наиболее часто встречаются у-аминомасли»"» 
кислота, а-аминомасляыая кислота, р-аланин, пипок»не 
новая кислота, 4-оксипипеколиковая кислота, 4-меи» 
пролин, орнитин, цитруллин, у-метиленглутамин ■»»»■ 
кислота, у-оксиглутаминовая кислота, гомосерин, мои» 
глицин, оксинорвалин, канаванин, ряд производи» 
фенилаланина и тирозина и некоторые другие. При пы| 
лизе растительных объектов без предварительного вы н 
ления чистых белков эти аминокислоты будут »в зи »» 
тельной степени загрязнять фракцию протеиногсшш 
аминокислот и существенно искажать результаты омц* 
делений аминокислотного состава белков. Определи и» 
той же вытяжке непротеиногенные аминокислоты очг»• 
трудно, а иногда и невозможно, так как существуют11 
модели аминокислотных анализаторов рассчитаны гл." 
ным образом на определение аминокислот, входящп' 
состав белков.

Таким образом, д а н н ы е  о п р е д е л е н и й  а м »» 
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 ,  по луч и»  
ные  п у т е м к и с л о т н о г о  г и д р о л и з а  и с х о д и  
го 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 »  
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 »
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Miurax установлено, что одни аминокислоты осво- 
|.|п'и из белков с большей скоростью, чем другие;

■ . I \ |>; 1, концентрация белков, объем кислоты и не- 
I>11* фугие факторы оказывают частичное влияние 

мгич'твенный выход отдельных аминокислот. По- 
и I релиз белков необходимо проводить в строго 

I. иных условиях и обязательно точно указы- 
», ни.

ИНТ ДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТ ХРОМАТОГРАФИЕЙ 
НА БУМАГЕ

н | • и и и н н метода. Чистые препараты белков, выде- 
. и i растительного материала, гидролизуют соля-

....... ой. После удаления соляной кислоты амино-
| >п разделяют хроматографией на бумаге и опре- 
и - количественно реакцией с нингидрином.
\н| определения. На аналитических весах берут на- 

'I>i>1по очищенных препаратов белка около 50 мг 
' мг). Одновременно в этих же препаратах опре- 

.. и влажность и процент азота. Навески белка по-
.............. стеклянные ампулы и добавляют по 10 мл

in I Ксли белка недостаточно, навески можно взять 
■о мг, но величина их должна быть примерно

............... Ампулы запаивают и ставят в термостат с
|н I штором на 24 ч. Температуру в термостате 

. ,1 икают в пределах 103— 105°С. В течение этого
, .. .и .-одержимое ампул периодически тщательно 

ПИНННИЮТ.
I In. и окончания гидролиза ампулы охлаждают,

<1 ....... г и содержимое количественно переносят в
, р шые чашки, для чего ампулы несколько раз опо- 
I и и.и небольшими порциями дистиллированной во- 

| hi г. it с гидролизатом ставят на водяную баню в 
I,мн пип шкаф и содержимое выпаривают (с вентиля- 

л при температуре не более 50°С. После выпари-
......  ■ I,|пой кислоты в чашки добавляют немного дис-
.. • 11" iii.iiiной воды н снова выпаривают досуха. Эту 
.1 hi....  повторяют 3—4 раза.
I I шную кислоту можно удалять и при комнатной 
. |. иуре, выпаривая ее в вакуум-эксикаторе над пя-
■ hi фосфора или едким кали. После удаления НС1

■....... . добавляют воду и вновь упаривают досуха. Это
н> г пин 3 4 раза.
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После полного удаления соляной кислоты чан....
лаждают и добавляют точно по 4 мл 10%-ного иг 
лилового спирта (если навеска была 20—25 мг, ирн 
вают по 2 мл). Содержимое чашек тщательно переч 
вают стеклянными палочками для полного раствори 
аминокислот. После этого содержимое чашек 1114м 1 
в маленькие центрифужные пробирки (мыть чашки m 
зя) и центрифугируют в течение 5— 10 мин при 
4 тыс. об/мин для осаждения гуминовых вещее i и 
стые растворы аминокислот сливают в сухие мадию.* 
пробирки, плотно закрывают пробками, замора,к и- 
в холодильнике и сохраняют для количественных о| 
делений. В замороженном состоянии в холодит 
растворы можно хранить в течение 2—3 недель

Количественное определение аминокислот в гидр 
затах проводят таким же методом, как и при (пи
лении содержания свободных аминокислот в рапти 
(см. стр. 37). Объем раствора, наносимого на одн\ » 
матограмму, должен составлять 0,1 мл. Хроматогр -1 
проводят в трехкратной повторности.

Как уже указывалось, в результате кислотного 
ролиза аспарагин и глутамин превращаются в (чип 
ствующие дикарбоновые аминокислоты и аммиак 
определения амидов в белках в тех же растворахами 
кислот, полученных после удаления ооляной кисло и 
растворения в изопропиловом спирте, устанавливаю! 
держание аммиака микродиффузионным методом 
стр. 13). Расчеты проводят с учетом навески бедм 
разбавления (в 4 или 2 мл изопропилового спирта)

Результаты определений аминокислотного пи 
выражают в граммах аминокислот на 100 г белка и 
процентах азота каждой аминокислоты от общего а 
белка.

Определение триптофана. При кислотном гидр-, 
триптофан разрушается, поэтому его определяю! 
предварительного гидролиза белков. Можно испои 
вать щелочной гидролиз, но это более сложный м- -

Образцы чистых белков 40—50 мг растворяю! 
слабом нагревании в 5 мл 0,2 н. NaOH. Если нот 
ются окрашенные растворы, значит белки плохо - 
щены от пигментов, что может привести к ошибке 
анализе. Для более полного освобождения белкой 
пигментов следует провести их дополнительную очи- 
эфиром. Реактив для определения триптофана гои-
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шм образом. К 8 мл 23,7 н. H2S 0 4 добавляют 
11 SO4, содержащей 30 мг на 1 мл парадиме- 

". итальдегида, и смесь охлаждают до 25°С. 
. in  прибавляют 1 мл полученного раствора 

н ржимое пробирки перемешивают и остав- 
I" ч. Затем в пробирки добавляют по 0,1 мл 
I I раствора NaN02 и спустя 30 ч определяют 
и. плотность растворов по сравнению с контро- 

, | "инлектроколориметре или спектрофотометре 
■ • Iм Для контроля вместо раствора белка ис- 

,, и«> Iу. Аналогичным образом готовят стандарт- 
.I>Iа триптофана и после определения их опти- 

. I.. г пости строят калибровочный график. Кон- 

.... триптофана в изучаемых образцах белка 
. .тому графику.

. . i.miir и реактивы. Кроме оборудования и реактивов,
. . определения свободных аминокислот (см. стр. 43),

, иметь следующее: 1) термостат с терморегулятором, 
.ммулы для гидролиза;

I ,. IP I, и. и 23,7 и. II0SO4, NaN02 0,045%-ный, парадимс-
. .......... и.дегнд.

. * «И ИГИИЕ АМИНОКИСЛОТ НА АМИНОКИСЛОТНЫХ 
АНАЛИЗАТОРАХ

и .... .. шне годы широкое распространение .получил
I , ..... . определения аминокислот на ав-

. 11 .. иv аминокислотных анализаторах. При ана- 
, •мннпкислотного состава белков этот метод стал 

.. Главными преимуществами метода опреде-
« .........кислот па амнноанализаторах по сравнению
1нф.н .роматографии на бумаге являются более вы- 
i | ж ... и. и более высокая скорость выполнения 

II основе метода лежит ионообменная хрома
тин

Hi....... ты ионообменной хроматографии аминокис-
Мн" '..мсипая хроматография основана на обрати
м ы .... . грнческом обмене содержащихся в хрома-
4. мом растворе ионов на подвижные ионы 

 омываемого ионообменником. Ионообменни-
• и с ПК- нерпе торимые в воде и органических раст- 

" I  * .... нплектролиты, содержащие группы, способ-
• I пн шщш и дающие с ионами противоположного

и. ри.л воримые соли. Большинство ионооб- 
и«..ц| ..м 'окомолекулявные соединения с сетчатой
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или пространственной, структурой. В том случае, 
ионообменник содержит в функциональных i| 
ионы, способные к адсорбции катионов, его на in 
катионитом, а если ионообменник способен к «ап 
анионов,— анионитом. Для хроматографического |> 
ления аминокислот используют сильнокислые орым 
ские ионообменники, получаемые на основе полти 
веществ — синтетических смол. В качестве фикспр 
ных ионов в них чаще всего присутствуют группы ' 
Наиболее широкое распространение получили с\,иЦ 
полистирольные катиониты, содержащие групп и р....

. . . 4 - S 0 3H

В молекуле катионита группировка — S 0 3I I 
диссоциирует на ион S 0 3~, который остается в ю 
се» молекулы, и ион Н+, переходящий в раствор i| 
хроматографии аминокислот чаще всего используич « 
тиониты дауэкс-50Х8, амберлит JR-120, зео-кар< - 
катиониты типа хромекс КВ-51, КВ-52, КГ-53 и ц

Перед хроматографией катионообменник перши* 
в Na+'форму. Для этого его многократно обрабап.- Н 
слабым раствором NaOH.

Известно, что аминокислоты являются амфотер' •< 
соединениями. В кислой среде диссоциация карб<м ■ и 
ных групп аминокислот подавляется и они представ i 1 
собой катионы.

Степень ионизации и величина общего заряда м < 
кул отдельных аминокислот при данном значении pH 
висит от дополнительных основных или кислотных I , г 
в боковых цепях аминокислот.

При хроматографии аминокислот хроматограф <м 
скую колонку заполняют катионообменником в Na' li 
ме и через колонку медленно пропускают раствор 
нокислот в кислом Na-цитратном буфере. При этом > 
исходит связывание аминокислот ионообменникоч I 
следующей схеме:

. . . - /  Ч —S 0 3-Na+++NH3CHC0QH .

R
—S03-+NH3CHC00 II +  N.i
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. ..... pH пропускаемого через колонку ра-
111 яд аминокислот изменяется и в том случае, 

, ум парный заряд данной аминокислоты становит-
........ к нулю, происходит обратная десорбция
, и'И,1 с ионообменника в раствор с заменой на
1 11, содержащиеся в буфере. Установлено, что 

I I'.iibic группы моноамином,онокар'боновых ами- 
,1 почти полностью ионизируются при pH око- 
, , при таком значении pH суммарный заряд 

шюкислот равен нулю и они вытесняются в
■■

........ . ж с тем, что для каждой аминокислоты нуле-
I 11>11ый заряд наблюдается при строто опреде- 
п 01СНИИ pH, десорбция отдельных аминокислот

.......... .. повышении pH элюирующего раствора
и ,п|><• деленной последовательности, 

о, ,, г ■ литографическом разделении аминокислот на 
I и инках, так же как и при хроматографии на 

, окдая аминокислота многократно переходит 
, | мп /К ной фазы, которой является ионообменник,

...........до фазу — элюирующий раствор. Аминокис-
|и шигаегся вдоль колонки только тогда, когда

.......... гея в элюирующем растворе. Так как скоро-
.... I , пня отдельных аминокислот различны, в про-

I мтографии каждая аминокислота концентри- 
п определенных, движущихся вдоль ионообмен- 

, ограниченных зонах элюирующего раствора.
........о счете это характеризует и последователь-
.........и зон аминокислот в колонки. Очередность

...... шия аминокислот с сульфополистирольных
.......и. как правило, следующая: цистеиновая ки-

|. Iпонинсульфоксид, оксипролин, аспарагиновая 
IТонин серин, глутаминовая кислота, пролин, 

, Iпнин, цистеин, валин, метионин, изолейцин, 
| hi родин, фенилаланин, лизин, гистидин, аммиак

, , ' Н П И Н .
, |, I шие каждой аминокислоты, вымываемой из 

п.шчесгвенно определяют измерением интен-
............риски, возникающей при реакции аминокис-

■ ппнгидрином.
' , ннческие анализаторы аминокислот. Разрабо-

, III I it пом и Муром ионообменная хроматография 
hi г па колонках с сульфополистирольными ка- 

", легла в основу конструкции автоматических
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жидкостных анализаторов аминокислот. В настоят, 
время выпускается более 20 марок аминокислотных ни 
лизаторов, из которых в лабораториях нашей страны н 
ибольшее распространение получили аминоанализато|* 
Hd-1200E и ААА-881 чехословацкого производства 
также KLA-3B японской фирмы «Хитачи». «j

Современный анализатор аминокислот — сложим 
электронный прибор, работающий в автоматическом |и 
жиме, всеми функциями которого управляют прогр.т 
маторы и компьютерные устройства. Несмотря на бол. 
шое разнообразие конструкций существующих приборок 
все они основаны на одинаковых принципах и в ни» 
использованы примерно идентичные основные узлы.

Принципиальная схема автоматического анализа м I 
ра аминокислот представлена на рисунке 20. Прибор «'..J 
стоит из колонки заполненной сульфополистироля 
ным ионообменником, в верхней части которой имеет*



mo Для отбора проб 2. С помощью Термостата 3
........ поддерживается определенная температура.

р NaOH н буферные растворы для элюирования 
■"’кислот подаются из специальных емкостей 4 и

• I клапаны 6.
I по того как нонообменник в колонке переведен с

........ раствора NaOH в Ыа+-форму и забуферен
иным буфером (pH 3,25), на вход колонки наносит-
• тор образца, содержащий определенное количе- 

ч > меси аминокислот в Na-цитратном буфере при

и них условиях все аминокислоты заряжены поло-
ii.iio и они сорбируются ионообменником, однако

..... сорбции каждой аминокислоты различна и
и глет с увеличением основности аминокислоты. По- 
|н1ссения смеси аминокислот проводят элюирование
....... с ионообменника путем постепенного (сту-

ного) увеличения pH и ионной силы буферных ра-
■ iи in, которые подаются в колонку специальным на- 
ч / с  очень точной дозировкой раствора и высокой 
|)мцг1водимостыо во времени.
'1,’п повышении pH элюирующих растворов положи-
iii.li' заряды молекул аминокислот постепенно ней-
■ м isтотся, ионные взаимодействия между аминокис- 

п1 и ионообменниками соответственно ослабляются
’ I и'кулы аминокислот десорбируются с частиц ионо-
.....шка. Первыми с колонки элюируются кислые ами-
Н’ юты, затем нейтральные и, наконец, основные, 
и результате такого хроматографического разделе- 
’ ” i тельные аминокислоты в строго определенном по- 

' выходят из колонки и попадают в смеситель 8.
. ’ птеле растворы аминокислот смешиваются с нин- 
Iмп>вым реактивом в соотношении 2 : 1, который по- 
” i из соответствующей емкости 9. Подача нин- 

....юного реактива осуществляется отдельным насо-
■ !нтем смесь поступает в реактор 10.
и реакторе при повышенной температуре аминокис- 
н и ыимодействуют с нингидрином. Окрашенная нин-

■ I mi ном смесь из реактора поступает в фотометр 11 с 
. ”шыми кюветами, и интенсивность окраски измеря-

;'и 440 нм (при анализе пролина и оксипролина) и 
I i/О нм (всех остальных аминокислот). Фотоэлемен- 
/ ’ ||ютометра связаны с электронным усилителем 
’пиеца 14, и прохождение окрашенной смеси через
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Проточные кюветы регистрируется на бумажном 
самописца в виде пиков, причем площади пикон ii| 
циональны интенсивности окраски и, следом.! о 
содержанию отдельных аминокислот в растворе 
вор после фотометра проходит через клапан обро< 
попадает в емкость сброса.

После каждого определения содержания амины 
проводится подготовка хроматографической коли 
дальнейшей работе. Для этого через колонку upon
ется 0,2 н. раствор NaOH, в результате чего ион....
ник переходит в Ма+-форму. Клапан подачи ра« i 
6 при этом переключается на емкость 4, а клапан 
на сброс. После регенерации колонка стабилизмр 
рабочим Na-цитрагным буфером (pH 3,5) до устам 
ния ионного равновесия ионообменник^буф. 
раствор. После этого колонка готова к следующем 
лизу и цикл определения содержания аминоки< 
смеси повторяется.

Современные аминокислотные анализаторы м 
две хроматографические колонки — большую (дли 
деления кислых и нейтральных аминокислот) и м 
(для разделения основных аминокислот!). Это ... 
тельно ускоряет проведение анализов. Внешний ми 
кого анализатора чехословацкого производства м 
Hd-1200E представлен на рисунке 21. Он шири, 
пользуется для определения аминокислотного си. 
белков в биохимических и агрохимических лаб<>| 
риях.

Аминокислотный анализатор Hd-1200E дает но. 
ность проводить полный анализ гидролизатов им 
кислот за 2—3 ч. При круглосуточной работе прибор 
нем можно провести 8— 10 анализов. Для раздг и 
аминокислот используют сульфополистирольные к 
нообменники хромекс КГ-53, КВ-51 или КВ-52. При 
лизах на малой колонке размером 5,3X140 мм 
разделение основных аминокислот, а на большой ко 
ке размером 6,8X560 мм—кислых и нейтральных ам 
кислот. Для этого через малую колонку после нано, 
смеси аминокислот сразу пропускают Na-цитратныи 
фер с pH 5,28, в результате чего происходит бы. 
элюирование с колонки почти одновременно всех 
лых и нейтральных кислот одной сложной зоной, при 
вся эта смесь аминокислот сливается через клапан < 
са. После этого малая колонка подключается к ф
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И цинний вид автоматического анализатора аминокислот 
Hd- 1200Е:

Щт м м потенциометры для установки базовых линий самописца; 
... .. и|м.боотборного устройства; 4 и 5 — переключатели пробо- 

■ , 1 |'оПства; 6 и 7 — пипетки отбора проб; 8 — сигнальная лампоч-
'• блок насосов; 10 — расходомеры насосов; // — большая

• ............ колонка; 12 — малая хроматографическая колонка;
13 — переключатель колонок на фотометр.

и И I I .



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

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

Ход анализа. Навеску хорошо очищенного препара 
та белка (10—50 мг) гидролизуют 6 н. НС1, как указан" 
выше (см. стр. 89). После окончания гидролиза белком 
и удаления соляной кислоты сухой остаток растворяюi 
в 2—4 мл свежеприготовленного 0,2 М нитратного буфе 
ра (pH 2,2). Для приготовления этого буфера 21,008 t 
лимонной кислоты-НгО растворяют в 300—400 мл ди
стиллированной воды, прибавляют туда 8,3 rNaOH и 
16 мл 37% -ной НС1 (соляную кислоту необходимо перс 
гнать в стеклянной колбе). Объем раствора доводят но* 
дой в мерной колбедо1л. Послеприготовления буфера 
для консервации и предотвращения развития микро 
организмов в раствор добавляют 0,1 мл каприловой кис 
лоты или 1 г фенола. Для лучшего смачивания ионооб* 
менника в хроматографической колонке в буфер добаи-
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ног 25%-ный полиоксиэтиленлауриновый спирт 
|.|иш-35). Его предварительно растворяют в горячей 

и и приливают в количестве 1 мл на 1 л буфера. Сле- 
I подчеркнуть, что вода, буферы и все растворы, ис-

....... при хроматографическом определении ами-
мплот, не должны содержать даже следов аммиака.

| in проверки отсутствия аммиака ® реактивах и буфер- 
рпстворах во всех случаях необходимо проводить 

г>у с реактивом Несслера.
После растворения буферный раствор гидролизата

• Iмin фильтруют в маленькие сухие пробирки, плотно 
рывают и помещают в холодильник. Хранить гидро-

11 11 ы в холодильнике в замороженном состоянии мож- 
течение 1—2 недель. Для более длительного хране- 

| | гидролизаты предварительно стерилизуют в авто- 
| ни' 10—15 мин.

Перед хроматографическим разделением опытных
• 1'.пцов для получения стандартной хроматограммы 
I"«иодят анализ стандартной смеси аминокислот. Стан- 
> 1< гмую смесь аминокислот готовят таким образом, что- 
|.| и 1 л раствора содержание каждой аминокислоты 
.. I и вляло 1 миллимоль. Для приготовления такого 
и шора навеску каждой аминокислоты (в мг) берут в 
. шчсстве, численно равном ее молекулярной массе. Кро-

I. iroro, в таком же количестве берут навеску хлори- 
1ПИ1 аммония для получения стандартного пика аммиа- 

«ii Аммиак в гидролизате образуется в результате рас- 
>ы амидов, содержащихся в белках. Приготовление 
■ нщартного раствора аминокислот следует проводить 

и I пптветствии с данными таблицы 6. Для хроматогра
фического разделения аминокислот необходимы 

ферные растворы (pH 3,25; 4,25; 5,28), нингид-
И1Н1ПЫЙ реактив и раствор NaOH. Способы приготовле- 
.111 их описаны ниже.

0,2 н. Na - н и т р а т н ы й  б у фе р pH 3,25+0,01. В 2 л 
- и шетиллированной воды, полученной в помещении, не 
mi ризненном аммиаком, растворяют 210 г лимонной ки-
.........i-H20 , добавляют 82,5 г NaOH и 106 мл 37%-ной
10 .1 и доводят объем раствора почти до Ю л. Соляную 
......югу необходимо предварительно перегнать. Затем
• буферный раствор для консервации добавляют 10 г 
I'm галлического фенола или 1 мл Капраловой кислоты, 

| и и и лучшего смачивания смолы— 40 мл 25%-ного раст-
'1> I Брий-35. Раствор Брий-35 готовят путем растворе
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ния его в количестве 50 г в 200 мл горячей врдьь После 
этого объем буферного раствора доводят водой точно 
до 10 л.

Т а б л и ц а  •
С т а н д а р т н ы й  р а с т в о р  а м и н о к и с л о т

Аминокислота
Молеку
лярная
масса

% N

В 1 мл раствора содержит!

мг амино
кислоты мг N

Лизин 146,13 19,17 0,14613 0,02801
Г истидин 155,19 27,10 0,15519 0,04203
Аргинин 174,24 32,18 0,17424 0,05601
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. Рас i 
воряют 210 г лимонной кислоты -Н20  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 мд 
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 Капра
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 CH3COONa раст
воряют в 600 мл бидистиллированной воды; для лучик-
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растворения содержимое колбы нагревают до 50— 
мГС. После охлаждения до комнатной температуры до

шл я ют 100 мл ледяной уксусной кислоты и доводят
и,см до 1 л.

Осе буферные растворы необходимо готовить очень 
и цельно. Лимонная кислота и ацетат натрия исполь- 
н»гея только химически чистые. Растворы не должны 
держать даже следов аммиака (провести пробу с ре

нтном Несслера). Величины pH буферных растворов
I шавливают очень точно на высокочувствительном 
пчтиометре; pH доводят до нужного значения путем 

'Опиления в буфер небольшого количества кислоты или 
иючи (в случае ацетатного буфера — ацетата натрия|).

Н и н г и д р и н о в ы й  р е а к т и в .  40 г нингидрина 
и шоряют в 1500 мл свободного от иерекисе'й метил- 

III июсольва. Если раствор мутноватый, его фильтруют 
н’ре.ч стеклянный фильтр-тигель № 1. После этого в 

и шор добавляют 500 мл 4 н. ацетатного буфера
II 5,5 ,и 760 мг хлористого олова. Раствор должен быть 
(исмо-коричнезого цвета. Другого цвета раствор для 

шплизов использовать нельзя. Через 24 ч нингидрино-
II реактив готов к употреблению. Хранить его необхо-

■ и м<» в темной склянке.
Для очистки метилцеллосольва от перекиси настаи- 

I II его с твердой щелочью при периодическом встряхи- 
ии 11 пк. Затем перегоняют с небольшим количеством сер- 

■ I.целого железа. Для анализов используют фракцию, 
пцую при 115— 125°С. Перед употреблением метил- 

|.(|осольв проверяют на отсутствие перекисей 10%-ным 
и тором йодистого калия. Для этого 10 г KJ раство- 

1111 и 11 в 100 мл 1 н. НС1. Берут две пробирки и в одну из 
>нч наливают 2 мл воды, а в другую — 2 мл метилцел-
........ Затем в каждую пробирку добавляют по 1мл

тора KJ и пробирки нагревают на водяной бане 
I uni при 100°С. Вода в пробирке окрашивается в свет- 

чричневый цвет, и если метилцеллосольв имеет та-
...... же окраску, он пригоден для анализов.

0,2 и. р а с т в о р  NaOH. В 2 л бидистиллированной
i.i растворяют 41 г едкого натра, прибавляют 5 г фе-

III или 0,5 мл каприловой кислоты и 20 мл раствора 
I mi и-35. Объем доводят водой до 5 л.

11осле приготовления всех буферных растворов и 
мни Iтрипового реактива колонки аминоанализатора
■ * Iи 1лпяют ионообменником и стабилизируют их Na-цит-
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ратным буфером pH 3,25. Затем устанавливают про 
грамму, вносят 0,1 мл стандартного раствора аминокислот 
включают программное устройство и пускают при 
бор. После окончания анализа получают хроматограм 
му, аналогичную изображенной на рисунке 22.

Хроматографирование опытных растворов гидролиз» 
тов белков проводят в таких же условиях, как и стаи 
дартных растворов аминокислот. Если все условия аин 
лизов сохраняются постоянными, то и последователи 
ность выхода аминокислот с колонок остается одной и 
той же.

Для хроматографического разделения опытных гид 
ролизатов белков вносят такой объем раствора, который 
бы соответствовал 0,2—0,4 мг белка. Например, если дли 
гидролиза было взято 10 мг белка и гидролизат был 
растворен в 5 мл нитратного буфера, тов каждом мил 
лилитре такого раствора будет содержаться 2 мг бел 
ка. Очевидно, что в этом случае для хроматографически 
го анализа следует взять 0,1—0,2 мл раствора, что cool 
ветствует 0,2—0,4 мг белка.

Вычисление результатов. Оптическая плотность 01 
рашенных комплексов аминокислот с нингидрином за 
писывается самописцем аминоанализатора 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 черп 
каждые три точки самописец отмечает кружок (рис. 23) 
Величина площади каждого пика на диаграмме пропор 
циональна концентрации соответствующей аминокислоты 
в анализируемом растворе. Для количественного onpi 
деления каждой аминокислоты прежде всего рассчиты 
вают площадь пика, соответствующего данной аминокж 
лоте. Расчет ведется с помощью специальной логариф 
мической линейки, прилагаемой к анализатору.

Для расчета площадей пиков вначале проводят ш 
новные (базовые) линии под пиками, соответствующими 
каждой группе аминокислот. Обычно проводят следу»' 
щие базовые линии:

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

2) для кислых аминокислот большой колонки, элю» 
руемых буфером pH 3,25 — аспарагиновой кислоты, трои 
нина, серина, глутаминовой кислоты, глицина, аланина 
цист(е)ина;
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При определениях аминокислотного состава резуль
таты анализов можно также выражать в г аминокислот 
на 100 г белка, в микромолях аминокислот, в мг на 
100 г зерна, в процентах от суммы аминокислот и т. д.

Оборудование и реактивы: 1) аминокислотный анализатор, тер
мостат с терморегулятором, потенциометр, стеклянные ампулы для 
гидролиза, приборы для перегонки соляной кислоты и метилцелло- 
сольва, бутыли емкостью до 10 л для приготовления раствором 
колбы мерные емкостью 100, 200, 500 мл и 1 л, пробирки градуиро
ванные, пипетки и микропинетки, стаканы;

2) нингидрин, метилцеллосольв, хлористое олово, йодистый ка 
лий, НС1 1 н. и концентрированная, NaOH, лимонная кислота, уксус 
нокислый натрий, уксусная кислота (ледяная), реактив Несслерл 
фенол, каприловая кислота, полноксиэтиленлауриповый спир1 
(Брий-35), хлористый аммоний, сернокислое железо, набор амнно 
кислот для приготовления стандартных растворов.

ВЫСУШИВАНИЕ РАСТИТЕЛЬНОГО МАТЕРИАЛА 
ЛИОФИЛИЗАЦИЕИ

Метод лиофильной сушки (лиофилизация) в настои 
щее время нашел широкое применение для высушимл 
ния биохимических материалов. Высушивание биохими 
ческих материалов путем быстрого их замораживаии 
жидким азотом или твердой углекислотой и последу!" 
щего высушивания в замороженном состоянии (уда.н 
ние влаги сублимацией под вакуумом) имеет ряд прей 
мугцеств перед другими видами фиксации, так как ир 
этом удается хорошо сохранить биологические, химн'н 
ские и физические свойства исследуемых веществ. /I 
же очень лабильные белки, такие, как яичный альбумн' 
при высушивании этим способом не обнаруживают ник 
ких признаков денатурации. Степень денатурации белы 
зависит от температуры, и успех высушивания в замор 
жепном состоянии определяет низкая температура.

Принцип метода. Вода закипает при 100°С, если > 
мосферное давление равно 760 мм ртутного столба, lip 
уменьшении давления точка кипения воды будет нот 
жаться, и если его снизить до 4 мм ртутного столба, <И 
ниже упругости паров воды при 0°С, то высуши на и к 
будет происходить в замороженном состоянии. Приник 
метода лиофильной сушки состоит в том, что вода уД* 
ляется из того или иного замороженного материала Я 
1 ем превращения льда в пар, минуя жидкую фазу. 1* 
"им образом, лед исчезает из замороженного матер"'
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ла без повреждения бел
ковых молекул. В связи 
г тем, что работу, прово
пи’ в глубоком вакууме, 
окисления веществ кис- 
юродом воздуха не про

исходит. В процессе вы- 
|ушивания образуются 
мслкокристалл и ч е с к и е 
продукты, которые из-за 
очень большой поверхно- 
■ mi легко растворяются. 
Например, если лнофили- 
шруют белки, то они за- 
оч растворяются в тече- 
нне нескольких секунд.

Ход определения. При- 
ьор для лиофильнойсуш- 
ки изготовляют из стек- 
11 (рис. 24).

Перед высушиванием 
г || штельный материал 
фиксируют жидким азо- 
юм Высушивают раствор, 
юабу с раствором погру- 
»июг в смесь этилового 
пир га или ацетона с 
и рдой углекислотой. 

Материал помещают в

Рис. 24. Схема прибора для вы
сушивания биологических мате

риалов методом лиофилизации:
/ — переходник; 2 — колбы для высу
шиваемого материала; 3 ■— конденса
тор; 4 — сосуд Дьюара; 5 — отводная 
трубка для соединения с вакуумным 

насосом.

колбу 2, которая затем при 
мшци шлифа на вакуумной смазке присоединяется к 
плоднику 1. Переходник / вставляется в конден- 

' так, чтобы отверстие его совпало с отводной труб- 
конденсора, соединяющейся с насосом. Содержимое 

бы быстро замораживают, так как свойства конечно- 
сумно материала заметно меняются в зависимости 
скорости замораживания. Материал на дне колбы 
in I л га ю г тонким слоем, обеспечивающим большую 
рыюсть испарения. После этого при помощи ваку- 

о1 о насоса в приборе создают вакуум (5ХЮ ~2 мм 
I in ыо столба). Затем поворотом переходника пере
спим отверстие и тем самым прекращают выход 
|у\п из прибора. Если в вакуумную систему введена 

in hi поверхность, температура которой ниже тем
перы высушивания, водяной пар, выделяемый вы-
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Сушиваемым материалом, будет монденсироЁаДься в пи 
де льда в конденсоре 3. Конденсор 3 погружают в сосу 
Дьюара с жидким азотом или смесью спирта (ацетон.i 
с твердой углекислотой. Если процесс высушиванн 
идет нормально, то содержимое колбы 2 до конца ни 
сушивания не должно оттаять, поскольку с погружение» 
конденсора 3 в охлаждающую смесь в силу больше' 
разницы температур начинается интенсивная возгонки 
льда из колбы 2 и конденсация его в конденсоре. Эн 
ведет к сильному охлаждению содержимого колбы 
хотя процесс протекает при комнатной температуре. Ко 
нец высушивания наступает тогда, когда колба 2 снар, 
жи освобождается от корки льда, образовавшейся на не 
в процессе высушивания. По окончании высушивания 
систему впускают воздух. Полученный сухой матери.' 
содержит не более 0,5% влаги и его можно длительно» 
время хранить (в эксикаторе), не опасаясь разрушсии 
микроорганизмами.



Р А З Д Е Л  II

УГЛЕВОДЫ

Углеводы — главная составная часть растений. 
И большинстве сельскохозяйственных растений количе- 
1ЧЮ углеводов достигает 80—90% сухого вещества. 

И отдельных органах и тканях растений содержатся раз- 
|i.u; углеводы: в плодах и овощах моносахариды и саха- 
|мпа, в семенах злаков и бобовых культур, а также в 
мубиях картофеля — крахмал, в древесине и соломе — 
имлюлозы, гемицеллюлозы, пентозаны.

И плодах, ягодах и овощах преобладают раствори- 
ч1,le углеводы, причем их состав у различных групп этих 
!\.'1ьтур довольно резко различается. Например, в са- 

||чюй и столовой свекле, моркови и других корнепло- 
u \ преобладает сахароза, в томатах, огурцах, капус- 
и моносахариды, в арбузах и грушах — фруктоза, 
г, (годах (винограде, смородине, крыжовнике) почти нет 

■ m i розы. Сладость разных растворимых сахаров раз
има. Например, если степень сладости сахарозы при- 

mi и. за 1, то сладость глюкозы будет равна 0,7, а фрук-
|,| 1,5. Поэтому в зависимости от содержания и состава 

• (паров вкусовые качества плодов, ягод и овощей су- 
.... ....  различаются.

Для определения содержания и состава углеводов в 
и гениях разработаны достаточно точные методы.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РЕДУЦИРУЮЩИХ САХАРОВ
г

большинство химических методов определения реду- 
ИИ|'\ ющих сахаров основано на легкой их окисляемости

(I > нособности восстанавливать различные соединения. 
1 in Iапавливающими свойствами могут обладать и не-

....... рые другие вещества в растительных вытяжках, по-
иому необходимо возможно полно удалить их. Одним 
•и наиболее распространенных методов определения ре- 
1'ипрующих сахаров является метод Бертрана.
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харов с феллинговой жидкостью выпадает красный о< 
док закиси меди. После отстаивания синюю жидаш 
при отсасывании фильтруют в колбу Бунзена чер- 
трубку Аллина с асбестовым фильтром. Колбу и фм.п 
промывают несколько раз горячей водой. Закончив ii|> 
мьгванпе, трубку Аллина отсоединяют и колбу Бун к 
тщательно ополаскивают, после чего трубку Аллина си 
ва присоединяют к колбе. Затем осадок закиси меди р 
створяют, для чего в колбу и трубку Аллина прилипли 
из пипетки 5 мл кислого раствора железоаммиачтл- 
квасцов: 86 г (NH4)2S0 4 -Fe2(S04) 3-24H20  и 200
(108,7 мл) H2S 0 4 (плотность 1,84) растворяют в I 
воды.

Вместо квасцов можно взять раствор сернокислое 
окисного железа, который готовят растворением в I 
воды 50 г Fe2(S 0 4h  и 200 г FI2SO4 (плотность 1,84).

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

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

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

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

Вычисление результатов. Из приведенных выше уран 
нений следует, что два атома меди соответствуют двум 
атомам железа, а так как 10 атомов железа отвечаю1! 
двум молекулам КМп04, то 10 атомов меди также бу
дут соответствовать двум молекулам КМп04. Таким об
разом 10 атомов Си (635,4 мг() отвечают двум молеку
лам КМп04 (316,08 мг). Отсюда 1 мг КМ п04 соотвст 
ствует 2,01 мг меди или 1 мл точно 0,01 н. раствор:! 
перманганата отвечает 0,636 мг меди.
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Т а б л и ц

Пересчет количества меди на глюкозу при определении 
• vпирующих сахаров методом Бертрана (в миллиграммах)

а  7

Глю
козы Меди Глю

козы Меди Глюкозы Меди

1 ) 0,50 5,7 2,60 10,3 4,90 14,9
0,54 5,8 2,65 10,4 4,95 15,0
0,59 5,9 2,70 10,5 5,00 15,1
0.63 6,0 2,75 10,6 5,05 15,2
0,68 6,1 2,80 10,7 5,10 15,3
0,72 6,2 2,85 10,8 5,15 15,4
0,77 6,3 2,90 10,9 5,20 15,5
0,81 6,4 2,95 11,0 5,25 15,6

1 U 0,83 6,5 3,00 11,1 5,30 15,7
VI) 0,90 6,6 3,05 И,2 5,35 15,8

0,95 6,7 3,10 11,3 5,40 15,9
1,00 6,8 3,15 11,4 5,45 16,0
1,04 6,9 3,20 11,5 5,50 16,1

V/j 1,09 7,0 3,25 11,6 5,55 16,2
1,13 7,1 3,30 11,7 5,60 16,3
1,18 7,2 3,35 11,8 5,65 16,4
1,22 7,3 3,40 11,9 5,70 16,5
1,27 7,4 3,45 12,0 5,75 16,6

VI) 1,31 7,5 3,50 12,1 5,80 16,7
П.1) 1,36 7,6 3,55 12,2 5,85 16,8
П,1 1,40 7,7 3,60 12,3 5,90 16,9

1,45 7,8 3,65 12,4 5,95 17,0
(1 л 1,50 7,9 3,70 12,5 6,00 17,1
.11 1,54 8,0 3,75 12,6 6,05 17,2

1,59 8,1 3,80 12,7 6,10 17,3
(м> 1,63 8,2 3,85 12,8 6,15 17,4

1,68 8,3 3,90 12,9 6,20 17,5
1,72 8,4 3,95 13,0 6,25 17,6

,1,11 1,77 8,5 4,00 13,1 6,30 17,7
11) 1,81 8,6 4,05 13,2 6,35 17,8
1,1 1,83 8,7 4,10 13,3 6,40 17,9
1 * 1,90 8,8 4,15 13,4 6,45 18,0
1,4 1,95 8,9 4,20 13,5 6,50 18,1
11 2,00 9,0 4,25 13,6 6,55 18,2
i n 2,04 9,1 4,30 13,7 6,60 18,3
(1* 2,09 9,2 4,35 13,8 6,65 18,4
17 2,13 9,3 4,40 13,9 6,70 185

2,18 9,4 4,45 14,0 6,75 18,6 ■
4,1) 2,22 9,5 4,50 14,1 6,80 18,7
П.о 2,27 9,6 4,55 14,2 6,85 18,8
Л 1 2,31 9,7 4,60 14,3 6,90 18,9
Л ,2 2,36 9,8 4,65 14,4 6,95 19,0
Л,.1 2,40 9,9 4,70 14,5 7,00 19,1
Л,1 2,45 10,0 4,75 14,6 7,05 19,2
лг> 2,50 10,1 4,80 14,7 7,10 19,3
л,(1 2,55 10,2 4,85 14,8 7,15 19,4

Глюкоаь

7.20
7.25
7.30
7.35
7.40
7.45
7.50
7.55
7.60
7.65
7.70
7.75
7.80
7.85
7.90
7.95
8,00
8.05
8,10
8.15
8.20
8.25
8.30
8.35
8.40
8.45
8.50
8.55
8.60
8.65
8.70
8.75
8.80
8.85
8.90
8.95 
9,00
9.05 
9,10
9.15 
9,20
9.25
9.30
9.35
9.40
9.45

Л.)Плешков Б. П,



50 мл. При фильтровании необходимо сливать ли 
верхний прозрачный спиртовой раствор и избегать п> 
несения осадка на фильтр.

После этого в стакан или колбу с растительной 
сой приливают 10—12 мл 80%-ного спирта, содержи 
тщательно перемешивают, дважды нагревают на В" 
ной бане до кипения и после охлаждения вновь слип i 
прозрачный раствор через фильтр в фарфоровую чат 
Такую экстракцию повторяют дважды. Затем осадой и 
стакана или колбы переносят на фильтр и промин- 
2—3 раза небольшими порциями теплого 80% |! ■ 
спирта.

Спирт из фарфоровых чашек удаляют выпариваи • 
при комнатной температуре или на слабо нагретой i 
35—40°С) водяной бане. Желательно использовать 
этом вентилятор или фен. После удаления спирта и 
разцы можно длительное время хранить в экси'каю

Содержимое чашек после удаления спирта растя, у -  
ют в 5—7 мл воды, тщательно перемешивая стеклим 
палочкой, и осторожно переносят раствор в мерную мл 
бу емкостью 50 мл. Чашку несколько раз ополаскпь и 
небольшими порциями воды, сливают воду в мсриуя 
колбу, доводят водой до метки, закрывают пройм.! 
тщательно перемешивают и, если появляется небольм ! 
осадок, дают ему отстояться. Затем проводят 10-крапм» 
разбавление полученного раствора. Для этого 5 мл у 
зрачного раствора переносят в другую колбу емко.
50 мл, доводят колбу водой до метки и содержимое 
ремешивают. При большом количестве сахаров н|"< 
дят 20-кратное разбавление (5 мл разбавляют в к и- 
до 100 мл). При подготовке образцов для колори >■ 
рирования 1 мл раствора, содержащего от 10 до70ч«* 
сахаров переносят в широкую пробирку диаметром la 
20 мм и добавляют 1 мл 5%-ного водного раствора |> 
нола (50 г овежеперегнанного фенола растворяют и i I 
воды). После этого в пробирку приливают точно :> ч< 
химически чистой серной кислоты (плотность 1,84), 
слоту берут пипеткой с грушей и быстро вливают н . м« 
кость, содержащуюся в пробирке (кислоту ни в ь .* * 
случае нельзя разбрызгивать по стенкам 1пробИ|" "I 
Пробирки оставляют на 10 мин, затем встряхиваю 
выдерживают на водяной бане 10—20 мин при 25 m 
для развития окраски. Окраска стабильна в течешь 
скольких часов. Интенсивность окраски определяю! «•
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иилектроколориметре (кюветы -Толщиной 10 мм) с 
ни' зеленым светофильтром или на спектрофотометре 

| НЮ им. Концентрацию сахаров устанавливают по 
шоровочному графику.
Калибровочный график готовят по сахарозе. 500 мг 
, томной при 60°С сахарозы растворяют в колбе ем- 
Ц.10 500 мл, доводят водой до метки и перемешивают, 

м берут 7 мерных колб емкостью по 100 мл и вносят 
ни соответственно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 мл раствора саха- 
"I. Колбы доводят водой до метки, из каждой берут 
И) мл в широкие пробирки и окрашивают фенолом 

ч pnoii кислотой так, как указано выше. В каждой 
11 |>ке будет содержаться соответственно 10, 20, 30, 
Ю, (50 и 70 мкг сахарозы. Содержимое пробирок ко- 

п мигрируют и строят калибровочный график.
11 ншость этого метода определения сахаров состав-

'•"I 1:2 %.
nil!чц/дование и реактивы: 1) колбы мерные на 500, 100 и 
| I тканы или конические колбы емкостью 50— 100 мл, фарфо- 

". чппки, воронки, фильтры, широкие пробирки диаметром 16— 
. пипетки, фотоэлектроколориметр или спектрофотометр; 

фенол 5%-ный раствор, H2S 0 4 концентрированная, 96%-ный 
”” пмй этиловый спирт, сахароза.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФРУКТОЗЫ

Фруктоза — наиболее сладкий сахар и при повышен
ии м< содержании ощущение сладкого вкуса усиливает- 

lb которые плоды и ягоды содержат значительное 
л............. фруктозы.
Ни,кг приведен один из методов ее определения. Ме- 

I у 'пне использовать при анализах тех объектов, в
■ Hij'M- преобладают моносахариды.

Принцип метода. Фруктозу экстрагируют из расти- 
it........  материала водой или спиртовым раствором и

■ .........................  и а раствора белки. При нагревании раствора с
пинии кислотой или с другими сильными кислотами

превращается в оксиметилфурфурол:

н о н е -сн о н  зн 0  НС-СН

Н ' С  С ' ° "
• и III < Ъ" "сНгОН

H OILC-C с.i \ /
о

♦о
-С:

фруктоза опсиметиЛфурсрурол
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Для вычисления результатов строят калибровочнии 
график по образцовому раствору фруктозы. Для эт<И' 
100 мг чистой сухой фруктозы растворяют в 100 мл и 
сыщенного водного раствора бензойной кислоты (ра< i 
вор можно длительное время хранить в холодильники 
Из этого раствора берут 10 мл и разбавляют в мерин 
колбе до 100 мл. Далее в мерные колбы емкостью 25 м - 
вносят 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 и 5,0 мл этого раствора, добпи 
ляют в колбы по 5 мл резорцинового реактива и по 15 м 
30% -ной НС1, выдерживают на водяной бане, довоюй 
водой до метки и после измерения интенсивности окрт 
ки строят калибровочный график. При расчетах сод« | 
жания фруктозы обязательно вычитают половину коли 
чества сахарозы, присутствующей в анализируемом и 
разце. Следует отметить, что другие кетозы, которы 
могут присутствовать в растениях в незначительном К" 
личестве, также дают аналогичную реакцию с регюр 
цином.

О борудование и реактивы: 1) мерные колбы емкостью 200, I1 
и 25 мл, водяная баня, стаканы, пипетки, воронки, фильтры;

2) этиловый спирт 96%-ный, уксуснокислый свинец 10%-ни 
Na2S 0 4 насыщенный раствор, НС1 30%-ная, резорцин, бензоЛи ■ 
кислота, фруктоза.

КАЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОСТАВА САХАРОК 
МЕТОДОМ ХРОМАТОГРАФИИ НА БУМАГЕ

Определение состава сахаров важно для характери 
сгики физиолого-биохимических процессов в растении t 
В свободном состоянии в растениях присутствуют |ы 
личные моносахариды и олигосахариды — пентозы, и 
созы, ди- и трисахариды, причем содержание и con ш 
этих сахаров могут изменяться в зависимости от пиш 
и возраста растений, времени суток, погодных услоРи» 
и условий выращивания. Кроме этого, различные opi i 
ны и ткани одного и того же растения часто также ш 
чительно различаются по составу сахаров.

Общепринятые классические методы анализов, i » 
правило, основаны на определении редуцирующем 
тивности сахаров либо непосредственно в вытяжке, им 
лучаемой из растительного материала, либо после ги i 
релиза ди- и трисахаридов в соответствующих услоки 
ях. При использовании этих методов обычно определяй »
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ишь Суммарное содержание отдельных групп раствори
мых сахаров, а определение состава и содержания от- 
■ '.'ibiiux сахаров обычными химическими методами 
■ |Г|пе сложно и длительно, а иногда и невозможно. 

Преодолеть эти трудности можно путем использования 
ыматографических методов, среди которых наиболее 
in I рым и простым является метод хроматографии на
0 маге.

Принцип метода. Сахара экстрагируют из свежего 
и из предварительно зафиксированного растительного 
прнала 70—80%-ным кипящим спиртом, экстракт

....... от посторонних примесей, и растворимые саха-
| разделяют хроматографией на бумаге с использова
ли тех или иных растворителей. После хроматогра- 

|цр|>иания идентификацию сахаров проводят путем об- 
|"1" 'гкн хроматограмм специфическими реактивами,

...... с сахарами цветные реакции.
Ход определения. Для определения сахаров хрома- 
рафнческим методом лучше брать свежий раститель- 

1м материал. В навеске для анализа должно содер- 
#1(1.131 около 100 мг сахаров. Таким образом, для 
♦hi I i.i'ii многих растений навеска будет составлять 5—  
hi  I, а для плодов, овощей и ягод— 1— 5 г.

I in анализа можно использовать и фиксированный 
и и. риал, однако крайне необходимо строго соблюдать
1 ihiiiih его фиксации. Раньше довольно широко был 
рЦпространен способ фиксации растительного материа- 
|.| и I утильном шкафу при высокой температуре ( 110— 
| л| <:) в течение 10— 15 мин с последующим досушива- 
Мним материала при 50—70°С. Однако проведенные 
ин и ржания показали, что этот способ фиксации для 
М1|н деления сахаров непригоден, так как в процессе 

й|м<| резания растительных тканей в них происходит рез- 
• ттышение активности гидролитических ферментов,

......... ... к изменению соотношения различных форм
.... ......к ж  в растениях.

Цииольпо надежным способом фиксации раститель- 
нми материала является высушивание при заморажи- 
♦рнм лиофилизацией (см. стр. 106). Можно фиксировать 

Синельные ткани путем их растирания в ступке с 
{Бдинм азотом с последующим хранением в твердой 
Mfiiip юте или в морозильных камерах при возможно 
IMP# (никой температуре. Весьма распространенным и 
Н1||ц |11 м способом подготовки растительного материала
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для анализов является фиксация Эб%-.ным кипят 
спиртом (конечная концентрация спирта с учетом или 
ности материала должна быть не менее 70—80 !, 
Спиртовые экстракты хранят в холодильнике.

Для экстракции углеводов навеску растительны 
материала помещают в стакан, заливают 5—6-кратны 
объемом кипящего 96%-ного этилового спирта и кин 
тят на водяной бане в течение 5 мин. Если матери 
содержит значительное количество кислот, то для 
нейтрализации в стакан добавляют немного мела. П> 
ле этого содержимое стакана переносят в гомогенны г ; 
и тщательно измельчают. Если гомогенизатора нет, р ■ 
стительные ткани измельчают в ступке с чистым ки > ■ 
цевым песком.

Фиксация растительного материала одновременно т* 
ляется и первой экстракцией. Растертую ткань сосни•
том переносят в стакан, дают отстояться и прозра'п....
верхний слой отфильтровывают в сухой стакан или юм 
бу. Растительный материал по возможности не перси
сят на фильтр, а оставляют на дне стакана. После л ....
проводят вторую экстракцию. Добавляют в стакан .40 
40 мл 80%-ного спирта, выдерживают на водяной бив 
в течение 30 мин, периодически помешивая содержим» 
стакана стеклянной палочкой, дают отстояться и иныц 
прозрачный верхний слой сливают на фильтр в ту ц| 
колбу. После третьей экстракции все содержимое им 
кана, включая осадок, переносят на фильтр, стакан от 
ласкивают спиртом и осадок на фильтре промывают и 
большими порциями горячего 80%-ного спирта.

Если растительный материал не отстаивается и 
очень плохо фильтруется, фильтрование заменяют цпи 
рифугированием. Для этого измельченный материал и 
гомогенизатора или ступки переносят в центрифужчи 
пробирки. Ступку или гомогенизатор промывают m 
большими порциями 80%-ного спирта, который тамм 
сливают в центрифужные пробирки. Содержимое п|ы 
бирок центрифугируют в течение 4—5 мин при 
3 тыс. об/мин. Жидкость над осадком, в которую ш р 
ходят сахара, сливают в чистую колбу, а осадок ис|н 
носят в стакан. Центрифужные пробирки промыв,и 
небольшими порциями 80%-ного спирта, который та мм 
сливают в стакан. Количество жидкости в стакане и 
водят 80%-ным спиртом до объема примерно 50 м i 
проводят дальнейшую экстракцию сахаров. Для и»
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hi ставят на водяную баню с температурой 70—
1 и, периодически перемешивая содержимое стакана, 
и'рживают в течение 30 мин. После этого стакан 
' кдают и содержимое его переносят в центрифуж- 
пробирки. После центрифугирования жидкость над 

i m )M сливают, а осадок снова экстрагируют 80%-ным 
р юм. Такую экстракцию повторяют три раза.
| >о I.единенные опнртовые экстракты переносят в отгон- 
■ М1лбу прибора, предназначенного для отгонки спир- 
" имкууме (см. рис. 25). Вакуум создается с помощью

• ' " I рунного насоса. Спирт отгоняют при температу- 
| ыГ’С до тех пор, пока объем жидкости в отгонной

.... не уменьшится до 8— 10 мл.
Иместо отгонки спирта в вакууме можно удалять 
иыиариванием из фарфоровых чашек на водяной ба- 

нрп температуре не выше 40—50°С. Выпаривание ус-
.....гея при продувании воздуха над чашками венти-
' 'ром или феном.
I ' in исследуемый материал содержал много пигмен- 

' и их необходимо удалить из экстракта. Для этого 
ip . iKT обрабатывают петролейным эфиром. Отгонную

• 11*\ отсоединяют от прибора и жидкость сливают в 
«I пигльную воронку емкостью около 100 мл. Колбу про-
.......и и' 2—3 раза небольшими порциями горячей воды
.........и ют их также в делительную воронку. Общий

' ч вытяжки в делительной воронке должен состав-
• ' '.'Г» 30 мл. Затем колбу 2—3 раза споласкивают
• > |"I iciinbiM эфиром и сливают эфир в ту же делитель-
■ ■ коронку. Если выпаривание спирта проводилось в
• ••Un ix, необходимо также тщательно перенести их со- 
> м нимое в делительную воронку. Смесь в воронке

i imaioT в течение 5—10 мин и дают отстояться. 
|! и ж отстаивания воду сливают в чистую колбу. Слой 
||'||м удаляют и экстракт снова обрабатывают петро- 
< иным эфиром в делительной воронке. Такую обработ-
• * и 'нтряют 2—3 раза до полного удаления пигмен-
■ н 1.1 гем водный экстракт переносят в колбу н остатки 

' |пI icftnoro эфира удаляют нагреванием на водяной
А и нм| тягой при температуре 60°С.

Ппцммн экстракт из растений, кроме сахаров, содер- 
щ  много различных примесей — минеральных ионов, 
........ .кнслот, органических кислот и других веществ,
• н *|*1.1 >- могут препятствовать достаточно четкому раз- 
ч н инк) сахаров на хроматограммах. Поэтому необхо-
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димо освободиться от этих примесей, что достигается 
помощью ионообменников.

При пропускании растительных экстрактов через i 
тиониты (КУ-2 или Дауэкс-50 в Н+-форме) экстракт «>. 
вобождается от неорганических катионов и аминокт 
лот. При пропускании через колонки с анионитами (Ди\ 
экс-1, АВ-17, ПЭ-9 и др.) задерживаются неорганически» 
анионы, фосфорные эфиры сахаров, органические кю 
лоты (способы приготовления колонок с ионообмент 
ками указаны на стр. 191).

Сахара представляют собой нейтральные соединении 
не вступают в ионный обмен и проходят через колон 
ки *. Для освобождения от катионов полученный экс» 
ракт пропускают через подготовленную колонку размм 
ром 15X1 см, наполненную катионитом. Скорость при 
текания жидкости через колонку должна составлю i 
около 1мл в минуту. После пропускания экстракта колон 
ку промывают 100 мл воды. Жидкость, вытекающую m 
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. Экстрам 
охлаждают и пропускают через колонку, наполнении! 
анионитом. Колонку промывают водой, экстракт и при 
мывные воды собирают, объединяют и упаривают я 
фарфоровой чашке в вакууме или на водяной бане • 
вентилятором при температуре 60°С до объема 3—5 м 
Полученный экстракт переносят в мерную колбу in 
пробирку объемом 10 мл, чашку моют небольшими пор 
циями теплой воды, сливая промывные воды в мернум 
колбу. Объем жидкости в колбе доводят водой до метки 
Полученный раствор служит для хроматографически■ 
определений.

Кроме исследуемого раствора, для хроматографи 
готовят растворы сахаров—«свидетелей». Обычно в к 
честве «свидетелей» на хроматограмму наносят следу и > 
щие сахара: рибозу, ксилозу, арабинозу, глюкозу, мим 
нозу, галактозу, фруктозу, сахарозу, мальтозу, лакто о 
рафинозу. Растворы этих сахаров готовят в 2%-ной Кои 
центрации.

Для хроматографии берут стандартный лист хром 
тографической бумаги (52X64 см) № 4 «медленная» ,'Ь

* Некоторые сильноосттовные нонсобмеиники обладают у»н г 
живающей способностью и в отношении сахаров, особенно если 
последних имеется редуцирующая группа.
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ирадской бумажкой фабрики. Можно использовать и 
I нс марки бумаги. Отступя 4—5 см от узкого края 
и бумаги, проводят карандашом линию. На этой ли- 
чсрез каждые 3 см ставят точки, которые означают

I, 1, куда будут нанесены растворы сахаров. Нижнюю 
и. хроматограммы вырезают зубцами, что способст- 
| более равномерному стеканию растворителя. 
Хорошее разделение сахаров на хроматограммах до- 

и к'тся в том случае, когда количество каждого из
и’дуемых сахаров составляет 60— 100 мкг. Поэтому 

щ была взята навеска материала с суммарным содер
жим около 100 мг сахаров, то из мерной колбы ем-
II. ю 10 мл наносят на хроматограмму в две точки 

|| 41.1 раствора сахаров, равные 0,02 и 0,05 мл. В ос
иные точки, отмеченные на хроматограмме, наносят 
0,004 мл 2%-ные растворы сахаров-«свидетелей»,а в 
iy из точек — 0,004 мл раствора, содержащего все са-

||'Н ■' свидетели». Растворы на хроматограмму наносят 
'и|юпипетками в несколько приемов, подсушивая бу- 
п \ феном или небольшим подогревом. Удобно поль- 
"пп.ся специальными столиками для нанесения раст-
..... на хроматограммы (см. рис. 8). Размеры пятен на
ж п рограмме не должны превышать 0,5 см.

I ni хроматографического разделения сахаров пред- 
| Hilo несколько систем растворителей. Наиболее ча- 
||111ользуются следующие растворители: н-бутиловый 

нфг -уксусная кислота — вода в соотношении 4 : 1 : 5 ;
I иловый спирт — этиловый спирт — вода — аммиак 

• ' 10 : 49: 1) ;  фенол, насыщенный водой, с 1%-ным 
шиком; н-бутиловый спирт — пиридин — вода 
I 3) и др.

При использовании растворителя, состоящего из сме- 
" у силового спирта, уксусной кислоты и воды, уксус- 

•" кислоту проверяют на содержание альдегидов (кис- 
| | |, содержащая альдегиды, принимает розовую ок

ну и присутствии анилина). Если кислота содержит 
Стиды, ее перегоняют и собирают фракцию с тем- 

| г 11\рой кипения 117°С. Для приготовления раствори- 
н in берут 4 объема бутилового спирта, 1 объем уксус- 
■ и кислоты и 5 объемов воды, наливают в делительную 
(Иринку и встряхивают 15—20 мин. После этого воронку 
фремляют в штативе и растворитель отстаивают в тече- 

ч* 10 60 мин. Для хроматографии берут верхний слой, 
цинний сливают и переносят в кювету или ванночку
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на дно хроматографической камеры для насыщения ег 
парами растворителя.

При определении сахаров проводят нисходящую xpir 
матографию. Бумагу укрепляют в кювете хроматогра 
фической камеры, в которую наливают растворитель, и 
камеру плотно закрывают.

Значения RF сахаров в растворителе н-бутиловый 
спирт — уксусная кислота— вода ( 4 : 1 : 5 )  довольна 
небольшие; ниже приведены значения Rf для некоторы
сахаров.

Рафиноза 
Лактоза 
Мальтоза 
Сахароза 
Г алактоза 
Г люкоза

0,05 М а н н о за ....................................0 >
0,08 А р аб и н о за ............................ 0
0,11 Ф р у к т о з а .............................. 0
0,14 К с и л о з а ..................................О,'.1
0,16 Р и б о з а ................................... 0,И
0,18

В связи с низкими значениями Rf при однократно" 
пропускании растворителя до конца листа бумаги т> 
сахара будут расположены в верхней трети хромат 
граммы и четкого разделения их не произойдет. Поэт 
му растворитель пропускают через бумагу несколы ■ 
раз. Обычно рекомендуется пропускать растворитель i 
конца хроматограммы, для чего требуется примерим 
24 ч. Затем хроматограмму высушивают под тягом 
течение 1—2 ч и снова (дважды) пропускают раствори 
тель через хроматограмму. При этом хорошо раздел ' 
ются все сахара, за исключением трех пар: галактоза 
глюкоза, арабиноза — фруктоза, фруктоза — ксило ы 
Если в исследуемом растворе обнаруживаются пары si и • 
сахаров, растворитель пропускают три раза по 40—48 и 
В этом случае хорошо разделяются все углеводы. Удои 
летворителыное разделение многих сахаров получи: 
при использовании растворителя н-бутанол — пиридин 
вода ( 1 : 1 : 1).

После разделения сахаров хроматограммы тщатс и 
но высушивают под тягой до полного удаления след ■ 
растворителя и приступают к определению положен и- 
сахаров на хроматограмме, для чего ее опрыскивают i 
ким-либо реактивом, дающим с сахарами цветные реи 
ции. Реактив должен быть универсальным, т. е. дан 
реакции со всеми сахарами, и достаточно чувствии ' 
ным. Ниже приведены рецепты приготовления наибом > 
часто используемых реактивов
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П е р м а н г а н а т н ы й  р е а к т и в .  I г КМп04 и 2 г 
. 1.CO3 последовательно растворяют в воде, доводят 
'Ч.см раствора в мерной колбе до 100 мл и перемеши- 
п(1т. Хроматограмму опрыскивают реактивом из пуль- 

гризатора и сушат при комнатной температуре. На 
. рпурном фоне хроматограммы проявляются с различ- 

"п скоростью желтые пятна сахаров. По мере высыха- 
ин пятна принимают серую окраску на коричневом фо- 
к Учитывая, что изменения в окраске наступают до- 
iii.'ibiio быстро, положение пятен необходимо отмечать 
ризу.

П а р а а н и з и д и н о в ы й  р е а к т и в .  Г отовят 
1% пый раствор параанизидииа в 96%-ном этиловом 
мирте. К 100 мл раствора прибавляют 1,5 мл концент
рированной НС1, смесь перемешивают и обрабатывают 
роматограммы. После обработки реактивом хромато- 
римму помещают в термостат на 10 мин при темпера- 

I и1 120— 150°С. Вместо выдерживания в термостате
рроматограмму лучше прогладить горячим утюгом. Па- 
■ Iшизидин образует с Сахарами продукты желтого, ко- 
•мчнового и красного цвета на коричневом фоне.

А н и л и н д и ф е н и л а м и н о ф о с ф а т н ы й р е а к - 
и м. Готовят 4%-ный раствор перегнанного анилина в 

«1% пом этиловом спирте и 4%-ный раствор дифенил-

tsiiiiu в спирте такой же концентрации. Смешивают 
ипьемов первого раствора с 5 объемами второго раст

ит ' и прибавляют один объем концентрированной ор- 
Н>‘ кфорной кислоты. Смесь наносят на хроматограм
му и после легкого подсушивания ее па воздухе помеща- 

щ и термостат на 10 мин при температуре 80°С. Сахара

iшляются в виде голубовато-зеленых, синих и корич- 
.IX пятен на почти бесцветном фоне. Это один из луч- 

реактивов на сахара.

\роме этих общих реактивов, имеются и специфиче- 
• реактивы на отдельные группы сахаров и даже на 

1ьные сахара.
\ и и л и н ф о с ф а т н ы й р е а к т и в .  Готовят н-бу- 
>иый спирт с содержанием воды 12%. Затем на этом 
I»го приготавливают реактив, содержащий 0,075М 
шин (6,98 г в 1 л) и 0,15 М фосфорной кислоты 

,/ г в 1 л). Реактив хранят в темной склянке в хо- 
мльнике. После обработки хроматограммы этим реак- 
ич. се помещают на 5— 10 мин в шкаф при 105°С. 
ыгсксозы на хроматограмме дают желто-коричневые
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Пятна, альДопёнтозЫ — розовые, красные и вишневы- 
пятна. Дисахариды, которые содержат только альдoreк 
созные остатки (мальтоза и лактоза), как и гексозы 
окрашиваются в желто-коричневый цвет.

Н а ф т о р е з о р ц и н о  в ый р е а к т и в .  Для его при 
готовлення растворяют 100 мг нафторезорцина в смоги 
20 мл 2 н. НС1 и 80 мл 96%-ного этилового спирта. Рс 
актив хранят в холодильнике. Реактив наносят на хрп 
матограмму, затем ее слегка подсушивают на воздухе и 
осторожно прогревают в шкафу при 75—80°С. Кетозы и 
хроматограмме дают ярко-красные пятна, а альдозы 
сине-фиолетовые.

Обычно хроматограммы равномерно опрыскивают и 
пульверизатора, но вместо этого можно быстро пог|>\ 
жать ее на некоторое время в ванночку с проявляющие 
реактивом. После проявления сопоставляют расположи 
ние пятен сахаров-свидетелей с пятнами сахаров, сод< р 
жащихся в исследуемом растворе, и определяют качен 
венный состав сахаров.

Кроме качественного метода к настоящему времен! 
разработано несколько методов количественного опрелг 
ления отдельных сахаров хроматографией на бумаге 
Описание этих методов изложено в соответствующих |>\ 
ководствах по хроматографии.

О борудование и реактивы: 1) хроматографические камеры, ни* < 
для сушки хроматограмм, хроматографические колонки, гомогени 
затор, центрифуга, водяная баня, прибор для отгонки спирт» 
вакууме, вентилятор, фен, пульверизатор, делительные вороши 
ступки, пипетки,, микропипетки, мерные колбы емкостью 1 л, I01 
50 и 10 мл, фарфоровые чашки, конические колбы, стаканы, хром» 
тографическая бумага;

2) этиловый спирт 96%-ный и 80%-ный, н-бутиловый cmi|-1 
уксусная кислота, петролейный эфир, катионит (КУ-2 или Дну 
экс-50), анионит (Дауэкс-1 или АВ-16), анилин, дифениламин, орш 
фосфорная кислота, КМ п04, ЫагСОз, соляная кислота концентрнри 
ванная и 2 н., параанизидии, нафторезорцин, набор сахаров (м т  
коза, фруктоза, сахароза, мальтоза, лактоза, рафиноза, галактии 
манноза, арабиноза, ксилоза, рибоза).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КРАХМАЛА

Крахмал — основной запасной полисахарид больший 
ства растений. Он всегда содержится в зеленых листья- 
где образуется в процессе фотосинтеза, но основным» 
органами, в которых обычно накапливается наиболыт<
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0 тчество крахмала, являются семена и клубни неко- 
111>ых растений. Особенно много его в семенах риса 
70—80% ), кукурузы (65—75% ), пшеницы (60—70%)
1 клубнях картофеля ( 12—22%).

Крахмал — смесь двух высокомолекулярных полиса- 
u рядов — амилозы и амилопектина, которые построены 
11 остатков глюкозы. Амилоза с раствором йода в йоди- 
и1М калии даег синее окрашивание, а амилопектин— 
[июлетовое. С горячей водой крахмал образует клей- 
юр.

Химические методы определения крахмала основаны 
11 изменении интенсивности окраски с йодом, опреде- 
и пин количества образовавшейся глюкозы после кис- 

того гидролиза крахмала, определении количества 
н'рлэовавшейся глюкозы после ферментативного рас- 
цеиления крахмала, а также на переводе крахмала в 
• и гвор, его осаждении в 'виде йод-крахмального комп- 
и кса, окислении этого комплекса и йодометрическом 
щределении продуктов .реакции.

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

| и мило,пектином существуют значительные различия в 
и’нсни окрашивания йодом. Содержание амилозы и 
'милопектина в крахмале зависит от вида растения, его 
шмраста, а также органа, из которого выделен крахмал, 
Например, в процессе созревания мозгового гороха со- 
и ржание амилозы возрастает от 44 до 69% по мере уве-
......пия размера горошин. Поэтому методы, основанные
' I измерении интенсивности окрашивания крахмала с 
Низом, следует рассматривать как приближенные и при- 
чиные лишь для сравнительных определений.

Определение крахмала кислотным гидролизом, ооно- 
Книпом на том, что растительный материал, содержащий 
h|» I чмал, кипятят с раствором кислоты и определяют ко- 
нп< t тво образовавшейся глюкозы, также нельзя счи- 
|ин, удовлетворительным. При кислотном гидролизе 
(им гителвного материала расщепляются не только крах- 
И1 I, по и гемицеллюлозы и все низкомолекулярные по-
...... которых в растениях может быть очень
.......... Поэтому при использовании этого метода прежде
Ними необходимо количественно выделить крахмал из

Си Iнтельного материала и лишь затем гидролизовать 
'"И  определять содержание глюкозы. В противном слу
пи |"'зультат может оказаться ошибочным.
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Ниже описан метод определения крахмала кислот
ным гидролизом после выделения препарата крахмала 
из растительного материала, а также объемный метод.

МЕТОД КИСЛОТНОГО ГИДРОЛИЗА

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

Ниже приведен метод, предложенный Пыочером, 
с некоторыми модификациями.

Принцип метода. Крахмал экстрагируют из расти
тельного материала хлорной кислотой и осаждают его 
в виде йодного комплекса. Другие полисахариды, в том 
числе и гликоген, йодом не осаждаются. Затем йодным 
комплекс разлагают и крахмал гидролизуют до глюко
зы. Глюкозу определяют методом Бертрана. По количе 
ству найденной глюкозы вычисляют содержание крах
мала. Точность метода составляет ± 2 % .

Ход определения. В пробирку размером 200X25 мм 
помещают 200—500 мг (в зависимости от ожидаемою 
содержания крахмала) хорошо измельченного расти 
тельного материала, прибавляют 200 мг промытого и 
прокаленного кварцевого песку, 4 мл воды и тщательно 
перемешивают стеклянной палочкой. Не вынимая палоч 
ки, пробирку нагревают на кипящей водяной бане 30 мин 
для клейстеризации крахмала. Во время нагревания со 
держимое пробирки несколько раз перемешивают стек 
лянной палочкой.

По окончании клейстеризации пробирку охлаждаю> 
до комнатной температуры и помещают в водяную бани 
при температуре 22—25°С. Для экстракции крахмала i 
раствору в пробирку при непрерывном помешивании 
добавляют 3 мл 72%-ной хлорной кислоты. Затем со 
держимое пробирки примерно 1 мин растирают стекля и 
ной палочкой о нижнюю часть стенки пробирки (ври 
щательными движениями, нажимая на стенку). После 
этого пробирку ставят на несколько минут в водяную 
баню и снова растирают. Затем в пробирку добавляю 
около 15 мл воды, тщательно перемешивают и количеп 
венно переносят в центрифужную пробирку. Палочку н 
пробирку ополаскивают небольшими порциями воды, и 
промывные воды сливают в центрифужную пробирку 
Центрифугируют до полного осаждения осадка. Жил
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кость над осадком осторожно сливают через небольшую 
коронку в мерную колбу на 50 мл, а к осадку в центри
фужной пробирке добавляют 4 мл воды -и 3 мл 72% -ной 
хлорной кислоты, смесь тщательно растирают и дваж- 
I(.1 экстрагируют, как указано выше. Затем добавляют 
небольшое количество воды и снова центрифугируют. 
'Кидкость над осадком сливают в ту же мерную колбу 
на 5 0  мл. Экстракцию повторяют еще один раз. Мерную 
колбу доводят водой до метки, закрывают и тщательно 
перемешивают. Полученный крахмальный экстракт 
можно хранить в холодильнике в течение 48 ч.

Для осаждения крахмал-йодного комплекса берут 
И или 10 мл экстракта (в зависимости от ожидаемого 
количества крахмала) и переносят в центрифужную 
пробирку (если было взято 5 мл экстракта, к нему до- 
ь.шляют точно 5 мл воды). В пробирку приливают5мл 

-наго раствора NaCl и 2 мл раствора йода в йоди-
■ юм калии и смесь перемешивают.

Раствор йода в йодистом калии готовят следующим
■ ".разом. 7,5 г йода и 7,5 г KJ растирают в ступке с во
юй и количественно переносят в мерную колбу на 
".о мл. Раствор в колбе доводят водой до метки, пере

мешивают и фильтруют через плотный фильтр при от-
■ пывании.

После 20-минутного отстаивания жидкости в центри
фужной пробирке смесь центрифугируют. В осадок вы
пи част крахмал-йодный комплекс. Жидкость над осад- 
*и ч сливают с особыми предосторожностями, чтобы не 
нюерять осадок. Затем приступают к промыванию осад
ки Для этого в пробирку приливают 5 мл спиртового 
цттвора хлористого натрия и содержимое пробирки 
in трожно перемешивают.

Чля приготовления спиртового раствора хлористого

Кирни берут 350 мл этилового спирта, 80 мл воды и 
| мл 20%-ного водного раствора хлористого натрия. Все 
«ю смешивают в мерной колбе на 500 мл и доводят во-

fnd цо метки.
После кратковременного отстаивания пробирку с

II паком и спиртовым раствором хлористого натрия цент- 
11||'\тируют и жидкость над осадком сливают. 

Крахмал-йодный комплекс разлагается под действием 
спиртового раствора NaOH. Этот раствор гото- 

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

Для разложения комплекса к плотному осадку в 
центрифужной пробирке добавляют 2 мл спиртового 
раствора едкого натрия и пробирку осторожно встряхи
вают, пока не исчезнет синяя окраска. Не следует пере
мешивать осадок стеклянной палочкой (комплекс раст
воряется через некоторое время). Освобождающийся 
крахмал отделяют центрифугированием, жидкость над 
осадком сливают, а осадок промывают, как указано вы
ше (добавляют 5 мл спиртового раствора хлористого 
натрия и центрифугируют).

После этого крахмал гидролизуют соляной кислотой. 
К осадку крахмала в центрифужной пробирке добав
ляют 2 мл 0,7 и. соляной кислоты, пробирку закрываю! 
стеклянной пробкой и нагревают 3 ч на интенсивно ки
пящей водяной бане. После окончания гидролиза про 
бирку охлаждают, добавляют в нее несколько капель 
0,04%-ного раствора фенолового красного и содержимое 
нейтрализуют 0,5 н. едким натрием. В пробирку добан 
ляют 3—5 мл воды и содержимое ее количественно те 
рсносят в мерную колбу емкостью 25 мл. Стенки про 
бирки ополаскивают несколько раз небольшими пор 
циями воды. Раствор в колбе доводят водой до метки и 
перемешивают.

Для определения глюкозы методом Бертрана из кол 
бы берут 10 мл раствора.

Вычисление результатов. Сначала определяют коли 
чество глюкозы в 10 мл гидролизата крахмала. Посл< 
этого процентное содержание крахмала в материале 
взятом для анализа, может быть вычислено по следую 
щей формуле:

а-<М 0 -0 ,9 - 1 0 0  

~  Я - 5 0 - 2 5

где X — процентное содержание крахмала;
а — количество глюкозы в 10 мл раствора, мг; 
б  — объем хлорпокислого экстракта, взятого для 

осаждения крахмал-йодкого комплекса, мл;
0,9 — коэффициент для пересчета глюкозы ш 

крахмал;
Н — навеска растительного материала, мг.

О борудование и реактивы. Кроме оборудования и реактиИОИ 
используемых для определения сахаров по Бертрану, необходим"
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к'дующее: 1) центрифуги, колбы мерные емкостью 500, 50 и 25 мл, 
пробирки размером 200X25 мм, ступки;

2) хлорная кислота 72%-ная, 0,7 н. НС1, NaCl (спиртовой раст- 
иор), 0,25 н. NaOH (спиртовой раствор), 0,5 н. NaOH, раствор йо- 
1,1 в йодистом калии, феноловый красный 0,04%-ный раствор.

ОБЪЕМНЫЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ КРАХМАЛА

Объемный метод — один из наиболее быстрых и до- 
• ситочно точных способов определения крахмала, пред- 
и»кен X. Починком. Метод пригоден для анализа всех 
риггительных объектов.

Принцип метода. Крахмал переводят в раствор и 
глждают в виде комплексного соединения крахмала с 

модом. Затем окисляют крахмал в кислой среде бихро- 
мптом калия до углекислого газа и воды. Окисление 
о ю т  по следующему уравнению:

4K2Cr207-f- (CgH 10О5) п I6H2SO4—> 
^ 6 ( С 0 2)„ +  4K2SQ 4+ 4C r(S04)3+21 (Н20 )„ .

11|(Н)1ток бихромата калия разрушают йодистым калием, 
и результате чего выделяется йод, который затем оттит- 
|н1нывают гипосульфитом:

2N a2S203-f-J2-»-2NaJ-|-Na2S406.

Но количеству гипосульфита вычисляют содержание 
, рихмала.

Ход определения. Навеску свежего растительного 
in сериала, содержащего 20—200 мг крахмала, перено- 
н I н фарфоровую ступку (зерна 200—300 мг, клубней 

Шфтофеля около 1 г, свежих листьев растений 3 г). Ес- 
III для анализа хотят использовать сухой растительный 
ми сериал, для обезвоживания используют лиофильную 
шику (см. стр. 106).

Н ступку добавляют 5 мл 80%-ного раствора азот
нокислого кальция и тщательно растирают навеску. 
Ингле этого содержимое переносят в коническую колбу 
»мкистью 150—200 мл, ступку несколько раз ополаски- 
•й1п| небольшими порциями 80%-ного раствора азот- 
кик целого кальция. Общий объем раствора в колбе не 
in I,кон превышать 30 мл. Колбу накрывают воронкой,
I«пит на газовую горелку или плитку и слабо кипятят 

« Iгчсние 3 мин. При этом крахмал переходит в раствор.
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После охлаждения содержимое колбы переносят п 
мерную колбу емкостью 100 мл, коническую колбу не
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 небольшую пеитоифужную пробирку. В эту же 
пробирку прибавляют 2 мл раствора йода в йодистом 
калии, перемешивают стеклянной палочкой, палочку 
ополаскивают небольшой порцией воды и пробирку ос
тавляют на 30 мии. В результате реакции образуется 
нерастворимое соединение крахмала с йодом, которое 
выпадает в осадок.

Содержание йода в этом комплексе составляет око
ло 15%.

Через 30 мин проводят центрифугирование в тече 
ние 5 мин при 4—5 тыс. об/мин. Прозрачный раствор ит 
центрифужной пробирки сливают, а осадок йод-крах 
мального комплекса несколько раз промывают 5%-ным 
раствором C a(N 03) 2. Каждый раз в пробирку добаи 
лягот по 5 мл этого раствора и содержимое пробирке 
тщательно перемешивают стеклянной палочкой. Пос.н 
каждого промывания центрифугируют непродолжителк 
ное время для осаждения комплекса крахмала с йодом, ! 
прозрачный раствор сливают. Такое промывание и цент 
рифугирование повторяют 3—6 раз.

Промытый осадок комплекса крахмала с йодом иг 
реносят в коническую колбу емкостью 200 мл, центра 
фужную пробирку тщательно (несколько раз) промыва 
ют небольшими порциями воды (общий объем воды п> 
должен превышать 3 мл). В колбу приливают 10 м 
0,25 н. раствора К2СГ2О7 в 85%-ной серной кислоте, со 
держимое колбы перемешивают и сразу же помешан" 
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. Колб' 
охлаждают и прибавляют в нее 5 мл 20%-ного раствори 
йодистого калия, который, реагируя с бихроматом, мы 
деляет йод, и 120 мл воды. Выделившийся йод оттитр" 
вывают 0,1 н. раствором гипосульфита. Титрование м> 
дут до появления желтой окраски, затем в колбу при
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бавляют 1 мл 0,5%-ного раствора крахмала и титруют 
до перехода сине-голубой окраски в очень слабо-голу
бую. При титровании раствор необходимо энергично 
набалтывать. Расчеты показывают, что 1 мл точно 0,1 н. 
раствора гипосульфита соответствует 0,675 ,мг крахмала.

Вычисление результатов. При расчете необходимо 
тать, какое количество гипосульфита затрачивается на 
контрольное титрование для разрушения йода, выделив
шегося в результате реакции К еС г207 и KJ. Для этого в 
коническую колбу емкостью 200 мл прибавляют 120 мл 
моды, точно 10 мл 0,25 н. раствора К2СГ2О7 и 5 мл 
.'1)%-ного раствора йодистого калия. Содержимое колбы 
ццательно перемешивают и титруют 0,1 н. раствором ги
посульфита, как указано выше.

Содержание крахмала рассчитывают по следующей 
формуле.

0,675-а-Т- (a—tii)
Л —  I

01 -к

t;te X — содержание крахмала, %;
а — количество 0,1 и. раствора гипосульфита, за

траченного при контрольном титровании, мл; 
и, — количество 0,1 н. раствора гипосульфита, за

траченного при определении крахмала, мл; 
в — объем, в котором растворена навеска исследуе

мого вещества (обычно 100 мл);
«I — объем раствора, взятого для осаждения крах

мала (5 или 10 мл);
Т— поправка к титру 0,1 н. гипосульфита; 
н — навеска растительного материала, г.

Оборудование и реактивы: 1) центрифуга, водяная баня, ступки 
|юровые, колбы конические емкостью 100 и 200 мл, мерные кол- 
гмкостью 100 мл, воронки, стаканы, пипетки, фильтры;
В) 80%-ный, 20%-ный и 5%-ный растворы Са(М 03) 2, 0,5%-ный 
!•<>|> йода в йодистом калии, 20%-ный раствор йодистого калия, 
и раствор К2СГ2О7 в H2S 0 4, 0,1 и. раствор гипосульфита, 
мый раствор крахмала.

|0% н ы й р а с т в о р  Са(ЫОз)2— 200 г Ca(N0 3) 2-4H20  раст
им в воде и доводят до 250 мл.
ИД"!, -и ы й 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 r K J  
1 I, растирают в ступке вначале без воды, а затем с 10 мл во
ни лнчественно переносят в мерную колбу емкостью 1 л и до- 

нпдой до метки.
1,11(1 м. р а с т в о р  К2СГ2О7 в H2SO4— 12,3 г К2СГ2О7 раство- 

и ’.’50 мл воды в двухлитровой колбе и постепенно при охлаж-
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дении и помешивании прибавляют в колбу 800 мл концентрирован!' 
H2S 0 4, с плотностью 1,84; после охлаждения переносят в темн 
склянку с притертой пробкой.

СХЕМА КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ РАЗНЫХ 
ГРУПП УГЛЕВОДОВ В РАСТЕНИЯХ

Иногда необходимо определить все формы углпт 
дов, содержащиеся в данном растительном обрат 
В этом случае удобно пользоваться схемой аналт 
предложенной А. Р. Кизелем.

Принцип метода. С физиолого-биохимической тони 
зрения все углеводы можно подразделить на несколм 
групп: 1) углеводы подвижные, легко мобилизуемые 
легко подвергающиеся превращениям в растениях; 2) ут 
леводы малоподвижные, мобилизуемые и используемы* • 
обмене веществ лишь при отсутствии других углево/г I 
3) углеводы неподвижные, которые в обычных услонми* 
не используются.

Подвижные углеводы (моносахариды, дисахарт 
трисахариды, декстрины, инулин, некоторые пектиноиН 
вещества, крахмал) могут находиться в растениях м* 
в растворенном, так и в нерастворенном состоянии. К| 
ме того, отдельные углеводы различаются по расттфм 
мости в разных растворителях (спирте, воде). Это н<*« 
воляет их фракционировать.

При обработке растительного материала 82% -нм 
спиртом в раствор переходят кристаллизующиеся mi 
но-, ди- и трисахариды, которые при фракционном оир» 
делении углеводов относятся к I группе. Внутри и I 
группы сахара подразделяют на основании их химии 
ских свойств, а также способности к гидролизу под /и * 
ствием кислот.

Для более детального изучения состава этих угл» 
водов используют хроматографическое разделение !<• 
бумаге, как указано на странице 120.

При последующем (после спирта) извлечении угЛ» 
водов холодной водой в раствор переходят коллом тт 
полисахариды, растворимые в воде (декстрины, пну т 
и другие легкогидролизуемые полисахариды, слит ■ 
часть пектиновых веществ). Это II группа углонодж 
Здесь дифференциация осуществляется по степени г|| 
ролиза и по ряду других свойств.
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| нерастворимым подвижным углеводам относится 
иным образом крахмал, который может быть извле- 

. и I растительного материала водой после предва- 
11* 1Ыюго ферментативного гидролиза (III группа уг- 
иодов).
1> малоподвижным углеводам относятся гемицеллю- 
II м пектиновые вещества. Эта группа углеводов до- 

I i nn разнообразная и трудно дифференцируемая. По- 
■ ч v обычно определяют содержание углеводов этого 

'Нм суммарно по их восстанавливающей способности
.....  гидролиза материала 2% -ной НС1 (IV группа уг-
.....нов).

Мосле определения I—IV групп углеводов в расти- 
I. и пом материале остаются неподвижные углеводы,
'11 и Iявляющие собой скелетные вещества растений, к 
> 111рым в основном относится целлюлоза (V группа).

Ход определения. Для определения всех групп угле- 
. i ni лучше использовать свежий растительный матери- 
. I ели это по каким-либо причинам невозможно, 
нм, риал необходимо зафиксировать. Лучший способ фик- 
м и ми обезвоживание лиофилизацией. Можно фикси-
....... . растительный материал также жидким азотом с
и.» 'елующим хранением в замороженном состоянии в 
н ришльных камерах при возможно более низкой тем- 
Wi'iiiype. Следует подчеркнуть, что способ фиксации

(И’ипий в сушильном шкафу при ПО— 120°С с после- 
1'нццм досушиванием при 50—70°С для колпчёсгвен- 

и, ", определения углеводов непригоден, так как в пери- 
№ прогревания растительного материала активизируют- 
• I п иролитические ферменты, разрушающие сложные

In питы, а также наблюдаются взаимные превращения 
и ipiiH. Поэтому при такой фиксации всегда получают- 
• и, гаженные результаты содержания отдельных уг- 
м юв в растениях.
Дли определения всех групп углеводов берут две

............ по 5 г сухого растительного материала, который
Йцн льно растирают в ступке или гомогенизаторе. Ес- 
i ми анализа используют семена с большим количест- 
н щра, навеску обезжиривают петролейным или сер- 
• »i|>иром в аппарате Сокслета. В том случае, когда 

м ошлизов используют свежий или замороженный ра- 
" :н,иый материал, берут две точно одинаковые на-

Г, и и каждой из которых должно содержаться около 
i , \ \ого вещества.
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Для извлечения углеводов 1 группы навески млн 
риала заливают 82%-ным спиртом (20 мл спирта на I 
сухого вещества) и нагревают на водяной бане при тем 
пературе 70—80°С в течение 30 мин. При анализе емс 
жего растительного материала спирт берут более выси 
кой концентрации, чтобы конечная его концентрация (> 
учетом влажности материала) составляла 82%. После 
нагревания дают вытяжке немного отстояться и филы 
руют через пористый стеклянный фильтр (№ 1 или № '.'i 
при слабом отсасывании. Фильтрат собирают в коло 
прибора для отгонки спирта в вакууме, а остаток 
фильтра — в колбу, в которой проводилась экстракции 
Экстракцию материала спиртом повторяют три раза.

После трех-четырех обработок материала 82%-ним 
спиртом сахара извлекаются полностью. Отгоняют спн|ч 
под вакуумом на водяной бане при температуре 40—4Г>'«
ИЗ ОбЫЧНОЙ КОрОТКОГОрЛОЙ КруГЛОДОННОЙ КОЛбЫ, К  КОН' 
рой плотно подогнана пробка с двумя отверстиями. В' 
но отверстие вставлен капилляр, регулирующий кипеши 
спирта, а в другое — отводная трубка к холодильник 
Схема прибора изображена на рисунке 25.

После отгонки спирта в отгонной колбе остается mi 
которое количество сиропообразной жидкости. Получи' 
шийся сироп растворяют теплой водой (4 раза по 15 
20 мл) и количественно переносят в мерную колбу и» 
100 мл. Добавляют несколько миллилитров 10%-И" 1 
нейтрального уксуснокислого свинца (для осажден и- 
белков). Избыток свинца осаждают сульфатом натрин

Рис. 25. Прибор для отгонки спирта п пакууме: 
круглодонная колба; 2 — холодильник; 3 — термометр; 4 — водяная < ■
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мк указано в методике определения Сахаров (см. 
i|>. 111). Затем раствор фильтруют и в очищенном 
и г воре проводят дифференцированное определение са- 

(||юв 1 группы, растворимых в спирте. Прежде всего 
нрсделяют непосредственную восстанавливающую сло
жность раствора (по Бертрану), показывающую нали- 
|г и нем свободных гексов и половину восстанавливаю-

...... дисахаридов типа мальтозы. Затем применяют гид-
’ 1111 различной силы, устанавливают присутствие 
’ \ прозы и затем более трудно гидролизуемых дисахари- 

типа мальтозы. На основании этих определений и 
иветствующих расчетов получают данные о количест-

...... ом содержании свободных моносахаридов и дисаха-
|Н1 дов различного типа. ,, >

Обычно в растворе проводят три отдельных опреде-
НЧ1ИЯ. ;

I В 20 мл вытяжки определяют восстанавливающие 
и ира по Бертрану (в случае малого количества саха- 

I* hi определения проводят микрометодом).
В 20 мл вытяжки определяют восстанавливаю- 

тиг сахара после предварительного гидролиза 2 %-ной 
И' I (20 мл раствора+2,2 мл 20% -ной НС1 в течение 
ч мин на водяной бане при температуре 68—70°С (перед 
М'1ргделением раствор нейтрализуют сухой содой), 
б данном случае в результате определения к восстанав- 
цнтпощим сахарам (моносахариды+'/г мальтозы) при- 
ft ”< ииот сахарозу, которая в этих условиях разлагается 
N ' I микозу и фруктозу.

I В 20 мл вытяжки гидролизом с 25%-ной НС1 в те- 
*.|пи 8 ч на кипящей бане с последующей нейтрализа
ции! содой определяют всю мальтозу, сахарозу и моно- 
»мприди. Гидролиз проводят в той же колбочке, в ко
ма.... будут определять сахара по методу Бертрана.

....... . концентрация кислоты не изменялась во время
|ц<|ролиза, колба должна быть закрыта пробкой с об- 
■ иным холодильником. Следует иметь в виду, что 
. ' ином гидролизе распадается 10% содержащейся 
I  ini I море фруктозы.

11|.инсление результатов. Количество сахаров опре-
........и следующим образом. Результат первого непо-
L . пшенного определения—а, второго—б, третьего—в, 
p.Hp.iiiKu на распад фруктозы — К. Коэффициент К. 
Р'Ы'ши равен 10% от ’/г суммы моносахаридов.

| и держание сахарозы— (б—а) -0,95.
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Содержание мальтозы =  (e-f-/(—б) -2-0,95.
Содержание моносахаридов — а— (e+ К —б).
Содержание всех сахаров выражается в процентах 

веса сухого материала взятых навесок, т. е.
v  о, А - 100-100
л  /о —  >

Я - ( 1 0 0 - У)

где А — содержание углевода в навеске, мг;
Н — навеска, мг;
У — влажность материала.

При определении содержания углеводов II группы 
извлеченный спиртом материал освобождают от спирта, 
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 при 
температуре 45—50°С (по 15—20 мин). При этом и 
раствор переходят полисахариды, растворимые в воде 
но >не извлекаемые спиртом. Экстракты отфильтрована 
ют через один и тот же стеклянный фильтр и сгущаю! 
на водяной бане до объема 20—25 мл.

К сгущенному экстракту добавляют такое количеп 
во 20% -ной НС1, чтобы конечная концентрация ее в ри 
створе была 2 %-ной, и затем гидролизуют полисахарн 
ды 3 ч на кипящей водяной бане. После гидролиза риг i 
вор нейтрализуют содой, добавляют 4%-ный растшц 
C uS04 и щелочной раствор сегнетовой соли и опрел»' 
ляют сахара по методу Бертрана. Количество полисах» 
ридов получают, умножая количество редуцирующих «Я 
харов на 0,9.

При определении III группы углеводов (крахмал) мя 
териал после извлечения водой переносят в прежними 
колбу. Общий объем воды в колбе не должен лрспи 
шать 60— 100 мл. После этого производят оклейстерил» 
ванне крахмала нагреванием на водяной бане в i• 
ние 30 мин при температуре 60°С. Затем при б аил и ИМ
2 мл разбавленной в 5 раз и профильтрованной с.......
несколько капель толуола и ставят в термостат на -'I 
при температуре 40°С. Слюна содержит а-  и [Камила it# 
расщепляющие крахмал до мальтозы. Окончание ги1|и 
лиза крахмала проверяют йодной пробой (раствор миД« 
в йодистом калии).

Когда весь крахмал будет разложен, раствор фи itf 
руют через тот же стеклянный фильтр и промнмы Л 
осадок водой. Необходимо следить, чтобы весь о< я м»
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был тщательно перенесен на фильтр. Раствор сгущают 
на бане до объема 50 мл и проводят 'гидролиз мальтозы 
м декстринов 2%-ной НС1 на кипящей бане в течение 
.1 ч. Затем соляную кислоту нейтрализуют содой или 
10%-ным NaOH до нейтральной реакции на лакмус, д(). 
бавляют уксуснокислый свинец, а затем Na2S0 4, фильт 
||уют в мерную колбу на 100 мл, колбу доводят до мет 
ки и в 20 мл определяют глюкозу по методу Бертрана, 
(.одержание крахмала вычисляют умножением количе- 
■ т а  глюкозы на 0,9.

Остаток материала после извлечения крахмала не 
|нчюсят с воронки в прежнюю колбу, воронку смывают 
определенным объемом воды (50— 100 мл) и для уста
новления углеводов IV группы (гемицеллюлозы) к со 
оржимому колбы добавляют столько 20%-ной IIC.I, 
чтобы во всем объеме концентрация НО равнялась 2%,
I гмицеллюлозы гидролизуют нагреванием на кипящей 
мощной бане в течение 3 ч.

После окончания гидролиза раствор фильтруют че- 
(м* I тот же стеклянный фильтр, осадок промывают, 
фильтрат сгущают на бане, кислоту нейтрализуют, до 
опаляют уксуснокислый свинец и Na2S 0 4 в таких же 
моьемах и концентрациях, как и при определениях ca
ll 1|шв по методу Бертрана. Затем экстракт фильтруют 
И раствор доводят до точного объема так же, как и при 

Определении углеводов III группы.
И растворе определяют сахара и количество геми- 

1и I полоз рассчитывают умножением количества саха- 
|(ж на 0,9.

При определении целлюлозы остаток материала пос- 
|| экстракции углеводов IV группы высушивают до воз- 
I иию-сухого состояния при температуре не более 50°С. 

Иг утешный материал переносят в прежнюю колбу, за- 
IIи нот примерно 10 объемами (по весу) 80%-ной сер
ии кислоты и оставляют на 27г ч 'при комнатной тем- 
||ттуре. После настаивания с кислотой прибавляют 

обьемов воды на один объем взятой кислоты и гид- 
III |уют целлюлозу в течение 5 ч на кипящей водяной 

фк Клетчатка при этом расщепляется до глюкозы, 
рплнзат фильтруют через прежний стеклянный 
н.тр, остаток промывают 3—4 раза водой. Раствор 

щн на ют, доводят до точного объема, из которого 
определении глюкозы берут 2 пробы по 10 мл, Не 
определением их нейтрализуют сухой содой. ,11 iн
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вычисления целлюлозы количество найденной глюкозы 
умножают на 0,9.

Содержание всех групп углеводов выражают в. про
центах от навески материала, взятого для анализа.

Оборудование и реактивы: 1) приборы для отгонки спирта в 
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 10%-иый, Na2S 0 4 (насыщенный раст
вор), спирт 82%-ный, эфир серный и петролейный, C u S04 4%-ный, 
0,1 и. 1\Мп04, 0,01 и. KM n04, НС1 20%-ная, сода (в порошке), 
NaOII 10%-ный, толуол, H2S 0 4 80%-ная, щелочной раствор сегне- 
товой соли.



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 
до 30—40% общей массы и до 50—60% массы ядра. 
Чистые растительные масла — бесцветные вещества; 
окраска природных масел обусловливается продуктами 
распада хлорофилла и каротиноидами.

Жиры представляют собой смесь триглицеридов 
сложных эфиров глицерина и высших жирных кислот и 
построены по следующей схеме:

a CH2OCOR,
I

Р СНОСОВ
I

а, CH2OCOR3,

' " R1, R2 и R3— остатки высших жирных кислот.
Всего в состав растительных жиров может входить 

До 50 различных жирных кислот, но в наибольшем ко-
...... стве содержатся миристиновая, пальмитиновая,
1 ммриновая, олеиновая, линолевая, липоленовая и ри- 

ннолевая кислоты.
Насыщенные жирные кислоты — твердые (при ком- 

• Iпоп температуре), а ненасыщенные — жидкие нс- 
гчтва.

I’летательные жиры, кроме триглицеридов, всегда 
лержат в небольшом количестве и другие вещества: 
•йодные жирные кислоты, моно- и диглицериды, фос- 
пщы, некоторые жирорастворимые витамины.
I’летательные масла очень разнообразны по своим 

•IPщам. Для общей их характеристики, а также для 
рпатристики входящих в их состав жирных кислот 

пит ряд констант. Основными константами жиров 
ню гея кислотное число, число омыления, эфирное 
ли. йодное и перекисное число.
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Простейшей задачей анализа растительных масел 
является определение их общего 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 опредс 
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, но и свободные жирные кис 
лоты, пигменты, эфирные масла, а также другие линялы 
(лецитины, кефалины, стеролы и т. д.), то полученный 
препарат (в котором преобладают собственно жиры) чл 
сто называется сырым жиром.

Ниже описан метод определения сырого жира, пред* 
ложенный Сокслетом.

Принцип метода. Растительный материал обезвоя-н 
вают и извлекают жир каким-либо растворителем (ли 
ловый эфир, петролейный эфир, бензин, бензол, хлл 
роформ и др.). Чем ниже температура кипения распя 
рителя, тем легче его удалить после экстракции жира 
В лабораториях для экстракции жира чаще всего по hi 
зуются этиловым (серным!) эфиром. Извлеченный сырп| 
жир освобождают от растзорителя и взвешивают.

Ход определения. Навеску 10—15 г (взятую с \'<Ш 
ностыо до 0,005 г) растертого в ступке материала номИ 
щают в бумажный пакетик (патрон), который ппчмШ 
следующим образом. Фильтровальную бумагу размере 
10X12 см навертывают на пробирку и нижнюю '1>п>м 
патрона заворачивают. Патрон снимают с пробирки 1 
внутрь его вкладывают небольшой кусочек ваты Mjfl 
прочности патрон можно связать ниткой).

Для удаления воды навеску сушат без доступ.! *Я  
духа в вакуум-термостате или в токе углекислот н ж  
или азота.

Сушить материал в обычном термостате на шиШ 
нельзя, так как многие растительные масла солврЯ 
большое количество ненасыщенных жирных khc.mm J  
торые при нагревании на воздухе присоединяют ккН
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Р и с . 2 6 .  А п п а р а т  С о к с л е т а :
/ — холодильник; 2 — экстрактор; 3 — колба.

1

род по месту двойной связи, в связи с чем 
увеличивается масса масла и изменяется его 
качество.

Содержание жира обычно выражают в 
процентах на массу абсолютно сухого мате
риала, поэтому параллельно берут другую на
веску (1—2 г) для определения влажности.
Сушат ее также в вакууме до постоянного 
веса.

Патрон с высушенной навеской помещают 
в экстрактор аппарата Сокслета (рис. 26).
Аппарат состоит из колбы для растворителя,
■ мтрактора и шарикового холодильника, сое
диненных между собой шлифами. Экстрактор 
представляет собой цилиндр, в который впая
ны две трубки — одна' для прохождения паров 
*фира из колбы в холодильник и вторая — си
фон для сливания эфира вместе с экстраги
рованным жиром в колбу. Для особо точных 

| ийГют рекомендуется использовать нзменен-

IMi.ni аппарат Сокслета, в котором жир экст- 
рюпруют в вакууме.

Перед определением колбу высушивают до 
• к юянного веса и взвешивают на аналитиче- 
Щ| \ весах. В высушенную до постоянного 
и I колбу наливают 2/3—3Д ее объема сухого 
Петого эфира. Продажный эфир часто содержит 
Hi меси спирта, а иногда и ацетона, поэтому перед 

рефакцией жира эфир очищают от примесей. Для 
in о в делительную воронку емкостью 500 мл на- 
1вюг 200 мл эфира и 50 мл воды. Смесь .взбалтывают 
'n pei пробку выпускают пары эфира, затем через 
ни воронки сливают воду. Так повторяют 2—3 раза, 

операцию лучше проводить в прохладном помеще- 
н не нагревать воронку руками. При 'взбалтывании 

I" г. переходят следы спирта и ацетона, которые мог- 
■пп ржаться в эфире. Для обезвоживания эфир пе- 
Iciii в темную склянку, добавляют хлористый каль- 

и оставляют на 1—2 дня. Затем эфир перегоняют 
■ольэуют для анализов.

ini Г. П. 145



Подготовленный для определений аппарат Соке и 
ставят в водяную баню с электрическим подогревом, пр 
пускают через холодильник аппарата ток холодной i 
ды и начинают экстракцию жира. Чтобы эфир в ко, и 
не кипел слишком сильно, температура воды в я. 
должна быть не больше 45—50°С. Пары кипящего ».|>и 
ра поднимаются из колбы по трубке экстрактора в 
лодильник, затем конденсируются и эфир по капай 
стекает в патрон, в результате чего содержащийся в | 
стительном материале жир экстрагируется. Экстракод 
постепенно заполняется эфиром, и когда уровень ■ .. 
поднимается несколько выше верхнего колена сиф.... 
эфир вместе с извлеченным жиром стекает в колбу, I 
тем экстрактор вновь наполняется эфиром и изплп 
ется новая порция жира. Подогревание эфира в ко,и • 
регулируют так, чтобы каждое сливание эфира из но i 
рактора в колбу проходило через 4—6 мин. Полное и t 
влечение жира из материала зависит от его содержать. 
При малом количестве экстракция жира заканчиваю, и 
через 5—6 ч, а при большом — через 10— 15 ч. Коп. и 
экстракции устанавливают следующим образом. Ом. 
ляют экстрактор от колбы и на чистое часовое стекло Гы 
рут несколько капель эфира, стекающего из экстрам.п • 
После испарения эфира стекло должно быть абсолют, 
прозрачным. Если на часовом стекле остается пан» 
экстракцию продолжают.

По окончании извлечения жира колбу отделяю! * 
экстрактора, присоединяют к холодильнику и отгонии>* 
основную часть эфира. Окончательно высушивают i<"t 
бу с жиром (до постоянной массы) в вакуум-термос i . .» 
или в токе углекислого газа или азота .при 60—70°С

Вычисление результатов проводят по разности м<1)| 
ду массой колбы с жиром и массой пустой колбы с у••• 
том влажности материала.

^ __  а-100

_  Я -  ( I 0 0 — у )  ’

где X — содержание сырого жира в анализируемом И 
ществе, %;

а  — масса сырого жира, г;
Я  — масса материала, взятого для анализа, г;
у — процент влаги в анализируемом веществ.'

Полученный препарат сырого жира может быть " 
пользован для дальнейших исследований. Он м<>л ■ *
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•II. подвергнут фракционированию на отдельные груп- 
' ' оединений, относящихся к классу липидов (глнце- 

"Ш, жирные кислоты, лецитины, кефалины, стериды, 
". пн фосфатиды, фосфатидные кислоты и др.). Такое 

1ч ппионирование проводится на основании различной 
"примости этих соединений в органических раство- 

" "  nix, а также при использовании хроматографиче- 
методов. Суммарный препарат жира или отдель- 

'"I компоненты, входящие в его состав, используют
• |‘ для более детальной их химической характери- 

oimi; определения кислотного числа, йодного числа, 
" и омыления, перекисного числа, а также определе-

| углерода, водорода, фосфора и азота.
' >дпако в тех случаях, когда нет необходимости да- 

....к детальную характеристику получаемых препаратов
• upon, а достаточно знать лишь общее содержание жи- 
р" и изучаемом материале, можно пользоваться м е т о -  
I ■ м 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 -  
С ино г о  о с т а т к а, который был предложен С. В. Руш-

• кнм. Этот метод особенно удобен при массовых 
"р' юлениях.

Принцип метода. Из обезвоженной растительной па- 
| и жир экстрагируют эфиром и по массе оставшегося 

• и риала вычисляют количество сырого жира.
Ход определения. В высушенный до постоянной мас- 

. и предварительно обезжиренный пакетик из фильт- 
1".ц I плюй бумаги кладут около 1 г исследуемого мате- 

"'|.| Пакетик и навеску взвешивают на аналитиче- 
1 ни носах. Пакетик закрывают, отмечают номер образца 
► "рнидашом и высушивают в термостате при темпера- 
■ i г. К)5°С до постоянной массы. После высушивания 
" " риал можно использовать для экстракции жира. 
I | Iтого пакет с образцом помещают в экстрактор ал-

........ а Сокслета или аппарата Еременко. Аппарат Ере-

.........  состоит из колбы для растворителя, большого
"  фактора шарообразной формы и холодильника. Его 
•I имущество перед аппаратом Сокслета состоит в том, 
Км н большом экстракторе можно одновременно анали- 
•ирннать 20—30 образцов.

' i n цитирование жира из образцов продолжают до 
mi. I< 1,1 иной массы, обычно 12—20 ч. После экстракции 
йпм'ШК кладут в бюкс и удаляют эфир в сушильном 
"• 1111у при температуре 100—105°С. Пакетики взвеши- 
...........а аналитических весах.

I"’

I

147



Вычисление результатов. Массу сырого жира па 
дят по разности между массой пакетиков с материал- 
до и после экстракции. Содержание сырого жира па- 
дят по следующей формуле:

V а - 100

где X — содержание сырого жира в анализируемом м> 
ществе, %;

а — масса сырого жира, ,г;
Н — масса абсолютно сухого анализируемого м 

териала, г.
О борудование и реактивы: 1) аппарат Сокслета или апмп|' 

Еременко, водяная баня с электрическим подогревом, вакуум-тор 
стат, термостат, делительные воронки, эксикатор, прибор для пи
ки эфира, аппарат Киппа для получения газов, часовое стп i 
бюксы;

2) этиловый эфир, хлористый кальций.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КИСЛОТНОГО ЧИСЛА

Кислотное число, или кислотность, жира — колит 
ство миллиграммов едкого кали, необходимое для Hell 
трализации свободных жирных кислот, содержащим- 
в 1 г жира.

В жирах почти всегда имеются свободные жирпьг 
кислоты, причем в растительных жирах их концентр ! 
ция обычно более высокая, чем в животных. Особенно 
много свободных жирных кислот в масле недозрелы» 
семян. При созревании их количество уменьшается и со 
ответственно понижается кислотное число. Содержант 
свободных жирных кислот может увеличиваться при 
длительном хранении семян масличных культур или и< 
лученного из них масла и резко повышается при при 
растании семян в результате гидролиза жиров. Таким 
образом, величина кислотного числа масла непостояиии

Принцип метода. Масло нейтрализуют титрованным 
раствором КОН, в результате чего между едким калим 
находящимися в масле свободными жирными кислотами 
идет следующая реакция: RCOOH+KOII
=  R C 0 0 K + H 20 , где RCOOH — жирная кислота. Пом 
личеству раствора КОН, затраченного на нейтрали ы 
цию кислот, судят о величине кислотного числа.
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Ход определения. В чистую сухую колбу на аналити- 
кпх весах взвешивают 1 г масла, прибавляют 30 мл 

|мдварительно нейтрализованной смеси эфира с 
иым спиртом и растворяют масло. Если масло раст- 

>!■ ястся плохо, смесь в колбе тщательно перемешивают 
| ибо нагревают в горячей воде при встряхивании.

11осле растворения жира в колбу добавляют не- 
1ИЛ1.КО капель 1%-ного спиртового раствора фенолфта-
■ мил и титруют 0,1 н. водным раствором КОН до по-

■ н н'ния ярко-розовой окраски. Если для исследования 
м I взят темноокрашенный жир, в котором трудно

и,|Ьлюдать появление розовой окраски, вместо фенолфта- 
" пил берут 1%-ный раствор тимолфталеина и титруют 

появления синей окраски.
Нычисление результатов. Величину кислотного числа 

11 исляют по следующей формуле:

. и и — количество 0,1 и. раствора КОН, затраченное 
на титрование, мл;

Т — поправка к титру КОН;
II — навеска масла, взятая для анализа, г. 

Содержание жирных кислот в масле можно выразить 
in кислотным числом, а в процентах от массы масла. 
111 >и обычном титровании масла для определения кис-
...... числа нельзя получить никаких данных о моле-

шрной массе жирных кислот, входящих в его состав, 
>, юдовательно, нельзя прямо вычислить процентное 

исржание кислот. Поэтому условно расчеты ведут на
.....бодную олеиновую кислоту (она наиболее часто
in 1|»счается в жирах растений, произрастающих в нашей 
i|uiie). Для этого кислотное число умножают на коэф- 

|п1цпент 0,503, который получают из следующего урав-

н .’82,3 — молекулярная масса олеиновой кислоты; 
>6,11 — молекулярная масса КОН;

100 — пересчет на процентное содержание;
1000 — пересчет миллиграммов в граммы.

О борудование и реактивы: 1) водяные бани, колбы конические 
н.итыо 50— 100 мл;

спирт, эфир, 0,1 н. КОН, фенолфталеин, тимолфталеин.

' а -5,61 Т

пиши:
„ свободных жирных кислот= кислотное число-282,3'100 

56,11 -1000
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О П РЕД ЕЛ ЕН И Е ЧИ СЛА ОМ Ы ЛЕНИ Я

Числом омыления называется количество милли 
граммов едкого кали, необходимое для нейтрализапт 
всех свободных и связанных кислот, содержащихся н I 
жира. Число омыления характеризует среднюю ш\и 
чину молекулярной массы кислот, (Входящих в сосгш 
жира. Число омыления растительных масел может i 
метно изменяться. Как правило, кокосовое, пальмовое ■ 
некоторые другие масла имеют высокое число омылении 
а масла крестоцветных растений и касторовое масло 
низкое.

Принцип метода. Жир кипятят с избытком т т ц  
ванного раствора едкого кали, в результате чего он тн t 
ролизуется.

CH2OCOR! СН2ОН
I I

CHOCORsH- ЗН20 — *-CHOH+R,COOH +
I I

CH2OCOR3 с н 2он
ЖИгСООН+ИзСООН.

Освободившиеся жирные кислоты реагируют с едким 
кали:

RCOOH+KOH—>r c o o k + h 2o

Избыток щелочи, которая не прореагировала с жир 
ными кислотами, оттитровывают соляной кислотой 
KOH-f-HCl-vKCl-j-H20  и по количеству щелочи, затр i 
ченной на связывание всех кислот жира, рассчитывав' 
величину числа омыления.

Ход определения. В чистую, сухую крутлодони>в 
колбу на аналитических весах взвешивают около 1 г ж и 
ра и приливают в нее из бюретки точно 25 мл 0,5 и 
спиртового раствора едкого кали. Колбу соединяют 
обратным холодильником и кипятят на сильно кишит 
водяной бане в течение 2 ч. Одновременно провод > 
контрольное определение. Для этого в другую колб 
вместо жира вносят 2 мл воды, приливают 25 мл 0,5 и 
КОН и кипятят на бане. Омыление считается закончен 
ным, когда жидкость и колбе станет прозрачной. При 
омылении труднорастворяющихся веществ в колбу ;н 
бавляют примерно равный объем какого-либо высоком!
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..... го растворителя — толуола, пропилоеого, бутилово-
или амилового спирта.
По окончании омыления в колбу добавляют несколь- 
л цель индикатора фенолфталеина или тимолфталеи- 

I и титруют 0,5 н. раствором соляной кислоты до из- 
■ I гч I и я окраски. Одновременно титруют содержимое 

• н|рольной колбы.
Имчисление результатов. Количество миллиграммов 

•HI, затраченное на нейтрализацию свободных и свя
тых кислот 1 г жира, равняется:

у  _  ( g - 6 ) T i -28,055-Га

X — число омыления;
а — количество 0,5 н. НС1, израсходованное на 

титрование контроля, мл;
б — количество 0,5 н. НС1, затраченное на тит

рование пробы, мл;
Т\ — поправка к титру НС1;

.’8,055 — !/г молекулярной массы КОН (56 ,11 :2 );
Т ъ— поправка к титру КОН;
Н — навеска жира, г.

На основании определений числа омыления и кис- 
много числа можно вычислить и так называемое чис- 
| (фирности — количество миллиграммов едкого кали, 
-трое необходимо для нейтрализации освобождаю
щими при омылении жирных кислот в 1 г жира. Число 
I арности вычисляют по разности между числом омы- 

Н и ИИ и кислотным числом.
На основании этих определений можно рассчитать и 

И' Н'ржание глицерина, имея в виду, что на омыление
....... .. молекулы триглицерида расходуется три молеку-

м КОН и выделяется одна молекула глицерина.

ОГюрудование и реактивы: 1) водяные бани, круглодонные кол- 
........... 100 мл с обратным холодильником;

0,5 н. спиртовой раствор КОН, 0,5 н. НС1, фенолфталеин, 
iMo лфталеин.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЙОДНОГО ЧИСЛА

Модное число показывает, какое количество граммов 
m i может быть связано со 100 г жира. Йодное число — 
I I пая константа, так как оно характеризует степень
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окраски. При титровании необходимо сильное взбалт 
ванне для лучшего перехода йода из хлороформа > 
водный слой.

Определение йодного числа по Ганусу. Навеску ма> 
ла 0,2—0,4 г помещают в коническую колбу с притер 
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 бюро 
ки точно по 25 мл раствора Гануса и плотно закрываю) 
их пробками, смоченными в растворе KJ. Работу веду > 
под тягой.

Раствор Гануса готовят следующим образом:
13 г йода растворяют в 100 мл ледяной уксусной 

кислоты, прибавляют 8,2 г брома, доводят ледяной ук 
сусной кислотой до 1 л и храпят в темной склянке.

После добавления раствора Гануса содержимое кол)' 
осторожно перемешивают и выдерживают в темноте при 
25—30°С в течение 1 ч или при комнатной темиерату 
ре 2 ч. После окончания реакции в колбы приливаю! 
по 10 мл 20%-ного раствора йодистого калия и по 50 мл 
воды. Содержимое колб тщательно перемешивают. При 
этом идет следующая реакция:

B r J+ K J-> K B r+ 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 но 
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:

v  (я—б) -7 -0,01269-100
А  — -------------------------------- >

Н

где X — йодное число;
а — количество 0,1 н. раствора гипосульфита, из

расходованное при контрольном определении, 
мл;

б — количество 0,1 н. раствора гипосульфита, из
расходованное при титровании опытного об 
разца, мл;
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Т -поправка к титру гипосульфита;
Н — навеска масла, г.

О б о р у д о в а н и е  и реакт и вы : 1) конические колбы емкостью 300 мл 
ц|"’бками, бюретки для титрования;

хлороформ, йод, бром, сулема, уксусная кислота ледяная, 
• шипя кислота концентрированная, йодистый калий 10%-пый и 
1 , ный, крахмал 1%-пый раствор, гипосульфит 0,1 н. раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПЕРЕКИСНОГО ЧИСЛА

И присутствии кислорода воздуха кислоты, входящие 
н состав жиров, могут частично окисляться и образовы- 

III. перекиси. Это явление наблюдается при порче жи- 
III, а также при их высыхании. Таким образом, иере- 

Инемое число служит показателем окислительных изме- 
H iniii жиров.

Обычно перекисное число, как и йодное, выражается 
и I риммах йода, которое может прореагировать с пере- 

н ими, содержащимися в 100 г жира.
Принцип метода. Определение перекисного числа ос- 

М.Н1ПНО на том, что перекиси жира в кислой среде спо- 
.>гц|ы реагировать с йодистым калием, выделяя из него 

ii.i-i Схематически эта реакция может быть прсдстав- 
и'нл так:

Н Н
I I

R—С—С—R + 2K J+ 2C H 3COOH-»- 
I I 

О о
н н
I I

-H-R—С—C+2CH 3C 0 0 K + H 20 + J 2 

О
Выделяющийся йод оттитро-вывают раствором гипо- 

, п.фита.
2Na2S20 3-f-J2-»-2N a J-f-Na2S40g.

11о количеству гипосульфита, затраченному на связы- 
I! тис выделившегося йода, вычисляют перекисное число.

Ход определения. На аналитических весах взвеши- 
| нот около 1 г жира и помещают его в коническую кол
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бу емкостью 150—200 мл, В другую колбу (контро.п 
наливают 2—3 мл воды. В обе колбы наливают по Ю 
хлороформа и растворяют жир. Затем в колбы доГм 
ляют по 20 мл ледяной уксусной кислоты и по 1 мл Он 
жеприготовленного насыщенного раствора йодист»и 
калия. Смесь тщательно перемешивают и оставляют i ■» 
3 мин.

Затем проводят титрование выделившегося Гни
0,01 н. раствором гипосульфита. Титруют до появло....
желтой окраски, после чего в колбы прибавляют......
1 мл 1%-ного раствора крахмала и титруют до ион » 
новения голубой окраски.

Вычисление результатов проводят по следуют» 
формуле.

х _  (а - б ) -  Т -0,001269 -100 
Н

где X — перекисное число;
а  — количество 0,01 н. гипосульфита, израсходован 

ное на титрование йода, выделившегося в резу, и 
тате реакции жира с йодистым калием, мл; 

б  — количество 0,01 н. гипосульфита, израсходован 
•ное в контрольном определении, мл;

Т — поправка к титру раствора гипосульфита;
Я  — навеска жира.

О б о р у д о в а н и е  и реакт и вы : 1) конические колбы . емкости» 
150—200 мл, бюретки для титрования;

2) уксусная кислота ледяная, насыщенный раствор йодист....
калия, хлороформ, крахмал 1%-ный раствор, гипосульфит 0,01 • 
раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОСТАВА ЖИРНЫХ КИСЛОТ 
РАСТИТЕЛЬНЫХ МАСЕЛ МЕТОДОМ 

ГАЗО-ЖИДКОСТНОИ ХРОМАТОГРАФИИ

Растительные масла различаются по составу жирны! 
кислот, что определяет пищевую и техническую ц»'н 
ность масел. Состав жирных кислот данного масла и» 
постоянен и может довольно сильно изменяться в зама 
симости от условий выращивания растений (прежде нс»» 
го от влажности и температуры в течение вегетацион 
ного периода, а также от условий питания растений).
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Ни ному во многих случаях необходимо не только 
имить общее количество ненасыщенных жирных

■ о в масле (с чем можно судить по величине йод- 
'Iпела), но и более детально охарактеризовать ис-

| гмое масло. Для этого необходимо установить со- 
' ишс отдельных жирных кислот.
I щ определения состава жирных кислот существует 

■" 'и.но методов, но наиболее надежным и лерслек- 
< ■ i.iм в настоящее время является газо-жидкостная 
в «чнтграфия, предложенная Джеймсом и Мартином.
■ I метод включает несколько самостоятельных опе- 
м111 подготовку образцов к анализу; экстракцию Ma

li I растительного материала; омыление жиров с по-
I . кпцей очисткой и этерификацией образующихся 

• .... . кислот до соответствующих сложных эфиров;
• иичительным этапом анализа является идентифика-

м количественное определение полученных эфиров 
'мощью газовой хроматографии.
Метод газо-жидкостной хроматографии широко ис-

....... .. для качественного и количественного опре-
о и пни соединений различных классов.

Принцип метода. Подготовка образцов к анализу 
I' in гея в оснозном к обезвоживанию и тщательному 
. и 1мельчению. Экстрагируют растительные масла ор- 
нмисскими растворителями (гексаном, петролейньгм 

п горным эфиром, спиртами) или их смесями, обус- 
1м шнающими достаточно полное извлечение жиров из 

| и тельного материала.
1 'ч мление жиров до глицерина и солей соответствую- 

кирных кислот проводят, как правило, в щелочной 
|н и Характер омыления в значительной степени за- 

IHI п г от природы жирных кислот, входящих в состав 
и . 'I Ненасыщенные кислоты требуют более мягких 

iiuii'i омыления, чем насыщенные, так как они в
■ I нк'й степени полимеризуются при разрыве двойных 

« и  l e f t .

Полученные в процессе гидролиза кислоты жирного 
|| I I могут быть непосредственно определены с помощью
• I кпдкостной хроматографии, однако из-за малой 

чести их количественное определение затруднитель- 
Поэтому жирные кислоты путем этерификации пе-

• • I гг в более летучие метиловые эфиры, используе- 
с и дальнейшем для хроматографического анализа.

I юные эфиры жирных кислот более эффективно раз
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деляются при меньшей температуре и в более коротки! 
срок. Газо-хроматографический анализ эфиров жирны 
кислот сводится к разделению смеси на индивидуальны 
(отдельные) компоненты, идентификации и количсп 
венному их определению автоматическими регистра!" 
рами (детекторами).

Метод разделения смеси эфиров жирных кислот m 
новаи на различной скорости их прохождения (времен 
удерживания) через колонку, заполненную тверды* 
инертным носителем, пропитанным нелетучей жидю 
стью. Сущность хроматографического процесса раздел! 
ния веществ состоит в неодинаковом распределен!! 
отдельных компонентов вводимой смеси между двумя m 
смешивающимися фазами ■— неподвижной жидкой ф 
зой, нанесенной на твердый носитель хроматографи'!' 
ской колонки, и проходящей через колонку подвижн"! 
фазой — газом. Обладая большой поверхностью, жидк.1 
фаза (в виде тонкой пленки па инертном носитолг 
удерживает более растворимые в ней компоненты см* 
си, в то время как более летучие вещества перемещаю! 
ся газовым потоком в виде отдельных зон на выход ю 
лонки и количественно, регистрируются автоматически* 
детектором.

О подвижности веществ в хроматографической i 
лонке можно судить на основании коэффициента pm 
пределения (К), выражающего отношение концентр'



b 8

Рис. 28. Схема устройства газового хроматографа: 
юн с газом-носителем; 2 — редуктор; 3 — вентиль рабочего давления:

.... метр рабочей сети; 5 — измеритель расхода газа-носителя; 6 — место
образца; 7 — хроматографическая колонка; 8 — детектор теплопровод

ности; 9 — термостат; 10 — блок усиления; // — самописец.

.....  вещества в неподвижной жидкой фазе (Ст) к его
( нщситрации в подвижной газовой фазе (CY)

Чем шире это отношение, тем менее подвижным яв- 
II п и соединение, выход которого следует ожидать по-

М г  I Н И М .

Описание прибора. Газовый хроматограф 
»V l'< IM-3JKZ»— лабораторный прибор, при помощи 
n-niporo можно анализировать вещества методом газо- 
i< прбционной и газо-жидкостной хроматографии 
1|Щ| 27 и 28).

Смесь разделяется на сменных колонках различной
...... . из нержавеющей стали, находящихся <в термоста-
I, Инертный газ-носитель (гелий, азот, аргон и т. п.) 
|И п i. i.nona высокого давления 1 (см. рис. 28) поступает 

редуктор 2 и систему фильтров тонкой очистки в 
tin. прибора. Для плавной регулировки расхода газа
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на пути его движения в хроматографическую колони 
устанавливается металлический игольчатый веипи 
позволяющий изменять давление в рабочей сети и 
рость потока газа-носителя. .Контроль за расходом 
производится с помощью ротаметра 5. Пройдя рогач 
газ-носитель поступает в испаритель 6, в котором . 
ценная методом инъекции проба при высокой тем 
туре (150—400°С) переводится в газообразное сш ч< 
ние. Образующиеся пары смеси различных вещею и 
хватываются газовым потоком подвижного носите , 
поступают в хроматографическую колонку. В хром 
графической колонке благодаря различной .прочие 
связей между адсорбентом (твердым или жидким) и 
дельными компонентами вводимой смеси идет pa i ь 
ние на отдельные зоны, состоящие из индивидуалi 
веществ. Каждая «зона» компонентов движется . 
мощью газа-носителя со строго определенной скоре . . 
по колонке, вследствие чего происходит еще более 
кое разделение анал изируемых веществ. Для кол им . 
венного определения элюируемых потоком газа сое ю,, 
ний на выходе хроматографической колонки устан<и н 
детектор 8. Компонент, проходя через детектор, и.он ■ 
ет параметры его стабилизированного состояния. . 
проявляется, как правило, в изменении электропии 
подаваемого на блок усиления 10 и самописец //.

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 нулевой ц 
нии. Записанную таким образом хроматограмму е и 
фрируют, для чего измеряют площади или высоты гни 
сравнивают со стандартными образцами (метчик.> 
Следует отметить, что нормальная работа хромате 
фа и высокая воспроизводимость результатов могут 
достигнуты лишь при строго заданной скорости m 
газа-носителя и рабочей температуре колонки. Пол 
основные узлы хроматографа (испаритель, колош 
детектор) помещены в термостат 9. Общий вид и ш 
новные детали хроматографа «XPOM-3JKZ» пре .и 
лены на рисунке 27. Хроматограф состоит из 4 блоке 
аналитического 1, блока управления 2, блока усни, 
лей 3 и регистрирующего самописца 4. Основной |> 
чей частью прибора является аналитический блок, и • 
тором помещены: термостат 5 с хроматографпчп i
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и Iми, вентили регулирования расхода газа-носи- 
ротаметры 7, детектор теплопроводности 8 и

.....  ионизационный 9, испаритель 10\ позицион-
> I мик, позволяющий контролировать рабочую тем
пу колонки, испарителя и детектора и т. п.

| > управления содержит источники питания иэле-
• | управления чувствительностью детектора, темпе- 

14 о режима основных узлов хроматографа, уста-
- нулевой линии самописца.
• | определения. А. Г. Верещагиным предложена 

ч шли методика определения состава жирных кис- 
н растительных маслах. В фарфоровую обезжирен-

' , 11 к у помещают среднюю пробу растительного об- 
| (I 3 г при общем содержании жира в навеске 
|•'> г) и измельчают. После тщательного растирания

.....|руемого материала в ступку приливают 10—
и ксана (х. ч.) и растирают пестиком еще 5—7 мин. 

н м  растительную массу переносят на стеклянный 
*| *р (№ 3 или № 4), соединенный с помощью шлифа

.... пиеской колбой емкостью 100— 150 мл (рис. 29).
.......й части фильтра должен быть патрубок (отвод)

и* присоединения к водоструйному насосу. Раститель- 
| ики со ступки сливают 3—4 раза гексаном (по 

| ■ мл) и также переносят на фильтр при постоянном 
I имиании.

11 1с окончания экстракции липидов весь фильтрат
..... нилривания гексана сливают в круглодоннуюкол-
I цмирного испарителя. Если такого испарителя нет, 

и ршсль можно удалять в колбах любой конструк- 
• предназначенных для выпаривания под вакуумом 

и рис. 25).
11' •< пл ускорить выпаривание растворителя (гекса- 

' "лбу подогревают путем небольшого повышения
и рптуры на водяной или песчаной бане.

■ и м  производят омыление выделенных жиров.Для 
'•не после выпаривания растворителя из колбы берут 

1 ' шли растительного масла и переносят в грушевид- 
|Щ I' Iлбу (рис. 30), приливают 20—25 мл этилового 
ыр| I (96%-ного) и бросают кусочек (0,5 г) металли- 

*••" и натрия. Металлический натрий заготавливают 
I ••. нарезая кусочками; хранят его под бензолом. 

1 юго как весь натрий прореагирует, колбу поме- 
<1 на водяную башо и присоединяют к ней обратный 

hi и.ник, подключенный к водопроводной системе.
* и Б. П . 161



Рис. 29. Рис. 30.

К насосу

Рис. 31.
Рис. 29. Прибор дли •• 

тракции липидом
/ — фильтр № 3; 2 —-колен 

костью 150 мл

Рис. 30. Прибор дли и. 
ления липидом

/ — обратный холоди м*ы
2 — грушевидная коЛЛл

Рис. 31. Прибор дли
ривания под вакуук....

/ — переходный патрубоп < 
грушевидная колба; I 

бирка.

Раствор доводят до кипения и кипятят 1 ч. Поело м<И 
колбу отсоединяют от холодильника и, придерживай » 
ревянным зажимом, переносят на песчаную баню и 
удаления этилового спирта. Полного испарения ж и i« 
сти следует избегать. Поэтому при упаривании 2/3 oow 
ма раствора к нему приливают 5—6 мл дистиллнр" 
ной воды. Операцию повторяют несколько раз до "■*« 
ного удаления запаха спирта. В растворе остаютси ■ 
ли жирных кислот и глицерин. Неомыляемые лиан 
находящиеся в водном растворе солей жирных юн 
экстрагируют. Для экстракции в колбу приливаю!
10 мл гексана, слегка взбалтывают и после раздет 
жидкостей верхний слой гексана осторожно сливами 
брасывают), полностью сохраняя в колбе нижний 1 •« 
ный раствор солей жирных кислот. Операцию повтор *• 
4—5 раз, после чего полученный прозрачный pan" 
подкисляют 3—4 каплями 10%-ной H2SO4 (рею "•

162



т о р а  проверяют по лакмусу). В результате реакций 
щсния, протекающих между солями и серной кисло- 
•С)разуются свободные жирные кислоты и Na2S 0 4.

• ■ 111.1 е кислоты выделяют многократной экстракцией 
• том (3—4 раза), добавляя его каждый раз к раст-

110 10 мл.
ьсгракт полученных жирных кислот собирают в 
м иидную колбу емкостью 50—60 мл (рис. 31). Та- 
4" >рма сосуда позволяет после упаривания раство- 
1ч собрать анализируемые кислоты на дне колбы 

'итыном объеме. Выпаривание гексана, как и в пре- 
' пщм случае, проводят на роторном испарителе или 
| макуумом, используя водоструйный насос.
| ь гавшиеся на дне и стенках колбы после удаления 

ilia капли жирных кислот смывают небольшими пор
ти (по 0,5— 1 мл) гексана. Полученный раствор 

чом 3—4 мл собирают в пробирку с плоским дном 
"inn 4—5 см и диаметром 1 см. Для удаления гексана 

ирку с раствором жирных кислот осторожно с по- 
<> Huai) пинцета помещают в колбу со шлифом (см. 

II) и при помощи стеклянного переходного патруб-
■ м|1исоединяют к водоструйному насосу. Откачивают 

i\\ и выпаривают гексан.
I ели необходимо приостановить анализ, в пробирку 
| генами жирных кислот после удаления гексана до- 

1 пмот 2—3 капли бензола (химически чистого) и 
к тают ее в холодильник. При кратковременной оста- 

' анализа приливают 2—3 мл гексана.
И и деленные кислоты могут быть идентифицированы

• 1 июятельно при высокой температуре (200—400°С)
I - жидкостной хроматографией. Однако из-за опасно- 
м \имической деструкции их, как правило, переводят

и тловые эфиры.
Перед началом метилирования из пробирки с жир- 

> щ кислотами тщательно удаляют растворитель (бен- 
.»> или гексан). Выпаривание проводят, соблюдая ос- 

■■■> кпость, так как возможны толчки пара перегретого 
I > мирителя и выбрасывание всего содержимого про- 
1й|1ИИ.

После удаления растворителя проводят метилирова- 
пспользуя в качестве катализатора ацетилхлорид. 

I того оставшиеся на дне пробирки органические
■....I о гы растворяют в 2 мл метилового спирта, на внут- 
.......ною стенку пробирки (держа ее от себя наклонно1)
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Вода

Рис. 32. Прибор для метилирования:
/ — микрохолодильник; 2 — отросток холодильника; 3 — пробирка; 4 
зиновое кольцо; 5 — прижимная пружина; 6 — электропечь с закри. -

спиралью.

осторожно вносят 2—3 капли химически чистого ац<чм 
хлорида и перемешивают. Затем пробирку присоеди 
ют с помощью резинового кольца и пружины к отм" 
микрохолодильника, как указано на рисунке 32, и щ 
ленно нагревают над электроплиткой с закрытой t 
ралью. Кипение раствора должно быть слабым и < 
койным в течение 1 ч. Для этого пробирки должны и 
ходиться на некотором расстоянии над поверхноси ■ 
электроплитки, как указано на рисунке 32. После 
сового кипения остаток метанола выпаривают в в;и 
ме, поместив пробирку, как и прежде, в грушевидм ■ 
колбу и подсоединив ее с помощью переходного пат|> 
ка к водоструйному насосу (см. рис. 31). Затем в с» 
божденную от метанола пробирку для растворения п| 
месей добавляют 2—3 капли дистиллированной ни 
(лучше из капельницы) и проводят экстракцию мети > 
вых эфиров гексаном. Растворитель приливают небо м 
шими порциями (по 0,5— 1 мл) 3—4 раза, каждый р 
слегка взбалтывая от руки содержимое пробирки. ГЬ*« 
разделения эмульсии гексан с растворенными в нем н| < 
рами осторожно сливают в чистую сухую конусообрнi 
ную пробирку диаметром около 1 см и высотой 3 i ч 
оставляя каждый раз в предыдущей пробирке капли • 
ды, которые затем отбрасывают. Воду в сухую пробнц 
ку, куда сливают гексановый раствор эфиров кисли г 
переносить нельзя. После окончания экстракции эфм|> м 
гексан вновь упаривают под вакуумом без нагревании ,
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...... . эфиры жирных кислот используют для хро-
tiM |1,|фического анализа.
11<• |ученные метиловые эфиры жирных кислот раз- 

|чиг газо-жидкостной хроматографией. При хромато- 
• ' iii в качестве твердых носителей (сорбентов) для 
М1ЧСЦЦЯ жидкой фазы чаще всего используют различ

ии юрта кизельгура (диатомовой земли)—Целит-545 
«И \ ромосорбы, а также другие инертные материалы, 
Мшающие низкой каталитической активностью. Перед 
•*« как наносить жидкую фазу, твердый носитель отмы- 
«|и концентрированной НС1, затем раствором КОН, 
«•I миром NH4OH, промывают водой и тщательно вы- 
. мши а ют. Неподвижной жидкой фазой, образующей 
•тку на поверхности инертного носителя, служат высо- 

.нищие силиконовые масла, поливинилацетат, поли- 
•м онленгликольсукцинат), поли-(этиленгликольади- 

' и др. Жидкая фаза наносится в количестве 2—6%
| ы неподвижного твердого носителя. В качестве га- 

п м нгеля используют гелий, азот или аргон; расход 
| как правило, не превышает 50— 100 см3/мин. Хро- 

•"'графические колонки обычно набивают носителем 
и ни генной на него жидкой фазой при помощи вибра- 
i> I и под давлением того газа, который используется 
щицеосе разделения. Можно набивать колонку, со- 

мм.1,1 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- 

ч гликольсукцинат). Эфиры кислот:
/ — лауриновой: 2 — миристиновой; 3 — паль
митиновой; 4 — пальмитиноолеиновой; 5 —

2  стеариновой; в — олеиновой; 7 — линолевой;
/ л  8 — линоленовой; 9 — арахиновой; 10 — беге-

новой.
3

0 5  10 15 20 25
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Метиловые эфиры жирных кислот разделяют ни 
полненной сорбентами хроматографической колонке 
температуре 150—300°С. Пробы вводят в колонку < 
мощью шприца с максимальной быстротой; количе. 
пробы обычно составляет до 5— 10 мкл. Однако - 
каждого конкретного объекта и в зависимости от \ 
вий работы хроматографа оптимальный объем пр 
определяют опытным путем. На рисунке 33 пока i * 
хроматограмма смеси метиловых эфиров жирных ки> 
на поли- (диэтиленгликольсукцинате).

Рис. 34, Схема хроматограммы жирнокислотного состам 
масла подсолнечника. Кислоты:

1 — миристиновая; 2 — пальмитиновая; 3 — пальмитиноолеиноваи 
4 — стеариновая; 5 — олеиновая; 6 — линолевая; 7 — линоленовая.
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1> шественный анализ на хроматографе проводят, ис- 
мун метчики идентифицированных эфиров чистых 

-  ни-, Количество каждого компонента в данной пробе 
я** и ‘Л яют следующим образом. На хроматограмме
.... .. базовую линию, соединяющую основания всех

•1пи Затем измеряют высоту каждого пика и его ши- 
<i , на половине высоты. После этого вычисляют пло- 

п, пика (чаще по площади треугольника, можно ис- 
ч и тать и другие способы расчета площадей пиков), 
и м а площадей всех пиков метиловых эфиров кислот 
■ и чается за 100%. Зная, сколько образца было вве- 
и и колонку хроматографа, можно рассчитать коли- 

«1(110 каждой кислоты, содержащейся в данном об- 
| те,

На рисунке 34 представлена схема хроматограммы 
I I г, содержащихся в масле подсолнечника, выра- 
fiimro при различных условиях питания растений.

1>иорудование и реактивы: 1) газовый хроматограф, прибор
ни тракции липидов, прибор для выпаривания под вакуумом, 

н.н|1 для омыления липидов, прибор для метилирования, водо-
........И! или масляный насос, фарфоровые ступки, электроплитка,

ирки, пипетки, шприцы;
I гексан (химически чистый), спирт этиловый 96%-ный, спирт 

- мтый, натрий металлический, H2S 0 4 10%-ная, бензол, ацетил-
■ ГИД.



Р А З Д Е Л  IV

ОРГАНИЧЕСКИЕ КИСЛОТЫ

Органические кислоты — промежуточные ироду и 
обмена веществ. Они содержатся во всех растении' 
образуются в результате многочисленных биохимиям» кн 
реакций, среди которых основными следует считать i 
акции цикла ди- и трикарбоновых кислот и глиоксм i » 
ного цикла. Многие органические кислоты явлики 
исходными соединениями для биосинтеза аминоки» ь 
сахаров, жиров, витаминов и некоторых других биол»м 

чески активных соединений. Кислоты могут использоь.и 
ся в качестве энергетического материала при дыхами 
растений.

Органические кислоты содержатся в растениях в < и 
бодном состоянии (плодах, ягодах) или в виде кислы' 
нейтральных солей (листьях, особенно бобовых к> 
тур — 15—25% сухого вещества). Однако в некоторы 
растениях (щавель, ревень, бегония, кактусы и друнч
суккуленты) много свободных кислот и в листьях......
этому кислотность клеточного сока этих растений ш 
сокая.

Количество кислот в растении непостоянно и за.шы < 
от сортовых особенностей плодов и овощей, степени ц 
лости их, а также от условий выращивания растешь 
Большое влияние на кислотность растений оказываю» 
формы минеральных удобрений. Например, при внесши» 
нитратных форм азотных удобрений содержание кие ь » 
в растениях будет более высоким, чем при внесении 
миачных форм.

Разные растения различаются и по составу накам-ш 
ваемых в них кислот. Например, в яблоках, рябине, бп|> 
барисе преобладает яблочная кислота; в лимонах и дщ 
гих цитрусовых — лимонная, в винограде — винная км
лота. Таким образом, определение количества и ............
органических кислот в растениях имеет не только тсо|и 
тический интерес, но и представляет важное практик 
ское значение.
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При определении содержания органических кислот
• и и х солей различают: 1) общую кислотность, или
...... . содержание кислоты, понимая под этим количе-

| ,iпионов и недиссоциировэнных молекул кислоты;
I'ищентрацию водородных ионов, часто обозначае- 
I истинная кислотность»; 3) титруемую кислот- 

I in концентрацию свободной кислоты.
' >днако это справедливо только для одноосновных 

. и.г У двуосновных кислот часть общей кислогно- 
I I которую можно титровать щелочью, состоит из 

\ ||>ракций: недиссоциированной кислоты и однова- 
IHI.IX кислотных ионов.
11|щ анализах органические кислоты можно экстра- 

1|прп:пъ из свежих, замороженных или высушенных 
, I I игольных тканей.

Однако следует иметь в виду, что высушивание 
и > комнатной температуре ведет к потерям орга-
.....к их кислот вследствие дыхания, а высушивание

и юанях повышенной температуры — к изменению 
« pi'держании органических кислот (потери лету- 
•|ц кислот или их эфиров, взаимные превращения 

и г, взаимодействие их с углеводами и т. д.). По-
• * и у для определения органических кислот следует бы- 
||щ фиксировать материал в термостате при 120— 125°С
> и пие 15—20 мин, а затем досушивать при 50—60°С.

I mi тонких биохимических исследований лучше всего 
I I провать материал жидким азотом с последующим 
I ушиванием лиофилизацией (см. стр. 106).

I гл экстракции кислот используют воду или органи- 
■ пе растворители (чаще эфир). Однако чистый эфир

• р,отворяет соли органических кислот. Поэтому для 
- 11>.1 кции солей материал предварительно подкисляют
• и и | • ильной кислотой. При этом соли органических 
■ юг переходят в свободное состояние.

При экстракции водой из растительного материала, 
»ни' кислот, извлекается много сопутствующих ве- 

м1 - сахаров, пектиновых веществ, аминокислот, 
щ пин, которые перед количественным определением
......ходимо тщательно удалить из раствора. Удаляют

и шчцества или экстракцией и осаждением, или при 
.I инци катионо- и анионообменных смол. Эфир не из- 

| пет углеводы, аминокислоты и белки, но растворяет 
•Ирм и липоиды.

169



О П РЕД ЕЛ ЕН И Е О Б Щ ЕЙ  К И С Л О ТН О С ТИ

Величину общей кислотности можно определим, 
калиметрическим или ацидиметрическим титрованием 
использованием соответствующих индикаторов или 
тенциометрически.

Принцип метода. Кислоты извлекаются из изме 
ченного растительного материала в результате нагргн 
ния с водой при температуре 80—90°С в течение 30 ми 
Извлеченные кислоты оттитровывают раствором m 
лочи.

Общее количество кислот обычно пересчитываю! 
яблочную кислоту, так как она преобладает во миом 
плодах и овощах.

Ход определения. Свежие плоды, овощи или лиги i 
растений тщательно измельчают на терке, в мясоруО’ * 
или iB ступке. Растительную массу перемешивают, бер 1 
навеску 20 г и переносят без потерь в широкогор.т 
колбу объемом 200 мл. В колбу приливают около 1 Г>0 
дистиллированной воды и выдерживают в темой • 
30 мин в водяной бане при температуре 80—90°С.

Затем колбу охлаждают водопроводной водой, до» 
дят до метки и фильтруют в сухой стакан или коли 
Полученный фильтрат служит для определения общ* » 
кислотности. 50 мл фильтрата, содержащего кислом' 
переносят в коническую колбу емкостью 100 мл. 3 .и • • 
в колбу добавляют несколько капель спиртового рл« 
вора фенолфталеина и титруют из микробюретки 0,1 
раствором NaOH до розового окрашивания. Вместо <|- 
нолфталеина в качестве индикатора можно исполю 
вать спиртовой раствор тимолфталеина. В этом случо 
титруют до появления синего окрашивания.

У слабо окрашенных растворов переход окраски .и 
че уловить, если сравнивать окраску с рядом стоят 1 
колбой с таким же количеством вытяжки из растении 
добавлением такого же количества капель фенолфтл.м 
на или тимолфталеина. В том случае когда раствор см.н 
но окрашен и переход окраски раствора при добаяи 
нии щелочи определить трудно, при титровании иат 
зуют лакмусовую бумагу. Капли жидкости из кот' •! 
при титровании переносят на кусочек лакмусовой < 
маги и наблюдают изменение окраски.

Вычисление результатов. При расчете необходим! 
учитывать количество щелочи, израсходованное на m
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nine, и поправку к ее титру. Расчет можно вести по 
• i нощей формуле:

а — количество 0,1 н. NaOH, пошедшее на титро
вание, мл;

Г — поправка к титру щелочи;
.100 — общий объем вытяжки, мл;
50 — объем вытяжки, взятый для титрования, мл; 
н — 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,

Часто содержание кислот выражают не в миллиэкви- 
»' мш ах на 1 г, а в процентах.

Для этого число миллиэквивалентов умножают на 
I , 1 м.-экв. кислоты (в граммах): 1 м.-экв. яблочной 
m юты равен 67 мг (0,067 г), лимонной — 64 мг, вин
им 05 мг, щавелевой — 45 мг.

( )бычно в зависимости от преобладания той или иной 
||м шической кислоты в изучаемом объекте для пере- 
I' 1м используют соответствующий коэффициент.

I ишрудование и реактивы: 1) водяные бани, колбы мерные ем- 
' т о  200 мл, колбы конические емкостью 100—200 мл, воронки, 
и Hilt, микробюретки, фильтры; 2) 0,1 н. NaOH, фенолфталеин 

• ' шмолфталеин, лакмусовая бумага.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛИМОННОЙ КИСЛОТЫ

Для определения лимонной кислоты лучшими явля- 
(1н н методы, основанные на окислении лимонной кис- 
" I ы до ацетона с последующим превращением его в 
m и лбромацетон. Ниже приведена одна из модифика- 

|Щ пого метода (но Пьючеру).
Принцип метода. Лимонная кислота окисляется пер- 

.....анатом в присутствии КВг до пентабромацетона:

X —  я-7-200 10
«■50

М.-ЭКВ.

СН2СООН СНСООН
1!

C(0H )C00H +V202-C 0 H + C 0 2+ H 20,

СН2СООН СНаСООН
лимонная кислота
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CHCOOH CHBr2
II I
СОН +  Ю Вг-+СО+2СОа+5Н Вг
I I

CH2COOH CBr3
ацетондикарбоновая пентабромацетон кислота

Затем бром вытесняется из пентабромацетпнп i 
действием Na2S, и образующийся бромид опргдгл 
йодометрически. По количеству брома вычисляют ю 
жание лимонной кислоты в растворе.

Ход определения. Навеску тщательно измель'н 
свежих или высушенных плодов, ягод или листы'и , 
стений переносят в мерную колбу с широким гор 
приливают 150 мл воды и экстрагируют в течение 
на горячей водяной бане. В зависимости от преди 
гаемого содержания лимонной кислоты величии:! • 
вески сухого материала составляет 5— 10 г, а свежи 
до 50 г. Затем экстракт фильтруют в чистую сухую i 
бу емкостью 200 мл. При исследовании высушенною ч 
териала одной экстракции бывает недостаточно. II" 
му проводят 3—4 извлечения меньшими объемами и 
по 30 мин и экстракты соединяют. Колбы доводят ш> i 
до метки. Обычно водный экстракт содержит бол mi 
или меньшее количество белковых веществ, KOTopi.it i 
обходимо выделить из раствора. Для осаждения бе ы 
берут 25 мл фильтрата, переносят в мерную ю 
объемом 50 мл и прибавляют 5 мл 20%-ного расти 
метафосфорной кислоты. Вместо метафосфорной кн 
ты можно добавить 5— 10 мл 5%-ной фосфорноволюп 
мовой кислоты. Взбалтывают и оставляют кол(>\
5 мин для осаждения белков. Жидкость доводят до mi 
ки и фильтруют в сухой стакан или колбу. 25 мл фн и 
рата переносят в мерную колбу объемом 50 мл и ноГп| 
лизуют избыток метафосфорной кислоты 1 н. Null 
Раствор в колбе дозодят водой до метки. Для анн ю 
берут из колбы 10 мл раствора.

Приводимый метод позволяет определить 2,5—5,0 
лимонной кислоты. Однако в процессе анализа прении 
пятикратное разбавление. Поэтому величину навески | 
стительного материала для анализа определяют m  
образом, чтобы в 10 мл раствора содержалось 2,. 
25 мг лимонной кислоты (с учетом всех разбавлетн

К Ю мл исходного раствора приливают 2 мл IM

172



I 1 • N мл воды и слабо кипятят в течение 5 мин. По-
• 1м мждения добавляют 1 мл насыщенной бромной 
*м и оставляют на 5 мин. Затем смесь фильтруют че- 
 длинный фильтр-тигель Гуча № 4, который встав

ил и длинногорлую коническую колбу емкостью 
« m i , имеющую метку на 35 мл. Фильтрование про- 
in i при слабом отсасывании. Фильтр промывают ма-
• mi порциями воды, пока количество фильтрата не
• I равно примерно 35 мл. Затем отсоединяют фильтр
• Н1ИДНТ водой точно до 35 мл.
Колбу опускают в водяную баню с температурой

I I (i грого следить за температурой), добавляют2 мл 
М pm'гвора КВг и 5 мл 1,5 н. раствора КМп04 и вы- 
ртииают колбу на бане в течение 10 мин. После этого
....у опускают в химический стакан емкостью около
и и стакан наливают ледяную воду и охлаждают
.......р в колбе до 8— 10°С. После охлаждения в колбу
| топот при помешивании по каплям сильно охлаж-

■ iMi.ni 3%-ный раствор Н2О2, пока раствор в колбе не
■ | • цветится.

При этих условиях имеющаяся в растворе лимонная 
.......а превращается в пентабромацетон, который не-
• ■ I и мо выделить из раствора. Для экстракции пента- 

н. мицетома используют чистый петролейный эфир с 
ч и рлтурой кипения 40—60°С. Раствор из колбы ne

ar в делительную воронку емкостью 100— 125 мл
...... колбу небольшими порциями нетролей-
■I I (фира (общий объем эфира 25 мл). Эфир перено-
■ и делительную воронку. Эфир с растворам интенсив- 

| in гряхивают и водный слой сливают. Затем петро- 
  эфирный экстракт в делительной воронке несколь-

I' li промывают небольшими порциями свободной от 
| ■ 11• 11одз воды, сливая каждый раз промывные воды. 
Промытый водой экстракт встряхивают в делитель-
■ пиронке с двумя последовательными порциями (каж- 
| по 3 мл)) 4%-ного раствора Na2S -9H20  и каждый
■ гливают окрашенный раствор в мерную колбочку 
м'мом 25 мл. Затем петролейный эфир в делительной 
I ике промывают 2—3 раза водой (по 2 мл) до пол-

' удаления брома (промывная вода должна быть 
мрачной). Промывные воды сливают в мерную кол- 
I у, добавляют 2 мл 2М  Н3Р 0 4 и несколько тгца- 

10 промытых водой и кислотой зерен кварца или He- 
п.тих кусочков битого стекла. Содержимое колбы
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осторожно кипятят в течение 5 мин, затем охлаждаю* 
добавляют из микробюретки точно 5 мл 0,0125М j>.. 
вора КС1. Для приготовления раствора К.С1 Си, 
0,9319 г высушенной соли, растворяют в 0,085 М 11,Г1 
и этим раствором доводят объем до 1 л. После доблм i. 
ния КС1 раствор в колбе доливают водой до метки

Титрометрическое определение основано на том, ■* 
в раствор переходит количество ионов J 0 3~, эквивалп* 
ное содержанию в растворе ионов Вг~ и С1~. Для ре 
ции используют йодат серебра:

B r -+ C l-+ 2 A g J0 3-> A g C l+ A g B r+ 2J03-
И о д а т  с е р е б р а  готовят следующим обра *

В химическом стакане емкостью 2—3 л раствори 
23 г K J0 3 и объем раствора доводят водой приме| 
до 600 мл. В другом стакане растворяют 18 г AgNO • 
400 мл воды. Затем раствор AgN03 приливают по г 
лям в раствор K J0 3 при постоянном перемешивап! „ 
жидкости в стакане. Смесь оставляют стоять на ноч! ► 
темноте. Прозрачную жидкость сливают, а осадок и. 
реносят в большой стеклянный фильтр-тигель № 4. (>' 
док на фильтре многократно промывают водой для \ i 
ления избытка К-Ю3. После 8— 10 промываний от ка * 
дого фильтрата берут в пробирку 10 мл и смешниль • 
с несколькими каплями 0,85 М Н3Р04 и несколькими 
каплям 5%-ного раствора КЗ. При этом появляется 
рактерное для йода желтое окрашивание. Продолжай i 
промывание до тех пор, пока интенсивность окрашии 
ния в следующих друг за другом фильтратах не стаи* 1 
одинаковой. После этого осадок высушивают в ваку) i 
эксикаторе при комнатной температуре, растирают и и 
рошок и хранят в эксикаторе в темной склянке.

Дальнейший ход определения состоит в следуют*
В коническую колбу с притертой пробкой емкостью 50 * * 
вносят около 0,25 г сухого йодата серебра и содерл и 
мое мерной колбочки (25 мл), не смывая остатка с о т  
нок, переливают в коническую колбу. Колбу плотно * * 
крывают и встряхивают в течение 5 мин. При этом ил* * 
реакция между ионами Вг~, С1~ и A g J03, которая при 
ведена выше. Затем приступают к определению ко, ш 
чества ионов йодата, перешедших в раствор.

Ионы йодата соединяются с ионами J -  по следуют* 
му уравнению:

J 0 3~+5J- +6H +^3H 20 + 3 J 2
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I, ииество йодата как окислителя определяют йодомет- 
....... ки. Для этого раствор, содержащийся в кониче-
• п колбе, фильтруют в чистую сухую колбу через 

11.11>, свободный от хлоридов. Берут пипеткой три 
шп фильтрата и переносят их в три конические кол-

я, и и емкостью по 50 мл. В каждую колбочку добавля- 
по две капли 0,085 М раствора Н3РО4 и по 1 мл 

| него раствора KJ. Растворы в колбочке взбалтыва- 
|| течение 5 мин. При этом выделяется свободный 

Ш
Количество йода определяют титрованием с гипо- 
фитом (тиосульфатом). Свободный йод связывается 

и, 1 и-дующему уравнению:
J2+2Na2S20 3->-2NaJ-f Na2S406

,4,ия титрования используют 0,01 н. раствор гипосуль- 
II I Титрование сначала ведут до появления желтой 

м |' I г к и, затем в колбы прибавляют по 0,5 мл 1%-ного 
... ...  крахмала и титруют до исчезновения голубой
И1|1|1СКИ.

' I.ля проведения определений фильтры должны быть
..... 1ДНЫ от хлоридов. Для очистки фильтры промыва-

..I кипящей водой, не содержащей хлоридов, высушива- 
«н и хранят в закрытом сосуде.

•Холостые» определения необходимо проводить с
• к ним вновь приготовленным 4% -ным раствором Na2S. 
Hint холостом определении в мерную колбу емкостью 
|li мл наливают 6 мл раствора Na2S, 5 мл воды, 2 мл

'1 113PO4 и кладут несколько зерен кварца или ку- 
пиков битого стекла. Содержимое колбы кипятят в те

ни- 5 мин, охлаждают и дальнейший анализ прово- 
м так же, как указано выше. Значение холостого оп- 
н-ления выводят на основании среднего из четырех от- 

н н.иых титрований.
Вычисление результатов. Количество йодата, содер- 

Фищегося в анализируемой пробе (25 мл), вычисляют
..... ледующей формуле:

v  а-Т-100-25

X  —  к о л и ч е с т в о  м и л л и м о л е й  й о д а т а ;  
а — к о л и ч е с т в о  0 ,0 1  н. N a 2S 203 , и з р а с х о д о в а н н о е  

н а  т и т р о в а н и е  о б р а з ц а ,  м л ;
Т — поправка к титру 0,01 н. Na2S20 3;
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100 — коэффициент для перевода 0,01 и, Ми 
в 1 н. раствор;

б — количество атомов свободного йода, п и т  
щегося на каждый ион J 0 3_ ; 

v — объем вытяжки, взятой для титровании (о « 
Количество миллимолей йодата, содержащего и 

лостой пробе, вычисляют следующим образом.
v  a i  • Т -100-25

А \ — ------  ,
6 -

где Д] — количество миллимолей йодата;
fli — количество 0,01 н. Na2S203, израсходована 

титрование контроля, мл;
V\ — объем вытяжки, взятой для титровании (U м 

Остальные обозначения те же, что и при расчги 
личества йодата в образцовом растворе.

Таким образом, в 25 мл раствора для титров 
(в 10 мл раствора, взятого для анализа) содерa i" 
X—Xt миллимолей йодата. Чтобы рассчитать ко о 
ство лимонной кислоты, используют следующие I 
мулы.

В 25 мл раствора содержится

X - X i

~ 5 Г
миллимолей или

(Х—Х,) -38,424 

Q
мг лимонной кислоты,

где X—Х\— количество миллимолей йодата;
q —• эмпирически найденный коэффициент, 

ный 0,980, показывающий, .какую i 
теоретического количества лимонной юе 
ты можно обнаружить в растворе;

38,424 — коэффициент, представляющий собой 
молекулярной массы лимонной кисi 
который ВВОДЯТ потому, ЧТО 1 МОЛЬ цен 
бромацетона дает 1 г-экв. брома.

О борудование и реактивы: 1) водяная баня, колбы для Ф 
рования при разрежении емкостью 100 и 500 мл, стеклянные | 
ры-тигли № 4, вакуум-эксикатор, колбы мерные емкостью < 
100, 200 мл и 1 л, колбы конические емкостью 25 и 50 мл 
тельные воронки, микробюретки, стаканы емкостью 2, 3, 1 и о 
пипетки;
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ii и» и. H2SO4, 1 M раствор KBr, H3PO4 2 M, 0,85 M и 0,085 M, 
u>> '.’()%-пая, 0,1 н. и 0,01 н. N2S 20 3, H20 2 3%-ный раствор,
.) l Mi1O4, Na2S-9H 20  4%-ный раствор, KC1, 0,0125 M раствор 
i 4  113PO4, KJ или NaJ 10%-ный раствор, KJ (сухой),

.......  1%-ный раствор, фосфорновольфрамовая кислота 5%-ный
mi |i, A^NOs (сухой), петролейный эфир, бромная вода (на- 
••• мной).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЯБЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ
' >111п из наиболее точных методов определения яб- 
им“| кислоты разработан Пьючером и Викери. 
Принцип метода. Яблочную кислоту экстрагируют из 
и I и' л иного материал эфиром и затем в кислом рас- 

*• |и' и присутствии бромистого калия переводят при
...... и перманганата в бромпроизводное. Бромпроиз-
•||и яблочной кислоты можно перегнать с водяным 

«ром, с 2,4-динитрофенилгидразином оно образует не-
....рнмый в воде осадок глиоксаль-2,4-динитрофенил-

ы я in л оранжево-желтого цвета. После подщелачива- 
|| |■ I Iвор озазона в пиридине образует соединение 
IV" но цвета, интенсивность окраски которого пропор- 

«ншм'м.иа количеству присутствующей яблочной кисло- 
ч Интенсивность окраски раствора определяют на 
ийи * рофотометре или фотоэлектроколориметре.

Чип определения. Навеску 2— 10 г сухого, тщательно 
• I и м.ченного материала растирают в ступке в присут- 
||| 4 —5 мл 25%-яой H9SO4 и оставляют стоять на

Им*Н»,
| ерную кислоту необходимо добавлять для того, 

и m  i соли органических кислот перевести в свободные 
и тты. На следующий день влажную массу обезвожи- 
I и тщательным растиранием с порошком безводного

■ н, целого натрия и оставляют стоять на ночь. При 
min к'лении яблочной кислоты в свежем растительном 
иинриале к навеске измельченной массы необходимо
■ * 1........ ... 4 н. H0SO4 и затем в ступке обезводить Ma

in 1 ,ч сернокислым натрием.
| Щределению яблочной кислоты могут мешать угле- 

.1' I ы и некоторые аминокислоты, поэтому экстракцию
.......ы необходимо проводить очищенным безводным
| прим, а не водой (способ очистки эфира описан при 

и копии методики определения содержания жира в 
■I пнях). Сухой порошок количественно переносят в 
' 1.КНЫЙ патрон, который помещают в экстрактор ап- 

i|i на Сокслета, и кислоты экстрагируют эфиром в те-
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чение 36 ч. Эфирный экстракт переносят в делите,m 
воронку и несколько раз взбалтывают с водой до Ц( 
хода органических кислот в водную фазу. Общин нгч 
водной фазы должен составлять около 100—150 м

Водную выгяжку переносят в широкий 
кан емкостью около 200 мл и нагревают на пн 
ной бане под тягой до полного удаления следов м|и ; 
Затем раствор переносят в мерную колбу емк<и i 
200 мл, ополаскивают небольшими порциями во in 
нейтрализуют раствор 5 н. NaOH по фенолфталси 
После этого раствор доводят водой до метки. Рам 
профильтровывают в чистую сухую колбу. Фильтрт i 
пользуют для определения яблочной и других органи 
ских кислот.

Для определения яблочной кислоты необходю 
взять 20 мл фильтрата. Указанный метод позволят • 
ределить 0,2—2,0 мг яблочной кислоты, поэтому наш 
для анализа берут с таким расчетом, чтобы в ней 
держалось 2,0—20 мг кислоты.

К 20 мл раствора приливают 4 мл 20 н. H2SO4. I’m 
вор осторожно кипятят в течение 5 мин для удалпи 
последних следов эфира и других летучих веществ. II 
ле охлаждения к раствору добавляют 1 мл насыщен 
бромной воды. Через 5 мин смесь фильтруют при on 
сновании в коническую колбу с длинным горлышком 
рез стеклянный фильтр-тигель № 4. Объем колбы on 
100 мл; колба должна иметь метку на 35 мл. Фм.и 
промывают небольшими порциями дистиллирован 
воды, пока объем жидкости в колбе не составит оке 
35 мл. Затем раствор в колбе доводят водой точно 
35 мл.

После этого в колбу приливают 2 мл 1М растт 
бромистого калия. Колбу помещают в водяную бант 
температурой точно 20°С, выдерживают 10 мин, in 
чего к раствору приливают 5 мл 1,5 н. КМп04 и ■ 
выдерживают в течение 5— 10 мин, периодически m i 
мешивая жидкость. В результате реакции выделяюп 
пары брома, поэтому эту операцию необходимо прои 
дить в вытяжном шкафу. Затем колбу помещают в ■ 
мический стакан объемом около 1 л или в водяную <• 
ню, добавляют в стакан воду со льдом и охлаждай 
смесь до 5— 10°С. После этого по каплям в колбу добп 
ляют охлажденный раствор 3%-ной перекиси водорн 
до полного обесцвечивания раствора.
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11 ii'imtok перекиси водорода удаляют, прибавляя по 
i\i 0,02 н. раствор перманганата до появления на 

(никое время слабо-розовой окраски.
И условиях опыта содержащаяся в пробе лимонная 

■ и а превращается в пентабромадетон, который не- 
" моно отделить от продуктов окисления яблочной 

им. Пентабромадетон выпадает в виде белого мел- 
<•■1 осадка. Для удаления пентабромацетона раствор 

|<|.цывают иетролейным эфиром. После окончания
• и 1СП11Я раствор переносят в делительную воронку 
Лммом 100— 150 мл, колбу ополаскивают нескольки- 
м небольшими порциями чистого петролейного эфира

щнают этот эфир в делительную воронку. Смесь 
. I кивают 5—6 раз, добавляя каждый раз примерно 

мл петролейного эфира. Общий объем эфира в во- 
, и. должен составлять 50—60 мл. Делительную во- 

, энергично встряхивают и после отстаивания вод-
.....  фазу количественно переносят в мерную колбу

■ не гыо 100 мл. Петролейный эфир промывают в дели- 
пой воронке 3—4 раза водой (по 3—5 мл) и про- 

.«иные воды сливают в мерную колбу. Раствор в колбе
...... лит до метки, а оставшийся эфирный экстракт ис-
н 11. 1 у ют для количественного определения лимонной
• ч» юты.

Мосле удаления пентабромацетона из мерной колбы 
'н,',! 50 мл раствора и переносят в отгонную колбу.
• колбе присоединяют холодильник Либиха с длинной
■ I ом)й. В приемник наливают 10 мл насыщенного раст-
■ ini 2,4-динитрофенилгидразина в 2,5 н. НС1 и 20 мл 

о.1 Конец трубки холодильника Либиха погружают 
I и | вор 2,4-динитрофенилгидразина. Приемник для

| едения ставят в наполненный холодной водой кри- 
| иизатор.

1,1 и приготовления раствора 2,4-динитрофенилгидра- 
I I и фарфоровую чашку помещают 5 г этого реакти- 
N растворяют, добавляя небольшие порции соляной 
лоты (200 мл НС1 на 800 мл воды), смесь кипятят в 
им- 2 мин, после охлаждения раствор разбавляют 

II' и III до 1 л и фильтруют.
Перегонку проводят на установке с водяным паром, 

• ' мл которой показана на рисунке 35. Необходимо, 
■гн.1 все соединения колбы и холодильника были на 
щфах. Перегонку ведут при сильном нагреве до тех 
■||. пока в колбе останется 5— 10 мл жидкости. Воду
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Пар

Рис. 35. Прибор для
/ — круглодонная колба;

перегонки с водяным паром: 
2 — холодильник; 3 — приемник.

через холодильник пропускают только первые 5—7 мм 
затем ее закрывают, а перегонку продолжают. В прн< 
нике образуется оранжево-желтый осадок озазопл 
продукта реакции 2,4-динитрофенилгидразина с омм 
ленной яблочной кислотой.

После этого приемник с хлопьевидным оранжевы * 
осадком отнимают от дистилляционной трубки, прели 
рительно обмыв трубку из промывалки струей воды a щ 
того, чтобы следы осадка, прилипшего к трубке, бы щ 
смыты в приемник. Приемник охлаждают водопровод!! ы 
водой под краном.

Затем готовят прибор для фильтрования. Для эты ■ 
берут трубку Аллина, наполняют ее на Vs стеклянной 
ватой и асбестом и присоединяют к колбе Бунзена i ш 
фильтрования с отсасыванием. Осадок как можно бол>« | 
полно переносят в трубку Аллина и промывают прис 1 
ник и трубку водой, пока промывные воды не будут ы 
рашиваться. Затем осадок в трубке Аллина высушим i 
ют в термостате при температуре 105— 110°С. B mciih 
трубки Аллина можно взять стеклянный тигель с но 
ристым дном № 4.

После высушивания трубку Аллина присоедини....
к прибору для отсасывания и осадок глиоксаль-2,4 ли 
нитрофенилозазона растворяют в кипящем пиридине./I м
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' mi в трубку Аллина наливают 5—8 мл кипящего пи-.
ища и при помешивании стеклянной палочкой про- 

• i n растворение. Затем трубку Аллина промывают при 
и ывании 3—4 порциями кипящего пиридина (по 3—

' и) и полученный пиридиновый раствор количествен- 
т  реносят в мерную колбу на 25 мл. Раствор в колбе 

кдают до 20°С, доливают пиридином до метки и пе- 
| и шивают.

• .нем 2 или 5 мл исследуемого пиридинового раст- 
/I (в зависимости от предполагаемого содержания 

•> и .мной кислоты) переносят в мерную колбу емкостью 
л! мл, приливают 50 мл воды и 5 мл 5 н. NaOH. При 

ч появляется голубая или синяя окраска, которая не 
•и и' iacT в течение двух часов.

1’лствор в колбе доливают водой до метки и колори- 
|| 1|щруют, применяя светофильтр, пропускающий свет 

| Iиной волны приблизительно 570 нм. Если окраска 
|щ тора слишком слабая, в колбу добавляют большее 

шпество пиридинового раствора, а если слишком ин- 
.1 пивная — меньшее по сравнению с тем, какое ука-
...... выше. Результаты определений находят по калиб-
(ИП1ПЧНОЙ кривой, составленной со стандартным раство
рим яблочной кислоты.

(ля приготовления стандартного раствора чистую,
• I л. ды перекристаллизованную яблочную кислоту вы
шивают в вакуум-эксикаторе над серной кислотой. За- 

н ч 200 мг яблочной кислоты растворяют в 100 мл 1 н. 
il SO4. Из этого раствора берут точно 5 мл и переносят 
н мирную колбу на 100 мл; это соответствует 10 мг яб- 
,..'111ой кислоты. Затем в колбу добавляют 2 мл 1 н. 

hi Iвора КВг, охлаждают до 20—22°С и приливают 
. м 1,5 н. раствора перманганата. После охлаждения 

и ржимого колбы до 8— 10°С реакционную смесь обес- 
цпг'швают 3%-ным раствором перманганата и проводят 

jм гонку, как указано выше. Смесь перегоняют в кол- 
м тдержащую 25 мл раствора 2,4-д.инитрофенил1Гидра-
....и Полученный оранжевый осадок озазона отфильт-

,п1.1вают и промывают в трубке Аллина. Затем осадок 
г шоряют в горячем пиридине, переносят в мерную 
.......у па 25 мл и доводят до метки пиридином. В 5 мер
ин колб емкостью по 100 мл берут 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 и 

пн мл пиридинового раствора, что соответствует 0,2; 
г 1,0; 2,0 и 4,0 мг яблочной кислоты. Растворы в кол- 

1,,4 окрашивают, добавляя по 5 мл 5 н. NaOH, доводят
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до метки и колориметрируют. На основании опрел 
ний оптической плотности строят калибровочную i 
вую.

Вычисление результатов. Если определение про»' 
на колориметре, содержание яблочной кислоты мы 1 • 
ляют по формуле:

^ __ К - в  а - 100
~  в г Н  ’

где X — содержание яблочной кислоты в исследуемн 
материале, %;

К  — концентрация яблочной кислоты в станл' 
ном растворе;

в — толщина слоя стандартного раствора в i < 
риметре;

в\ — толщина слоя исследуемого раствора в ы> 
риметре;

а  — разбавление;
Н — навеска.

О б о р у д о в а н и е  и реакт и вы : 1) фотоэлектроколориметр, ими
Сокслета для экстракции, прибор для перегонки жидкости, и.......
баня, колбы Бунзена для фильтрования с отсасыванием, i| 
Аллина, фильтры-тигли № 4, делительные воронки, конические 
бы емкостью 50, 100 и 200 мл, колбы мерные объемом 25, Ml 1 
и 200 мл, ступки фарфоровые, стаканы емкостью 200 мл и I 
пипетки, кристаллизатор;

2) этиловый эфир, петролейный эфир, 2) н. и 20 н. II 
1 М  раствор КВт, бромная вода (насыщенная), Н2Ог 3%-ная, 5 и. N • ‘ •
Na2S04 безводный, пиридин, 2,5 н. НС1, 2,4-динитрофенилгид|.....
Н 3 Р О 4  20%-ная, 1,5 н. и 0,02 н. КМ п04, яблочная кислота.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЩАВЕЛЕВОЙ КИСЛОТЫ

В отличие от других органических кислот в плод.' 1 
ягодах содержание щавелевой кислоты незначитс и i 
(сотые доли процента), однако в старых сухих лисп.и 
щавеля, шпината, черенках ревеня ее количество до. и 
гает 10-—16%. Часто щавелевая кислота откладына. i 
в тканях растений в виде кристаллов оксалата калы.и 
видимых под микроскопом.

Способы определения щавелевой кислоты основ.-о. 
на выделении ее из экстрактов в виде плохо растворим 
го оксалата кальция. Выделенный оксалат кальция и и 
тифицируют по форме кристаллов, по цветным рею. 
ям, а также определяют количественно титровашп .
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имганатом в кислой среде или газометрическим оп- 
1сиием объема углекислого газа, образующегося 

г I окислении перманганатом.
Принцип метода. Щавелевая кислота плохо раство- 

- ifti в эфире, поэтому при ее определении применяют 
иную экстракцию. Из экстракта щавелевую кислоту 
11 i.uoT в виде оксалата кальция, и ее количество оп- 
" UIют титрованием раствором перманганата в кислой 
и- (метод Бейкера). Под действием кислоты оксалат 

* ширяется:
СаСгСи+НгБО.,-*- CaS04-f-H2C204

. и побождающуюся щавелевую кислоту оттитровывают 
'манганатом:

5H2C204+ 2KMn04+ 3H2S 0 4->
-> 10CO2+ 2MnSO4+ K 2SO4+ 8H2O

количеству израсходованного перманганата вычисля- 
... .одержание щазелевой кислоты в растворе.

Код определения. Навеску свежего измельченного ра- 
им'льного материала (30—50 г) гомогенизируют со 

| мл воды. Если для анализа берут сухой материал,
• I г сухих листьев растирают в ступке с песком. Сле- 
м | учитывать, что при высушивании растительного ма- 
t »• | > 11. о л а при температуре 100° происходят значительные 
и* и1 ри оксалата. Лучше брать материал, высушенный
...|>илизацией, так как высокая температура (100°С)

.. пт к значительным потерям оксалата. Затем суспен- 
.1 и I переносят в химический стакан емкостью 600 мл, 

.. -тгснизатор ополаскивают несколько раз небольшими 

... . пнями воды. Доливают к каждым 10 объемам сус- 
II I ши 2 объема 6 н. НС1 и одну или две капли октило- 
... i t или каприлового спирта для предотвращения вспе- 
iiii.iiiия. Затем суспензию кипятят в течение 15 мин при

..... и охлаждают. Остывшую суспензию коли-
.. . IMCHHO переносят в мерную колбу объемом 500 мл, 

шиают водой до метки, перемешивают и оставляют 
mi. в течение ночи. Если необходим более длитель- 

.пП перерыв в работе, колбу ставят в холодильник.
И результате такой экстракции в раствор переходит 

ииГюдная и связанная в виде солей щавелевая кислота. 
| hi необходимо определить только свободную кисло- 

жстракцию проводят без подкисления НС1. После 
I. I и в а н и я содержимое колбы перемешивают и от-
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фильтровывают через сухой фильтр. Берут 25 мл фи * 
рата и переносят в центрифужную пробирку емы»
50 мл. Для осаждения белков добавляют 5 мл фогфир
вольфрамового реактива, который готовят следу.....
образом. Растворяют в воде 24 г вольфрамата и.и 
приливают 40 мл фосфорной кислоты (плотность |.п 
доливают водой до ! л. Смесь в центрифужной нриЛм 
ке перемешивают, оставляют стоять на 5 ч и ц етц  
гируют в течение )0 мин при 3—4 тыс. об/мин.

После осаждения белков 20 мл прозрачного on i 
шегося раствора переносят в другую центрифужн 
пробирку емкостью 50 мл. В пробирку добавляю! 
каплям 18 н. NH4OH, пока раствор не станет слабни
лочным, что обнаруживается по выпадению по:.....
тельного осадка фосфорвольфрамата. После этого *1 
водят осаждение оксалата кальция. Для этого и 
бирку приливают 5 мл буферного раствора хлорт i 1 
кальция, который готовят растворением 25 г безво и 
хлористого кальция в 500 мл смеси, состоящей из 2М> « 
ледяной уксусной кислоты и 250 мл воды; затем при 
вают этот раствор к 500 мл раствора ацетата пп • i 
(330 г CH3COONa растворяют в воде и доводят п( 
до 500 мл). После приготовления этот реактив вы на 
живают 2 суток при 4—7°С и фильтруют.

После добавления буферного раствора СаСБ < 
перемешивают стеклянной палочкой и оставляют а  - 
на ночь в холодильнике при температуре 5°С. При ■ 
выпадает осадок щавелевокислого кальция СаСгО, 1 
тем смесь центрифугируют в течение 10 мин 
3 тыс. об/мин. Жидкость над осадком осторожно с ш» 
ют, а осадок промывают 20 мл раствора для промы 
перемешивая тонкой стеклянной палочкой для р;и m 
рения загрязняющих веществ. Раствор для промыт 
готовят , смешивая 5%-ную уксусную кислоту С НСЬ- 
ШИМ количеством оксалата кальция, который осе i 
на дно. Перед употреблением раствор фильтруют m i 
плотный фильтр и центрифугируют в течение 10 ми 
Жидкость над осадком удаляют, а осадок растворяй" 
5 мл 3,5 н. H2SO4. Центрифужную пробирку стати > 
кипящую водяную баню и титруют щавелевую кис и 
0,02 н. КМп04 до слабого порозовения, не исчезают' 
в течение минуты.

Вычисление результатов. 1 мл 0,02 н. КМп04 cooim 
ствует 0,9 мг безводной щавелевой кислоты. 20 мл с
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• ' иного от белка экстракта, в котором определяли 
мт, соответствуют 2,0 г (2000 мг) растительной про- 

< о сюда процентное содержание щавелевой кислоты
..... я ют по следующей формуле:

у _  а - Т - 0 ,9 - 1 0 0  

_  2000

■ \ содержание щавелевой кислоты, %;
а количество 0,02 н. КМп04, израсходованного 

при титровании, мл;
I поправка к титру КМп04;

ПИ) коэффициент для перевода в проценты.
к: 41/)i/Оование и реактивы: 1) ц е н т р и ф у г а , х о л о д и л ь н и к , г о м о -

............. . в о д я н а я  б а н я , с т а к а н  е м к о с т ь ю  6 0 0  м л , к о л б ы  м е р н ы е
..........id 5 0 0  м л  и 1 л , б ю р е т к и , в о р о н к и , ф и л ь т р ы , п и п е т к и ;

* ь  н. Н С 1, 18 н . N H 4O H , 3 ,5  н. H 2S 0 4, 0 ,0 2  н. К М п 0 4, С а С 1 2 
•• ми.иТ, у к с у с н а я  к и с л о т а  л е д я н а я  и 5 % - н а я ,  у к с у с н о к и с л ы й  н а т -  

= •» I ш р н л о в ы й  и л и  о к т и л о в ы й  с п и р т .

• а II СТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ
МЕТОДОМ ХРОМАТОГРАФИИ НА БУМАГЕ

I г.ти необходимо определить лишь наличие тех или
■ и органических кислот в растительных образцах,

• •но использовать быстрый метод их идентификации
и и юграфией на бумаге, который был предложен 
' II 1'рмаковым.

Принцип метода. Свободные кислоты экстрагируют
• ..... . эфира и ацетона, а сумму свободных и связан
но кислот такой же смесью с добавлением серной кис-
• н| Органические кислоты разделяют восходящей 
< •млтографией на бумаге, а качественный состав их 
•| ;•• к'лнют, сравнивая расположения пятен на хромато- 
||н|чмах испытуемого растительного экстракта с раепо- 
« и1 . пнем пятен известных органических кислот-свнде- 
мнсй.

Ход определения. Для экстракции свободных орга- 
и си ских кислот навеску хорошо измельченного сухого 
» и I и тельного материала (1—5 г, в зависимости от 
lii" 1 полагаемого содержания кислот) помещают в кони
ин ■ \ю колбу емкостью 50 мл. В колбу приливают 10—
■ • мл смеси серного эфира и ацетона (2,5: 7,5), закры- 
« нпг пробкой и взбалтывают на аппарате для встряхи- 
| "'ия в течение 30 мин. Для определения состава сво-
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Р и с .  3 6 .  С т е к л я н н а я  кпм« р 
щ е й  х р о м а т о г р а ф и и  и 

/ — стенки камеры; 2 — нч нм..
пластик); 3 — держатель Гп >......растворителем; 5 —хромы мм

6 — затвор bvi.......

бодных и связанных и и 
кислот на каждые 10 i 

Дра и ацетона добавляй > 
ку капель 20%-ной про 

г ты. Под действием при. 
-^соли разрушаются и . 

кислоты переход)п н р . 
После окончания и • .

й^держимое колбы ок|.....
переносят в фарфором . .
выпаривают растиош.......

-ной бане досуха. Cyxoti . 
чашке растворяют п I mi 
рованной воды, tiiui I • о 
шивая ее содержим. . 
палочкой. Полученный , ..
держащий органнч.......

переносят в небольшую пробирку, закраи......
затем используют для хроматографи..........
лений.

Для разделения органических кислоI и .....
ходящую хроматографию на бумаге. Л л я
ются камерой, изготовленной из ....................
внутри которой имеется стеклянная по т. < ним 
крепления бумаги (рис. 36). На дно мин ри * 
вету с растворителем. Верхняя часть mi о i <■ н 
крывается крышкой, в которую вставлен 11 m>',
Для изготовления затвора Бунзена на ...............
ку диаметром 1—2 см надевают резинояу|>> ipi 
ной несколько сантиметров, на которой нри i * 
вой делают разрез 0,5— 1 см длиной. И ip п
ЗИНОВОЙ Трубки ВСТаВЛЯЮТ КОРОТКИЙ 0 11м .....
палочки. Затвор необходим для устранен и . » 
графической камере излишнего давления и 
растворителей.

Для хроматографического разделения н|'н 
кислот используют бумагу «медлонн/иы ■, 
Ленинградской фабрики им. Володя ре к*.и „.
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•Ирки. Па полосу длиной 40—45 см и ши- 
I I гм на расстоянии 4—5 см от конца по- 
■ и от края микропипеткой наносят одну

...........житного раствора органических кислот
"■I .Чатем в эту же точку наносят еще одну 

| и вновь высушивают. Общий объем на- 
м,иного раствора должен составлять при- 
м I Кроме опытного раствора, на эту же

.......... ниже на расстоянии 4—5 см от конца
• м к и пли растворов кислот-свидетелей. Рас- 

Mi ж I , отдельными точками нанесения кислот- 
и | о и опытного раствора, должны быть не 

J А гм,
pi тических кислот-свидетелей готовят в 
ini рации, растворяя их в 50%-ном спирте; 

иннную кислоты — в 2% -ной, а аконито- 
1 ' 1111 :"i. На хроматограмму наносят каждую

и о II. по одной капле раздельно, а также 
ют в одну точку. Для приготовления сме- 

uMi'cre псе растворы кислот по 0,2 мл, из 
>«г*' ■■ Iну каплю и наносят на бумагу в качестве
а 40*А• ,

.....о приступают к хроматографированию.
' |нпжпой фазы для хроматографирования 

»ч ' " .'I, п-бутилового спирта, муравьиной кис-
■ I in приготовления смеси берут 250 мл 
' I " . M i муравьиной кислоты и 297 мл воды.

I г ’1 .... 'числи переносят в склянку с притертой
• hi " ч ,11агио встряхивают в течение нескольких 

«к ' "итояться в течение суток. После отстаи-
■ I I юляется на два слоя: верхний слой — 

и*|пл'пиый муравьиной кислотой, а ниж-
• н |i м\рапьиной кислоты, насыщенный бута- 

* | " | пн1 растворителя при хроматографирова-
• II I .......ц-рхний слой.

* *|" ....... рнфировании полосу бумаги с нанесен-
.......  г и шорами органических кислот подвеши-

" in.,  чтобы нижний конец хро!матограммы
м ........ ini. В кювету приливают растворитель
. и nicnie, чтобы его поверхность была пример- 
( м ниже пятен с нанесенными растворами 

........ ... Митю в камеру подвешивают полоску
■ и .......  бумаги размером 30X 5 см, предвари-
...........ли раствором муравьиной кислоты, на
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и добавлением спирта. Бариевые соли многоосной 
кислот очень плохо растворяются в 60—75%-ном пи 
и выпадают в осадок, а соответствующие соли од и 
новных кислот (например, молочной и пировинои 
ной), образующихся при первичном окислении с а \ ч 
остаются в растворе. Спирт удаляют, осадок pacin' 
в воде, пропускают через катионит и в полученном р 
воре проводят качественное или количественное < 
деление кислот методом хроматографии на бумаге

Ход определения. Если для анализа используим 
сушенный растительный материал, его тщательно р 
рают в ступке и просеивают через сито. Навеску 3 I 
переносят в шврокогорлую колбу емкостью 200 мл, 
ливают 150 мл горячей воды, помещают в водяную 
ню и экстрагируют при периодическом взбалтывам 
течение 1—2 ч при температуре 60°С. Если исполь > 
свежие листья или плоды растений, навеска должна 
ставлять 10—50 г. Навеску тщательно измельчаю 
ступке или гомогенизаторе, количественно перст и и, 
широкогорлую мерную колбу емкостью 200 мл и ир 
дят экстракцию кислот водой.

После окончания экстракции содержимое колбы ■ 
лаждают, доводят водой до метки, тщательно пергм< н 
вают и фильтруют в сухую колбу. Следует учитым 
что водные экстракты из свежих растительных и ■ 
часто фильтруются очень медленно, поэтому их фи. и 
ют на воронке Бюхнера в колбу Бунзена при раар, к 
нии или центрифугируют. Затем из фильтрата <>• а 
100 мл и для удаления солей, аминокислот и некою a i< 
других веществ пропускают через катионообмешпп

О ч и с т к а  к и с л о т  на и о н о о б м е н н и к а х  111 
определениях органических кислот чаще всего испо ' I 
ют катиониты КУ-1, КУ-2 и анионит ЭДЭ-10П. При ■ 
пользовании катионитов из растворов удаляются к а > 
ны. КУ-2 позволяет удалять не только катионы из и,, , 
но и аминокислоты из раствора. Анионит ЭДЭ-1011 
сорбирует кислоты, а углеводы и другие неэлектро.ч 
проходят через ионообменник.

В результате пропускания через катионит но ы 
или спиртового экстракта из растительного матери 
в раствор переходят кислоты и неэлектролиты, глаю i 
образом сахара, которые иногда необходимо удалии 
раствора. В таких случаях после катионита раствор ю 
пускают через анионит. Анионит адсорбирует кисi и
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• 11>л остаются з растворе. Адсорбированные кисло- 
ж'м элюируют из ионообменника.

1 I аналитических работ с органическими кислота- 
и пений очень удобна хроматографическая колонка,

' I которой представлена на рисунке 38. Эта колон- 
'т а е т  около 15 г ионообменника.

1'игнмальный размер частиц ионообменника 0,1—
1 мм, более мелкие частицы затрудняют продвижение 

поров через колонку. Для приготовления колонки
....именную смолу растирают в ступке и просеивают

| сито для получения частиц необходимых размеров, 
м около 20 г ионообменника (для каждой колонки) 
носят в коническую колбу емкостью 0,5 л, прилива- 

| '00 250 мл воды и ставят на 3 ч для набухания, 
' нзбалтывая. Набухающий катионит многократно 

■ и,ж,нот дистиллированной водой до полного обес- 
"Н1МЛПИЯ промывных вод.
После этого заполняют колонку 

•'ионитом. Для этого на дно поме- 
• I небольшой кусочек стеклян- 
1П1ТЫ и переносят небольшими 

1'ниями катионит вместе с водой,
'мбуя каждую порцию стеклян-

• и пилочкой. После набивки ко- 
< "Mi, что требует известного навы- 
*■ попообменник переводят в соот-
* " I кующую форму: катионит — в
* сродную, а анионит — в гид- 
V |' ильную.

Или перевода катионитов КУ-1 
» mi КУ-2 в Н+-форму через колон-
• , пропускают 7%-ный раствор со-
- ....А кислоты со скоростью 1,5—
| мл в минуту. Скорость протека
ем регулируется краном, располо
виним в конце колонки. Если ка-
...... .. в колонке содержится 15 г,
| in * зарядки» его (перевода катио- 
' 1.1 н П+-форму) обычно достаточ- 
I • около 150 мл НС1.

(•in 38 . К о л о н к а  д л я  р а з д е л е н и я  о р г а н и 
ч е с к и х  к и с л о т  (р а з м е р ы  в  м м ) .
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После заполнения колонки катионитом и его «зирм 
ки» катионит в колонке промывают дистиллирован 
водой до полного исчезновения НС1 в фильтрате. 11<м 
ту отмывания катионита от соляной кислоты upon* р 
по реакции промывных вод с соответствующим 1111:111 
тором. После промывания колонка с катионитом км 
для работы.

После использования примерно 3Д обменной емын. 
катионита проводят новую его «зарядку». Обменив и 
кость катионитов КУ-1 и КУ-2 около 5 м.-экв. на 1 i

Анионит ЭДЭ-10П или какой-либо другой лощим 
ливают к работе так же, как и катионит. Для его • ■ 
рядки» используют 4%-ный раствор едкого натра, imh 
рый пропускают через колонку до тех пор, пока в ш t 
кающей из колонки жидкости концентрация NaOII >■ 
будет составлять 4%. Обычно для этого необхо;ш 
пропустить через колонку около 200 мл раствора NiH 11 
После «зарядки» анионита избыток щелочи из колию 
удаляют, промывая водой до исчезновения розово!) 
раски промывных вод от прибавления фенолфтал* и 
Скорость пропускания всех растворов через кил" 
должна составлять 1,5—2,5 мл в минуту. Анионит him 
бирует кислоты. Органические кислоты с амин и 
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 р ** 
д е л е н и е  их б а р и е в ы х  с о л е й .  100 мл получен*, i 
го ранее фильтрата пропускают через колонку с ю т 
нитом. После этого колонку три раза промывают тю* 
порциями по 75—80 мл. После пропускания черн i 1 

лонку экстракт и все промывные воды переносят и > 
ническую колбу емкостью 500—600 мл, прибавляю) и 
сколько капель 1%-ного спиртового раствора феполфч 
леина и титруют раствором 0,1 н. Ва(О Н )2 до поя h i и» 
розовой окраски. При нейтрализации раствора барии* 
определяют общее количество кислот, а также рп 
ляют кислоты на группы по различной растворимое!и и 
бариевых солей в растворах спирта.

Общее количество кислот в миллиэквивалентн \ и 
1 г растительного материала вычисляют следующим- 
разом. 1 мл точно 0,1 н. Ва(О Н )2 соответствует0,1 м 
лиэквивалента кислот. Для анализа из 200 мл фи.чi * 
та было взято 100 мл, т. е. половина навески. У м и*ч *й 
количество мл 0,1 н. Ва(О Н )2, израсходованною - - 
титровании, на поправку к его титру и на 10 (для и* i 1
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и м.-экв.), а затем, разделив это произведение на 
нишу навески, получим общее количество миллиэк- 
Iзонтов кислот в 1 г растительного образца. Для пе
н и  в проценты используют коэффициенты, указан
на странице 171.

После нейтрализации баритом в растворе остаются 
■и ные соли органических кислот, а выпадающий не- 
ш тельный осадок бариевых солей серной, фосфорной 

и которых других кислот отфильтровывают. Фильтр
■ и.шают несколькими порциями теплой воды. Фильт-

н промывные воды используют для даль- 
iiiiiiix анализов. Жидкость переносят в большой 

• ли и упаривают на водяной бане до объема 50— 
и , после чего количественно переносят в фарфоро-
■ чашку (стакан необходимо тщательно промыть и 

hi. промывные воды в чашку) и выпаривают на водя-
1.1 iiane до объема 20—25 мл.

После этого жидкость из фарфоровой чашки количе- 
■ ино переносят в мерный цилиндр емкостью 100 мл.

■ форовую чашку ополаскивают несколькими порция- 
| I силой .воды и доводят объем жидкости в цилиндре 
| 17 мл. Затем добавляют в цилиндр 96%-ный спирт

.......... 100 мл. Таким образом получают 60%-ный
| i|iивой раствор. Жидкость в цилиндре тщательно пе- 

шнвают длинной стеклянной палочкой. Если на пей- 
||| I шпацию кислот пошло более 100 мл 0,1 н. раствора 
М.,1011)2, т. е. в растительном экстракте содержалось 

,1,1.1 шейное количество кислот, берут цилиндр объемом 
и мл. Объем жидкости в цилиндре доводят до 74 мл 

I тбавляют спирт до 200 мл.
бариевые соли ди- и трикарбоновых кислот осажда- 

•'I 00%-ным спиртом, а соли летучих кислот остаются 
I растворе. Цилиндр с осадком оставляют стоять на 
1 ' 18 ч.

Па следующий день проводят фильтрование. Для
и..... берут высушенный до постоянного веса стеклян-
m i .h i  фильтр-тигель, внутрь которого вкладывают диск 

• I нон фильтровальной бумаги. Фильтр укрепляют в 
*■' iiii* Бунзена, и раствор фильтруют при отсасывании, 

ищи осадка переносят на фильтр небольшими пор-
.......it 60%-ного спирта. Осадок на фильтре трижды про-
KUI нот небольшими порциями 60%-ного спирта. Фильтр
........ высушивают в термостате и определяют вес
шпака, по которому можно ориентировочно судить о
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суммарном содержании органических кислот. Так им 
содержание бария в' большинстве ди- и трикарбонош 
кислот варьирует в пределах 48—55%, а в среднем ом 
но составляет 52%, по весу осадка можно довольно о 
по рассчитать содержание в нем нелетучих ди- н 11 
карбоновых кислот и, соответственно, узнать их ко i 
чество в анализируемом растительном материале.

Осадок растворяют в воде (если осадок раствори i 
плохо, его нагревают). Раствор после охлаждения щ 
пускают через колонку, наполненную катионитом KN 
со скоростью около 2 мл в 1 мин. Затем катионит ii| 
мывают 200 мл воды. Жидкость собирают в бол мы 1 
стакан и упаривают на водяной бане до неболыт 
объема. Из стакана жидкость количественно персти 
в мерную колбочку и доводят водой до метки. Мери 
колбочку берут такого объема, чтобы концентрация ни 
лот в ней составляла 4—6%. Полученный раствор и 
пользуют для хроматографических определений.

Прежде чем приступить к хроматографированию, (и 
рут небольшой, но точно отмеренный объем фильтры, 
оттитровывают его 0,02 н. NaOH по фенолфталеин
для определения общего количества ди- и трикарб.....
вых кислот. После титрования проводят соответсти I 
щие расчеты, учитывая поправку к титру щелочи, и  
разбавления и навеску растительного материала.

Количественная хроматография. Для количествен i 
го определения органических кислот используют не 
дящую хроматографию. Для этого берут камеры fern 
шого размера, которые обычно используют при хромы 
графическом разделении аминокислот (см. рис. 6). II* 
дно такой камеры помещают кювету, в которую in 
в а ют растворитель, а хроматограммы подвешиваю! » 
верхней части камеры таким образом, чтобы нижию» 
конец хроматографической бумаги был погружен в pm 
творитель на 1— 1,5 см. Используют хроматографичее 
бумагу № 4 «медленная» Ленинградской фабрики. См 
дартный лист хроматографической бумаги (52X64 • i 
разрезают на две полосы шириной по 26 см и, отец» 
на 2,5 см от узкого края полосы, проводят карандаш » 
линию. На всю эту линию микропипеткой наносят и 
чаемый раствор кислот. Ширина полоски не должна пр 
вышать 5 мм. Наносят раствор в несколько прием 
подсушивая бумагу вентилятором или феном. Всего ■ 
одну хроматограмму необходимо нанести 15—20 мг -
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| Пели изучаемый раствор имел концентрацию 4— 
, то надо взять 0,4—0,5 мл этого раствора.
При хроматографии кислот используют две системы 
I порителей: бутанол — муравьиная кислота — вода

И' 2 : 9)  и эфир—вода—муравьиная кислота ( 18 : 9 : 5 ) .  
Чля приготовления 0,5 л первого растворителя в 

шику объемом 1,5—2 л наливают 450 мл н-бутило-
....  спирта, 50 мл муравьиной кислоты и 225 мл воды.

шику закрывают и встряхивают 30—40 мин. Затем 
чеп, оставляют до следующего дня для расслоения 
и пюрителя. Для хроматографии используют верхний 
| щ. содержащий бутанол и муравьиную кислоту.

Второй растворитель готовят смешиванием 450 мл 
иного эфира, 225 мл воды и 125 мл муравьиной кисло- 

и Смесь тщательно взбалтывают и дают отстояться.
I in анализов используют верхний слой, содержащий 
|нр и муравьиную кислоту.

При выборе растворителя для хроматографирования 
i обходимо иметь в виду следующее. Если в качестве 

пюрителя используют смесь бутилового спирта, му- 
ин.иной кислоты и воды, то в такой смеси лимонная и 
к ючная кислоты не разделяются, так как они имеют 
и hi. близкие значения Ry. Поэтому данный раствори- 
п. можно использовать, если в исследуемом материале 

IIы из этих кислот отсутствует или нет необходимости 
| шел ять и количественно определять яблочную и ли
чные кислоты. В противном случае в качестве рас

тлителя берут смесь эфира, воды и муравьиной кисло- 
и и соотношении 18 : 9 : 5 .  На разделение смеси кислот 
рирпым растворителем большое влияние оказывает 
| Iморатура. Она не должна быть выше 20°С в течение 
нто времени хроматографирования; наилучшие резуль- 
н ы получают при 12— 14°С. Опыты показали, что рас
пития между зонами лимонной и яблочной кислот на 
и .млтограммах, выполненных при 12—14°С, состав- 
пи г 15—20 мм, при 20°С — 5— 10 мм, при 24°С яблоч- 
III и лимонная кислоты не разделяются.

Для хорошего разделения всех органических кислот 
ппе проводить хроматографию с использованием обе- 

. растворителей: один лист бумаги с нанесенными ор- 
I иичсскими кислотами хроматографировать в системе 
Уолпол—муравьиная кислота— вода, а другой лист в 
рутой хроматографической камере в системе эфир — 
n i l —-муравьиная кислота.
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После подсушивания лист хроматографической <■ 
маги с нанесенными на него кислотами подвешиваю! 
камере, на ее дно наливают растворитель, камеру ш 
но закрывают и проводят хроматографирование. )\ 
лучшего разделения кислот хроматографирование псп» 
в течение 48—50 ч (в два приема). Первый раз хром < 
тограм<му выдерживают в камере 24 ч. Затем ее шут 
шивают под тягой, обдувая феном или вентилятором и 
течение 20—30 мин для удаления эфира. После это 
хроматограмму вновь помещают в камеру и пропуски" ■ 
растворитель еще в течение 24 ч.

Закончив хроматографирование, бумагу подсуши ■ 
ют под тягой и оставляют на ночь. На следующий ч< 
хроматограмму сушат при температуре 60—80°С в т< > 
ние 2—3 ч для удаления следов муравьиной кислоты.

После высушивания хроматограмму кладут на чн 
тое стекло и выявляют на ней зоны расположения 
лот. Для этого по длине хроматограммы, отступя и 
10 мм от краев, микропипеткой наносят тонкой полон г> 
проявитель (0,05%-ный спиртовой раствор бромфено ш 
вого синего). В зонах расположения кислот полоска и 
несенного проявителя становится желтой, а в промел 
ках между ними остается голубой. Если муравья и - 
кислота полностью не удалена, полоска проявителя я 
всем протяжении будет желтой. В этом случае необ- 
димо продолжить удаление муравьиной кислоты пот 
шиванием хроматограммы при температуре 60—8 0 1 
Зоны расположения кислот на хроматограмме обломи» 
карандашом.

Идентификация кислот проводится прежде всего 
поставлением полученной хроматограммы с качен 
ной хроматограммой, на которую нанесена испытуем * 
смесь «свидетелей». Можно брать более широкий .ми 
хроматографической бумаги и кислоты-свидетели пин 
сить на эту же хроматограмму. Однако в связи с о • 
что многие кислоты имеют близкие значения Rf , соям 
дение Rf изучаемой кислоты и кислоты-свидетеля ' 1 ; 
не является полной гарантией их идентичности. Потто о 
при работе с новыми образцами растительного мл 
риала, для которых неизвестен набор встречающим и I 
них органических кислот, необходимо, кроме кислот (- 
детелей, применять для идентификации кислот спеши!" 
ческие цветные реакции.

После определения зон расположения отделяя1 1
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- пел от их вырезают из хроматограммы, разрезают на 
, шив короткие ленточки, переносят в небольшие колбы 
и экстрагируют три раза водой (по 15мл). При экстрак
ции содержимое колбочки осторожно нагревают до ки
пения и теплый раствор сливают в мерную колбу объе
кт 50 мл. После третьей экстракции содержимое колбы 
ллаждают, доводят водой до метки и перемешивают.
Iтрут 25 мл раствора кислоты, переносят в кониче- 
кую колбу, прибавляют 3 капли фенолфталеина и ти- 

груют из микробюретки 0,02 н. NaOH до розового окра
шивания.

Вычисление результатов. Поскольку соотношение 
м1Слот в изучаемом растворе, используемом для хрома- 
пграфирования, не изменяется, количество миллилитров

0.02 н. раствора щелочи, израсходованной на титрование 
'' г дельных кислот, суммируют, а затем вычисляют в про
центах долю щелочи для каждой кислоты. По вычис- 
н'мному процентному выражению распределяют весь 
"<и,ем щелочи, израсходованной на нейтрализацию кис- 
тт, бариевые соли которых были осаждены 60%-ным 

I миртом.
Объем щелочи, вычисленный для каждой кислоты, 

мможают на соответствующий ей коэффициент для пе- 
1>снода щелочи в миллиграммы кислоты. При 0,02 н. 
р к творе щелочи коэффициенты перевода будут следую
щими: для винной кислоты 1,50; яблочной— 1,34; ли
монной— 1,28; янтарной— 1,18; фумаровой— 1,16; ща- 
п. левой— 0,94. Полученные для каждой кислоты значе
нии пересчитывают на навеску материала и выражают 
и процентах.

Вычисление количества каждой из ди- и трикарбоно-
0 1.1 ч кислот в изучаемом растительном материале 
И С. Солдатенков рекомендует следующим образом.

1. Вначале суммируют объемы 0,02 н. раствора ще
тин,  израсходованной на нейтрализацию кислот каж- 
11>и зоны. Исходя из полученного объема, вычисляют в 
процентах долю щелочи, приходящуюся на соответст- 
цнощую кислоту.

2. При проведении всего анализа соотношение кислот 
п экстрактах и растворах не меняется. Поэтому объем 
\1 и. щелочи, необходимой для нейтрализации кислот,
держащихся во всем осадке бариевых солей, будет 
и нределяться в тех же .процентных соотношениях, ка-

1 не были обнаружены при анализе хроматограммы.
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Исходя из этих данных, проводят расчет объема щслоч 
приходящейся на каждую кислоту.

3. Высчитанный объем 0,1 н. щелочи для каждн 
кислоты пересчитывают на соответствующую кислоту н\ 
тем умножения на коэффициент. Для винной кислом 
он равен 7,5; лимонной — 6,4; яблочной-— 6,7; янтлр 
ной — 5,9; аконитовой — 5,8; малоновой — 5,2; глико.н 
вой — 7,6; фумаровой — 5,8. Соответствующие коэффн 
циенты высчитывают и для других кислот.

П р и м е р  р а с ч е т а .  На нейтрализацию извлечь 
ных из хроматограммы кислот пошло следующее кош 
чество 0,02н. щелочи: винной — 4,90 мл (22,53%), лимон 
ной — 7,67 мл (35,27%), яблочной — 4,20 мл (19,31 %1 
янтарной — 4,98 мл (28,89%), всего — 21,75 мл.

На нейтрализацию кислот, содержащихся во выч 
60%-ном осадке бариевых солей, пошло 68 мл 0,01 н 
щелочи. Из этого количества щелочи приходится: п
винную кислоту — 22,53%, или 15,32 млХ7,5 =  0,1149 < 
лимонную — 35,27%, или 23,98 млХб,4 =  0,1535 г; ж- 
лочную— 19,31%, или 13,3 м л Х 6,7= 0 ,088  г; янтпр 
ную — 22,8%, или 15,57 млХ5,9= 0,0919 г. Количепм 
каждой органической кислоты пересчитывают на нами 
ку анализируемого материала.

При незначительном содержании ди- и трикарбоноиы 
кислот в изучаемом материале часть кислот, выделен 
ных из осадка бариевых солей, следует титровать 0,02 и 
щелочью. Коэффициент пересчета при этом будет в mm 
раз меньше. Например, для винной кислоты 1,5 ivmi 
сто 7,5. При разделении ди- и трикарбоновых кислот м< 
тодом хроматографии на бумагу полнота извлечении 
кислот с хроматограмм достигает 98%. При аккуратны! 
работе точность метода количественного определепн 
органических кислот хроматографией на бумаге состав 
ляет ± 3 —5%.

О борудование и реактивы: 1) хроматографические камер' 
шкаф для сушки хроматограмм, вентилятор, хроматографичп ьи> 
колонки, водяная баня, гомогенизатор, центрифуга, листы стек ■ > 
микропипетки, микробюретка, фарфоровые чашки, ступки, ко. и 
мерные емкостью 200, 100, 50 и 25 мл, стаканы емкостью 1 л, '.’Ни 
и 100 мл, конические колбы емкостью 600, 100, 50 мл, цилин н" 
мерные емкостью 200 и 100 мл, колбы Бунзена, стеклянный фильм 
тигель, хроматографическая бумага, катионит КУ-1;

2) 0,1 н. Ва(ОН)г, 0,1 и. и 0,02 и. NaOH, спирт 96%-ныЛ " 
60%-ный, фенолфталеин 1%-ный спиртовой раствор, бромфенот 
вый синий 0,05%-иый спиртовой раствор, бутиловый спирт, муравьи 
ная кислота, серный эфир, НС1, набор органических кислот.



Р А З Д Е Л  V

Ф О С Ф О РС О Д Е РЖ А Щ И Е  СОЕДИНЕНИЯ

Фосфор в тканях растений содержится в виде неор- 
шических фосфатов и различных органических соеди

нений.
Минеральные фосфаты обеспечивают буферные свой- 

|| на цитоплазмы клетки, поддерживают тургор ткани,
| 1\жат транспортной формой, в виде которой фосфор 
поглощается и передвигается по растению, и источником 
шразования органических фосфорсодержащих соедине
на. В значительном количестве они содержатся в веге- 

| пивных органах и незрелых семенах. Например, в че
тниках, стеблях и корнях картофеля на долю мине- 
Рильных фосфатов может приходиться до 60% от об
пито содержания фосфора.

Органический фосфор встречается в растениях в кис- 
тгорастворимой и кислотонерастворимой формах. Кис- 
югоиерастворимые фосфорные соединения включают 

нуклеиновые кислоты, нуклеопротеиды, фосфолипиды.
11\ содержание связано с ростом и развитием организ- 
1н. На долю органического кислотонерастворимого 

фосфора приходится 40—50% от общего его содержания 
и листьях картофеля, 20—48% — в листьях пшеницы, 
!Н -3 0 % — в клубнях картофеля.

Другую часть органического фосфора составляют 
мюлоторастворимые фосфорные соединения: нуклеоти- 
Ii.i, фосфорилированные сахара, различные фосфорные 
|фиры. На их долю в листьях растений приходится 10— 
10% общего содержания фосфора; в репродуктивных 
црганах их содержится несколько больше.

В состав кислоторастворимого фосфора входят наибо- 
-цт лабильные формы фосфорных соединений, среди 
| оторых особое значение имеют аденозин ди- и трифос- 
фаты нуклеотидов, которые принимают участие в синте- 
шческих процессах, происходящих в растительном орга
низме. В эту же фракцию входят фосфорные эфиры са- 
.1 ров, принимающие участие в фотосинтезе, дыхании и 
шггезе сложных полисахаридов.
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В зависимости от поставленной задачи можно on| 
делить только общее содержание фосфора в растем и 
или только суммарное количество фосфора, входящем' 
состав кислотонерастворимой и кислоторастворим. 
фракций. Иногда необходимо исследовать состав фи 
форных фракций и содержание отдельных фосфорснь 
жащих соединений.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ОБЩЕГО ФОСФОРА

Существует несколько методов определения фигу
ра. Ниже приводятся описания колориметрического м 
тода по Фиске — Суббароу и двух его модификаций.

Принцип метода. Фосфор переводится в раствор и 
тем сжигания материала со смесью серной и хлорши
кислот. При обработке раствора, содержащего фос«|...
молибденовокислым аммонием в кислой среде обрн' 
ется фосфорно-молибденовая кислота Н7 [Р(Мо207).| 
При взаимодействии с восстановителем — эйконоген"■■ 
(1-амино-2-нафтол-4-сульфоновой кислотой) она обриг» 
ет смесь комплексов, содержащих молибден в разлн 
ных валентностях.

Смесь этих комплексов растворима в воде и на ю 
вается молибденовой синью. Интенсивность синей ок]»»н 
ки пропорциональна количеству фосфора, содержащем’ 
ся в растворе, и может быть измерена с помощью фи 
тоэлектроколориметра.

Модификации этого метода связаны с применением 
различных восстановителей (амидола, аскорбиновой ки* 
лоты и др.) при соответствующей кислотности среды. И 
восстановителя зависит скорость превращения фосфом' 
либденового комплекса в «синь», а также чувствити 
ность метода.

Ход определения. Общий фосфор в отдельных фрш 
циях или в назеске растительного материала определи 
ют после сжигания центрифугатов или навески. Дл» 
этого определенный объем центрифугатов (см. ниж* I 
или навеску сухого растительного материала (2 0 0  mi I 
помещают в колбу Кьельдаля объемом 50 мл, прили 
вают 3 мл концентрированной H2SO4 и 3 мл 570/о-н"" 
НСЮ4 (при определениях общего фосфора нуклеипопм 
кислот серная кислота не добавляется) и сжигают при 
слабом нагревании, не допуская интенсивного кипеинн 
смеси. Сильный нагрев вначале и в стадии белых им|>• >»
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hi.kct вызвать значительную потерю фосфора. Когда 
и гиор станет коричневым или темно-желтым, его
■ шждают, добавляют несколько капель хлорной кисло- 
II! снова нагревают до появления белых паров. Охлаж- 
иие и добавление хлорной кислоты повторяют до тех 
'1>, пока жидкость не будет слабо-желтой в горячем 
"тоянии и бесцветной при охлаждении.

После обесцвечивания содержимого колбы горлышко 
> Iбы обмывают дистиллированной водой и продолжа- 
1 сжигание до полного обесцвечивания. Затем колбу 
шждают, содержимое переносят, смывая дистиллиро- 

ПП10Й водой в мерную колбу на 50 мл, перемешивают 
и доводят водой до метки. Для определения фосфора
■ | полученного объема берут 2 мл и переносят в мерную 
и лбу емкостью 10 мл. Нейтрализуют по фенолфталеину

• I ким натром или аммиаком, для чего прибавляют 2 кап- 
н фенолфталеина и затем осторожно по каплям 

п)%-ный раствор NaOH или МН4ОН до розового окра- 
ииания. Избыток щелочи устраняют прибавлением по 

«пмлям 1 н. раствора H2SO4 до обесцвечивания от одной 
шли. Края колбочки обмывают дистиллированной во- 
|Ц, приливают 1 мл 2,5%-ного молибденовокислого ам- 

"И1ия и 0,4 мл 0,25%-ного эйкоиогена. После каждого
■ 1'нбавления смесь энергично перемешивают и через
0 мин стояния при комнатной температуре (или через
1 мин выдерживания в водяной бане при 37°С и после- 
ующем охлаждении) колориметрируют на фотоэлект- 
"колориметре (ФЭК-М) с красным светофильтром.

Неорганический фосфор в отдельных фракциях 
I .м. ниже) определяют без сжигания центрифугатов.
• мл центрифугата помещают в мерную колбу на 10 мл, 
сбавляют 1 мл 2,5%-ного молибденовокислого аммония 

0,4 мл 0,25%-ного эйконогена. Далее поступают, как 
•писано выше.

Количество фосфора в пробе находят по калибро- 
"ЧНОЙ кривой.

По с т р о е н и е  калибровочной кривой. Го
нит стандартный раствор однозамещенного фосфата 
■ лия, для чего 0,439 г КН2РО4 (перекристаллизованно- 

I". промытого и высушенного в течение 2 ч при темп ер а- 
iype 100°С) растворяют в 1 л дистиллированной воды в 
Iрисутствии 20 мл 0,1 н. H2SO4. В 1 мл этого раствора 

сдержится 0,1 мг фосфора. Стандартный раствор раз- 
|вляют в 4 раза (25 мл раствора фосфата в мерной
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колбе на 100 мл доводят водой до метки). В 1 мл прим 
топленного рабочего раствора содержится 0,025 mj' <|и>■ 
фора. В мерные колбы на 10 мл вносят следующие и 
личества рабочего раствора: 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,4 м< 
ит. д. Это соответствует 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05 
0,06 мг и т. д. внесенного фосфора, а концентрация фш 
фора (мг в 1 мл) будет 0,001; 0,002; 0,003; 0,004 и т 
Содержимое колбочек нейтрализуют по фенолфталеин \ 
едким натром или аммиаком, прибавляют все необхо/i 
мые реактивы, как указано выше, и после 30-минутпии 
жапозиции при комнатной температуре (или 3-минутП" 
при 37°С) измеряют оптическую плотность на фон 
электроколориметре. В работе обычно используют кют 
ту шириной 5 мм. При построении калибровочного гр 
фика на оси абсцисс откладывают содержание фосфор» 
а на оси ординат — экстинкцию растворов.

О борудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр, воднпи 
баня, мерные колбы на 1000, 100, 50, 10 мл, колбы Кьельдалн к 
50 мл, градуированные пипетки;

2) H2SO4 концентрированная, 1 н. и 0,1 н. НСЮ4 57%-n.i 
NaOH (или NH4OH) 10%-ный, однозамещенный фосфорнокиг и 
калий (К.Н2РО.1), фенолфталеин 0,5%-ный спиртовой растем 
2,5 %-ный раствор молибденовокислого аммония в 3 н. HjSd, 
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 е  
в о к и с л о г о  а м м о н и я .  25 г чистого молибденового 
аммония растворяют примерно в 300 мл воды в мерной 
колбе на 1 л. Затем приливают 300 мл 10 н. H2SO4, т 
водят дистиллированной водой до метки и фильтруюi

П р и г о т о в л е н и е  р а с т в о р а  э й к о н о г е н а  
15 г метабисульфита натрия (Naa^Os) растворяю!
35 мл воды, добавляют 0,5 г сульфита натрия (NaaSOp 
перемешивают, доводят водой до 60 мл и фильтру ни 
30 мл этой смеси переносят в колбу емкостью 50 мл 
растворяют в ней 0,125 г эйконогена, помещают в вод 
ную баню при 50°С и после охлаждения доводят водим 
до метки. Раствор фильтруют и хранят в холодильник' 
не более двух недель.

Определение фосфора с применением амидола. В мер
пые колбы емкостью 10 мл вносят 2 мл раствора фиг 
фата, полученного после сжигания. После нейтрали:»:! 
ции 10%-ным раствором NaOH (или NH4OH) по фенол 
фталеину добавляют 2 мл молибденовокислого аммонии 
5 мл дистиллированной воды, 0,5 мл раствора амидол»

202



1 и 11,ом доводят до метки дистиллированной водой и ко- 
мриметрируют после 30-минутной экспозиции при ком- 
иной температуре.

Оборудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр, мерные 
ni.nfiu па 10 мл, пипетки;

2) 10%-ный NaOH (или NH4OH), фенолфталеин 0,5%-нын 
миртовой раствор, молибденовокислый аммоний 2,5%-ный в 3 н. 

11Д ()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- 
шор готовят на 10%-ном метабисульфите калия (K2S2O5). 
И мерную колбу на 50 мл берут 5 г K2S2O5 и растворя- 
|н г приблизительно в 25 мл дистиллированной воды. За
йм добавляют 100 мг амидола, встряхивают и доводят 
пьем до метки дистиллированной водой. Раствор хра

пи г в темной склянке не более 10 дней.
Определение фосфора с применением аскорбиновой 

I молоты. 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- 
ю 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 
10 мин раствор колориметрируют на фотоэлектроколо- 
I>и метре при красном светофильтре, используя кюветы 
шириной 10 мл.

Для построения калибровочной кривой берут образ
цовые растворы фосфата объемом от 0,05 до 0,5 мл. 
' Юьем ацетатного буфера изменяют от 5,45 до 5 мл в 
м виси мости от взятого объема фосфата. Общий объем 
( меси (фосфат+реактивы) должен быть равен 6,5 мл.

Оборудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр, градуиро- 
11пиле пипетки, пробирки;

2) 0,1 М ацетатный буфер pH 4, молибденовокислый аммоний 
1%-ный, приготовленный на 0,05 н. 112SO4, аскорбиновая кислота 
I %-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 на 
0.001М растворе сернокислой меди — CuS0 4 -5H20  
(реактив нестоек, поэтому готовят небольшие порции в 
лень определения). На 25 мл берут 0,06 г сернокислой 
меди, растворяют в 10— 12 мл воды, добавляют 0,25 г 
аскорбиновой кислоты и объем доводят до метки.
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Вычисление результатов. Результаты анализов ш 
числяют по следующей формуле:

^ __  а - б - а - 100-г
н

где X — количество фосфора (Р), мг%;
а  — количество фосфора в 1 мл исследуемого рп 

створа, взятого для колориметрирования 
найденного по калибровочной кривой, мг; 

б — объем раствора, подготовленного к колорн 
метрированию, мл;

в — число, показывающее, какую часть от объем, 
сожженной жидкости составляет раствор, м и 
тый для колориметрирования;

. г — число, показывающее, пакую часть от обща 
объема экстракта, извлеченного из наветы 
составляет объем, взятый для сжигания;

100 — коэффициент для выражения результатов .нм 
лиза в процентах; 

н— масса сухого вещества, г.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ ФРАКЦИИ 
ФОСФОРНЫХ СОЕДИНЕНИИ

Для фракционирования фосфорных соединений pan и 
тельных тканей существует много опособов. Все они ", 
нованы на последовательном выделении с помощью рн' 
личных растворителей фосфорсодержащих вещепи 
гидролизе отдельных групп фосфорных соединений и 
определении содержания фосфора одним из колоримс 
трических методов.

Наиболее распространенным является метод Шмид и* 
и Тангаузера, описание которого приведено ниже.

Лучшие результаты получают при анализе свежит 
растительного материала. В случае необходимости фпк 
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!" 
фосфора.

Общая схема определения форм фосфорных соедини 
ний в растениях представлена на странице 207.
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Извлечение кислоторастворимого фосфора. Извлече
ние кислоторастворимой фракции необходимо прово
щи, в холодной комнате при О, +2°С.

Тщательно измельченную навеску (0,1—0,4 г сухих 
мегстативных частей растений, 0,5— 1 г семян или 2 г 
нг/кего материала) помещают в центрифужную про

бирку на 50 мл, прибавляют 20 мл холодной 5%-ной 
\ мирной нислоты и суспендируют на холоду в течение 
'0 мин. Затем центрифугируют при 4500 об/мин 15 мин.
| мюрацию повторяют дважды. Центрифугам ы сливают в 
мерную колбу на 50 мл и доводят водой до метки.

13 состав полученной кислоторастворимой фракции 
икодят неорганические фосфаты, легко гидролизующие- 

I фосфорсодержащие органические соединения (кар-
....чсилфосфаты, лабильные пирофосфаты, аминофосфа-
н,1, глюкозо-1-фосфат) и устойчивые эфиры фосфорной 
|ислоты (инозитгексафосфаты, гексозо-6-фосфаты и др.).

13 полученном экстракте определяют общий кислото- 
|мгтворимый фосфор (после сжигания), неорганический 
■ нелоторастворимый фосфор (без сжигания) и легко- 
i ,i фолизуемый кислоторастворимый фосфор, освобож- 
, пощийся после 10-минутного кислотного гидролиза.

Определение общего кислоторастворимого фосфора. 
II колбу Кьельдаля на 50 мл вносят 10 мл кислотного 
■мтракта и сжигают с 3 мл концентрированной H2SO4 
и 2 мл 57%-ной НСЮ4. Затем содержимое переносят 
и .мерную колбу на 25 мл и доводят дистиллированной 
модой до метки. В мерную колбу (или цилиндр с при- 
| гртой пробкой) на 10 мл берут 2 мл полученного рас
т и р а й  определяют содержание фосфора одним из мето- 
luii, описанных выше.

Определение неорганического кислоторастворимого 
фосфора. Из исходного экстракта (после обработки 
материала НС104) берут 5 мл, переносят в мерную кол- 
<Iv емкостью 10 мл и добавляют необходимые для коло
риметрического определения фосфора реактивы.

Следует отмстить, что при определении неоргани- 
1 юс кого фосфора в экстракте из семян, содержащих много 
млела, после прибавления к пробе молибденовокислого 
|ммония и восстановителя (эйконогена, амидола), по
мимо голубой окраски, образуется легкая, трудно осе- 
I,нищая муть. В этом случае контрольный раствор дол- 
1лmi содержать экстракт-j-реактивы без добавления 
мисстановителя.
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Определение легкогидролизуемого кислотораство|П‘ 
мого фосфора. Берут 5 мл исходного кислотного эк> 
ракта, переносят в коническую колбу на 50 мл, доб.т 
ляют 5 мл 2 н. раствора НС1. Колбу закрывают upon 
кой с обратным холодильником и помещают в киш ит" 
водяную башо на 10 мин. Затем колбу быстро ох л а ' 
дают в ледяной воде. Отбирают 5 мл из получении! 
гидролизата в мерные колбочки объемом 10 мл и н|н 
бавляют реактивы, необходимые для колориметрически 
го определения фосфора.

Разность между легкогидролизуемым фосфором и m 
органическим фосфором будет соответствовать так наам 
ваемому лабильному фосфору, в состав которого в ход «и 
ди- и трифосфаты нуклеотидов, глюкозо-1-фосфат и ш 
которые другие соединения.

Разность между общим кислоторастворимым фосфп 
ром и легкогидролизуемым фосфором соответствуй 
фосфору устойчивых эфиров (стабильному фосфору), н 
состав которого входят инозитгексафосфаты (фитин) 
триозофосфаты, гексозо-6-фосфаты и другие соеди нен ии

Разность между общим кислоторастворимым фосфп 
ром и неорганическим фосфором соответствует органа 
вескому кислоторастворимому фосфору.

Извлечение фракции фосфолипидов. Осадок поен 
удаления кислоторастворимой фракции экстрагируют и 
центрифужной пробирке 5 мл 80%-ного этанола и мн 
гократйо настаивают со смесью спирт — эфир (3: 1)  и 
течение 36 ч (одного дня и двух ночей) при комнатной 
температуре. После такой экстракции фосфолипиды пере 
ходят в раствор. Общий объем спирто-эфирного экстра i 
та должен составлять 35 мл. Экстракт центрифугирую 
10 мин при 3000 об/мин. Центрифугат переносят в кол»л 
Кьельдаля на 50 мл и путем слабого нагревания у i 
ляют растворитель (спирт+эфир).

Остаток после удаления растворителя осторожи 
сжигают в 5 мл смеси серной и хлорной кислот ( 3 : >  
так как вначале содержимое колбы сильно пенни 
После сжигания бесцветное содержимое перенося) 
мерную колбу на 25 мл и доводят объем до метки ;и 
стиллированной водой. Из полученного раствора бор\ i 
2 мл в мерную колбу емкостью 10 мл и добавляют ш 
обходимые для определения фосфора реактивы.

Определение фосфора нуклеиновых кислот. Оса м 
после последовательного извлечения кислоторастворпмп
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го и липидного фосфора высушивают эфиром, pan и; 
ют с 20 мл 1 н. NaOH и выдерживают в тер моста i > 
течение 18 ч при температуре 37°С. Затем центрифуги  ̂
ют при 4000 об/мин 20 мин. В гидролизате определи 
общий фосфор. Дальнейшая работа проводится на холей

О с а ж д е н и е  ДНК. 5 мл гидролизата берут в иг 
рифужную пробирку и охлаждают. В охлажденчи 
центр,ифугат по каплям прибавляют 6 и. НС1 до pH Г>,(• 
6,8 при постоянном помешивании. После нейтралиааи 
прибавляют 5 мл 1 н. HCIO4 для осаждения ДНК. I' > 
воры кислот предварительно охлаждают. Гидролш 
оставляют на холоду в течение 3 ч для более полип 
осаждения ДНК. Осадок ДНК отделяют центрифуги р" 
ванием при 4000 об/мин в течение 20 мин (до проевп к 
ния жидкости). В надосадочной жидкости, содержат' 
компоненты РНК, определяют общий фосфор и neopi 
нический фосфор.

Э к с т р а к ц и я  н у к л е и н о в ы х  к ис л о т .  Ocn;i" 
ДНК экстрагируют дважды по 10 мл 0,5 и. НСЮ4 при 
температуре 100°С в течение 20 мин. После каждой пи 
рации экстракт отделяют центрифугированием п 
3000 об/мин в течение 10 мин, надосадочпую жидмм и 
объединяют и определяют общий и неорганиченпт 
фосфор. Определяя общий фосфор щелочного гидро.т 
зата (Р|) и общий фосфор в растворе после осаждении 
ДНК (Рг), находят общий фосфор нуклеиновых киелм 
(Р1- Р 2 ).

В щелочном гидролизате нуклеиновых кислот ДШ 
остается без изменения, в то время как РНК распада'i 
ся до мононуклеотидов. Определяя общий фосфор 
растворе после осаждения ДНК (Р2 ) и неорганичен'и 
фосфор этого раствора (Рз), по разнице Рг—Рз иахо/мп 
фосфор РНК.

Фосфор ДНК соответственно находят по разини 
между общим фосфором в растворе (Р4) после экстр а к 
ции компонентов ДНК и неорганическим фосфором этио 
раствора (Р5 ).

О борудование и реактивы: 1) центрифуга с охлаждением, 
лодильник, термостат, водяная баня, центрифужные проби|пч1 
фарфоровые ступки, конические колбы емкостью 50 мл с обратим 
воздушным х о л о д и л ь н и к о м , мерные колбы на 50, 25, 10 мл, кодам 
Кьельдаля на 50 мл;

2) КС104 5%-ная и 57%-ная, H2SOi концентрированная. 10
2 н. и 6 н., 0,5 н. и 1 и, Н С Ю 4 , 1 н. NaOH, этиловый спирт 96% ......
и 8 0 % - ный, эфир.



Р А З Д Е Л  VI

ФЕРМЕНТЫ

ОСНОВНЫЕ ПРИНЦИПЫ РАБОТЫ С ФЕРМЕНТАМИ

Ферменты-— биологические катализаторы белковой 
ироды, обладающие высокой специфичностью, т. е. ус- 
Ртощие течение определенных'биохимических реакций 
играющие важнейшую роль в процессах обмена ве- 

|и ги. Изучение ферментов и механизма их действия — 
мы из основных проблем биологической химии. 

Активность ферментов в растениях непостоянна и 
и цент от вида и органа растений, времени суток, тем- 

"р.тгуры и влажности, при которой выращиваются ра- 
1ГЦЦЯ, условий питания и от ряда других факторов, 

ч мвисимости от изменения активности ферментов из- 
н ияется интенсивность и направленность биохимиче- 
MIX процессов, что в конечном счете приводит к изме
нит величины урожая и химического состава ра-

• I гний.
При изучении действия ферментов и определении их 

и | ннности обычно наблюдают при помощи качествен
ных или количественных реакций за исчезновением ве- 
'•1 * I на, на которое действует фермент (такие вещества
• I пиваются субстратами) или за появлением продуктов 
I" акции, образующихся в результате действия фермен-
• I Обычно для получения препаратов используют вы- 
I и/кки из растительных тканей, в которых ферменты на- 
« > штся в растворенном состоянии. Для более детально-
■ изучения ферменты извлекают из тканей растений, 
ипцают путем фракционирования экстрактов нейтраль- 

•I и ми солями или органическими растворителями, ионо- 
ьченной хроматографией, гель-фильтрацией и другими 

чс годами. При сочетании различных методов очистки 
мжно получить ферменты в кристаллическом состоя- 

Hiiii Однако такая работа выходит за рамки обычного
• I удонческого практикума.

Важным методом изучения действия ферментов в жи- 
<•1,1 х неповрежденных тканях растений является их изу

чит методом вакуум-инфильтрации. Сущность этого
ч  и I < in ков Б. П. 209



метода заключается в том, что в листья или друии 
га-ны растений под вакуумом (в вакуум-эксикаторе) 
дят раствор вещества, на которое действует тот ii.ni 
фермент, и по количеству превращенного веществ > 
дят об активности фермента. Этот метод дает н<п 
ность количественно определять в живых тканях нш 
сивность гидролитических и синтетических процессии

В связи с высокой лабильностью ферментов и ■ 
симостью их активности от многих факторов при р.и 
с ферментами следует соблюдать ряд предосторпи . 
стей. Особенно осторожно необходимо проводить очи. ■ 
ферментов. В связи с тем, что ферменты терм, 
бильны, работу проводят в холодной комнате при . 
пературе от 0° до +4°С. Ферменты чувствительны к 
действию кислот и щелочей, поэтому необходимо при 
следить за величиной pH. Химические реактивы, нсн 
зуемые в лабораториях, могут содержать примеси, m 
рые подавляют активность ферментов. Поэтому ж и 
реактивы (спирт, ацетон) перед работой перегонят. 
сухие — 1перекристаллизовывают. Дистиллированная 
да может содержать ионы тяжелых металлов, ко in 
ингибируют ферменты. Поэтому воду для работы с 
ментами дважды перегоняют или пропускают черт i 1 
лонки, заполненные ионообменными смолами (кати 
тами и анионитами).

Для выражения активности ферментов приняты о н 
деленные величины, рекомендованные Комиссией • 
ферментам Международного биохимического союза 
с т а н д а р т н у ю  е д и н и ц у  (Е) любого ферм, 
принимается такое количество, которое катализнр' 
превращение 1 микромоля данного субстрата за I 
при оптимальных условиях (обычно при 30°С, оптимп 
ных для данного фермента значениях pH и концентра " 
субстрата). Если реакцию проводят не при 30°С, m 
ходимо указать фактическую температуру реакции, Ч 
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 опрел 
ние белка. Концентрацию фермента в растворе ши 
жают числом единиц активности, приходящихся на I 
раствора. Иногда используют и другие выражения г i 
ниц активности ферментов.
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О П РЕД ЕЛ ЕН И Е А КТИ ВН О СТИ  К А Т А Л А З Ы

It процессе окисления ряда веществ в растениях под 
пишем оксидаз образуется перекись водорода:

АН2+ 0 2 оксидаза>А +Н 20 2>
A112— восстановленный субстрат, А — окисленный 

"< | рат.
11ерекись водорода в повышенных концентрациях 
и,тает токсическое действие :на цитоплазму клеток.

1 I действием фермента каталазы перекись водорода 
мгается на воду и кислород:

2Н20 2 катадаза>2Н20 + 0 2.
Nщплаза (Н. Ф. I. II. 1.6) *— двухкампанентный фер

ме, состоящий из белка и простетической группы, со- 
u ежащей железо.

Принцип метода. Метод газометрического определе- 
I активности каталазы основан на определении объема 

ми порода после прибавления к водному экстракту из 
|нп гений, содержащему каталазу, перекиси водорода. 

Аппаратура. Существует несколько модификаций 
питых приборов, используемых для газометрического 

>1м деления активности каталазы. Ниже приведено опи-
....не прибора, используемого в биохимической лабора-

• I>ни ВИР.
Как показано на рисунке 39, прибор состоит из двух, 

pi репленных на штативе бюреток объемом 50 или 
ши мл, диаметром около 1 см. Одна из бюреток градуи- 
|иМ1.1 на с точностью 0,1 мл. Бюретки соединены между 
и пой с помощью тройника резиновыми трубками. Тре- 

||| конец тройника соединен резиновой трубкой со сгек- 
Iиной грушей 3. В приборе создана система трех сооб- 
| ншцихся сосудов. Градуированная бюретка служит для 

тчерения выделяющегося в результате реакции кисло- 
|щ i.i, а вторая бюретка используется для точной уста- 

шки уровня жидкости при измерениях. Градуированная 
щретка в верхней части закрыта резиновой проб- 
>н с тройником. Тройник соединяется с помощью ре
повой трубки также с реакционным сосудом 1, а на 

■ чбодном конце тройника короткий отрезок каучуковой
Здесь и далее цифры ферментов даны в соответствии с но-

.....натурой ферментов (Н. Ф ), рекомендованной Международным
химическим союзом.
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Рис. 39. Прибор для газом»’|| 
ского определения каталиm

/ — реакционный сосуд со стак,»м. 
для перекиси водорода; 2 — и »м< j-• • ■ 
пая бюретка; Л — стеклянная и , 
4 — стеклянная трубка; 5 — зажим 

соединения прибора с атмосфг|

трубки снабжен винтоиым 
жимом 5 для соединения П|м. 
бора с атмосферой. В реши 
онном сосуде находится 
ленький стаканчик обы м. 
ОКОЛО 10 МЛ, В КОТОРЫЙ И| 
анализах наливают перни 
водорода. Стеклянную групп 
измерительную часть прнОщ 
заполняют не водой, а 5% 1
H2S 0 4 (для уменьшения рю • 
воримости газов).

Ход определения. Свет, 
навеску нарезанных кусочна 
листьев или клубней (10 
± 0 , 0 1  г) растирают в ctviin 
со стеклянным песком. 11|" » 
варительно в ступку добаа 
ют 0,5 С аС03. Добавление м» 
ла необходимо для создают 
слабощелочной реакции, опт 

мальиой для действия каталазы. Затем в ступку доОа# 
ляют 10 мл воды и вновь тщательно растирают до одна 
родной массы. После этого полученную массу колют 
венно переносят в колбу емкостью 200 мл, допою • 
водой до метки и настаивают при периодическом н и> < » 
тывании 3—4 ч. В течение этого срока идет экстра км 
фермента из растительного материала. После настаю" 
ния суспензию фильтруют в сухой стакан или ко.ио 

В том случае, когда определяют активность ферм»1 
та в семенах, навеску свежеразмолотых семян (1±0,01 а) 
переносят в фарфоровую ступку, добавляют 0,5 г Са< '
10 мл воды и немного стеклянного песку. Содержим " 
ступки тщательно растирают и переносят в мерную ю 1 
бу емкостью 100 мл. Мерную колбу доводят водой 
метки. ПослеЗ—4 ч настаивания проводят фильтрована» 
или центрифугирование, как указано выше. Прозрачно'
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•I'Mжки пригодны для определения активности ката-
imu.

Н реакционный сосуд прибора наливают 10 мл вытяж- 
III Затем туда же добавляют 10 мл воды. В сосуд ос- 
iijH./Kiio пинцетом ставят маленький стаканчик и нали- 
Цщ| в него 5 мл 3% -ной перекиси водорода. Реакционный
■ уд закрывают пробкой с трубкой, которая со- 
u iiic H a  с остальной частью прибора, и ставят его на во

енную баню с температурой 20°С. Регулируют уровень 
*п шести в приборе и устанавливают его на нулевой
• mi-гке градуированной бюретки. Затем закрывают вин- 

цм1,|й зажим 5 и опускают стеклянную грушу 3 в ниж- 
ш I положение. После этого опрокидывают стеклянный 

1КДИЧИХ с перекисью водорода (встряхивают реакци- 
Hini.iii сосуд) и начинают отсчет времени. Объем выде- 
тмпцегося кислорода определяют через 2, 5 и 10 мин
... ..  начала реакции. Для этого за 10 с до отсчета
ни шнмают стеклянную грушу до соответствующего 
t ровня.

Активность каталазы выражают в миллилитрах 
' II- .юрода, который выделяется под действием фермента

■ 1 г семян или свежего растительного материала за
и 10 мин (учитывают навеску и разбавление).

Оборудование и реактивы: 1) прибор для газометрического оп- 
и ления каталазы, водяная баня, колбы мерные емкостью 100 и 

"и мл, ступки, воронки, стаканы;
2) углекислый кальций, перекись водорода 3%-ная, серная ки- 

н.| 5%-ная.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ПЕРОКСИДАЗЫ

Пероксидаза (Н. Ф. 1.11.1.7) играет большую роль в 
.пслительно-восстановительных процессах. Она ката- 

ш.шрует окисление различных полифенолов, находя- 
НМ1ХСЯ в растениях в свободном или связанном состоя- 

|||, а также ароматических аминов. Реакция окисления 
и от по следующей схеме:

л пероксидаза „
ДН2+ Н 20 2— ------- ^ А + 2Н 20 ,

' hi АН2— донор водорода, А — окисленный донор.
Принцип метода. Метод определения активности пе- 

1">ксидазы, предложенный А. Н. Бояркиным, основан на
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определении скорости реакции окисления бензидии> 
действием фермента, содержащегося в растения' 
образования продукта окисления синего цвета пнр' 
ленной концентрации, заранее устанавливаемой п > 
тоэлектроколориметре.

Ход определения. Навеску листьев растений пли 
нсплодов (200—500 мг) растирают в ступке с ацгып 
буфером pH 4,7 и с помощью буфера перенося! п 
ную колбу емкостью 50 мл. После 10 мин настаимаи 
периодическим помешиванием, в результате чего и 
ксидаза переходит в раствор, вытяжку центрифугнр . 
при 3000 об/мин 10 мин. Надосадочную жидкое и 
пользуют для определения активности фермента.

В две кюветы фотоэлектроколориметра шириной 
наливают по 2 мл ферментного раствора, 2 мл pat m 
бензидина в ацетатном буфере и 2 мл воды. Измер 
производят на ФЭ1\ при красном светофильтре. B ii.i 
устанавливают стрелку гальванометра на нуле, a t 
поворотом правого барабана для отсчета перюю 
стрелку гальванометра в крайнее правое полою > 
(экстинкция Е —0,125 или 0,250). После этого в котр> 
ную (левую) кювету наливают 2 мл воды, а в прям 
(опытную) 2 мл 3%-ной перекиси водорода. Срл.ц - 
после начала вливания перекиси водорода включи нм 
кундомер. При этом под действием пероксидазы мр я 
ходит реакция окисления бензидина с образовании» 
соединения синего цвета и стрелка гальванометра плюй 
ет отклоняться от края шкалы к нулевому делению > 
кундомер останавливают, когда стрелка гальваном* <)t» 
достигнет нулевого деления. Желательно для он реи • 
ни я активности фермента брать такую навеску рюt 
тельного материала, чтобы стрелка достигала нулемю 
деления через 20—50 с.

Вычисление результатов. Активность фермсш i 
вычисляют по скорости реакции в условных едини 
и выражают на 1 г растительного материала. Для п н 
пользуются следующей формулой:

где А — активность фермента на 1 г навески; 
Е — экстинкция (0,125 или 0,250); 
а — объем вытяжки (50 мл);
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С) степень разведения вытяжки в реакционной 
смеси (в кювете);

п — навеска растительного материала, г; 
с — толщина слоя жидкости в кювете (2 см);
< — время, с.

Оборудование и реактивы: 1) фотоэлектрокслориметр, центри- 
щ, секундомер, колбы мерные емкостью 50 мл, пипетки, воронки, 
пиры, ступки;

') перекись водорода 3%-ная, ацетатный буфер pH 4,7, раствор 
шндипа в ацетатном буфере.

1.1 я приготовления а ц е т а т н о г о  б у ф е р а  к 
| мл ледяной уксусной кислоты в мерной колбе на 
III мл приливают немного воды и добавляют 5,45 г ук- 
,i иокислого натрия. Смесь перемешивают и доводят 
и nil до метки.

I ’ а с т в о р  б е н з и д и н а  на а ц е т а т н о м  б у ф е -  
i| 1$ мерную колбу емкостью 200 мл наливают пример- 
- 100 мл воды, прибавляют 2,3 мл ледяной уксусной 

hi юты и 184 мг бензидина. После этого колбу нагре-

IIщг на водяной бане при 60°С, постоянно взбалтывая, 
ni .'ie растворения бензидина в колбу добавляют 5,45 г 
ы уснокислого натрия, охлаждают и доводят водой до

||’1'КИ.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ОРТО-ДИФЕНОЛОКСИДАЗЫ

( )рто-дифенолоксидаза (И. Ф. 1.10.3.1), или полифе- 
|м юксидаза,— окислительно-восстановительный фер-
щчгг, принимающий участие в дыхании растений. Под 
||'нсгвием этого фермента катализируется окисление 
1|1го-дифенолов в соответствующие орто-хиноны по сле- 
|ующей схеме;

ОН
I
С

сн

он

сн
/гО~2 одифенотсидаэа нс,

н с1^ с н
сн

н2о

Фермент характеризуется довольно высокой спе
цифичностью. В присутствии молекулярного кислорода 
пи катализирует окисление не только различных дифе-
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нолов, но и разнообразных полифенолов, а также ....
фенолов и некоторых других соединений.

Принцип метода. Определение активности орто
фенолоксидазы, предложенное А. Н. Бояркиным, ....
вано на измерении активности фермента по скорш 
окисления диметил-п-фенилендиамина с образов,тип 
соединения, окрашенного в сине-фиолетовый цвет.

Ход определения. Навеску растительного матери. 
от 0,5 до 1 г (взвешивают на аналитических весах с мм 
ностью 0,001 г) растирают в фарфоровой ступке в п| 
сутствии фосфатного буфера (pH 7,4). Растертую м 
су переносят в мерную колбу емкостью 50 мл и донн и 
тем же буфером до метки. Содержимое колбы порем 
шивают и через некоторое время центрифугируют н| 
3000 об/мин.

Надосадочную жидкость используют для опрело о 
ния активности фермента.

В две кюветы электрофотсколориметра шириной " > 
наливают :по 2 мл ферментной вытяжки, 2 мл води •• 
2 мл раствора диметил-п-парафенилендиамина. II г 
рения производят на ФЭК при оранжевом или кр;м 
светофильтре.

Кюветы ставят в фотоэлектроколориметр, устав > > 
ливают стрелку гальванометра на нулевую 
метку и затем поворотом правого барабана перепит» 
стрелку гальванометра в правое положение (экстиимшч 
£  =  0,125). После этого в контрольную (левую) киви >» 
наливают 2 мл 0,01 н. щавелевой кислоты, а в пр.тн » 
(опытную) кювету — 2 мл 1%-ного раствора пироюн 
хина в 0,01 н. щавелевой кислоте. Одновременно г > » 
бавлением этого раствора включают секундомер. 11 » • 
действием орто-дифеполоксидазы диметил-п-фетг" » 
диамин окисляется с образованием соединения mm 
фиолетового цвета, в результате чего стрелка галыыи • 
метра движется к нулевому делению со скоростью, ви
сящей от активности фермента. Когда стрелка доспи 
нулевого деления, секундомер останавливают и загний 
вают время.

Вычисление результатов. Активность фермент;! 
выражают на 1 г растительного материала и вычисли"»» 
по следующей формуле:
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,, А — активность фермента на 1 г;
Е — экстинкция (0,125); 
а — объем вытяжки (50 мл); 
б — степень разбавления вытяжки в кювете; 
н — навеска растительного материала, г; 
с — толщина жидкости в кювете, см; 
t — время, с.

Оборудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр, центри- 
.1, секундомер, ступки фарфоровые, колбы мерные емкостью 50 мл,

»н|кшки;
2) фосфатный буфер рЫ 7,4, 0,02%-ный раствор диметил-л-фе- 

„ и ндиамина, 0,01 и, щавелевая кислота, 1%-ный раствор пирока- 
,,. миа в 0,01 н. щавелевой кислоте (растворяют 1 г пирокатехина в 

hi  м л  0,01 н. щавелевой кислоты).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ДЕГИДРОГЕНАЗ

Дегидрогеназы — окислителыю-восстановит е л ь н ы е  
| и рменты, участвующие в процессе дыхания растений, 
иицая схема действия дегидрогеназ следующая:

дегидрогеназа
А Н 2+ В д= ^ д : А + В Н 2.

|'ни'становленное вещество АН2, которое служит доно- 
шм водорода, под действием дегидрогеназ передает его 

ществу В. Вещество А окисляется, а вещество В зос- 
I .шавливается. Дегидрогеназа функционирует в этой 
и теме как промежуточный переносчик водорода. Для 

чределения активности дегидрогеназ разработаны раз- 
шчные методы. Ниже изложен колориметрический ме- 
|Д определения дегидрогеназ, предложенный А. Ф. Сы- 

■'н'вым и Т. С. Красной.
Принцип метода. Дегидрогеназы экстрагируют из 

|иитительного материала фосфатным буфером. Метод 
■ пределения их активности основан на способности де- 
|Цдрогеназ отщеплять водород от различных субстратов 
(органических кислот, спиртов, углеводов и т. д.) и вос- 
1лнавливать бесцветный 2,3,5-трифенилтетразолий хло

ристый до формазаиа, окрашенного в красный цвет. По 
ншенсивности окраски образовавшегося формазаиа су- 
III г об активности дегидрогеназ. Схему восстановления 
.’,.1,5-трифенилтетразолия хлористого под действием во- 
юрода, отщепляемого от субстратов, можно изобразить 
| тсдующим образом.
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/с6н5-с
N - N - C 6H5

+2Н +-»
N =N +—С6Н5

I
c i -

трифенилтетразолий хлористый
y N —NH—С6Н5 

- C 6H5—С +НС1
V'N = N —С6Ы5

формазан

Ход определения. Навеску растительного материi 
около 1 г (взвешивают на аналитических весах) м и, 
щают в предварительно охлажденную в холоди.и i 
фарфоровую ступку, добавляют немного толчено! о - • 
ла, 5 мл специально приготовленного фосфатного о | 
ра pH 7,8 (реактив 11)* и тщательно растирают. II 
чеиную суспензию переносят в пробирку и ставя i > 
стакан со льдом.

В две пробирки (опытную и контрольную) палии 
по 1 мл полученной суспензии. В опытную пробы|>l I 
бавляют 0,2 мл субстратной смеси (реактив 13), а ню " 
рольную пробирку— 0,2 мл раствора для кошр ' 
(реактив 14), который готовят смешиванием равны 
емов 1%-ного раствора 2,3,5-трифенилтетразолни < 1 
ристого и фосфатного буфера pH 7,8. В качестве и в 
ров водорода при приготовлении субстратной смеси И* 
пользуют органические кислоты (яблочную, лимони * 
янтарную, молочную, глутаминовую), спирт, гли" ч 
и т. д. в концентрации 0,2 М, которые перед олре и И 
нием смешивают с равным объемом 1%-ного paci|" f  
2,3,5-трифенилтетразолия хлористого (ТТХ).

Если определяют активность дегидрогеназ в зел' " 
частях растений (листьях, стеблях), суспензия после ри 
тирания с фосфатным буфером получается окраин нм tl 
В этом случае ставят \второй контроль. Для этого '"О  
третью пробирку, наливают в нее 1 мл полученной Г* 
пензии и 0,2 мл фосфатного буфера. Содержимое ир >и 
рок тщательно перемешивают.

* Здесь и далее номер в скобках означает название р|чп. null 
см. «Оборудование и реактивы» на странице 220.
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11осле этого пробирки помещают в вакуум-эксикатор 
окачивают вакуумным насосом воздух до давления 

12 мм ртутного столба. Затем вакуум-эксикатор на
шлют черным светонепроницаемым чехлом и остав- 

>пг для инкубации «а 1,5 ч при температуре 20— 
г Если активность дегидрогеназ низкая, время ин- 
I ищи увеличивают. В результате действия дегидроге-
> содержащихся в растительном материале, образует- 
окрашенный формазан. После окончания инкубации
> кают воздух в вакуум-эксикатор и вынимают из не- 
нробирки.
Образовавшийся формазан нерастворим в воде, но 
>шо растворяется в органических растворителях. Ав- 

>,1 ми метода предложен специальный растворитель 
и формазана, который готовят смешиванием 95 мл 
и итого спирта и 5 мл 98% -ной уксусной кислоты. Для 

I морения формазана во все пробирки приливают по 
и этого растворителя и содержимое пробирок тща-

> imho перемешивают. Затем растворы фильтруют через
> > и'пькие бумажные фильтры в сухие пробирки. После
....... во всех трех полученных растворах измеряют ин-

н явность окраски на фотоэлектроколориметре в кю- 
|,|.х толщиной 1 см при зеленом светофильтре. 
Нычисление результатов. Из показаний оптической 

мигности опытной пробы вычитают показания плотно- 
>| контрольной пробы. При использовании окрашенно-
> материала и двух контроле?! вычитают также оптиче- 
*>.ю плотность второго контроля. Активность дегидроге-

мыражают условно в единицах экстинкции или в
> >1 рограммах восстановленного под действием дегидро- 

| Г1 тетразолия хлористого. В последнем случае актив- 
| ||. определяют по калибровочному графику.

Тля построения калибровочного графика берут 5 про- 
шик и вносят в каждую пробирку по 1 мл специально 

! и отовленного раствора аскорбиновой кислоты для
> гановления ТТХ (реактив 16). Затем в каждую про- 

нрку прибавляют по 0,2 мл раствора ТТХ с содержани- 
>| и этом объеме 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 и 1,0 мг ТТХ. Для это-

пелользуют предварительно приготовленные растворы 
п|)(Ч1илтетразолия хлористого различной концентрации 
| 0,1 до 0,5% ). Содержимое пробирок нагревают до

> ПИЧ1ИЯ и оставляют в темном месте на 20 мин. При 
|и>ч идет восстановление трифенилтетразолия до фор- 
и I i.nia. После этого в каждую пробирку добавляют по
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5 мл специального растворителя для формазапл (р 
тив 15). Содержимое пробирок тщательно перемен 
ют, фильтруют в сухие пробирки и измеряют ими и 
ность окраски на фотоэлектроколориметре при :ш . 
светофильтре в кювете толщиной 1 см. Калибром» hi 
график строят, откладывая на оси абсцисс содсрл 
взятого для определений трифенилтетразолия, а и . 
ординат — оптическую плотность растворов.

О б о р у д о в а н и е  и реакт и вы : 1) Фотоэлектроколоримет|> ч 
куум-эксикатор. 3) Вакуумный насос. 4) Холодильник. Г>) ' 
фарфоровые. 6) Пробирки. 7) Колбы мерные емкостью Ню
8) Воронки. 9) Фильтры. 10) Стаканы. 11) Специально щ....
ленный фосфатный буфер, pH 7,8 (2%-ный раствор КгНРО,, 
жащий 0,1% желатина и 0.2% M gCl2, доводят 2%-ным pa i n .  
К2Н Р 0 4 до pH 7.8). 12) 1%-ный раствор 2,3,5-трифенилтс!ри. 
хлористого. 13) Субстратная смесь В качестве доноров m i 
для дегидрогеназ используют 0,2 М растворы органически» 
лот — яблочной, лимонной, янтарной, молочной И  др„ Ю н  

предварительно нейтрализуют щелочью (КОН или NaOH) и 
нолфталеину, этиловый спирт, глюкозу или другие моном» .| 
Перед определением смешивают равные объемы этих пот. 
1%-ного раствора ТТХ. 14) Раствор для контроля, которып 
вят путем смешивания равных объемов 1%-ного раствора li 
фосфатного буфера, pH 7,8. 15) Растворитель для форм. 
(к 95 мл 96%-ного этилового спирта прибавляют 5 мл 98%'imii 
сусной кислоты). 16) Раствор аскорбиновой кислоты для non t . 
ления ТТХ, pH 8,8 (готовят 5%-ный раствор аскорбиновой км 
в 3%-ном растворе КгНРСЦ, содержащем 0,1% желатина и i 
MgCl2). 17) Растворы ТТХ в концентрации от 0,1 до 0,5%.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ УРЕАЗЫ

Уреаза, или карбамид-амидогидролаза (Н. Ф i 
1.5),— фермент, широко распространенный в растсиш 
Он катализирует гидролитическое расщепление \п. 
вины на аммиак и углекислый газ по следующей г.\п

уреаза
C0(N H 2)2+ H 20 ----- ^2NH3+ C 0 2

Принцип метода. Определение активности уреазы 
новано та учете количества аммиака, образовавшем 
в единицу времени под действием препарата ферм» 
выделенного из растений. Количество аммиака онр' 
ляют колориметрически с реактивом Несслера.

Ход определения. Для приготовления npcn;i|>. 
фермента 3—5 г свежемолотой соевой муки (или м
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yi их бобовых) тщательно растирают в фарфоровой 
, пке в смеси из 48 мл воды и 2 мл 0,1 н. НС1. Смесь 
Гшлтывают 1 ч, а затем центрифугируют 30 мин при
7 тыс. об/мин. Полученный прозрачный раствор ис- 

(дьзуют в качестве препарата уреазы.
И коническую колбу на 50 мл вносят 10 мл препара-
уреазы и 5 мл ОД М раствора мочевины в У15М фос- 

II ном буфере pH 7,0 и инкубируют 30 мин при 37°С. 
игле этого уреазу инактивируют, для чего в колбу до- 
Н1ЛЯЮТ 5 мл 2 н. НС1.

Затем определяют содержапие аммиака с реактивом 
ггслера, который представляет собой щелочной раст
ер йодистой ртутно-калиевой соли K2(H gJ4). Для это- 
I Г> 10 мл вытяжки переносят в мерную колбу ем- 
нп,ю 50 мл, горлышко колбы обмывают водой, добав
ит г 2,5 мл 25%-ного раствора сегнетовой соли и осто- 
,/к,но нейтрализуют 1 н. NaOH, используя в качестве 
иммкатора лакмусовую бумагу. Добавление сегнетовой 
■ л и необходимо для предотвращения выпадения в оса
ми солей кальция и магния, находящихся в растворе, 
нем общий объем жидкости доводят водой примерно 
I 10 мл и прибавляют 2 мл реактива Несслера. Обра

ти к-я йодистый меркураммоний желтого цвета.
NH4Cl+4KOH+2K2(HgJ4)-^

-^ 7K J+ K C l+ 3H 20 + N H 2JH g20 .
Колбу доводят водой до метки, несколько раз пере

манивают и через 15 мин определяют оптическую плот
нить раствора на фотоэлектроколориметре в кюветах 
плщиной 2 см при синем или зеленом светофильтре.

Параллельно ведут контрольное определение содер- 
наиия аммиачного азота в ферментном препарате. Для 
нно к 10 мл ферментного препарата сразу же добав- 
пнот 5 мл 2 н. НС1, а затем приливают 5 мл 0,1 М раст- 
юра мочевины в V15M фосфатном буфере pH 7,0. Ин
кубацию и дальнейшую обработку контрольных проб 
Фоводят так же, как в опытных.

Вычисление результатов. Количество аммиака, обра
щавшегося под действием уреазы, определяют по раз- 
югти между содержанием аммиака в опытной и конт- 
имьной колбах.

Содержание аммиака определяют по калибровочному 
рафику. Для построения калибровочного графика в 

11 > лбу емкостью 50 мл берут по 1; 2; 4; 8 ; 10; 15 и 20 мл
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образцового раствора хлористого аммония, содержат' 
0,01 мг NH3 в 1 мл, приливают воду и сегнетовую i 
окрашивают реактивом Иесслера и колориметр и | г■■ 
как указано выше. Калибровочный график строят 
кладывая на оси абсцисс содержание аммиака, а на * 
ординат — оптичеокую плотность.

Активность уреазы выражают в мкг образовашип 
аммиака (или в мкг гидролизованной мочевины) на I 
навески за 1 мин.

О б о р у д о в а н и е  и реакт и вы : 1) фотоэлектроколориметр, in 1 
для взбалтывания, центрифуга, термостат, ступки фарфоровые, 1 
бы конические емкостью 50 мл, пипетки градуированные;

2) 0,1 и. и 2 и. НС1, 1 и. NaOH, 0,1 М раствор мочеши" 
Vis М фосфатном буфере, 25%-нын раствор сегнетовой соли, •" 
тив Несслера, образцовый раствор хлористого аммония.

Р е а к т и в  Н е с с л е р а .  В 1 5 мл дистиллирован11 
воды растворяют 10 г йодистого калия, добавляют И' ' 
H gJ2, тщательно перемешивают и туда же прилип 1 
80 мл 50%-ного раствора КОН. Перемешивают и обиий 
объем доводят водой (не содержащей углекислоты) " 
500 мл. Оставляют в темноте на сутки, после чего фи "  1 
руют через стеклянную вату. Раствор должен быть " 
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  а м 4 
и и я. 1,5735 г химически чистого NH4C1 растворяют и 1 
бидистиллированпой воды. Берут 20 мл раствора i m " 
ва доводят бидистиллированкой водой до 1 л; 1 мл " 
го раствора содержит 0,01 мг NH3.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
АМИЛОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ

Ферментативный гидролиз а-1,4-глюкозидных спя»!  
в крахмале, гликогене и родственных им поли- и олт 
сахаридах осуществляется группой ферментов, полупи1' 
ших название амилаз.

В настоящее время известны три вида амилаз, р 1' 
личающихся по распространению в природе, по ри’• I 
свойств и главным образом по конечным продуктам ф' Р 
ментативнопо действия.

а - а м и л а з а  (Н. Ф. 3.2.1.1) гидролизует ..................
а-1,4-глюкозидные связи в субстратах, приводя в кож"' 
ном итоге к образованию мальтозы, мальтотриозы, 11
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игорого количества глюкозы и различных низкомолеку- 
ipiibix продуктов с разветвленной цепью.

(1- амил аз  а (Н. Ф. 3.2.1.2) и г л ю к о а м и л а з а  
ill. Ф. 3.2.1.3) в отличие от сс-амилазы гидролизуют на- 
,'жиые нередуцирующие концы цепей полисахаридов, 

ин ледовательно отщепляя соответственно мальтозные и 
микозные остатки. Действие р-амилаз и глюкоамилаз 
рекращается, как правило, вблизи первой точки ветвле- 
iti полисахарида, образованного сс-1,6-глюкозидной 
г,пью. Поэтому, помимо мальтозы и глюкозы, под дей- 
ihiicm р- и глюкоамилаз образуются декстрины высо- 
щ молекулярной массы.

Принцип метола основан на извлечении амилаз из 
и тений раствором хлористого натрия и определении 
| юриметрическим путем негидролизованного крах-

иила.
Ход определения. Навеску муки 3 г (листьев или 

||н>ростков — 5 г) растирают с песком в фарфоровой 
Iуике с 1%-ным раствором NaCl и переносят в стакан.

..... тиошение между навеской растительного материала
II NaCl должно быть от 1 :5  до 1:10.  Стакан с раство
рим ставят в холодильник на 1— 1,5 ч при помешивании 
мочкой для выделения белков. После этого центрифу- 
ируют при 4—5 тыс. об/мин 10 мин. Полученная про
рывная жидкость используется в качестве ферментного 
фонарата 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 и л а з. В 2 сухие пробирки вносят по 3 мл 0,2 н. аце- 
пного буфера pH 5,5 и по 3 мл 2%-ного раствора крах- 

ила. Смесь нагревают до 40°С, приливают точно 0,2—- 
I мл ферментного препарата и перемешивают. В конт- 
.ильную пробирку наливают 0,2— 1 мл воды. Пробирки 
иивят в термостат при 40°С па 30 мин. За это время под 

инктвием амилаз крахмал гидролизуется. Закончив ин- 
| убацию, в каждую пробирку вносят по 2 мл 1 н. раст- 
нора НС1 для прекращения действия фермента. Затем 
и I каждой пробирки берут по 0,5 мл смеси и вносят в 
мерные колбочки на 50 мл, в которые предварительно 
прилито 30—40 мл воды, 1 мл 0,1 я. НС1 и 5 капель 
4%-ного раствора йода в 3 %-ном растворе йодистого 
илия. Колбы доводят до метки водой, тщательно пере- 
и ншвают и затем колориметрируют на спектрофотомет- 
> при 595 нм (на фотоэлектроколориметре при красном 
иетофильтре).
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Вычисление результатов проводят по следую" 
формуле.

4  =  Ек~ Е-п-  . с ,
Е к

где А — активность амилазы в 1 мг ..............................
крахмала за 1 ч одним миллилитром >| - 
ментного раствора (так как время инкугжю
составляло 30 мин, полученный резул.....
умножают на 2, а количество взятого и " 
анализа ферментного раствора приводи! •
1 мл; необходимо учесть все разбавлении), 

Е к — оптическая плотность контрольного распит 
Е 0 — оптическая плотность опытного раствори,
С — количество внесенного крахмала в мг (.’! • 

2 %-ного раствора крахмала =  60 мг).
Для вычисления удельной активности определи! 

содержание белка в ферментном растворе (в мг) и и 
лученную активность А выражают в мг гидролизов 
ного крахмала на 1 мг белка за 1 ч (или за I м 
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 н л п  и 
В оставшуюся часть фильтрата (5—8 мл) добавляю! - 
кончике шпателя сухого уксуснокислого кальция и 1 
вят на водяную баню при 70°С, выдерживают 15 ми 
затем быстро охлаждают, р-амилаза при таких услпи 
ях инактивируется практически полностью. Далее ч < 
раствор используют для определения а-амилазнон и 
тивности по методике, описанной выше.

Вычисление результатов активности а-амилазы п| 
водят так же, как и суммарной активности амилаз.

Активность р-амилазы определяют по разности м< • 
ду суммарной активностью амилаз и активное и 
а-амилазы.

О борудование и реактивы: 1) с п е к т р о ф о т о м е т р  и л и  ф о т о  • м ■ • 
р о к о л о р и м е т р , т е р м о с т а т ,  в о д я н а я  б а н я , х о л о д и л ь н и к , ц ен тр и ф , '
с т а к а н ы , к о л б ы  м е р н ы е  е м к о с т ь ю  5 0  м л , г р а д у и р о в а н н ы е  ш и н ........
п р о б и р к и ;

2 )  1 % -н ы й  р а с т в о р  N a C l ,  0,2 и. а ц е т а т н ы й  б у ф е р  pH 5,5 (> -• 
п р и л о ж е н и е , т а б л .  7 ) ,  2 % -н ы й  р а с т в о р и м ы й  к р а х м а л ,  I и, 10
0,1  н. НС1, 0 ,3 % -н ы й  р а с т в о р  й о д а  в  3 % - н о м  р а с т в о р е  йодн...........
к а л и я ,  у к с у с н о к и с л ы й  к а л ь ц и й  ( с у х о й ) .
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОФЕРМЕНТНОГО СОСТАВА 
АМИЛОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ МЕТОДОМ

ЭЛЕКТРОФОРЕЗА В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ

Изоферменты — группы ферментов из одного и того 
* г источника, обладающих одним типом субстратной 
. иецифичности, катализирующих одну и ту же химиче- 
< иую реакцию, но различающихся по ряду физико-хими
ческих свойств.

Изоферментный состав одного и того же фермента 
шменяется в зависимости от вида растений, отдельных 
органов одного и того же растения, от условий выращи- 
|| |пня, а также в процессе прорастания и созревания 
I емян.

Наиболее важными характерными свойствами, по- 
шоляющими различать изоферменты современными ме- 
I идами, являются суммарный электрический заряд и мо- 
н кулярная масса. В настоящее время наибольшее рас

пространение для изучения изоферментного состава 
растений получил метод электрофореза в полиакриламид
ном геле. Обнаруживаемую при этом картину располо- 
11• 11 ия зон изоферментов на электрофореграмме назы- 
I о ют изоферментным спектром.

Работа с изоферментами требует особенно тщатель
ного соблюдения всех условий проведения электрофоре- 
I ического анализа. Во время электрофореза гели в за- 
мисимости от напряженности поля в той или иной сте
пени прогреваются, поэтому электрофорез термолабиль- 
иых ферментов проводят при низкой температуре и не- 
Гюльшой силе тока (например, при 4°С и 1—3 мА на 
<• Л1!у электрофоретическую трубку). Для анализа ис
пользуют либо неочищенные тканевые экстракты, либо 
пшщенные препараты белков.

Принцип метода. Экстракт из растительных тканей 
подвергают электрофорезу в полиакриламидном геле. 
Присутствие изоферментов амилаз в отдельных зонах на 
щектрофореграммах определяют по исчезновению в 
них зонах крахмала, предварительно введенного в со- 
i I лв геля и проявленного после окончания электрофоре- 
III раствором йода.

Ход определения. Рабочий раствор для приготовле
ния разделяющего геля составляют так же, как и для 
■ К'ктрофоретического разделения водорастворимых бел- 
in ж, но вместо воды в нижний мелкопористый гель вво-
Г. Плешков Б. П. 225



дят одну часть 1%-ного раствора крахмала. Крит 
не препятствует электрофоретическому разделению <>, 
ков. В верхний гель крахмал не вводят.

Приготовление гелей, подготовка и нанесение обр>> 
да фермента и электрофорез проводят так же, как и > 
электрофоретическом разделении водорастворимых! 
ков (см. стр. 69).

Для инкубации и окрашивания гелей использую г и 
раствора: 1) 0,2 н. ацетатный буфер pH 5,5; 2) 0,3% и 
раствор йода в 3%-ном водном растворе KJ (перед s к i 
реблением разбавить в 6 раз).

По окончании электрофореза гели осторожно иым 
мают из трубочек с помощью шприца и помещают и и; 
бирки с 1%-ным раствором крахмала в ацетатном 6\| 
ре pH 5,5. Крахмал вводят в буфер для выявления .ы 
лаз в верхних зонах геля, где во время электрофор' 
часть крахмала может разрушиться.

Гели инкубируют в пробирках при температуре.'!' 1 
в течение 20—40 мин. Затем буферный раствор слипаю 
гель промывают водой и заливают раствором йод 
йодистом калии. Крахмал окрашивается в течение 
10 мин. После проявления неокрашенных зон ами ю 
раствор йода в йодистом калии сливают, а гель ир" 
вают и заливают водой. По количеству и размещению 
неокрашенных полос на геле судят об изофермети 
составе амилаз данного образца. Вычисляют показан и 
относительной электрофоретической подвижности (О >111

АД 206 АД 196 АД 206 АД /96

Рис. 40. Изоферментные спектры амилаз сухого 
зерна (/) и 3-суточных проростков (II)  пшенично
ржаных амфидиплоидов (Triticale) сортов АД 206 

и АД 196:
/ — суммарные амилазы; 2 — а-амилаза.
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'I проводят фотографирование или вычерчивают схему 
- и ктрофореграммы. На рисунке 40 представлена схема 
• иктрофоретического разделения иэоферментов амилаз 
н'рна и проростков пшенично-ржаных амфидиплоидов.

Оборудование и реактивы. Кроме оборудования и реактивов,
.... бходимых для электрофоретического разделения водораствори-
м|.м белков (см. стр. 79), необходимы следующие реактивы (1 %-ный 
""Шый раствор крахмала, 1 %-ный раствор крахмала в ацетатном 
,фгре pH 5,5, 0,3%-ный раствор йода в 3%-ном водном раство- 

r  KJ (перед употреблением разбавить в 6 раз), 0,2 н. ацетатный 
I \ фер pH 5,5.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ЛИПАЗЫ

Липаза (Н. Ф. 3.1.1.3) (катализирует расщепление 
ьнров (триглицеридов жирных кислот) на глицерин и 
| ирные 'кислоты. Реакция идет по следующей схеме:

CH2OCORi СН2ОН R iCOOH
липаза |

СН OCORs +ЗН 20 ----->- СН ОН +  R2COOH
I I

CH2OCOR3 СН2ОН RaCOOH
триглицерид глицерин

По существующей классификации ферментов липаза 
принадлежит к гидролазам, действующим на сложно- 
>фирные связи.

В растениях липазы широко распространены. Осо
бенно их много в семенах масличных культур. У каж- 
п но вида растений есть свои собственные липазы, зна- 
шгельно различающиеся по свойствам, однако в отли-
.... от многих других ферментов специфичность липаз
лень низка и любая липаза может расщеплять различ
ии! жиры.

В растениях присутствуют липазы, проявляющие 
|н)ю активность при различных значениях pH, поэтому 

иногда различают кислую, нейтральную и щелочнуюли- 
I ил, которые проявляют свою максимальную актив- 

ьп’ть соответственно в кислой, нейтральной или щелоч- 
' hi среде. В семенах масличных культур содержатся 
в основном кислые и щелочные липазы.

Принцип метода основан на определении количества 
лирных кислот, образующихся при действии липаз на
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растительный жир. В качестве источника липаз исподi 
зуют семена масличных культур. Титрование образован 
шихся кислот щелочью происходит по схеме.

R C 0 0 H + N a 0 H ^ R C 0 0 N a + H 20

Активность липаз определяют в слабокислой или им 
лочной среде.

Ход определения. Семена масличных культур разма 
лывают или растирают в ступке (без песка). В неболн 
шие ступки отвешизают две навески по 2,5±0,1 г размь 
лотых семян и тщательно растирают их с 1 мл ч и сто> 
подсолнечного масла, которое добавляют в каждую 
ступку. Для определения активности кислых 'липаз и 
ступку приливают 5 мл ацетатного буфера pH 4,7, а дли 
определения щелочных — 5 мл боратного буфера pH Н,'. 
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 кол о и 
5 мл воды, добавляют по 5 капель толуола, закрываю) 
пробками и тщательно перемешивают на автоматшм 
ской мешалке. После этого колбы ставят в термоса a i 
при 30°С на 20—24 ч.

Для точного анализа активности липаз необходим" 
провести контрольные определения. Для контрольни 
проб берут по две навески растертых семян масличим 
культур и поступают с ними таким же образом, кап 
указано выше, по перед тем как ставить в термоста 
содержимое колб кипятят в течение 5— 10 мин для инак 
тивации ферментов.

После инкубации в термостате во все колбы прилн 
вают по 50 мл смеси этилового спирта с эфиром (4:1) 
и взбалтывают. После отстаивания титруют 0,1 и. спи|> 
товым раствором NaOH в присутствии нескольких на 
пель тимолфталеина.

Вычисление результатов. Активность кислых и ни 
лочных липаз выражают в миллилитрах 0,1 н. NaOII. 
пошедшей на нейтрализацию жирных кислот, образован 
шихся в результате действия липаз на 10 г семян. Рн< 
четы проводят по следующей формуле:

v  (а -Т —б-Т ) ■ 10
д  = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ,

н
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к- 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.
Оборудование и реактивы: 1) автоматическая мешалка, термо- 

I ,| г, ступки фарфоровые, конические колбы с притертыми пробка
ми емкостью 100 мл, пипетки;

2) ацетатный буфер pH 4,7 (смешивают по 1 объему 1 н. ук- 
■ усвой кислоты и 1 н. уксуснокислого натрия и добавляют 2 объе- 

I воды), 0,2 М боратный буфер pH 8,5, 0,1 н. NaOH, этиловый 
I иирт, эфир, подсолнечное масло, толуол, 1%-ный спиртовой раст- 
нор тимолфталеина.

Ч и с т о е  п о д с о л н е ч н о е  м а с л о .  300 г подсол
нечного масла взбалтывают в делительной воронке с 
'.'%-ным водным раствором щелочи и дают отстояться. 
Щелочной раствор сливают. Масло промывают в ворон
ке 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 
протеолитические ферменты,— группа ферментов, ката
лизирующих расщепление пептидных связей в белках 
или пептидах.

Расщепление этих связей идет с участием воды по 
следующей схеме:

RCO—NHR1+ H O H ^ R C O O H + R 1NH2,

где R и Ri— остатки аминокислот или пептидов.
Субстратами пептидаз являются белки и пептиды, 

которые расщепляются на пептиды меньшей молекуляр
ной массы или до свободных аминокислот.

Несмотря на то, что отдельные протеолитические фер
менты получены в кристаллическом виде и хорошо изу
чены, в целом эта группа ферментов исследована еще
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недостаточно. Поэтому при обычных биохимических и< 
следованиях наиболее просто определять лишь суммар 
ную активность протеолитических ферментов.

Отдельные группы протеолитических ферментов пр 
являют максимальную активность при различной кислоi 
ности среды, поэтому их активность следует определи и 
при различных значениях pH. Ниже приведен один и 
распространенных способов определения суммарной ,и 
тивности протеолитических ферментов, в основу кото|>" 
го положен метод Ансена.

Принцип метода. Ферментным препаратом, вы о 
ленным из растительного материала, действуют на р;п > 
вор стандартного белка (казеина или гемоглобина), м 
тем неразложившийся белок осаждают, а в фильтра н 
определяют количество разложившегося белка по коли 
риметрической реакции Фолина или на спектрофотомс i 
ре. Принимается, что количество разложившегося белi 
пропорционально содержанию в растворе тирозина. II" 
лученные значения оптической плотности переводят ш 
стандартной кривой в микромоли тирозина и рассчиты 
вают протеолитическую активность ферментного прем л 
рата на 1 мг белка или на 1 г навески за 1 ч.

Ход определения. Навеску взвешивают на аналитп 
ческих весах: при анализе свежего растительного млн 
риала 5 г, а семян— 1 г. Свежий растительный матери 
ал растирают в ступке с жидким азотом, а сухой 
песком и переносят в коническую колбу. Ступку смыи 
ют водой. Общий объем воды, добавляемой к навою 
должен составить 50 мл. После этого суспензию настам 
вают в течение часа в холодильнике при периодическом 
помешивании.

После настаивания суспензию фильтруют в сухом 
стакан или колбу через складчатый фильтр или осадой 
отделяют центрифугированием. В качестве ферментнш" 
препарата используют фильтрат или надсадочмую 
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 качестю 
субстратов используют 2 %-ные растворы казеина и и 
моглобина при различных значениях pH.

2%-ный раствор казеина pH 8,0. 2 г казеина залип,i 
ют 100 мл ’/б М фосфатного буфера pH 8,0 и нагреваю) 
на водяной бане до полного растворения. Проверяют pH 
раствора и доводят его точно до 8,0. Раствор казенна 
можно хранить в холодильнике не более трех суток.
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‘2%-ный раствор гемоглобина pH 3,0 готовят путем 
растирания в ступке 2,0 г гемоглобина с небольшим ко- 
шчеством воды. Содержимое ступки переносят в мер
ную 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.

Для приготовления растворов гемоглобина с pH 6,0 
и 8,0 растворяют в 100 мл */15 М фосфатного буфера с 
' пответствующим значением pH 2,2 г гемоглобина, за- 
Iем в раствор добавляют 36 г мочевины и оставляют 
при комнатной температуре. После этого растворы до- 
подят до нужного значения pH 1 н. NaOH или 1 н. НС1.

При анализе активности протеолитических фермен- 
ю11 в пробирку наливают 2 мл субстрата (казеина или 

•моглобина с определенным значением pH), помещают 
| в водяную баню при 30°С и через 1—2 мин добавля- 

нIг 2 мл ферментного препарата. Содержимое пробирки 
перемешивают и выдерживают на водяной бане или в 
и рмостате ровно 30 мин при 30°С. За это время под 
и мствием протеолитических ферментов частично гидро- 
шзуется внесенный в пробирку казеин или гемоглобин. 
После этого для прекращения действия ферментов в 
пробирку добавляю г 4 мл 5%-ной трихлоруксусной кис- 
юты, встряхивают и оставляют пробирку на водяной ба
не еще на 30 мин. После этого содержимое пробирки 
фильтруют через плотный фильтр (фильтрат должен 
ныть совершенно прозрачным) и устанавливают оптиче
скую плотность на спектрофотометре при 280 нм. Если 
щрсделения проводят на фотоэлектроколориметре, 
к I мл фильтрата добавляют 5 мл 0,5 М Na2C 03, пере- 
11 шивают, быстро приливают 1 мл реактива Фолина 

(ем. стр. 65) и еще раз перемешивают. Через 20 мин 
числе стабилизации сине-фиолетовой окраски определя- 
|ч г оптическую плотность на фотоэлектроколориметре с 
присным светофильтром (670 нм) при толщине кюветы 
10 мм.

Одновременно проводят контрольное определение.
I л я этого в пробирку вносят 2 мл соответствующего 

раствора казеина или гемоглобина, пробирку помещают 
и.I водяную башо при 30°С. Через 1—2 мин добавляют 

мл ферментного препарата и 4 мл 5%-ной трихлорук- 
| усной кислоты. Затем выдерживают на водяной бане 
и дальнейшие операции проводят, как и в опытном ва
рианте.
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Вычисление результатов. При спектрофотометрию 
ских определениях вычисляют разность Е 0—Ек, где / 
оптическая плотность опытного образца, Ек — оитп'м 
ская плотность контрольного образца. Протеолитюи 
скую активность препарата выражают в единицах пре 
теолитической активности на 1 мг белка, содержащей 
ся в ферментном препарате (для этого необходимо он 
ределить содержание белка в нем) или на 1 г навет» 
растительного материала за 1 ч.

П р и м е р  р а с ч е т а .  Допустим, что оптически 
плотность опытного образца составляет 0,400, а кою 
рольного — 0,250, т. е. разность составляет 0,150. II 
веска материала 1 г. Разбавление 50 мл. Для анализ 
взято 2 мл ферментного препарата, что соответстну 
навеске 0,04 г. Для пересчета протеолитической акт»» 
ности на 1 г необходимо 0,150 разделить на 0,04, но 
дает 3,75 за 30 мин, а для перевода на 1 ч резулы.и 
умножают на 2. Таким образом, условная протеолип 
ческая активность исходного материала составаж > 
7,50 единиц.

Общая формула для расчета:

ПА =  ,
н

где ЯЛ — протеолитическая активность (в условны» 
единицах);

2 — коэффициент для пересчета на 1 ч; 
н — навеска материала, соответствующая количо 

ству ферментного препарата, взятого для он 
ределения (или содержанию белка в прей» 
рате), г.

При фотоэлектроколориметрическом определении 
единицу протеолитической активности принимают коли 
чество фермента, которое за 1 ч при 30°С катализирую 
гидролиз такого количества казеина или гемоглобин» 
которое содержит 1 мкмоль тирозина (181,2 мг).

Содержание тирозина определяют по калибровочной 
кривой. Для построения калибровочной кривой 181,2 mi 
чистого тирозина растворяют в 1 л 0,2 н. НС1. Ра ин 
дения готовят в 5— 10 раз. Реакцию с реактивом Фолнп i 
проводят, как описано выше (в качестве контроля (и 
рут 1 мл воды). На основании определений оптической 
плотности растворов тирозина различной концентрации 
строят калибровочную кривую.
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Общая формула для расчета следующая:

П А =  ,
Т Э -н

I до ПА— протеолитическая активность (в условных еди
ницах) ;

Е 0 — оптическая плотность опытного раствора;
Ек — оптическая плотность контроля;
ТЭ — 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 
ифозина в 1 мл, ориентировочно составляет 1,5—
1,7 Е.

Оборудование и реактивы: 1) спектрофотометр, фотоэлектро- 
•>•> юриметр, центрифуга, холодильник, водяная баня, колбы мер
ные емкостью 50 мл, 100 мл и 1 л ,  конические колбы емкостью 
100 мл, воронки, градуированные пипетки, пробирки;

2) казеин, гемоглобин, жидкий азот, реактив Фолипа (приго- 
(пнление см. стр. 65), 1 н. NaOH, 1 н. и 0,3 н. НС1, 5%-ная три- 
• юруксусная кислота, 0,5 М №гСОз, Vs М фосфатный буфер pH 8,0 
I 't,l)77 г/л КН2Р 0 4 и 23,283 г/л Na2H P 04- 12Н20 ) ;  для приготовле
нии буфера смешивают 5,5 мл первого раствора и 94,5 мл второго 
1'пгтвора.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФОСФАТАЗ

Щелочная (Н.Ф.3.1.3.1) и кислая (Н.Ф.3.1.3.2) фос
фатазы, или фосфомоноэстеразы, участвуют в гидроли- 
|| ортофосфорнокислых эфиров различных спиртов и 
фенолов. В отличие от некоторых других фосфатаз 
(5 нуклеотидазы, фосфоамидазы, аденозинтрифосфатазы 
н др.), гидролизующих строго определенные субстраты, 
мюлая и щелочная фосфатазы обладают широкой специ
фичностью.

Оптимум действия щелочной фосфатазы проявллет- 
| и при значениях pH от 8,9 до 9,6, а кислой от 4,5 до 5,3.

Принцип метода. Определение активности щелочной 
ч кислой фосфатаз основано на количественном учете
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неорганического фосфора, образующегося при расип и 
лении органических фосфорных соединений в строго ш 
ределенных условиях под действием этих ферментоп

Ход определения. При определении активности кп< 
лой фосфатазы используют боратный или гликоколспмн 
буферный раствор pH 5,3, а щелочной фосфатазы < 
ратный буфер pH 9,0. Берут 3—5 г растительной тк.пп 
(листья, стебли, корни, семена или другие изучаемо' 
части растений), растирают в фарфоровой ступке с m 
большим количеством стеклянного песка и 5— 10 мл m 
ратного или гликоколевого буфера. После этого сует и 
зию из ступки переносят в мерную колбу на 25 м ' 
Ступку смывают несколько раз небольшими порции < 
того же буфера, общий объем в колбе доводят до 25 м 
и содержимое колбы тщательно перемешивают. Для m 
лучения прозрачного раствора суспензию переносят и 
колбы в центрифужные пробирки и центрифугируй" 
5— 10 минут при 3000 об/мин. Надосадочная жидко< и 
служит в качестве исходного ферментного препар.и 
для определения активности фосфатаз.

В мерную пробирку наливают 2 мл буфера с с....
ветствующим значением pH, 0,2 мл 0,001 М растн<>|| 
MgCl2 и 1 мл субстрата — глицерофосфата натрия 
концентрацией 5 мг в 1 мл.

Затем в пробирку вносят точно 2,5 мл фермеитти. 
препарата. Содержимое пробирки перемешивают, шгн и 
сивно встряхивая, и инкубируют в термостате в течет 
2 ч при температуре 35°С. После инкубации для Щ" 
кращения ферментативной реакции и осаждения (и 
ков в смесь (пробирку) добавляют 3 мл 10%-ной три 
хлоруксусной кислоты. Общий объем смеси доводят m 
стиллированной водой до 10 мл и фильтруют чор* 
складчатый фильтр или центрифугируют 10 мин при 
5000 об/мин.

В осветленном растворе колориметрическим метол и " 
по Фиске и Суббароу определяют содержание фосфор ■ 
(см. стр. 200). В зависимости от ожидаемого количепп" 
фосфора берут 3—5 мл прозрачного раствора.

Параллельно проводят «холостое» определение иеор 
ганического фосфора. Для этого в реакционную см< >1 
сразу же после добавления препарата фермента при 
ливают трихлоруксусную кислоту, чтобы предотврати 11 
ферментативное расщепление фосфора.

Таким образом, в одном растительном образце пи
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ргдеЛяют неорганический фосфор дважды (каждый раз 
и 2—3-кратной повторности): первый раз — сразу после 
прекращения ферментативного расщепления органнче- 
uix фосфатов («холостое» определение), второй — пос- 
м' двухчасового действия фермента.

Количественная разница между вторым и первым оп
ределениями служит мерой активности фермента. Актив
ность фермента выражают в мг неорганического фосфо- 
|ы (Р2О5) на 1 г растительной ткани.

П р и м е р  р а с ч е т а .  Допустим, что для приготов
ит ия препарата фермента брали 5 г растительной тка
ни и после растирания в ступке доводили общий объем 
in 25 мл. Для инкубации брали 2,5 мл ферментного 
препарата, а для колориметрического определения Р2О5— 
| мл прозрачного раствора. Установили, что в этих 5 мл 
разность между вторым и первым определениями неор- 
I шического фосфата составляет 0,96 мг Р2О5. Следова- 
м'льно, в общем объеме инкубационной смеси ( 10мл), 
•Iго соответствует 2,5 мл ферментного препарата, содер
жится 0 ,96X 2= 1 ,92  мг Р20 5, а в 5 мл ферментного 
препарата (которое соответствует 1 г сырой ткани) со- 
И'рЖИТСЯ X мг Р2О5.

5 J .9 2
2,5

=3,84 мг.

Активность щелочной фосфатазы равна 3,84 мг Р2О5 
на 1 г сырой ткани за 2 ч или 1,92 мг за 1 ч.

О борудование и реактивы: 1) центрифуга, термостат, фото- 
. п'ктроколориметр, фарфоровая ступка, мерные пробирки, ии- 
ш'тки;

2) боратный буфер pH 9,0 и pH 5,3, 0,1 н, гликоколевый буфер 
!<П 9,0 0,001 М раствор MgCU, субстрат — раствор глицерофосфата 
натрия в концентрации 5 мг в 1 мл, трихлсруксусная кислота 
НГ'/о-иая, образцовый раствор и реактивы для определения фосфо
ра по методу Фиске и Суббароу.

Б о р а т н ы й  б у фе р  pH 9,0. Берут 85,6 мл 0,05М 
раствора тетрабората натрия (12,367 г Н3ВО3+ЮО мл 
рае-гвора NaOH в 1 л) и доводят до 100 мл 0,1 и. НС1.

Б о р а т н ы й  б у фе р  pH 5,3. Берут 0,05М раствор 
птрабората натрия и доводят 0,1 н. раствором НС1 до 
1>11 5,3.

Г л и к о к о л е в ы й  б у фе р 0,1 н. pH 9,0. 12,4 мл 
0,1 н. NaOH доводят до 100 мл 0,1 и. раствором глико- 
соля (7,507 г гликоколя-Г5,85 г NaCl в 1 л).



Р А З Д Е Л  VII

ВИТАМИНЫ

Витамины — низкомолекулярные, биологически щ 
тивные органические соединения разнообразной хими 
ческой природы, необходимые для нормальной жи пи 
деятельности организмов.

Витамины тесно связаны с ферментами, и многие и 
них входят в состав активных групп двухкомпонентт.м 
ферментов.

Растения обладают способностью синтезировать ы 
необходимые им витамины, человек получает их с при 
дуктами питания, а животные — с кормами. Поэтом 
определение витаминов в растениях необходимо прел о 
всего для оценки пищевой и кормовой ценности рае in 
тельных продуктов.

По сравнению с углеводами, белками или жирами 
витаминов в растениях значительно меньше, поэтом 
для точного их количественного определения необходим 
особая аккуратность в работе и строгое соблюдешь 
методики анализов.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
(ВИТАМИНА С)

Аскорбиновая кислота — антицинготный витамин 
Количество аскорбиновой кислоты в растениях зависьi 
от почвенно-климатических условий выращивания. Обыч 
но овощи, плоды и ягоды, выращенные на севере, содср 
жат значительно больше аскорбиновой кислоты, чем им 
ращенные в южных районах.

Аскорбиновая кислота в организме принимает актин 
ное участие в окислительно-восстановительных процс 
сах. |

Связано это с тем, что она существует в двух фор 
мах — собственно аскорбиновой кислоты и легко обрн
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зующейся из нее дегидроаскорбиновой кислоты. Взаим
ные превращения этих двух форм показаны ниже:

о II о с  = о
по - < п -  211 о
но - с  о о ооII

н - с - 1 н -C - J
но - С  -  11 * 211 но - с  -  н

С.Н2ОН СН2ОН

аскорбиновая дегидроаскорбинобая
кислота кислота

Аскорбиновая кислота хорошо растворяется в воде. 
В 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— 
10 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 
10 мл фильтрата, приливают 1 мл 2% -ной НС1, 0,5 мл 
1%-ного раствора йодистого калия и 2 мл 0,5%-ного 
раствора крахмала. Смесь разбавляют водой примерно 
до 20 мл, перемешивают и титруют из микробюретки 
0,01 н. раствором йодата калия до устойчивого синего 
окрашивания. Все операции по определению аскорбино
вой кислоты следует проводить быстро (в течение 
10 мин). Параллельно ведут контрольное титрование сме
си 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 
опытного образца и контроля. 1 мл точно 0,01 н. йода
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та калия соответствует 0,8806 мг аскорбиновой кислоты 
При расчетах учитывают поправку к титру йодата |<н 
лия, навеску материала и разбавление. Если содержа 
ние аскорбиновой кислоты низкое, вместо 0,01 н. нс 
пользуют 0,001 н. йодат калия.

О борудование и реактивы: 1) пластмассовая терка, ступка фар 
форовая, микробюретка, колбы мерные емкостью 100 мл, колом 
конические емкостью 100 мл, пипетки градуированные;

2) 2%-ная НС1, 1%-ный йодистый калий, 0,5%-ный раствори 
мый крахмал, ЮОз 0,01 н. или 0,001 н. раствор.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РУТИНА (ВИТАМИНА Р]

Витамин Р укрепляет стенки кровеносных сосудов и 
наряду с витамином С предохраняет от заболевания 
цингой.

К веществам, обладающим Р-витаминной аи 
тивностью, относятся прежде всего рутин и геспер иди и, 
Такой же активностью обладают катехины и таннин чай 
кого 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 листьях 
и других органах растений.

Ниже описан метод определения рутина в растени 
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 плот 
ность исследуемых окрашенных растворов, содержащих 
рутин, сравнивают с оптической плотностью стандартно
го раствора рутина.

Ход анализа. Навеску растительного материала (5 г 
листьев или 10 мг тонкоразмолотых семян гречихи) рас 
тирают в фарфоровой ступке и многократно экстрагн 
руют горячим раствором метилового спирта до получе 
ния бесцветного экстракта. Экстракты сливают вместе, 
спирт отгоняют в специальном приборе под вакуумом 
(см. рис. 21) или выпаривают на водяной бане, подо
гретой до 35°С в токе воздуха. Остаток обрабатываю! 
несколько раз малыми порциями этилового эфира для
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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- 
пании 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:

Y__ ДгС-гМОО
' _  Дг-к-2 ’

где X — содержание рутина, мг на 100 г вещества;
Д \— оптическая плотность образца;
Д 2 — оптическая плотность стандарта; 

с — содержание рутина в стандартном растворе; 
v — разведение;
н — навеска растительного материала, г.

О борудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр или
спектрофотометр, ступки фарфоровые, колбы конические емкостью 
100 мл, прибор для отгонки спирта в вакууме, баня водяная, кол
бы 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, стандартный раствор рутина.

С т а н д а р т н ы й  р а с т в о р  ру т ина .  0,0250 г ру
тина 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 
6 месяцев.

239



Ц и т р а т  н о - б о р н а я  с ме с ь .  Реактив А: 10 г ш 
ионной кислоты, предварительно высушенной в течеи)и 
2 ч при 60°С, растворяют в 100 мл сухого ацетона. Раи  
тив Б: 0,8 г борной кислоты растворяют в 100мл сухо!" 
ацетона. Перед употреблением реактивы А и Б смеши 
вают в соотношении 1 : 1 и фильтруют.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРОТИНА (ПРОВИТАМИНА А)

Каротин относится к группе каротиноидов — желты 
и оранжево-красных пигментов, построенных из восьми 
остатков изопрена и имеющих общую формулу С4()11

Известно по крайней мере 5 изомеров каротина, ко 
торые обозначают буквами греческого алфавита. Вы 
они биологически активны, так как при их расщеши 
нии с участием воды в организме человека и живота ьы 
образуется витамин А. Наибольшей биологической ш 
тивностью обладает p-каротин. При расщеплении моЛ( 
кулы p-каротина с присоединением воды образуют* ч 
две молекулы витамина А (С20Н29ОН). Каротин нерпа 
ворим в воде, но растворяется в некоторых органши 
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 окисы" 
алюминия. Количество каротина определяют колоримп 
рически по интенсивности желтой окраски путем сран 
нения с раствором азобензола (или бихромата калия), 
стандартизированного но каротину.

Ход определения. 5— 10 г измельченного свежего ра 
стительного материала растирают в фарфоровой ступы 
с кварцевым песком. Каротин распадается в кислой срс 
де, поэтому при растирании добавляют немного ЦагСО, 
(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 ра * 
(пока экстракт не станет бесцветным). Обычно исполь 
зуют пятикратное (по отношению к навеске) количеп 
во ацетона. Все ацетоновые экстракты сливают в ста 
кан, а затем фильтруют при отсасывании. Фильтр про 
мывают небольшим количеством ацетона и количеп
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Гиг. 41. Хроматографическое разделение 
каротиноидов на окиси алюминия:

I хроматографическая колонка; 2 — колба Бун- 
iimiii; 3 — ликопин; 4 — а -каротин; 5 — Р-каротин; 

6 — т-каротин.

ценно переносят в делительную во
ронку.

Хроматографическое разделение 
шетрагированных пигментов на 

окиси алюминия проводят с исполь- 
юванием в качестве растворителя 
негролейного эфира. Поэтому необ
ходимо, чтобы пигменты сконцент
рировались в этом растворе. Для 
гого чтобы перевести пигмен- 
п,1 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 
пставляют до полного разделения слоев. Нижний (водно- 
ацетоновый слой) сливают. Воду приливают несколько 
раз до полного удаления следов ацетона.

Для обезвоживания раствор пигментов в петролей- 
иом эфире пропускают через колонку, наполненную без- 
подным Na2SC>4. Дальнейшее отделение каротина от со
путствующих пигментов проводят методом адсорбцион
ной хроматографии на окиси алюминия. Для этого на 
дно хроматографической колонки (рис. 41) помещают 
ннтный 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- 

! та доводят до 7— 10 см. После этого в колонку кладут 
II слой ваты и вносят безводный сульфат натрия слоем 

0,5 см. Раствор каротина в петролейном 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 
весь каротин, отделяясь от двух пигментов, в виде жел
той полосы не перейдет в приемник. Промывание колон- 

I кп заканчивают, когда вытекающий растворитель станет 
ю Пдешкрв в. п. 241



прозрачным. Раствор каротина переносят в мерную :«ы 
бу на 50 мл и доводят петролейным эфиром до ме/м

Содержание каротина определяют на фотоэлектрон1 
лориметре или спектрофотометре при длине волны 
440 нм, сравнивая со стандартным раствором азобсн и 
ла или двухромовокислого калия.

Вычисление результатов. Количество каротина ш 
числяют по следующей формуле:

У __ а-ДргМОО
~  *

где X — содержание каротина, мг на 100 г;
а — количество мг каротина в 1 мл, которому 

ответствует стандартный раствор (обычн" 
0,00235 мг, если был взят азобензол 1 
0,00416 мг, если был взят бихромат калия).

Д\— оптическая плотность исследуемого раствор
Д г — оптическая плотность стандарта; 

v — объем раствора каротина, мл; 
н — навеска растительного материала, г.

Оборудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр н
спектрофотометр, ступки фарфоровые, воронки делительные, холПк 
Бунзена, воронки Бюхнера, колонки хроматографические, ко.'"'* 
мерные емкостью 50 мл;

2) NaC03, Na2S04 безводный, А120 3 с влажностью 4% (окн
алюминия высушивают при 105°С и увлажняют по расчету, ..........
в банке с притертой крышкой), петролейный эфир, стандартна 
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 об i 
ем до 100 мл. Оптическая плотность раствора соотип 
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 е н з о л  а. 0,145 • 
перекристаллизованного из спирта азобензола раствори 
ют в 100 мл 96%-ного этилового спирта. Перед употрг' 
лением 10 мл раствора разбавляют 96%-ным спирте i 
до 100 мл. Оптическая плотность этого раствора соотт > 
ствует плотности 0,00235 мг каротина в 1 мл.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ НИКОТИНОВОЙ КИСЛОТЫ 
(ВИТАМИНА РР)

Никотиновая кислота (витамин P P J содержится пн 
всех органах растений и в значительном количеств' 
накапливается в семенах, Превращаясь в амид, olid
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используется для образования большой группы окисли
тельно-восстановительных ферментов, содержащих в 
своих активных группах НАД и НАДФ. Таким образом, 
при недостатке этого витамина задерживается образо- 
иание многих ферментов, катализирующих окислитель
но-восстановительные процессы в организмах. Биологи
ческой активностью обладает как свободная никотино: 
мая 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 
стой окраски ио 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% -ного сернокислого цин
ка и несколько капель этилового спирта. Затем в раст
вор по каплям приливают 4 н. NaOH до появления осад
ка и бледно-розовой окраски, перемешивают, оставляют 
па 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 0,005 мг вещества в 1 мл. Колбы нагревай" 
на водяной бане 5 мин при 50°С, а затем под тягой при 
бавляют из бюретки по 2 мл роданобромидного реп к 
тива. Содержимое перемешивают и вновь нагревают и > 
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 темно и 
в течение часа. Оптическую плотность исследуемо!" 
раствора (Д \) и стандарта (Д2) определяют на фото 
электроколориметре при 440 нм в кюветах толщиной
1 см.

Параллельно проводят контрольное определение он 
тической плотности аминокрасящих веществ в исходном 
растворе (Дз) и реактивах (Д4). Для этого в первом 
случае вместо роданобромидного реактива используии
2 мл воды, а во втором — заменяют водой раствор ники 
тиновой кислоты. Все остальные этапы анализа проно 
дятся, как описано выше.

Вычисление результатов проводят по следующее 
формуле:

^   (Д\—Дз) - с -к • 100
( Д г—Д4) н

где X — содержание никотиновой кислоты в образце,
Д х — оптическая плотность исследуемого раствори,
Д2 — оптическая плотность стандартного раствор.i 

никотиновой кислоты;
Дз — оптическая плотность аминокрасящих вещей и 

в исходном растворе (для поправки на амп 
нореагирующие вещества);

Д 4— оптическая плотность для поправки на реп к 
тивы;

с — содержание никотиновой кислоты в стандарт 
ном растворе, мг;

н — навеска растительного материала, г;
v — объем раствора (с учетом всех разбавле 

ний), мл.

О борудование и реактивы: 1) фотоэлектроколориметр, водянки 
баня, термометры, ступки фарфоровые, колбы мерные емкости" 
50 мл, пипетки градуированные, бюретка, колбы конические см 
костью 50 мл с притертыми пробками (или широкогорлые про 
бирки того же объема с притертыми пробками);

2) 2 н. и 5 н. H 2 S O 4 , 4 н. и 10 н. NaOH, цинк сернокислый 
80%-ный, роданобромидный реактив, метол перекристаллизованш,1п 
стандартный раствор никотиновой кислоты.
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Р о д а н о б р о м и д к 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 
окончательно обесцвечивают 1%-ным раствором рода
нида. Затем небольшими порциями добавляют 20— 
50 мг углекислого кальция до прекращения выделе
ния С 0 2 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. H2S 0 4, нагретой до кипения и при 
необходимости добавляют 100 г активированного угля. 
Смесь фильтруют через воронку Бюхнера в большой 
химический стакан, добавляют 0,3 г бисульфита натрия, 
700 мл спирта а помещают на несколько часов в ледя
ную 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 и с л о т  ы. 0,500 г вещества растворяют в колбе на 500 мл 
в воде, подкисленной 5 мл 10 н. H2S 0 4. При хранении в 
темной склянке с притертой пробкой на холоду раствор 
годен в течение 6 месяцев. В день анализа 5 мл раст
вора доводят до 1 литра. 1 мл раствора содержит 
0,005 мг никотиновой кислоты.
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Т а б л и ц а  2

0,1 М Фосфатный буфер, pH 5,8—8,0
(Na2H P 04 — КаН2Р 0 4)

Na2H P 0 4-2H20 M =  178,05; 0,2М раствор содержит 35,61 г в 1 Л

Na2H P 04 12H20 M = 358,22; 0,2М » » 71,64 г п 1 л

NaH2P 0 4 H20 М = 138,0; 0,2М » » 27,6 г в 1 л

NaH2P 0 4-2H20 М =  156,03; 0,2М » » 31,21 г в 1 л

p H
0,2М

Na2HP04l мл
0,2 М

NaH2PO„ мл pH 0,2М
Na2HP0„ мл

0,2М
NaHjPO,, мл

5,8 8,0 92,0 7,0 61,0 39,0
6,0 12,3 87,7 7,2 72,0 28,0
6,2 18,5 81,5 7,4 81,0 19,0
6,4 26,5 73,5 7,6 87,0 13,0
6,6 37,5 62,5 7,8 91,5 8,5
6,8 49,0 51,0 8,0 94,7 5,3

После приготовления раствор разбавляют водой до 200 мл.

Т а б л и ц а  3

Фосфатная смесь Серенсена, pH 4,94—9,18

Для приготовления смеси растворяют в 1 л воды 11,876 г 
Ыа2Н Р 04-12Н20  и в  1 л  воды — 9,078 г КН2Р 0 4. Для получения 
приведенных значений pH растворы смешивают в указанных соот
ношениях (при расчете на 10 частей).

р н NaaHP04 КН3РО, р н Na2HPO, КН„РО,

4,94 0,10 9,90 6,98 6,00 4,00
5,29 0,25 9,75 7,17 7,00 3,00
5,59 0,50 9,50 7,38 8,00 2,00
5,91 1,00 9,00 7,73 9,00 1,00
6,24 2,00 8,00 8,04 9,50 0,50
6,47 3,00 7,00 8,34 9,75 0,25
6,64 4,00 6,00 8,67 9,90 0,10
6,81 5,00 5,00 9,18 10,00 0,00
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Таблица •)

Na2HP0 4-2H20 М =  178,05; 0,2М раствор содержит 35,61 г в 1 л, 
Лимонная кислота Н20  М = 210,14; 0,1М раствор содержит
21,01 г в 1 л.

Ф осф атн о-ц и тр атны й  буф ер, pH 2,2—8,0

p H
0,2М

NaaHP04, мл
0,1М лимонная 

кислота, мл pH 0,2М
Na3HPOi, мл

0,1М лимонипи 
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 и ц а  Л

Ц и т р а т н ы й  б у ф е р ,  pH 3,0—6,6
Лимонная кислота-НгО; М = 210,14; 0,1М раствор содержи! 

21,01 г в 1 л.
№ з=цитрат-2Н20 ; М =294,12; 0,1 М раствор содержи!

29,4 г в 1 л.

р н
0ДМ лимон
ная кислота, 

мл
0,1 М Na3-mrr- 

рат, мл p H
ОДМ лимон
ная кислота, 

мл
ОДМ Na3-mn 

рат, m i

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

248



Т а й л й Ц Я  б

У15М ф о с ф а т н ы й  б у ф е р . pH 4,80—8,00 
(KH2P 0 4- N a 2H P 04)

Раствор № 1 — Уj5 М фосфат натрия (11860 г Na2H P 04-2H20  
в 1 л).

Раствор № 2 — Vis М фосфат калия (9,073 г КН2Р 0 4 в 1 л).
Na2H P 04-2H20  химически чистый дважды перекристаллнзовы- 

вают (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.

КН2Р 0 4 химически чистый дважды перекристаллизовывают и 
высушивают при 110— 120°С.

Для приготовления буфера с необходимым значением pH ука
занный ниже объем раствора №1 доводят до 100 мл раствором № 2.

pH 0 1 2 3 4 5 G 7 8 9

4,8 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

5,0 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
5 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 94,6 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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f  a 6 л U It a 1

Для приготовления буферного раствора требуемого значения pi I 
отмеряют указанный объем 1 и. раствора уксусной кислоты, при 
бавляют 50,0 мл 1 н. раствора едкого натра и разбавляют дистнл 
лированной водой до 500 мл.

Ацетатный буфер, pM 3,8—6,3

pH
Уксусная кис
лота 1н., мл pH

Уксусная кис
лота 1н., мл pH

Уксусная и 
лота 1н., м

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  I
У н и в е р с а л ь н а я  б у ф е р н а я  с м е с ь

Приготовляют раствор смеси 0,04М фосфорной, 0,04М уксусниц 
и 0,04М борной кислот. Для получения буферного раствора ж< 
лаемого значения pH к 100 мл смеси приливают 0,2 н. растио|> 
NaOH в объеме, указанном в таблице.

NaOH, мл р н NaOH, мл pH NaOH, мл pH NaOH, мл pH

0 1,81 25,0 4,10 50,0 6,80 75,0 9,62
2,5 1,89 27,5 4,35 52,5 7,00 77,5 9,91
5,0 1,98 30,0 4,56 55,0 7,24 80,0 10,38
7,5 2,09 32,5 4,78 57,5 7,54 82,5 10,88

10,0 2,21 35,0 5,02 60,0 7,95 85,0 11,20
12,5 2,36 37,5 5,33 62,5 8,36 87,5 11,40
15,0 2,56 40,0 5,72 65,0 8,69 90,0 11,58
17,5 2,87 42,5 6,09 67,5 8,95 92,5 11,7(

20,0 3,29 45,0 6,37 70,0 9,15 95,0 п ,8:

22,5 3,78 47.5 6,59 72,5 9,37 100,0 11,98
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Т а б л и ц а  9

Фосфатно нитратные буферные системы с постоянной ионной силой,
(ионная сила системы 1,0 или 0,5 при различных значениях pH)

pH

Состав смеси (г на 

Na2HPO,-12HaO

1 л раствора)

лимонная кис
лота -1Н20

Ионная сила 
буферной 

смеси

г КС1, добавляемые 
на 1 л буферной 

смеси для получения 
ионной силы

1,0 ц | 0,5 ц

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
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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GOСЛСО
1 а б л и ц а 10

Принятые сокращения: ГеЛеВЭЯ СИСТвМа ДЛЯ "««-электрофореза

с?хТпмаТРИТ е 1 Т Г Мем ИМ ^ ™ ометан: ПСА -  персульфат аммония (NH4) 2S20 8; РФ -  рибофлавин; С а х .- -
К РаяМ̂ ^ ЛеВДИаЮШ; M M - N> N'-метнленбискариламид; Э Д А -эти л ен

Система
геля

Область
применения

PH

кон-
цент-

рирую-
щий
гель

разде
ляю
щий
гель

Растворы разделяющего 
(нижнего) геля

№
составные 
части на 

100 мл раст
вора

pH
соотно
шение 

растворов 
в смеси

Растворы концентрирующего 
(верхнего) геля

№

составные 
части на 

100 мл 
раствора

pH
соотноше
ние раст
воров в 

смеси

Электродный
буферный
раствор

составные 
части на 
1000 мл 
раствора

pH

Полюса

вер
хний

ниж
ний

pH 8,9; 
7,5 % 

(сред
непорис

тый 
гель)

Белки с 
молеку
лярной 
массой 

101— 10в; 
опти

мальное 
разделе

ние
при мо
лекуляр
ной мас

се
3-10^—
-3 -1 0 5
(сыво

роточные
белел)

8,3 9,5 I h.HCI 48 мл 
Трас 36,6 г 

Темед 
0,23 мл

Акрил
амид 30,0 г 
МБА 0,8 г

ПСА 0,14 г

8,9 1 часть 
№ 1

2 части
№ 2

1 часть 
Н20  

4 части 
№ 3

4 1МН3Р 0 4 6,9 I часть
25,6 мл № 4
Т рас 2 части
5,7 г № 5

5 Акрила- I часть
М И Д № 6

10,Ог 4 части
МБА 2,5г Ns 7

6 РФ 4 мг
7 Сах.

40,0 г

,

Трас 6 1 
Глицин 
28,8 г 

Исполь
зуют 

10%-ный 
водный 
раствор

8,3 +

Т а б л и ц а  I I

Р е а к т и в ы ,  и с п о л ь з у е м ы е  д л я  о к р а ш и в а н и я  б е л к о в  п р и  э л е к т р о ф о р е з е

Красители (название 
и синонимы)

Эмпирическая формула 
и молекулярная масса

^макс,
нм

Фиксирующий раст
вор и продолжитель

ность фиксации

Раствор красителя и 
продолжительность 

окрашивания
Примечание

Амидовый черный 10В 
(амидошварц)

Нафталиновый чер
ный 10В

C22H16O4N6S2
572

620 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)

Перед употреблением 
раствор фильтруют

При старении появля
ется осадок краси
теля и белковые по
лосы окрашиваются 
в почти черный цвет 
(вместо темно-сине
го)

Кумаси бриллианто- 
" вый синий R 250 

Кислотный синий 83

C42H36O6N3S2
742

(трифенилмета- 
новый краситель 
фуксинового ря
да)

555 20%-ный водный 
раствор сульфо- 
салициловой 
кислоты, 18 ч

0,25% в воде, не содер
жащей тяжелых ме
таллов; 0,5—2 ч или 
0,25% в смеси 9%-ная 
уксусная кислота+ 
+45%-ный метанол;
30 мин

Электрофоретическое 
обесцвечивание в 
3,75%-ной уксусной 
кислоте

Между красителем и 
белком образуются 
электростатические 

и вандерваальсовы 
связи

Азокармин В C28H20O9N3S3CI
697

525 0,5 % в смеси 7 %-ная 
уксусная кислота+ 

+30%-ный метанол; 
0,5—2 ч

шшшш
. . . .
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